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ELOZMENYEK

A mindenki altal jol ismert hidrogénperoxidot Thenard és Gay-Lussac
allitotta eld, és Thenard irta le 1819-ben, hogy bizonyos ndvényi és allati
szovetek ezt oxigén fejlédés kdzben bontjak.

Ezért a reakcioért felelds anyagot 1901-ben Loew kataldznak nevezte el

feltehetden utalva a katalizis jelenségére.
Az 1800-as évek vegére a katalazrol méar sok informéacio valt ismertté, mivel
rendkiviill nagyszdmt szubsztratot képes rovid id6 alatt atalakitani, nagy
koncentracidban talalhato a novényi, allati és emberi szdvetekben, valamint
aktivitasa az egyszerl térfogatméréssel megvalosithato.

Az 1900-as ¢évek kezdetén és elso felében katalaz bevonult a
diagnosztikaba is. Az anémia diagnosisa a vér kataldz mérése révén, mig az akut
pancreatitis, és a  hemolitikus folyamatoké a szérum kataldz aktivitas
segitsegevel.

A tudomanyos kutatdsban a maj csokkent katalaz aktivitdsa tumoros
folyamatokban ezen idében sokak altal miivelt kutatési teriilet volt. A jelenség
pathomechanizmusanak vizsgalata még napjainkban is aktualis téma.

Az enzimatikus reakciék mechanizmusa tanulmanyozasahoz is a katalaz
szolgalt korai peldakent.

A velesziiletett human enzim hianyok k6zott is az egyik elsé volt 1948-ban
a katalaz hiany.

A klinikai enzim diagnosztika azon korai korszakaban (1950-es évek),
amikor kevesszamu, kizarolagosan manualis modszereket és tobbfajta analitikai
eljarast alkalmaztak a klinikai kémiai laboratériumok a szérum Kkatalaz
meghatarozas igéretesnek tlint.

A Klinikai rutin laboratoriumban dolgozo, analitikai szemléletli, kezdo
diploméasként megragadott az enzimek azon tulajdonsaga, hogy szelektiven csak
egy vagy néhany vegyilet reakcidjat katalizaljak nagy sebességgel. Ez annyira
megragadott, hogy eldontottem a klinikai enzimdiagnosztikaval fogok
részletesebben foglalkozni. Ez az id0szak egyben az enzimdiagnosztika kezdeti,
nagy reményekkel kecsegtetd korszaka is volt.

A kovetkezd kérdés az volt, hogy melyik legyen a kivalasztott enzim?

A mar részletesen vizsgalt GOT, GPT, alkalikus foszfatdz, amilaz
vizsgalatokon tulmenden egy régrdl ismert, de kissé elfelejtett enzim, a kataléz
keltette fel az én, és munkahelyi vezetdm dr. Mészéros Istvan igazgato-féorvos
figyelmét. A kovetkezd 1épés a meghatarozasi eljaras kidolgozasa volt. Ehhez
egy specifikus, olcsé hidrogénperoxid mérési eljarasra volt szukség. Ekkor
gondoltunk a polarogréfra, amely ezen kdvetelményeket kielégitette.

A polarografids szerum katalaz meghatarozas kepezte egyetemi doktori
értekezésémet, és szamos alkalmazasa a kiilonb6z6 megbetegedésekben a
klinikus kollégakkal torténd kooperacid eredménye.



A katalaz aktivitds meghatdrozasi modszeremet a tudomdany ¢€s a lehetdségek
fejlodésével allandoan tovabbfejlesztettem.
A meghatarozasi mddszer birtokaban vizsgaltam a szérum Kkatalaz aktivitast
kiilonb6zd megbetegedésekben, €s ezeket az 1970 és 1984 kozotti eredményeket
a kandidatusi értekezésemben foglaltam 6ssze.

1994-ben amikor, a Debreceni Orvostudomanyi Egyetem Prof. Muszbek
Laszl6 akademikus altal vezetett Klinikai Kémiai Intézetbe nyertem kinevezést,
a katalaz enzim vizsgalatat tovabb folytathattam, 1) megfelelobb lehetdségek
kozott.

A kataldz enzimmel torténd vizsgdlodasaim sordn annyi érdekes, Uj
jelenseggel, megvalaszolando kerdéssel talalkoztam, és taldlkozom ma is, hogy
még 2005-ben is ez a f6 kutatasi teriiletem.

Kandidatusi értekezésem utani idészakban az enzim diagnosztika kevésé
mivelt két teriiletével kezdtem foglalkozni.

a. EldszOr azt probaltam eldonteni, hogy az egyes megbetegedésekben
talalt katalaz emelkedés melyik szervbdl keriilhet a szérumba jelezvén annak
karosodasat.

b. Masodszor a tobb megbetegedésben is mérhetd, jelentds szérum katalaz
ndvekedes diagnosztikai specificitdsat probaltam ndvelni az 1980-as években
elérhetd, ujnak szamito eljarasokkal.

Késobb a spektrofotometrids katalaz aktivitds meghatdrozdsi moddszert
dolgoztam ki, amelyet ma tobb orszagban alkalmaznak. Ennek alkalmazasaval a
szérum vizsgalata utdn a voOrosvertest katalaz aktivitasat tanulmanyoztam
kiilonb6z6 megbetegedésekben illetve koros allapotokban.

A 1989-ben a vilag tobb orszagaban mar detektalt velesziletett katalaz
hiany vizsgalatat tliztem ki célként, és kezdtem vizsgalni. Ennek eredménye a
Magyarorszagon és elséként talalt katalaz hianyos egyének. A velesziletett
katalaz hiany Magyaroszagi formajat jellemeztem klinikai, klinikai kémiai és
molekularis genetikai vizsgalatokkal. Ezzel utalva arra, hogy a modern
orvostudomany a rendszerbiologidn alapulva nem nélkilézheti a Klinikai,
laboratoriumi, és genomikai markerek vizsgalatat, ismeretét.

Munkam soran tapasztaltam, hogy errdl a régota ismert enzimr6l alkotott
ismereteink a tudomany, a technika fejlodése révén allandoan valtoznak, €s
allandéan né azon korabban leiro jelleggel megismert folyamatoknak szédma,
amelyeknek ma mar evidens és plauzibilis magyarazatat tudjuk adni.

Ez a fejlédés kiilondsen jelentds a katalaz szubsztratja a hidrogénperoxid
szerepének megitélésében, amelyr6l ma mar ismert, hogy nemcsak toxikus
melléktermék, hanem bizonyos esetekben és alacsony koncentracioban
fizioldgias folyamatokban jatszik szerepet.

A Kkatalaz enzim és hidrogenperoxid kozotti reakcio nem valt volna ismertté, ha a
legUjabb komputeres kémia nem segitett volna a folyamat megismerésében.



A tumorokban kordbbrdl ismert katalaz csokkenés a molekularis genetika
eredményeivel ma mar egyértelmilen a szintézisének csokkenésére vezethetd
vissza.

A velesziletett katalaz hiany egyes formainak pontos leirasahoz napjainkban mar
elengedhetetlen a genotipustol a fenotipusig vezetd hatasmechanizmus részletes
iIsmerete.

A katalazzal illetve ennek velesziiletett hianyaval foglakozé kivalo tudosok
(Takahara S. Japanban illetve Aebi H. Svajcban) életkora illetve korai haléla
miatt a veleszuletett kataldz hiannyal kapcsolatos kdzlemények az 1970-as évek
kozepétél csak szorvanyosak és nem oOlelik fel a kérdés teljes (Kklinikai,
biokémial, genetikai) vertikumat.

A katalaz enzimrdl magyar nyelvii 6sszefoglalo még nem jelent meg, és az utolso
angol nyelvii konyv fejezet is 1995-ben (Eaton JW, Mu M. Acatalasemia) kerult
kiadasra.

Ezek a tények indokoltdk téma valsztdsomat, hogy a régrdl ismert
katalaz enzim Uj szerepét/arculatat mutassam be.

A célkitlizések részben foglaltam 6ssze munkam f6 céljait.

Az irodalmi részében katalazrél a valtozasokat, az Uj tendenciakat

foglaltam 6ssze és  kritikailag  értékeltem. Enek eredményeként Uj
megvilagitasban mutatom be a hidrogenperoxid metabolizmust, és kapcsolatat a
katalaz enzimel,
Munkam soréan arra is tekintettel voltam, hogy a katalazrol kiléndsen annak
fiziologias szerepérodl, a hidrogénperoxid metabolizmussal valé kapcsolatarol (a
hidrogénperoxid metabolizmus {6 szabalyozd enzime) sz6l6 korszeri ismeretek
valtsak fel a korabbi hianyos vagy nem teljesen bizonyitott elképzeléseket.

A mobdszerek és a betegek fejezetben az értekezésben alkalmazott
eljarasokat, vizsgalati mdodszereket modszer csoportonként, és abc sorrendben
jelenitettem meg. A vizsgélatokba szerepld egyének jellemzését, valogatasi
szempontjait szintén ez a fejezet tartalmazza.

A Kkisérleti részben az altalam vegzett katalazzal kapcsolatos
eredményeket foglaltam 0Ossze ¢és mutatom be kiilonb6zé modszerekkel. A
szérum katalaz, a vorosvértest katalaz, és a velesziletett katalaz hiany vizsgalata
képezik ezen fejezet fobb részeit.

Az eredmények értékelésének szempontjai a kbvetkezok.

Elészor az 0j eredmények értékelése végeztem az aktudlis irodalmi
adatok fuggvényében.

Az eredmények szérum kataldz kismértékii diagnosztikai jelentdsége mellett a
szérum katalaz szerveredete és izoformainak kimutatasa teriiletén hianypotléak.
A vér kataldz csokkenést, amelyet tobb betegségben detektaltunk a genetikai
okok hidnyéaban a csokkent képzddésnek tulajdonitjuk.

A velesziletett katalaz hidny egy U} formajanak ismertetése, amit
Magyarorszagon elsoként detektaltam, hazai és nemzetkdzi viszonylatban is



ujszerli eredményeket tartalmaz. Az akatalazémiat korabban tiinetmentes, enzim
hianynak tartottdk. Az altalam végzett részletes klinikai, klinikai kémiai és
genetikai jellemzés/tiinetei/elvaltozasai alapjan tunetegyittesnek(szindroméanak)
is nevezhetjuk. A témaval kapcsolatos kbzleményeim a katalaz hiany jelenlegi,
nemzetkozi irodalmanak jelentds részét képezik.

Maésodszor a kordbbi munkaim eértékeléset mai ismereteink alapjan is
elvégzem. Ezen értékelés soran tobb esetben tapasztaltam, hogy az akkori leird
jellegli eredménynek a mai ismereteink alapjan mar evidens magyarazata adhato,
mint ezt a kovetkezdé példa szemléltetheti. Az acute pancreatitisben kimutattuk,
hogy a vorosvértestekbdl, azok lokalis hemolizise soran felszabadul a kataldz. Ez
a lancreakcié egy kozbiilsé elemének, a hidrogénperoxidnak csokkentésével a
tovabbi szabadgytkos folyamatok inicidlasat akadalyozhatja meg. Ezt tamasztja
alad, hogy terdpias cellal bejutatott kataldz enzim az ilyen folyamatokban
jelentdsen csokkentette a komplikaciokat.

A  munkdmhoz jelentds segitséget kaptam klinikus kollégaimtol,
munkahelyi vezetdimtdl, tobb kozlemény nemzetkdzi kooperdcioban valosult
meg, ¢s tobb kutatasi palyazat nyujtott pénziigyi lehetdséget. Ezeknek a
kollégaknak és szervezeteknek eziton mondok kdszonetet.

A munkamban a betegségek neveinek irdsanal az Orvosi helyesirasi szotar
(Akadémiai Kiadd 1992) volt segitsegemre, mig a vegyiletek irasanal a kémiai
elnevezéseket hasznaltam.

Az értekezésben felhasznalt nagyon sok irodalmi hivatkozas kozott az
eligazodast konnyiti, hogy az egyes részek utan adtam meg az irodalmi
hivatkozasokat, az értekezést megalapozd kozleményeket a 8. fejezetnek
megfeleld sorrendben is feltiintettem kovér, dolt, alahuzott szamokkal. Ezektdl a
modositasoktol remélem az értekezés kénnyebb olvasasat és az alapjaul szolgalo
kdzlemenyek kiemelését.

A kataldz enzim régi és uj arculatanak ily modon torténé bemutatasaval
ezen enzimen tilmenden egy kissé a klinikai enzimologia valtozasat, fejlodését is
szerettem volna bemutatni.

Tovabbi nem titkolt célom volt, hogy a kataldzzal kapcsolatos kutatasi
eredmények ismertetésevel a kutatdsi témanak tovabbi hazai kutatokat is
megnyerjek tevékenységem bemutatdsaval. Kihangsulyozva, hogy a klinikai
laboratériumokban dolgozo6 kollégaknak is lehetdség kinalkozik arra, hogy hazai
¢s nemzetkozi szintli tudomanyos eredményeket érjenek el kiilonésen akkor, ha
ezt kooperacioban tudjak megvalositani a klinikus és az elméleti szakemberek
egyiittmiikodésével.

Debrecen 2006. februar
Dr. G6th Laszl6
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1. BEVEZETES

A katalaz enzim (EC 1.11.1.6) a kovetkezo reakciot katalizalja

2 HZOZ—)Z HgO"‘Og

Az enzim szubsztratjat, a hidrogénperoxidot 1819-ban Thenard és Gay-Lussac mar el6éallitotta
[1].

Ezzel kisérletezve Thenard azt talalta, hogy az névényi és allati szovetek a hidrogénperoxidot
bontjak, mikdzben gaz (oxigén) buborékok képzédnek. Ma mar tudjuk, hogy ez a jelenség a
szovetekben 1évo katalaz enzimnek tulajdonithat6. Talan ez az egyik elsé enzimatikus jelenség,
amelynek leirdsa [2] 1819-ben Thenard nevéhez fliz6dik.

A hidrogénperoxid bontasat oxigén keletkezése kdzben késdbb tobb mas anyagnal is
tapasztaltak, Schonbein ezt a vernel [3] 1863-ban, Bergergriin pedig a vorosvertesteknél
[4].
A baktériumoknal elészor Gottstein [5] 1893-ban irta le és ebben az évben Beijernick
[6] 1893-ban javasolta a bakterioldgiaban, mint sziirétesztet. Ez a teszt ma is
hasznalatos a kataldz pozitiv és a kataldz negativ baktériumok elkilonitésére. Erre a
celra az 1950-es evekben egy keésziléket (Gagnon: CATALASIMETER) is
Kifejlesztettek. A katalaz préba azon alapul, hogy egyes baktériumok felszinén a human
szervezet altal a baktériumok elpusztitadsara termelt hidrogénperoxid elleni vedekezés
céljabol katalaz enzim talalhato. Ezt a katalazt detektaljuk a hozzaadott hidrogénperoxid
segitségével.

A katalaz (catalase) elnevezést el6szor Loew hasznalta 1901-ben [7], és a név
azota is hasznalatos a szakirodalomban.

Az enzim szubsztratjarol ismert, hogy nagy koncentracioban karos a sejtekre,
fehérjekre, DNS-re, de a fodraszatban (‘hajszdkités’), sebészetben mar régodta
hasznalatos [8], vagyis bizonyos vonatkozasban karos, bizonyos vonatkozasban hasznos
anyag.

A kataldaz enzim az egyik legnagyobb reakcidsebességli enzim. Ezt mutatja, hogy 1
molekula kataldz 1 perc alatt mintegy 1 millié hidrogénperoxid molekulat képes
elbontani. Az aktivitasat ezert kU (1 000 U), illetve MU (1 000 000 U)-ban szoktuk
megadni.

A kiilonb6z6 meghatarozasi mddszereknek tulajdonithatéoan a katalaz enzimnek tobb
egységét is definialtak (Bergmeyer U, katalase Fehigkeit,), amelyek ma mar nem
hasznéalatosak.

A napjainkban hasznalatos katalaz egység a U. 1 U az az enzim mennyiség,
amely 1 pumol hidrogénperoxid szubszratot 1 perc alatt oxigénné és vizzeé alakit,
optimalis korulmények kozott. A klinikai kémidban ezt az enzim mennyiséget 1 liter
vizsgalati mintara (1 U/l szérum, plazma, vér) vagy 1 g szovetre/hemoglobinra (1 U/g)
vonatkoztatjuk.
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A katalaz enzimmel kapcsolatos vizsgalodasokat és a késébbi kutatasokat
lehetdvé tette az, hogy szubsztratja mar korabbrol ismert, meghatarozasi méddja a
reakcioban keletkezd oxigén térfogatanak mérésével konnyen kivitelezhetd, nagy a
reakci0 sebessége és egyes szervekben a citoszol (vordsvértest), peroxiszomak,
mitokondriumok (m4j, tiidd, vese) nagy koncentracioban tartalmazzak [9].
Az egyes szovetek specifikus kataldz aktivitdsainak kiilonbozdségét mutatja a kovetkezd
tablazat [10].

Az egyes human szdvetek specifikus katalaz aktivitasai

Szbvet Specifikus kataldz aktivitas (U/g szovet)
Teljes vér 4,67+0,9 x 10°

M4j 3,33+1,5 x 10°

Tids 2.56+0,54 x 10°

Vese 1,97+0,58 x 10°

Pancreas 0,78+0,23 x 10°

Sziv 0,72+0,24 x 10°

Szérum 0,50+0,18 x 10° vagy 50,5+18,1 kUII.

Napjainkban hasonlé eredményeket szolgaltattak a génexpresszios vizsgalatok [11].

A Kkatalaz szubsztrat hidrogénperoxid molekula elektronhégj
konfiguracidja

Az oxigén alapallapotban K 2s° 2p, 2p,* 2p
promacio és sp hibridizacio utan K h;* hy' 2p,* 2p,°
A hidrogén alapallapot 1s
H(+)--------- O---mmmmee- O-------- O---emm- O---e--- e (+)H
(R E———— Tl P — Pl | P ———— 1s'

K2p22p?  K2p’2p/

A H-O kotésben az oxigén a nagyobb elektronnegativitasa miatt +6 toltés jelentkezik a két
hidrogénatomon, valamint H hid kétések is kialakithatok az oxigén maganyos elektronparja révén. Ez
magyarazza a hidrogénperoxid reakcidképességét, illetve instabilitasat.

A vizmolekulanal valamivel nagyobb, t6ltés nélkili molekula meglehetésen konnyen
vandorol, diffuzibilis.

A hidrogénperoxid a koztudatban foként oxidativ tulajdonsagar6l ismert, mivel
hatékonyan reagal/oxidalja az oxidaciora érzékeny bdr/haj pigmenteket.
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2. IRODALMI OSSZEFOGLALO

2. 1. A HIDROGENPEROXID METABOLIZMUS

2. 1. 1. Hidrogénperoxid a huméan szervezetben

Régota ismert, hogy a hidrogénperoxid, mint oxidaldszer, nagy
koncentracidban toxikus a sejtekre, fehérjékre, DNS-re. Ezért az ellene vald
vedekezésre fejleszthette ki a szervezet a katalaz enzimet, amely szinte minden
szovetben megtaldlhatd. A kérdés tehat az, hogy ez az enzim és/vagy segitéi az
0sszes hidrogénperoxidot eltavolitjak, vagy kis koncentracidban azonban
megtalalhaté-e az egyes test folyadékokban a hidrogenperoxid. A kérdés
megvalaszolasat sokaig nehezitette, hogy a kis koncentracioju hidrogénperoxid
meghatarozasara alkalmas eljaras nem allt rendelkezésre.

Napjainkban a kemilumineszcenciés eljarasok, ezek Gjabb modositasai és a
képesek meghatarozni, hanem ennek valtozadsait kiillonbozé patologias
allapotokban [1], mint ezt a kdvetkez6 kézlemények is szemléltetik.

Frei és mtsai [2] azt talaltdk, hogy a human plazma hidrogénperoxid
koncentréacidja nagyobb, mint 0,25 umol/l, mig a lipid-hidroperoxidoke viszont
kevesebb, mint 0,03 umol/I.

A human plazméban kontroll egyéneknél (n: 10) 2,5+0,07 upmol/l
hidrogénperoxid koncentracidt, mig kiilonb6z6 tumorokban (n: 23) ennek
emelkedesét (6,2+0,13 umol/l) talaltdk, amit az oxidativ stressznek
tulajdonitanak. Hasonlé emelkedést detektaltak diabetesben (6,9+2,3 umol/l),
ahol a kontrollok hidrogenperoxid koncentracidja 2,6+1,5 umol/l volt [3,4].

O’Connor és mtsai [5] kontrolloknal az el6bbiekhez hasonld
hidrogénperoxid koncentraciot (2,5+0,16) umol/l mértek. Ezt a magas
vérnyomasban szenvedéknél talalt 3,16+0,14 pumol/l-el hasonlitottak Gssze és az
emelkedést  szignifikansnak  talaltdk. A magasvérnyomasos csaladok
normotenzios tagjaindl is kimutattak emelkedést (2,83+0,27 umol/l).

A vorosvertestekben a plazméhoz képest (= 1 umol/l) nagyon alacsony a
hidrogénperoxid koncentracié (2 x 10* umol/l) [6]. Ez a két kdzegben mért
nagyon eltéré (mintegy 2 000-Szeres) katalaz enzim aktivitds kulonbségnek
tulajdonithato.

A vizeletben a plazmanal szélesebb hatarok kozott valtozik a
hidrogénperoxid koncentracio. Ez Long és mtsai [7] kisszamu vizsgéalatai szerint
az Egyesult Kiralysagban 11-117 umol/l (atlag: 38,5 umol/l, n: 10) és hasonlo
(5,8-109,6 umol/l, atlag: 32,1 upmol/l, n: 17) volt Singapurban. Hasonld
hatarokrol (0,4-109,6 umol/l) és eltéré atlagos (16,9 umol/l, n: 16) vizelet
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hidrogénperoxid koncentraciok talalhatok Haliwell és mtsai [8] egy masik
kdzleményében.

A vizelet hidrogénperoxid koncentracioja hasonléan a plazmééhoz szintén
emelkedik tumorokban, mig a referens egyeneknél 15,0+9,8 umol/l (n: 10)
mérhetd, addig a tumorosoknal jelentés emelkedése (56,3+3,9 umol/l) volt
Kimutathato [3].

Erdekes megemliteni, hogy a referens egyéneknél instant kavé fogyasztasa
utdn megemelkedett a vizelet hidrogénperoxid koncentracioja és hasonlo hatasd
volt az instant és zold tea fogyasztasa is [9]. A vizelet hidrogénperoxid
koncentracidjanak emelkedése szerepet jatszhat annak  sterilitdsaban,

Y&V

baktériumo6lé hatasaban. A vizelet hidrogénperoxid koncentracidjanak

csOkkentik.

A modern analitikai eljarasok (kemilumineszcencia, tdmegspektrometria)
lehetdvé tették, hogy a kilégzett levegdében, mint nem invaziv mintavétellel, is
mérni lehessen a hidrogénperoxid koncentraciot. Baldwin és mtsai, valamint
Kietzman és munkatarsai [10, 11] ARDS-ben (acute respiratory distress
syndrome) taléltak szignifikans emelkedést (1,68+0,35 umol/l) a kontrollokhoz
(0,34+0,08 umol/l) képest.

Zappacosta és mtsai [12] a dohanyosok altal kilégzett levegdben talalt
nagyobb hidrogénperoxid koncentraciét (0,1-0,6 mumol/l), mint a nem
dohanyosokéban (<0,05 mumol/l).

Egy kordbbi kozlemény [13] a patkanyméajban 1 x 10 umol/l
hidrogénperoxid koncentraciorol szamol be, amin hasonlé nagysagrendli, mint a
human vorosvértesteké.

Az eldbbi adatok Osszefoglaldsa lathato a kovetkezd tablazatban.

Hidrogénperoxid koncentraciok (umol/l) humén testnedvekben és valtozasuk
betegsegekben

Referens egyének  Betegségben

Plazma 0,8-6,7 Emelkedik
Vizelet 0,4-117 Emelkedik
Vordsvertest 2 x 10-4 Nincs adat
Kilégzett levegd (mpmol/ 0,05-0,5 Emelkedik

2. 1. 2. A hidrogénperoxid termel6 és fogyaszto folyamatok

Az el6z6 adatok demonstraltak, hogy a human szervek és testnedvek
hidrogénperoxidot tartalmaznak, amelynek koncentraciéja mérhetd. Ebben a
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fejezetben a hidrogénperoxidot termel6 és fogyasztd fizioldgias, valamint
patoldgias folyamatokat fogjuk vizsgalni.

A fiziologids sejtmetabolizmus soran i1s képzOdnek reaktiv oxigén
vegyuletek. Ezek az oxigén molekula instabil, toxikus és reaktiv
vegyuletei/gyokok, amelyeket a szervezet igyekszik eliminalni. Ezen folyamat
soran képzodik a rendkiviil reakcioképes szuperoxid anion (O,). Ezt a
szervezetben jelen 1évé szuperoxid dizmutdz alakitja a4t a kevesbé agressziv
hidrogénperoxidda. [14]

0, +2 H,O—szuperoxid dizmutaz—2 H,0,

A szervezetben a fehérjék spontan, nem enzimatikus reakcidja glikozzal
(glikélés), amely a glikélt fehérjeket eredményezi, szintén hidrogénperoxid
képzddéssel jard folyamat [15].

Tébb gydgyszerr6l is ismert, hogy hatasuk/eliminacidjuk soran
hidrogénperoxid képzddik. Ilyen gydgyszerek a primaquine, pamaquine [16],
dopamine [17], phenylhydrazine, menadione [18].

Nemcsak gydgyszerek, hanem egyes élelmiszerek és italok fogyasztasa is
jarhat hidrogénperoxid képzédéssel. Ezek koziil a divicin tartalma 16bab (fava
bean) [19] és az instant kavé, tea [20] fogyasztasa a lehet a leggyakoribb forrésa a
hidrogénperoxid koncentracié névekedésének.

A kiilonb6z6 tumorok malignus sejtjei is fokozottan produkaljdk a
hidrogénperoxidot [21-23].

Fokozott hidrogénperoxid képzddéssel jar a hemoglobin auto-oxidacioja
[24] ¢és nagy szuperoxid dizmutaz aktivitds esetén iddélegesen nagy
hidrogénperoxid koncentracié alakulhat ki [25].

Tovabbi hidrogénperoxid generald agens lehet a ndvekedési faktor [26], a membranhoz
kotott y-GT [27], a glutation oxidacidja [28], egyes agyi enzimek [29] (monoamin oxidaz,
tirozin hidroxilaz, L-aminosav oxidaz), szemikarbazid-erzékeny amino-oxidaz) [30],
ciszteamin [31], inzulin [32, 33], az epidermalis novekedési faktor [34], citotoxikus agensek
(6-hidroxidopamin, 6-aminodopamin, 6, 7 hidroxitriptamin, a dialur sav) [35] és az LDL [36].

A hidrogénperoxid termelé folyamatok kozé tartozik még a fagocitosis
soran az egyes fehérvérsejtek altal a baktériumok megsemmisitésére termelt
hidrogénperoxid is.

A hidrogénperoxid termelés sebessége vorosvértestekben Giulivi és mtsai
kdzleménye alapjan 1,36 +0,2 umol/o6ra [37].

A hidrogénperoxidrol ismert azonban, hogy nagy koncentraciéban karos a
sejtekre  [38], ezért a szervezet kifejlesztett kiilonbozé  védekezd
mechanizmusokat. Ezekrél a védekezé mechanizmusokrol szerzett ismereteink
Iényeges valtozason mentek at a hidrogénperoxid, illetve a katalaz felfedezése
Ota.

Thenard [39] az oxidald hidrogénperoxid csokkentéséért az €16 szervezet
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egyik anyagat vélte feleldsnek, amely a hidrogénperoxidot oxigénfejlodés kozben
hatdstalanitja. Ezt az anyagot késObb sokfajta ¢él6 szervezetében, szervben,
szOvetben kimutattdk és a XX. szdzad forduldjan a kataldz nevet kapta. Az a
logikus magyaradzat, hogy a katalaz enzim feladata a karos hidrogénperoxid
semlegesitése, altalanosan elfogadott szempont volt 1850-t61 egészen az 1960-as
évekig [40].

Ezen elmélet egyeduralmat a glutation peroxidaz enzim (enzimatikus
miikodéséhez szintén hidrogénperoxidot felhaszndldo enzim) felfedezése [41]
kezdte megkérddjelezni.

redukalt glutation+H,0, +glutation peroxidaz—glutation (oxidalt)+H,O

A koOvetkezé években azutan mar olyan mértékben favorizaltdk az 0j glutation
peroxiddz enzimet, hogy ezt tartottdk a hidrogénperoxid elsédleges
eltavolitéjanak [42].

Ez a nézet altalanossa valt és a vordsvértestekben nagy koncentracioban 1évo,
rendkivil aktiv katalaz enzimrél szinte megfeledkeztek egészen az 1980-as
évekig.

A glutation peroxiddz hegemonidjanak megtorése hosszii 1dot és a
hidrogénperoxid eliminédcio folyamatanak fokozatos, egyre szélesebb kdrben
torténd megismereését igényelte.

Az 1980-as évek masodik felében kezdédik el a katalaz Ovatos
rehabilitacidja. Agar NS és mtsai [43] mar egyutt emlitik a katalazt és a glutation
peroxidazt, mint a hidrogénperoxid eltavolitéit a voOrosvértestek oxidativ
karosodasa elleni vedelemben.

Gaetani GF és mtsai tobb egymas utani kozleményében fokozatosan

értékelik Gjra legujabb kisérleti eredményeik alapjan a katalaz enzim szerepét.
Az 1989-es kozleményikben [44] arrol szdmolnak be, hogy a kataldz enzim
eliminalja a hidrogénperoxidnak tobb, mint felét. Hasonlé eredményrél, ‘a
katalaz legalabb olyan fontos mint a glutation peroxidaz’, szdmoltak be Scott MD
és mtsai [45] is 2 évvel késobb.

1994 és 1996-ban Gaetani GF és munkacsoportja két tovabbi
kdzlemenyben [46, 47] szamol be azon kisérleteirdl, amelyek azt mutatjak, hogy
a kataldz a f6 hidrogénperoxid eliminalé enzim a vordsvértestekben. Ezt a
kovetkezd kisérleti eredményekkel tamasztjak ala: a glutation peroxidaz akkor
kezd miikodni, amikor a katalaznak tobb, mint 98%-a inaktivalodott, a katalaz a
hidrogénperoxidot, mig a glutation peroxidaz foként a szerves peroxidokat
eliminalja.

Mueller S és mtsai [48] 1997-ben megerdsitik a katalaz dominans szerepét
a hidrogénperoxid eltavolitasban.

Tehat az 1965 koriil kezdodott katalaz tronvesztés gyakorlatilag az 1990-es évek
kdzepéig tartott, mikortdl kezdve Ujra a katalaz a f6 hidrogénperoxid eltavolitd
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enzim. Ebben a folyamatban a glutation peroxidaz is jelen van, de mérsékelt
szereppel. Az irodalomban azonban még el6fordulnak a glutation peroxidaz
fokozott szerepére torténé hivatkozasok, amelyek korabbi kdzleményeken
alapulnak.

A fenti kisérleti eredmények tehat egyértelmiien igazoljak a kataldz
szerepét a vorosvértestekben 1€vo, ugynevezett intracellularis hidrogénperoxiddal
szemben. A hidrogénperoxid azonban nemcsak a nagy kataldz tartalmd
vorosvértestekben képzddik, hanem mas, kisebb katalaz tartalmu szovetekben is.
A hidrogénperoxid kis molekula, valamivel nagyobb, mint a viz, toltéssel nem
rendelkezik és ezeknek koszonhetéen rendkiviil diffuzibilis. Ezek alapjdn nem
meglepd, hogy az ujabb irodalmi adatok egyértelmiien azt mutatjak, hogy a
vorosvértestekben 1évo katalaz nemcsak az intracellularisan, hanem az
extracellularisan képz6dott és a vordsvértestekbe, vagy mas, nagy kataldz
tartalmu sejtekbe diffundalt hidrogenperoxid elleni védelmdl is szolgal [49-52].
Ujabb adatok az eddig ismert két enzimen tilmenden, a hemoglobin gyenge
peroxidatikus hatasanak is tulajdonitanak hidrogénperoxid eltavolité szerepet.
Ennek jelent6sége a katalazénal kisebb, de a glutation peroxidazénal nagyobb is
lehet [53, 54].

Hidrogénperoxid eltavolitasi sebességek (umol/sec/gHb) huméan

vorosvértestekben
Katalaz 30,7+4,7
Hemoglobin 1,11+0,12
Glutationperoxidaz 0,24+0,13

A fenti harom folyamat természetesen dsszhangban, nem egymastol fuggetlendl
zajlik az emberi szervezetben.

2. 1. 3. Afizilogias koncentracioju hidrogenperoxid

A hidrogénperoxidot termeld kiilonbozé  folyamatok, a nagy
koncentracioju hidrogénperoxid eliminacioja, az egyes human szervek/szovetek
jol detektalhat6 hidrogenperoxid koncentracioi alapjan a kovetkezd gondolat
fogalmazodik meg. Ha a katalaz és az egyeb enzimek nem teljesen tavolitjak el a
hidrogenperoxidot, akkor ennek a sejtekben valamilyen feladata(i) lehet(nek).
Melyek lehetnek ezek a feladatok és hogyan maradhat hidrogénperoxid a nagy
katalitikus hatékonysagu, nagy koncentracioju katalaz enzim jelenlétében az
egyes sejtekben (vorosveértest, maj)?

Az Gjabb kutatasi eredmények tobb olyan molekula kis koncentracidjanak
fiziologids jelentOségét is bizonyitjak, amelyekrdl korabban egyértelmiien azt
tartottak, hogy toxikusak a human szervezet szdmara. llyen vegyiletek példaul az
egyes reaktiv oxigent tartalmazd vegyiletek és ezek kozott is kilondsen a

18



hidrogénperoxid. A kovetkezd irodalmi adatok alapjan a hidrogénperoxid ilyen
tipusu jelentdségét mutatnam be néhany példaval.

A hidrogénperoxid szerepet jatszik néhany vegyilet, példaul a hemoglobin
[55] vagy mitokondrium matrix metalloprotedzok [56] degradécidjaban.

A jelatvitelben bet6ltott szerepét, mint cellularis messenger mar 1995-ben
Khan és Wilson egy review-ban foglaltdk 6ssze [57], amit azOta tdbben is
megerdsitettek [58, 59]. Az inzulin altal medialt jelatvitelben [60-62] is szerepet
jatszik a hidrogénperoxid, ami részben magyarazhatja a koncentraciojat
szabalyoz6 katalaz enzim szerepét a diabetes mellitus patomechanizmusaban.

A hidrogénperoxid szerepet jatszik tobb intermedier termék aktivalasaban,
mint példdul a NF-kappa B transzkripciés factor [63-67], endotelidlis NA
szintetaz [68], sejt proliferacid [69], vas szabalyozo6 protein (IRP-1) [70], ERK
MAP kinaz [71], tirozin foszforilacio [72] és fehérje tirozin foszfataz [73]. Ezen
folyamatok sorén a hidrogénperoxid betdlthet aktivacios és inhibicids funkciot is,
sOt akar egész folyamatokra is, mint példaul a gén transzkripcio [74], fejthet ki
hatast akar egyedul, akar mas antioxidansokkal kézdsen.

A hidrogénperoxid részt vehet az apoptosis folyamatdban is. A fejezet
elején lattuk [55, 56], hogy segitheti egyes anyagok degradaciojat, de indukalhat
apoptozist [75, 76] kozvetlenul és kdzvetve is a kaszpaz aktivitds szabalyozasa
réven [77].

A legUjabb ismeretek szerint inzulin hatdsara a sejtek altal termelt ROS
(Reactive Oxygen Species), de foként a hidrogénperoxid, mint masodlagos
messenger mimikalhatja az inzulin hatasat. Ezen utébbi abban nyilvanul meg,
hogy inaktivalja a negativ regulatorként ismet protein tirozin foszfatazok
ciszteinjét annak oxidalasa révén. Ekkor a protein tirozin foszfatdzok nem tudjak
defoszforilalni az inzulin receptort és annak tirozin foszforilalt szubsztratjat.

A ROS masik hatasa az, hogy aktivalja a szerin/tirozin kinaz kaszkadot, amely az
inzulin receptort és az inzulin receptor szubsztratot foszforilalja.

A magas, hosszu ideig persistalo hidrogénperoxid azonban mindkét folyamatot
befolyasolja. Egyrészt karosithatja az inzulintermeld pancreas sejteket, illetve az
az inzulin receptor szubsztraton a szerin fokozott foszforilalasa, csokkenti a
tirozin foszforilalasat és igy ndveli a molekula degradaciojat [78, 79].

A fent felsorolt folyamatokban a hidrogénperoxid bet6lt valamilyen
szabalyozd szerepet, amihez a sejtekben a jelenléte bizonyos koncentracioban
szlikséges. Ezeket a folyamatokat az utobbi 15 évben irtak le, mintegy
megvaltoztatva a hidrogénperoxidrol alkotott korabbi szemléletet, amely ezt az
anyagot egyértelmiien toxikus-karos mellékterméknek mindsitette, amelyt6l a
szervezetnek teljes mértékben meg kell szabadulnia [80-82].

Osszefoglalva, a hidrogénperoxid nagy koncentracidban toxikus, mig kis
koncentracidban fizologids szereppel rendelkezik. Ezt a jelenséget a legUjabb
irodalmak hidrogénperoxid/redox paradoxon nevvel emlitik [79].
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2.2. AKATALAZ ENZIM

2. 2. 1. A hidrogénperoxid metabolizmust szabalyozé katalaz enzim
miikodési mechanizmusa és fehérjeszerkezete

A humén szervezetben a katalaz enzimet tartalmazo szovetekben is van
van.
A katalaz enzimnek tehat olyan reakciomechanizmussal kell rendelkezni, amely a

=z

s

fejezetben ezeket a korabbrol ismert kataldz specificitasokat, sajatsagokat tesziik
plauzibilissé a legUjabb irodalmi adatok felhasznalasaval.

A kataldz reakci6 mechanizmusanak, az enzim-szubsztrat komplex
kialakuldsanak az egyik elsd, részletesen tanulmanyozott példdja a katalaz.
Chance B. méar 1947-ben kimutatta a katalaz-hidrogénperoxid, az enzim
szubsztrat komplexet a katalaz mikodése soran [83], majd egy késdbbi
kozleményében 06sszefoglalta a katald&z mechanizmus specialitasait [84],
amelyek a kovetkezoek.

1. A kataldz enzim reakcioja a hidrogénperoxiddal nem irhaté le a tébbi enzimre
alkalmazhat6 Michaelis-Menten kinetikaval, illetve bizonyos korilmények
kozOtt (szérum katalaz) egy sziikk koncentracid tartomanyra érvényes csak
[85].

2. A szubsztrat bontasa rendkivil gyors, talan az egyik leggyorsabb enzimatikus
reakcid. Egy kataldz molekula egy perc alatt mintegy 1 millié szubsztrat
molekulat alakit at/bont el.

3. Az alacsony aktivalasi energianak tulajdonithatéan a reakcidé homérséklet
fuggése egészen kicsi [3].

4. A hidrogénperoxid szubsztrat nagy koncentracidja (50 umol/l felett)
oxidalhatja a proteineket, koztlik a sajat katalaz fehérjét is. Ezen folyamatban
a katalaz tetramer inaktiv katalaz monomerekké alakul a H-hidak felszakadasa
réven. Ugyancsak ekkor torténhet az SH csoportok oxidalasa S=S hidakka. Ez
utobbi valtozasnak a katalaz esetében a szokasosnal kisebb, elhanyagolhato
jelentdsége van, mivel ezen csoportok szdma nem jelentds €és nem is vesznek
részt az enzimatikus reakcioban.

Ezen tilmenden a nagy szubsztrat koncentracido kedvez az enzim-szubsztrat
komplex Il kialakuldsanak, amely enzimatikusan inaktiv és igy nem
képzddhetnek termékek, nem alakul vissza az aktiv katalaz enzim [83, 84].

Katalaz+H,0,—Komplex 1+H,0,—Komplex Il
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aktiv inaktiv
5. a. Alacsony hidrogénperoxid koncentracional a katalaz enzim peroxidazszeri
aktivitast mutathat.

Katalaz+H,0,—Komplex I+oxidalhaté szubsztrat

Az oxidalhaté szubsztrat lehet: festék

redukalt forma — oxidalt forma
Ez a reakcio kiilonboz6é klinikai kémiai (koleszterin, glikéz, hugysav)
meghatarozasokndl nyert széleskorti alkalmazast. A katalaz enzim
peroxidazszerl hatasa féként a nem human eredetii, denaturacié vagy mutacio
kovetkeztében megvaltozott katalazokra jellemzo.
Ennek magyarazata a kovetkezo lehet.
A feliiletérdl az aktiv centrumhoz vezetd fO csatornat alkotd6 aminosavaknak
mutacio, denaturacido kovetkeztében torténd megvaltozdsa tagithatja ezt a
csatornat és igy a hidrogénperoxidnal nagyobb molekulak is eljuthatnak az
aktiv centrumig.
5. b 107 mol/l vagy ennél kisebb hidrogénperoxid koncentraciok esetén az enzim
szinte hatastalan a szubsztratjara [83, 84, 86, 87].
Feltehet6 a kérdés, hogy ez jo-e vagy sem?
hidrogénperoxid szerepét demonstraltak tobb fizioldgias folyamatban,
egyértelmiien ennek jelentdségét igazoljak.
Tehat a katalaz enzim nagy hatékonysaggal elimindlja a toxikus, nagy
koncentracidju hidrogénperoxidot, de hatastalan a kis koncentraciora és igy
biztositja, hogy a szubsztrat kis koncentracidban fizioldgias folyamatokban
vegyen részt.

A korabbi, de foként a legujabb kisérleti eredmények a molekula
modellezes felhasznalasaval ennek a specialis enzim kinetikdnak plauzibilis
magyarazatat adjak [88-92].

Az enzim felszinét és az aktiv centrumot 3 fontos csatorna: a {6, a centralis és a
lateralis csatorna koti 0ssze. A két utobbi a reakcioban keletkezd termékek: a viz
és az oxigén eltavolitasat szolgaljak.

A {6 csatorna feladata a hidrogénperoxid mozgéasanak biztositasa az enzim
felszinérdl a csatorna aljan talalhato aktiv centrumhoz.

A {0 csatorna tdlcsérszerii és kis atmérdje révén csak a viz és hidrogénperoxid
molekulékat engedi az enzim belsejébe. A kataldz gén azon nukleotidjainak
mutaciéja, amely ezen csatornat alkotd  aminosavakat  kddoljak,
megvaltoztathatjak/szélesithetik ezt a csatornat, ami nagyobb molekuldk bejutasat
is lehetdvée teszi. Ekkor az enzim a peroxidazszer( hatdsat is ki tudja fejteni.

A szerin (S198) és az arginin (R144) kornyezetében a 31 A hosszisagu csatorna
szlkiil, tolcsérszerlivé valik, amelynek legkisebb atmérdje a hidrogénperoxidnal
nagyobb molekuldkat nem engedi tovabbhaladni. Ezen két aminosav H-hid

21



kotései mintegy kapuként is funkcionalnak (4,8 A nyilassal) és felékek a kis
hidrogénperoxid (3,7 A széles és radiusza 2,3 A) szubsztrat koncentracional
mérhetd minimalis enzim aktivitasért.

Kis hidrogénperoxid koncentracional ez a kapu zarva van és igy az
enzimaktivitas  blokkolddik. Nagy hidrogénperoxid koncentracional a
csatorndban 1évé sok hidrogénperoxid molekula kiszoritja a viz molekulékat,
megszunteti a hidrogénhidat és ezaltal teszi szabadda az utat az aktiv centrumhoz,
ahol megkezdddhet és folyhat a szubsztrat konverzidja.

A legujabb kutatasi eredményeken alapulé mechanizmus tehat szemlélteti
€s magyarazza azt a kordbban mar ismert tényt, hogy Kkis szubsztrat
koncentracional miért nem hatékony a katalaz enzim a szubsztratjara es igy a kis
koncentracioju hidrogénperoxid befolyasolhat tobb fiziologias folyamatot.

A kozponti (centralis) a csatorna az aktiv helytdl vezet kifelé és szerepe

feltehetéen a reakcidoban keletkezett oxigénmolekuldk kijuttatasa az aktiv hely
kornyezétébdl. A reakcidtermék eltavolitdsa mindig a reakcidsebesseg
ndvekedeset eredményezi.
A lateralis csatorna 35 A hosszl és az aktiv hedytaz alfa  -hélikalis doménig
vezet. Térfogata alapjan 12 viz molekulat tartalmazhat. Feladata a reakcioban
keletkezett masik végtermék, a viz eltavolitasa a reakciotérbdl. A csatorna
nyitasat feltehetéen a keletkezett viz triggeli, aminek réven a viz mintegy
kiszivodik a reakciotérbol.

A katalaz enzim rendkivil nagy szubsztratbontdé képességét részben
szerkezete 1s magyardzhatja, mivel lehetévé teszi, hogy egy csatorndn a
szubsztrat szabadon eljuthasson az aktiv centrumig (f6 csatorna), masrészt kiilon
csatornat tart fent az enzimatikus reakcidban keletkezett oxigén (centralis) és viz
(laterélis) eltavolitasara.

Ezen ujabb kutatasi eredmények [88-91] plauzibilis magyarazatat adjak a mar
joval koradbban kozolt, leiro jellegti kisérleti eredményeknek [83, 86].
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A katalaz fehérje {6 csatorndja, amely a felszintdl az aktiv centrumig vezet,
benne a viz molekulak.
A Ser 198, Arg 144 és viz molekula altal képzett H-hid blokkolja az aktiv
centrumhoz vezet6 utat kis hidrogénperoxid koncentracio esetén.
Nagy hidrogénperoxid koncentracid esetén a viz molekulak helyett H,O,
molekulak vannak a csatorndban és a kaput zaré H-hid nem tud kialakulni.

