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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Mas szakteriiletekhez hasonléan a hematologia ¢és immunoldgia terliletein is
folyamatosan emelkedik azon kérképek szama, amelyek esetében bizonyitotta és ismertté
valik a pontos genetikai hattér. Ezeknél a betegségcsoportoknal szamos esetben deriil fény
monogénes genetikai mechanizmusra. Ezek az altaldban viszonylag kis szamua beteget
érintd korképek hatékonyan tanulmédnyozhatok genetikai laboratoriumi eszkézokkel. Egy
masik fontos teriilet a genetikai kockazati tényezok vizsgalata, amely altalaban jelentésebb
szamu beteget érintd korképeknél meriil fel, ugyanakkor a genetikai kockazati tényezdok
szerepe a betegségek kialakuldsdban kevésbé egyértelmii. A jelen dolgozatban bemutatott,
mintegy 10 évet feloleld iddszak soran az altalam vezetett kutatocsoport alapfeladata a
klinikai orientaltsagu genetikai kutatdbmunka eszkdzeinek meghonositasa, az ujabb kisérleti
modszerek, eljarasok folyamatos atvétele, és a kiértékeléshez, Gsszehasonlitashoz
elengedhetetlen feltételek (szamitogépes programok, statisztikai modszerek) megteremtése
volt.

A kialakitott és folyamatosan fejlesztett infrastruktira segitségével a monogénes
betegségek, illetve populdcidogenetikai kutatasok teriiletén a kovetkezd célkitlizéseink
voltak: (1) Kozvetett és kozvetlen vizsgalatokra alkalmas molekularis genetikai modszerek
beallitasa €s sziiletés eldtti, illetve hordozo-diagnosztika végzése A és B tipusu orokletes
hemofiliaban (HA és HB). (ii) Olyan lehetséges mechanizmusok tanulmanyozasa, amelyek
a VIII. véralvadasi faktor gén egyes betegségokozo ritka szerkezeti valtozatai
keletkezéséhez vezethetnek. (iii) Koroki mutaciok felderitése Orokletes angioneurotikus
oedemdban (HANO) ¢és fiatalkori hemokromatozisban (JH). (iv) A mutacid-keresési
munkaban résztvevd csoportok nemzetkdzi egylittmiikodését eldsegitd internetes adatbazis

kifejlesztése, valamennyi kozolt C1 inhibitor génmutacid Osszegyijtése. (v) A hazai
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populéacidgenetikai mérésekhez sziikséges populacidos mintdk Gsszegytlijtése, €s klinikai
szempontbol fontos oOrokletes kockéazati tényezOk eléfordulasi gyakorisdganak
megallapitdsa a hazai atlagpopuldcioban. (vi) A valos idejii PCR-technikaval végzett

genotipizalas koriilményeinek szisztematikus elemzése.

II. VIZSGALT POPULACIOK, ALKALMAZOTT MODSZEREK

IL.1. POPULACIOK

Az értekezés beaddsakor 158, egymadssal rokoni kapcsolatban nem allo, A tipusu
hemofilidban (HA) szenvedd beteg, illetve csalad anyagat (vér-, DNS-minta, informdacio)
taroltuk. A csaladok sulyossdg szerinti megoszldsa a kovetkezd volt: 128 sulyos, 22
kozépsulyos és 8 enyhe HA. Szintén taroltuk 26 B tipusti hemofilidban (HB) szenvedd
csalad (14 sulyos, 9 kozépsulyos és 3 enyhe HB) anyagat. A betegek gondozéisa és a
genetikai tanacsadas az Orszdgos Hemofilia Kozpontban, a Heim P4l Gyermekkorhazban,
valamint az orszdgban miikodd regionalis Hemofilia Gondozokban tortént. A VIII. és IX:
véralvadéasi faktorok aktivitisa és az egyéb koaguldcids paraméterek meghatarozasa,
valamint a csalddfa adatok felvétele a gondozéast végzd orvos irdnyitdsaval tortént. A
betegek és az érintett csaladtagok a szdbeli tajékoztatast kovetden irdsbeli, tajékoztatason
alapulo beleegyezd nyilatkozatot irtak ald. A hordozo és prenatalis vizsgalatok eredményét
titkosan kezeltiik, csak a vizsgalatot kérd orvosnak adtuk meg. A prenatalis vizsgalatokhoz
szlikséges chorion boholy mintdk (CVS) vételét és citogenetikai vizsgalatat az Orszagos
Gyogyintézeti Kozpont Sziilészeti Osztalyan végezték (1. és 2. cikkek).

Az oOrokletes angioneurotikus oedeméaban (HANO) szenvedd betegek és csaladtagjaik
részletes kivizsgaladsa és gondozasa orszagos ellatasi teriilettel a Semmelweis Egyetem
Kutvolgyi Klinikai Toémb Orr-Fiil-Gégészeti és Allergoldgiai Ambulancidjan tortént. A

genetikai vizsgalatok szempontjabol kiemelkedd fontossagi komplement vizsgalatok a SE
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III. Belklinika Kutat6 Laboratériumaban torténtek. Az értekezés beadasakor 26, egymassal
rokoni kapcsolatban nem allo, HANO-ban szenvedd csaladbol (23 HANO-I és 3 HANO-
IT) 64 beteg (30 férfi és 34 no), és 29 egészséges hozzatartozo anyagat taroltuk. A betegek
¢s az ¢érintett csaladtagok a szdbeli tajékoztatast kovetden irasbeli, tajékoztatason alapulod
beleegyezd nyilatkozatot irtak ala (3. cikk).