Az enzim hidrogénperoxid konverzioja soran az elsé 1épés:

H,0O, +katalaz—katalaz-O (compound 1)+H,0
A 16 csatorna geometridja altal szelektalt elsé hidrogénperoxid molekula az aktiv centrumban a
Hisztidin75 és Aszparaginl48-al H-hid kotést alakit ki. Ezutan oxigénjének maganyos
elektronparja beépul a vas Ures elektronpalyajara.
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A vas ¢és az els6 szubsztrat molekula reakcigja
A kovetkez0 1épésben az elektronszivo Hisztidin75 és Aszparaginl48, valamint az elektron

aktiv vas révén megvaltozik a peroxid koteés elektronellatottsaga, ami a kotés heterolitikus

felszakadasahoz vezet, amit a bal odali 4bra mutat.

A folyamat eredményeként egy molekula viz és az enzim szubsztrat komplex |
(compound I) keletkezik, mint ez a jobb oldali &bran lathato.

0 Asn148

Arg354

His218
compound | Enzim-H202 komplex 1

a b

A katalaz és hidrogénperoxid reakciojaban kialakul6 enzim-szubsztrat komplex |
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A masodik lépés
KataIéZ-O+H202—>kataIéZ+Oz+H20

A masodik hidrogénperoxid molekula erkezik az aktiv helyhez, ahol hasonldan
az els6hoz, kotédik a Hisztidin75 és Aszparaginl44-hez. Ezutan a toltés
atrendezddés révén a katalaz-O komplexben 1évd oxigénhez a masodik szubsztrat
két protonja kotédik a méasodik viz molekula képzddése kozben.

A masodik szubsztrat két oxigénje képezi a keletkezd oxigén molekulat, amely a
centralis csatornan tavozik az aktiv centrum koérnyezetébdl, mig a keletkezett két
viz molekuléat a lateralis csatorna tavolitja el.

Ezutan a katalaz enzim a kiindulasi allapotaba jut vissza, vagyis kész a kovetkez6
reakciora.

Asn148

Asn148

His75

compound | Enzim-H,O, komplex I

Az enzim miikdésének tovabbi folyamatai

A masodik szubsztrathol, a komplex I-bél képzddik a masodik viz, és az oxigén
molekula, mig az enzim a kiindulasi allapotba jut vissza.

A katalaz enzim fehérje szerkezete

Az 528 aminosabol képzdodott 4 katalaz alegység, mindegyikben egy hem
csoport, fogja alkotni az enzimatikusan aktiv katalaz molekulat [88-95].
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C-terminalis domén

Burkolé hurok

A katalaz alegység (subunit)
A burkol6 hurok az alegységek kdzotti kapcsolodast segiti, a hem csoport az
alegység belsejében lathato.
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A négy azonos alegysegbdl allo, végleges, enzimatikusan aktiv katalaz
tetramer, minden egyes alegységben egy hem csoporttal.
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Az enzim aktiv része (hem) feliilnézetben, a pirrolgytirti kozepén a Fe**

Az enzimatikusan aktiv katalaz enzim szerkezete és miikodési mechanizmusa a
legUjabb irodalmi adatok alapjan magyaraz tobb korabban kisérletesen
meghatarozott vagy feltételezett tulajdonsagot [96].
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2. 2. 2. A katalaz enzim szintézise

A katalaz fehérjeszintézise hasonléan mas feherjékhez, a riboszoméakon
torténik a katalaz génrdl torténd aminosav szintézis soran. A kataldz alegység
signal protein révén jut(hat) be a peroxiszomakba. A peroxiszomakban torténik a
hem beépiilése, majd a dimer és tetramer képzddés. Az enzimatikusan aktiv
kataldz enzim négy azonos alegységbdl épiil fel, ¢s minden alegység egy hem
csoportot tartalmaz [1].

Az egyes allati és human szervek, peldaul a méj, nagy katalaz tartalma, az
enzim nagyon hatékony szubsztratbontd képessége (1 molekula katalaz akér 1
millié hidrogénperoxid molekulat is el tud bontani 1 perc alatt), a szubsztrat és
ennek, valamint a képz6dd oxigénnek, mint terméknek az aranylag egyszerii
meghatarozasi maddjai egylittesen eredmeényezték, hogy az 1900-as évek els6
éveiben mar a human cadaver szovetek katalaz aktivitasat vizsgaltak [2].

Ezen vizsgalatok az enzimdiagnosztika egyik elsé (1908) alkalmazasanak
tekinthet6k [3], amikor a m4j katalaz aktivitasanak csokkenéset észlelték tumoros
elvaltozasoknal.

2.2.2.1. A maj katalaz aktivitasanak csdokkenése tumoros elvaltozasokban

A majszovet csokkent katalaz aktivitdsdt e megbetegedésben elészor
Blumental [4] 1920-ban és Rosentthal [5] 1921-ben irtdk le. Ezen eredmények
ismeretében a tumorkutatds egyik, tobb évtizeden at tartd iranyzatava valt a
katalaz €s a tumor viszonydnak vizsgdlata. Ez a kutatasi irdnyzat foként az
Egyesiilt Allamokban és Japanban volt kedvelt, mar az 1950-es évek elétt is.

Az Egyesiilt Allamokban kimutattdk, hogy a maj katalaz aktivitasanak
csokkenése aranyos a tumor nagysagaval és a tumor eltavolitasa utan a maj
katalaz aktivitds normalizalodik [6].
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Japanban a tuddsok szeparaltak a tumoros szdvetbdl egy olyan anyagot,

amely in vivo csokkentette a katalaz aktivitast. Err6l az anyagrol a tovabbi
vizsgalatok kideritették, hogy egy polipeptid, amely hé-, sav- rezisztens és
hatasat csak €16 szovetben tudja kifejteni. Ezt a toxikus anyagot Nakahara és
Fukuoka toxohormonnak nevezte el [7].
A kutatdsok tovabb folytak az 1950-es évek utan is Japanban, amikor Kashiwagi
munkatarsaival 1972-ben tisztazta, hogy a tumoros méaj katalaz aktivitas
csokkenés nem az enzim inhibiciojanak, hanem a szintézis csOkkenésének
tulajdonithato [8].

Szintén Japanban, ugyancsak az 1970-es években Uenoyama és mtsai [9] a
kérdést tovabb vizsgalva kimutatték, hogy a kataldz enzim szintézise egy aktivald
(Faxt) €s egy inhibicids (Fi.n) faktor egyittes hatdsdnak eredménye. Az inhibicids
faktor a poliriboszomdkhoz kétddve akadalyozza a szintézist, mig az aktivald
faktor vagy megszinteti az inhibicids faktor és a poliriboszoma kodzotti kotést,
vagy inaktivalja az inhibicios faktort. Ezen eredmények alapjan azt vélték, hogy
a daganatos szovetekben fokozottan képzddik az inhibicios faktor, ami az enzim
szintézisének csokkenését eredményezi.

A tumorokban mérhetd kataldz aktivitas csokkenést a késObbiekben a
majszoveten kiviil tanulmanyoztak kiilonb6zo sejttenyészetekben és vérben is
[10, 11].

A tumorokban mért katalaz aktivitas csokkenés napjainkig vizsgalt téma a
japan kutatok szamara. Sato és mtsai [12] 1992-ben beszamoltak arrol, hogy
sikeresen izolaltak egy 35 kD nagysagu nuklearis proteint, ami hepatoma
sejtekben a silencer részhez kotddve csokkenti a katalaz szintézist ¢&s
meghataroztak azt a szekvenciat (5’-TGGGGGGAG-3’), amelyhez ez a protein
kapcsolodik. Ez a mag protein nem taldlhatd meg a normal patkany
majsejtekben. Ez az azonositott nuleéris faktor, amely felelés a tumoros
sejtekben a katalaz szintézis csokkenéséért, feltehetben nem mads, mint az
Uenoyama [9] altal leirt inhibicids faktor.

Az Ujabb molekularis bioldgiai eredmények alapjan magyarazhato az a
korabbrol ismert tény, hogy a kiilonbozd szervek eltérd (mdj nagyon magas, sziv
kOzepes, pancreas, agy nagyon alacsony [13]) katalaztartalma a katalaz enzim
szovetspecifikus szabalyozasanak ¢€s foként a kiilonbozd szabalyozasi helyeknek
tulajdonithato6 [14].

2. 2. 2. 2. A katalaz szintézis genetikaja
A katalaz gen 5’ flanking régidja nem tartalmazza a szokasos TATA
boxokat, de tartalmaz az els6 400 bazisparban hdrom CCMT boxot €s n¢hany

GC-ben gazdag régiot. Osszesen nyolc transzkripcids helyet azonositottak az
ATG kodontol szamitott —110 és —60 kozotti régioban. A kiilonb6z6 speciesek
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(human, egér, patkany, baktérium) katalaz génjeiben nagymértékii a homoldgia
[15].

Toda és mtsai [16] a transzkripcids iniciaciés hely szekvenciajat a

kovetkezOkeént hatiroztdk meg: GYCMGGCCKCTCYKG, ahol M lehet A vagy
C,Klehet G vagy T ésY lehet T vagy C.
Forsberg és mtsai 2001-ben beszdmoltak arrol, hogy a C és T nukleotid csere a
-262 bazispar pozicidban hatassal lehet a kataldz szintézisre. A 10 TT genotipusu
donor génexpresszioval meghatarozott kataldza és 29 donor vér kataldza, amit
Western blot analizissel hataroztak meg, szignifikansan magasabb volt, mint a
CC genotipusuaké. Ezen eredmények alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottak,
hogy a vizsgalt mutacios hely a transzkripcidban jatszhat szerepet [17]. A szerzok
vér katalaz aktivitds meghatarozasi eredményeket nem kozoltek és az alacsony
vizsgalati szam alapjan feltételezésiik tovabbi megerdsitést igényel. Tovabba azt
is figyelembe kell venni, hogy a kataldz gén 5’ promoter régidja meglehetdsen
sok mutécidt tartalmaz [18].

A Kkataldz enzim szintézisének inicialéja a gyors és tranziens
hidrogénperoxid keletkezés lehet. A keletkezd kataldz detoxifikadlja a
hidrogénperoxidot, majd ezutdn szintézise csokken. Ezt a folyamatot a
mitogenezissel egyiitt a kiillonbozo jelatviteli molekuldk szabalyozzak [19].

A szabalyozasban a a tirozin kinazok csaladjaba tartozo c-Abl és Arg vehet reszt
a Tyr 231 és Tyr 386 aminosavak foszforilalasa révén [20].

A kataldz enzim degradéacidjadban a c-Abl és Arg altal mediélt foszforilaciotol
fliggd ubiquitinacio és a 265 proteosome jatszhat szerepet [21].
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2.2.2.3. Akatalaz gén

A human katalaz fehérjét kodol6 katalaz gén a 11-es kromoszdéma rovid karjan
a 13-as poziciéban talalhato [1, 2].

A katalaz gén lokalizacidja a 13-as kromoszoman
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A kromoszoman a fehér savban (WAGR: Wilms’ tumor-gonadoblastoma,
aniridia komplex-Katalaz) a kovetkez6 gének talalhatok: Wilms’ tumor,
Aniridia 2, Katalaz, Leukémia acute T sejt.

A Human Genome Mutation Database 2005 [3] adatai mar sokkal
részletesebbek, amely szerint a kataldzt korbevevd gének a kovetkezdk: CD59
antigén, kett6skortin domént tartalmazé protein |, elongécios protein 4,
follicule-stimulalé hormon beta protein polipeptid, homeo-domén interaktiv
protein kindz 3, LIM domén 3, myopia 7, paros boxu homeotikus gén 6,
piruvat-dehidrogenaz komplex, rekombinéciét aktivalo gén 1 és 2,
reticulocalbin 1, T-cell leukemia/lymphoma 2, Wilms tumor 1.

[ ]
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A katalaz gén kornyezete a 11p13 kromoszoman.
Vilagos szin: genetikai kapcsolat, sétét szin: lokusz kapcsolat

A kataldz gén mintegy 33 114 kb hosszusagu és 13 exont (1587 bp) és 12
intront foglal magaba, az els6 nukleotid a 33 224 433, mig az utols6 33 257
547.

A human katalaz gén exonjai és intronjai

NT 009237 Genbank

orNs 3311 Kb mRNA 2270bp 13 cxon NM 001752 see the exons
1 ER 7 s 1 12
33224433 | 5 i j } 6: H I i i ]I_’. 33257547

] 1

Az 5’ vég 68 bp hosszisagl nem kodold régidt és 1-320 bp flanking régiot
tartalmaz, mig ez a régi6 a 3’ végnél 747 bp [4,5].

5’ flanking
-320 -300 -280 -260

gtcccagggeggectgaag gatgetgataaccgggagec ccgecctgggtteggctate ccgggeaccece
-240 -220 -200

gggccggeg gggegaggctetecaattge tgggecagagegggaccctt cetttccgeaccectectgggt
-180 -160 -140 -120
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atctccggtettcaggect ccttcggagagecctgetee gageccattgggettecaat cttggectgee
-100 -80 -60
tagcgecg agcagecaatcagaaggeagtt cetcccgagggggegggacy agggggtggtgetgattgget
-40 -20 <« -1
gagcctgaagtcgecacgg actcggggcaacaggeagat t

5’ nem kodolé 60 40 20
TGCCTGCTG AGGGTGGAGACCCACGAGC CGAGGCCTCCTGCAGTGTTC TGCAC

“«— 1 el—>
AGCAAACCGCACGCT ATG GCT GAC AGC CGG GAT CCC GCC AGC GAC CAG
Met Ala Asp Ser Arg Asp Pro Ala Ser Asp GIn
e2—
ATG CAG CAC TGG AAG GAG CAG CGG GCC GCG CAG AAA GCT GAT GTCCTG
Met GIn His Trp Lys Glu GIn Arg Ala Ala GIn Lys Ala Asp Val Leu

ACC ACT GGA GCT GGT AAC CCA GTA GGA GAC AAACTT AAT GTT ATT ACA
Thr Thr Gly Ala Gly Asn Pro Val Gly Asp Lys Leu Asn Val Ille Thr

GTA GGG CCC CGT GGG CCCCTTCTT GTT CAG GAT GTG GTT TTC ACT GAT
Val Gly Pro Arg Gly Pro Leu Leu Val GIn Asp Val Val Phe Thr Asp

GAA ATG GCT CAT TTT GAC CGA GAG AGA ATT CCT GAG AGA GTT GTG CAT
Glu Met Ala His Phe Asp Arg Glu Arg lle Pro Glu Arg Val Val His

e3—
GCT AAAGGA GCA GGG GCC TTT GGC TAC TTT GAG GTC ACA CAT GAC ATT
Ala Lys Gly Ala Gly Ala Phe Gly Tyr Phe Glu Val Thr His Asp lle

ACC AAATAC TCC AAG GCA AAG GTATTT GAG CAT ATT GGA AAG AAG ACT

Thr Lys Tyr Ser Lys Ala Lys Val Phe Glu His Ille Gly Lys Lys Thr
ed—

CCC ATCGCAGTT CGGTTC TCC ACT GTT GCT GGA GAA TCG GGT TCA GCT

Pro lle Ala Val Arg Phe Ser Thr Val Ala Gly Glu Ser Gly Ser Ala

GAC ACA GTT CGG GAC CCT CGT GGG TTT GCA GTG AAATTT TAC ACA GAA
Asp Thr Val Arg Asp Pro Arg Gly Phe Ala Val Lys Phe Tyr Thr Glu

GAT GGT AAC TGG GAT CTC GTT GGA AAT AAC ACCCCCATTTTCTTC ATC
Asp Gly Asn Trp Asp Leu Val Gly Asn Asn Thr Pro lle Phe Phe lle
e5—>
AGG GAT CCCATATTG TTT CCATCT TTT ATC CAC AGC CAA AAG AGA AAT
Arg Asp Pro lle Leu Phe Pro Ser Phe lle His Ser GIn Lys Arg Asn

CCT CAG ACA CAT CTG AAG GAT CCG GAC ATG GTC TGG GAC TTC TGG AGC
Pro GIn Thr His Leu Lys Asp Pro Asp Met Val Trp Asp Phe Trp Ser

e6—
CTA CGT CCT GAG TCT CTG CAT CAGGTT TCT TTCTTG TTC AGT GAT CGG
Leu Arg Pro Glu Ser Leu His GIn Val Ser Phe Leu Phe Ser Asp Arg

GGG ATT CCA GAT GGA CAT CGC CAC ATG AAT GGA TAT GGA TCA CAT ACT
Gly lle Pro Asp Gly His Arg His Met Asn Gly Tyr Gly Ser His Thr

TTC AAG CTG GTT AAT GCA AAT GGG GAG GCA GTT TAT TGC AAATTC CAT
Phe Lys Leu Val Asn Ala Asn Gly Glu Ala Val Tyr Cys Lys Phe His
e’l—
TAT AAG ACT GAC CAG GGC ATC AAA AAC CTT TCT GTT GAA GAT GCG GCG
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Tyr Lys Thr Asp GIn Gly 1lle Lys Asn Leu Ser Val Glu Asp Ala Ala

AGA CTT TCC CAG GAA GAT CCT GAC TAT GGC ATC CGG GATCTT TTT AAC
Arg Leu Ser GIn Glu Asp Pro Asp Tyr Gly lle Arg Asp Leu Phe Asn

GCC ATT GCC ACA GGAAAG TACCCCTCCTGGACTTTT TAC ATC CAG GTC
Ala lle Ala Thr Gly Lys Tyr Pro Ser Trp Thr Phe Tyr lle GIn Val

ATG ACATTT AAT CAG GCAGAAACT TTTCCATTT AAT CCATTC GAT CTC
Met Thr Phe Asn GIn Ala Glu Thr Phe Pro Phe Asn Pro Phe Asp Leu

e8—
ACC AAG GTT TGG CCT CAC AAG GAC TACCCT CTC ATC CCA GTT GGT AAA
Thr Lys Val Trp Pro His Lys Asp Tyr Pro Leu lle Pro Val Gly Lys

CTGGTC TTAAAC CGG AATCCAGTT AATTAC TTT GTC GAG GTT GAA CAG
Leu Val Leu Asn Arg Asn Pro Val Asn Tyr Phe Ala Glu Val Glu Gin

ATA GCC TTC GAC CCA AGC AAC ATG CCA CCT GGC
lle Ala Phe Asp Pro Ser Asn Met Pro Pro Gly
e9—
ATT GAG GGC AGT CCT GAC AAAATG CTT CAG GGC CGCCTT TTT GCC TAT
lle Glu Ala Ser Pro Asp Lys Met Leu GIn Gly Arg Leu Phe Ala Tyr

CCT GAC ACT CAC CGC CAT CGC CTG GGA CCC AAT TAT CTT CAT ATACCT
Pro Asp Thr His Arg His Arg Leu Gly Pro Asn Tyr Leu His lle Pro
el0—
GTG AAC TGT CCC TAC CGT GCT CGA GTG GCC AAC TAC CAG CGT GAT GGC
Val Asn Cys Pro Tyr Arg Ala Arg Val Ala Asn Tyr GIn Arg Asp Gly

CCG ATG TGC ATG CAG GAC AAT CAG GGT GGT GCT CCA AAT TAC TAC CCC
Pro Met Cys Met GIn Asp Asn GIn Gly Gly Ala Pro Asn Tyr Tyr Pro

AAC AGC TTT GGT GCT CCG GAA CAA CAG CCT TCT GCC CTG GAG CAC AGC
Asn Ser Phe Gly Ala Pro Glu GIn GIn Pro Ser Ala Leu Glu His Ser

ATC CAATAT TCT GGA GAA GTG CGG AGA TTC AAC ACT GCC AAT GAT GAT

lle GIn Tyr Ser Gly Glu Val Arg Arg Phe Asn Thr Ala Asn Asp Asp
ell—

AAC GTT ACT CAG GTG CGG GCA TTC TAT GTG AAC GTG CTG AAT GAG GAA

Asn Val Thr GIn Val Arg Ala Phe Tyr Val Asn Val Leu Asn Glu Glu

CAG AGG AAA CGT CTG TGT GAG AAC ATT GCC GGC CAC CTG AAG GAT GCA
GIn Arg Lys Arg Leu Cys Glu Asn lle Ala Gly His Leu Lys Asp Ala

el2—
CAAATT TTC ATC CAG AAG AAA GCG GTC AAG AACTTC ACT GAG GTC CAC
GIn lle Phe Ille GIn Lys Lys Ala Val Lys Asn Phe Thr Glu Val His

CCT GAC TAC GGG AGC CAC ATC CAG GCTCTT CTG GAC AAG TAC AAT GCT
Pro Asp Tyr Gly Ser His lle GIn Ala Leu Leu Asp Lys Tyr Asn Ala
el3—
GAG AAG CCT AAG AAT GCG ATT CACACC TTT GTG CAG TCC GGA TCT CAC
Glu Lys Pro Lys Asn Ala lle His Thr Phe Val GIn Ser Gly Ser His

TTG GCG GCA AGG GAG AAG GCAAAT CTG TGA
Leu Ala Ala Arg Glu Lys Ala Asn Leu OP
3
GGCCGGGGCCCTGCACCTGTGCAGCGAACGTTAGCGTTCATCCGTGTAACCCGCT
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CATCACTGGATGAAGATTCTCCTGTGCTAGATGTGCAAATGCAAGCTAGTGGCTT
CAAAATAGAGAATCCCACTTTCTATAGCAGATTGTGTAACAATTTTAATGCTATTT
CCCCAGGGGAAAATGAAGGTTAGGATTTAACAGTCATTTAAAAAAAAAATTTGTT
TTGACGGATGATTGGATTATTCATTTAAAATGATTAGAAGGCAAGTTTCTAGCTT
AGAAATATGATTTTATTTGACAAAATTTGTTGAAATTATGTATGTTTACATATCAC
CTCATGGCCTATTATATTAAAATATGGCTATAAATATATAAAAAGAAAAGATAAA
GATGATCTACTCAGAAATTTTTATTTTTCTAAGGTTCTCATAGGAAAAGTACATTT
AATACAGCAGTGTCATCAGAAGATAACTTGAGCACCGTCATGGCTTAATGTTTAT
TCCTGATAATAATTGATCAAATTCATTTTTTTCACTGGAGTTACATTAATGTTAAT

TCAGCACTGATTTCACAACAGATCAATTTGTAATTGCTTACATTTTTACAATAAAT

2. 2. 3. A katalaz gén polimorfizmusai Kiilonb6z6 megbetegedésekben
[6, 46]

Az ismert kataldz gén mutéciok kozul azokat, amelyek nem befolyasoljak
a fehérje expressziot, nincsenek hatassal az enzim aktivitasra, és nincs ismert
benignus polimorfizmusai néven foglaltam dssze.
A katalaz gén benignus polimorfizmusai az 5’ véget, az 1-es intront és az 1-es,
9-es, 10-es exonokat érintik. A gén 5’ régidja meglehetésen polimorf, mivel itt
irtdk le a legtobb mutaciot.
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Mutécio Helye Régio Hivatkozas Jellege/asszociaci6
Nem kodol6 régiok

C—T -1167 Flanking Chystakov 2000 [7] diabetes
C—T -262 Flanking Forsberg 2001 [8] transzkripcié
G—A -259 Flanking Jiang 2001 [9] vérnyomas
A—T -71 Flanking Wen 1990 [1] benignus
C—A -20 Flanking Goth 1997 [11] benignus
C—oT -18 Flanking Goth 1997 [11] benignus
C—T 4 5' nem kodolé Go6th 1998 [12] benignus
A—G 17 5'nem kodolo Casp 2002 [13] vitiligo
T—C 20 5'nem kodolo Kishimoto 1992 [14] benignus
C—HT 44 5'nem kodolé Go6th 1998 [12] benignus
T—-C 49 5' nem kodolé Wen 1990 [10] benignus
G—A -60 1. intron Goth 2005 [15] benignus
G—C 5 1. intron Vitai 2005 [16] diabetes?
G—A 7 1. intron Vitai 2005 [16] diabetes?
T—A 11 1. intron Goth 2005 [15] benignus
G—T 61 1. intron Vitai 2005 [16] diabetes?
T—-C 78 1. intron Wen 1990 [10] benignus
G—A 50 3' nem kodolé Wen 1990 [10] benignus
Kodolo régiok

T—C 12 1. exon Ser’Ser G6th 1998 [12] benignus
A—C 27 1. exon Ser*’Arg Go6th 1998 [12] benignus
T—C 111 9. exon Asp*°Asp Wen 1990 [10] benignus
T—C 60 10. exon Leu**®Leu Kishimoto 1992 [14] benignus

2. 2. 3. 1. Katalaz gén mutaciok és a diabetes mellitus

Egy moszkvai felmérés szerint a 132 kontroll és a 154 2-es tipusu
diabeteses beteg vizsgédlata azt mutatta [7], hogy a C1167T mutacid
szignifikdnsan gyakoribb a diabeteses egyéneknél. A szerzOk ez alapjan
tételezték fel a diabetes (2 tipus) és a katalaz gén ezen mutaciojanak
Ez a polimorfizmus nem mutatott kapcsolatot az 1-es tipust diabeteses
betegeknél kialakulé nephropathia és a fenti mutacié kozott [17].

Az els6 kozlemény a diabetes mellitus megndvekedett gyakorisagarol
(12,7% vs 0%) a velesziiletett katalaz hianyban 2000-ben jelent meg [18], és az
egész életen at tartd katalaz hiany révén megndvekedhet a hidrogenperoxid
koncentracionak tulajdonithatd, ami karosithatja az oxidacidra erzékeny
pancreas [-sejteket [15, 19]. Az eddig ismert 5 magyarorszagi mutacio és a
diabetes mellitus nem mutatott kapcsolatot.

A 308 2-es tipust diabeteses betegnél [16] taldlt exon 2 missense
mutaciok (T96A és T135A) és az intron 2 kivagasi mutacio (G5C) csokkent
katalaz aktivitassal jartak (59%, 48%, 62%) és hozajarulhatnak a 2-es tipusu
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diabetes mellitus kialakuldsdhoz. Ezt azonban tovabbi vizsgalatoknak meg kell
erositeni, mivel a fenti mutacidk gyakorisaga meglehetdsen alacsony (0,32%).
Ezeknél a diabeteses betegeknél talalt kis gyakorisagu (<0,65%), katalaz
csOkkenést nem okozO0 mutacidk az 1-es intronban (G5C, G7A) és a 2-es
intronban (G60T) inkdbb benignus polimorfizmusoknak tekinthetdk, mint
diabetes kockézati tényezdjének. Az irodalmi adatok alapjan hidrogénperoxid
mint aktiv metabolit, egyre nagyobb szdmu olyan részfolyamat aktiv
részvevodje, amelyek a diabetes patomechanizmusaban jatszanak szerepet.
Ennek ellenére a hidrogénperoxid koncentraciot szabalyozd kataldz enzim
hidnya és a diabetes kozotti 6sszefliggés vizsgalataval csak nagyon kisszamu
kdzlemeny foglalkozik.

2. 2. 3. 2. Katalaz gén mutéaciok és a magas vérnyomas
Jiang és mtsai [9] 2001-ben szdmoltak be arrol, hogy a négy vizsgalt

mutacio (C-773T, G-259A, T-21A, A-17G) kozil a C-773T mutatott szorosabb

korrelaciot a hypertoniaval (p<0.002). A szerzok feltételezik, hogy a C-773T

mutacio létrehoz vagy megszintet transzkripcios faktor kotéhelyet a promoter
régidban.

Az eredmenyek értékeléset neheziti a vizsgalatba bevont személyek
(hypertonias: 27, kontroll: 22) alacsony szdma és a katalaz aktivitasok hianya.

2. 2. 3. 3. Katalaz gén mutaciok és a vitiligo

A vitiligora val6é hajlamot multifaktorialis eredetiinek tartjak, amelyben a
melanin bioszintézisében szerepet jatsz0 gének, az oxidativ stressz valasz
fehérjek genjei, az autoimmun folyamatok szabalyozasa és kornyezeti tényezok
jatszanak szerepet.

Ezekbdl a lehetséges tényezokbol Casp és mtsai [13] 2002-ben az
vizsgaltak 234 vitiligos és 177 kontroll egyénnél. A vizsgalt mutaciok a
kovetkezOk: T20C a flanking régioban, T60C a 10. exonban és T111C a 9.
exonban.

A vizsgalt 3 mutacidé kozul csak a T111C szubsztiticio a 9. exonban
mutatott kapcsolatot a vitiligoval. A mutacio szerepét, amely nem jar aminosav
véltozassal (Asp*®*Asp), a szerz6k azzal magyarazzak, hogy a C allél, amely
gyakoribb a vitiligos betegeknél, lehet felelés a hajlamért. A mutacid
jelentdségét, magyarazatit nem noveli az a tény, hogy a szerzok
kdzlemenyikben nem szamolnak be a katalaz aktivitasokrol.

Mas szerzOk mar kordbban csokkent katalaz aktivitast talaltak a vitiligos
betegek epiderméajaban [20].

2. 2. 3. 4. Katalaz gén mutaciok és az Alzheimer kor
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Az oxidativ stressz az egyik olyan folyamat, amely hozzgjarulhat az
Alzheimer kor patomechanizmusahoz. A csokkent katalaz enzim aktivitas a
hidrogénperoxid akkumulaciojat eredményezheti, amely tobb neurotoxikus
folyamatot indukéalhat és ezaltal hozzajarulhat a neuralis karosodasokhoz.
Goulash és mtsai 2002-ben 137 Alzheimer kéros betegnél és 130 kontroll
egyennél vizsgalta ezen célbol a katalaz gén flanking régidjaban C262T
nukleotid szubsztituciét [21]. Ezen mutacio esetén a vizsgalati eredmények a
két csoportndl nem mutattak kilénbséget (p>0,5).

Annak ismeretében, hogy az agyszdvet alacsony kataldz aktivitasi és
ennek az oxidativ stressz elleni védelmét is a vér kataldz van hivatott ellatni,
tobb klinikai jellegli kozlemény lenne elvarhato.

2. 2. 3. 5.Kataladz gén mutéciok és a tumorok

A méj és vér katalaz aktivitdsanak csokkenése régéta ismert és
széleskoriien tanulmanyozott, mint ezt a katalaz szintézis fejezetben részletesn
Ismertettem.

Jelen tudésunk szerint a csokkent katalaz aktivitds nem a kataldz gén
mutécidinak tulajdonithato, hanem a kataldz szintézis csokkenésének, amelynek
termeszetesen lehetnek genetikai okai akér a kataldz gen 5’ részén, akar a méas
génekben kialakult f6ként szomatikus mutacid(k) révén.
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2. 2. 4. Az akatalazémia

Az akatalazémia, a katalaz enzim velesziletett hidnyanak homozigota
formaja. Ez a velesziiletett enzimhianyoknak is az egyik elso leirasa [1], amely
a japan Takahara Shigoko nevéhez flizodik.

Takahara szajsebész professzor 1946 december 25-én egy 11 éves
kislanyt kezelt 14z, foginygyulladas, oralis gangrena és a jobb oldali nasalis
tiregben 1év0 tumor miatt. Miutan a tumort eltdvolitotta, a vérzé miitéti helyet
az akkor szokdsos moddon hidrogénperoxiddal akarta fertStleniteni. A
hidrogénperoxid hatasara azonban nem indult meg az oxigén buborék képzddés,
és a Vér barnés-feketére valtozott. Elszor azt gondolta, hogy tévedésbol
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ezust-nitratot hasznélt és ezért megismételte az Oblitést frissen keszitett
hidrogénperoxid oldattal. Az eredmény ugyanaz lett.

Takahara ezutdn azt feltételezte, hogy a kislany vérébdl hianyzik a
katalaz enzim, amely elbontana a hidrogénperoxidot.

A kislany édesanyja szerint a hat gyermeke koziil még kettdnél (egy fit
és egy leany) hasonld tinetek tapasztalhatok. A gyermekek kataldz vizsgalata
(filcimpabdl torténé vérvétel, amelyhez hidrogénperoxidot cseppentett) az
enzim hianyat meg harom esetben detektalta.

A jelenséget Takahara még tovabbi 2 csaladnal észlelte és a
permanganometrias hidrogénperoxid meghatarozast alkalmazva a kovetkezd

katalaz aktivitas (catalase index) eredmenyeket kapta.
Beteg Also hatar  Felsé hatar ~ K0zépérték n

Akatalazémias csalad 3

Akatalazémias egyén 0,0 0,1 0,0 9

Nem akatalazémias 3,4 7,2 55 45

Kontroll csoport 4,3 9,5 7,4 20

Az akatalazémias egyeneknél tapasztalt oralis gangrena, foginygyulladas,
foghiany oka, Takahara szerint, a szajban a hemoliticus staphylococcusok és
pneumococcusok altal termelt hidrogénperoxid oxidativ szovetkarosito hatasa.

A katalazhiany tébb generacion volt nyomon koévethetd és a harom
akatalazémias csaladban a sziilok elsé vagy masodfoku unokatestvérek voltak
[2-6].

Az akatalazémia elnevezés valdjaban egy kicsit félrevezetd, mivel a
homozigota mutansoknal is detektalhato kismértékii (<10%) katalaz aktivitas. A
hypokatalazémia (=50%) elnevezés megfelelobb lehetne, de ez a velesziiletett
katalaz hiany heterozig6ta forméajara hasznéalatos [7].

Az akatalazémiat az 1948-as felfedezése Ota a vildg 12 orszagaban
detektalték.

A foldrészek, orszagok és a felismerésik ideje a kovetkezd: Azsia: Japan:
1948, Korea:1968, Kozel Kelet: Iran: 1984, Amerika: USA: 1963, Mexiko:
1974, Peru: 1977, Kanada: 1995, Svéjc: 1961, Izrael: 1963, Németorszag: 1977,
Ausztria: 1988, Magyarorszag: 1992.

Napjainkig 114 akatalazémias egyénrdl szamoltak be az irodalomban [7-
14], akik 61 akatalazemias csaladban a vilag 12 orszagaban talalhatok.

Az akatalazemidsok tdbbségét (91) Japanban detektaltdk, mig kevesebbet
Svéjcban (11) és Magyarorszagon (2). Ezen orszagokban az akatalazemias
egyének és csaladjaik részletes vizsgalata megtortént. A tobbi esetekben
sporadikus volt az el6fordulds és a kataldzhianyon talmenden tovabbi
jellemzés/vizsgalat nem tortent.

A korabbrol ismert Japan ¢és Svijci akatalazémia a kovetkezdkkel
jellemezhetdk:
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Japan tipus Svajci tipus

Projektvezeto Takahara S Aebi H
Akatalazeémiés csalad 45 3
Akatalazémiasok 90 11
Férfi/NG 44147 06.maj
Takahara tlnet ~50% 1952-ig nem detektalhato
Veér katalaz:

Akatalazémias 0,5-2,0% 0-3,2%
Hypokatalazémias 60-80% 57%
Szoveti katalaz <15% 39-50%
Katalaz protein nincs valtozas megvaltozott
Genmutacio 2 tipus 5 betegnél  feltételezett szabalyozas?
Gyakorisag:

Akatalazémia 0,08/1000 0,04/1000
Hypokatalazémia 0,5/1000 nincs adat

2.2.4.1. A velesziletett katalazhiany klinikai tinetei (Takahara?)

A veleszlletett katalazhiany specialis Kklinikai tlnetek hianyaban
véletlenszerlien kertilt felfedezésre Japanban.

A Takahara tlnet (Takahara disease) néven ismert jelenseg az oralis
gangrena, amely az 1950-es évek elejéig az akatalazémiasok mintegy felénél
volt megtalalhato. A késObb detektalt egyéneknél mar csak szorvanyosan és a
még késébbi években mar Japanban sem detektaltak. Ezek alapjan érthetd, hogy
ez a tinet csak reszben tulajdonithaté a katalaz hiannynak. A tovabbi okok az
1948-1950-es évek Japan kulonodsen szegényes taplalkozasi viszonyai és az
alapvetd szdjhigiénia hidnya voltak. Ezt tdmasztja ald, hogy ezen feltételek
javulasaval csokkent a tiinetek gyakorisaga [15] és a késébb sem a Japanban,
sem a mas orszagokban detektalt akatalazémias egyeneknél nem volt
megtalalhato.

Ezen érdekes megfigyelések a Japan akatalazémiarol az 1960-as evek
elején arra inspiraltak Aebi H svajci biokémikus professort, hogy csatlakozzon
a velesziletett katalazhianyt vizsgalo tudosokhoz. A katalazhiany specialis
klinikai tlineteinek hianyaban, Aebi szlir@programot tervezett ennek
felderitésére.
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Egyszeri vér katalaz meghatarozasi modszerrel vizsgalta a katonai
sorkoteleseket és csokkent katalaz aktivitas esetén bevonta a vizsgalatba a
csaladtagokat is [16]. A meghatarozasi modszer a kovetkez6 volt: 1 csepp NaCl
oldattal higitott vérhez 1 csepp 3-5%-0s puferrolt (foszfat puffer, pH: 7,2)
hidrogénperoxidot adtak ¢és figyelték a buborékképzddést.

18 459 egyén vizsgalatanak eredményeként taldltak kettd akatalazémids
egyént. A csalddtagok bevondsa utdn 3 csaladban 11 akatalazémids egyénrol
szamoltak be. Az 1960-as években rendelkezésre allé vizsgalo maodszerekkel
foként a kataldz fehérje biokémiai jellemzése volt kivitelezheté. Ezen
akatalazémias egyének kozott 6 sem ¢€szlelte a Takahara tiinetet.

Ezek alapjan allithatd, hogy az akatalazémiahoz specialis klinikai tinetek nem
tarsulnak.

Japan szerzok [14] 2004-ben a kovetkezd esetrdl szdmoltak be, amely
egy tokioi korhazban tortént.

Egy 71 eves ferfi beteget operaltak laryngenalis tumor miatt és a
szokdsos modon a szajureget 300 ml 1:2 arényban higitott 3%-0s
hidrogénperoxiddal fertdtlenitették Az anastesia soran észlelték, hogy a beteg
methemoglobin koncentracioja 11%-ra emelkedett, ami aszkorbinsav adasara
7,5%-ra csokkent és harom nap mulva normalizalodott (0,5%), A jelenség okat
kutatva, Japanban lévén, gondoltak a katalaz hianyra és az elvégzett gyorsteszt
(azonos Takahara elsd detektalasi modszerével) ezt is igazolta. Az
oxigénfejlodés elmaradt és a vér sotétbarndra szinez0dott. A keésdbb elvégzett
kvantitativ ver kataldz mérés (Beutler eljardsa) mintegy 1%-nyi katalaz
aktivitast mutatott. A csalad vizsgalatakor az anya és harom gyermek
hypokatalazémiasnak bizonyult. Az apa, aki az anya unokatestvére volt, mar
korabban meghalt.

Ez talan az egyik els6 eset a tumor lysis szindroma utan, ahol a velesziiletett
tiinetmentes katalazhiany sulyos elvaltozast (methemoglobin képzddeést)
eredmenyezett, amikor a beteget fokozott hidrogénperoxid hatas erte.

Ezek alapjan a fokozott hidrogénperoxidot produkaldé beavatakozasok
eloétt célszerli lenne vér katalaz aktivitdst mérni a hasonld komplikaciok
megeldzésére.

2. 2. 4. 2. Az akatalazémia biokémiai és genetikai jellemzése

Az akatalazémia két tipusanak (a Japan és a Svajci) definidldsa a
velesziiletett katalazhidnyos egyének reészletes biokémiai vizsgalatan alapszik.
A Viléag tobbi orszagaban detektalt akatalazémiasoknal ezek a vizsgalatok nem
torténtek meg, igy ezek tipusa nem ismert.

A katalaz hianyos egyének katalaza az elektroforézis soran a Japan
tipusnal nem tér el a normokatalazémias kontrollokétol.

A Svijci tipusnal megvaltozott elektroforetikus mobilitas detektalhatd és
a kataldz hiany a vorosvértestekben jelentésebb, mint az egyéb (m4j)
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szOvetekben. Ennek magyarazatara azt feltételezték, hogy a Svajci tipus eseten
csokkent stabilitdsi az enzim, amelynek hatdsa a hosszu élettartamd
vorosveértestekben jobban érzddik.

A genetikai jellemzés mindkét tipusnal elég hianyos, de részben
magyarazzak a biokémiai eltéréséket.
Japanban 90 akatalazémias kozul 3 akatalazémiasnal a 4. intron egy G—A
kivagasi (splicing) mutacio és egy akatalazémiasnal a 4. exonban a T(358)
delécio felelds a csokkent katalaz szintézisért [17, 18].

A svajct tipusndl akatalazémids egyéntdl szarmazd fibroblastok
vizsgalata alapjan feltételezik, hogy egy, még nem definialt, pontmutacié révén
bekovetkezd aminosavcsere a katalaz fehérje labilitasat eredményezi [19].

Katalaz enzim elektroforézis
Japan és Svijci akatalazémidban

—

K H A

Japan tipus Sviéjci tipus

K: normokatalazémiéas kontroll, H: heterozigota, A: akatalazémias (homozigota)

Ujabban két sporadikus kataldz gén mutéciordl Gjabban szdmoltak be.
Kanadaban egy Parkinsonos egyénnél a katalaz gén 9. exonjadban a G113A
mutaciét detektaltdk, ami a 389-es glicin—aszparaginsav cserét es csokkent
(60,2%) vér katalazt eredményezett. Az 1995-ben megjelent kdzlemény nem
konnyen érthetd, mivel cime a kdvetkez6: “Absence of mutations in superoxide
dismutase and catalase genes in patients with Parkinson’s disease” [20].

Ausztridban a Kkatalaz 3. exonjdban C96T szubsztiticié révén az
Arg—Tryp aminosav csere az RNS instabilitadsat okozza, és igy felelds lehet a
csokkent katalaz aktivitasért. Ugy tiinik, hogy a szerzSk a katalaz hianyt az
Aebi altal hasznalt egyszerli, nem kvantitativ sziir6teszttel detektaltdk egy
csaladban. A kézlemény kongresszusi abstract-ként jelent meg 2004-ben [21].
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2. 2. 5. Katalaz enzim vizsgalatok a diagnosztikaban
2.2.5.1. Szérum katalaz

Ma mar jol ismert, hogy a szérumban a kataldz enzim aktivitasa mintegy

1666-0d része (56,7 kU/I vs 94,5x10° kU/1) a vér kataldz aktivitasanak [1].
Hasonl6 az arany a szérum €s a majszévet katalaz aktivitasa kdzott is [2].
Ezek és a korai katalaz meghatarozasi mddszerek érzékenysége alapjan
nyilvanvald, hogy a vér és a maj katalaz tartalméat bizonyitottnak tekintették és
vizsgaltak kiilonb6z6 patologias koriilmények kézott mar a mult szazad elsé
éveiben [3].

A szérumban a kataldz jelenlétét tobb szerzd sem tudta kimutatni, ami az
altaluk hasznélt kevésse erzékeny mérési modszernek volt tulajdonithatd. Ezért
az 1930-as évekig az a felfogés volt az elfogadott, hogy a szérumban nincs
katalaz.

Kurokowa [4] és Takizawa [5] munkéssaga 1930-ban és 1931-ben
egyértelmilen bizonyitotta a szérumban/plazmaban a katalaz enzim jelenlétét és
meghatarozhatdsagat.

Ezen munkak inspiraltak sok kdzleményt a kataldz enzim diagnosztikai
jelentdségérdl, amikor mas diagnosztikai jelentdségli enzim aktivitdas mérésrol
még csak nehany kozlemény jelent meg (diasztaz, alkalikus foszfataz).

A szérum katalaz aktivitast acute pancreatitisben mar az 1950-es évek
elejen tanulméanyozték [3].

Umeda 1953-ban leirta a szérum katalaz aktivitas emelkedéset pancreas
betegseégekben és kdztik acute pancreatitisben [6]. Ezeket az eredményeket
erbsitette meg teljesen Tsukiyama [7] 1961-ben és részben Giilzow [8]
1967-ben.

Dille és Watkins [9] 1948-ban és Yamagata [10] 1953-ban mar
beszamoltak a szérum katalaz emelkedésérdl hemolitikus megbetegedésekben,
amit késobbi szerzok csak részben erdsitettek meg [11-13].

2.2.5. 2. Korabbi szérum katalaz vizsgalataim

A polarografias szerum kataldz aktivitdas klinikai  diagnosztikai
alkalmazhatdsaganak vizsgalatakor 1969-ben az egyik mintanal nagyon magas
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katalaz aktivitast mértem. A beteg a sebészeti osztalyon fekilidt acute hasi
problémaval és a tovabbi laboratériumi eredmények (amilaz, lipaz) segitettek az
acute pancreatitis diagnozisanak felallitasaban. Ez az eset és az irodalom
tanulmanyozasa iranyitotta figyelminket (Laboratorium, Belgydgyaszat és
Sebészet osztalyok kooperacioja) a jelensegre és kezdtik vizsgalni a szérum
katalaz jelentdségét acute pancreatitisben. Errdl a témarol tobb kozleményiink
[14-19] szamoltunk be.

A vorosveértestek magas es a szerum alacsony katalaz aktivitasa, valamint
az a tény, hogy vorosvértestek destrukcioja sordan a katalaz kozvetlendl a
plazméaba keril, sugalljdk a Kkatalaz meghatarozas diagnosztikai
alkalmazhatdsagat az ilyen tipusua elvaltozasokban.

A szérum kataldz aktivitas novekedését a detektaltunk a kovetkezd
hemolizissel jaré folyamatokban: anemia pernociosa, Zieve syndromaban,
polyglobulia/polycytemia vera, hemolitikus anemia. A szérum Kkatalaz
csokkenését talaltuk a nem hemolitikus anemiakban [20].