A fiatalkori hemokromatozisban szenvedd beteg és csaladtagjai  klinikai és
laboratoriumi kivizsgalasat a FOvarosi Szent Janos Korhaz II1. Belgyodgyaszati Osztalyan
végezték. A szivbiopszids minta szOvettani vizsgalatdt a Szent Janos Korhaz Patologiai
Osztalyan és a SE Igazsagiigyi Orvostani Intézetében végezték (5. cikk).

A populécidgenetikai vizsgalatokhoz hasznalt elsé kontroll csoport (277 személy)
egymassal rokoni kapcsolatban nem all6, egészséges intézeti dolgozokbol,
csontvelddonorokbol €s apasagi vizsgalatok résztvevoibdl allt tilnyomorészt Budapestrol
¢és vonzaskdrzetébdl (6. és 10. cikkek).

Hemokromatoézis klinikai gyantja miatt a dolgozat készitéséig 464 személynél (181 nd,
283 férfi) kértek diagnosztikai célit C282Y mutacid analizist az orszag egész teriiletérdl. A
H63D vizsgalatat csak a C282Y-heterozigotaknal végeztiik el. A legtobb esetben részletes
klinikai adatok nem alltak rendelkezésiinkre, a vizsgalat elvégzésének okaként altalaban az
emelkedett szérum vas ill. ferritin szintet és csokkent teljes vaskotd kapacitast jelolték
meg. Gyakran ismert, masodlagosan vaslerakodashoz vezeté faktorok mellett
(alkoholfogyasztas, virusos hepatitis, tOobbszords transzfuziok stb.) az 6roklédo
haemochromatosis tarsuldsanak kizardsa volt a vizsgéalat célja. Az azonositott C282Y-
homozigota, és a C282Y/H63D kettds heterozigota egyének klinikai adatait retrospektiven
dolgoztuk fel (7. cikk).

A populacios HFE C282Y-sziiréshez hasznalt masodik, nagyobb 1étszamu reprezentativ

csoportunk 996 egészséges, Onkéntes véradobol (362 nd, 634 férfi) allt. A véradok
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bevonasat a vizsgalatba a budapesti Orszadgos Vérellatdo Szolgalat (OVSZ) és az OVSZ
Szegedi Tudomanyegyetemen miikodo Regiondlis Vérellatoja végezte. A véletlenszeri
mintavétel leheté legjobb megkozelitése érdekében torekedtiink a  konszekutiv
mintavételre. Szobeli tajékoztatast kdvetden a véradok irasbeli, tdjékoztatason alapuld
beleegyezd nyilatkozatot irtak ala. A HFE C282Y mutéacid-kimutatas pozitiv eredményérol
irdsos értesitést kaptak azok a véradok, akik ezt igényelték. 694 budapesti és 302 szegedi
véradot vizsgaltunk, az atlagéletkor férfiaknal 35,7 év, ndéknél pedig 37,0 év volt
(tartomany: 18-65 év). A korabbi véradasok szdma a ndknél atlagosan 14,0 férfiaknal
pedig 18,4 (tartomany: 0-95) volt. A C282Y mutécid analizist minden véradonal, a H63D
mutacid analizist a C282Y-heterozigotaknal, 80 els6 véradonal és 80-80 kdzepes szamu (6-
13 korabbi véradas) ill. sokszoros (30-95 korabbi véradas) véradonal végeztiik el (8. cikk).

A myelodyspléasiaban szenvedd betegeknél (32 nd, 18 férfi; atlagéletkor a betegség
diagnézisakor: 70,3 év, tartomany: 37-87 év) a C282Y ¢és a H63D mutacié el6fordulasi
gyakorisagat egyarant vizsgaltuk. A betegek megoszlasa a betegség-alcsoport szerint
akovetkez0 volt: 26 RA-ban (refrakter anaemia), 9 RARS-ban (RA gylirls
sideroblastokkal), 2 RAEB-ban (RA blast tilsullyal) és 13 beteg RAEBt-ben (RAEB

transzformacioval) szenvedett (9. cikk).

II. 2. MODSZEREK
I1.2.1. DNS-izoldlds

A genomidlis DNS-t frissen levett vagy a -20°C-on tarolt, elsésorban EDTA-val
alvadasgatolt, periférias vérmintabol vagy prenatalis vizsgalatnal CVS-mintabol izolaltuk.
1995-2000 kozétt a ,,kisdzasos” modszert alkalmaztuk (Miller 1988). A modszer 1ényege,
hogy hipozmotikus lizissel végzett vOrosvérsejt-mentesitést kovetden a magvas sejtek

maradvanyat proteindz K-val emésztjik, majd a megemésztett fehérjéket nagy
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crc

munka- és idé-igényesebb, mint az Gjabb, gyari kiteket alkalmaz6 eljarasok, de 1ényegesen
olcsobb azoknal. A mintaszdm bdviilésekor (2000-ben) attértiink a gyari reagensek
(PuregeneTM DNA Isolation Kit, Blood Kit; Gentra Systems) rutinszeri alkalmazasara. A

DNS oldatot -20°C-on taroltuk.

11.2.2. Primer tervezés

A bemutatott munkak tulnyomo tobbségénél sajat tervezésii oligonukleotid primereket
hasznaltunk. A tervezéshez a leggyakrabban a szabadon hozzaférhetd, Primer3
(http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_ www.cgi) programot hasznaltuk
(Rozen & Skaletsky 2000). A fluoreszcens jelolésti hibridizacids oligonukleotidokat a
LightCycler késziilék (Roche) beépitett programjaval terveztik. A megtervezett
oligonukleotidokat az Integrated DNA Technologies (IDT) cég internetes ellendrzo
programjaval ellendriztilk. Valamennyi felhasznélt oligonukleotid bazissorrendjének
megadasa meghaladna a jelen dolgozat kereteit, igy utalok a fliggelékben talalhato teljes
terjedelmi k6zleményekre és az azokban megadott hivatkozasokra.