Elsoként talaltunk szérum katalaz aktivitds novekedést a kovetkezo
megbetegedésekben.

Acute myocardialis infarctusban [21] kismértékii szérum kataldz enzim
aktivitds novekedest (96,6+58,9 kU/I, n: 221 vs 56,7+21,3 kU/l, n: 111,
p<0,001) detektaltunk, amely a maximumat a 2. napon érte el (137,6+67,8 kU/I)
és a 4. napra tért vissza a referens tartomanyba. Az infarctusban exitaltak
atlagos szérum kataldza szignifikansan (p<0,001) magasabb volt, mint a
taléloké (112,9454,6 kU/I, n: 91 vs 96,4+58,9 kU/I, n: 221).

A sziv eredetli keringési elégtelenségben [22] kialakuld oxigénhianyra a
maj, a vese és az agy a legérzékenyebb. A maj hypoxidja annak pangasahoz,
illetve enzimeinek a keringésbe valo jutasat eredményezi. A maj enzimek kozdl
ezen céllal vizsgaltdk a GOT, GPT, LDH és GLDH enzimek aktivitasat, mig a
katalaz enzim vizsgélatat mi végeztuk elsoként. Kisvérkori pangasban a
szervezet a tartds oxigénhiany csokkentésére a kompenzaciés mechanizmusban
fokozott vorosvértest képzéssel (poliglobulia) reagal. Ennek eredményeként nd
a vorosvértest enzimek (LDH, aldolaz, fruktdzdifoszfat, malat dehidrogenaz)
szérumbeni aktivitdsa. 111 nagyvérkdri pangasban szenvedd betegnél a katalaz
enzim aktivitas a 3,87-szeresére (219,1+85,0 vs 56,7+21,3) ndvekedett. Ennél
nagyobb mértékben ndvekedett a GOT (9,9-szeres), a GPT (9,8-szeres) és
legnagyobb mértékben a mitokondrialis lokalizaciéju GLDH (18,2-szeres). A
terapia (sziv) eredményessége esetén a maj enzimek, koztuk a katalaz is
napokon belll visszatér a referens tartomanyba. 52 Kkisvérkori pangasban
szenvedo6 betegnél is emelkedett a szérum katalaz 191,3+459,1 kU/I vs 56,7+21,3
kU/l), ami a vorosvértestszam szignifikans emelkedésével (4,74+0,69 vs
4,36+0,26) jart egyutt. A keringési elégtelenség két formaja koziil a kompenzalt
(n: 260) kismértéki (69,3+23,3 kU/I vs 56,7+21,3 kU/I), mig a dekompenzalt
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forma (n: 186) jelentés (111,2+62,5 kU/I vs 56,7+21,3 kU/I) szérum kataléz
aktivitas ndvekedést mutatott.

Az ipar, a mezOgazdasag, a gyogyszergyartas fejlodése [23] egyre tobb 1)
vegylilet produkal, amelyek a sok eldnyds tulajdonsaguk mellett a szervezetre
gyakorolt mérgez6 hatasuknak tulajdonithatéan potencialis toxikus veszélyt
jelenthetnek. Az atlagos szérum kataldz névekedés a legkisebb volt a gyogyszer
intoxikacioknal: 73,1+30,4 kU/I, (n: 232), magasabb volt az alkoholos
intoxikéaciokban: 106,1+48,2 kU/L (n: 96) és a legjobban emelkedett a
kiilonboz6 vegyszerek altal okozott intoxikacioknal: 116,8+ 80,5, (n: 99). A
gyogyszermérgezések kozott 79,7% volt az dngyilkossagi szandék és betegek
kozul 3-an (0,43%) exitaltak. A vegyszerrel torténé mérgezéseknél az
ongyilkossagi szandék 46,3% volt és 23 betegnél (23,2%) volt halalos
kimenetel. A legtobb meérgezeés (40, azaz 40%) a kovetkezd novényvedo
szerekkel tortént. Parakvat (Gramoxone) mérgezésben 16 beteg, ebbdl 10 beteg
exitalt (71,4%), mig szerves foszforsavészterek (Bi 58, Diklorfosz, Fibol E) 24
esetben okoztak intoxikaciot és ebbdl a csoportbol 10 (38,4%) beteg exitalt. Az
ongyilkossagi szandék a parakvat mérgezeseknél 50%, a szerves
foszforsavésztereknél 80,7% volt, mig a tobbi esetben véletlennek
tulajdonithatd az intoxikacid. A betegek halélat a kezdeti akut szak utani
napokban a heveny keringési elégtelenség, tiidofibrosis, vese-, mMaj- €s
szivelégtelenség okozta. A szérum kataldz aktivitds novekedés foként a
kialakult majelégtelenségnek tulajdonithato.

2.2.5. 3. Vér katalaz

A Vér, illetve vorosvértestek magas kataldz tartalma, a hidrogénperoxid
szubsztrat elérhetdsége illetve a kataldz reakcioban keletkezd oxigén
detektalasanak lehetdsége mar az 1800-as évek kozepétdl lehetdveé tette a vér
katalaz diagnosztikai jellegii vizsgalatat [3].

Schénbein [24] mar 1863-ban megfigyelte, hogy a vér bontja a
hidrogénperoxidot. Ezt a jelenséget Bergergrin [25] 1888-ban a
vorosvértesteknek tulajdonitotta.

A vér kataldz aktivitast klinikai céllal elészor Gottstein [26] vizsgalta
1893-ban kiilonb6zd (anemia, diabetes, nephritis) betegségekben, bar
vizsgalatai még valtozast nem mutattak ezekben az allapotokban.

Jolles és Oppenheim [26] 1905-ben méar 100 egyén vizsgalata alapjan
referencia értéket allapitott meg. Ehhez az értékhez viszonyitva csokkent
katalaz aktivitast talaltak tuberculosisban, tumorokban, chronicus nephritisben,
icterusban és a leukemia egyes eseteiben.

Magyar kutatokat is talaltam a korai katalaz vizsgalok kozott. Dalmady
és Torday [2] 1907-ben ugy Vélték, hogy a ver kataldz azokban betegségekben
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csokken, amelyek sulyos anemiaval tarsulnak. Ezen logikus megfigyelést
késébb sokan megerdsitették.

Az els0 részletes ‘normal’ értéket 1s magaba foglald és az ehhez torténd
viszonyitast alkalmazo kdzlemény szerz6i Winternitz és munkatérsai [2]. Ezen
szerzOk a vér katalaz vizsgélatnak diagnosztikai szerepet tulajdonitottak fert6z6
betegségekben, sargasagban, vese- és szivelégtelenségben, terhességi
anemiaban és egyes hematologiai megbetegedésekben.
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2. 2. 6. Katalaz aktivitds meghatarozasi modszerek

A katalaz enzim altal katalizalt reakci6 a kovetkezo:

H202+H202—)kata|é.z—)2 H,O+0,
Az enzim aktivitas mérése kivitelezhetd a keletkezd oxigén vagy a reagalt
szubsztrat koncentracidja csokkenésének merésével, manualis eljarasokkal,
valamint miiszeres modszerekkel.

2. 2. 6. 1. Katalaz aktivitas meghatarozas a keletkez6 oxigén mérésével

A reakcioban keletkezd oxigén mérése a térfogat mérési eljarassal
felkvantitativan méar az 1800-as években lehetséges volt. Ezt hasznalta Thenard
[1] is kisérleteiben és tobb mas kutatdo a mult szazad forduldjan [2-4]. Thenard
egy beosztassal és Hg zarofolyadékkal ellatott csdvet hasznélt az oxigén
térfogatanak mérésére. Ezt az eszkozt tobben modositottak €s egy masik szerzo,
peéldaul Westegreen pipettaba szivta fel a ver és szubsztrat keveréket és a cso
beosztasat hasznalta az oxigén terfogatanak mérésére [5]. Takahara, aki a
velesziiletett katalazhianyt elsoként irta le, a kovetkezd szlrdteszttel kezdte
vizsgalatait. A fulcimpabdl vett vércsepphez egy csepp hidrogénperoxidot adott
¢s figyelte az oxigén buborékok képzddését [6].

A keletkezd oxigén detektalasaval torténd kataldz mérésre dolgozta ki
Gagnon M [7] a korong (disc) flotdcios modszert. Ennek lenyege, hogy egy
cs6ben, amelyben a szubsztrat hidrogénperoxid van, a vizsgalati mintaba martott
szlirdpapir korongot helyeznek. Ez a korong a csd aljara siillyed, majd a
reakcioban keletkez6 €s a korong aljan gytilekezd oxigén buborékok a felszinre
fogjak emelni. A szerzd ezen mérOmodszerhez egy késziileket szerkesztett,
amelyben a flotacios id6t (azon id6, amely alatt a korong a felszinre emelkedik)
fotocellaval detektdlva mérte. A flotacidos 1d6 logaritmusa a minta katalaz
aktivitasaval volt aranyos. A készlléeket mikrobiologiai alkalmazésra tervezték
és a katalaz ‘proba’ kivitelezeésére szolgélt, de hasznaltak a vizelet katalazt
tartalmazo baktériumainak kimutatésara is. A készilék a CATALASEMETER
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nevet kapta és 1977-ben az USA-ban, majd 1978-ban Kanadéban
szabadalmaztattdk. A Catalasemeter és a spektrofotometrias hidrogénperoxid
meghatarozason alapul6 katalaz mérési modszerek hasonlé eredményeket adtak
[8].

Az abran felil a mintaval telitett korong, a készllékben a szubsztrat, alul a
szamlald szerkezet és felll a fotocellas detektor, amely leéllitja a szamlalot,
amikor a felszallé korong a fényutba ér.

A reakcidban keletkezé oxigén folyamatos detektalasat és ez alapjan a katalaz
aktivitas merést Rigo és Rotilio a Clark-féle oxigen elektrod alkalmazasaval
vegezte [9].

A CATALASEMETER sematikus abréja.
2. 2. 6. 2. Katalaz aktivitas meghatarozas a hidrogenperoxid mérésével

A katalaz meghatarozasi modszerek masodik csoportja a hidrogénperoxid
szubsztrat koncentracio csokkenést méri.

2.2.6.2. 1. Titrimetrias eljarasok
A korabbi, manualis mddszerek a hidrogénperoxidot titralassal hataroztak
Eepge.rmanganometriés hidrogénperoxid meghatarozas reakcio egyernlete:
2 MnOy4 +5 H,0,+6 H —2 Mn?** +8 H,0+5 O,

Ezzel a titrdlassal hatarozta meg a szubsztratot mar 1903-ban Senter [10]. Ezt
modszert a szdzadforduld elején széleskorben alkalmaztadk, koztik Bach és
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Zubkova is [11]. Feinstein is ezt a titralast alkalmazta, de ¢ hidrogénperoxid
szubsztratot a stabilabb natrium-perborattal helyetesitette [12].

Chance és mtsai az enzimkinetikat tanulmanyoztdk ezzel a modszerrel
[13]. Egy kisebb késziiléket fejlesztettek ki (Rapid Flow Injection), amellyel az
enzimatikus reakcidt tetszdleges idében le tudtak allitani és ezutan titralassal
hataroztak meg a szubsztrat fogyast [14].

A jodometrias eljarasnal a hidrogénperoxidot feleslegben 1évo KJ-al
reagaltatjak és a keletkez6 jodot natrium-tioszulfattal titrdlva hatarozhaté meg a
minta hidrogénperoxid koncentracidja. Ezt az eljarast mar Jolles 1903-ban
alkalmazta. [15]. A modszer tovabbi alkamazoi/fejlesztéi koziil Dill [16] és
Yamagata [17] emelendé ki, akik az eljarast klinikai diagnosztikai céllal
alkalmaztak.

2.2.6.2.2. Miszeres eljarasok

A miiszeres analitikai hidrogénperoxid mérések spektrofotometriat,
fluorimetriat és polarogréfiat alkalmaznak.

A spektrofotometrids eljarasok egy része a hidrogenperoxid UV
tartomanyu abszorpciés maximumanal torténd kézvetlen mérést, mig a tobbiek a
szubsztrat €s valamilyen szinképzd altal létrehozott szin intenzitasat mérik.

A kozvetlen meérési médnal 230 nm-nél mérik a hidrogenperoxid
abszorbancidjat. A mddszer gyors, specifikus es nem igényel reagenst. Ezzel
magyarazhatd ennek az eljarasnak a széleskorti [18, 19] hasznélata, foként a
kutatGi terilete és tiszta vagy tisztitott kataldz tartalmd mintak esetén. Szérum,
ver  hemolizdtumok, szOovet homogenizatumok esetén a  modszer
alkalmazhatdsaga er6sen korlatozott ezen mintdk magas fehérje/lipid tartalma
miatt, amelyek a kiindulasi abszorbanciat nagyon nagy mertéekben novelik.

A kozvetett hidrogénperoxid meghatarozasi eljarasok tobb szinképzdvel is
dolgoznak.

A kovetkezd reakcioban keletkezo H,TiO,(SO,), sarga szini és abszorbancidja a
410 nm-es abszorpcids csucsnal mérhetd [20].

TiOSO4+H202+ HzSO4—)H2Ti02(SO4)2+HQO

A kataldz enzim ‘peroxidativ hatasat® hasznalja fel Johansson [21] eljarasa,
amelyben hidrogénperoxid és metanol a szubsztrat. A reakcioban keletkez6
formaldehiddel képeznek 540 nm-nél mérhetd szines vegyiiletet.

Tovabbi szinképzoként alkalmaztak a K,Cr,O;-et [22], amelyeket a
hidrogénperoxid oxidal szines vegyuletté és az o-tolidint [23], amelyet a
peroxiddz enzim hidrogénperoxid jelenlétében szines o-tolidinné alakit. Egyes
esetekben az o-tolidint o-dianizidin helyettesiti.
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A fotometrids eljarasok kozé tartozik a fluorimetrids hidrogénperoxid
meghatarozas [24], amelyet a Nature-ban kozéltek 1961-ben kataldz aktivitas
mérésre. Napjainkban a Fenton reakcid inhibiciojanak mérésekor, a szubsztrat
csOkkenése a katalaz hatdsa réven, a quinolin hidroxilizacié fluoreszcenciajanak
csOkkenését detektaljak [25].

Az elektrokémiai eljardsokat is sikerrel alkalmaztak a katalaz aktivitas
méréshez. A polarografidban az alapoldat oxigén redukcios 1épcséjének mérése
mar a polarografia eljaras elsé analitikai alkalmazédsa ota ismert €s a specifikus
hidrogénperoxid méres réven szivesen alkalmaztak [26-28] a katalaz méréseknél.
Ujabban a bioassay-ben is alkalmazast nyert katalaz aktivitas mérésre [29].

A Kkatalaz enzim mérésére ismertek immunkémiai eljarasok, amelyeket
foként a korabbi években alkalmaztak [30,31].

Automata analizatorra is dolgoztak ki katalaz aktivitési eljardsokat. A
korai alkalmazasra példa a mar ismertetett H, TiO,(SOy,),, szinreakciot alkalmazé
eljaras [20].

Yasmineh WG és mtsai a COBAS centrifugalis analizatorra fejlesztették
ki katalaz meghatarozasi modszeriiket [32]. A katalaz kis mértékben katalizalja a
hirogénperoxid és etanol reakciojat. A keletkezé acetaldehidet NADP' és
aldehid-dehirogenaz segitségével ecetsavva és NADPH-va alakitottdk és a
NADPH abszorbancidjat mérték 340 nm-nél.

Slaughter és O’Brien barmely nyitott analizatorra alkalmazhato
automatizalt eljarast dolgozott ki [33]. Eljardsaban a hugysav urikdz enzimmel
torténd bontdsa soran keletkezd hidrogénperoxid szolgidl a kataldz enzim
szubsztratjaként. A katalaz enzim altal el nem bontott hidrogénperoxid a Trinder
reakcioban a peroxidaz enzim segitségével keriil meghatarozasra. A szerzok 5
kdzlemenyemet hasznaltak fel az eljaras kialakitasanal.

Japan nyelven is jelent meg automatizalt kataldz mérési modszer, amelyrol
részletesebben a szérum katalaz részben talalhaté informacio.

Mikrolemezen kivitelezhet6, automatizalt eljarast kozolt Cohen, aki a
hidrogénperoxid, Fe®* és tiocianat reakciojaban képz6dé szines terméket
hatdrozza meg mikrolemezen torténd leolvasas utan [34].

A legujabb fluoreszcencids es kemilumineszcencids hidrogénperoxid
meghatarozasok foként a plazmdban, sejtekben, szovetekben 1évd alacsony
hidrogénperoxid koncentracidjanak merésére hasznalatosak.

Ou és Wolf [35] eljarasa a FOX assay-t alkalmazza, amelynek Iényege a
hidrogénperoxid altal torténd vas oxidacio xylene orange-ban (Ferrous Oxidation
in Xylenol Orange) és a keletkezett szin abszorbancijat 560 nm-nél mérik.

A luminol (5-amino-2, 3 dihidro-1, 4-ftalazindion), a NaOCI reakcioja soran a
kemilumineszcencia a hidrogénperoxid koncentracié fuggvénye es igy
felhasznalhat¢ a katalaz aktivitasanak méresére [36].
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Az eurdpium  (Ill)-teraciklin  derivatum-hidrogénperoxid komplex
fluoreszcencidja a hidrogénperoxid koncentracié csokkenésével aranyosan
valtozik. Ez a mérési elv kinetikusan €s végpontosan is kivitelezhetd [37].

Kereskedelmi forgalomban meglehetdsen szerény a kindlat katalaz
tesztekbOl. Ennek okai lehetnek: a szubsztrat labilis, folyadék formaja, korroziv
¢s robbanékony volta, az UV tartomanyban torténd detektalas problémai, amikor
katalaz tartalmu bioldgiai mintat vizsgalnak és nem tisztitott katalaz készitményt,

katalaz kalibrator hianya ¢és sajat készitésii reagensek olcsdsaga.

A SIGMA gyartmanyu, foként kutatoi felhasznalasra alkalmas katalaz aktivitds mérési
teszt volt forgalomban, de ennek gyartasat mar tobb éve beszintettek, azutan ujra forgalmazni
kezdték 2005-ben.

Legujabban az OxisResearch készitett és forgalmaz kutatasi célra katalaz
kitet [38]. A szubsztrat 10 umol/ml hidrogénperoxid, amit tomény 30%-0s
hidrogénperoxidbol kell higitani foszfat pufferral naponta. Az eljaras soran a
katalaz a hidrogénperoxidot bontja az elsd 1épésben, majd a kataldz reakciot
Na-aziddal leallitjak és a maradek hidrogénperoxidot egy kapcsolt reakcioban
spektrofotometridsan hatarozzak meg.

H,O,+DHB+AAP—peroxidaz—QIEI
DHB: 3,5-Dichloro-2-hydroxybenzenesulfanic acid, AAP: 4-aminophenazone

QIEI: Quinineimine szinezék, amelynek abszorbanciaja 520 nm-nél mérheté. A
mérés eldtt kalibraciot kell végezni €s a kalibracios gorbét egy mdasodfokt
egyenlet definidlja. A mérési tartomany 2-80 U/ml vagyis 2-80 kUI/I.

Az Gjonnan kifejlesztett kit eredményeirdl még nincs megfelelden értékelhetd
tapasztalat az irodalmban.

A Japanban kifejlesztett, japan nyelven kozolt és Japanban alkalmazott
automata szérum kataldz meghatarozasrdl az irodalom megemlékezik [39].

2.2.6. 2. 3. Katalaz aktivitas mérési modszereim

Az 1960-as évek végén, amikor elhataroztuk, hogy a katalaz enzim
klinikai es klinikai kémiai vonatkozasaival foglalkozunk, el kellett dénteni, hogy
milyen meghatarozasi mddszert alkalmazunk. Ezekben az években az
enzimdiagnosztika volt a klinikai kémia legdinamikusabban fejlodd aga.
Sorozatban jelentek meg a kozlemények a szérumban mérhetd enzimek
meghatarozasi modszereirdl és klinikai alkalmazhatosagukrol.

Ennek az iddszaknak tovabbi jellemzdje volt, hogy féként a sorozatban
végzett rutin laboratoriumi eljdrasoknal a miiszeres méréshez a laboratoriumok a
spektrofotometrids eszk6zokon tilmenden elektrokémiai analitikai miiszerekkel
is rendelkeztek (polarograf, potenciométer, konduktométer, coulombmérd).
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Mi ebbdl a repertodrbol 1968-ban a polarografiat vélasztottuk a katalaz
enzim hidrogénperoxid szubsztratjanak méresére. Dontésiinket indokolta, hogy a
polarografias hidrogénperoxid meghatarozas specifikus még olyan komplex
mintak esetén is, mint a ver és a szérum, a merés nem igényel reagenst, ezért
olcso, a szérumbdl torténd spektrofotometrias méréseknél ismert interferenciak
(hemolizis, lipémia, icterus) a polarografias mérést nem befolyasoljak. A mérési
id6, pontossag (sorozaton beliil és sorozatok kdzott) azonos a spektrofotometrias
meghatarozasokeéval.

A munka soran optimalizaltam: a hémérsékletet, pH-t, mérési tartomanyt,
szubsztrat koncentraciot, reakcioidot, enzim aktivitas leallitasat ¢és a
polarografids merés paramétereit.

Az optimalis reakciokorilmények kozott torténd hidrogénperoxid bontast 60 sec
utdn 3-amino-1, 2, 4-triazollal (katalaz inhibitor) leallitottam és polarograffal
mértem a maradek hidrogénperoxid koncentraciojat [40-42].

A polarogréfias szérum kataldz meghatarozas értékelésehez tobb alkalommal is
vegeztem referencia tartomany meghatarozast [40-43].

Ezzel a modszerrel vizsgaltam a szérum kataldz valtozasat a kovetkezo
betegsegekben: acute pancreatitis, hemolizissel jard6 megbetegedések, acute
myocardialis infarctus, maj- ¢és epebetegségek, sziv eredeti keringési
elégtelenség, kiilonbozo tipust intoxikaciok [44].

A polarografias modszer jol alkalmazhato volt kiilénleges mintak esetén is:

a. hemolizalt mintdk mérése a vérkonzervek stabilitdsanak vizsgalatakor [43],

b. az erdsen lipémias szérum mintaknal, példaul acute pancreatitisben szinte ez
volt az egyetlen mérhetd paraméter, amely a diagnosist segitette [45-47],

C. erdsen icterusos szérum mintakndl maj €s epebetegségekben szintén probléma
nélkil alkalmazhato volt.

d. a turbid szervhomogenizatumok vizsgalata is elvégezhetd volt ezzel az
eljarassal a mintak kuléndsebb kezelése nélkul [48,49].

A polarografias modszert a spektrofotometrias eljaras valtotta fel 1991-t61 [50].
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3. CELKITUZESEK

Az értekezés az 1984-ben készitett, a szérum kataldz vizsgalataval foglalkozé
kandidatusi ertekezésem folytatasa. Az értekezést az alabbi szempontok alapjan
allitottam 06ssze, és elvégeztem a korabbi eredményeim eértékelését az Gjabb

ismeretek, adatok birtokaban.

1. Az Uj irodalmi adatok dsszefoglalasa, értékelése.

a. A hidrogénperoxid régrél ismert toxikus és ujonnan ismertté valt fiziologias
szerepének 0Osszefoglalasa irodalmi adatok alapjan.

b. A hidrogénperoxid metabolizmust szabalyozo katalaz enzim szerepének
valtozasa es kulonleges kinetikajanak értelmezése a legujabb irodalmi adatok
ismeretében.

2. A szérum katalaz.

a. A szérum katalaz enzim aktivitds mérésére spektrofotometrids modszer
kidolgozasa, és a referens tartomany meghatarozasa.

b. A szérum katalaz enzim aktivitdsanak vizsgalata tovabbi megbetegedésekben.

c. A szérum katalaz aktivitas diagnosztikai specificitasanak novelési lehetéségei
és szerveredetének vizsgalata.

3. A vér katalaz.
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a. A vér katalaz aktivitds meghatarozasi modszere, a referens tartomany
meghatarozasa, €s vizsgalata kiilonboz6 megbetegedésekben.

b. Human vorosvértest katalaz tisztitott formajanak eldallitasa és jellemzése.

4. A veleszlletett katalazhiany Magyarorszagon.

a. A velesziiletett katalazhiany Magyarorszagi els6, el6fordulasa vizsgalati
stratégidjanak kidolgozasa, és annak kivitelezése.

b. A Magyarorszagi katalazhiany 6sszehasonlitasa az ismert (Japan, Svajci)
akatalazémias tipusokkal.

c. A Magyarorszagon detektalt akatalazémia jellemzése klinikai, kliniklai
biokémiai mddszerekkel.

d. A Magyarorszagi akatalazémia jellemzése molekuléaris genetikai mddszerekkel.

e. A Magyarorszagi akatalazémia, mint a velesziiletett katalaz hiany egy Uj

tipusanak 6sszefoglal6 jellemzése.
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4. MODSZEREK ES BETEGEK

A modszerek felsorolasa csoportok szerint, a csoporton belil abc sorrendben
tortent.

A mddszerek eldtti szdmok azt mutatjak, hogy melyik kdzleményben tortént a
modszer alkalmazasa.

K16n részben talalhatok a katalazra vonatkozo eljarasok.

4. 1. KLINIKAI KEMIAI MODSZEREK

Alfa-amilaz aktivitas

8. 10. 11. Amylase test, Phadebas, (Sweden), 37°C referens tartomany:
70-300 U/I

Apolipoprotein Al
37. Immunturbidimetrias teszt, Boehringer Mannheim, (Germany), kivanatos:
kisebb mint 1,15 g/l

Apolipoprotein B
37. Immunturbidimetrias teszt, Boehringer Mannheim, (Germany), kivanatos:
nagyobb mint 1,0 g/l

Bilirubin
8. 9. Jendrasisk.Grof eljaras: referens tartomany: 2-18 pumol/I
B1, vitamin (plazma)

33. Abbott AXYM System B12 (Abbott Park, IL, USA): referens tartomany:
180-1059 pg/ml

C- peptid (szérum)
28. C-pep-CTZ, RIA eljaras, CIS Bio International (Cedex, France), referens
tartomany: 280-1320 pmol/I

Folsav (plazma)
33. Abbott AXYM System Folate (Abbott Park, IL, USA): referens
tartomany: 3,5-16,1 ng/ml
Frukt6zamin
28. 32. 37. Fructosamine test, Roche Diagnostics (Basel Switzerland),
referens tartomany: 0-283 pmol/I
Glukoz

28. 32. 37. Glukoz-oxidaz, peroxidaz médszer, Reanal, Budapest, referens
tartomany: 3,5-6,0 mmol/I

GLDH aktivitas
7. 20. 21. Optimalizalt monotest, 25 °C, Boehringer Mannheim (FRG),
referens tartomany: 0-4 U/I
Glutation-peroxidaz (veér)
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32. 35. Ransel Glutathione Peroxidase Test, Randox (Ireland, UK), referens
tartomany: 139,8+16,5 UII.
GOT aktivitas
7. 17. 20. 21. Optimalizalt monotest, 25°C, Boehringer Mannheim (FRG),
referens tartomany: 0-18 U/l
GPT aktivitas
7. 20. 21. Optimalizalt monotest, 25°C, Boehringer Mannheim (FRG),
referens tartomany: 0-22 U/I
Gamma-GT aktivitas
7. Optimalizalt monotest, 25°C, Boehringer Mannheim (FRG), referens
tartomany: 4-28 U/l
Haptoglobin
8. 33. 36. Turbox Haptoglobin test, immunnefelometria, Orion, (Finnland),
referens tartoméany: 0,30-2,15 g/I
9. 17. 20. 21. Elson EC. Am J Clin Pathol 1974: 62: 655, referens tartomany:
0,45-1,78 mg/l
Hemoglobin (szérum)
8. 17. 20. 21. 36. Benzidines szinreakcio, referens tartomany: 3,94-10,1
mg/dl.
8.9. 17. 21. Shinawar GY, Walters MI. Am J Clin Pathol 1963: 40: 113,
referens tartomany: 0-21mg/I
Hemoglobin A;c
28. 32. 37. HPLC eljaras, DIAMAT, Bio-Rad (Richmond, CA, USA),
referens tartomany: 4,2-6,1%
Homocisztein (plazma, 0sszes)
33. HPLC modszer, HPLC reagent kit, Bio-Rad Laboratories (Minchen,
Germany), referens tartomany: 5-30 pumol/I
Karbamid nitrogén
9. Goth L, Mészéaros I. Orvosi Hetilap 1973: 114: 634. referens tartomany:
2-9 mmol/I
Inzulin
28. Inzulin teszt, RIA eljaréas, 1zotop Intézet, Budapest, referens tartomany: 5-
32 mu/l
Karbonil csoport (fehérje)
Spektrofotometrias modszer DNPH (2,4-dinitro-phenilhidrazine) reagenssel,
mértekegység: nmol karbonil/mg fehérje.
Dalle-Donne I, et al. Protein carbonyl groups as biomarkers of oxidative
stress. Clin Chim Acta 2003: 329: 23-38
Koleszterin (6sszes)
37. Cholesterol CHOD-PAP Test, Boehringer Mannheim (Germany),
kivanatos: kevesebb mint 5,2 mmol/I
Koleszterin HDL
37. HDL Cholesterol, CHOD-PAP Test, Boehringer Mannheim (Germany),
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kivanatos: nagyobb mint 1,2 mmol/I
Koleszterin LDL
37. Szamitva a Friedewald formuléval, a limital6 tényezok figyelembe
vetelével, kivanatos: kisebb mint 3,4 mmol/I
Koleszterin LDL oxidative rezisztencia
37. Mikro-assay, a hem altal katalizalt LDL oxidaci6 alapjan (Ujhelyi L. et al.
Clin Chem 1998:44: 1762—1764)
Kreatinin (szérum)
9. Popper H et al. Biochem Z 1937: 291: 354, referens tartomany: 35-106
pumol/I.
LDH aktivitas
8. LDH teszt, Abott, 25°C, referens tartoman: 120-240 U/I
9. LDH teszt, Corax, 25°C, referens tartomany: 120-240 U/I
20. 21. 36. Optimalizalt monotest, 25°C, Boehringer Mannheim (FRG),
referens tartoméany: 120-240 U/
33. LDH test, 37°C, Roche-Boehringer (Mannheim, Germany), referens
tartomany: 230-480 U/I
LDH izoenzim
8. 36. Elektroforetikus teszt, Paragon, Beckman (USA)
Lipaz aktivitas
10. 11. Szinreakcio, Haury test, Chemische Fabrik (FRG), referens tartomany:
0-45 U/l
Lipid peroxidacio
Malondialdehid merése a tiobarbitursavas-reaktivitas alapjan
(Moore K, Robets L. Measurement of lipoid peroxidation. Free Rad Res
1998: 28: 659-671)
Lipoprotein(a)
37. Immunturbidimetrias teszt, Boehringer Mannheim, (Germany), kivanatos:
kisebb mint 300 mg/I
Methemalbumin
8.9. Banki F. Kandidatusi értekezés. SOTE, MTA, 1973
Transzferrin
36. Turbox Transferring Test, immunnefelometria, Orion, (Finnland), referens
tartomany: 2,0-4,0 g/l
Triglicerid
37. Triglyceride GPO-PAP Test, Boehringer Mannheim (Germany), referens
tartomany: 0-1,7 mmol/I

4.2. HEMOSZTAZEOLOGIAI MODSZEREK

Protrombin rata
8. Organon teszt, referens tartomany: 90-110%
Aktivalt parcialis tromboplasztin id6
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8. APTI teszt, Reanal, referens tartomany: 32-45 sec
4. 3. HEMATOLOGIAI MODSZEREK

Trombocita szam
8. 9. Sejtszamold, Medicor, referens tartomany: 200 000-400 000/pl
Vér hemoglobin koncentracio
8. 9. 25. 35. Hemoglobin, Drabkin eljaras, referens tartomany: 120-170 g/l
Vérsejtek és szarmaztatott parameéterek

35. Automata versejtszamlald, Coulter T890 eés H2, Coulter Electronics Inc
(Hialeach, FL, USA), referens tartomanyok: vorosvertest szam: 3,81-5,29 TII,
MCV: 80-99 fl

4. 4. KATALAZ VIZSGALATI MODSZEREK

Aramlasos citometriai analizis

A mérésekhez FITC-el (fluoreszcens-izo-tiocianattal) jelzett katalaz antitestet
(human kataldz ellen nyalban termeltett anti katalaz, Oxis Research (Portland, OR,
USA)) hasznaltunk. A permeabilizalé IntraStain Fixation and Permeabilisation Kit
(Dako). Negativ kontroll fehérversejteknél CD 13 (nem permeabilizalt), GlycA
(permeabilizalt) vorosvértesteknél GlycA és CD42 és a pozitiv kontroll:
mieloperoxiddz volt (Dako). A készilek FACS CALIBUR, Becton Dickinson
(Mountain View, CA, USA).

Izoelektromos pont meghatarozas

24. 36. lzoelektromos fokuszalassal, agar6z gélben pH 3,5-10 Ampholine
(LKB, Sweden) jelenlétében.
Izoforméak detektalasa
14. 15. 24. 25. 36. Katalaz elektroforézis pH: 7,4-en cellul6z-acetéat
membranon (Sartorius, FRG), ezutan blottolas 50 g/l keményité gélben 2 oraig.
Detektalas negativ aktivitas festéssel: inkubalas hidrogénperoxiddal és a katalaz
altal el nem bontott hidrogénperoxid a KJ-ot jodda oxidalja, ami a keményitd gélben
kék szint képez.
Molekulatémeg meghatarozas
a. Gél elektroforézis
15. A kataldz kiilonb6z0 mobilitdsa a molekulatomegének fiiggvénye, ha
kiilonb6zd koncentracioju (4,0%, 4,5%, 5,0%, 5,5%, 8.0%) poliakrilamid gélben
torténik az elektroforézis. A detektalas a kataldz aktivitas segitségével tortént.
Molekulatdmeg markerek: uredz (272 és 545 kDa), marhamaj kataldz (240 kDa),
ferritin (450 és 900 kDa).
b. Gél permeécios kromatogréafia
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15. Sepharose 6B oszlop (1,5x30 cm) kromatogréafia, pH 7,4 foszfat pufferral
(0,06 mol/l). A 2 ml-es frakcidk kataldz aktivitdsat mértik. Molekulatomeg
markerek: ureadz (272 és 545 kDa), marhamaj kataldz (240 kDa), ferritin (450 és 900
kDa).

c. Kapillaris elektroforézis

Protein 200 LabChip kit és Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,
Waghaeusel-Wiesental, Germany)

Experion Pro260 Test és Experion késziilék, BioRad Laboratories Inc,
(Hercules,CA,USA)

d. MALDI-TOF témespektrometria
Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-Time Of Flight:
Bruker BIFLEX 11l (Bremen, Germany)

Szérum katalaz aktivitds meghatarozas
a. Polarografias eljaras
A polarogréfias szérum kataldz aktivitas méréskor a csepegd
higanyelektrodon a hidrogénperoxid az oxigén masodik lépcsdjének megfeleléen
redukalodik:
H,O, +2 H"+2 e =2 H,O E.»=-0,90V

¢s a hidrogénperoxid 1épcsé magassaga ardnyos a hidrogénperoxid
koncentracioval.

A munka soran optimalizaltam: a hémérsékletet, pH-t, mérési tartomanyt,
szubsztrat koncentraciot, reakcioidot, enzim aktivitas ledllitasat és a polarografias
mérés parametereit.

Az optimalis reakciokdriilmények kozott torténd hidrogénperoxid bontast 60
sec utan 3-amino-1,2,4-triazollal (kataldz inhibitor) leéllitottam és polarograffal

LYV

A meréshez sziikséges oldatok: Szubsztrat: 65 umol/ml hidrogénperoxid 0,05
mol/l foszfat pufferban pH: 7,4. Enzimgéatlo: 8,5 mol/l 3-amino-1,2,4-triazol.
Vezet6so oldat 0,05 mol/l litium-klorid. A meghatarozas 37°C-on torténik.

Minta: 200 pl szérum Vak:

1000 pl szubsztrat 1000 pl szubsztrat

60 sec inkubalas

1000 ul enzimgatlo 1000 ul enzimgétlo

200 pl szérum

20 000 pl vezetdso oldat 20 000 pl vezetdso oldat

A polarografias mérés paraméterei (OH 102 polarograf, Radelkis, Budapest,
Magyarorszag): érzékenység: 3x107 A/div, csillapitas: 4 fokozat, kezd6 fesziiltség:
0,0V, feszultségtartomany 0-tdl -4V-ig, higanyoszlop magassag: 450 mm, felvételi
sebesség 8 min/4V és 4 min/2V, viszonyito (referencia) elektrod telitett kalomel,
agar-agaros KCI aramkulccsal.
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A szamitds az oxigén-(hoz) ¢és hidrogénperoxid 1épcsok (thoz) alapjan,
amiket a polarogramon hatarozunk meg.

Szérum katalaz aktivitas kU/I=
12,5x [(h Hzozvak—hozvak)—(thozminta—hozminta)]

1 U katalaz aktivitds 1 umol szubsztrat bontasat jelenti 1 perc alatt, amit 1 |
szérumra vonatkoztatunk.

A szubsztrat fogyas 100 kU/I aktivitasig linearis, ennél nagyobb aktivitas
esetén kisebb térfogatl minta vagy révidebb reakcioid6 alkalmazando.

A meghatarozas sorozaton belli pontossdga 25 mérés alapjan a CV: 1,9%
96,28+1,81 kU/I aktivitasnal.

A hagyomanyos polarogréafias eljarast fokozatosa tovabbfejlesztettem.

Ennek els6 1épése a Tast-Rapid (OH 991 Radelkis, Budapest) adapter
alkalmazasa volt, amely a higanycsepp életidejét csokkentve a polarogram felvételi
idejét roviditette 8 min-rél 4 min-ra.

A kovetkezd 1épés a programozhatd polarograf alkalmazéasa volt (OH 106,
Radelkis, Budapest), amelynél a féllépcsé potencialok ismeretében Kkellett a
programozast végezni €s a késziilek 1 tipust, konnyen értékelhetd polarogramokat
produkalt rovidebb 1d6 alatt (30 sec). Ezzel a katalaz meghatéarozas kivitelezési ideje
lényegesen csokkent, mivel a 60 sec reakcid utan csak 30 sec-ot igényelt a
polarogram felvétele €s az értékelési 1d0 is rovidiilt.

A hagyomanyos polarogramon a kijel6lt potencialok U, és U, az oxigén
1épcs6hoz, Us és U, a hidrogénperoxid 1épes6 programozasahoz a kezdé- €s a
vegpotencialok.
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Az (j tipusl, gyorsabban felvehet6 és konnyebben értékelheté polarogramok
a minta es a vak esetén.
Géth L. Human vérszérum kataldz enzim aktivitdsanak meghatarozasa.
Miiszaki doktori értekezés. Stimeg-Veszprém 1971.
Géth L, Mészaros |. Polarographic determination of serum catalase activity.
Hungarian Scientific Instruments 1975: 32: 13-16.
Géth L. Szérum katalaz enzim aktivitds meghatarozas programozhato
polarograffal. Korhaz eés Orvostechnika 1982: 20: 6-9.
Goth L. Determination of catalase enzyme activity in human tissues by
programmable polarograph. Hungarian Scientific Instruments 1982: 53: 43-46.
1982-1983, referens tartomany: 20,5kU/1-99,3 kU/I.
Goth L. Szérum Kkataldz enzim aktivitds meghatarozas programozhatd
polarograffal. Korhaz és Orvostechnika 1982: 20: 6-9.
1983-1991, referens tartomany: 14,1-99,3 kU/I
Goth L, Németh H, Mészaros I. Clinical study for determination of serum
catalase activity. Hungarian Scientific Instruments 1983: 37: 7-12.
b. Spektrofotometrias eljaras
1991-, referens tartomany: 14,3 kU/1-86,7 kU/I.
Géth L. A simple method for determination of serum catalase activity and
revision of reference range. Clin Chim Acta 1991: 196: 143-152.
22. Korolyuk MA et al. Lab Delo 1988: 16-19 (Russian), nincs referens
tartomany.

Szovetmintak katalazanak vizsgalata
12.13.15. 17. 20. 21. 24. 36. A cadaveres szovet darabkakat 0,05 mol/I
jeghideg foszfat pufferral (pH: 7,4) mostuk. Ezutan tGveg-teflon homogenizatorral
homogenizaltuk, 2000 fordulatszamon 20 percig centrifugaltuk és a feltluszot
hasznaltuk fel a mérésekhez.
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Vér esetén a vorosvértesteket 3-szor mostuk PBS pufferral, majd egyenld
térfogatl desztillat vizzel, lefagyaszva hemolizaltattuk, centrifugaltuk és a feltliszét
hasznéltuk fel a mérésekhez.

Szdveti mintak fehérje koncentracié meghatarozasa
24. 36. Lowry OH et al. J Biol Chem 1951: 193: 265

Vorosveértest katalaz tisztitas (24)

a. DEAE-Sephadex kromatografia: oszlop 2,8x28 cm, eltcio 0,06 mol/l
foszfat puffer pH: 6,8

b. CM-Sephadex kromatogréafia: oszlop 1,8x30 cm, elicié 0,06 mol/l
foszfat puffer pH: 5

C. Etanol, ammonium-szulfatos precipitacié

d. Sephadex G-150 és Sepharose 6B kromatogréafia, oszlop 2,8x28 cm,
eltcio 0,06 mol/l foszfat puffer pH: 7,4

Vér katalaz meghatarozas

17.18. 20. 21. 26. 29. 30. 32. 35. 36. 37. 20 pl vért (EDTA alvadasgétolt)
higitottunk 4,0 ml 0,06 mol/l foszfat puferral (pH: 7,4), majd a vorésvértesteket
hemolizaltattuk (0,1 ml) 20 g/l szaponin oldattal. Ebbdl a hemolizatumbol 30 pl
hasznaltunk fel az aktivitds meréshez.

Referens tartomany: 63,12-112,6 MU/I.

Goth L. Determination ofcatalase enzyme activity in human tissues by
programmable polarograph. Hung Scvi Instr 1982: 53: 43-46.

1992- referens tartomany 80,3-146,3 MU/I

Goth L. Two cases of acatalasemia in Hungary. Clin Chim Acta 1992: 207:
155-158.

Vitai M, Goth L. Refeence ranges of normal blood catalase activity and levels
in familial hypocatalasemia in Hungary. Clin Chim Acta 1997: 261: 35-42.

4.5. MOLEKULARIS BIOLOGIAI MODSZEREK

A C-262T polimorfizmus vizsgalata
27. Forsberg et al.(Free Radic Biol Med 2001: 30:500-505) javasolta a
C-262T polimorfizmust, mint regulaciés muticio, amely a fehérjeszintézist
befolyasolja. A mutacié kimutatasara RFLP eljarast dolgozott ki, amelyhez az altala
javasolt katalaz primereket, Sma-I enzimes emesztest es a termékek agardz gélben
torténd elvalasztasat foglalja magaba.

DNS proéba jel6lés és detektalas
38. Biotinnal torténd jelolés utan, sztreptavidin-alkalikus-foszfatazzal
inkubaltuk és fluoreszcens alkalikus foszfatdz szubsztratot adtunk hozza. A
fluoreszcens fényt autoradiografiaval detektaltuk. PhotoGene Nucleic Acid
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detection System, BioNick Labeling System: Bethesda Research Laboratory, (Life
Technologies Inc, Gaithersburg, MD, USA).

DNS proba tisztitas
40. A katalaz DNS proba (szonda) eldallitasanak 1épései: plasmid bevitele
E. coli sejtekbe, sejtek szaporitasa és DNS tartalmuk kinyerése, tisztitasa, a plasmid
restrikcidja és a proba elvalasztasa, tisztitasa.

DNS szekvencia analizis

27. 41. 42. 44. 45, 47. 48. 49. A PCR termékeket agardz gel elektroforézissel
tisztitottuk. Ezutan a szekvenald reakcidét Taq Dye-Deoxy Termination Cycle
Sequencing Kittel kiviteleztuk (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) mindkét
irdnyban és DNA Sequencer Model 373-t, és késébb 3100 Avant Genetic Analyzer,
ABI PRISM (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) alkalmaztunk a szekvencia
meghatarozasra (MTA Szegedi Biologiai Kozpont, Genetikai Intézet, Szekvenalo
Laboratorium).

Egyszald DNS konformécios polimorfizmus (SSCP)

27.41.42.45. 47. 48. 50. 51. Ennél a mutacids szlrési eljarasnal 5 pl PCR
terméket elegyitettink 25 pl reagenssel, amely 99%-o0s formamidban 20 mM/I
EDTA-t és 0,05% brémfenolkéket, 0,05% xylene cyanolt tartalmazott. Az elegyet
96°C-on inkubaltuk 6 percig, majd jégen gyorsan lehiitottiik.

Az egyszali DNS-eket 6%-o0s poliakrilamid gélben (280x180x1,5 mm)
szeparaltuk és 100 V feszultséggel 10-16 oraig.

A DNS szélakat ezlstdzéssel tettik lathatéva Silver Staining Kit Bio-Rad
(Hercules, CA, USA).

Genomialis DNS extrahalas fehérvérsejtekbol
38. Hagyomanyos eljaras Sambrook et al. Molecular cloning. 2™ ed. Cold
Spring Harbor Laboratory Press. 1989, p 916.
27, 31, 34. 38. 40. 41. 42. 43. 44. 45. 47. 48. 49. 50. 51. QIAGEN Genomic
DNA Handbook for Blood DNA Kits. QIAGEN Inc Chatsworth, (CA, USA),
késobb QIAGEN GmbH, Hilden, Germany).

Heteroduplex kimutatas
27.41.42.47.48.49. 51. Ennél a mutacio sztirési eljarasnal a Hydrolink (AT
Biochem, Melvern, PA, USA) protokollt kovettiik. 2 pl PCR terméket 94°C-ra
melegitettiink és inkubaltunk 4 percig. Ezutan lassan szobahdmérsékletre hiitottiik és
Hydrolink gelen vagy 6%-os poliakrilamid gélben elektroforetizaltuk.
Az elektroforézis és a DNS detektalas azonos az SSCP eljaraséval.

HLA-DRB allél meghatérozas
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34. PCR-oligonukleotid hibridizacids tesz, Amplicor HLA DRB test, Roche
(Basel Switzerlanad).

Polimeraz lanc reakcio (PCR)

27.41. 42. 44. 45. 47. 49. 50. 51. A katalaz génbdl készitett PCR termékek, a
13 exont, az exonokat hatarold intronok 5-50 nukleotidjat, az 5° vég 165 bp, 3’ vég
676 bp-jat tartalmazzak. Az amplifikalasi reakcié 10,5 pl-ben tartalmazott 1 pl
genomialis DNS-t (0,2 pg/ul), a négy dNTP (10 uM/I) 1,6 pl-ben, 1 pl-t mindkét
primerbdl, 0,5 pl Taq polymerase (5U/pul). Az amplifikalasi program: 94°C-on 0,5
min, 55°C-on 0,5 min, 72°C-on 1,0 min, a ciklusszam: 30. Készulék: Perkin Elmer
Cetus CT1 (NorwalkCT, USA).

A felhasznélt primerek Kishimoto Y et al. (Hum Genet 1992: 88:487-490)
altal a reagensek: Pharmacia, Biotech, késébb Pharmacia-Ammersham (Uppsala,
Sweden).

Restrikcids Fragment hosszusagi polimorfizmus (RFLP)
42. 43. 44. Ennél a mutacio sziirési eljarasnal 36 pl H,O, 5 pl puffer, 8 pul
PCR termék, 1 pl enzim (Hinfl 18 U/l) elegyét inkubaltuk egy éjszakan at 37°C-on.
A keletkezett termékeket 1,2%-0s agaroz gelben szeparaltuk és ethidium bromiddal
vagy Sybr- Green fluoreszcenciaval tettik lathatova.

Southern blottolas
43. 8 pug genomiélis DNS-t emésztettiink Hinfl-el és a termékeket 0,8%-0s
agar0z gélben szeparaltuk, majd nitrocellul6z membranra blottoltuk kapillaris
technikéval. A kataldz probat **PdCPT random hexamer priming modszerrel
jeloltik. A detektalashoz autoradiografiat hasznaltunk.

Western blottolas
50. Vorosvértest hemolizatumot 6%-0s SDS-PAGe elektroforézissel
szeparaltunk. A fehérjéket elektro-blottinggal Immobilon P membranra blottoltuk. A
detektalashoz nyul antikatalazt (Oxys Research, Portland, OR, USA), biotinalt nyul
ellenes 1gG-t (masodlagos antitest) és avidin-alkalikus foszfatazt alkalkalmaztunk.
Az alkalikus foszfataz szubsztratot Vecastin ABC-AP Kkittel tettiik lathatova (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA).

4.6. SZAMITASI MODSZEREK

A szérum Kkataldz szervi eredetének meghatarozasahoz felhasznaltam a
kovetkezd eljarasokat €s korabbi eredményeinket:

a. a szérum katalaz és a szérum hemoglobin kapcsolata, mivel mindkettd
a vorosvértestek destrukcioja soran jut a szérumba, azonos modon
b. vérhemoglobin vs szérum hemoglobin és szérum katalaz, mivel a

hemoglobin és a katalaz poolja egyarant a vorésvérsejt populacio
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C. a korabbi vizsgalati eredmények kozil a betegségek specialis
markereit, a szervek katalaz aktivitasait.

A katalaz release szamitasa

A kiilonboz6 szovetekbOl a szérumba jutdé katalaz vizsgalatdra az egy
kompartmentes  modellt alkalmaztuk, a szérum  aktivitdisok  idObeni
meghatarozasaval. A szamitashoz feltételeztiik az elsérendii kapcsolatot az enzim
aktivitds €s az 1d6 kozott és a necrotizalddott részbdl az dsszes enzim kiligozodasat
(was out).

(Sobel BE etal. Estimation of infarct size from seruim MB creatinine
phosphokinase activity: application and limitations. Am J Cardiol 1976: 37: 474-
485, és Wilems GL et al. Enzymatic assessment of myocardial necrosis after cardiac
surgery: Differentiation from skeletal muscle damage, hemolysis, and liver injury.
Am Heart J 1985: 109: 1241-1252.)

Minden betegnél kiilon elvégeztik az elemzéseket, ezek eredményeinek
atlagat hasznaltuk fel kdvetkeztetéseinkhez és atlagos vértérfogattal (5,5 1),
hematokrittal szamoltunk (0,43).

A 0 1d6tdl a t idoig tartd katalaz kumulativ release A(t) szamitasara a
kovetkezo egyenlet szolgal:

A(t)=P(t)-Po + o f ' FCR P(t) dt

ahol P(t) plazma aktivitas t idében, P, plazma aktivitas 0 idoben (steady state
aktivitas, referens atlag), FCR eliminacios konstans (nap™).

A plazmaban jutott (P(t)-P) és az eliminalodott (o f ' FCR P(t) dt) katalaz adja
a plazma aktualis (A(t)) katalaz aktivitasat.

Ha a pillanatnyi kataldz aktivitds természetes alapt logaritmusat az 1dd
fliggvényében abrazoljuk, akkor a kapott egyenes iranytangense az FCR értékt, mig
a tengelymetszet a maximalis katalaz release-t adja meg.

<
3
%

necroticus

In (szérum kataldz)
/
1
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A szérum katalaz aktivitas természetes alapu logaritmusanak és az ido
flggvénye az acute pancreatitis két formajaban. Az egyenes y tengelymetszete a
V max-Ot, mig a meredeksége a FCR-t adja meg.

A szovet ml, illetve g ekvivalens

Ezeket Ggy definialtam, mint azt a hipotetikus vér térfogatot (ml) vagy szévet
tomeget (g), amely annyi kataldz enzimet tartalmaz, mint amennyi a folyamat soran
a vérbe/plazmaba jutott.

Ezt a szovet ekvivalenst (ml vagy g) az illetd szovet teljes térfogataval vagy
tomegével hasonlitottam 6ssze annak eldontésére, hogy a katalaz release realis
forrasa lehet-e a feltételezett szerv.

Az ekvivalens szovet/vér tomegnek a célszerv teljes tomegéhez torténd
viszonyitdsa megmutathatja, hogy a célszerv kizarhaté-e, mint a megndvekedett
szérum katalaz forrésa.

Ha a célszerv tdmege kisebb, mint az ekvivalens szerv/vér tomeg, akkor
tovabbi forras/szervek vizsgalataval folytatni kell a folyamatot.

Statisztikai mddszerek

A munkam soran az eltérések vizsgalatara a Student-féle t-eljarast (egy- €s
két-mintas) hasznaltuk. Az eltérést szignifikansnak vettiik, ha a p<0,05 vagy 5%
(Microsoft Excel).

A viszonyitas a referens tartomanyhoz, illetve annak atlagahoz toértént.

Kivétel a velesziletett katalaz hianyosoknal tortént vizsgalatok, ahol a
viszonyitasi alap az akatalazémias, hypokatalazemias csalddok normokatalazemias
tagjaibol képzett csoporthoz toértént a katalazhianyosok laboratoriumi vizsgalati
eredmenyeinek viszonyitasa.

Kisszamu (10-nel kevesebb) minta esetén pedig “matched pair” értékelest
vegeztiink.

4. 7. BETEGEK

Korhazi és rendeldintézeti betegek
Varosi Kérhaz, Stimeg

A Sumeg Varosi Korhazban/Rendeldintézetben a betegekt6l a kivizsgalas
celjara tortént a vérvétel és ezzel céllal érkezett a vér a laboratoriumba. A
vervetelnez a betegek hozzajarultak. A klinikus altal rendelt laboratoriumi
vizsgalatok elvégzése utan a maradek vizsgalati mintabol torténtek a szérum és a vér
kataldz meghatarozasok.

A Kkatalaz mérési eredmények a rutin vizsgalatok kozott szerepeltek,
felkerultek a lazlapra és a klinikus a diagnosztikai munkéajaban ezen eredményeket
is felhasznélta.
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Hasonlo volt a helyzet azon jarObetegek esetén, akik szlir6vizsgalati
vérvételhez adtak engedélyiket.

Mindkét eljaras a korhazi etikai normaknak megfelelt és a korhazigazgato,
mint az etikai tanacs elnoke, kozremiikodésével tortént.

Katalazhianyos csaladok laboratoriumi vizsgéalata

A fenti katalaz sziir6vizsgalatok soran talalt katalazhidnyos egyének
csaladtagjait megkértik a kozremilikodésre. Ez vérvételbdl ¢és egy kérddiv
kitoltésébdl allt. A csaladtagok tobbsége ebbe belegyezett €s engedélyét aldirasaval
is elismerte.

A katalaz meghatarozason kivil tovabbi laboratériumi vizsgalatokat is
elvégeztiink, amelyek eredményét a beteg csaladi orvosahoz eljuttattunk.

A kozleményekben a betegek személyiségi jogainanak megfeleléen
személyazonossaguk nem derithetd ki.

Katalaz vizsgalatok a Debreceni Egyetem Klinikai Biokémiai és Molekularis
Patologiai Intézetében

Vizsgalatainkhoz a diagnosztikai célu vervetellel nyert véreket hasznaltunk
fel, amely vérvételhez a betegek a beleegyezésiiket adtdk. Az elrendelt vizsgalatok
elvégzése utan a maradek véreket/szérumokat anonimma tettiik és ezutan hasznaltuk
fel 6ket vizsgalatainkhoz.

A vizsgalatok elvégzése utdn a vizsgalati mintdkat az OEC/KBMPI
eldirasainak megfeleléen megsemmisitettiik.

A kozleményekben a betegek személyiségi jogainak megfeleléen
személyazonossaguk nem derithetd ki.

A kozremukodo csaladi orvosok

A kataldz hianyos csaladok tagjainak csaladi orvosaval tartjuk a kapcsolatot
¢s Ok is kértek tovabbi a beteg szempontjabol fontos, specialis vizsgalatokat.
Az €16 kapcsolat révén tajékozodom az akatalazémids és hypokatalazémias
egyének tovabbi sorsardl, betegségeirdl.
A magyarorszagi katalaz hianyrél irt koézleményeim kulénlenyomatait
rendszeresen eljutattam a kozremiikoknek.
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5. VIZSGALATI EREDMENYEK

5.1. A SZERUM KATALAZ

5. 1. 1. A H,0, féllépesépotencial valtozasa szérum matrix esetén [1,6]

A szérum tartalmi mintak polarografidja soran az tapasztalhato, hogy az
oxygen ¢€s a hidrogénperoxid 1€pcsé féllépcsOpotencialja negativ iranyba
eltolodik.

= +hoa

Oxigén ¢és hidrogénperoxid polarografias Iépcsoknél a féllépcsOpotencial
eltolodasa szérum hatésara. 1. szérum nelkdl, 2. 200 pl szérum adésa utan.

Ez az eltolodas sem a polarogram alakjat, sem annak Kkiértékelését nem
befolyasolja, de a programozhaté6 miiszernél ennek figyelembevételével kell a
programozast elvégezni.

5. 1. 2. A szérum katalaz valtozasa tovabbi betegségekben

A kandidatusi értekezésben tobb megbetegedésben észlelt szérum katalaz
aktivitas novekedésrél szamoltam be. Ebben a fejezetben a kandidatusi értekezés
utani vizsgalataimat ismertetem.

5. 1. 2. 1. Szérum katalaz aktivitas novekedes hemolitikus folyamatokban

Erésen emelkedett szérum kataldz aktivitast tapasztaltunk a vérzéses
anemia és extravascularis hemolizis egylittes el6fordulasakor.
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Baleset utan a nagymérvii vérzés révén a szovetkozi allomanyba kertilt a vér. Itt
a vorosvértestek hemolizise utdn a beldlik felszabadulo katalaz enzim a
keringésbe/szérumba kerult, majd onnan eliminaldodott.

A szérum katalaz maximalis értéke a referens atlag 5,46-szoros volt. A baleset
utani 8. napon is a patol6gias tartomanyban volt a szérum katalaz [2].

A legmagasabb (55-sz6ros) szerum kataldz értéket egy hemoliticus
uremias syndromaban szenvedd ndbetegnél talaltuk, akinél még a felvetel utani
kilencedik napon is 7,7-szeres emelkedés volt tapasztalhatd. A hemolizis
markerei kozll a haptoglobin, hematin, methemalbumin, LDH és a szérum
hemoglobin jol korrelaltak a kataldz emelkedéssel. A vesemiikodés markerei
kdzil a szérum karbamid és kreatinin koncentraciok is még a 16. napon is
emelkedettek voltak.

A kataldz eliminacios vizsgalat eredménye azt mutatta, hogy az igen nagyfokud
szérum katalaz emelkedésért mintegy 394 ml vér (7,2%) lehet a felelds [3].

Szérum markerek hemolitikus uremias
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5. 1. 2. 2. A szérum katalaz aktivitas valtozasa maj betegsegekben [4,7]

Szérum katalaz aktivitasok maj és epeuti megbetegedésekben:
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Megbetegedés Szérum katalaz kU/I
Atlag SD  Beteg Vizsgalat

Cirrhosis 55,9 24,1 52 91
Virus hepatitis 59,1 24,8 315 675
Zsirmaj 90,8 31,9 21 31
Acute alkoholos hepatitis 105,1 48,2 42 95
Acute majsorvadas 211,8 a 18 18
Toxikus hepatitis 216,8 a 19 54
Cholelitiasis 70,8 34,1 58 138
ElhGz06do6 sargasag 82,1 32,7 12 37
Cholecystitis 86,1 a 46 101

a: log/norm eloszlas

A majbetegségekben a szérum katalaz atlagértékehez viszonyitva
legnagyobb atlagos aktivitas emelkedest toxikus hepatitisben (3,82-szeres) és
heveny majsorvadasban (3,73-szeres) kaptuk.

Ennél Kkisebb volt az aktivitas emelkedés heveny alkoholos hepatitisben
(1,85-szoros) és zsirmajban (1,6-szoros), mig maj cirrhosisban és virus
hepatitisben gyakorlatilag nem valtozott a szérum Kkatalaz aktivitds. E két
utobbinal érdemes megjegyezni, hogy a hasonlo6 lokalizaciéju GPT cirrhosisban
csak kismérvil, mig virus hepatitisben nagymértékii (45,2-szeres) emelkedést
mutatott.

A legnagyobb mérvii szérum katalaz aktivitas novekedést (30,2-szeres)
egy baleset kdvetkeztében kialakult majrupturaban tapasztaltuk.

Szérum enzimek majrupturaban
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5. 1. 2. 3. ROC analizis acute pancreatitisben [9,11]

Mint azt korabban kimutattuk [5-8], a szérum katalaz aktivitas jelentGsen
emelkedik acute pancreatitisben.
Ebben a megbetegedésben a szérum katalaz diagnosztikai hatékonysaganak
tovabbi elemzését ROC (Receiver Operating Curves) analizissel végeztik.

Az acute pancreatitis ROC analizise [9] azt mutatta, hogy a katalaz és a
lipdz diagnosztikai hasznalhatdsaga egyértelmiien jobb, mint az o-amilazé. A
kdzel hasonld gorbe alatti integralok (katalaz 0,933, lipaz 0,988) ellenére a nagy
enzim aktivitasokndl a katalaz az eldnyosebb, mig a kisebb mérvii
emelkedéseknél a szérum lipaznak jobb a klinikai diagnosztikai
alkalmazhatdsaga.

Acute pancreatitis ROC analizise
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5. 1. 2. 4. A szérum katalaz patoldgias gyakorisaga [10, 10]

1984-ben egy 80 agyas aktiv, nagyforgalmu belgydgyaszati osztalyon
minden felveételre kerilt betegnel (3 112) a rutin vizsgalatok kdze a szerum
katalaz meghatarozast is beiktattuk, és vizsgaltuk ennek patoldgias gyakorisagat,
valamint azt, hogy milyen betegségekben emelkedett.
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3 112 szérum katalaz vizsgalati eredmény megoszlasa

Szérum katalaz n %
Referens tartomany alatti 37 1,2
Referens tartomanyban 2 684 86,2
Patologiasan emelkedett 391 12,6

A patologias gyakorisag a GOT enzimnél volt a legmagasabb (25,6%),
ezutankdvetkezett a katalaz (12,6 %), és a legkisebb a GPT eseten volt (10,5%).

A szérum katalaz aktivitas betegségcsoportok szerinti megoszlasat a kovetkezd
abra mutatja:
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1: heveny keringési elégtelenség, 2: acute myocardialis infarctus, 3: vérzések,
4: majbetegsegek, 5: acute pancreatitis, 6: intoxikaciok, 7: hematoldgiai
megbetegedesek, 8: hosszu agonia, 9: vegyes csoport.

5. 1. 3. A szérum kataladz mérés diagnosztikai hatekonysaganak novelése

A kovetkezd 0Osszefoglalé abra azt szemlélteti, hogy a szérum katalaz
aktivitdas novekedés nem specifikusan jellemzé egy megbetegedésre. Ezzel
szemben t6bb olyan megbetegdés is van, amelyekhez szérum katalaz aktivitas
novekedes tarsul.

Ezeket a megbetegedéseket, illetve az emelkedések nagysagat mutatja be
az &ltalam erre a célra szerkesztett a diagnosztikai hald. A koézépen 1évo sotéttel
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jelzett kor mutatja a referens tartomanyt, mig az egyes betegségekben
szérum kataldz aktivitasokat a kiilonbozo téglalapok hossziisaga jellemez.

Szérum kataldz diagnosztikai hdlé
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Ennek ismeretében vizsgaltam azokat az eljardsokat (szubsztrat-, pH-,
hémérséklet  fliggés, elektroforetikus mobilitas), amelyek az enzim
diagnosztikéban erre a célra altalanosan hasznéalatosak.

5. 1. 3. 1. Szubsztrat, pH, homérséklet fiiggés [11,12,12,13]

A szérumban hemolitikus-, maj-, sziv-, pancreas megbetegedésben, és a
megfelel6 szervekben (vOrosvértest,

méaj, maj, sziv, pancreas) talalhato
katalazokat hasonlitottuk dssze klinikai kémiai mddszerekkel azon célbdl, hogy a
szérum Kkatalaz novekedésr6l megallapithassam, hogy melyik
karosodasanak eredménye.

SZErv
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Katalaz aktivitas %
Katalaz aktivitas %
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Katalaz aktivitas a pH és homérseklet figgvényében.
1. Tisztitott marhamaj katalaz (SIGMA), 2: maj homogenizatum, 3: patologias
aktivitasu szérum majbetegsegben, 4: széerum, amelynek aktivitasa a referens
tartomanyban

A maximalis reakciosebesség, a Ky, értékek és a patologias szérumokban nem
mutatott 6sszefliggést a neki megfelelé szervbol szarmazo katalazzal [11], bar a
szérum es szervi katalazok két csoportja elkiilonithetd volt.

Hasonld eredményeket kaptunk, amikor a fenti csoportok katalaz aktivitasainak
pH és hémérséklet (T optimalis, aktivalasi energia, Tso) fliggését vizsgaltuk [12].

5. 1. 3. 2. A szérum katalaz izoenzimei/izoformai [13,14,14,15]

A szérum katalaz izoenzimeirdl/izoformair6l nem voltak irodalmi adatok,
ezért el0szor egy modszert dolgoztam Ki erre a célra, és evvel folytattam ezen
irdnyu vizsgalataimat.

A szérum katalaz  elektroforetikus mddszeriink  alkalmazéasakor az
elektroforetikus szeparalast cellulozacetat membranon végeztik, majd az
elvalasztott fehérjéket keményitd gélbe blottoltuk. A keményitd gélhez
hidrogénperoxid szubsztratot adva a katalaz helyén a hidrogénperoxid elbontasra
kertlt. Ezutan KJ adasara a kataldz helyén nem tértént szinvaltozas (szintelen
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sav), mig a katalazt nem tartalmazé helyeken a hidrogénperoxid jédda oxidalta a
KJ-ot, amely a keményitével élénk kék szint produkalt. A kataldz detektalas
ilymodon egy negativ festési eljarassal tortént.

A vizsgalati eredmények referens és kiillonbozé megbetegedésekben mért
patoldgias aktivitasu szérumok esetén is csak egy azonos mobilitasu katalaz savot
mutattak.

Ez alapjan a kataldz enzimnek a szérumban nincs sem izoenzime, sem izoformja.
A kiilonb6z6é szervekben 1évé kataldazok szintén egyetlen, azonos mobilitasu
savot produkéaltak az elektroforetikus elvalasztas soran. Ennek a savnak a
mobilitasa azonban kilonbozott a sz&rumétol.

1 23 45 6 7 8 910

Szérum és szervhomogenizatumok kataldzainak elektroforetikus vizsgalata.
1, 6, 10 nem emelkedett aktivitdsi szerum, 2: patologias szérum (acute
pancreatitis), 3: pancreas homogenizatum, 4: patolégias szérum (hemolizis), 5:
vorosvértest hemolizatum, 7: patologids szérum (toxicus hepatitis), 8: maj
homogenizatum, 9: patoldgias szérum (elhiz6do6 agonia)

Ha szérum katalazhoz vorosvértest hemolizatumot adtunk, akkor a keverék csak
egy, a szérumnak megfeleld katalaz savot eredményez.
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Szérum és szervhomogenizatumok katalazainak elektroforetikus analizise
a: referens aktivitasu szérum katalaz, b: szérum + vérosvertest hemolizatum,
c: vOrosvértest hemolizatum, d: szérum + maj homogenizatum, e: maj
homogenizatum, f: szérum + pancreas homogenizatum, g: pancreas
homogenizatum

A két kiilonb6zé mobilitdsa csoport (szérum kataldz vs szervhomogenizatum
katalaza) kozotti eltérd mobilitas vizsgalatara a szérum katalazt foszfat pufferral,
a vorosvértest katalazt pedig gyajtott szérummal higitottuk.

Az eredmények az alabbi abran azt mutattadk, hogy a matrix valtoztatasaval a két
kiilonb6z6 mobilitasu katalaz egymasba alakithatd, mégpedig reverzibilis modon.
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hemolizdtum 10

az migracio
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szérum (0
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A katalaz enzim mobilitasanak valtozasa pufferral és szérummal t6rténd
higitaskor. Szérum kataldz higitasa foszfat pufferral: e, vorosvértest hemolizatum
higitasa szérummal: o

Szérum katalaz tisztitasa.
a, b, f: kiindulasi szérum minta, c és f : tisztitott szérum katalaz, d: vorosvértest katalaz

Ezek alapjan a két katalaz izoforma, a szérum ¢és szervben 1évo,
egymasnak toltési izoformai, amelyek reverzibilisen egymasba alakithatok.
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5. 1. 3. 3. A szérum katalaz differencial diagnosztikai algoritmusa [15,16]

Ha a szérum katalaz aktivitas meghatarozas eredménye rendelkezésre all,
és azt szeretnénk tudni, hogy a patologids érték mogott milyen elvaltozés,
betegség all, akkor tovabbi laboratériumi tesztek eredményeinek felhasznalasaval
az éaltalam szerkesztett algoritmus ebben segitséget nydjthat. Az algoritmus
nagyszamu kataldz és més laboratériumi vizsgalati eredmény felhasznalasaval
készllt 1985-ben és a kor akkori szinvonalan, (az akkor korszertinek mondhato
tesztekkel, ezek referens tartomanyaival) Gjdonsagként hatott.

Emelkedett szérum Kkataldz aktivitds esetében az algorimus felépitése a
kovetkezd: elsd lépésben kéri a kovetkezd differencidlo paramétereket:
vorosvértest szam, fehérvérsejt szam, GOT-GPT, a-amilaz, lipaz, szérum
hemoglobin.

Ezek megadasa utan a valtozas nagysaga alapjan tobb csoportba sorolja és
mindegyik csoporthoz ujabb kiegészitd vizsgalati eredményt kér. Ezeknek
ugyancsak tobb csoportba torténd soroldsa utan mar kivalaszt egyet a lehetséges
patologias folyamatok koziil.

Az algoritmus azokban az esetekben, amikor tébb paraméter is emelkedett (6. és
7.) az elsd 1épesben vagy amikor egyik sem emelkedett, nem tud miikddni.

Az algoritmust 1984 januérja és 1985 juniusa kdzott alkalmaztuk a Stimegi
Véarosi Kérhdz Belgyogyaszati Osztalyara felvett betegeknél olyan esetekben,
amikor a szerum katalaz 150 kU/I felett volt (326 beteg). A referens tartomany
felso hatara 99,3 kU/I.

Differencialé paraméter Kiegészito vizsgalat  Lehetséges patoldgias folyamatok

1. VOrosvertestszam a. LDH, Katalaz, Hb, Hp  Anemia perniciosa-hemolitikus
b. LDH, Hb, Hp, Lipid Hemolizis-Zieve-syndroma
c. Hb, Hp Poliglobulia-Polycythemia vera
2. Fehérvérsejtszam Katalaz, fvs Leukemia: chronicus limphoid
acute myeloid
3. GOT-GPT CK, CK-MB, LDH Acute myocardialis infarctus
4. a-amilaz lipdz, Hb, Hp Acute pancreatitis: oedemas
necroticus
5. Hemoglobin Hp, Katalaz Hemolizis: véervételi-

hemolitikus folyamat
6. Tobb paraméter vagy méas paraméterek emelkedése
7. Nincs patolégiasan emelkedett parameter
8. Mddszerek és referens tartomanyaik
A roviditések a kovetkezok: Hb: szérum hemoglobin, Hp: szérum haptoglobin.
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Az algoritmus 150-210 kU/I katalaz aktivitdsok kozott 116 esetben (36%)
nem tudott eredményt adni, mivel az elsédleges differenciald paraméterek nem
mutattak koros értékeket. Ez a valasz a kdzepesen emelkedett (210-450 kU/I)
katalaz aktivitdsoknal minddssze 4,2%-ban fordult el6.

Az algoritmus altal megjelolt folyamatot elfogadhatonak mindsitettiik, ha
az a klinikai diagnosissal megegyezett (algoritmus: acute pancreatitis vs klinikai
diagnosis: acute pancreatitis), vagy az egyik valasz mutatott egyezest
(majkarosodas vs majcirrhosis, atrophia flava, toxicus majkarosodas) vagy ha
egy tunettel volt relevans (poliglobulia vs sziveredetli keringési elégtelenség).

Ez a megfeleld vélasza csoport 190 taggal (53%) volt a legnagyobb.

Nem tartottuk elfogadhatdénak az algoritmus véalaszat 20 esetben (6%),
amikor az altala megjel6lt folyamat nem egyezett a klinikai diagnosissal vagy
annak egyik tiinetével sem.

5. 1. 4. A szérum katalaz szervi eredetének vizsgalata

5. 1. 4. 1. Aszérum katalaz szervi eredetének vizsgalata kontroll egyeneknél

Ebben a csoportban olyan egyének szerepelnek, akik nem szenvedtek
olyan betegségekben, amelyek szérum Kkataldz aktivitds ndvekedést
eredményeznek, és szérum katalazuk a referens tartomanyban volt.

A szérum hemoglobin ismerten nagyon érzékeny hemolizis indikator,
mivel a koncentracié gradiens (vorosvertest vs szerum) igen magas (>5000),
ezért mar kismértéki hemolizis is jol detektalhato a szérum hemoglobin
méréssel.

A katalaz enzim aktivitas gradiense is hasonld nagysagrendii (>4000).

A szérum mindig tartalmaz a vorosvértestekbdl szarmazd hemoglobint, ami az
intravascularis hemolizis (vorosvértestek deformalodasa, Utkozése, vérvétel)
eredménye.

Ezek alapjan feltételezhetd, hogy kapcsolat van a szérum hemoglobin
koncentraciod és szerum katalaz aktivitas kozott, amint ezt az abra mutatja.

A szoros 0Osszefliggés (p<0,001, r: 0,995) a szérum kataldz és a
vorosvértestekbdl szarmazo szérum hemoglobin k6z6tt utal a szérum katalaz egy
részének a vorosvertest eredetére.

A regresszios egyenes tengelymetszete (20,4 kU/I) azt mutatja, hogy
hemolizis teljes hianyaban (amikor a szérumban 0 g/l a vordsvértestekbol
szarmazo hemoglobin koncentracioja) is van a széerumban katalaz enzim, amely
tehat nem a vorosvértestekbdl szarmazik.

Ha ezt a referens szérum katalaz atlagara (50,5 kU/l) vonatkoztatjuk, akkor az
mondhatd, hogy kontroll egyéneknél a szérum katalaz 59,6%-a ((50,5-20,4)/50,5)
szarmazik a vorosvértestekbol, mig a 40,4% mas forrasokbol.

Ezt erdsiti meg az atlagos katalaz aktivitas és a hemoglobin koncentraciok eltérd
aranya is, amely vér esetén 686, mig szérumnal ennél magasabb, azaz 856.
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Szérum katalaz
n
-
-

0.1 0,2 0,3 gl

Szérum hemoglobin

4275 kontroll egyén szérum katalaz és szérum hemoglobin atlagértékeinek
osszefuggése.
y (szérum katalaz,kU/l)= 529,5 x(szérum hemoglobin, g/l) + 20,4 (kU/I),
p<0,001, r: 0,995

5. 1. 4. 2. Aszérum katalaz eredete patologias folyamatokban [16-20,17-21]
5.1.4. 2. 1. Fokozott erythropoesis

A vér hemoglobin kapcsolata a szérum katalazzal, valamint a szérum
hemoglobinnal fokozott erythropoesis soran szintén szoros a korrelaciot mutat:
y (szérum hemoglobin) = 0,00216 x(vér hemoglobin) + 0,281, r: 9861, p<0,01
y (szérum katalaz) = 2,449 x (vér hemoglobin) - 50,6, r: 9892, p<0,01
mint ezt a kovetkez6 abrak mutatjak.
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A fokozott erythropoesisben a vér hemoglobin hatdsa a szérum hemoglobinra és
a szérum katalazra
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Szérum kataldz kU/I

0S5 .10 1S .20 .25 30 .35

Szérum hemoglobin g/I

A szérum hemoglobin és szérum katalaz korrelacioja: kontrolloknal (e),
hemolitikus megbetegedésekben (e) és in vitro hemolizisnél (A)

A szérum hemoglobin €s szérum katalaz két kiillonboz6 meredekségli
(y=0,647x+20,3 és y=1,791x -75,28) szakasza a katalaz €s hemoglobin
kiilonb6z6 eliminacios sebességének tulajdonithatd. Az in vitro hemolizisnél ez
Kizarhatd és itt a hemoglobin koncentracio novekedésével nem valtozik az
irdnytangens, az egyenes folytatasa a kezdeti egyenesnek.
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5.1.4. 2. 2. Tranziens folyamatok

A kovetkez6é tranziens folyamatokban (hemolitikus folyamatok, acute
pancreatitis, acute myocardialis infarctus, majbetegségek, sziveredetli keringési
elégtelenseg) alkalmaztuk a release-elimimnacios modellt, amelybél becsléssel
kapott eredményeket a kdvetkezd tablazatban foglaltuk ossze.

Megbetegedés Felezési ido Katalaz Szerv/szbvet Szerv Szerv%
Ekvivalens/
Nap Release kU ekvivalens  tdmeg
Hemolitikus folyamatok
Forras a vOrosveértestek

Hemoliticus anemia 1,67 3740 396ml  5500ml 0,72
Megaloblastos anemia 1,76 1914 20,3ml  5500ml 0,37
Zieve syndroma 1,7 3271 346ml  5500ml 0,63

Acute pancreatitis
Oedemas forma:

forréas a pancreas 1,28 2140 163 ¢ 80g 200,3
forras a vér 22,6 ml 5500 ml 0,41
Necroticus forma:

forréas a pancreas 1,16 4764 362 g 80g 452,5
forras a vér 50,4 ml 5500 ml 0,91

Sziveredetii keringési
elégtelenség:

forrés a sziv 1,08 2353 99,19 300¢ 33

forrds a mgj 15,19 155009 1,01

forras a vér 113 1,2ml 5500 ml 0,02
Acute myocardialis infarctus:

forrés a sziv 0,97 686 3439 3009 11,4

A tablazat adataibol arra kovetkeztethetiink, hogy a hemolitikus
megbetegedésekben a becsilt atlagos vordsvertest vesztes egy vérvétellel azonos
nagysagrendil, amelynek hidnya a szervezetet nem kiilonosen terheli meg.

Acute pancreatitisben a szérumba keriilt katalaz tobbszérése a pancreas
katalaz tartalmanak, igy ez nem lehet a forras. A parhuzamosan valtozo
hemolizis paraméterek, az elfogadhato vér ekvivalens, és a pancreatitis szovettani
necroticus/hemorrhagias keépe alapjan allithatd, hogy acute pancreatitisben a
szérum katalaz forrdsa a pancreas nedvek altal destrukciot szenvedett
vorosvértestek.

Sziveredetli keringési elégtelenségben hasonléoan nem a sziv a szérum
katalaz névekedés forrasa.
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Az acute myocardialis infarctus tovabbi példa a két el6z0 folyamatra. Itt sem a
sziv, hanem mas szervek, szovetek kdrosodasa révén ndé meg a szérum katalaz
aktivitas.

5. 1. 5. Spektrofotometrias katalaz meghatarozasi modszer kidolgozasa
[21,22]

Az elényds szempontok ellenére a katalaz meghatarozasi modszeriinket 4t
kellett alakitani spektrofotometrias eljarassa.

Ezt indokoltdk a spektrofotometrias maddszerek majdnem kizardlagos
alkalmazéasa a klinikai kémiai laboratériumokban, ezek automatizalhatosaga,
gyorsasaga ¢és az, hogy a polarografia majdnem teljes kiszoruldsa ezekbdl a
laboratériumokbol, valamint a polarografia fejlddésének megtorpandsa.
Napjainkban az elektrokémiai eljarasok szinte csak az ion és vergaz
meghatarozasok (Clark fele oxigén elektrod) teriiletén hasznalatosak.

A nagymértékben terjed6 POCT (Point of Care Testing) vizsgalatokhoz
hasznélhat6 eszkozok és miiszerek egy része, viszont Ujra alkalmazni kezdi az
elektrokémiai eljarasokat a fotometriasok helyett.

A spektrofotometrias eljarasnal szinképzéként ammonium—molibdatot
(NH;)e M070,4.4H,0 alkalmaztunk, amely a hidrogénperoxiddal sarga szinii
komplexet képez, és a klinikai kémidban gyakran hasznalt 405 nm-nél mérhet6
az abszorbancidja. A komplexképzddés egyensulya nagy (30 mmol/l feletti)
ammoénium-molibdat koncentracio esetén a teljes komplex képz6déshez tolhato
el, és igy a szinképzd az enzimatikus reakcid leallitasara is szolgal, mivel nem
lesz elérhetd szubsztrat az enzim szamara.

A mobdszer kivitelezése a kovetkezo:

Minta 200 pl szérum, 1000 pl szubsztrat (65 umol/ml hidrogénperoxid 0,60
mmol/l foszfat pufferban pH: 7,4) 60 sec inkubalas 37°C-on, majd a reakcio
ledllitdsa 1000 ul 32,4 mmol/l ammdnium-molibdattal.

A vak (1): 1000 pl szubsztrat, 1000 wl ammonium-molibdat, 200 upl szerum.
A vak (2): 1000 pl szubsztrat, 1000 ul ammonium-molibdat, 200 ul puffer.

A vak (3): 1000 pl puffer, 1000 ul ammoénium-molibdat, 200 ul puffer a
kalibralast szolgalja.

Az abszorbanciak mérése 405 nm-nél torténik.

A szérum katalaz aktivitas (kU/I, vagy U/ml)=
271 x [A(minta)-A(vak1)] / [A (vak2)-A(vak3)]
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A 271-es faktor a kovetkezOkbdl adodik: 5x, mert 200 ul szérumot alkalmazunk
1000 pl helyett; 65x, mert 65 umol/ml a szubsztrat koncentracidja; 1/1,2 x, mert
ez nem 1000 ul-ben van, hanem 1200-ban van a katalaz, és ezek eredményeként
(5x65)/1,2=271.

A meghatarozas pontossaga alacsony, referens és emelkedett szérum aktivitasok
esetén

Katalaz kU/I Atlag SD CV% n
Sorozaton belil 17,04 0,928 5,44 10
49,44 1,84 3,71 10

438,6 18,5 4,22 10

Sorozatok kozott 28,51 1,64 575 20
(Day to day) 61,12 2,75 4,43 20
209,7 10,58 5,04 21

A szérum katalaz aktivitas linearis tartoméanya 2-101 kU/I kozatti.

A meghatarozast nem befolyasoltak a kdvetkez6 szérum komponensek az alabbi
koncentracidkig: foszfat (szérum+puffer) 100 mg/l, bilirubin 191 mg/l, lipid 31,2
g/l, hemoglobin 568 mg/l. Az utébbi esetben figyelembe kell venni, a hemolizis
soran a vorosvértestekbol a fenti koncentracioig a kiszabaduldé hemoglobin ugyan
nem interferal a mddszerrel, de a nagy katalaz tartalmu vordsvértestekbdl a
szérumba jutd katalazt hozzamérjiik a szérumban ab ovo jelenlévohoz.

A spektrofotometrias és a korabbi polarografidss maodszer 6sszehasonlitasa a
referens és az emelkedett katalaz aktivitdsoknal jo egyezést mutatott:

Modszer Atlag y=mx+b r Tartomany n
Polarografia 52,67 y=1,006x-0,801 0,9314 13,5-100,7 357
Spektrofotometria 53,57
Polarogréafia 233,52 y=1,021x-0,308 0,9809 100,9-924,9 67
Spektrofotometria  235,7
Polarogréafia 81,18 y=1,011x-0,648 0,9602 13,5-929,4 440

Spektrofotometria 80,52

A szérum katalaz aktivitas hdrom nap soran szobahémérsékleten 64,7%-al,
mig +4°C-on 10,5%-al csokkent. A legkisebb aktivitas csdkkenés a —20°C-on
torténd tarolaskor volt tapasztalhat6, ami 30 napi tarolds esetén minddssze 3,5%
volt.
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Kereskedelmi kataldz kalibrator hidnyaban a szubsztrat hidrogénperoxid
koncentraciojanak  gyakori  ellenérzése titrimetrids  (permanganometria)
maodszerrel ajanlott.

A napi katalaz mérések minéségi kontrollalasat keverék szérum napi mérésével
és az eredmények Levy-Jennings kontroll kartyan torténé abrazolasaval
vegeztem. A keverék szérum katalaz aktivitasa kis térfogatban, lefagyasztva nem

valtozik.
5. 1. 6. A szérum katalaz referens tartomanya [21,22]

A szérum Kkatalaz diagnosztikai szerepének ertékeléséhez sziikséges a
viszonyitasi alap, a referencia tartomany ismerete.
A korabbi polarografias eljarassal tobb alkalommal hataroztunk meg a referens
tartomanyt, de ezek nem tiikrozték az életkor és a nemek vélhetd hatasat.
A spektrofotometrias eljarassal e célbdl mértuk 742 egyén szérum Kkatalaz
aktivitasat. Ezen egyének kozil 608-an (18-60 év) munkavéallalok, énkéntesként
csatlakoztak, és 168-an (14-18 év) tovabbtanulasi egészsegligyi alkalmassagi
vizsgalaton bizonyultak megfelelének a referens csoportba  torténd

besorolhatosagra. A nok és férfiak aranya 399 és 343 volt.
A spektrofotometrids eljarasnal a szérum hemoglobin mérés segitsegével Kkizartuk a
kismértékben hemolizalt mintakat.

A n6k szérum katalaz aktivitasa alacsonyabb (p<0,001), mint a férfiaké, és
mindkeét csoportban a szérum katalaz az életkorral emelkedik. Ez az emelkedés a
néknél nagyobb mértékii (katalaz=0,359xéletkor), mint a férfiaknal

(katalaz=0,171xéletkor).
A referens egyének szerum katalaz aktivitasai

) Katalaz
Eletkor (x£SD) Tartomany Percentilis n
Ev kU/I kU/I 2,50% 50% 97,50%
NOK

14-18 42,4+15,0 20,1-75,4 20,5 41,7 71,6 93
19-30 43,8+£16,4 14,3-91,1 17,9 43,9 81,3 120
31-40 45,3+17,9 17,6-96,0 19 44,3 87,4 82
41-50 51,7£19,5 20,4-97,3 21,2 49,9 97,3 50
51-60 55,5+14,7 24,4-97,3 24,4 55,8 97,3 54
Osszesen 46,2+17,0 14,3-97,3 19,4 44 4 82,8 399
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Eletkor Katalaz Tartomany Percentilis n

(x£SD)
Ev kU/I kU/I 2,50% 50% 97,50%
FERFIAK
14-18 51,0+18,9 17,5-104,8 24,6 48,9 97,8 75
19-30 51,4+21,6 19,6-102,8 21,9 50,2 100,6 74
31-40 55,3115 24,6-96,9 24,8 55 90,3 78
41-50 56,7+18,2 24,3-100,3 25,6 55,2 94,9 62
51-60 57,0+20,3 25,7-98,6 27,1 56,6 99,1 62
Osszesen 54,4+18,3 17,5-104,8 25,8 53,9 92,1 342
NO+FERFI
50,5+18,1 14,3-104,8 20,1 50,4 90,3 642
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5.2. AVOROSVERTEST KATALAZ
5. 2. 1. A vérsejtek katalaz tartalma

A vorosvertest es vér katalaz, bar nem azonos fogalmak, de gyakran
azonos ¢értelemben haszndlja 6ket az irodalom. Ennek indoklasa a kovetkezd
lehet.

A vérben a katalaz a sejtekben és a plazmaban lokalizalodik. Normal terfogati
viszonyok esetén a hematokrit 40%, plazma 60%, fehérvérsejt és trombocita
kisebb, mint 1%.

Az egyes alkotok katalaz aktivitasa (U) jelentdsen valtozo: a vorosvértesteke
251 177 KU/l [1], a plazméaé 47,9 kU/I [2], a fehérvérsejteké és a trombocitaké
kevesebb, mint 100 kU/I [3, 4].

Vorosvertest  Fehérvéersejt Trombocita Plazma
Sejt/pl 5x10° 5x10° 2x10° -
Sejt/l 5x10? 5x10° 2x10* -
U/sejt 2,2x10° 1,3x10°® 1,3x10™%° -
u/l 110x10° 6,5x10 6,4x10 5,5x10"
A vér katalaz %-a 99,93 0,001 0,001 0,067

Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a vér katalaz tébb, mint 99%-a a
vorosvértestekbol  szarmazik, tehat mindkét elnevezés  hasznalhato.
Természetesen mindig definialni kell, hogy mire térténik a viszonyitas.

A vér katalaz 113,3 MU/l referens atlaga 1 | vérre vonatkozik. Ha ezt 1 |
vorosvértestre vonatkoztatnank, akkor a 113,3 MU/l (vér) aktivitast 0,45-tel
(hematokrit) osztani kell, ami 251,7 MU/I (vOrosveértest) aktivitast eredményez.

A human fehérvérsejtek flow cytometry-as analizisét mutatja a kovetkez6

abra
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A fehérvérsejtek sejtek katalaz tartalmanak detektalasa flow cytometry-aval.
Negativ kontroll: a bal oldali sejt populécio, katalaz tartalmu sejtek: a kozéps6
sejt populécio, pozitiv kontroll jobb oldali sejtpopulacio (jol fest6dé jelzett
mieloperoxidaz).

A félkvatitativ flow cytometrias vizsgalati eredmények alapjan mondhato,
hogy a vérsejtek kataldz tartalma a kovetkezd sorrendben csokken:
vordsvértest>polimorf nuklearis sejt=monocita>lymphocita, trombocita.
A kataldz lokalizacidéja a vorosveértestek, lymphocitak, trombocitdk esetén
els6dlegesen a vérsejtekben, mig a monocitak és a polimorf nukleéris sejteknél
ezek felszinén is detektalhato

5. 2. 2. A vér katalaz meghatarozasi médszere [1,2,5,25,22,29]

A vér Kkatalaz meghatarozdshoz a szérum Kkatalaz mérésre kidolgozott
hidrogénperoxid mérési eljarasunkat [2] alkalmaztuk, amelyet a vér magas
katalaz aktivitdsa miatt a kovetkez6ként mddositottunk [5].

Az EDTA alvadasgatloval nyert vért foszfat pufferrel (60 mmol/l, pH: 7,4)
higitottuk (20 ul vér 4 000 ul foszfat pufferbe), ezutan a vordvertesteket 100 pl
szaponin oldattal (20 g/l) hemolizaltattuk minimum 5 percig.

Vizsgalati minta: a hemolizatumbol 30 pl-t mértink ki és inkubaltuk 37°C-on 1
000 pl szubsztrattal (65 umol/ml hidrogenperoxid, foszfat pufferben (60 mmol/I,
pH: 7,4) pontosan 60 sec-ig. Az enzimatikus reakcio: 1 000 pl ammonium-
molibdat (32,4 mmol/l) adaséval allitottuk le. Ez a reagens szinképzoéként is
szolgal.

A vak 1: 1 000 pl szubsztratot, 1 000 ul molibdatot és 30 ul hemolizatumot, a
vak 2: 1 000 ul szubsztratot, 1 000 ul molibdatot, 30 ul puffert és a vak 3: 1 000
ul puffert, 1 000 ul molibdatot és 30 ul puffert tartalmazott.

A keletkezett sarga szin intenzitasat (A) 405 nm-nél mértuk.