Az valos idejli PCR-rel végzett genotipizalds koriilményeinek vizsgalata soran (11.
cikk) a FV Leiden mutacid kimutatasi rendszerhez az 1. dbra sémdjan feltiintetett nem

jelolt (amplifikacios), illetve jelolt (hibridizacids) oligonukleotidokat hasznaltuk.

Leiden-5LC Leiden-3LC
Leiden-LCF

—_— P
5’ “antisense”
Intron 10 Exon 10
“sense” 5
—
et Leiden-LCR
Leiden-5LC-comp Leiden-3LC-comp

1. dbra A FV Leiden muticid kimutatdsi rendszerben a valds idejiit PCR-es genotipizdlashoz, felbaszndlt jelilt és nem
Jelilt oligonnkleotidok elbelyezkedése a F1 génen. A részletes magyardazatot lisd a 111.2.4. alfejezetben.
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11.2.3. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A projektek tobbségében a DNS-analizis kiindulopontja a polimeraz lancreakcio (PCR)
utjan végzett amplifikacid, amelyet standard modon az adott szekvenciara specifikus,
szintetikus oligonukleotid primerek, Taq polimeraz, dNTP, megfeleld puffer és genomialis
DNS-templat jelenlétében végeztiink. A PCR program harom fontos hémérséklet - a 95°C-
os denaturalas (a kett6s szali DNS-templat egyszaltva alakitasa), az 50-65°C kozotti
anellacié (primer-kitapadas: a konkrét homérséklet az aktudlis primer szekvencia
fliggvénye), és 72°C-os lanchosszabbitas (elongacid) — ciklikus, altalaban 30 alkalommal
ismételt valtoztatasat jelentette. A PCR-termék analizise horizontalis gél-elektroforézissel,
etidium bromidos festéssel ¢és UV-megvilagitdssal tortént. Mutdciok és/vagy
polimorfizmusok kimutatdsa céljabol az elektroforézist megelézéen tobb esetben
emésztettik a PCR terméket restrikcios endonukledzokkal (PCR-RFLP). A 11 sajat
kozlemény kozil (V.1. alfejezet) mindossze kettében (a 4. és a 11. cikkek) nem
alkalmaztunk hagyoméanyos PCR-technikat. A tovabbi részleteket a fliggelékben talalhato

kozlemények tartalmazzak.

11.2.4. Genotipizalas valos idejii PCR-rel

Az 1j valds idejii PCR-késziilék, a LightCycler (Roche) intézeti beszerzését kdvetden
szamos mutacio-kimutatasi technikat allitottunk at a valés ideji PCR és olvadaspont-
elemzéssel megvalosuld genotipizalasra. Az eljaras lényege, hogy jeldletlen amplifikacios
primerekkel végzett PCR-reakciot kovetden hibridizaciot €s olvadaspont elemzést végziink
két masik oligonukleotid (szonda) segitségével. A PCR-késziilék és fluoriméter
kombinaciojanak tekinthetd LightCycler a PCR-reakciod és az olvadaspont-analizis soran
folyamatosan regisztralja a mintdk aktualis fluoreszcenciajat. Ez teszi lehetévé a PCR-
termék keletkezésének valos ideji kdvetését, ami a mennyiségi nukleinsav-technikdk

alapja, valamint a fluoreszcencia-valtozasok mérését az aktudlis mintahOmérséklet




Tordai Attila, akadémiai doktori értekezés, 2005.

fliggvényében az olvadaspont-elemzés soran. Mindehhez kiilonleges optikai tulajdonsagt
kvarciivegbdl késziilt kapillarisokra van sziikség. A genotipizalas alapja, hogy a
fluoreszcens jelolést tartalmazd hibridizacids oligonukleotidok eltéréen hibridizalnak a vad
tipusu, illetve egy bazis eltérést tartalmazd varians DNS-szakaszokkal, és ez nagy
biztonsaggal és érzékenységgel kimutathatd a LightCyclerrel végzett olvadaspont-elemzés

soran. A tovabbi részleteket a I11.2.4. alfejezet és a 11. cikk tartalmazza.

11.2.5. Mikroszatellita-elemzés

A HA ¢és HB genetikai vizsgdlatai részeként az indirekt csalddvizsgalatok soran
polimorf DNS-markereket illeté kiilonbségeket keresiink az érintett és csaladtagjai kozott.
A polimorf mint4dzatok kimutatasara a bi-allélikus markerek esetében gyakran alkalmazott
PCR-RFLP technika mellett mikroszatellita-elemzéseket hasznalunk. Kezdetben radioaktiv
primer-jeldlést, kiilonleges, igen vékony, nagy felbontasu akrilamid gél-elektroforézist, és
autoradiografiat alkalmaztunk (1. cikk). Az utobbi két évben volt lehetdségiink errdl a
munka- ¢és id6-igényes modszerrdl attérni a fluoreszcens primer-jeloléssel és automata

kapillaris elektroforézissel (ABI 310) végzett mikroszatellita-elemzésre.