A vér katalaz aktivitas (MU/I) =[A(minta)—2A(vak1)] / [A(vak2) — A(vak3)] x
4,26 x 10
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A szamitési faktor: 65 x 200 x 30/1000 x4 000/4 100, ahol 65 umol/ml a
szubsztrat hidrogénperoxid koncentracioja, 200—szoros a vér higitasa (20 ul 4000
ul-re), a méréshez 30 ul-t hasznalunk 1 000 ul helyett, és a 100 ul szaponin
adasaval higul a minta, mivel 4 000 ul helyett 4 100 pl-ben van.

A nagy kataldz koncentracid, és a nagy specifikus aktivitas miatt a katalaz
aktivitast M(10°) U per liter (vér)-ben adjuk meg.

A meghatarozas sorozaton beluli pontossaga CV=3,1% (67,0+1,43 MUI/I,
n: 21), mig a sorozatok (napok) kozotti pontossaga CV=5,1% (80,3+2,49 MU/I,
n: 22).

Kereskedelmi katalaz kalibrator hidnyaban a szubsztrat hidrogénperoxid

koncentracidjanak  gyakori  ellen6rzése titrimetrias  (permanganometria)
maodszerrel ajanlott.
A napi katalaz mérések mindségi kontrollalasat keverék hemolizatum napi
mérésevel és az eredmények Levy-Jennings kontroll kartyan torténd
abrdzolasaval végeztem. A keveréek hemolizatum Kkatalaz aktivitdsa Kkis
térfogatban, lefagyasztva nem valtozik.

5. 2. 3. A vér katalaz referens tartoméanya [1,25]

A vér katalaz referens tartomanyanak meghatdrozasahoz 880 nd és 876
ferfi vizsgalati eredményeit hasznaltuk fel, akiknek a kivélogatasa a
kovetkezokent tortént.

1991-ben az OTE Téarsadalomorvostani Intézete, a Népjoléti Minisztérium,
a Kornyezetvédelmi és Vizgazdalkodasi Minisztérium, az Orszagos
Tarsadalombiztositasi Foigazgatasi Feliigyelet kezdeményezésével és anyagi
tdmogatasaval referencia kornyezetnek (viszonyitasi alapnak) a Bakony és a
Kisalfold talalkozasanal talalhatd kis lélekszami telepuléseket jelolték Kki:
Zalaszegvar (124), Zalameggyes (112), Hosztot (94), Megyer (263), Goganfa
(583), Szentimrefalva (169), Ukk (272), Zalagyomord (343), Nemeshany (280),
Képtalanfa (588), Gyepukajan (296), Bodorfa (112).
A helyi csaladi orvosokhoz szakorvosok csatlakoztak és reszletes vizsgalatokban
(anamnézis, sziv, mellkas, vérnyomas, visszér, has, ma4j, tiidd, 1égzés, emld)
részesult a 12 telepiilés 14 és 93 év kozotti 3 756 lakosa. A fenti vizsgalatokhoz
laboratoriumi (vizelet, vérkép, gliikoz) vizsgalatok is késziltek.
Ebbdl a csoportbol tortént a referens egyének kivalogatisa a kovetkezd
szempontok alapjan: akut, kronikus betegség, folyamatos gyogyszerszedés
hianya, tovabba a fenti vizsgalatokkal koros eltérés nem mutathato Ki.
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A feln6tt nok vér katalaz aktivitasai

Eletkor Katalaz Katalaz/hemoglobin n
Ev MU/ MU/g
Atlag+SD Atlag+SD
14-20 107,4+16,0 0,841+0,123 61
21-20 108,4+12,3 0,845+0,094 106
31-40 108,7+13,9 0,839+0,102 129
41-50 107,0£13,5 0,842+0,0101 122
51-60 109,3+14,0 0,843+0,105 170
61-70 108,3+16,0 0,848+0,118 187
71-80 106,3+15,1 0,833+0,109 78
81-90 105,9+£13,5 0,820+0,108 27
Osszes 107,7+14 .4 0,841+0,117 880

A felnott férfiak vér katalaz aktivitasai

Eletkor Katalaz Kataldz/hemoglobin n
Ev MU/I MU/g
Atlag+SD Atlag+SD
14-20 120,1+15,9 0,856+0,107 69
21-20 119,5+17,0 0,844+0,115 159
31-40 121,5+17,1 0,855+0,126 156
41-50 117,5+16,2 0,842+0,101 116
51-60 117,3+17,2 0,844+0,138 156
61-70 117,2+10,3 0,848+0,118 142
71-80 115,0£16,8 0,867+0,126 62
81-90 114,8+18,0 0,855+0,116 16
Osszes 117,9+16,9 0,849+0,119 876

A fenti eredmények azt mutatjak, hogy a nok atlagos vér katalaza szignifikansan
(p<0,001) alacsonyabb, mint a férfiaké (107,7+14,4 MU/l vs 117,9+16,9 MU/I),
mig a kataldz és hemoglobin arany nem valtozott (p>0,1) azaz 0,841+0,119 es
0,841+0,107.
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A referens egyének vér katalaz aktivitdsanak valtozasa az életkor fliggvényében

A referens egyének vér kataldz aktivitasa (y), katalaz/hemoglobin aranya (z) igen
Kis A mértékben, de kiilonbozéként valtozik férfiaknal és noknél az életkor (x)
fuggvenyében, mint ezt az aldbbi regresszids egyenesek, és korrelacios
egyutthaté mutatjak.

Ferfiak: y =0,084 x + 122,3 r: 0,090 n: 876
Nok: y =0,016 x + 108,7 r: 0,09 n: 880
Férfiak: z =0,00029 x + 0,835 r: 0,045
Nok: z =0,00010 x + 0,847 r: 0,017
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5. 2. 4. A vér katalaz aktivitas kiilonb6z6 megbetegedésekben

Egy 3 éves vizsgalati program keretében 28 252 beteg vér kataldzat
hataroztuk meg (Laboratorium, Varosi Kérhaz, Simeg) és kerestik azokat a
megbetegedéseket, folyamatokat, amely csokkent vér katalaz aktivitassal jarnak.
Ezeket a vizsgalatokat tovabb folytatva a Debreceni Egyetem, Orvos- €s
Egészségtudomanyi Centrum, Klinikai Kémiai Intézete, ma Klinikai Biokémiai
és Molekuléris Patologiai Intézet, valamint a Klinikai Kémiai Analitikai Tanszék
kozremukodésével.

A vér katalaz aktivitasanak csokkenését kiilonb6zé megbetegedésekben az alabbi
diagnosztikai halé szemlélteti.

A vér Kkataldz aktivitds novekedését ritkan tapasztaltuk, és sem ismert
betegséggel/tiinettel, sem irodalmi adatokkal nem tudtuk korrelaltatni.
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5.2.4.1. Anemiak [6,26]

2 884 anemias beteg mutatott szignifikansan (p<0,005) csokkent vér
katalaz (83,7+16,4 MUI/I) aktivitast. Ez a katalaz aktivitds korreldlt a vér
hemoglobin koncentracioval (Yyerkataizz=0,683Xvérhemoglonin + 18,16, r: 0,6954).

A referens tartomany also hatara alatti katalaz aktivitast az anemiasok
8,4%-aban tapasztaltunk és ezek az anemiak a kovetkezok voltak: vashiany (84),
vérzeses (70), aplasticus (10), megaloblastos (14), leukemias (16), és chronicus
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(vese) megbetegedésekben kialakult (55) anemia. Ezekben az esetekben az
anemiak a felelések a vér katalaz csokkenésert.

5.2.4.2. Tumorok [6,26]

130 kiilonb6z6 tumorban (hematologiai: 30, gastrointestinalis: 29, tiido:
17, urogenitalis: 14, emésztészervi: 14, eml6: 13 és vegyes: 13) és annak
kiilonb6z6 fazisaiban (IUCC szerint T: 2,6, N: 2,3, M: 2,1) szenvedd beteg vér
katalaz aktivitdsait vizsgaltuk. Az atlagos ver kataldaz aktivitds szignifikans
(p<0,001) csokkenést mutatott (80,8+21,5 MUI/I). A betegek 49,2%-nak a
referens tartomany also hatara alatt volt a ver katalaz aktivitasa.
Annak elddntésére, hogy ez a vér katalaz aktivitas csokkenés a tumoros betegek
anemiajanak (tumoros: 112,5+18,9 g/l, kontroll: 133,4+11,6 g/l) a tumornak vagy
mindkettének tulajdonithatd, vizsgaltuk a vér hemoglobin és ver katalaz
osszefliggest kontrolloknal és tumoros betegeknél.

200+
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A vér hemoglobin és a vér katalaz dsszefiiggeése.
A tumoros betegek eredmeényei x-el abrazolva, a korrelacids egyenest folytonos
vonal (y=0,573 x + 17,03, n: 130, r: 0,690) mutatja. A kontrolloknal az
Osszefliggeést a szaggatott vonal mutatja (y=0,682 x + 18,16, n: 2884, r: 0,6954).
A ket egyenes iranytangensenek kulénbsége (0,682 és 0,573) azt mutatja, hogy

az anémian talmenden a tumoros folyamat is felelés a csokkent katalaz
aktivitasaert.
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5. 2. 4. 3. Atherosclerosis [6,26]

A Vér katalaz aktivitas valtozasat elsékent vizsgaltuk nagyszamu (1670)
artherosclerosisos betegnél. A vizsgalati eredmények szignifikansan (p<0,001)
csokkent (104,8 £18,2 MU/I) vér katalazt mutattak. A referens tartomany alatti
veér katalaz a betegek 4,9%-aban volt kimutathato.

A vér katalaz aktivitas csokkenés nem korrelalt a betegség klinikai sulyossagaval.
Ha az artherosclerosis a coronaria és cerebralis arteriakat érintette, mérhet6 a
legkisebb kataldz aktivitas (102,6+17,5 MU/I, n: 660). Ennél magasabb volt a
katalaz aktivitas cerebrovascularis megbetegedésben (105,1 +£16,8 MU/I, n: 509)
és coronaria arterialis megbetegedesben (107,1+20,4 MU/, n: 501).

A betegek és a kontrollok vér hemoglobinja nem mutatott szignifikans (p>0,78)
eltéreést.

5. 2. 4. 4. Schizophrenia [6,26]

Schizophreniaban is els6ként vizsgaltuk a vér kataldz aktivitasat és
kaptunk szignifikans (p<0,001) csokkenést (105,6+20,5 MU/, n: 275). A
betegeknél anemia nem volt kimutathaté és kdzel 10%-ban volt a katalaz
aktivitds a patologidsan alacsony tartomanyban. A scizophrenia kiilonb6z6
tipusai (paranoid, reactive, residual) nem eredményeztek kulénbséget a veér
katalaz aktivitasban.

A betegek és a kontrollok vér hemoglobinja nem mutatott szignifikans (p>0,89)
eltéreést.

5. 2. 4. 5.Diabetes mellitus [7, 8,28,27]

A diabetes mellitus 3 formajaban (1-es tipus, 2-es tipus és gestacids)
vizsgaltuk a ver Kkataldz aktivitdst. A diabetes mindharom formajaban
szignifikansan (p<0,001) csokkent (93,6+22,2 MU/I, 95,8+17,1 MU/I, n: 92 és
73,6£19,4 MU/I, n: 60) vér katalaz aktivitasokat talaltunk .

A terheseknél [8] a hasonld kori nem terhes n6khéz viszonyitva csokkent
ver katalaz aktivités detektalhaté (109,2+13,3 MU/I, n: 235 vs 89,1+ 18,4 MUI/I,
n: 169, p<0,05). A gestaciés diabeteses nOk vér kataldza még a nem
diabeteseknel, terhesekénél is alacsonyabb (73,6+19,4 MU/I, n: 60, p<0,05) volt.
Ezen utobbi kataldz csokkenés nem tulajdonithaté a terhességi anemianak, mivel
a vér hemoglobin a terheseknél (120,4+10,2 g/l, n: 169), és a gestacios
diabeteseseknel (118,1+10,5, n: 60) nem mutatott szignifikans (p>0,2) valtozast.

A terhesség 2. trimesterében a vér katalaz szignifikdnsan (p<0,05)
alacsonyabb (62,1+18,3 MU/I) mint a 3. trimesterben (80,4+15,3 MU/I). A
hemoglobin Ac viszont a 2. trimesterben volt magasabb (5,7+0,6%), mint a 3.-
ban (5,1+0,8%).
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Az ismert katalaz gén mutaciok [9] nem voltak kimutathatok a terhességi
diabeteses egyénekneél.

intron 7 exon 7
A C T e £ £ 1T £ A K § 1T 1
100 I

C —T aCtipus esetén

A katalaz gén 7. exon/intron kornyezetének nukleotid szekvencia analizise
csOkkent (41,2 MU/I) vér katalaz aktivitasu gesatcios diabeteses betegnél. A 7.
intron nyillal jelzett 5. helyén C nukleotid talalhato (vad tipus). A C tipusu
akatalazémiaban ebben a pozicioban T nukleotid talalhato.

A csokkent vér kataldz aktivitds terhességi diabetesben nem ndvelte a
terhességi komplikaciok kockazatat. Az anyak kozil 53 minden komplikacid
nélkil viselte a terhességet, a 7 olyan, aki késébb szilt, mint a kdzlemény
készult, szinten komplikacid nelkdili volt.

A gestacios terheseket két csoportba soroltuk az anyai vér kataldz alapjan. A ket
csoportot elvalasztd kiiszobértek 60 MU/l volt. A két csoportban a magzati
kockazati tényezok 0sszehasonlitdsat mutatja a kovetkezo tablazat:

A csoport B csoport
Anyai vér katalaz (MU/I) 52,318,1 78,5+10,2
Gestacios id6 (hét) 38,7+1,2 38,9+1,0
Szliletési suly (g) 3271+473 34561566
Ceasarian sectio (%) 33 32
Szlletési suly 3500 g felett (%) 45 50
Respiratory distress syndroma 11 22
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A Kkét csoport kozott szignifikans elterés (p>0,05 minden esetben) nem talalhato,
ami arra enged kovetkeztetni, hogy a csdkkent vér katalaz aktivitds nem noveli a
magzati kockazatot.

5.2. 4. 6. Vitiligo

A vitiligo, amelynek patomechanizmusaban a lehetséges okozok kozott a
szabadgyokok is szerepelnek, a vér katalaz vizsgalata szintén szignifikans
(p<0,001) csokkenést (100,2+17,7 MU/I, n: 75) mutatott. A csokkent katalaz és a
vitiligo tinetei kozo6tt kapcsolatot nem talaltunk.

Ebben a megbetegedésben, hasonléan a diabetes mellitushoz, az ismert katalaz
gen mutacidk, amelyek felelések lehetnek az enzim aktivitdsanak csokkenéseért,
nem voltak kimutathatok.

Nem volt szignifikans (p>0,07) Osszefiiggés kimutathatdo a vér katalaz és a
vitiligo fennéallasa, a repigmentizacio, csaladi halmozddas, vitiligo kiterjedtsége
és a Fitzpatrick bértipus kézott.
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. 2. 5 A human vorosvértest katalaz tisztitasa [2,24]

A kutatasaimhoz sziikségesnek tartottuk 0sszehasonlitasi célbdl tisztitott
human eredetli katalaz enzimet felhasznalni. Az 1980-as és az 1990-es evekben a
kereskedelemben kizarélag csak marhamaj kataldz volt vasarolhato tisztitott
forméaban (Sigma, Boehringer és Reanal).

Ezért ugy dontottunk, hogy human vorosvértestekbol készitlink tisztitott katalaz
enzimet. Ehhez Morikoffer-Zwez [1] eljarasat modositottam és a kovetkezd
1épésekbdl allo eljarést dolgoztam ki [2].
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A vorosveértestek hemolizise (desztillalt vizzel, fagyasztassal), a sejt tormelék
eltavolitasa centrifugalassal, majd dializis utan a katalaz megkdtése DEAE
celluléz ioncserélén. A hemoglobin ellcidja utan a kataldz eltcidja 60 mmol/Il
foszfat puferral (pH: 6.8). Ezutan a pH-t 4,8-ra allitottuk, és éjszakan at desztillalt
vizzel szemben dializaltuk, majd a Kkicsapddott fehérjeket centrifugalassal
eltavolitottuk.

Ezutan CM-Sephadexet tartalmaz6 kromatografiads oszlopra vittuk fel a katalaz
tartalmu oldatot. Az oszlopot 4,8 pH-ju foszfat pufferrel mostuk, majd a katalazt
foszfat puferral (pH 6,2) eluéltuk.

Az eluadtumbdl a katalazt etanollal és ammodnium-szulfattal eltavolitottuk, és
oldds utdn tovabb tisztitottuk Sephadex G-150 és Sepharose-6B
gelkromatografiaval.

A tisztitott human katalaz és tisztitott marhamaéj katalaz 6sszehasonlitasa

Paraméter Human vorosvértest Marhamaj (SIGMA)
Elektroforetikus mobilitas 0,855 1,0
Mw (kDa) 280 241
pl (pH) 5,88 5,69
E405/280 1,2 1,18
Abszorpcios cslcs (nm) 407,8/508,5/539,8/629,1 405,6/502,0/540,6/629,3
Specifikus aktivitas x 10* U/g 20,6 1,4

A fenti eredmények azt mutatjak, hogy a vorosvertest katalaz tobb tekintetben
hasonlé tulajdonsagt, mint a marhamaj katalaz, de néhany jellemzdjében
(elektroforetikus mobilitas, molekulatdémeg) eltérés tapasztalhato.

A tisztitott termék mindségét jellemzd paraméter (E405/280, specifikus aktivitas)
a vorosvértest katalaznal jobbnak mutatkozott, mint a kereskedelmi forgalombal
beszerzett, tisztitott marhaméj katalaznal.
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Katalaz készitmények elektroforetikus mobilitasa.
a: marhamaj katalaz (SIGMA), b: marhamaj katalaz + szérum, c: szérum katalaz,
d: szérum Kkatalaz + tisztitott human vorosvértest katalaz, e: tisztitott human
vorosvértest katalaz

Az elektroforetikus mobilitds alapjdn a human szérum és a tisztitott

vorosvertest, illetve marhamaj katalaz harom kiilonb6z6 mobilitast katalaz savot
definialt.
A marhamaj és a szérum katalaz teljesen eltéréek, mivel keverékiikben is két
kilon savkent jelennek meg. A szérum és vOrosvértest katalaz keveréke ettdl
eltér6en egy savot mutat, amely a reverzibilisen egymasba alakithatosagukat
jelzi, mint ezt korabban targyaltuk.
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A kiilonboz6 kataldz alegységek molekulatomegének meghatarozésa
SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel.
a és f: molekulatomeg markerek, b: katalaz DEAE kromatogréafia utan, d: katalaz
CM kromatogréafia utan (70 kDa), e: marhamaj katalaz (SIGMA, 60 kDa).

Az altalam tisztitott human vorosvértest katalaz, és a kereskedelemben
forgalmazott marhaméj katalaz alegységek molekulatémegének meghatarozasat
elvégeztiik napjaink korszer( eljarasaival (MALDI-TOF tomegspektrometria és a
mikro-kapillaris (chip) elektroforézis) is.
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Tisztitott marhamdj kataldz MALDI spektruma
M a 4 alegységbdl allo tetramer, M/ (3/4) trimer, M/2 dimer, M/4 monomer €s a
molekula nagysaga kDa-ban

M/4:58.9

Mass ()

Tisztitott human vorosvértest katalaz MALDI-TOF spektruma.
Az M/4 a katalaz alegység (monomer) 58,9 kDa nagysagu.

Ezen kataldz molekuldk molekulatomegének meghatarozasat mikro-kapillaris

elektroforézissel is elvégeztik. A minta kezelése itt is az enzimnek alegységekre
torténd disszociacidjat eredményezte.
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A kovetkez6  abrakon a  Kkapillaris  elektroforézissel  nyert
elektroforetogramok lathatok.
Az abrék jobb oldalan a fluoreszcensen jelzett molekulatémeg markerek és a
katalaz sav, mig kézépen a fluoreszcens jel-retencios id6 segitségével kiértékelt
elektroforetogram lathato.
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Tisztitott vorosveértest katalaz kapillaris elektroforézise

Az U(jabb vizsgélatok tlkrében az altalam tisztitott human vordsveértest és
marham@j kataldz (SIGMA) 6sszehasonlitdsat mutatja a kovetkezo tablazat.
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Vorosvertest katalaz Marhamaj katalaz

Elekroforetikus migracio 0,86 1
Molekulatémeg kDa
SDS-Page 69 60
Kapillaris (chip)
Agilent 64,9 56,4
BioRad 58 50
MALDI 58,9 57,6
Irodalom 55,5-64 60
OxisResearch 64 61,7
Aminosav 527 506
Irodalom

1. Morikoffer-Zwez S, Cantz M, Kauffman H. Wartburg PJ. Aebi H. Heterogeneity of
erythrocyte catalase. Eur J Biochem 1969: 11: 49-57.

2. Goth L. Human erythrocyte catalase, Isolation with an improved method, Characterization
and comparison to bovine liver catalase. Enzyme 1989: 41: 191-199. [24]

3. Catalase, Human Erythrocyte. Cat N0.25432. OxisResearch. Portland, Oregon, USA.

5.3. AMAGYARORSZAGI AKATALAZEMIA

5. 3. 1. A Magyarorszagi akatalazémia/hypokatalazémia felfedezése
[1-8,22,25,30,32,31,46.,4]

A spektrofotometrias vér kataldz meghatarozasi modszer és a referens
tartomany birtokaban [1, 2] vallalkoztunk arra, hogy elséként Magyarorszagon,
velesziletett katalazhidnyos egyéneket keressiink, és ezek Kklinikai, klinikali
kémiai, molekularis genetikai vizsgélatat elvegezzik.

A vér kataldz vizsgalatokat 1989-ben kezdtik és folytattuk 1992-ig a
kovetkezd modszerrel:

a. A Sumegi Varosi Korhazba felvételre kertlt dsszes betegnél elvégeztik a
katalaz mérest. A 350 agyas korhaz (belgyogyaszat, sebészet, ideg-elme,
sziilészet) 80 agyas belgydgyaszati osztalyanak felvevd teriilete a kordbbi
simegi, illetve a keésObbi tapolcai jaras, Zala megyétdl a Balaton
felvideken &t egeszen Balatonfuredig, mig a 160 agyas ldeg-Elme osztalyé
a teljes Veszprém megye.

b. A Varosi Rendel6intézetbdl és a kornyezo csaladi orvosoktdl laboratoriumi
vizsgalatokra (vérkép) érkezd véreket is bevontuk a programba. Ez a két
csoport 18 222 egyén vér katalaz vizsgalatat jelentette, akiknek életkora 12
és 98 éev kozott valtozott, és 52,6% volt a nék aranya, mig a férfiaké
47,4%.
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c. 1991-ben a ver katalaz referens tartomanyok meghatarozésakor részletesen
ismertetett Simeg kornyéki, Kis lélekszamu falvakban tortént komplex
egészségugyi vizsgalat soran laboratériumi vizsgalatra érkezett 3 300 lakos
vér katalazat is meghataroztuk.

d. A Simegi RendelGintézetbe egészségiligyi vizsgalatra  beutalt
munkavallalok, tovabbtanulok, sportoldk koziil a vizsgalati idészakban 1
630-nak mertiik a vér katalaz aktivitasat.

Az a-d csoportok 22 152 tagja 14 és 96 év kozotti, és 54,1%-uk n6, mig 45,9%-
uk férfi volt [3].

Az elsé akatalazémiat a 1989-ben a belgyodgyaszati osztalyon fekvd, az
1961.-ként vizsgalt betegnél detektaltuk, akinek veér katalaza 4,6 MU/I, ami a
referens atlag 4,0%-anak felel meg.

A masodik akatalazémids egyént 1991-ben, szintén a belgydgyéaszati osztalyon
fekvo, az 15 297. vizsgalt betegként talaltuk, akinek vér katalaza 7,6 MU/I, ami a
referens atlag 6,7%-a. A részletes anamnesis deritette ki, hogy a két ndbeteg, akik
kiilonb6z6 asszonynéven szerepeltek, valdjaban testveérek.

Ezutan a csalad tobbi tagjat is bevonva a vizsgalatokba, tudtuk megrajzolni a ver
katalazra vonatkoztatott csaladfat.

A magyarorszagi elsd akatalazémids csaldd pedigréje. A szimbolumok melletti
szamok a vér katalaz aktivitasat mutatjak, a szimbolumoknél +: az exitalt
csaladtag, ures: nem vizsgalt, teljesen sotét: akatalazémias, félig sotét:
hypokatalazémias, vonalazott: normokatalazémias

A magyarorszagi  akatalazémias csalddon  kivil tovabbi 12
hypokatalazémias csaladot deritettiink fel. Ehhez a sziirGvizsgalat soran
hypokatalazémias egyeneket csalddokhoz rendeltik, majd Kkikerestik az
eredmenyek kozul a csalad tobbi tagjanak katalaz aktivitasat. Az egyes egyének
és a csaladok relacioinak megallapitasara a kdrhdzban dolgozé és a kiilonb6z6
telepiléseken lakd munkatarsak segitségét kértilk. Ez az aranylag kis 1élekszamu
telepiiléseken konnyen megoldhaté volt. Ezutdn a csalad toébbi tagjat is
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onkeéntesen, irasbeli nyilatkozat alapjan, a csaladi orvos segitsegével vontuk be a
vizsgalatba.

A vér katalaz sziirdvizsgalat révén detektaltunk 1 akatalazémias (K)

csaladot, 2 akatalazémias ndvérrel, 6 hypokatalazémids és 9 normokatalazémias
csaladtaggal.
A szlrdvizsgalattal felderitett 12 hypokatalazémias csaladhoz még egy csalad (E)
kertlt, amelyet az orszag keleti régiojaban vitiligos betegek vizsgalatakor
talaltunk. A hypokatalazémiasok csoportjaba 6sszesen 64 egyént soroltunk, és a
14 velesziiletett katalazhianyos csaladban 68 normokatalazémias csaladtagot
regisztraltunk.

Akatalazémias és hypokatalazémias csaladok vér katalaz aktivitasai (x+SD, n)
Magyarorszagon [3-5,30,29,32]

Szam Azonosito  Akatalazémias Hypokatalazémias Normokatalazémias

Atlag SD n Atlag SD n Atlag SD n

1 K 6,1+2,1 2 57,6x11,5 6 101,7£19,3 9
2 G 52,9179 8 108,9+20,7 12
3 M 44,0+8,1 9 100,1+4,5 7
4 D 54,0£10,3 6 102,2+13,4 7
5 T 56,1+13,2 3 95,6%3,5 5
6 Ne 65,5+0,7 2 96,3+5,5 3
7 Vv 62,3+18,6 5 90,3x0,4 2
8 Cs 66,318,7 4 106,9+11,0 4
9 Ny 72,7129 4 100,6+15,1 3
10 P 73,04,7 5 95,31+7,2 6
11 S 62,6+15,2 3 92,4+6,4 2
12 Gy 60,5+£10,0 3 96,3+5,7 5
13 H 63,919,4 2 115,3 1
14 D 66,9£7,1 2 108,1+2,1 3
Osszesen 6,1+2,1 2 61,3£9,9 64 100,7+9,6 68

5. 3. 2. Az 6roklédé katalazhiany klinikai jellemzéi [3-8,30,29,32,31,46,4]

5.3.2. 1. A nemek aranya

A velesziiletett katalazhidnyos csalddok nemek szerinti megoszlasa a kdvetkezo.
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N6 Férfi Osszesen

N % N % N
Akatalazémiasok 2 100 0 0 2
Hypokatalazémiasok 39 60,9 25 39,1 64
Normokatalazémiasok 28 37,9 40 62,1 68
Akatalazémiasok (Japan) 49 52,1 43 47,9 92
Akatalazémiasok (Svajc) 5 45,4 6 54,6 11

Magyarorszagon a katalazhidnyos ndk aranya jelentésen magasabb 1,63 :1, mint
a ferfiake.

4. 3. 2. 2. A veleszuletett katalazhiany foldrajzi lokalizacioja

Az els6 kataldzhianyos egyének a Nyugat Dundntili vizsgalati teriileten
¢16 lakosok voltak.
Bar az M csaléd tagjai is ebben a régioban élnek, de a proband sziiletése helye
Erdély, a Nagyvarad melletti Pécska kozség, ahonnan a Il. vilaghaboru alatt
koltozott ide és telepedett le, mig testverei es szilei ma is Nagyvarad mellett
élnek.
A D csalad, amelynek egy tagja vitiligoban szenved, a vitiligos betegek
vizsgalatakor kerlt detektéalasra. Ez a csaldd Hajdu-Bihar megyeben él.

5. 3. 2. 3. A veleszlletett katalazhiany gyakorisaga Magyarorszagon

Vizsgéalataink soran tovabbi akatalazemiads egyéneket nem talaltunk, igy
ezen adatokbdl szamolva az akatalazémia gyakorisaga Magyarorszagon
0,05/1000.

A hypokatalazémia magyarorszagi gyakorisaga 0,18/1000.
Osszegezve, a Magyarorszagon ¢l velesziiletett katalizhiany mintegy 2 300
lakost érinthet.

5. 2. 3. 4. A veleszuletett katalazhianyos egyenek betegségei és eletkora

1989-t61 2004-ig a kovetkezd elvaltozasokat tapasztaltuk a veleszlletett
katalazhianyos egyéneknél, kivéve a diabetes el6forduldsat, amelyet kiilon
részben vizsgalunk.
Az els6 akatalazémids né 62 éves koraban exitalt (1991). A haladl oka
adenocarcinoma coli és ennek szovédményei voltak. A kiilonb6z6 tumorok
csOkkentik a vér Kkatalaz aktivitast, de ennek hozzajarulasa a katalaz
csokkenéshez joval kisebb mértékii [9].
A hypokatalazemiasok kozil 1989 éta elhaldlozott 4 szemely, akiknél a sectio a
kovetkezOket talalta:

a. hypokatalazémias nd, élt 73 évet: arteriosclerosis universialis,
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b. hypokatalazémias férfi élt 73 eévet: cerebrovascularis lesio,

c. hypokatalazémias ferfi élt 46 évet: diabetes komplikacidi,

d. hypokatalazémiés ferfi elt 77 évet: prostata carcinoma.
Mind az 6t betegnél a sectio soran az életkorukhoz viszonyitott, fokozott mértéki
arteriosclerosis volt lathato az erekben.
A hypokatalazémiasok kozil egy scizophreniaban szenved.
A Takahara tlinetre utalas egy esetben tortént, mig a tobbi személynél nem volt
megtalalhato.

Az atlagéletkor a katalazhianyos egyéneknél 45,1+19,3 év (n: 61, 6-86 ev),
ami valamivel magasabb, mint ugyanezen csaladok normokatalazémias
csaladtagjaié, amely 42,1+18,5 év (n: 66, 7-77 €v).

A veleszuletett katalazhianyos csaladok akatalazémias/hypokatalazemias
tagjai élik a szokésos magyar lakosok életét, kataldzhianyra utald jelrdl vagy a
katalazhianyrol a vizsgalat kezdetéig nem volt tudomasuk.

5. 2. 3. 5. A katalazhiany és a diabetes mellitus [5,10,32,28]

Az els6é és a masodik akatalazémids nOnél a 2-es tipusu diabetes az
anamneézisben mar szerepelt. Ez adta az inditékot, hogy ezzel a kérdéssel
részletesebben foglalkozzunk, bar az irodalomban erre vonatkozé adatot nem
talaltunk.

A magyarorszagi katalaz szlirés életkortol fiiggetleniil a régié minden felndtt
lakosara kiterjedt, igy lehetdség volt a diabetes mindkét {6 tipusanak
tanulmanyozasara veleszuletett katalazhianyban.

A diabetes gyakorisaga a veleszuletett kataldzhianyban 12,1% (8/66), az
akatalazémidban 100% (2/2), hypokatalazémiaban 9,4% (6/64).

Egy budapesti felmérés szerint a diabetes gyakorisaga Magyarorszagon 1,75%
(1049/60 000) [5, 11].

A velesziiletett katalazhianyban a 2-es tipus a dominalo (7/8: 87,5%).

A nlk ardnya ebben a tipusban 100% (7/7), mig a magyarorszagi diabetes
regiszterben ez joval kevesebb, azaz 60,5%.

A diabetes felismerése a katalazhianyosoknal atlagosan a 41,6. évben tortént, mig
ez a hazai regiszter szerint magasabb, 56,3 ¢v. Kiemelendé az a két
hypokatalazémias, akiknél mar 35, illetve 36 évesen manifesztalddott a diabetes.

A klinikai vizsgalati eredmények a velesziletett katalazhianyos csaladokban:
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Akatalazémia Hypokatalazémia Normokatalazémia

N: 2 N: 64 N: 68
Nem diabeteses 0 58 68
Diabeteses: 2 (100%) 6 (9,4%) 0 (0%)
1-es tipus 0 1 (Férfi) 0
2-es tipus 2 (N6) 5 (N6) 0
Diabetes felismerési életkora (év):
1-es tipus -- 7 --
2-es tipus 52,51 35, 36, 40, 41, 56 --
Exitalt:
1-es tipus 1
46 évesen: diabetes
komplikéacidi
2-es tipus 1 1
62 évesen tumor 73 _évesen: .
artheriosclerosis
Inzulin csOkkent: 1 csOkkent: 3

nem valtozott: 1
emelkedett: 1
C-peptid csokkent: 1 csokkent: 4
nem valtozott: 1

Az inzulin csokkent az vizsgalt 6 eset kozil 4 esetben, mig a C-peptid 5 esetben
csOokkent.

5. 3. 3. Az oroklodo katalazhiany biokémiai jellemzoi
5. 3. 3. 1. A hidrogénperoxid metabolizmus tovabbi enzimei [5,32]

A velesziiletett kataldzhiany a szervezet megnévekedett hidrogénperoxid
koncentracidjat eredményezi. A hidrogénperoxid metabolizmus két tovabbi
enzimének, a hidrogénperoxidot produkalé szuperoxid dizmutaz és a szintén
hidrogenperoxidot fogyasztd glutationperoxidaz aktivitdsa fontos lehet ezeknél
az egyéneknél.

A velesziletett katalazhianyos egyéneknél a szuperoxid dizmutdz aktivitéas
szignifikdnsan (p<0,001) emelkedett (katalazhianyos: 1683+359 U/gHb vs
normokatalazémias: 1094+276 U/gHb, n: 16).

A glutationperoxiddz, amely aktivitasanak jelentdés novekedését vartuk
volna, a hidrogénperoxid detoxifikdldsdra minddssze mintegy 10%-0s, nem
szignifikans (p>0,05) ndvekedést mutatott (katalazhianyos: 45,0+17,0 U/gHb vs
normokatalazémias 40,7+18,8 U/gHb, n:16).
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5. 3. 3. 2. A szénhidrat és lipid metabolizmus paraméterei [12,37]

A vizsgalat soran 1 akatalazémias, 27 hypokatalazémias (nem diabeteses) és 28
nemben, korban hasonl6 (match-paired) normokatalazémias csaladtag
laboratériumi paramétereit hasonlitottuk Ossze, mint ezt a kovetkez6 tablazat
mutatja.

Szénhidrat metabolizmus

Paraméter Hypokatalazémias Normokatalazémias p Referens
Glikdéz mmol/l 5,40£1,02 5,10+0,69 0,193 3,6-6,0
Fruktézamin pmol/Il 216,1+28,2 214,1+17,1 0,705 <285
Hemoglobin Aic % 5,40+1,01 5,10+0,69 0,225 4,2-6,1

A tabldzat adatai a szénhidrat metabolizmus mindharom paraméterénél a
hypokatalazémiasok esetében kedvezdtlenebb, a diabetes felé mutato értékeket
tartalmaznak, azonban a 6%-ot nem meghaladd névekedések nem szignifikansak
(p>0,193).

Lipid metabolizmus

Paraméter Hypokatalazémias Normokatalazémias p Ee f(,erens/
ivanatos

Triglicerid mmol/Il 2,35+1,28 2,24+1 .26 0,758 <1,7
Koleszterin mmol/I 5,58+0,97 4,56+0,89 0,001 <5,2
LDL-koleszterin mmol/I 3,44+0,96 2,83+0,97 0,003 <3,4
HDL-koleszterin mmol/I 1,42+0,30 1,38+0,39 0,664 >1,2
Apo Al g/l 1,76+0,10 1,51+0,38 0,003 >1,15
Apo B b/l 1,29+0,25 1,05+0,23 0,001 <1
Lp(a) mg/l 368,7+214,0 212,1+193,8 0,048 <300
LDL oxidativ 413041467 5441+1828 0,020
rezisztencia sec
Eletkor év 44,7+19,9 42,7+17,8 0,778
Katalaz MU/I 48,9+15,8 106,3+18,5 <0,001

A hypokatalazémias egyenek 6sszkoleszterin, LDL-koleszterin, Lp(a), Apo B
koncentracidi és az LDL oxidacioval szembeni stabilitdsa a nem kivant iranyban
szignifikdnsan megvaltozott. Az Apo Al koncentracio szignifikans névekedése
talan kisebb mértékli védelemre utal, mint ezt a tablazat szemlélteti.

5. 3. 3. 3. A lipid peroxidacio és a karbonil képzodés
A hidrogénperoxid tovabbi oxidacids hatasanak vizsgalatdra mertik a
plazma lipidperoxidaciot és a fehérje karbonil (csoport) koncenraciot.

A két paraméter kapcsolatat a velesziiletett katalazhiannyal a kovetkezd abrak
mutatjak.
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Az abra adatai azt mutatjdk, hogy a vér kataldz aktivitassal forditottan
aranyos a lipidperoxidacio.

A hypokatalazémidsok (n: 13) atlagos lipidperoxidacioja, amelyet Ugy
hatdroztunk meg, hogy a hozzaadott hidrogénperoxid eredményeként képzodott
malondialdehidet mértik, szignifikdnsan (p=0,0065) magasabb, mint a
normokatalazémias csaladtagoké (2,44+1,07 MDA/ gHb vs 1,38+1,07, n: 15).
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Lipidperoxidacio MDA/gHb
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A lipidperoxidacio és a vér katalaz 6sszefuiggése hypokatalazémias csaladoknal

(y =-0,218 + 3,849, r:-0,451, n: 28). A regresszids egyenes a folytonos vonal, a

lipidperoxidacids kapacitas es vér katalaz referens tartomanyanak alsé és fels6
hatarai szaggatott vonallal jeldlve.
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A karbonil csoport koncentracio és a vér katalaz 6sszefliggése
y =-0,001 + 1,192, r: -0,093, n: 66

A fehérje karbonil koncentracié a vér katalaz aktivitassal nem mutatott
Osszefliggést. A 34 hypokatalazémias és 32 normokatalazémias atlagos
karbonium koncentrécidja (1,16+0,34) mintegy 10,5%-al magasabb, mint a 32
normokatalazémiase (1,05+0,26), de ez az emelkedés nem szignifikans
(p=0,159).

5. 3. 3. 4. A katalaz protein és szoveti katalaz aktivitas [13,36]
A katalaz protein elektroforetikus mobilitasat és izoelektromos pontjat
vizsgaltuk a katalazhidnyos egyének csalddjaban, és a kovetkezd eredményeket

kaptuk.

A katalaz fehérje elektroforetikus vandorlasa és izoelektromos pontja
veleszuletett katalazhidnyban
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Egyén Katalaz MU/l Elektroforetikus vandorlas: mm  pl: pH

1. Akatalazémias 5,0 29,9 6,03

2. Akatalazémias 7,6 29,7 6,04

3. Hypokatalazémias 50,8 29,8 6,04

4. Hypokatalazémias 66,3 29,4 6,01

5. Hypokatalazémias 441 30,2 6,03

6. Hypokatalazémias 75,3 29,9 6,01
Osszes A 29,81+0,26 6,02+0,01

7. Normokatalazémias 88,3 29,8 5,98

8. Normokatalazémias 83,0 30,1 5,98

9. Normokatalazémias 133,2 29,8 6,02

10. Normokatalazémias 110,0 29,9 6,01
Osszes N 29,9+0,14 6,00+0,02

Referens (n: 10) 115,5 30,0£0,20 6,01+0,02

A tablazat adatai alapjan lathato, hogy az elektroforetikus mobilitdsban nincs
szignifikans kilonbség a kataldzhianyos vs normokatalazémiés csaladtagok
(p: 0,584) és a kontroll egyének (p: 0,394) kdzott.

Hasonl6an alakult az izoelektromos pontok k&ézotti nem szignifikans (p>0,26)
kilonbség.

A kiilonbo6zo vér katalazok elektroforetikus mobilitasa: a: normokatalazémia,
b: hypokatalazemia, c: akatalazémia, d: normokatalazémia, e:
normokatalazémia +Svajci tipusu akatalazémia (S), f: Svajci tipusu
akatalazémia.

Szdveti specifikus katalaz aktivitas (U/mg fehérje), elektroforetikus mobilitas és
pl akatalazémiaban (Akat) és kontrolloknal (Kont)
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Specifikus aktivitds  Elektroforetikus mobilitas Izoelektromos pont

Szerv U/mg mm pH

Akat Kont Akat Kont Akat Kont
M3j 65,4 431,6 30,5 29,4 5,95 6,06
Pancreas 14,8 119,3 30,1 30 5,96 5,99
Vese 37,7 289,2 29,9 29,8 5,96 5,98
Tid6 60,1 446,3 29,6 29,7 6,03 6,02
Lép 52,9 3445 29,4 29,8 6,01 5,97
Vér (U/mgHb) 42,1 839,2 29,9 30 6,03 6,01

Az egyes szOvetekben a kataldz aktivitas 12,4% (pancreas) és 15,3% (lép)
kdzott valtozott, és legalacsonyabb a vér katalaz aktivitas (5%).

5. 3. 3. 5. A katalazhiany és kronikus hemolizis [14,35]

A veleszuletett katalazhiany réven megnovekedett hidrogénperoxid
koncentracié okozhatja-e a vorosvértestek kronikus hemolizisét? Ennek a
kérdésnek a megvalaszolasara vizsgaltuk a hemolizis vér és szérum
paramétereit ket akatalazémias, 8 hypokatalazémias egyénnél.

Hemolizis markerek kataldzhianyban

Hemolizis marker Akatalazémia+hypokatalazemia  Referens p
Vér katalaz MU/I 41,6£20,5 113,3£16,5 <0,001
Vorosvertestszam T/I 4,52+0,30 4,55+0,37 NS
Vér hemoglobin g/l 132+16,2 1454125 <0,001
Vér glutationperoxidaz U/l 141,9+16,2 139,8+26,6 NS
Szerum katalaz kU/I 25,8+11,9 50,5+18,1 <0,001
Szérum hemoglobin mg/I 38,7+15,9 59,8+20,4 <0,001
Szérum haptoglobin g/l 1,09+0,42 1,12+0,46 NS
Szérum LDH U/I 181+39 180+30 NS
LDH1/LDH2 0,43+0,08 0,57+0,17

NS: nem szignifikans p>0,05
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Hemolizis markerek akatalazémiaban

Hemolizis marker

Vér katalaz MU/I
VOrosvértestszam T/I
Vér hemoglobin g/l

Vér glutationperoxidaz U/l

Szérum katalaz kU/I

Szérum hemoglobin mg/I

Szérum haptoglobin g/l
Szérum LDH U/I
LDH1/LDH2

Akatalazémiasok

506s7,6
4,34 és 4,92
125 és 153
121 és 135
15,0 é5 18,8
17,06s47,0
1,61 és 1,37
200 és 249
0,40 és 0,43

Referens
113,3+16,5
4,55+0,37

145+12,5
139,8+26,6
50,5+18,1
59,8+20,4
1,12+0,46

180+30

0,57+0,17

A hemolizis vér és szérum paraméterei a hemoglobin (vér €s szérum)
kivetelével nem mutattak szignifikans eltérését a katalazhianyos egyéneknél.

5. 3. 3. 6. A katalazhiany és a homocisztein-, vorosvértest metabolizmus

[15,33]

Irodalmi adatok mutatjak, hogy a magas homocisztein koncentracié a
jelentds mennyiségli hidrogénperoxid generalasaval oxidativ stresszt okozhat,
aminek hatasa a katalazhianyos egyéneknél még fokozottabb. Ezért vizsgaltuk a
illetve ennek

katalazhianyos egyéneknél

ndvekedesének lehetséges hatasait.

A homocisztein, a vorosvértest metabolizmus és a hemolizis markarei

a homocisztein koncentraciot,

velesziiletett katalazhianyos csaladoknal, kiilon értékelve férfiaknal €s ndknél

Hypokatalazemiasok (12)

Katalaz MU/I

B1, pg/ml

Fdlsav ng/ml
Homocisztein mol/
Vér hemoglobin g/l
MCV Fli

Szérum LDH U/I

LDH 1/2

Szérum haptoglobin g/l
Eletkor év

Férfiak

61,2+12,4
336+108
5,44+2 81
9,72+3,61
140,3+11,0
98,6+3,4
319,5+36,8
0,485+0,074
1,32+0,54
49,2+21,9

121

115,8+17,4
30776
7,56+1,97
7,36%2,10
153,6+11,6
90,0+7,5
310,5+39,5

Normokatalazémiasok (17)

0,491+0,089

1,15+0,43
47,0+11,6

p
<0,001
0,401
0,036
0,038
0,03
0,001
0,552
0,853
0,228
0,643



Nok

Hypokatalazémiasok (18) Normokatalazémiasok (12) p
Katalaz MU/I 52,0+12,4 100,7+8,8 <0,001
B12 pg/ml 373180 342+75 0,513
Folsav ng/mi 5,01+1,93 6,61+1,91 0,031
Homocisztein mol/ 9,06+3,10 6,84+2,50 0,049
Vér hemoglobin g/l 128,4+10,7 139,6+9,2 0,010
MCV FI 95,9+3,9 90,1+2,5 0,001
Szérum LDH U/I 295,2+65,8 288,0+48,3 0,751
LDH 1/2 0,558+0,156 0,513+0,127 0,426
Szérum haptoglobin g/l 1,30+0,42 1,22+0,18 0,543
Eletkor év 42,9125 47,6£13,2 0,338

Szignifikans eltérésket kaptunk a folsav, homocisztein, vér hemoglobin és MCV
(vorosvértest Mean Cell Volume) értékeknél mindkét nem esetén.

A férfiak 1lletve a nok esetén hasonldoak voltak az eltérések, de az
abszolatértékek (hypo és normokatalazémiasok) kismértékben kilonboztek. Ez
is indokolta, hogy a nemek szerinti megoszlasban torténjen a vizsgalati
eredmények értékelése.

5. 3. 3. 7. A katalazhiany és a HLA-DRB allél tipusok [16,34]

A Human Major Histocompability Complex (MHC) molekulainak
feladata az antigén felismerés. A Human Leukocyte Antigen (HLA) gének a 6-
0s kromoszéma rovid karjan talalhatok. A HLA-DRB régi6 tartalmazza a DRA
és DRB struktar génjeit.

A HLA-DRB allélok ismerete fontos a transzplantacioknal és a fogékonysagi
allélok (autoimmun, bizonyos tumorok, diabetes) patomechanizmusanak
felderitésében.

Az 1997-ben ujnak szamito gyari AMPLICOR Kit teszttel vizsgaltuk a
HLA-DRB allélok megoszlasat 16 hypokatalazémias (vér katalaz 51,5+17,8
MU/I) és 24 normokatalazémias (108,6+13,6 MU/I) egyennel.

A vizsgalatokkal arra a kérdésre kerestik a valaszt, hogy a velesziletett
katalazhianyos egyenek rendelkeznek-e tovabbi fogekonyséagi allélokkal.
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I VI X1 XVI1 XXI
HLA-DRB allél csoport

A HLA-DRB allélok gyakorisaga kontrolloknal (fekete oszlop) és
hypokatalazémiasoknal (fehér oszlop)
A *-al jelolt alléloknal a két csoport kozotti kiillonbségek elemzését a kovetkezd
tablazat mutatja.

Allél csoport Allél gyakorisag p Lehetseéges DRB allélok
Hypokatalazémia Kontroll
DRB1: 1101, 1103, 1104, 1106
0 0 ' y d d
1l 18,7% 37,5% >0,8 1108-113
VII 0% 12,5% >0,2 DRB1: 1301, 1302, 1308
DRB1: 0301, 0403, 0404, 0406-0408
0 0 1 1 1 1
Xl 6.2% 208% 203 0413, 0416, 0419
Xl 0% 29,2% >0,3 DRBL1: 0701
XIX 6,2% 37,5% >0,5 DRB4: 0101-0103

A kisszdmu mintat tartalmaz6 vizsgalat statisztikai analizise nem mutatott
szignifikans (p>0,2) eltérést az allél megoszlasban a hypokatalazémiasok és a
kontrollok kozott.

A vizsgalatok egy esetben, a DRB0701 allélnal utalnak egy konkreét allélra, mig
a tobbi esetben az allélek egy csoportjat adjak meg.

5. 3. 4. Az oroklodo katalazhiany genetikai jellemzoi

5. 3. 4. 1. A molekuléris genetikai vizsgalati stratégia [17-21,38,40,39,41]
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A veleszuletett kataldzhiany magyarorszagi detektalasa, klinikai es
Klinikai kémiai jellemzése utdn megkezdtem a katalazhianyért felelGs
mutacio(k) kereséset.

Ehhez a munkéahoz felhasznaltam a Stanfordi Egyetem Patoldgiai Intézetében
(Laboratory of Exoperimental Oncology, Department of Pathology, School of
Medicine, Stanford University, Stanford, CA, USA) Fulbright Kkutatoi
Osztondijaskent elsajatitott, az 1992-ben ujnak mindsiilé molekularis genetikai
vizsgalatokat, amelyeket itthon bevezettem.

Ezek a kovetkezok: genomidlis DNS extrahalas anioncserés eljarassal, nem
radioaktiv. DNS detektalds [17], az akatalazémia vizsgalatahoz sziikséges
katalaz proba készitése [18], és a polimeraz lancreakcio termékeinek U]
modszerekkel (repeat-, RFLP-, SSCP-, heteroduplex analizis) torténé mutacio
szlirési/kimutatasi moédszerei [19].

A magyarorszagi katalazhianyos csaladok akatalazémias,
hypokatalazémias és normokatalazémids csaladtagjaitol a vér fehérvérsejtjeibol
anioncserés eljarassal DNS-t extrahaltunk.

A gDNS-bdl PCR reakcidval az egyes exonokat amplifikaltuk (5°:165 bp, 3’:
676 bp, 13 exon, exon-intron régiok: 5-50 bp) és ezeket SSCP- heteroduplex
mutdcio szlirési analizissel vizsgaltuk a lehetséges polimorfizmusok
felderitésére.

Ha a mutdcio szlrési eljaras(ok) polimorfizmust mutattak, akkor a mutécio
kideritésére nukleotid szekvencia analizis keszult.

Ha a nukleotid szekvencia analizis mutaciét mutatott, akkor vizsgaltuk, hogy ez
a mutacio megtalalhato-e az 0Osszes katalazhianyos csaladtagnal és nem
mutathat6 ki a normokatalazémiéas csaladtagoknal.

Ezek ismeretében és irodalmi adatok alapjan a mutécié altal okozott aminosav
valtozas hatasat vizsgaltuk a katalaz fehérje szerkezetere, illetve az enzim
aktivitasara.

A mutaciot akkor fogadtuk el a katalazhianyért felelds mutacionak, ha az
elébbi feltételek mind teljesiiltek, és a genotipus-fenotipus kapcsolat plauzibilis
magyarazatat tudtuk adni [20, 21].

5. 3. 4. 2. A Japan és a Magyar akatalazémia molekularis genetikai
0sszehasonlitésa [22, 23,42,43]

A mutacio szlrési stratégiat eldszor az ismert Japan A és B tipus mutdcidinak
Kimutatasara alkalmaztam a magyarorszagi katalazhianyos egyéneknél.
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A katalaz gén 4. exonjanak PCR-SSCP (fent) és PCR-heteroduplex (lent)
analizise a Japan A és B tipusu akatalazémia mutaciéjanak kimutatasara
Magyarorszagi akatalazémiaban. Normokatalazémiéas kontroll: a, b, f, h, I, g,
akatalazémiasok: c, d, hypokatalazémias: e, k: molekulatémeg marker (fent) ,
heteroduplex kontroll (lent).

Exon 4 a
1 4
G AG G TAATAG AGTAT TTTG CACTLCA

140 150 . 1

——————

A Japan A tipusu akatalazémiara jellemz6 G — A szubsztitucié (4. intron 5.
pozicid) nem talalhatd meg a Magyarorszagi akatalazemias egyennél
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del Exon 4

A Japan B tipusu akatalazémiara jellemz6 T delécio (4. exon 10. pozicid) nem
talalhatdo meg a Magyarorszagi akatalazémias egyennel.
Reverez primerrel készilt szekvencia analizis

A PCR-SSCP, PCR-RFLP, PCR-heteroduplex és a nukleotid szekvencia
analizis azt mutatta, hogy sem a Japan A tipus mutacidja (G5A splicing mutacio
a 4. intronban) sem a Japan B tipus mutacidja (Tdell0, a 4. exonban) nem
mutathatok ki a Magyarorszagi akatalazemias csaladokban.

5. 3. 4. 3. Benignus katalaz polimorfizmusok Magyarorszagon [24-26,44-46]

A velesziiletett katalazhianyért felelés mutaciok vizsgdlata soran a
kovetkezd polimorfizmusokat taldltuk, amelyek nem jarnak kataldz aktivitas
csokkenessel.

A katalaz gén 5’ veégének analizise Hinfl RFLP maodszerrel a régidé nagyfokd
polimorfizmusat mutatta. A 9 kiilonboz6 DNS fragmentbdl 8 mintazat alakult ki,
de ezek koziil egyik sem volt jellemz6 a hypo- vagy akatalazémiara [24], mint ezt

az alabbi adatok mutatjak.
Fragment 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2,1 kb
1,5 kb
1,2 kb
1,1 kb
0,9 kb
0,8 kb
0,6 kb
0,5 kb
0,4 kb .

Normokatalazémiasok: 1, 2, 4-9, akatalazémias: 3.

A vizsgalatok soran a kovetkezd kataldz polimorfizmusokat detektaltuk. A
kovér betlivel jelzett polimorfizmusokrol eldszér mi szamoltunk be.

126



5’ regio: A-21T, C-20A, C-18T, T4C, T44C, T49C, exon 1: C12T, C27A,
intron 1: G60A, G61T, intron 2: G7A, T11A, intron 12: G31T.

A polimorfizmusok benignus jellegét szemlélteti a kovetkezd tablazat, amely az
egyes allélok gyakorisagat mutatja akatalazémiaban, hypokatalazémiaban és
normokatalazémiaban.

A kataldz gén vizsgalt régidja a kovetkezd gén szakaszokat tartalmazta: 5°: 165
bp, 1. exon: 63 bp, 1. intron: 20 bp.

5’ régid 1. exon
Pozicio -21 -20 -18 4 44 49 12 27
Mutans/vad T/A  AIC TIC C/T CIT CIT T/IC AIC
Akatalazémia 40 04 2/2 04 3/1 31 0/4 212

Hypokatalazémia 36/2 3/35 18/20 3/35 3/35 15/23 3/35 13/25
Normokatalazémia 11/9 1/19 8/12 1/19 5/15 6/14 2/18  3/17

A tablazat adatai azt mutatjak, hogy az egyes allélok valtozd gyakorisaggal
fordulnak el6 mindharom csoportban.

Harom olyan mutacio van (-21, -20, 4 nukleotid pozicio), amelyben az
akatalazémias mutacio 100%-os (-21) vagy 0%-os (-20, 4) gyakorisdgu, amelyek
koziil az els6 érdemel részletesebb magyarazatot.

A -21-es pozicidban az akatalazémiasoknal csak a mutans T talalhato, a
hypokatalazémiasoknal ennek gyakorisaga mintegy 95%, azonban a
normokatalazémiasoknal is t6bb, mint 50%. Ezek alapjan arra kdvetkeztethetiink,
hogy ebben a nukleotid poziciéban Magyarorszagon a vad tipusnal van T és a
mutansnal az A nukleotid.

Az ismert kataldz enzim mutacidkat egy Review-ban foglaltam dssze [27].

5. 3. 4. 4. A Magyarorszagi akatalazémia genetikai tipusai

A Magyarorszdgon detektalt akatalazémia genetikailag kiilonbozo
mutaciok eredménye, mint a mas orszagokban detektdlt ~mutaciok
kovetkezmeényekent kialakult katalazhiany.

Vizsgalataink tovabb erésitették az akatalazémia genetikai heterogenitasat, és a
kiilonb6zd mutacidkat az abe nagy kezdd betiiivel jeloltem.
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5.3.4.4. 1. A Magyarorszagi akatalazémia A tipusa [27,28,47,48]

A mutécid szlirési eljarasok koziil a heteroduplex analizis az akatalazémias
csalad tagjai 2. exonjanak vizsgalatakor kildnésen szépen detektalhatd
heteroduplex képzddést mutatott [28]. A heteroduplex képzddés a csalad Gsszes
hypokatalazémids tagjanal megfigyelhetd volt, mig a normokatalazémiasok koziil
egyiknél sem.

4 @ @
N I Ny T |
@
350 —»
300 —»
250 N = N 0 S -

1 2 3 4 35 6 7 8 9 10 11 12 13

Az akatalazémias csalad pedigréje (fent) és a PCR-heteroduplex mutacié sztirési
eljaras (lent)

A kovetkezd, nagyitott abran szépen lathatok az egyes DNS savok. Az
ilyen szépen demonstralt heteroduplex képzddés irodalmi ritkasag.
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PCR-heteroduplex analizis heterozigdta egyénnél. A vad-vad homoduplex (A,
268 bp), a mutans-mutans homoduplex (B, 270 bp), a vad(s)-mutans
heteroduplex 1
(C, 273 bp), és a vad(as)-mutans heteroduplex 2 (D, 305 bp)

ATTCTCTCTCGQTCAAAATG ATTCTCTCTCTCGGTCAAAATG
TAAGAGAGAGCCAGTTTTAC TAAGAGAGAGAGC CAGTTTTAC
LeuArgGluArg AspPheHis L l1uﬁrgGlur;AinheHIn
| Ht\‘\ll SHIFT | ‘
r|1 [ a o .| b
| 1 I I l
A ” ﬂ ) i ” | ﬂ |
/ (inll | \\ f

Katalaz gen 2. exonjanak nukleotid szekvencia analizise reverz primerrel
a: normokatalazémias (4 GA ismétlddés), b: akatalazemias (4+1=5 GA
ismétlodés).

A nukleotid szekvencia analizis azt mutatta, hogy a 2. exon 138-as
nukleotid helyén egy GA beépiilés detektalhatdo, amely a GA ismétlédések
szamat 4-r61 5-re ndvelte meg.

Ez a GA beépilés egy frameshift-et (vazeltolodas) eredményezett, ami
megvaltoztatta az aminosav sorrendet a 69. aminosavtol a 133. aminosavig.

Az inszercid azt is eredmenyezte, hogy a 399-401 nukleotid helyeken
generalodott egy TGA stop kodon, amelynek eredménye a 133 aminosavbél allo
trunkalt protein. Ez a trunkalt protein nem tudja ellatni az 527 aminosavbol allo
katalaz alegység enzimatikus funkciojat.

Mn}f}@ ;\ @
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A katalaz alegység aminosav sorrendje. A vilagossal jel6lt aminosavak helyesen
kodoltak (1-68), a sotéttel jelzett aminosavak megvéltoztak (69-133), és a 133. az
utolsé aminosav a trunkalt alegységben.
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A PCR-heteroduplex mutacio sziirés a kataldz gén 2. exonjdban a GA
beéplilés révén olyan hatékony, hogy ennek az egyszeri modszernek az
alkalmazésaval tovabbi 3 hypokatalazémias csaladban sikerllt azonositani a
szindromat okoz6 mutaciét [29].
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Magyarorszagi hypokatalazémids csalad pedigréje és a mutaciot felderité PCR-
heteroduplex analizis. A: homozigota duplexek, B és C heteroduplexek.

Ez a mutacié kimutathatd volt az akatalazémias csalad két akatalazémiéas
tagjanal (4,5 MU/I és 7,6 MUI/I) és ezen csalad 6 hypokatalazemias, valamint
tovabbi harom hypokatalazémias 23 tagjanal (49,2+19,5 MU/I, 45,8%). Ezen
csaladok 26 normokatalazémias tagjanal (107,6+£19,5 MU/I, 100%) ez a mutacid
nem volt megtalalhato.

5.3.4.4.2. A Magyarorszagi akatalazémia B tipusa [29,49]

A 2. exon vizsgalatakor a PCR-heteroduplex analizis polimorfizmust
mutatott az egyik hypokatalazémias csaladnal.

Ez a mutdcié 1 hypokatalazémiads csalad 3 hypokatalazémias tagjanal
(68,1+5,9 MU/I, 52,2%) volt kimutathatd. A 4 normokatalazémias csaladtagnal
(130,448,7 /IMU/I, 100%) a mutacio nem volt megtalalhato.
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Hypokatalazémias csalad pedigréje (fent) és a PCR-heteroduplex analizis (lent),
A: homoduplex, B: heteroduplex, a nyil a probandot mutatja
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Normokatalazémias csaladtag katalaz gén 2. exonjanak nukleotid szekvencija.
A =-al jel6lt G nuklotidnal lesz a beeplilés
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Hypokatalazémias csaladtag katalaz gen 2. exonjanak nukleotid szekvenciaja.
A G nuklotidnal kovetkezett be a mutacio, a C nukleotid beékelddése révén a
szekvencia ettdl a ponttol nehezen olvashato

Ez a mutacio vazeltolodast eredményez a 49. aminosavtol az 57. aminosavig.

A mutacio tovabbi eredménye, hogy a 171-173 nukleotid poziciokban egy TGA
terminacios kodon generalodik és ennek eredményeként az 527 aminosavbol allé
katalaz alegység helyett egy 57 aminosavbol 4116 trunkalt protein képzddik.
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A katalaz alegyseg aminosav sorrendje.
A vilagossal jel6lt 1-48 aminosav valtozatlan, a sotéttel jel6lt 49-t61 56-ig a
frameshift miatt megvaltozott és 57. aminosavnal be is fejez0dott az atiras

5. 3. 4. 4. 3. A Magyarorszagi akatalazémia C tipusa [30,50]

A PCR-SSCP mutacio sziirési eljaras polimorfizmust mutatott két csalad

hypokatalazémias tagjainal.
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Magyarorszagi C tipusu két hypokatalazémias csalad: csaladfa (fent), PCR-
SSCP analizis (k6zepen), katalaz fehérje Western blot analizise (alul)

A nukleotid szekvencia analizis azt mutatta, hogy a 7. intron 5. pozicidjaban a G
(vad) nukleotid mellett T (mutans) nukleotid is talalhato.
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7. exon — l -

|

7. intron
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|

7. intron
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i A
. | |
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||

mutans

Normo-(fent) és hypokatalazémias (lent) egyének nukleotid szekvenciaja.
A 7. intron 5. pozicidjaban a hypokatalazémiasnal G (vad) és T (mutans)

ATCTCACCAAGGTGA(] CAGTAAAGCAACT AT

1'

i

nukleotidok talalhatok

Az exon-intron hatar kozelében 1évé mutaciorol feltételezhetd, hogy splicing
(kivagasi) tipusu mutacio. Ezt Western blot analizissel igazoltuk, amelyik a
hypokatalazémiasoknal detektalt enzim aktivitds csokkenésen tilmenden a

katalaz fehérje csokkenest isigazolta.

Ennek a mutdcionak a hatasat az aminosav szekvenciaban mutatja a kovetkezd
abra, amelyen a 1-299 aminosavak valtozatlanok, mig a 300.-tol frameshift révén

trunkalt alegység képzddik.
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A C tipusu katalaz gén mutacio hatasa az alegység aminosav szekvenciajara. A
valtozatlan aminosavak vilagossal jel6lve, a mutécio révén valtozottak sotéttel.

Az aminosav valtozas ¢érinti az alegységek kozotti kotddést, a hem
kdrnyezetében talalhatd essencialis (Tyr360, His361, Tyr357, Arg353), és a 6
(hidrofob) csatorna kialakitasaban résztvevd fontos (Glu460, Phe461, His465,
Lys467, Asn500) aminosavakat.

A mutacio lehetseges hatasa az alegysegek kdzotti kapcsolodasokra. Sotettel
jel6lve a mutacio révén megvaltozott aminosavakat
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Glu H60 1{5(
Phe S8iidog S——-
188 —

197

Az 16 csatorna kdzelében 1évo fontos aminosavak, amelyek a mutacié révén
valtozhattak, ezeket kiemeléssel jeleztem, kbzépen a hem is kiemelve.

PHE 1¥
VAL 115
ILE 164 & A PHE 153
VAL 7 A HIS 74
ARG 71 L]
N B PHE 152
vaL 72 " = ASN 147

PHE 63

Az aktiv centrum kozelében 1évo fontos aminosavak koziil kiemelve azok,
amelyek a mutécio révén valtozhattak

Ezt a mutaciot 2 hypokatalazémias csalad 7 hypokatalazémias (58,5+11,5

MU/I, 60,6%) tagjandl mutattuk ki. A két csalad normokatalazémias tagjainal
nem valtozott a katalaz aktivitas (96,9+4,1 MU/I, 100%).
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5.3.4.4. 4. A Magyarorszagi akatalazémia D tipusa [31,51]

A PCR-SSCP mutacié sziirési eljaras a 9. exon vizsgalatakor
polimorfizmust mutatott egy hypokatalazémids csalad 4 hypokatalazémias
tagjanal.

A magyarorszagi hypokatalazémias csalad pedigréje (fent) és a 9. exon PCR-
SSCP analizise (lent).
A vad tipusnal csak 1 DNS sav, mig a heterozigéta mutansnal (hypokatalazémia)
két DNS sav lathatd

A nukleotid szekvencia analizis a 9. exon 5. helyén G (vad) és T (mutans)
nukleotidokat azonositott.
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vad l 9. exon < — §. intron

A A A A A €] a ¢c a 6 ¢ Cl c ' c] c

mutans

=77

nukleotid is lathato

Ez a missense mutacid a 353(354) Arginint Ciszteinné véaltoztatta

. HIS 74

S " ASN 147
L]
- o - L]
" p ule, L]
t F

TYR 357

Arginin 353

A mutans arginin (kiemelve) pozicidja a hem a hem esszencialis aminosavjai
kozott
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Ezt a mutécidét egy hypokatalazémids csaldd 4 hypokatalazémiés tagjanal
(55,6+16,9 MU/I, 53,7%) detektaltuk, mig a 6 normokatalazémias (103,6+23,5
MU/I, 100%) nem volt kimutathato.

5.3.4.4.5. A Magyarorszagi akatalazémia E tipusa

A Debreceni Egyetem  Orvos- Egészségtudomanyi  Centrum,

Borgyogyaszati  Klinikdjaval torténd kollaboracio  keretében a Kelet-
Magyarorszagi Régié vitiligos betegeinek vizsgalatai kozé a ver katalaz aktivitas
mérést is beiktattuk, mivel erre vonatkozoan kevés és ellentmondésos adat
talalhat6 az irodalomban.
A Vér kataldz referens atlaganak felénél kisebb katalaz aktivitasok esetén a
vitiligos egyéneknél gDNS extrakcié tortént. Ezeket a mintékat felhasznalva
vizsgaltuk, hogy a csokkent katalaz aktivitdst magyarazhatja-e a kataldz gén
ismert mutacioja.

A 9. exon (Magyarorszagi D tipus) vizsgalatkor a PCR-heteroduplex és
PCR-SSCP mutaci6 szilirési eljardsok a D tipustol eltéré polimorfizmust mutattak
egy vitiligos betegnél. Ezutan a vizsgéalatba bevontuk a kisszamu, €16
csaladtagokat.

e ) b b e

E tipust hypokatalazémias csalad pedigréje (fent) és PCR-SSCP analizise:
heteroduplexek (kdzépen alsé sor) és homoduplexek (legalso sor)

=77

(mutans) nukleotidokat mutatott. Ez a nukleotid csere a kovetkezd aminosav
cserét indukalta: az Arginin 365(364) véaltozott Ciszteinné.
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| vad

50

Magyarorszagi E tipusu katalazhianyban a nukleotid szekvencia: vad tipus (fent),
a nyillal jelzett poziciéban C, mutans (lent) ahol a C (vad) mellett a T (mutans) is
detektalhato
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Glu 329

Leu3M

Arginin 72
Arginin 112

4

Az Arg 365 szerepe: kotddése a hem propionjahoz

Ezt a mutacidt egy hypokatalazémias csaldd 2 hypokatalazémiéas

tagjanal (66,9+7,1 MU/I, 61,6%) detektaltuk. A kisszamu €16 tagu csalad két
normokatalazémias (108,5 +2,6 MUY/I) tagjanal a mutacié nem volt kimutathato.
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6. A VIZSGALATI EREDMENYEK
ERTEKELESE

6. 1. ASZERUM KATALAZ

6. 1. 1. A H,O, féllépesépotencial valtozasa szérum matrix esetén [1,6]

A szérum tartalmd mintak polarogréfiaja sordn az tapasztalhato, hogy az
oxigén ¢s a hidrogénperoxid 1épcsé féllépcsdpotencialja negativ irdnyba
eltoladik.

A féllépcsbpotencial eltolodas a szérum fehérje koncentracidjanak novelésével
0,9 V-t6l egy hatérertékig (-1,05 V) tart. Vizsgalataink alapjan feltételeztik, hogy
a higanycsepp fellletén egy fehérjeréteg alakul ki, amelyen a hidrogénperoxid
athaladas tobbletenergiat igényel, ami a féllépcsOpotencial eltolédasban jelenik
meg.

Ez az eltolédas sem a polarogram alakjat, sem annak kiértékelhetdségét nem
befolydsolja, de a programozhatd6 miiszernél ennek figyelembevételével kell a
programozast elvégezni.

6. 1. 2. A szérum Kkatalaz valtozasa tovabbi betegségekben

A kandidatusi értekezésben tébb megbetegedésben észlelt szérum katalaz
aktivitas novekedésrdl szamoltam be. Ebben a fejezetben a kandidatusi értekezés
utani vizsgalataimat értékelem.

6. 1. 2. 1. Szérum katalaz aktivitas ndvekedés hemolitikus folyamatokban
[2,3,89]

Erésen emelkedett szérum kataldz aktivitast tapasztaltunk a vérzéses
anemia ¢és extravascularis hemolizis egyittes eldfordulasakor.

Baleset utdn a nagymérvi vérzés révén a szovetkozi dllomanyba kertilt a vér. Itt a
vorosvértestek hemolizise utan a beldlik felszabaduld katalaz enzim a
kerigésbe/szerumba ker(lt, majd onnan eliminalodott.

A szérum kataldz maximalis értéke a referens atlag 5,46-szoros volt. A baleset
uténi 8. napon is patoldgias tartomanyban volt a szérum katalaz [2].
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A legmagasabb (55-sz6ros) szérum kataldz értéket egy hemoliticus
uremias syndromaban szenvedd ndbetegnél talaltuk, akinél még a felvétel utani
kilencedik napon is 7,7-szeres emelkedés volt tapasztalhatd. A hemolizis
markerei kozil a haptoglobin, hematin, methemalbumin, LDH és a szérum
hemoglobin jol korellaltak a katalaz emelkedéssel. A vese milkodés markerei
kozil a szérum karbamid és kreatinin koncentraciok is még a 16.napon is
emelkedettek voltak.

A katalaz eliminacids vizsgalat eredménye azt mutatta, hogy az igen nagyfoku
szérum katalaz emelkedésért mintegy 394 ml vér (7,2 %) lehet a felelds [3].

6.1.2.2. A szérum katalaz aktivitas valtozasa maj betegségekben [4,7]

Majbetegségekben a szérum Kkataldz atlagértékéhez viszonyitva
legnagyobb atlagos aktivitas emelkedést toxikus hepatitisben és heveny
majsorvadasban, kisebb aktivitds ndvekedést heveny alkoholos hepatitisben és
zsirméjban detektaltunk. M4j cirrhosisban és virus hepatitisben gyakorlatilag nem
valtozott a szérum katalaz aktivitas.

Ezen két utdbbinal érdemes megjegyezni, hogy a mitokondrialis
lokalizaciéja  GPT cirrhosisban csak kismérvli, mig virus hepatitisben
nagymértékii (45,2-szeres) emelkedést mutatott. A szérum kataldz és virus
hepatitis vonatkozasaban az irodalom nem egységes, mivel emelkedett, csokkent
és véaltozatlan aktivitasokrol is beszamoltak.

A szérum katalaz aktivitasok majbetegségekben korrelaltak (r: 0,820)
mitokondridlis lokalizacidju glutaméat dehidrogendz szérumban mérhetd
aktivitasaval.

A kataldz a méajban a mikropartikulumokban (peroxiszoma, mitokondrium)
lokalizalddik.

Ezek alapjan a szérum katalaz a méajbetegségekben azon formaiban emelkedik
meg, amelyek a mikropartikulumok karosodasat eredményezik.

A majbetegségekben a maj a forrdsa a szérum katalaz aktivitds ndvekedésnek,
mint ezt a majeredetii enzimekkel torténd korrelacio tamasztott ala.

Epebetegségekben a kismérvli (1,24-1,51-szeres) szeérum Kkataldz aktivitas
novekedés a betegséghez tarsuld6 maj vagy pancreas (cholecystitis)
elvaltozasoknak tulajdonithato.

A legnagyobb mérvli szérum Kataldz aktivitas novekedést (30,2-szeres) egy
baleset kdvetkeztében kialakult majruptaraban tapasztaltuk, ahol a m4j rupturaja
soran annak enzimei nagy koncentricioban, kozvetlenul jelentek meg a
szérumban.
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6. 1. 2. 3. ROC analizis acute pancreatitisben [9,11]

Mint korabban kimutattuk [5-8] a szérum katalaz aktivitas jelentésen
emelkedik acute pancreatitisben.

Az acute pancreatitis ROC analizise [9] szemléletesen igazolta azt a
kordbbi megfigyelést, hogy a katalaz és a lipaz diagnosztikai hasznalhatésaga
egyértelmilen jobb, mint az a-amilazé. A kdzel hasonld gorbe alatti integralok
(katalaz 0,933, lipdz 0,988) ellenére a nagy enzim aktivitasoknal a katalaz az
elénydsebb, mig a kisebb mérvii emelkedéseknél a szérum lipdznak jobb a
Klinikai diagnosztikai alkalmazhatdsaga.

6. 1. 2. 4. A szérum katalaz patologias gyakorisaga [10,10]

A 3 112 szérum katalaz vizsgalati eredmény azt mutatta, hogy a patologias
gyakorisdg a GOT enzimnél volt a legmagasabb (25,6 %), ezutan kovetkezett a
katalaz (12,6 %), és a legkisebb a GPT esetén volt (10,5 %). Az Gjonnan detektalt
csoportok az agénia es a vérzések.

A hosszan tartd agonia sok szervet érint, amelyekbdl kijutdé kataldz, valamint
annak csokkent eliminacioja révén az enzim a szérumban megszaporodik.

A vérzések (gyomor, trauma, miitét) mindig kismérvii hemolizissel jarnak, és a
szOvetek kozotti allomanyban vagy a gyomorban szétesett vordsveértestekbol
felszabadulo kataldz a keringésbe jut, mint ezt két korabbi példa is bemutatta [2,
3]. Ez a kisér6 jelenseg noveli a lokalis antioxidans kapacitast, aminek talan az
acute pancreatitisnel, acute myocardialis infarctusnal lehet jelentdsége.

Ezen megfigyeléseink megerdsitik Lef és mtsainak az endotel sejtekre és a
szérum katalazra tett észrevételeit, amit 1992-ben [11] kdzoltek.

6. 1. 3. A szérum katalaz merés diagnosztikai hatékonysaganak novelése

A szérum katalaz aktivitds ndvekedés nem specifikusan jellemzé egy
megbetegedésre, hanem tobb olyan megbetegedés is ismert, amelyekhez szérum
katalaz aktivitas novekedés tarsul.

Ennek a jelensegnek a bemutatasara dolgoztam ki a diagnosztikai haloban
torténd abrazolast. Az abran bemutathato6 szinte tetszéleges szamu megbetegedes,
az egyes megbetegedésekben mert aktivitdsok és ezek viszonya a referens
tartomanyhoz/atlaghoz.

Ezutan vizsgaltam az enzimoldgiaban hasznalatos azon eljarasokat, amelyek a
diagnosztikai specificitas novelésere hasznalatosak.
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6. 1. 3. 1. Szubsztrat, pH, hoémérséklet fiiggés [12,13,12,13]

A szérumban hemolitikus-, méj-, sziv-, pancreas megbetegedésben és a
megfelelé szervekben (vorosvértest, maj, sziv, pancreas) talalhat6 katalazokat
hasonlitottam 0ssze azzal a céllal, hogy a szérum katalaz novekedésrol
megallapithassam, hogy melyik szerv kdrosodasanak eredményeként jelent meg a
szérumban.

A maximalis reakcidsebesség, a Ky, értékek a patoldgias szérumokban nem
mutatottak dsszefiiggést a neki megfeleld szervbdl szarmazo katalazzal [12], bar
a szérum ¢€s szervi katalazok két csoportja elkiilonithetd volt.

Hasonl6 eredményeket kaptunk, amikor a fenti csoportok kataldz aktivitasainak
pH és hémérséklet (T optimalis, aktivalasi energia, Tso) fliggését vizsgaltuk [13].
A jelenség magyarazata a kataldz izoformak detektalasaval valik lehetové, ami a
kovetkezd fejezetekben torténik.

6. 1. 3. 2. A szérum katalaz izoenzimei/izoformai [14,15,14,15]

A szérum katalaz izoenzimeir6l/izoformairél nem voltak irodalmi adatok,
ezért eloszor egy modszert dolgoztam Ki erre a célra és ezzel folytattam ezen
irdnyu vizsgalataimat.

A vizsgélati eredmények referens és a kiilonb6z6 megbetegedésekben mért
patoldgias aktivitdsi szérumok esetén is csak egy, azonos mobilitast katalaz
sqvot mutattak, ami alapjan arra kovetkeztettem, hogy a kataldz enzimnek a
szérumban nincs sem izoenzime, sem izoformja. A kiilonb6z6 szervekben 1évo
katalazok szintén egyetlen, azonos mobilitdsu savot produkaltak az
elektroforetikus elvalasztas sordn. Ennek a savnak a mobilitasa azonban
kilonbdzott a szérumetol.

Ha azonban szérum katalazhoz vordsveértest hemolizatumot adtunk, akkor a
keverék csak egy, a szérumnak megfelel6 katalaz savot eredményez.

A két kiilonb6zé mobilitdsu csoport (szérum katalaz vs szervhomogenizatum
katalaza) a matrix valtoztatasaval egymasba alakithatdnak mindsiilt, mégpedig
reverzibilis moédon.

Ezek alapjan a ket katalaz, a szerum és szervben 1év6, egymasnak olyan
izoformai, amelyeknél a molekula alakjanak a megvaltozasa idézi el6 a
toltés/tomeg alakvaltozasat. Ezek az izoformok reverzibilisen egymasba
alakithatok, a katalazt tartalmazd kbozeg matrixanak valtoztatasaval, ami  az
enzim konformaciojat valtoztatja meg.

Ez magyardzhatja a két csoport kissé eltéré viselkedeset a szubsztrat, pH es
hémérséklet hatasara. Ezen utdbbinak a magyarazatat korabbi (1985, 1987)
munkankban [12,13] ezen fenti Ujabb (1991) eredmények hianyaban, még
valamilyen enzim-lipid-membran asszociacionak tulajdonitottuk.

A konformacios izoformak detektalasa a szérumban 1991-ben uttoérd jellegli
kezdeményezés volt.
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A kataldz izoformdk detektdldsanak azonban nem volt diagnosztikai jelentdsége,
igy tovabbi vizsgalddasok/alkalmazasok nem kovették.

6. 1. 3. 3. A szérum katalaz differencial diagnosztikai algoritmusa [16,16]

Ha a szérum katalaz aktivitds meghatarozas eredménye rendelkezésre all és
ez emelkedést mutatott, akkor azt szerettiik volna tudni, hogy a patolégias érték
milyen elvéltozasnak, betegségnek, patologiads folyamatnak lehet a
kdvetkezménye. Ehhez egy olyan algoritmust dolgoztam ki, amely a szérum
katalazon kivil szinte rutin laboratériumi vizsgalatok eredményeit hasznalja fel.

Az algoritmus nagyszdmu Kkatalaz és mas laboratériumi vizsgalati
eredmény felhasznélasaval készilt 1985-ben az akkor korszeriinek mondhatd
tesztekkel és ezek referens tartomanyaival, valamint egyes megbetegedésekbren
mért patologiés atlag értekeivel.

Az algoritmust 1984. januarja és 1985. juniusa kozott alkalmaztuk a

Stimegi Véarosi Korhaz Belgydgyaszati Osztalyara felvett betegeknel, akiknél a
szérum katalaz 150 kU/I felett volt (326 beteg).
Az algoritmus 150-210 kU/I katalaz aktivitasok kozott 116 esetben (36%) nem
tudott eredményt adni, mivel az elsédleges differencidldo paraméterek nem
mutattak koros értékeket, mig kozepesen emelkedett (210-450 kU/I) katalaz
aktivitasoknal ez mindossze 4,2%-ban fordult el6. A megfelelé valasza csoport
190 taggal (53%) volt a legnagyobb, és nem elfogadhat6 20 esetben (6%) volt.

Az 1985-ben uttord jellegiinek induld algoritmus készitések egy hosszabb
ideig stagnaltak, majd napjainkban Gjraélednek két teriileten is.

Napjainkban a nagy kapicitasu szamitogépek, ¢€s a visszakeresd
programok, példaul a vektor tér modell, segitségével a vizsgalat sokkal
hatékonnyab lenne.

A szamitogepes laboratoriumi informacidés rendszerek autovalidacios
programjaiban szintén hasonlo elven mikodo algoritmusok segitik a
laboratoriumi szakemberek munkajat.

A bizonyitékon alapul6 orvoslas (Evidence Based Laboratory Medicine) is ilyen
algoritmusokat igényel, és hasznél fel a gydgyitas érveinek objektiv elfogadtatasa
celjabol.

6. 1. 4. A szérum Kkatalaz szervi eredetének vizsgalata

6. 1. 4. 1. A szérum katalaz szervi eredetének vizsgalata kontroll egyéneknél
[16-18,16,4,18]
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A szoros 6sszefuiggés (p<0,001, r: 0,995) a szérum katalaz és a vorosvértestekbol
szarmazd szérum hemoglobin kozott utal a szérum katalaz egy részének a
vorosvertest eredetére.

A regresszios egyenes tengelymetszete (20,4 kU/l) azt mutatja, hogy
hemolizis teljes hianydban (amikor a szérumban 0 g/l a vordsvértestekbol
szarmazd hemoglobin koncentracioja) is van a szérumban katalaz enzim, amely
tehat nem a vorosvértestekbdl szarmazik.

Ha ezt a referens szérum kataldz atlagara (50,5 kU/I) vonatkoztatjuk, akkor az
mondhatd, hogy kontroll egyéneknél a szérum katalaz 59,6%-a ((50,5-20,4)/50,5)
szarmazik a vorosvértestekbol, mig a 40,4% mas forrasokbol.

A mas szervekbdl szarmazo6 kataldzra utal az atlagos katalaz aktivitds és a
hemoglobin koncentracidk eltérd aranya is, amely vér esetén 686, mig szérumnal
enn¢l magasabb, azaz 856. Tovabbi megerdsitésekre példa majbetegségek,
amelyekben majeredeti enzimekkel [4] hasonld katalaz kinetika tapasztalhatd
vagy sziveredetii keringési elégtelenségben a hasonld lokalizacioju
glutamat-dehidrogenazzal észlet szoros korrelacié [18].

6.1.4.2. A szérum katalaz eredete patoldgias folyamatokban
6. 1. 4. 2. 1. Fokozott erythropoesis [17,18,4,18]

A vér hemoglobin kapcsolata a szérum katalazzal, valamint a szérum

hemoglobinnal fokozott erythropoesis soran szintén szoros a korrelaciot mutat:
r: 9861, p<0,01, r: 9892, p<0,01.
A fokozott erythropoesis miatt poliglobulidban (n: 405), de nagyobb mértékben
polycythemia veraban (n: 19) a sok a vorosvertest és ezek a fokozott szamu
Utkdzései sordn a sejtek sériilnek. Ezeknek a sejteknek a stabilitasa is kisebb,
mint a normal vorosvértesteké, és a sériléskor tartalmuk kdzvetlenil a plazmaba
jut. Ezek magyardzzak a szérumban a hemoglobin és a katalaz névekedést a
poliglobuliaban és polycythemia veraban.

A szerum hemoglobin és szérum kataldz arényanak abrazolasakor az
Osszefliggés két kiilonbozé meredekségii (y=0,647 x + 20,3 és y=1,791 x —75,28)
szakasszal irhatd le, amelyek katalaz és hemoglobin kiilonb6z6 eliminacios
sebességének tulajdonithatd. Az in vitro hemolizisnél nincs eliminacio és itt a
hemoglobin koncentracio névekedesével nem valtozik az iranytangens, az
egyenes folytatasa a kezdeti egyenesnek.

6. 1. 4. 2. 2. Tranziens folyamatok [17-21,4,18,20,17,19]

A hemolitikus folyamatokban, acute pancreatitisben, acute myocardialis
infarctusban, majbetegségekben, sziveredetli keringési elégtelenségben
alkalmaztuk a katalaz release-eliminaciés modellt, és a becsléssel kapott
eredményekbdl a kovetkez6 konkluzidk vonhatok le.
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Hemolitikus megbetegedésekben a becsiilt atlagos vordsveértest vesztés egy
vérvétellel azonos nagysagrendili, amelynek hidnya a szervezetet nem kiilondsen
terheli meg. Természetesen a vorosvértestekbdl kiszabaduld hemoglobin €s mas
0sszetevok ekozben kozvetleniil a keringésbe keriilve mas szervekre (vese) karos
hatassal lehetnek.

Acute pancreatitisben a szérumba keriilt katalaz tobbszérése a pancreas
katalaz tartalméanak, igy ez nem lehet a forrés. A parhuzamosan valtozo hemolizis
paraméterek, az elfogadhatd vér ekvivalens és a pancreatitis szovettani
necroticus/nemorrhagias képe alapjan éllithatd, hogy acute pancreatitisben a
szérum katalaz forrdsa a pancreas nedvek altal destrukciot szenvedett
vorosvértestek.

Ebben az 0j felismerés az, hogy a betegség mindkét formaja hemolizissel jar,
csak ennek mértéke kiilonbozo és a kataldz aktivitas csak indirekt jel, mivel a
hemolizis mértéket detektalja.

Mai ismereteink alapjan a megbetegedés patomechanizmusdban a
szabadgyokok révén hidrogénperoxid is keletkezik lokalisan, amely a Fenton
reakcid révén tovabbi szovetkarosoddsokért lehet felelds. A hidrogénperoxid
csokkentésére a kis katalaz tartalmi pancreas szOvet nem keépes, ebben
segitségere lehet a lokalisan a vorosvértestekbol felszabaduld katalaz.

Sziveredetii keringési elégtelenségben sem a sziv, hanem a m4j lehet a
felelOs a szérum katalaz novekedéséért.

Az acute myocardialis infarctus is tovabbi peldakent szolgalhat. Itt sem a sziv,
hanem mas szervek, szovetek karosodasa révén né meg a szérum katalaz
aktivitas.

Az acute myocardialis karosodas egyik lehetséges patomechanizmusa [25] a
hidrogénperoxid szerepének bemutatasaval. 1

Cus* mp Cu+ mp Cut

Ebben a folyamatban a hidrogéenperoxid koncentracié csokkentés a tovabbi
karosodasok/komplikaciok redukéldsanak lehet a modja azaltal, hogy nem
engedi a nagyon toxikus hidroxil gyok képzodését.
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6. 1. 4. 2. 3. A szérum kataldz eredetére vonatkoz6 eredményeim
osszefoglalasa

A vizsgéalati eredményeim a klinikai enzimologia eddig nem nagyon vizsgalt
tertiletein hoztak Gjabb eredményeket.

Kontrolloknal a szérum kataldz mintegy 60%-a a vorosvértekbol, mig a
tobbi része mas szervekbdl szdrmazik. Patologias esetekben a célszerv
karosodéasa vagy a kisérdjelenség (példaul hemolizis) felelds a szérum katalaz
novekedeséert.

Eredményeim alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy egyes patologias
folyamatokban (acute pancreatitis, sziveredetli keringési elégtelenség, acute
myocardialis infarctus) a mért klinikai laboratoriumi eredmények nem mindig a
célszerv karosodasarol, hanem a kisér6 folyamatokrol adnak informéciot,
példaul acute pancreatitisben a kisérd hemolizisrdl, sziveredetli keringési
elégtelenségben a majrol.

Ezen vizsgalatok azonban arr6l nem tajékoztatnak, hogy példaul
hemolizis esetén a vordsvertestek adott szazaléka hemolizalodik vagy a sejtek
tartalmanak adott szazaléka jut a keringésbe. Hasonléan nem ismert ez a
jelenseg majpangasban sem.

6. 1. 5. Spektrofotometrias katalaz meghatarozasi mddszer kidolgozésa
[26,22]

Az eldnyds szempontok ellenére a kataldz meghatarozasi modszeriinket 4t
kellett alakitani spektrofotometrias eljarassa.

Ezt indokoltdk a spektrofotometridas modszerek majdnem kizardlagos
alkalmazédsa a klinikai kémiai laboratoriumokban, automatizalhatosaga e€s
gyorsasaga, valamint a polarografia majdnem teljes Kiszoruldsa a
laboratoriumokbol, valamint a polarografia fejlodésének megtorpandsa.
Napjainkban az elektrokémiai eljardsok szinte csak az ion és vérgaz
meghatarozasok (Clark fele oxigén elektrdd) teriiletén hasznalatosak.

A meghatarozas pontossadga (within run és day to day) alacsony, referens és
emelkedett szérum aktivitasok aranya kisebb, mint 5,44%.

A szérum katalaz aktivitas lineéris tartomanya 2-101 kU/I kdzotti.

A meghatarozast nem befolyasoltak a kovetkezd szérum komponensek az alabbi
koncentraciokig: foszfat (szérum+puffer) 100 mg/l, bilirubin 191 mg/I, lipid

31,2 g/l, hemoglobin 568 mg/I.
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A spektrofotmetrias és a korabbi polarografias modszer 6sszehasonlitasa a
referens és az emelkedett katalaz aktivitdsoknal j6 egyezést mutatott (r <0,9314,
m<1,021, b<0,648).

A szérum katalaz aktivitds harom nap soran szobahdmérsékleten 64,7%-
kal, mig +4°C-on 10,5%-kal csokkent. A legkisebb aktivitas csokkenés a —20°C-
on torténd tarolaskor volt tapasztalhatd, ami 30 napi tarolds esetén minddssze
3,5% volt.

Kereskedelmi katalaz kalibrator hidnyaban a szubsztrat hidrogénperoxid

koncentraciojanak  gyakori ellenérzése titrimetrids (permanganometria)
maodszerrel ajanlott.
A napi katalaz mérések mindségi kontrollalasat keverék szérum napi mérésével
és az eredmények Levy-Jennings kontroll Kartydn torténé abrazolasaval
vegeztem. A keverék szérum katalaz aktivitasa kis térfogatban, lefagyasztva
nem valtozik.