11.2.6. Southern blotting

A FVIII (II1.1.1. alfejezet), illetve a CI-INH (II1.1.2. alfejezet), gének nagyméretii
szerkezeti eltéréseit Southern blotting technikaval vizsgaltuk. A mddszer 1ényege, hogy
egy adott restrikcids endonukleazzal (esetiinkben a Bcll-gyel) viszonylag nagy mennyiségii
genomialis DNS-t emésztiink. Az emésztett (feldarabolt) genomialis DNS-t agaroz gél-
elektroforézissel valasztjuk el méret szerint. Az egyes fragmentumok mérete az adott
restrikcids enzim hasitasi helyeinek egymastol vald tavolsagatol fiigg. Az emésztett DNS-
darabokat a futdsi sorrendet megoérizve passziv diffuzioval membranra vissziik at
(blottoljuk), hokezeléssel rogzitjiik, és a membranhoz rogzitett DNS fragmentumokat

hibridizaltatjuk egy olyan szondaval (DNS-darab, probe), amely a vizsgéalni kivant
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szakaszra (esetliinkben az FVIII génnel kapcsolt intronikus és extragenikus F84 génekre,
illetve a teljes CI-INH génre) specifikus. A szonda radioaktiv izotoppal jelolt, igy a
kérdéses régidt tartalmazdé DNS fragmentumok autoradiografidsan megjelenithetoek,
méretiik meghatarozhatd. Minden esetben empirikus mintazatokat hasonlitunk 6ssze, azaz
egy kontroll (vad tipust) és egy azzal azonos, illetve attdl eltérd mintazatbdl vonunk le
kovetkeztetéseket. Megfeleld restrikcios endonukledz és szonda kivalasztasaval a modszer
alkalmas nagyméretli génatrendezddések (pl. delécidk, inszercidk vagy inverziok)

kimutatasara (2. és 3. cikkek).

11.2.7. Hosszu PCR

A FVIII gén 22. intron inverzidja kimutatdsa sordn alternativ mdodszerként hossza (long
distance) PCR modszert hasznaltunk (Liu 1998). Az eljaras 1ényege, hogy a FVIII gén
intronikus és extragenikus F84 homolog régioi teljes hosszat €s a kdrnyezd szekvencidkat
kiilonleges PCR-technikaval amplifikdljuk a homolog région kiviil elhelyezkedd primer
parokkal. A kapott PCR termékek mérete eltér a vad tipust intra- és extragenikus homoldg
régidk €s az inverzidban résztvevd homolog régidk esetén. A modszer kiilonlegességét a
megcélzott PCR-termékek mérete jelenti, amely a 10-12 kb tartomédnyban van, szemben a
szokasos 0,5-1 kb méretli PCR termékekkel. A szokatlanul nagy PCR-termék “legyartasa”

crer

gazdagsaga miatt megvaltoztatjuk az alkalmazott DNS polimerazt (kiilonb6z6 5°—3’ ¢€s
3’—>5’ exonukleaz aktivitdsu DNS polimerdzok megfeleld aranyt keveréke), mas PCR

ciklus-id6ket (a lanchosszabbitas ideje 1 perc kilobazisonként) alkalmazunk, tovabba

crer

reakcio-elegyet hasznalunk (2. cikk).
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11.2.8. Kozvetlen szekvencia-elemzés

A Sanger-féle didezoxi lancterminacids technikat alkalmaztuk, kezdetben radioaktiv
didezoxi nukleotid-jeldléssel és nagy felbontasti akrilamid elektroforézissel, majd
fluoreszcens didezoxi nukleotid-jeloléssel ¢és kapillaris elektroforézissel. A modszer
lényege, hogy a szekvendlo reakcidban az egyik primerrel elinditott lanchosszabbitas soran
a DNS-polimeraz véletlenszerlien épit be kémiailag modositott didezoxi-nukleotidokat,
illetve modositas nélkiili nukleotidokat a komplementaritds elve alapjan meghatdrozott
poziciokba. Ha didezoxi-nukleotid épiil be, a tovabbi lanchosszabbitds nem lehetséges
(lancterminécio). Igy a reakcié végén egy olyan szintetikus DNS-fragmentum keveréket
kapunk, amely egy bizonyos mérettartomanyon beliil valamennyi lehetséges hossziisagu
DNS-darabot tartalmazza, mindegyik végén egy-egy jelolt, abba a pozicidba ill6 didezoxi-
nukleotiddal. Ezutdn nagy felbontdsi gél-elektroforézissel méret szerint el kell
valasztanunk a fragmentumokat és radioizotopos jeldlésnél az autoradiografids képrol,
fluoreszcens jelolésnél pedig a fluoriméter altal detektdlt szignalbol generdlt szinkod
alapjan le kell olvasnunk az eredményt.

Els6 1épésként egyszerli PCR-amplifikaciot végeztink a kivant génszakaszrol. Az
ezutan kovetkezd szekvenalo reakcioban a tisztitott PCR-termék (templat) mellett az egyik
amplifikaciés primert, jelolt didezoxi-nukleotidokat, nem jeldlt nukleotidokat, DNS-
polimerazt és puffert hasznaltunk. Az eredeti technika soran négy kiilon reakcidcsdben
radioizotoppal jeldlt didezoxi-nukleotidokat alkalmaztunk, nagy felbontast (szekvenald)
akrilamid gél-elektroforézist, és autoradiografidt végeztiink. A teljes automatizalast is
lehetéveé tevd 1) fejlesztést a négy kiilonbozd fluoreszcens festékkel jelolt didezoxi-
nukleotidok egy csében torténd alkalmazdsa €s az automatizalt kapillaris elektroforézissel
végzett méret szerinti elvalasztds jelentette. Ehhez a modszerhez a BigDye Terminator

cycle sequencing kittet és egy ujonnan beszerzett ABI 310 genetikai analizatort
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hasznaltunk. Az adatelemzéshez a genetikai analizator sajat szamitdogépes programjat
hasznaltuk. Eltérés vagy nem egyértelmii szekvencia esetén elvégeztiik a forditott iranyu,
azaz az ellentétes primerrel végzett szekvenalast is (IT1.1.1., III1.1.2., II1.1.3. alfejezetek, 3.

¢s 5. cikkek).

11.2.9. Statisztikai modszerek

A statisztikai modszerek koziil a mutdciok/variansok eléforduldsi gyakorisagainak
Osszehasonlitdsdhoz allél-frekvencia (a mutacidt tartalmazo kromoszémak ardnya az 6sszes
vizsgalt kromoszémahoz képest) értékeket, 95%-0s megbizhatosagi tartomanyt (95% CI)
¢és kockazati hanyados (odds ratio, OR) értékeket szamitottunk. Az értékeket a khi-négyzet
probaval vagy Fischer-féle exact teszttel hasonlitottuk Ossze. A folyamatos véltozok
értékeit atlag = SD-ként tiintettiikk fel, Osszehasonlitasukat pedig kétmintas t-probaval

végeztiik. A szignifikancia-hatar p<0,05 volt minden vizsgalatnal.

I1I. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

IIL.1. MONOGENES HEMATOLOGIAI/IMMUNOLOGIAI KORKEPEK
1I1.1.1. Hemofilia

Ebben a fejezetben az A tipusit hemofiliaval (HA) kapcsolatos eredményeinket
foglalom 8ssze nagyobb terjedelemben, és a fejezet masodik felében kisebb terjedelemben
szamolok be a B tipusti hemofiliaval (HB) kapcsolatos eredményekrdl.

A haemophilia A (HA) X kromoszémahoz kotott, recessziv modon o6roklodd
vérzékenység, amely minden 5000-10 000-dik fitgyermeket érint. Magyarorszagon
mintegy 900 HA-beteget tartanak nyilvan. A koérképet a VIII. véralvadasi faktor csokkent,
illetve hidnyzo aktivitdsa okozza. Az elhtizodo vérzések, az iziiletek és az izmok

bevérzésének sulyossdga a beteg maradék VIII. faktor aktivitasatol fiigg és kiilonbozo
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mértékben, esetenként jelentdsen csokkenti az é€lettartamot €s rontja az életmindséget. A
betegség diagndzisa az ¢érintett betegeknél fenotipusos vizsgalatokkal biztonsaggal
felallithatd. A tiinetmentes hordozok azonositasa €és a hordozok fitmagzatainal a betegség
sziiletés elotti kimutatdsa molekularis genetikai vizsgalatokkal oldhaté meg.

A HA soran észlelhetd klinikai tiinetek sulyossaga a keringésben taldlhato VIII. faktor
mennyiségétol, illetve aktivitasatol fiigg. Sulyos esetben, amikor a VIII. faktor aktivitasa
alacsonyabb, mint a normal aktivitds 1%-a, a kisebb traumat kovetd, illetve a spontan
bekovetkezo iziileti €s izomkozti vérzések kialakulasa a legjellemzobb tiinet. 1-5%-os VIII.
faktorszint esetén (kozépsulyos eset) a spontan vérzések eldforduldsa ritkabb, kisebb
sériilések utan lépnek fel elhizodd vérzések. Enyhe esetekben (VIII. faktorszint 5-30%)
elhuzodo vérzés csak foghtzas, fogaszati illetve sebészeti beavatkozas, vagy nagyobb
sériilések utan fordul eld.

A vérzések sordn leggyakrabban a konyok-, a térd-, a boka- és a csipdiziilet érintett.
Faktorpotlas nélkiil az iziileti intrakapszularis vérzés komoly duzzanatot, fajdalmat és
izlileti merevséget okoz. A vér irritdlja a synoviumot, amely gyulladashoz, proliferacidhoz,
degenerativ arthritis kialakulasahoz vezet. [zomvérzés barhol eléfordulhat, foként a nagy
igénybevételnek kitett helyeken (pl. comb, labikra és farizomzat). A haematuria nem
gyakori, de szinte minden sulyos betegnél eléfordul egyszer-kétszer az élete soran.
Kozponti idegrendszeri vérzés altalaban csak fejsériiléskor kovetkezik be. Korabban ez
okozta a legtobb halalesetet a hemofilids betegek kozott. Mitéteknél nemcsak a
vérveszteség, hanem a vérzés elhuzodasa is gondot okoz (Peake 1998; Kazazian 1995;
Roberts 1995).

Mivel a VIII. faktor fehérje nem jut at a placentan, ezért a vérzékenység mar ujsziilott
korban jelentkezhet. Gyakoriak az injekciok utani hematomak, vagy a circumcisiot kovetd

vérzések. Sziiletéskor cephalhematoma, illetve hosszantarté koldokvérzés is el6fordulhat.
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Szamos érintett 0jsziilottnek azonban nincsenek klinikai tiinetei. Amint a gyermekek jarni
tanulnak, kiterjedt zazodasok jelentkeznek. Az ajak €s a nyelv egyébként kicsiny sériilése,
amely orakig vagy napokig is vérzik, vezet el leggyakrabban a diagndzishoz. A betegség
sulyos formajaban szenveddk 90%-andl 1 éves korra a vérzékenység klinikailag mar
nyilvanvalova valik (Nelson 1995). A korkép kezelésének {6 eleme a kiilonb6zo
technologidkkal eldallitott, rendszeres VIII. faktor fehérje potlas. Az oki kezelést a
génterapia jelenthetné, amely azonban még tavol all a rutinszerii alkalmazastol.