A spektrofotometrids katalaz meghatarozasi mddszer kdnnyen
kivitelezhetd, akdr mint sorozat mérés, egyszeri a kivitelezése, nem koltséges,

Uj miiszert nem igényel, mivel minden fotométerhez adaptalhato.

Ezek az elonyok tették lehetévé, hogy a velesziiletett kataldz hidny elso
magyarorszagi kimutatasahoz a nagyszamu (t6bb 18 000) vér katalaz aktivitas
meghatarozast elvégezhessik és akatalazémias csaladokat talaljunk.

1991-ben a szérum kataldz meghatarozasi eljarast [26] a Web of Science 2005.
decemberi adatai alapjan 87-szer idézték a nemzetkdzi szakirodalomban,
amelybd6l 79 a fliggetlen idézet.

Az eljarast tobb kutatd folyamatosan hasznélja, amit mutat, hogy 7-szer egy
szerz®, 5-szOr Ot szerzO, 4-szer hat szerzd, 3-szor tizenhét szerzd, 2-szer
negyvenharom szerzo idézte.

Az idéz6 szerzok a vilag tobb t4jan taldlhatok: Torokorszaghol 25-szor,
Estonidbdl 7-szer, USA-bol 6-szor, Csehorszaghol, Olaszorszaghol 6-szor,
Angliabol 5-szor, Németorszaghdl, Kinabdl 4-szer, Lengyelorszagbhol 3-szor,
Japanbol és Jugoszlaviabdl 2-szer tortént a hivatkozas.

A hivakozo szerzok kozil 58-an egyetemi intézetekben dolgoznak, ami arra utal,
hogy foként a kutatasban alkalmazzak és kevessé a rutin diagnosztikai
munkaban.

A klinikai kémiai modszer alkalmazasi teriilete elsGsorban a medicina és a
mikrobioldgia, de sikerrel alkalmazzak a névények vizsgalatai soran is.

Az idézetek évi megoszlasa nagyobb gyakorisagot mutat napjainkban, mint a
korabbi években: 2005: 9, 2004: 12, 2003: 9, 2002: 8, 2001: 8, 2000: 6, 1999: 9,
1998: 5, 1997: 3, 1996: 6, 1995: 3, 1994: 0, 1993: 0, 1992: 3.
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A leggyakrabban hasznélt katalaz meghatarozasi eljarasok lathatok a
kovetkez6 tablazatban a (Web of Science Cited Refrence Indexe alapjan, amely
2005. december 30-an készilt) mutatva mddszerem jo helyezését.

Szerzo(k) Hivatkozads  Folyoirat neve A kozlés éve Irodalom
Beers S, Sizer IW 2425 J Biol Chem 1952 27
Bergmeyer HU 244 Anal Biochem 1955 28
Johansson LH 95 Anal Biochem 1988 29
Géth L 87 Clin Chim Acta 1991 26
Perschke H, Broda E 78 Nature 1961 30
Gagnon M 65 Anal Chem 1959 31
Rigo A, Rotilio G 44 Anal Biochem 1977 32
Bach A, Zubkova S 28 Biochem Z 1921 33
Cohen G 19 J Neurosci Meths 1996 34
Yasmineh WG et al. 13 Clin Biochem 1992 35
Slaughter MR 12 Clin Biochem 2000 36

Kereskedelmi forgalomban a SIGMA gyartmanyu katalaz aktivitas mérési
teszt volt, de ennek gyartasat tobb éve beszintették, majd Ujra forgalmazzak.
Legujabban az OxisResearch készitett és forgalmaz kutatasi célra katalaz Kitet.
Ezekrdl még nem all rendelkezésre értékelhetd tapasztalat.

A Kkatalaz aktivitas mérések altalanos problémai/nehézségei a szubsztrat
labilis volta, folyadék formaja, amely korroziv és robbanékony. Az egyszeri
detektalas az UV tartomanyban problémas, amikor katalaz tartalmd bioldgiai
mintat, peldaul szérumot, szévet homogenizatumot vizsgalnak és nem tisztitott
katalaz készitményt. A kozvetett mddszerek bonyolultak és koltsegesek.

6. 1. 6. A szérum katalaz referens tartomanya [26,22]

A szérum Kkatalaz diagnosztikai szerepének értékeléséhez sziikséges a
viszonyitasi alap, a referencia tartomany ismerete. A korabbi polarografias
eljarassal tobb alkalommal hataroztunk meg referens tartomanyt, de ezek nem
tiikkrozték az életkor és a nemek vélhetd hatasat.

A spektrofotometrias eljarassal ezen célbol mértik 742 egyén szérum
katalaz aktivitasat. Kiilon vizsgaltuk a nékét és a férfiakét és mindkét esetben az
életkor fliggvényében. A spektrofotometrias eljarasnal a szérum hemoglobin
mérés segitségevel kizartuk a kismértékben hemolizalt mintakat.

A nok szérum katalaz aktivitasa alacsonyabb (p<0,001), mint a férfiake és
mindkét csoportban a szérum katalaz az eletkorral emelkedik. Ez az emelkedés a
ndéknél nagyobb mértékli (katalaz=0,359x¢letkor), mint a férfiaknal
(katalaz=0,171x életkor).
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A ndk alacsonyabb szérum kataldza a vérzés miatti alacsonyabb hemoglobin
koncentracidjaval magyardzhato, mivel a szérum katalaz bizonyos mértékben

tlkrozi a vér katalazt, amely a vorosveértest szammal korrelal.
A n6knél a vérvesztés megsziinése utan csokken az anemia €és emiatt jobban emelkedhet a
szérum katalaz, mint a férfiaknal.

A férfi+nd csoportra talalt atlagos szérum kataldz aktivitas (50,5 kU/I)
alacsonyabb, mint a kordbban talalt 55 kU/I [37], 57 kU/I [38], 56,7 kU/I [39] és
59,9 kU/I [40]. Ennek magyarazata az lehet, hogy a referens csoport definialasa
a spektrofotometrias eljarasnal tobb szempont alapjan tortént, mig az el6zd
vizsgalatoknal bevélogatddhattak olyan egyének is, akiknél valamilyen okbdl
kismérvli szérum katalaz aktivitds novekedés alakult ki. A spektrofotometrias
eljarasnal a szérum hemoglobin mérés segitségével kizartuk a kismértékben
hemolizalt mintakat is, ami szintén hozzajarult az alacsonyabb atlagérték
kialakulasahoz.

Az altalunk meghatarozott referens atlag (50,5+18,1 kU/l, n: 742)
magasabb, mint a mas reakcié korilményeket e€s mindossze 42 egyeén
eredményét felhasznalé Lamourex [41], aki 1,5+0,6 U/ml aktivitasrol szamolt
be.

Maodszeriink és Korolyuk és mtsai [42] mddszerének 6sszehasonlitasa 81 minta
esetén gyenge korrelaciét (r: 0,8397) és magasabb éatlag értékeket (sajat:
51,67+36,79 vs 2,27+1,06) mutatott. A kilonbséget a két mddszer kozott az
magyardzhatja, hogy a Korolyuk féle meghatdrozds nem az optimalis
paramétereket alkalmazta az enzimatikus reakcional.

6. 1. 7. A szérum katalaz aktivitas mérés jelentosége

A human szérum katalaz napjainkban rutin klinikai laboratoriumi alkalmazast
nem nyert, de kozlemények jelennek meg alkalmazésarol folyamatosan. A
megjelent kozlemények szama a Web of Science kimutatasa alapjan: 1981-
1990: 5 kozlemény, 1991-2000: 14 kozlemeny, 2001-2005 szeptemberig 8
kdzlemeny.

A szérum Kkataldz aktivitasa és igy a szérum hidrogénperoxidbonto
képességének jelentésége a hidrogénperoxid elleni védekezésben limitalt, mivel
a szubsztratja nagyon diffuzibilis és a vér vorosvértestjei tobb nagysagrenddel
nagyobb koncentracidban tartalmazzak, bar ennek ellentétét is feltételezik [39].
Lokélisan a vorosvértestek hemolizise révén megnovekedett katalaz
koncentracid, ami jol detektalhatd acute myocardialis infarctusban és acute
pancreatitisben, fontos tényezé lehet a hidrogénperoxidbol képzodd reaktiv
gyokok (Fenton reakcid) szamanak csokkentésében.
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2004-ben Manabe és Okada [45] az acute pancreatitisrol irt Szerkeszt6i
osszefoglaloban a Journal of Gastroenterology hasabjain hivatkoznak az
American Journal of Diggestive Diseases-ben (1975), a Clinical Chemistry-ben
(1982) és a Clinica Chimica Acta-ban (1989) az acute pancreatitisben a szérum
katalaz diagnosztikai jelentdségeérdl k6zolt munkainkra [20, 43, 44].

Fukui és mtsai [46], akik egy Japanban Kkifejlesztett szérum katalaz
meghatarozasi modszert [47] alkalmaztak, amivel acute pancreatitisben
vizsgaltak a szérum katalaz diagnosztikai jelentoséget. Vizsgalati eredményeik
szinte teljes mértékben megerdsitették a mi korabbi eredményeinket [20, 43,
44].

A szerkesztoségi Osszefoglalo [45] és a fenti kbzlemény [46] egylttes
konkllzidja az a javaslat, hogy a Japan Egészségugyi Minisztérium (Japanese
Ministry of Health and Welfare) az acute pancreatitis sulyossaganak
megitéléseéhez, a korabban (1990) javasolt kritériumai kozé Gjként a szérum
katalaz aktivitast is sorolja be.

Az 1991-ben k6zolt szérum katalaz meghatarozasi eljarast [9] a Web of
Science 2005. decemberi adatai alapjan 85-szor idézték a nemzetkozi
szakirodalomban, amelybdl 78 a vilag kiilonb6zé orszagdbol szarmazo
fuggetlen idézet. Ezek az idézetek a Modszerek fejezetben hivatkoznak az
eljarasra, ami azt mutatja, hogy ezt alkalmazzak. Az idézetek napjainkban talan
gyakoribbak, mint korabbi években. Tobb alkalmazdval alltam kapcsolatban,
amikor a bevezetes technikai problémait segitettem megoldani.
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6.2. VOROSVERTEST KATALAZ

6. 2. 1. A vérsejtek katalaz tartalma

A vorosvertest és vér katalaz, bar nem azonos fogalmak, de gyakran
azonos értelemben hasznalja 6ket az irodalom.

Az egyes vér alkotdk katalaz aktivitasa (U) fizioldgias térfogati viszonyok esetén
is jelentésen valtozd: a vorosvértesteké 251 177 kU/I [1], a plazmaé 47,9 kU/I
[2], a fehérvérsejteké es a trombocitaké kevesebb, mint 100 kU/I [3, 4].

A Vvér katalaz 99,93%-a vorosvertestekben, 0,001%-a a fehérvérsejtekben,
0,001%-a a tromboocitakban, és 0,067%-a a plazméban talalhato.

Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a vér katalaz t6bb, mint 99%-a a
vorosvertestekbdl szarmazik, tehat mindkét elnevezés (vér, vordsvértest)
hasznalhato.

A félkvantitativ flow cytometrias vizsgalati eredmények is azt mutattak,
hogy a vérsejtek katalaz tartalma a kovetkez6 sorrendben csokken:

vorosvértest>polimorf nuclearis sejt>monocita>lymphocita, trombocita.
A flow cytometrias vizsgalat még azt is mutatja a katalaz lokalizacidjat, ami a
vorosvértestek, lymphocitak, trombocitak esetén els6dlegesen a Vvérsejtekben,
mig a monocitak és a polimorf nuklearis sejteknél ezek felszinén is detektalhato
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6. 2. 2. A vér kataldz meghatarozasi mddszere [1,2,5,25,22,29]

A vér Kkatalaz meghatarozdshoz a szérum Kkatalaz mérésre kidolgozott
hidrogénperoxid mérési eljarasunkat [2] alkalmaztuk, amelyet a vér magas
kataldz aktivitasa miatt modositottam [5]. A nagy katalaz koncentracio és a nagy
specifikus aktivitas miatt a katalaz aktivitast M (10°) U per liter (vér)-ben adjuk
meg.

A meghatarozas sorozaton belili pontossdga elfogadhatd, mint ezt a
kovetkezO variacios koefficiens értékek mutatjak: sorozaton belili CV=3,1%
(67,0+1,43 MUI/I, n: 21), mig a sorozatok (napok) kozotti pontossaga CV=5,1%
(80,3+2,49 MUI/I, n: 22).

Kereskedelmi katalaz kalibrator hidnyaban a szubsztrat hidrogénperoxid
koncentraciojanak  gyakori  ellenfrzése titrimetrids  (permanganometria)
maodszerrel ajanlott.

A napi katalaz mérések mindségi kontrollalasat keverék hemolizatum napi
mérésevel és az eredmeények Levy-Jennings kontroll kartyan torténd
abrazolasaval vegeztem.

A moddszer alapja, kivitelezhetésége és jellemezhetdsége azonos a Szérum
katalazeval.

6. 2. 3. A vér katalaz referens tartomanya [1,25]

A vér kataldz referens tartomanyanak meghatarozasahoz 880 n6 és 876
férfi vizsgalati eredményeit hasznaltuk fel, akiknek a kivalogatasa az eredmények
fejezetben leirt szempontok alapjan tortént.

A referens tartomany megadasa nemek és korcsoportok alapjan tortént a
megadva a vér katalaz és a ver kataldz/vér hemoglobin értékeket.

A noék atlagos vér katalaza szignifikansan (p<0,001) alacsonyabb, mint a férfiake
(107,7+£14,4 MU/l vs 117,9+16,9 MU/I), mig a kataldz és hemoglobin ardny nem
valtozott (p>0,1) azaz 0,841+0,119 és 0,841+0,107.

A referens egyének vér katalaz aktivitasa (m ferfiak:-0,084 nék:-0,016),
katalaz/hemoglobin aranya (férfiak:0,00029, n6k:-0,00010) igen kis mértékben,
de kilonbozoként valtozik férfiaknal és n6knél az életkor fiiggvényében.

A nok alacsonyabb vér katalaz aktivitasa a periodikus vérvesztésiik miatti
alacsonyabb vorosvértestszammal magyardzhatd, amit az is indokol, hogy a
katalaz/hemoglobin aranyuk kozel azonos volt a férfiakéval. Ez magyarazhatja
azt 1s, hogy a ndk vér katalaza kisebb mértékben csokken, f6ként a menopausa
utan.

Az altalunk talalt referens tartomanyok (82,3-148,6 MU/I, n: 1756) Kissé
magasabbak, mint Guemouri altal (73,6-125,9 MU/I, n: 1836) kozolt referens
tartomany [6].
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Nagyobb az eltérés és foként a tartomany alsé hataraban, amikor Aebi [7] altal
kordbban (1974) kozolt tartomannyal tortént az 6sszehasonlitds. Ennek részleges
magyarazata lehet az altalunk hasznalt magasabb szubsztrat koncentrécio, és az
Aebi altal hasznalt egység konverzidja MU/I-é.

A mi eredményeinket szinte teljes mértékben megerdsitette Mitrea és Cojocaru
1999-ben [8], mint ezt a kdvetkezo tablazat mutatja:

Vér katalaz aktivitas (MU/I)  Vitai és Goth [1]  Mitrea és Cojocaru [8]

Férfi+No 113,3+16,5 115,3+14,5
N6k 107,9+14,5 108,7+12,4
Férfiak 117,9+16,9 118,9+16,6

A vér kataldz referens tartomanyanak elemzesét elvégezve [9] az Ujabb
statisztikai, szamitogépes eljarasokkal (Kolgomorov-Smirnov teszt SPSS
szamitogépes analizissel, percentiles analizis, 90%-0s konfidencia limit
meghatarozas, alcsoportok vizsgalata, IFCC ajanlas) a kovetkez6 eredményeket
szolgéltatta.

A Vér katalaz aktivitas a csoport atlagok alapjan szamolva mindkét nemnél nem
szignifikans (p>0,258) csokkenest (m ertéke férfiaknal: -0,088, néknél: -0,024)
mutatott az életkorral. Ez a csokkenés a ferfiaknal szorosabb korreléaciot (r:-
0,897) eredményezett, mint a n6knél (r: -0,481).

A férfiak és nok ver katalaza Gaussi eloszlast mutat és kilon referencia
tartomany megadasat igényli. A férfiak+nok esetén nem Gaussi az eloszlas.

A kovetkez6 tablazat tartalmazza az egyes csoportok referencia tartomanyait a
2,5%-, 50,0%-, 97,5%-0s percentilisek és az IFCC ajanlasa (x£1,96 SD) alapjan.
A veér katalaz referens

tartomanya
MU/I Also hatar  Kozépérték  Felsé hatar
FERFIAK
Percentilis 85,3 119,3 151,5
x+1,96SD 84,9 117,9 150,8
90% konfidencia 84,4 135,9
Korabbi [1] 81,9 117,9 153,9
NOK
Percentilis 78,5 107,5 134,7
x+1,96SD 79,5 107,7 135,9
90% konfidencia 77,0 135,8
Korabbi [1] 78,9 107,7 136,5
FERFIAK+NOK
Percentilis 814 113,5 145,1
Korabbi [1] 82,3 113,5 148,6
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Ezek az ujonnan meghatarozott referens értékek kozel azonosak voltak az el6z6
kdzleményben [1] bemutatottal. A kismérvii eltérést magyardzhatja a referencia
tartomany meghatarozasara hasznalt Uj IFCC ajanlas, amely az eredmények 95%-
at hasznélja fel a referens tartomany Kkijel6lésére. Gaussi eloszlas esetén ez
x+1,96SD-t jelent, mig a korabban az x+2,0SD képletet ajanlotta az IFCC.

6. 2. 4. A ver katalaz aktivitas kiilonb6z6 megbetegedésekben

Egy 3 éves vizsgalati program keretében 28 252 beteg vér kataldzat
hataroztuk meg (Laboratorium, Varosi Kérhaz, Simeg) és kerestik azokat a
megbetegedéseket, folyamatokat, amely csokkent vér katalaz aktivitassal jarnak.
Ezeket a vizsgalatokat tovabb folytatva a Debreceni Egyetem, Orvos- €s
Egészségtudomanyi Centrum, Klinikai Kémiai Intézete, ma Klinikai Biokémiai
és Molekularis Patoldgiai Intézet, valamint a Klinikai Kémiai Analitikai Tanszék
kozremikodésével.

A vér kataldz aktivitasanak csokkenését kiilonb6zé megbetegedésekben az
altalam szerkesztett diagnosztikai halo szemlélteti.
A vér katalaz csokkenést a kovetkezd megbetegedésekben tudtuk kimutatni.

6. 2. 4. 1. Anemiak [10,26]

2 884 anemias beteg mutatott szignifikansan (p<0,005) csokkent vér

katalaz (83,7+16,4 MU/I) aktivitast. Ez a katalaz aktivitds korreldlt a vér
hemoglobin koncentracioval (Yyerkataizz=0,683Xvsrhemoglobin + 18,16, 1:0,6954).
Az anemiak egyes eseteiben kialakul6 katalaz hiany elérheti akar az 50%-ot vagy
még ennél alacsonnyabbat is, és ezek az allapotok hosszabb ideig is eltarthatnak.
Jelen ismereteink szerint a vér katalaz nemcsak a vordsvértestekben képz6dé
extra hidrogénperoxid eliminéloja, hanem a mas helyeken keletkez6ké is. A
hosszantartd anemianak tulajdonithatd kataldz hiany példaul a szabadgyokok
elleni védekez6 mechanizmus ezen lancszemének jelentds gyengulesét is
eredmenyezheti és ekkor a szabadgyokok ki tudjdk fejteni patologias
aktivitasukat

6. 2. 4. 2. Tumorok [10,26]

130 kiilonboz6 tumorban (hematologiai: 30, gastrointestinalis: 29, tiid6:
17, urogenitalis: 14, emésztGszervi: 14, emldé: 13 és vegyes:13) és annak
kiilonb6z6 fazisaiban (IUCC szerint T: 2,6, N: 2,3, M: 2,1) szenvedd beteg vér
katalaz aktivitdsait vizsgaltuk. Az atlagos vér kataldz aktivitas szignifikans
(p<0,001) csokkenést mutatott (80,8+21,5 MU/I). A betegek 49,2%-nak a
referens tartomany also hatara alatt volt a ver katalaz aktivitasa.
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Annak eldontésére, hogy ez a vér katalaz aktivitas csokkenés a tumoros betegek
anemiajanak (tumoros: 112,5+18,9 g/l, kontroll: 133,4+11,6 g/l), a tumornak
vagy mindkettének tulajdonithatd, vizsgaltuk a vér hemoglobin és vér katalaz
osszefliggest kontrolloknal és tumoros betegeknél.

A két egyenes irdnytangensének kildénbsége (0,682 és 0,573) azt mutatja, hogy
az anémian talmenden a tumoros folyamat is felelés a csokkent katalaz
aktivitasaert.

A korabbi fejezetben az irodalmi adatok a katalaz aktivitas csokkenést a maj
esetében egyértelmiien a katalaz szintézis csokkenésenek tulajdonitottak. A ver
katalaz csokkenés a tumor révén csokkent kataldz szintézisnek és tumorban
kialakul6 anemianak tulajdonithato.

Tumorok esetén mérhetd vér katalaz aktivitasokrdl eltéroek az adatok az
irodalomban.

Hasonl6 eredményekrdl Saito és mtsai [11] szamoltak be, mig ett6l eltéréeket
tapasztalt Bewick csoportja [12]. Az eltérések magyardzata lehet, hogy mi az
anemia hatasat kulon elemeztik és vettik figyelembe, illetve tobbfajta tumor
vizsgalatabol vontuk le kdvetkeztetésiinket.

6. 2. 4. 3. Atherosclerosis [10,26]

A Vér Kkatalaz aktivitas valtozasat els6ként vizsgaltuk nagyszamu (1670)
atherosclerosisos betegnél. A vizsgalati eredmények szignifikansan (p<0,001)
csOkkent (104,8+£18,2 MU/I) veér katalazt mutattak. A referens tartomany alatti
vér katalaz a betegek 4,9 %-aban volt kimutathato.

A ver katalaz aktivitas csokkenés nem korrelalt a betegseég klinikai stlyossagaval.
A betegek és a kontrollok vér hemoglobinja nem mutatott szignifikans (p>0,78)
eltérést.

6. 2. 4. 4. Schizophrenia [10,26]

Schizophreniaban is els6ként vizsgaltuk a vér katalaz aktivitasat és
kaptunk szignifikans (p<0,001) csdkkeneést (105,6£20,5 MU/I, n: 275), és kozel
10%-ban volt a katalaz aktivitas a patologidsan alacsony tartomanyban.

A scizophrenia kilonbdz6 tipusai  (paranoid, reactive, residual) nem
eredmenyeztek killdnbséget a ver katalaz aktivitasban.

A betegek és a kontrollok vér hemoglobinja nem mutatott szignifikans (p>0,89)
eltéreést.

6. 2. 4. 5. Diabetes mellitus [13-15,28,27,46]

A diabetes mellitus 3 formajaban (1-es tipus, 2-es tipus €és gestacios)
vizsgaltuk a vér kataldz aktivitdst. A diabetes mindharom formajaban
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szignifikansan (p<0,001) csokkent (93,6+22,2 MU/I, 95,8+17,1 MU/I, n: 92 és
73,6£19,4 MU/, n: 60) vér katalaz aktivitasokat talaltunk .

A terheseknél [8] a hasonlé korti nem terhes n6khéz viszonyitva csokkent
ver katalaz aktivités detektalhaté (109,2+13,3 MU/I, n: 235 vs 89,1+ 18,4 MU/I,
n: 169, p<0,05). A gestacios diabeteses nék vér Kkatalaza még a nem
diabeteseknel, terhesekénél is alacsonyabb (73,6+19,4 MU/I, n: 60, p<0,05) volt.
Ezen utobbi kataldz csokkenés nem tulajdonithatd a terhességi anemianak, mivel
a vér hemoglobin a terheseknél (120,4+10,2 ¢/l, n: 169), és a gestacios
diabeteseseknél (118,1+10,5 n: 60) nem mutatott szignifikans (p>0,2) valtozast.

A terhesség 2. trimesterében a vér Kkatalaz szignifikansan (p<0,05)

alacsonyabb (62,1+18,3 MU/I) mint a 3. trimesterben (80,4+15,3 MU/I). A
hemoglobin A, viszont a 2. trimesterben volt magasabb (5,7+0,6%), mint a 3.-
ban (5,1+0,8%).
A csokkent ver katalaz aktivitas terhessegi diabetesben nem novelte a terhességi
komplikaciok (gestacios idd, sziiletési suly, Ceasarian sectio, respiratory distress
syndroma, nagy szuletési suly, p>0,05 minden esetben) kockazatat. Az anyak
kdzal 53 minden komplikacio nelkul viselte a terhességet. Az a 7 terhes, aki
késébb sziilt, mint a kézlemény elfogadasra kerilt, szintén komplikacid nélkili
volt.

Az ismert kataldz gén mutaciok [15] sem gestacios, sem 1-es, 2-es tipusu

diabetes mellitusban nem voltak kimutathatdak. Ezért a genetikai ok hianyaban
ugy Véljik, hogy a csokkent kataldz szintézisnek tulajdonithaté a vér katalaz
csokkeneése [16].
A terhességben kialakulo diabetes csokkentheti a katalaz szintézist, a diabetes
felismerése és a terapia a szénhidrat metabolizmus rendezése révén mérsekli a
katalaz szintézis csokkenését. Ez terhességi diabetesben egy uj felismerés,
azonban a mechanizmus, amely ezért a valtozasért felelds, nem ismert.

6. 2. 4. 6. Vitiligo

A vitiligo, amelynek patomechanizmusaban a lehetséges okozok kozott a
szabadgyOokok is szerepelnek, a ver Kkataldz vizsgalata szintén szignifikans
(p<0,001) csokkenést (100,2+17,7 MU/, n: 75) mutatott.

Nem volt szignifikans (p>0,07) 0Osszefliggés kimutathatdo a ver katalaz és a
vitiligo fennallasa, a repigmentizacié, a csaladi halmozodés, a vitiligo
Kiterjedtsége és a Fitzpatrick bortipus kozott.

Csokkent ver katalaz aktivitasrol vitiligoban még nem, de vitiligos betegek
epidermiseben mar beszamoltak [17].

Ebben a megbetegedésben hasonloan a diabetes mellitushoz az ismert katalaz gén
mutaciok [15, 18], amelyek felelések lehetnek az enzim aktivitdsdnak
csokkenéséért, nem voltak kimutathatok.
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6. 2. 5 A human vorosvértest katalaz tisztitasa [19,24]

A kutatasaimhoz szlkségesnek tartottuk 6sszehasonlitasi célbdl tisztitott
human eredetli katalaz enzimet felhasznalni. Az 1980-90-es években a
kereskedelemben kizarélag csak marhamaj kataldz volt vasarolhato tisztitott
formaban (Sigma, Boehringer és Reanal).

Ezért (gy dontottink, hogy human vorosvértestekbdl készitiink tisztitott katalaz
enzimet. Ehhez Morikoffer-Zwez [20] eljarasabdl kiindulva sajat modszert
dolgoztam Ki.

Az altalam tisztitott vorosvértest kataldz tobb tekintetben hasonl6 tulajdonsagu,
mint a marhamaj katalaz, néhany jellemzdjében (elektroforetikus mobilitas,
molekulatdmeg) eltérés tapasztalhatd és a tisztitott termék mindségét jellemz6
paraméterekben (E405/280, specifikus aktivitas) a vorosveértest katalaz jobbnak
mutatkozott.

A human katalaz és a marhamd; katalaz eltér6 elektroforetikus mobilitasa €s
SDS-PAGE elektroforézissel meghatarozott molekula tomegének magyarazata az
eltér6 aminosavak (human katalaz alegységenkénti 527 aminosav, marhamij
katalaz 506 aminosav) lehetnek.

Napjainkban az eltérés tovabbi tanulmanyozasara végeztik el a MALDI
(Matrix Assisted Leser Desorption lon) tdmegspektrometria analizist es a mikro-
kapillaris (chip) elektroforézist a két tisztitott keszitmény vizsgalatara.

Az 1) vizsgalati eredmények megerdsitik kordbbi eredményeinket a két
készitmény eltér6 molekulatomegére vonatkozoan.

A tisztitott human vorosvértest katalaz alegységek  kiilonbozo
modszerekkel mért (SDS-Page 69 kDa, Chip (Agilent: 64,9 kDa, BioRad: 58,
MALDI-TOF: 58,9 kDa) eltéré molekula tomegei a koradbban leirt konformacios
valtozésoknak tulajdonithatok [21]. A kiilonboz6 eljarasok soran kiilonbozo
elokészitd miveletek, illetve eltérd matrixti elvalaszté kozegekben torténik a
szétvalasztas €s ezek hatasara az alegység kiilonb6z6 konformdacids valtozasokat
szenved el.

Ezek a konformacids valtozasok a szérumban lehetéséget adhatnak, az enzim
receptoroknak a felismerésre €s az eliminaciora.

Napjainkban mar az OxisResearch [22] forgalmaz tisztitott human vorésvértest
katalazt, de az altaluk gyartott specifikus aktivitasa (50 kU/mg) nem éri el az
altalam tisztitott katalazét (206 kU/mg).

Irodalom

1. Vitai M, Goth L. Reference ranges of normal blood catalase activity and levels in familial
hypocatalasemia in Hungary. Clinica Chimica Acta 1997: 261: 35-42. [25]

2. GoOth L. A simple method for detemination of serum catalase activity and revision of
reference range. Clinica Chimica Acta 1991: 191:143-151. [22]

3. Olafsson T, Olafsson I. Purification of human granulocyta catalase in chronic myeloid
leukemia. Biochem Biophys Acta 1977: 482: 301-308.

162



4. Seghieri G, Simplicio P, Aninchini R, Alvigi L, De Bellis A, Bennardini F, Franconi F.
Platelet antioxidant enzymes in insulin dependent diabetes mellitus. Clin Chim Acta 2001:
309: 19-23.

5. Goth L. Two cases of acatalasemia in Hungary. Clinica Chimica Acta 1992: 207: 155-158.
[29]

6. Guermouri L, Artur Y, Herbeth B, Jeandel C, Cuny G, Siest G. Biological variability of
superoxidase dismutase, glutathione peroxidase, and catalase in blood. Clin Chem 1991:
37:1932-1937.

7. Aebi H. Catalase. In: Bergmeyer HU. Ed.Methods of enzymatic analysis. Vol 2. Verlag
Chemie, Wenheim, 1974, p 673-678.

8. Mitrea CM, Cojocaru M. Catalase in insulin-dependent diabetes mellitus. Klin Kiserl Lab
Med 1999: 26: 128 (P/10).

9. Vitai M, Sukei E. A vér kataldz referencia tartomanyanak vizsgalata. Klin Kisérl Lab Med
2004: 31: 89-95.

10. Goth L. Hypocatalasemia in hospital patients. Clinical Chemistry 1996: 42: 341-342. [26]

11. .Saito T, Kurasaki H, Kasi H, Sato K. Deficiency of erythrocyte superoxide dismutase and
catalase activities in patients with malignant lymphoma and acute myeloid leukemia.
Cancer Lett 1984: 24: 141-146.

12. Bewick M, Coutie W, Tudhope GR. Superoxide dismutase, glitathione peroxidase and
catalase in the red cells of patients with malignant lymphoma. Brit J Hematol 1987: 65:
347-350.

13. Géth L, Lenkey A, Bigler NW. Blood catalase and diabetes in Hungary. Diabetes Care
2001: 10: 1839-1841. [28]

14. G6th L, Toth Z, Tarnai |, Berces M, Torok P, Bigler WN. Blood catalase activity in
gestational diabetes: activity is decreased but not associated with pregnancy complications.
Clinical Chemistry 2005: 51.2401-2404. [27]

15. Goth L, Rass P, Pay A. Catalase enzyme mutations and their association with diseases.
Molecular Diagnosis 2004: 8: 141-149. [46]

16. Sindhu RK, Koo JR, Roberts CK, Vazioori ND. Dysregulation of hepatic superoxide
dismutase, catalase and glutathione peroxidase in diabetes: responses to insulin and
antioxidant therapies. Clin Exp Hypertens 2004: 26: 43-53.

17. Schallreuter KU, Wood JM, Berger J. Low catalase levels in the epidermis of patients with
vitiligo. J Invest Dermatol 1991: 97: 1081-1085.

18. Casp CB, She JX, McCormack WT. Genetic association of the catalase gene (CAT) with
vitiligo susceptibility. Pigment Cell Res. 2002: 15: 62-66.

19. Géth L. Human erythrocyte catalase, Isolation with an improved method, Characterization
and comparison to bovine liver catalase. Enzyme 1989: 41: 191-199. [24]

20. Morikoffer-Zwez S, Cantz M, Kauffman H. Wartburg PJ. Aebi H. Heterogeneity of
erythrocyte catalase. Eur J Biochem 1969: 11: 49-57.

21. Goth L. Serum catalase: Reversibly formed charge isoform of erythrocyte catalase.
ClinicalChemistry 1991: 37: 2043-2047. [15]

22. Catalase, Human Erythrocyte. Cat N0.25432. OxisResearch. Portland, Oregon, USA.

163



6. 3. AMAGYARORSZAGI AKATALAZEMIA

6. 3. 1. A magyarorszagi akatalazémia/hypokatalazémia felfedezése
[1-8,22,25,30,29,32,31,46,4]

A spektrofotometrias vér kataldz meghatarozasi mddszer és a refererens
tartomany birtokaban [1, 2] vallalkoztunk arra, hogy elséként Magyarorszagon,
velesziletett kataldz hidnyos egyéneket keressiink és ezek klinikai, klinikali
kémia, molekularis genetikai vizsgéalatat elvegezzik.

A vér katalaz vizsgalatokat 1989-ben kezdtiik és folytattuk 1992-ig. Ezen
id6 alatt mintegy 22 152 egyén vér kataldzat hataroztuk meg és értékeltik. A
vizsgalt egyének életkora 14 és 96 ev kozotti es 54,1%-uk nd, mig 45,4% -uk
ferfi volt [3].

Az els6 akatalazémiat (vér katalaz 4,6 MU/I, ami a referens atlag 4,0%-a)
1989-ben, mig a méasodikat (ver katalaz 7,6 MU/I, ami a referens atlag 6,7%-a)
1991-ben detektaltuk két nonél, akik testvérek. Ezutan a csalad tobbi tagjat (6
hypokatalazémias és 9 normokatalazémias csaladtag, 3 generacidban) is bevonva
a vizsgalatokba, elkészitettilk az elsé magyarorszagi akatalazémids csaladrol
vizsgalati eredményein alapuld elsé kozleményiinket [4]. Ez volt a vilagon az
59. akatalazémias csalad €s a két nd testvér a 177. és 118. akatalazémias egyén.
A magyarorszagi akatalazémias csalddon kiviul tovabbi 13 hypokatalazémias
csaladot 64 hypokatalazémias (vér katalaz atlag: 61,3+£9,9 MU/I, 60,8% és 68
normokatalazémiéas (100,7+9,6 MU/I, 100%) csaladtaggal detektaltunk.

A vér katalaz referens atlagara vonatkoztatva az akatalazémidsok vér katalaza
4,0% és 6,7%, ez valamivel magasabb, mint a Japanban és Svajcban talalt O-
3,2%, ami taldn az eltéré mérési modszereknek is tulajdonithato.

A hypokatalazémidsok atlagos vér Kkatalaza a katalazhianyos csaladok
normokatalazémias csaladtagjainak atlaghoz viszonyitva 60,8%, ami hasonlo a
japan hypokatalazemiasokehoz (56,9%), de kissé alacsonyabb a svajci
hypokatalazémiasokénal (60-80%).

6. 3. 2. Az 6rklodo katalaz hiany klinikai jellemz6i [3-8,30,29,32,31,46,4]

6. 3. 2. 1. A nemek aranya

Erdekes megfigyelés, hogy velesziiletett katalaz hianyban a né és férfi
arany Japanban (1,13: 1) és Svajcban (0,83: 1) kozel azonos, azaz 1:1 kordli,
addig Magyarorszagon a nok aranya jelentésen magasabb 1,63: 1.

6. 3. 2. 2. A velesziletett katalaz hiany foéldrajzi lokalizaciéja

Az elsd magyarorszagi kataldz hidnyos egyének a Nyugat Dunantali
vizsgalati teriileten é16 lakosok voltak. Bar az M. csalad tagjai is itt ebben a
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régidban élnek, de a proband szuletése helye Erdély, a Nagyvarad melletti Pécska
kdzseg, ahonnan a 11.vilaghaboru alatt k6ltdzott ide és telepedett le, mig testvérei
és sziilei ma is Nagyvarad mellett élnek.

A D. csalad, amelynek egy tagja vitiligoban szenved, a vitiligos betegek
vizsgalatakor ker(lt detektalasra. Ez a csaldd Hajdu-Bihar megyében él.

=77

6. 3. 2. 3. A velesziletett katalaz hiany gyakorisaga Magyarorszagon

Az akatalazémia gyakorisdga Magyarorszagon 0,05/1000. Ez hasonlé a
Svajci tipuséhoz (0,04/1 000), de alacsonyabb a Japan tipusenal (0,08/1000).
A mutans allél(ok) gyakorisaga 0,307%.
A magyarorszagi adatot extrapolalva az mondhato, hogy 20 000 lakos kdz6tt van
egy akatalazémids, akik szdma Debrecenben 10 és Magyarorszagon mintegy 500
lehet, ha Debrecen lakosainak szamat 200 000-nek és Magyarorszaget
10 000 000-nak vesziik.
A hypokatalazémia magyarorszdgi gyakorisaga 0,18/1000, ami jelentOsen
alacsonyabb a Japanban taldlt 0,40/1000. Ezek alapjan Debrecenben 36,
Magyarorszagon 1 800 hypokatalazémiés élhet.
Osszegezve, Magyarorszagon a velesziletett katalazhiany mintegy 2 300 lakost
érinthet.

6. 2. 3. 4. A velesziletett katalaz hianyos egyének betegségei és életkora

1989-t61 2004-ig a kovetkezd elvaltozasokat tapasztaltuk a velesziiletett

kataldz hidnyos egyéneknél, kivéve a diabetes el6fordulasat, amelyet kiilon
részben vizsgalunk.
Az els@ akatalazémias né 62 éves koraban exitalt (1991). A haladl oka
adenocarcinoma coli és ennek szovodményei voltak. A kiilonb6z6 tumorok
csokkentik a vér kataldz aktivitdst, de ennek hozzijaruldsa a katalaz
csokkenéshez joval kisebb mértékii [9].
A hypokatalazémiasok kdzil 1989 éta elhaldlozott 4 szemely, akiknél a sectio a
kovetkezoket talalta:

a. hypokatalazémiés nd, €It 73 évet: arteriosclerosis universialis,

b. hypokatalazémias férfi élt 73 évet: cerebrovascularis lesio,

c. hypokatalazémias férfi elt 46 évet: diabetes komplikacioi,

d. hypokatalazémias férfi élt 77 évet: prostata carcinoma.
Mind az 6t betegnél a sectio soran az életkorukhoz viszonyitott, fokozott mértékii
arteriosclerosis volt lathato az erekben.
A hypokatalazémiasok kozul egy scizophrenidban szenved.
Ezen kevés szamu adat statisztikai analizishez ugyan nem elegendd, de az
arteriosclerosis  fokozodasadra €s a rosszindulati daganatok nagyobb
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gyakorisagara kovetkeztetni engednek. Ezt a megfigyelést tdmaszthatta volna aléa
az egyik hypokatalazémids csaldd, ahol fokozottan fordult elé tumor. Ezen
tumoros egyének a katalaz vizsgalat kezdete elétt exitaltak.

A Takahara tlinetre utalas egy esetben tortént, mig a tébbi személynél nem volt
megtalalhato.

Az atlagéletkor a katalaz hianyos egyéneknél 45,1+19,3 év (n: 61, 6-86
év), ami valamivel magasabb (p: 0,419), mint ugyanezen csaladok
normokatalazémias csaladtagjaié, amely 42,1+18,5 év (n: 66, 7-77 év).

Az akatalazemiasok életkorarol nem taldlhatok irodalmi adatok human
vonatkozasban.

Az egyéb ¢lolények viszonylatdban azonban tobb kozlemény foglalkozik az
élettartam és katalaz koncentracio, illetve a katalaz overexpresszionak az
élettartamra gyakorolt hatdsaval. Az adatok azonban ellentmondésosak, mint ezt
a kovetkez6 példa mutatja nagy IF-U folyoiratokban megjelent kdzlemenyek
alapjan.

Taub és mtsai 1999-ben NATURE-ben irjak le, hogy a C-elegans daf-C and Clk-
1 muténsok citoszoljdban 1év6 kataldz véddhatasanak kovetkeztében megnd az
élettartam. Ezt a kdzleményt 123-szor idézték [9].

2003-ban a szerzok egy NATURE korrekcioban elismerik, hogy sem 6k, sem
méasok az 1999-es kdzleményben ismertett kisérleteket nem tudtak reprodukalni
[10].

Egy masik Ujabb kdzlemény a Science-ben 2005-bdl viszont a mitokondrialis
katalaz overexpresszidja révén bizonyitja transzgenetikus egérben az élettartam
novekedését [11].

A Kkatalaz overexpresszidja bizonyosan fokozottabb védelmet nytjt az ¢é16
szervezeteknek, mint a kataldzhidny. Huméan vonatkozasban, annak a kérdésnek,
hogy mennyi az illetd katalaz aktivitdsa, azoknal az egyéneknél lehet jelentds,
akik fokozott oxidativ stressz hatasnak vannak kitéve. Az élettartamot nagyon
sok tényezd befolyasolja €s ezek koziil az egyik lehet a katalaz aktivitas,
amelynek veleszuletett hianya kisszdmi adatunk alapjan azonban nem
csokkentette az élettartamot.

A velesziletett katalazhidnyos csaladok tagjai élik a szokasos magyar
lakosok életét, katalaz hianyra utalo jelrdl vagy a katalaz hianyrol a vizsgalat
kezdetéig nem volt tudomasuk.

Az akatalazemias es hypokatalazémias egyének szamara ajanlhato, hogy kertiljek
azokat a helyzeteket, amelyek a fokozott oxidativ stressz és egyéb folyamatok
réven fokozott hidrogénperoxid termeléssel jarnak.

6. 2. 3. 5. A katalaz hiany es a diabetes mellitus [5,12,32,28]
Az elsé és a masodik akatalazémids nOnél a 2-es tipusu diabetes az

anamnézisben mar szerepelt. Ez adta az inditékot, hogy ezzel a kérdéssel
részletesebben foglalkozzunk, bar az irodalomban erre vonatkozd adatot nem
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talaltunk. Ennek magyarazata lehet, hogy Japanban a vesztes habord, a
gazdasagi, megélhetési viszonyok és a tradiciondlis japan taplalkozasi viszonyok
nem kedveztek a 2-es tipusti diabetes kialakulasanak. Svajcban a sziirés
katonakoteles 18-20 éves fiatalokat érintett, akiknél még nem alakulhat ki
diabetes.

Ezzel szemben a magyarorszagi szlirés ¢letkortdl fiiggetlentil a régid kozel
minden feln6tt lakosara kiterjedt, igy nagyobb lehetdség volt a kérdés atfogo
vizsgalatara.

A diabetes gyakorisaga a velesziiletett katalazhianyban 12,1% (8/66), ez az
akatalazemiaban 100% (2/2), mig hypokatalazémidban 9,4% (6/64).

Ez joval magasabb (p<0,005), mint a magyarorszagi gyakorisag. Egy budapesti
felmérés szerint a diabetes gyakorisdga Magyarorszagon 1,75% (1049/60 000)
5, 12].

A velesziletett katalaz hianyban a 2-es tipus a dominalo (7/8: 87,5%). A nék
aranya ebben a tipusban 100% (7/7), mig a magyarorszagi diabetes regiszterben
ez joval kevesebb, azaz 60,5%.

A diabetes felismerése a kataldz hidnyosoknal atlagosan a 41,6. évben tortent,
mig ez az érték a hazai regiszter szerint magasabb, mint 56,3 év. Kiemelendd az a
két hypokatalazémias, akiknel méar 35, illetve 36 évesen manifesztalodott a
diabetes.

A diabetes fokozott gyakorisdgat velesziletett katalazhianyban a
kovetkezokkel magyardztuk. Az egész ¢életen 4t tartd megndvekedett
hidrogénperoxid koncentracié altal okozott az oxidativ stressz révén kéarosithatja
az oxidaciora érzékeny pancreas [B-sejtjeit, és ennek lehet az eredménye a
csOkkent insulin, illetve C-peptid koncentracio [12]. Ezen Lancet-beni
érvelésiinket [5] erdsitette meg Heales a Lancet kdvetkez6 szamaban [14] és tette
hozza, hogy az oxidativ stressz révén a mitokondrialis elektrontranszport jatszhat
fontos szerepet ebben a patologids folyamatban. A patomechanizmus, amely itt
szerepet jatszik, még nem kellden ismert, bar a hidrogénperoxid szerepét a
jelatvitelben az inzulinnal kapcsolataban tobb kdzleményben is vizsgaljak [15-
17].

A kataldz enzim velesziletett hidnya a diabetes 2-es tipusanak fokozott
gyakorisagat mutatta, ez kiilonosen a noknél volt jelentds, és a diabetes korai
manifesztalodasat eredményezte. A késobb ismertetésre keriild mutacié analizis a
diabeteses betegeknel kiilonb6z6 tipusu (A, B, C, D) mutaciokat mutatott, ami
arra utal, hogy nem a mutacio tipusa, hanem annak eredménye (cstkkent katalaz
aktivitas, megnovekedett hidrogénperoxid koncentracid) jarulhat hozza a
betegség kialakulasahoz.