A HA patomechanizmusa napjainkra részleteiben is ismertté¢ valt. A csokkent VIII.
alvadasi faktor aktivitas kovetkeztében a koagulacidés rendszer plazmaban talalhato,
enzimatikus véralvadasi reakcio-lancolata elégteleniil miikodik. A csokkent VIII. faktor
funkci6é miatt els6dlegesen lassul a IXa faktor altal katalizalt X. — Xa faktor atalakulas
(Machovich 2001; Bolton-Maggs 2003). A vérzékenység az egyik legrégebben ismert
orokletes megbetegedésnek tekinthetd, hiszen mar az 6korban is ismerték, a klinikailag
igen hasonldé HA és HB elkiilonitése azonban csak 1952-ben tortént meg (Kazazian 1995).
A VIII. faktor fehérje tisztitdsara iranyulé am sokaig eredménytelen kisérletek az 1950-es
években kezdodtek. A VIIIL. faktor fehérje tisztan nehezen izolalhatd, mivel a von
Willebrand faktorhoz (VWF) kotodik, 6nmagaban alacsony koncentracioban van jelen ¢és
instabil. A VIII. faktor fehérje tiszta eldallitasa eldszor 1979-ben sikeriilt. Elegendd
mennyiségli FVIII izolalasa utdn részleges fehérje szekvencia meghatarozassal
funkcionalis klénozéssal lehetdség nyilt a VIII. faktor gén (FVIII) azonositasara (Kazazian
1995, Gitschier 1984).

A FVIII gén az X kromoszdéma hosszl karjanak disztalis végéhez kozel, 1 megabazisra
a telomertél (a kromoszéma vége), az Xq28 régidban taldlhaté. A 186 kilobazisos
méretével (26 exon) az egyik leghosszabb emberi gén (Gitschier 1984). A génr6l 9

kilobazis nagysagt mRNS ir6dik at, amelyrdl egy 2351 aminosavbol allo fehérje
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szintetizalodik. Igen jelentdsek a FVIII fehérje poszttranszlacios modosulasai, amelynek
részeként az endoplazmatikus retikulumba keriiléskor az N-terminalis 19 aminosav lehasad
€s az aszparagin aminosavak oldallancaihoz oligoszacharidok kapcsolédnak. A Golgi
rendszerben kihasad a B domén egy része, a szerin €s a treonin aminosav oldallancokhoz
szénhidratok kotddnek és a hat tirozin oldallanc szulfatdlodik. Alapallapotban a FVIII.
fehérje a plazmaban egy 90-200 kDa-os nehéz lancbdl, és egy 80 kDa-os kdnnyti lancbol
all, amelyet a vWF stabilizal (Kazazian 1995).

A HA nemhez kotott recessziv oroklésmenetll, igy a betegség néhany ritka kivételtol
eltekintve férfiaknal alakul ki. Az X-hez kotott 6roklésmenetbdl adoddan egy beteg apanak
valamennyi fia egészséges, viszont valamennyi ldnya hordozd (carrier) lesz. Obligat
hordozonak tekinthetd (i) egy hemofilids férfi lanya, (ii) az anya, akinek legalabb két beteg
fia van (akik nem egypetéjli ikrek) vagy akinek egy beteg fia és egy olyan lanya van, aki
HA-ban szenvedo fiut sziilt, és (iii) az anya, akinek egy hemofilias fia van, de csaladjaban
anyai oldalon mas HA-ban szenvedd beteg is van. A hordozok lanyai az esetek felében
szintén hordozok, mig fiai az esetek felében betegek lesznek. Potencidlis hordozonak
tekintjilk azokat a ndket, akiknek az anyja hordozo, de 6k maguk nem obligat hordozok
(Peake 1993).

A hordozok az esetek tilnyomd tobbségében tiinetmentesek, faktor-szintjiik atlagosan a
normal FVIII aktivitds 50%-a, azonban nagy az atfedés a obligat hordozok ¢s az
egészséges nok faktor-aktivitasa kozott. Az embrionalis fejlodés soran a ndknél a két X
kromoszéma koziil az egyik véletlenszeriien inaktivalédik a sejtekben (lyonizacio).
Eléfordulhat, hogy a FVIII-t termeld sejtekben foként a mutacidt hordozé X kromoszéma
inaktivalodott, és igy normal mennyiségli VIII. faktor képzodik (Miller 1989). Ennek
ellentéteképpen olyan eset is ismert, amikor foként az egészséges X kromoszoma

inaktivalodik €s a hordozé nénél HA alakul ki. A potencialis hordozok vizsgalatakor talalt
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alacsony FVIII aktivitds (<50%) a hordozo6i allapotot valdszintisiti, a normal 70-150%-os
FVIII aktivitas viszont nem zarja ki a hordozo statuszt. A faktor-szint normal esetben is
valtozik (pl. az életkorral novekszik) és szintjét bizonyos gyodgyszerek (pl. Osztrogén-
tartalmu fogamzasgatld tablettak), illetve a terhesség jelentdsen befolydsoljak. Mindezek
alapjan elmondhatjuk, hogy a hordozoéi statusz kimutatdsara a fenotipus vizsgalatok
gyakran nem megbizhatdak, igy a molekularis vizsgalatok szerepe igen jelentds.

HA-ban a genetikai diagnosztika célja egyrészt a hordozok azonositdsa (carrier-
diagnosztika), valamint az azonositott hordozoknal igény esetén a prenatalis (szililetés
elotti) diagnosztika biztositasa. A prenatédlis diagnosztika magéban foglalja mindazokat a
vizsgalatokat, amelyek segitségével az embrid vagy a magzat allapotarol a terhesség soran
felvilagositast nyerhetiink. Napjainkban leginkabb a terhesség 16. hetében végzett
magzatviz vétel (amniocentesis, AC), vagy a terhesség 8-12. hetében végzett chorion
boholy mintavétel (chorionic villus sampling CVS) terjedt el, amelyekkel magzati eredetii
sejteket nyerhetiink citogenetikai és molekularis genetikai vizsgalatra. Bar mindkét
magzati mintavételi technika invaziv, alkalmazasukkor a vetélések kockazata 1% alatt van.

Idealis esetben a potencialis vagy az obligat hordozok koran, még terhességiik elott
felkeresik a genetikai tanacsadast, és a genetikai laboratéorium kimutatja a beteg
csaladtagban a betegségért felelés mutaciot vagy azonositja a prenatalis diagnosztikara
alkalmas polimorf markert. Potencialis hordozoknal a vizsgalatok akéar ki is zarhatjak a
hordozdi statuszt, igy elkeriilhetd az invaziv prenatalis vizsgalat. Az azonositott
hordozdoknal prenatalis diagnoézis igénye esetén chorion boholy mintavétellel akar a
terhesség 8-10. hetes kordban megtorténhet a magzati sex-kromoszoma meghatarozas ¢€s
il magzat esetén a genetikai vizsgalat is egy-két héten beliil elvégezheto.

A szélséségesen nagy méretli FVIII génen napjainkig mindOssze két gyakrabban

ismétlédé mutaciés mechanizmust irtak le. Az egyik, a sulyos HA-betegek (a FVIII
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aktivitds nem éri el a normal aktivitds 1%-4at) mintegy 45%-4andl kimutathaté 22. intron
inverzi6 (Lakich 1993; Naylor 1993), a masik pedig a sulyos HA-betegek mintegy 3-5%-
anal kimutathato 1. intron inverzié (Bagnall 2002). A stlyos esetek tovabbi 50%-aban és a
kozépsulyos illetve enyhe esetekben nem ismeriink méas mutacios predilekcios helyet.
Eddig tobb mint 700 mutaciot irtak le, amelyek a 26 exonon elszoértan helyezkednek el
(Stenson 2003). A fenti meggondolasbdl molekularis diagnosztikai stratégiank kidolgozasa
soran kezdetben a 22. intron inverzid kozvetlen kimutatasat, és kozvetett markerekkel
megvalosuld csaladvizsgalatok végzését tlztik ki célul. A késébbiekben ehhez a
protokollhoz illesztettilk az 1. intron inverzid kdzvetlen kimutatdsat. Az algoritmus a 2.

abran lathato.

Sulvos haemophilia A Kozeépsulvos haemophilia A
(FVIII aktivitas: <1 %) (FVIII aktivitas: 1-5 %)
22. és 1. intron inverzio Beil PCR-RFLP
Southern blo!:f PCR NEM > Informativ?
Informativ? * o
&GEN IVS 13 CA repeat
IGEN Informativ?

/ * NEM
IGEN

p39 CA repeat
G [nformativ?

IGEN * NEM

Carrier - és prenatalis

diagnosztika ajanlhato

F.gyéb kapcsolt marker elemzése
2. dbra Laboratérinmunkban haszndlt algoritmus a HA hordoxd- é prenatilis diagnosstikdjiban

Stratégiank szerint az érintett csalddokban elsd 1épésként direkt muticid elemzést
végziink Southern blot mddszerrel, hogy igazoljuk vagy kizarjuk a 22. intron inverzio
jelenlétét. Ezt kovetden a 22. intron inverzid szempontjabdl negativ, stilyos HA-betegeknél
az 1. intron inverzid jelenlétét vizsgaljuk PCR technikdval. A mindkét inverziora nézve
negativ stlyos HA 4altal érintett csaladokban, valamint a kézépsulyos és az enyhe HA-

csaladokban kozvetett (indirekt) modszereket alkalmazunk (2. dbra).
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Programunk sordn olyan indirekt markerek bedllitasat végeztikk el, amelyek
kombinaciojaval a magyar HA-csaladok tobb, mint 95%-ban biztonsadggal tudunk hordozé
¢s prenatalis diagnosztikat biztositani (1. tablazat). A markerek kivalasztasanal els6dleges
szempont volt a magas informativitasi arany, és a markerek kapcsoltsaganak elkeriilése. Az
intragenikus markerek alkalmazasat eldnyben részesitettiik az extragenikus markerek
alkalmazéasdhoz képest, mivel az intragenikus markereknél kisebb a marker és a

betegségért felelds koroki mutacio kozott bekovetkezé rekombinacio esélye (Peake 1993).

1. tablizat A FV1II génnel kapesolt, dltalunk haszndlt indirekt markerek nébdny jellemzdje

Marker Lokalizacio Allélek Modszer |Informa-| Hivatkozas
szama tivitas
IVS13CA |13. intron 8 PCR-PAGE |34-91% |Lalloz (1991)
Bcell 18. intron 2 Southern blot |31-49% | Peake (1993)
PCR-RFLP

p39CA Extragenikus, 8 PCR-PAGE (84% Wehnert
mintegy 500 kb- (1993)
ra a HA géntdl

A markerek informativitisi ardnya a beterozigtak ardanyanafk felel meg, amely egyes populiciokban eltér.

Az indirekt elemzések koziil elészor a Bell PCR-RFLP vizsgalatat végezziik el. A Bcell
polimorfizmus a FVIII gén 18. intronjaban talalhaté pontmutacid. Kétféle allélje lehetséges
(bi-allélikus), az egyik tartalmazza a Bcll restrikcids enzim hasitasi helyet, a masik nem. A
mikroszatellita elemzések a PCR-RFLP vizsgalatoknal informativabbak (mivel multi-
allélikusak), viszont a vizsgalat kivitelezése idd- ¢és koltség-igényesebb, valamint
radioaktiv izotop, illetve fluoreszcens jelolésti reagensek felhasznalasat igényli.
Amennyiben a Bcll PCR-RFLP vizsgalat nem informativ, az intragenikus IVS13CA

mikroszatellita elemzést végezziik el. Ez a mikroszatellita a gén 13. intronjaban taldlhato

.....
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eloszlasa nem egyenletes, a leggyakoribb allélok frekvencidja 45 illetve 30%. Ez csokkenti
annak az esélyét, hogy a marker heterozigota, azaz informativ legyen egy konkrét esetben.