A diabetes mellitus 2-es tipusanak kialakulasdhoz vezetd genetikai
polymorfizmusok koézil legujabban a karboxil-észter lipdz mutacidjardl
szamoltak be. Ez a mutacio a pancreas beta-sejtek dysfunkcioja révén
eredményezi a fokozottabb (15-20%) diabetes mellitus fogékonysagot [18]. A
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hatdsmechanizmus azonban itt még a katalaznal is kevesbé ismert és nélkiulozi a
tovabbi bizonyitast.

A diabetes mellitus manifesztalédasa genetikai (tébb gén mutacidja) és a
kornyezeti faktoroknak az ereddje, amelyek koziil az egyik minor faktor lehet a
katalazhiany is. Az egyeb faktorok szerepét mutatja, hogy nem mindegyik
hypokatalazémiasnal alakult ki a diabetes mellitus.

6. 3. 3. Az orklodo katalaz hiany biokémiai jellemzoi
6. 3. 3. 1. A hidrogénperoxid metabolizmus tovabbi enzimei [5,32]

A velesziiletett katalaz hiany a szervezet megnovekedett hidrogénperoxid
koncentracidjat eredmeényezi. A hidrogénperoxid metabolizmus két tovabbi
enzimének a hidrogenperoxidot produkald szuperoxid dizmutaz és a szintén
hidrogénperoxidot fogyasztd glutationperoxidaz aktivitdsa fontos lehet ezeknél
az egyéneknél.

A velesziiletett katalazhianyos egyéneknél a szuperoxid dizmutaz aktivitas

szignifikdnsan (p<0,001) emelkedett (katalazhianyos: 1683+359 U/gHb vs
normokatalazémias: 1094+276 U/gHb, n: 16).
Ezt kedvezbtlen jelnek tekintettiik, mivel a megnovekedett szuperoxid dizmutaz
révén a szuperoxid anionbol egységnyi 1d0 alatt mintegy masfélszeres
mennyiségll hidrogénperoxid keletkezhet, aminek eliminalasara csak az ~50%-ra
csOkkent katalaz aktivitas all rendelkezésre.

A glutationperoxiddz, amely aktivitdsdnak jelentés novekedést vartuk
volna a hidrogénperoxid detoxifikaldsara, mindéssze mintegy 10%-0s, nem
szignifikans (p>0,05) ndvekedést mutatott (katalazhianyos: 45,0+17,0 U/gHb vs
normokatalazémias 40,7+18,8 U/gHb, n:16).

A fenti ket enzim aktivitasanak valtozasa a  velesziletett
katalazhianyosoknal (1 akatalazémias, 15 hypokatalazémias) nem kedvezd irany
a szuperoxid dizmutaz eseten, és talan még a nagyobb oxidativ stressz kockazatat
noveli, amit a glutationperoxidaz nem szignifikans novekedése nem tud
kompenzalni.

6. 3. 3. 2. A szénhidrat és lipid metabolizmus parameéterei [19,37]

A vizsgalat soran 1 akatalazémias, 27 hypokatalazémias (nem diabeteses)
és 28 nemben, korban hasonlé (match-paired) normokatalazémias csaladtag
laboratériumi paramétereit hasonlitottuk dssze.

A szénhidrat metabolizmus harom (éhgyomri gliikdz, hemoglobin Ay,
fruktézamin) paraméterei a hypokatalazémidsoknal kedvezdtlenebb, a diabetes
felé mutatd értékeket tartalmaznak, azonban a 6%-ot meg nem halado
ndvekedesek nem szignifikansak (p>0,193).
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A hypokatalazémias egyenek 6sszkoleszterin, LDL-koleszterin, Lp(a), Apo B
koncentracidi és az LDL oxidacidval szembeni stabilitdsa a nem kivant iranyban
szignifikdnsan megvaltozott. Az Apo Al koncentracio szignifikans névekedése
talan kisebb mértékii védelemre utalhat.

Az atherosclerosis laboratoriumi paramétereinek valtozasat elséként
detektaltuk velesziletett kataldzhianyban. Feltehetéen ezek eredménye is az
exitalt kataldzhianyos betegeknél tapasztalt, a korukhoz képest fokozottan
atherosclerotikus erek. Ez feltehetden az egész életen at tartod katalazhidny miatti
nagyobb hidrogénperoxid koncentracido eredménye. Az a feltehetéen oxidacios
mechanizmus, amely révén a hidrogénperoxid befolyasolta a lipid metabolizmust
nem ismert és tovabbi vizsgalatokat igényel.

6. 3. 3. 3. A lipid peroxidacio és a karbonil képzodés

A hidrogénperoxid tovabbi oxidacios hatasanak vizsgalatdra meértiik a plazma
lipidperoxidaciot es a fehérje karbonil (csoport) koncentraciot.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a vér kataldz aktivitassal forditottan
aranyos a lipidperoxidacid, azaz a hypokatalazémiasoknal magasabb, mint a
normokatalazémias csaladtagoknal (hypokatalazémias: 2,44+1,07 MDA/ gHb vs
1,38+1,07, n: 15, p=0,0065).

Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a hypokatalazémiasok a fokozott
hidrogénperoxid stressz révén mar kisebb kapacitassal rendelkeznek, mint az
ilyen hatashoz nem szokott normokatalazémias csaladtagok.

A feherje karbonil koncentracio a vér katalaz aktivitassal nem mutatott
Osszefuiggest. A 34 hypokatalazemias és 32 normokatalazemias atlagos karbonil
koncentracioja (1,16+0,34), mintegy 10,5%-al magasabb, mint a 32
normokatalazémiasé (1,05+0,26), de ez az emelkedés nem szignifikans
(p=0,159).

6. 3. 3. 4. A katalaz protein és szoveti katalaz aktivitas [20,36]

A katalaz protein elektroforetikus mobilitasat és izoelektromos pontjat
vizsgaltuk a kataldzhianyos egyének csalddjaban €s a kovetkezoket talaltuk.
Az elektroforetikus mobilitdsban nincs szignifikans kilénbség a katalazhianyos
(29,81+0,26 mm, n: 6) normokatalazémids csaladtagok (29,9+0,14 mm, n: 4
p: 0,584) és a kontroll egyének (30,0+0,2 mm, n: 10, p: 0,394) kdzott.
Hasonl6an alakult az izoelektromos pontok kozétti nem szignifikans (6,02+0,1,
n:6 vs 6,00+0,02, n:4, vs 6,01+0,02 mm, n:10, p>0,26) kilonbség.
Ezek alapjan allithatd, hogy a magyarorszagi akatalazémiaban a katalaz fehérje
ezen vizsgalatok alapjan megkuldnboztethetelen a referens egyének katalazatol,
hasonl6an a Japan, de eltéréen a Svajci tipusu akatalazémiatol.
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Az egyes szOvetekben a katalaz aktivitds a kontrollokhoz viszonyitva
12,4% (pancreas) és 15,3% (lép) kozott valtozott, ami hasonlé a Japanban
detektalthoz, de alacsonyabb, mint a Svajci akatalazémiaban (39-50%).

A legalacsonyabbnak a vér katalaz aktivitas (%5%) bizonyult, hasonldan a Japan
és a Svajci akatalazémiahoz.

6. 3. 3. 5. A katalaz hiany és krénikus hemolizis [21,35]

A velesziiletett katalazhiany révén megnovekedett hidrogénperoxid
koncentracié okozhatja-e a voOrosvértestek kronikus hemolizisét? E a kérdes
megvalaszolasara vizsgaltuk a hemolizis vér (hemoglobin, vorosvertestszam), és
szérum (katalaz, hemoglobin, haptoglobin, LDH, LDH izoenzimek) paramétereit
2 akatalazémids, 8 hypokatalazémias egyennel.

A hemolizis vér és szérum paraméterei kozul hemoglobin (vér és szérum)
kivételével nem talaltunk szignifikans (p<0,005) eltéréset a kataldzhianyos
egyénekneél.

Az a kovetkezésiink, hogy a veleszuletett katalazhiany nem okoz kronikus
hemolizist.

A csokkent hemoglobin koncentracionak nem a hemolizis lehet az okozoja, mint
ezt a kdvetkezd részben szélesebbkdriien vizsgaljuk és magyarazzuk [22].

A két akatalazémidsndl a fenti valtozdsok még szembetlindbbek, de kis

vizsgalatszam miatt statisztikai értékelés nem tortént.
A hidrogénperoxid eliminalasaban kisebb szerepet jatszo glutationperoxidaz
mintegy 1,5%-0s nem szignifikans valtozast mutatott ennél a 8 kataldzhianyos
egyénnél. Késébb a nagyobb szamu vizsgalat [5] mintegy 10%-0s, ugyancsak
nem szignifikans emelkedést mutatott, mig a ket akatalazémiasnal pedig
csokkeneés volt kimutathato.

6. 3. 3. 6. A katalaz hiany és a homocisztein-, vorosvertest metabolizmus
[22,33]

Irodalmi adatok [23, 24], mutatjdk hogy a magas homocisztein
koncentraci6 a jelentds mennyiségli hidrogénperoxid generalasaval oxidativ
stresszt okozhat, aminek hatasa a katalazhianyos egyéneknel még fokozottabb.
Ezért vizsgéltuk a katalazhidnyos egyéneknél (kiilon a ndk és a férfiak) a
homocisztein koncentraciot, illetve a B, folsav, véer hemoglobin, MCV, szérum
LDH, LDH izoenzimek, szérum haptoglobin koncentracidkat.

Szignifikans eltérésket kaptunk a folsav, homocisztein, vér hemoglobin és
MCV (vorosvértest Mean Cell Volume) értékeknél mindkét nem esetén.

Ezen vizsgalati eredményeink megerdsitik az el6z0, kevesebb katalazhianyosnal
detektalt, kordbbi (1995) eredményeinket [21]. A jelen [22] (2003)
vizsgalatoknal az 6sszehasonlitas a katalazhianyos csalddokon belll tortent,
vagyis a kataldz hianyosok vizsgéalati eredményeit a csaladok normokatalazémias
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tagjai¢hoz viszonyitottuk. Az ilyen tipusu értékelés objektivabb, mint az eldzd,
amikor a referens vagy kontroll csoport volt a viszonyitasi alap.

Az egzaktabb értékelés nagyobb mintaszdammal megerdsitette, hogy a
krénikus hemolizis a kataldz hianyos egyéneknél nem volt detektalhatd egy
késbébbi idépontban sem.

A korédbban tapasztalt kismérvii anemiar6l és a szignifikansan (p: 0,001)
megnoOvekedett MCV-rél most mar lathatd, hogy a csokkent folsav, By, miatti
csokkent vérképzés eredményezte.

Az irodalmi adatok [23, 24] alapjan feltételezhetd, hogy a megndvekedett
homocisztein koncentracio révén produkalt hidrogénperoxid névekedést a
csokkent katalaz nem tudja metabolizalni. Ez a megnovekedett hidrogénperoxid
okozhatja az oxidaciora rendkivil erzékeny félsav koncentracidjanak
csOkkenését, ami a kismérvii anemiaban ¢és a megndvekedett MCV-ben
manifesztalodott.

A folsav bevitel, amely hasonloan tortént, mint a By,-€, nem volt csokkent, mint
ezt a By, vitamin koncentraciok mutatjak.

A férfiak illetve a ndék esetén hasonloak voltak az eltérések, de az abszolut
értekek (hypo és normokatalazémiasok) kissé kiilénbdztek. Ez is indokolta, hogy
a nemek szerinti megoszlasban torténjen a vizsgalati eredmenyek értékelése.

6. 3. 3. 7. A katalaz hiany és a HLA-DRB allél tipusok [25,34]

A Human Major Histocompability Complex (MHC) molekuldinak feladata az
antigén felismerés. A HLA-DRB allélok ismerete fontos a transzplantacioknal és
a fogékonysagi allelként bizonyos betegségekben (autoimmun, bizonyos
tumorok, diabetes) azok patomechanizmusanak felderitésében.

Az 1997-ban Gjnak szamité gyari AMPLICOR Kkittel vizsgaltuk a HLA-
DRB allélok megoszlasat 16 hypokatalazémias (vér katalaz 51,5+17,8 MU/I) és
24 normokatalazémias (108,6+13,6 MU/I) egyennél. A vizsgalatokkal arra a
kérdésre kerestik a valaszt, hogy a veleszlletett katalazhianyos egyének
rendelkeznek-e tovabbi fogékonysagi allélokkal.

A kisszam( mintéat tartalmazo vizsgélat statisztikai analizise nem mutatott
szignifikdns (p>0,2) elterést az allél, allélcsoportok megoszlashan a
hypokatalazémiasok és a kontrollok kdzott. Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink,
hogy a velesziiletett katalazhianyos egyének esetén a HLA DRB egyes
betegsegek fogékonysagi alléljai, nem tarsulnak a kataldz hianyhoz.

A vizsgalatok értékét csokkenti, hogy csak egy esetben, a DRB0701 allélnal
utalnak egy konkrét allélra, mig a tobbi esetben az allélok egy csoportjat adjak
meg.

Az U] modszer bemutatasa, illetve alkalmazésa volt a kozlemény
elsédleges celja, és a hasonlo elven (oligonukleotid hibridizacio, lathatd
fénytartomanyaban torténd detektalas tesztcsikon kivitelezve) miikodo teszteket
azota elterjedten alkalmazzak a klinikai laboratériumi gyakorlatban.
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6. 3. 3. 8. A klinikai és biokémiai eltérések dsszefoglalasa magyarorszagi

akatalazémidban

Klinikai szempontok velesziiletett katalazhianyban

Nemek aranya
Lokalizacio
Gyakorisag
Atlagos életkor
Exitaltak esetén
Takahara tlinet

Diabetes mellitus

No6>Férfi

az orszag kiilonbozo régidiban

Kisebb, mint Japanban, kdzel azonos, mint Svajchan
nem valtozott

fokozott artheriosclerosis, fokozott a tumor

nem detektalhatd

fokozott el6fordulas, kiilondsen a 2-es tipuse,
korabbi manifesztacio

HLA-DRB fogékonysagi allélok ~ nem véltoztak

Klinikai kémiai/biokémiai szempontok kataldzhianyban

Szuperoxid dizmutéaz
Glutation peroxidaz
Szénhidrat metabolizmus

Lipoprotein metabolizmus

Lipidperoxidacid
Karbonil

katalaz protein
Kronikus hemolizis
Homocisztein
Félsav

B12

Vérképzés

Szoveti katalaz

Adatok hianyaban ezen paraméterek a korabbrdl ismert Japan és Svéjci tipussal
csak néhany esetben (gyakorisdg, nemek aranya, kataldz protein mobilitasa)
vethetok Ossze, mig a tobbi paraméter esetén ezek 1) megfigyelésnek tekinthetdk.

A velesziiletett katalazhianyt, az akatalazémiat korabban [26, 27], de még
Eaton és Ma altal készitett és 1995-ben megjelent legutolsd 6sszefoglald

emelkedett

nem szignifikans emelkedés

nem szignifikans emelkedés: glikdz, fruktézamin,
hemoglobinA;c

szignifikans valtozas: triglicerid, 06ssz-
LDL-, HDL-, koleszterin, Lp(a), ApoB,
ApoAl, LDL oxidativ rezisztencia
fokozott

nem szignifik&ns novekedés

nem valtozott

nem detektalhatd

novekedett

csokkent

nem valtozott

kismérvii macrocyter anemia,

hemoglobin csokkent, MCV novekedett
hasonloan alacsony, mint a Japan tipusnal,
alacsonyabb a Svéjcinél

konyvfejezetben [28] is minden tiinet nélkiili, egyszerli enzimhianynak tartottak.

Kobayashi és mtsai [28] 2005-ben a jelenseget akatalazémias egereken vizsgalva
a vese fokozott oxidativ karosodasat (fibrosis) eszleltek. Kdézleményiikben
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kiemelték, hogy human vonatkozasban csak az altalunk kdzolt diabetes és lipid
eltérések ismertek.

Az altalam detektalt klinikai és biokémiai elvaltozasok ugyan nem a
katalazhiany specifikus jellemzdi, de demonstraljadk, hogy a velesziiletett
katalazhiany tébb patoldgias eltérésért lehet a felelGs.

Ezen adatok ismeretében a magyarorszagi akatalazémia egy Uj szindromanak
tlinik, aminek klinikai, biokémiai eltérései kimutathatok €s amelyekhez még a
genetikai eltérések is csatlakoznak.

6. 3. 4. Az 6rklodo katalaz hiany genetikai jellemz6i
6. 3. 4. 1. A molekularis genetikai vizsgalati stratégia [30-34,38,40,39]

A velesziletett katalazhidny magyarorszagi detektalasa, klinikai és klinikali
kémiai jellemzése utdn megkezdtem a katalazhianyért felelés mutacio(k)
keresését.

Ehhez a munkahoz felhasznaltam a Stanfordi Egyetem Patoldgiai Intézetében
(Laboratory of Exoperimental Oncology, Depatment of Pathology, School of
Medicine, Stanford University, Stanford, CA, USA) Fulbright kutatéi
Osztondijaskent elsajatitott, az 1992-ben Ujnak mindsiilé molekularis genetikai
vizsgalatokat, amelyeket itthon bevezettem.

Ezek a kovetkezOk: genomidlis DNS extrahdlds anioncserés eljarassal, nem
radioaktiv DNS detektalas [30], az akatalazémia vizsgalatahoz szikséges katalaz
proba készitése [31], és a polimeraz lancreakcié termékeinek Uj modszerekkel
(repeat-, RFLP-, SSCP-heteroduplex analizis) torténé mutacid szlirési/kimutatasi
maodszerei [32-34].

Ezek a modszerek és tovabbfejlesztett véaltozataik, ma mar széleskoriien
hasznalatosak a rutin klinikai laboratoriumi munkéban.

6. 3. 4. 2. A Japan és a Magyar akatalazemia molekularis genetikai
dsszehasonlitésa [35,36,4142]

A mutacio szlrési stratégiat eldszor az ismert Japan A és B tipus mutdcidinak
Kimutatasara alkamaztam a magyarorszagi katalaz hianyos egyéneknél.

A kataldz gén 4.exonjanak/intronjdnak PCR-SSCP, PCR-RFLP,
PCR-heteroduplex és a nukleotid szekvencia analizis azt mutatta, hogy sem a
Japan A tipus mutacioja (G5A splicing mutécio a 4. intronban), sem a Japan B
tipus mutaciéja (Tdell0, a 4. exonban) nem mutathatok ki a magyarorszagi
akatalazemiés csaladokban.

Az akatalazémia Svajci tipusanak pontos mutécidja nem ismert, igy azt DNS
szinten nem tudtuk vizsgalni, de az elektroforetikus vizsgalatok korébban
igazoltak, hogy eltér6 a Magyarorszagon detektalt akatalazemiatol.
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Ezen vizsgélati eredmények alapjan arra koOvetkeztettem, hogy a
magyarorszagi akatalazémia, amely eltér a Japanban és Svajcban talaltaktdl, az
enzimhidny egy Uj genetikai formaja, amelyért felelés mutacio még felderitésre
var.

6. 3. 4. 3. Benignus katalaz polimorfizmusok Magyarorszagon
[37-40,43,44,45,46]

A velesziiletett kataldz hidnyért felelds mutaciok vizsgéalata soran a
kovetkezd polimorfizmusokat taldltuk, amelyek nem jarnak kataldz aktivitas
csokkenéssel.

A kataldaz gén 5’ végének analizise Hinf I RFLP mddszerrel a régio
nagyfokl polimorfizmusat mutatta. A 9 kiilonb6zé DNS fragmentbdl 8 mintazat
alakult ki, de ezek koziil egyik sem volt jellemzé a hypo- vagy akatalazémiara
[37].

A tovabbi polimorfizmusokat [38, 39] amelyeket detektaltunk, a kovér betiivel
jelzett polimorfizmusokrol elészér mi szamoltunk be.

5’ régio: A-21T, C-20A, C-18T, T4C, T44C, T49C, exon 1: C12T, C27A,
intron 1: G60A, G61T, intron 2: G7A, T11A, intron 12: G31T.

Az 5’ régioban taldlt polimorfizmusok megoszlasa katalazhianyosoknal
(Akatalazémia, hypokatalazémia) és kontrolloknal azt mutatjak, hogy az egyes
allélok valtozo gyakorisaggal fordulnak el6 mindharom csoportban.

Harom olyan mutacié van (-21, -20, 4 nukleotid pozicid), amelyben az
akatalazémias mutacié 100%-os (-21) vagy 0%-os (-20, 4) gyakorisagu, amelyek
koziil az els6 érdemel részletesebb magyarazatot.

A -21-es pozicidban az akatalazémiasoknal csak a mutans T talalhato, a
hypokatalazémiasoknal ennek gyakorisaga mintegy 95%, azonban a
normokatalazémiasoknal is tébb, mint 50%.

Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy ebben a nukleotid pozicidban
Magyarorszagon a vad tipusnal van T és a mutansnal az A nukleotid.

Az ismert katalaz enzim polimorfizmusokat egy Review-ban foglaltam 6ssze
[40].

6. 3. 4. 4. A magyarorszagi akatalazémia genetikai tipusai

A Magyarorszagon detektalt akatalazémia genetikailag kulonbozik a maés
orszagokban detektalt mutacioktol.

A kiilonb6z6 mutaciokat az abe kezdd nagybetiiivel jeloltem.

6. 3. 4. 4.1. A magyarorszagi akatalazemia A tipusa [41,42,47,48]

A mutacio sziirési eljarasok koziil a heteroduplex analizis az akatalazémids
csalad tagjai 2. exonjanak vizsgalatakor kilénodsen szépen detektalhato irodalmi
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ritkasagu, heteroduplex képzdédést mutatott [41]. A heteroduplex képzddés a
csalad 0Osszes hypokatalazémids tagjanadl megfigyelhetd volt, mig a
normokatalazémiasok kozil egyiknél sem.

A nukleotid szekvencia analizis azt mutatta, hogy a 2.exon 138-as
nukleotid helyén egy GA beépilés detektadlhatd, amely a GA ismétlddések
szdmat 4-r6l 5-re novelte meg, frameshift (vézeltolodés)-et es megvaltozott
aminosav sorrendet eredményezett a 69.aminosavtdl a 133.aminosavig, ahol
TGA stop kodon generélodott.

A 399-401 nukleotid helyeken generalodott egy TGA stop kodon, amelynek
eredménye a 133 aminosavbdl all trunkalt protein.
Ez a trunkalt protein nem tudja ellatni az 527 aminosavbol all6 kataldz alegység

A PCR-heteroduplex mutacid sziirés a katalaz gen 2.exonjdban a GA
beéplilés révén olyan hatékony, hogy ennek az egyszeri modszernek az
alkalmazésaval tovabbi 3 hypokatalazemias csaladban sikerllt azonositani ezt a
mutaciot [42].

Ez a mutacid kimutathatd volt az akatalazémiés csalad két akatalazémiés
(4,5 MU/l és 7,6 MU/I, homozigdta mutans), 6 hypokatalazémias tagjanal,
valamint tovabbi harom hypokatalazémias csalad 23 tagjanal (vér katalaz: 45,8%,
heterozigbta mutans), mig a 26 normokatalazémias csaladtagnal (vér katalaz:
100%,) ez a mutacio vad tipustnak bizonyult.

A PCR-heteroduplex mutacio sztirési modszert sikerrel alkalmaztak
diabeteses betegeknél Ujabb kataldz mutacio kimutatasara [54].

6. 3. 4. 4. 2. A magyarorszagi akatalazémia B tipusa [43,49]

A 2.exon vizsgalatakor a PCR-heteroduplex analizis polimorfizmust
mutatott az egyik hypokatalazémias csaladnal. A nukleotid analizis a 2.exon 79-
Ennek eredménye a vazeltolédas a 49.aminosavtdl az 57.aminosavig, a 171-173
nukleotid poziciokban a terminaciés TGA terminacids kodon generalodasa, es
ezaltal az 527 aminosavbol allo katalaz alegyseg helyett egy 57 aminosavbol allo
trunkalt protein képzddik.

Ez a mutécio 1 hypokatalazémias csalad 3 hypokatalazémias (heterozigota)
tagjanal eredményezi a csokkent katalaz aktivitast 68,1+5,9 MU/I, 52,2%. A 4
normokatalazémias (vad tipus) csaladtagnél (130,448,7 /MU/I, 100%) az enzim
aktivitas nem valtozott.

6. 3. 4. 4. 3. A magyarorszagi akatalazémia C tipusa [44,50]

A PCR-SSCP mutacio6 szirési eljaras polimorfizmust mutatott ket csalad
hypokatalazémias tagjainal és a nukleotid szekvencia analizis a 7. intron 5.

L&V

175



Az exon-intron hatar kozelében 1évé mutaciorél Western blot analizissel
igazoltuk, hogy splicing (kivagasi) tipusi mutacid, amit a hypokatalazeémiasoknal
detektalt enzim aktivitds csokkenésen (7 hypokatalazémias vér katalaz:
58,5t11,5 MU/, 60,6%) talmenden a katalaz fehérje csokkenés is igazolt.

A Kkét csalad normokatalazémias tagjainal (vad tipus) nem valtozott a katalaz
aktivitas (96,9+4,1 MU/I, 100%).

A mutécio kovetkeztében kialakulhatd trunkalt proteinben az aminosav
valtozés érinti az alegységek kozotti kotddést, a hem kornyezetében talalhato
essencialis (Tyr360, His361, Tyr357, Arg353) és a f6 (hidrofob) csatorna
kialakitasdban résztvevd fontos (Glu460, Phed461, His465, Lys467, Asn500)
aminosavakat [45-48].

6. 3. 4. 4. 4. A magyarorszagi akatalazémia D tipusa [49,51]

A PCR-SSCP mutacié sziirési eljaras a 9.exon vizsgalatakor
polimorfizmust mutatott egy hypokatalazémids csalad 4 hypokatalazémias
tagjanal.

A nukleotid szekvencia analizis a 9. exon 5.helyén G (vad) és T (mutans)
nukleotidokat mutatott. Ez a missense mutacio a 353(354) Arginint Ciszteinné
valtoztatta, aminek hatdsa az enzim aktivitisara a kovetkezOk alapjan
magyarazhato [46-48].

biztositjak. Ezen aminosavak kozil néhanynak az esszencidlis Tyr357, Arg353-
nak, tovabbi jelentdsége is van, mivel a f0 csatorna aljan talalhat6 hemhez kozeli
a poziciojuk.

Az Arginin 353 guanidin csoportja minddssze 3,5 A tavolsagra van a hem vasat
pozicionald Tyr 357 fenolos oxigénjétdl, és igy segitheti a Tyr OH csoportjanak
az ionizacidjat. Az Arginin 353 feltehetéen a His 217-el létesitett H-hid kotés
réveén a katalitikus folyamatban is szerepet jatszik.

A redox reakcioban a toltésatadasban is fontos szerepet jatszik az Arg 353, a His
217, az Asp 348-al egydtt.

A mutdcid révén torténd aminosav valtozds (Arg353Cys) lehet felelds egy
hypokatalazémias csalad 4 hypokatalazémias tagjanal mért csokkent (55,6+16,9
MU/, 53,7%, GT: heterozigdota mutans) vér Kkataldz aktivitasért. A 6
normokatalazémias (103,6+23,5 MU/I, 100%) csaladtag vad tipusnak (GG)
bizonyult.

6. 3. 4. 4. 5. A magyarorszagi akatalazémia E tipusa

Vitiligos betegek veér kataldz aktivasanak vizsgalatakor csokkent katalaz
aktivitaskor genetikai vizsgalatot is kozbeiktattunk.
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A 9-es exon (magyarorszagi D tipus) vizsgalatakor a PCR-heteroduplex és
PCR-SSCP mutacio sziirési eljarasok a D-tipustol eltéré polimorfizmust mutattak
egy vitiligos betegnél, €s ezutdn a vizsgalatba bevontuk a kisszamu, €16
csaladtagokat.

A nukleotid szekvencia analizis a 9.exon 37. poziciojaban C (vad) és T (mutans)
nukleotidokat mutatott. Ez a missense nukleotid csere a kovetkezménye az
Arginin 365(364) Cisztein csere.

Az Arginin 365, az Arginin 72 az Arg 112-vel egyltt a hem kornyezet
esszencialis aminosavai koze tartozik, mivel a Tyr 358 karboxil csoportja
toltesének semlegesitésével, és a hem propion csoporjaval alkotott H-hid kotés
révéen a hem vasanak reakcioképességét tudja befolyasolni.

Ezen fontos aminosav megvaltozdsa elfogadhatoan magyardzza az enzim
aktivitas csokkenését (66,9+7,1 MU/I, 61,6%) egy hypokatalazémias csalad két
hetrozigota (CT) tagjanal. A vad tipusnél (CC) a vér katalaz aktivitas 108,5 +2,6
MU/l (n: 2, 100%), és a mutacio nem volt kimutathato.

Ez a mutacié Kelet-Magyaroszagi régidban kerilt felfedezésre, vagyis a
velesziletett katalazhiany nem korlatozodik a Balaton felvidékre, bar az ott
detektalt egyik hypokatalazemias csalad is Pécskarol (Erdély, Romania) kertilt a
Dunéntulra.

6. 3. 4. 4. 6. A velesziiletett katalazhianyért felelos gén mutaciok
dsszefoglalasa

A kovetkezé tablazatban foglaltam ©ssze az eddig ismert azon mutaciokat,
amelyek a velesziiletett katalaz hiany feltételezett okozoi lehetnek.

A velesziiletett katalazhianyért felelds mutaciok

Név Mutéacio Katalaz n Leirasa

Orszag Tipus Forma  Helye Tipusa A/ Hypo Idé Szerzé/Hivatkozas
Japan A 4GA  4.intron spicling <1% 6 1990 Wen JK, 50
Japan B Tdell0 4.exon deléci6 <1%,<50% 5 1995 Hirono A, 51
Kanada - G113A 9.exon missense 55,4% 4 1995 Parboosingh, 52
Ausztria - C96T  3.exon missense nincs 1 2004 Wally V, 53
Magyar A 1;?’”885\:? 2.exon nonsense 54%/458% 31 2000  GothL, 41
Magyar B 9Ginsert 2.exon nonsense 52,2% 3 2001 Goth L, 43
Magyar C G5T  7.intron spicling 60,6% 7 2001 Géth L, 44
Magyar D G5T 9.exon missense 53,7% 4 2005 Géth L, 49
Magyar E C37T  9.exon missense 61,6% 2 2005 Géth L

Magyar F1 T96A  2.exon missense 532% 1 2005 Vitai M, 54
Magyar F2 G135T 2.exon missense 51,9% 1 2005 Vitai M, 55

177



A mutaciok egy része azonban csak egyetlen esetre korlatozodik [55, 53], és ezek
csaladi el6fordulasarol nincs adatunk [54].

Egyes esetekben a mutacié eredmenyeként kialakult katalazhianyrol sem
kozoltek a szerzok adatokat.

Az akatalazémia genetikai vizsgalata is alatdmasztja, bar lényegesen Kkisebb
mértékben, a velesziiletett kataldzhiany vilagméretl elterjedését és
heterogenitasat.

A legtdbb katalaz mutaciot (7/11, 63,6%) Magyarorszagon detektaltdk. Az
akatalazémiéds és 13 hypokatalazémiéds csalad kozil az akatalazémias és 8
hypokatalazémias csaladnal ismert a kataldz gén mutacidja, de a tovabbi 5
csaladnal még vizsgélatra var.

A magyarorszagi A, B, C, D, E tipusok azt mutatjak, hogy Magyarorszagon is
genetikailag heterogen az akatalazémia. A tovabbi heterogenitast mutatja, hogy a
magyarorszagi tipusok eltérnek a mas orszagokban detektaltaktol.

A Kklinikai, klinikai kémia elvaltozasokon tilmenden a genetikai jellemzés
magyarorszagi bemutatdsa tovabb erdsiti azt, hogy ez a tiinetegylittes kielégitheti
a szindréma elnevezes irant tamasztott kvetelményeket.

6. 3. 4. 4. 7. Az akatalazémia értékelése

Az akatalazémia tiinetei kordbban nem voltak ismertek, ezért csak
tlinetmentes enzimhianynak tartottak [28].

A veleszuletett kataldzhidny kovetkeztében kialakuldo komplikéciok a
szindréma tlinetmentessége és ritkasaga miatt, csak véletlenszerien voltak
¢észlelhetOk és Osszegylijhetok.

Az Aéllatkisérletek példaul az akatalazémids egereken torténd vizsgalatok
eredményei csak fenntartasokkal fogadhatok human vonatkozasban, mivel a
human akatalazémidban a szoveti katalaz aktivitasok joval magasabbak, mint a
radiologiai kezeléssel vagy kataldz gén knock outtal kialakitott akatalazémias
egereknél [29].

A katalazhianyrol rendelkezésre allo ismereteink a sajat eredményeim és az
ezekhez csatlakozoé 1jabb irodalmi adatok alapjan boviiltek, illetve
megvaltoztak, mint ezt a kdvetkezd tanulsagos irodalmi példak mutatjak.

“Tumor lysis’ szindroma, urikaz és a katalaz
A tumor lysis szindréma [32] akkor alakul ki, amikor a tumoros betegeknél a
kemoterapia vagy besugarzas soran kialakulo sejtlysis termékei a keringesbe
kertilnek. Ezek kozll a hyperuricemia, hyperkalemia és hyperphosphatasemia a
leggyakoribb. A nagy koncentracioju és rosszul olddédd hagysav obstruktiv
uropatia eléidézdje lehet.
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A szérum hugysav koncentraciojanak csokkentesére alkalmazzak az allopurinol
terapiat, amely csokkenti a hagysav szintézist, valamint a hugysav oxidaz
infuziét, amely sikeresen csokkenti a szérum huagysav koncentracidt a
kovetkez6 reakcid alapjan

Hugysav + H,O—hugysavoxidaz— Allantoin + Hidrogénperoxid

Az allantoin jol oldodik eés a vesén at eliminalodik, mig a katalaz a
hidrogénperoxidot eliminalja.

Ha feltélezzik, hogy a kiindulasi hdgysav koncentracio 300 umol/l és a terapia
soran ezt nagyon rovid id6 alatt (percek) a higysavoxidaz hidrogénperoxidda
konvertalja, akkor a plazméban a hidrogénperoxid koncentracio akar 300 umol/I
Is lehet. Ez mintegy 100-szorosa a plazma (0,8-6,7 umol/l) steady state
aktivitdsa mar nem elégséges, de rendelkezésre allhat a vorosvértestek nagy
katalaz aktivitésa.

A velesziiletett katalazhidnyos egyéneknél azonban ez homozigdtaknal 0-5%, a
heterozigotaknal, sulyos anémiakban mintegy 50%. Ezekben az esetekben nem
latszik biztositottnak a hidrogénperoxid shock elleni védelem.

A terapia sordn mar beszamoltak karos kovetkezmenyként
methemoglobinemiardl,  ami  glikoz-6-foszfat-dehidrogendz hianynak
tulajdonitottak, mig egy méasik betegnél a kialakult hemoliticus anemia kivaltd
oka nem ismert [54]. Ujabb kozlemények egy tovabbi hemolizisrél és szérum
LDH aktivitas ndvekedésrol szamolnak be [55-57].

Ezek alapjan célszerlinek tlinhet, hogy az urikdz terdpia eldtti a kotelezo
glikoz-6-foszfat dehidrogendz meghatarozas mellett a vér katalaz aktivitas is
meghatarozasra kertljon, ezaltal csokkentve a terapia kockazatat.

A Web of Science ‘tumor lysis syndrome and catalase’ cimili keresésre
1990-t61-2005. 10.-ig egyetlen kézleményt sem talalt.

A hidrogénperoxiddal torténd mitéti fertdtlenités

Japan szerzok [59] 2004-ben a kovetkezo esetrdl szamoltak be, amely egy
tokioi korhazban tortént. Egy 71 éves férfi beteget operaltak laryngenalis tumor
miatt, és a szokdsos mddon a szajireget 300 ml 1:2 ardnyban higitott 3%-0s
hidrogénperoxiddal fertétlenitették Az anastesia soran észlelték, hogy a beteg
methemoglobin koncentracioja 11%-ra emelkedett, ami aszkorbinsav adasara
7,5%-ra csokkent és harom nap mulva normalizalodott (0,5%). A kés6bb
elvegzett ver katalaz méres mintegy 1%-nyi katalaz aktivitast mutatott. A csalad
vizsgalatakor az anya és harom gyermek hypokatalazémiasnak bizonyult. Az
apa, aki az anya unokatestvére volt, mar korabban meghalt.
Ez talan az egyik elso eset, ahol a velesziletett, tinetmentes katalazhiany sulyos
elvaltozast (methemoglobin képzodést) eredmeényezett, amikor a beteget
fokozott hidrogénperoxid hatas érte.
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Hasonlé6 moédon a hidrogénperoxiddal torténd fertdtlenités soran az
oxigén fejlddés elmaradasa, €s a vér barnas-feketére torténd szinezddése
indukalta az els6 katalazhiany felfedezését Japanban [60, 61], és Ausztriaban
[62].

Az aszkorbinsav, mint pro-gyogyszer

Chen és mtsai [63] 2005-ben szamoltak be arrol, hogy a terapias koncentracioju
(6 mmol/l) aszkobinsav a human lymphoma sejtek szeletiv pyknosis/necrosis-at
okozta. A hatas elérésehez 0,5-10% szérum Kkivantatott meg, és a folyamat soran
kimutattdk aszkorbat gyok ¢€s hidrogénperoxid képzddését, amelyek feleldsek
lehetnek a sejtkarositasert.

Ha feltélezziik, hogy ekvimolaris koncentracioban képzdédik a 6 mmol/l
koncentracioju aszkorbisavbdl hidrogénperoxid, akkor ez ennek 6 mmol/l
koncentraciojat eredményezi, ami mintegy 1000-szerese a szerum steady state
koncentracidjanak. Ezt a szérum kataldza nem, de a normokatalazémias
egyenek vorosvertest kataldza metabolizalni képes. Ekkor a terdpias hatés
kétségbe vonhatd. A velesziletett katalazhianyosoknal, kilondsen a
homozig6taknal, viszont persistalhat a nagy hidrogénperoxid koncentracié és
Kifejtheti sejtkarositd hatasat, amely lehet jotékony a tumorsejtek esetén vagy
karos a nem tumoros sejteknél.

Biokémia, klinikai elvaltozasok és mutacio tipusok
A magyarorszagi akatalazémia vizsgalatakor a diabetes, lipid anyagcsere,
folsav, anemia vizsgélatakor a genetikai tipustdl filiggetlen volt ezen
paraméterek megvaltozasa. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy nem a katalaz gén
mutaciés tipusa, hanem annak kovetkezménye a csokkent katalaz aktivitas
révén megndtt hidrogénperoxid koncentracié lehet a felelds ezen
elvaltozasokert.

Ajéanlas
1.A velesziletett kataldz hianyos egyének keruljék a fokozott

hidrogénperoxid képzoédéssel jaré eseményeket.

2.A fokozott hidrogénperoxid képzodéssel jaro beavatkozasok elott célszeri
a vér katalaz aktivitas meghatarozasa.
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6. 4. TECHNIKAI UJITASOK

6. 4. 1. Katalaz izoforma kimutatési eljaras

Egy eljarast dolgoztam ki a szérum, vér szoveti kataldz izoenzim/izoforma
detektalasara, amellyel kizartam a szérum katalaz izoenzmeit, és azonositottam
a szOveti izoformokat.

Goth L. No catalase isoenzymes in serum. Clinical Chemistry 1987: 33: 2302-
2303.

Goth L. Serum catalase: Reversibly formed charge isoform of erythrocyte
catalase. Clinical Chemistry 1991: 37: 2043-2047.

6. 4. 2. A szérum katalaz diagnosztikai értékelését segito algoritmus

A szérum katalaz tobb megbetegedésben, patologias folyamatban is jelentOsen
emelkedik. Ezen folyamatok kozotti differencialast segiti ez az algoritmus,
amely miikodéséhez a szérum kataldzon kiviil, tovabbi rutin laboratoriumi
mérési eredményeket igényel és hasznal fel. Az Uttord jellegli probalkozasnal
mar alkalmazott dontési stratégiak fejlett valtozatai napjainkban nyernek
tovabbi alkalmazast az autovalidalasban, a bizonyitékon alapuld
orvoslasban/diagnosztikaban, amit a szamitastechnika jelenlegi fejlett
szinvonala tesz lehetové.

Goth L. Laboratoriumi eredmények diagnosztikai jelentdségének novelése
szamitégep alkalmazasaval, kilonds tekintettel a polarografids katalaz
meghatarozasra. Kérhaz és Orvostechnika 1986: 26: 150-152.

6. 4. 2. Spektrofotometrias szérum kataldz meghatarozas

A szérum katalaz enzim aktivitdsra kifejlesztett, egyszerli ¢€s olcso
meghatarozasi modszeremet alkalmazzak, foként a nemzetk6zi Kkatalaz
kutatasban. A modszer adaptalhatd vér és mas katalaz tartalmu mintak katalaz
aktivitasdnak meghatarozasara.

G6th L. A simple method for determination of serum catalase activity and
revision of reference range. Clinica Chimica Acta 1991: 196: 143-152.
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6. 4. 3. Mutacio sziirési eljaras A

Egyszerli eljarast dolgoztam ki a magyarorszagi A tipusu akatalazémia
genetikai sziirésére, amely egy egyszeriisitett PCR-heteroduplex Kkimutatasi
eljaras.

G6th L, Gorzsas A, Kalméar T. A simple PCR-heteroduplex screening method
for determination of a common mutation of the catalase gene in Hungary.
Clinical Chemistry 2000: 46: 1190-1191.

A modszeremet alkalmazva detektaltak Ujabb diabeteses katalazhianyos
egyeneket Magyarorszagon egy genetikai szlirévizsgalat soran.

Vitai M, Fatrai S, Rass P, Csordas M, Tarnai I. Simple PCR-heteroduplex,-
SSCP mutation screening methods for detection of novel catalase mutations in
Hungarian patients with type 2 diabetes mellitus. Clin Chem Lab Med 2005: 43:
1346-1350.

6. 4. 4. Mutacio sziirési eljaras B

A kataldz gén 9. exonja polimorfizmusdnak vizsgdlatdra alkalmas, egyszerii
mutacio szlrési eljarast dolgozunk ki. Az eljards a megfelelden tervezett
spontan kialakulo, egyszald PCR termékek konformacios kilénbozoséget
hasznalja fel. Ezzel az eljarassal torténd mutaciosziirés eredményezte a
magyarorszagi akatalazémia E tipusanak felderitését.

Az eljaras szabadalmaztatésa folyik.
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7. A LEGFONTOSABB UJ EREDMENYEIM

1. A hidrogénperoxid paradoxon értelmezése €s a kataldz enzim szerepének
ujraértékelése irodalmi adatok alapjan.

2. A szérum katalaz referens tartomanyanak meghatarozasa es katalaz aktivitas
jelentdsége hemolitikus folyamatokban.

3. A szérum katalaz meghatarozas jelentGségének kritikai elemzése és
diagnosztikai hatekonysaganak novelésére végzett prébalkozasok.

4. A szérum Kkatalaz szerv/szbvet eredetének meghatarozasa referens
egyéneknél és kiilonbozo patologias allapotokban.

5. Katalaz enzim meghatarozasi modszerek kifejlesztése: katalaz izoformok
detektalasara, a  szérum/vér  katalaz  aktivitas  spektrofotometriés
meghatarozasara, amelyek nemzetkdzi alkalmazast nyertek.

6. Human vér katalaz tisztitasi mddszer kidolgozésa.

7. A vér katalaz aktivitas referens tartomanyanak meghatarozasa, és az
aktivitasanak vizsgalata anémiakban, tumorokban, scizophreniaban, diabetes
mellitusban, vitiligoban, diabetes mellitusban.

8. A reverzibilis kataldz izoformok: a szérum és vorosvertest katalaz
kapcsolatanak meghatarozasa, hagyomanyos és Uj technikakkal.

9. A szérum és ver katalaz valtozasok bemutatasara kifejlesztettem egy Uj
abrazolasi formét, a diagnosztikai halot.

10.Uj molekuléaris genetikai modszerek bevezetése a hazai  klinikai
laboratoriumi gyakorlatba (PCR-SSCP, PCR-heteroduplex, nem radioaktiv
detektalas, proba eloallitas.

11.Uj a DNS polimorfizmus sziirési modszerek kidolgozasa.

12. Az oroOkletes katalaz hiany magyarorszagi felderitesi stratégidjanak, és a
gyakorlatban torténd sikeres alkalmazésa.

13.Az oOrokletes katalaz hiany egy uj formajanak a magyarorszagi formanak a
leirésa.

14.A katalaz hiany és a diabetes kozti lehetséges kapcsolat leirasa.

15.A magyarorszagi 6rokletes kataldz hidny 5 genetikai tipusanak
meghatarozasa és jellemzése

16.A Magyarorsagi akatalazémia Kklinikai, klinikai biokémia és genetika
jellemzése alapjan, egy Uj szindrdbmanak, a velesziiletett katalaz hianynak a
felismerése.

17.A korabbi eredményeim (szérum katalaz diagnosztikai algoritmus, katalaz
molekulatomeg, MCV, vorosvértest kataldz szerepe acut myocardialis
infarctusban és pancreatitisben) magyardzata a mai irodalmi adatok és sajat
ujabb eredményeim alapjan.
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	A hosszan tartó agónia sok szervet érint, amelyekből kijutó kataláz, valamint annak csökkent eliminációja révén az enzim a szérumban megszaporodik.
	6. 1. 4. 1. A szérum kataláz szervi eredetének vizsgálata kontroll egyéneknél
	[16-18,16,4,18]
	A szoros összefüggés (p(0,001, r: 0,995) a szérum kataláz és a vörösvértestekből származó szérum hemoglobin között utal a szérum kataláz egy részének a vörösvértest eredetére.
	6.1.4.2. A szérum kataláz eredete patológiás folyamatokban
	6. 1. 4. 2. 1. Fokozott erythropoesis [17,18,4,18]
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