Ellentétben a direkt mutacid kimutatassal, amely egyértelmii diagnozishoz vezet, az
indirekt elemzéssel nyerhetd informacié mindig valésziniség jellegli, hiszen az addig egy
kromoszoman 6roklddé marker és mutacio rekombinécid Utjan kiilonb6zé kromoszémara
keriilhetnek. Ez az esély azonban a két FVIIL. génen beliili markernél a teljes genomra
szamitott atlagos crossing over (rekombinacid) gyakorisagot figyelembe véve kevesebb,
mint 0,2% (Strachan 1996). Bar a leginformativabb marker a p39CA (a 8 Ichetséges
alléljébol 5 allél-frekvenciaja 21% és 12% kozott van, tehat egyenletes az eloszlasa), mégis
ezt a polimorfizmust elemezziik utoljara, mivel a FVIII génen kiviil helyezkedik el, igy a
rekombinacié valosziniisége a marker és a mutacidé kozott nagyobb, bar még mindig
kevesebb, mint 0,7% (1. cikk).

A diagnosztikai algoritmus keretében a két leggyakrabban alkalmazott, kiilonb6zd
tipust indirekt marker elemzés eredményeinek értékelését két kivalasztott csalad példajan
mutatom be.

Az 1. csalad esetében (3/B 4bra) a HA-ban szenvedd férfi leanytestvéreinél kellett
eldonteniink, hogy hordozzdk-e a betegségért felelds gént. Mindkét leanytestvér a
kozeljovoben gyermeket szeretne vallalni. A plazma FVIII aktivitdisa mind a
leanytestvéreknél mind az édesanyjuknal meghaladta az 50%-os értéket, igy a fenotipusos
vizsgalatokkal a hordozdéi allapotra nem kovetkeztethettiink. A csaladfa-adatok alapjan az
anya obligat hordoz6 (azaz a csaladjdban mas HA-ban szenvedd, a csaladfan nem szerepld

beteg is talalhato), igy a leanyai 50-50% eséllyel hordozok, illetve nem hordozok.
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3. dbra: Csalidvizsgdlat Bcll-PCR-RFLP elemzéssel (1. csalid). A panel: Az emésztett PCR
termékek agaroz gél-elektroforézise utin kapott gél képe; B panel: Csalddfa és a hogzd tartozd jelmagyarazat.

A 3/A abran lathat6, hogy a betegség génje a Bcl/l emésztett (99 bp hosszusagn)
alléljaval kapcsolt, mert ezt az allélt hordozza a HA-ban szenvedd beteg csaladtag (II/1).
Az édesanyja (I/2) heterozigdta, a 144 és 99 bp-os allélt egyarant hordozza. A anya
betegséget hordozé X kromoszomijan az emésztett allél (99 bp), az egészséges X
kromoszémajan az emésztetlen allél (144 bp) talalhatd, tehat esetében ez a Bcll marker
informativnak tekinthetd. Az egészséges édesapa (I/1) szintén az emésztett allélt hordozza,
de az 6 X kromoszomaja nem hordozza a betegséget. A 11/3 jelzésii ledny heterozigota a
Bcll allélre nézve. Edesapjatol csak az emésztett (egészséges) allélt orokolhette,
¢desanyjatol tehat az emésztetlen allélt, azaz a szintén egészséges X kromoszoémat kapta. A
molekularis genetikai vizsgalatok szerint tehat a II/3 lanytestvér nem hordozza a HA
betegséget. A 11/2 jelzésli leany homozigota a Bell allélre nézve, mind az édesapjatol, mind
az édesanyjatol az emésztett allélt kapta. Mivel tudjuk, hogy édesanyjandl az emésztett
allél hordozza a betegséget, igy nala a molekularis genetikai vizsgalattal megallapitottuk,
hogy hordozza a betegség génjét. Mivel a 1I/2 jelzésti ledny homozigéta a Bell markerra
nézve, igy ezzel a markerral az esetleges fitmagzatanal majd nem tudjuk eldonteni, hogy a
betegséget hordozd X kromoszomat o6rokolte-e vagy sem (azaz a II/2 jelzésti lednyndl a
Bcll marker nem informativ); igy a csaladban tovabbi indirekt markerek vizsgalatara volt

sziikség.
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A mikroszatellita-elemzés soran egy rovid szekvencia szakasz kiilonb6z0é szamu

1ismétlédését (pl. di-, tri- vagy tetranukleotid ,,repeat”-ek) hasonlitjuk dssze.

Jelmagvariazat
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4. dbra: Csalidvizsgalat IVS13CA mikroszatellita elemzéssel (2. csalid). A panel: a radioaktivan
Jelolt PCR termékek poliakrilamid gél-elektroforézise utin a gélrdl késziilt autoradiogram képe; B panel:
Csalddfa és a hozzd tartod jelmagyarazat.

A 2. csaladban (4/B ébra) az I/1 jelzésli, HA-ban szenvedd férfi lednyai biztosan
hordozok, lednyunokainak (III/1 és 2) 50% az esélye, hogy hordozok legyenek. Ha
talalunk a II/1 jelzésti obligdt hordozonal informativ markert, ugy 99%-os biztonsaggal
eldonthetd, hogy az unokdknal megtalalhato-e a betegség génje vagy sem. A Bcll marker a
II/1 jelzésti hordozénal nem volt informativ, igy mikroszatellita elemzést (IVS13CA)
végeztiink. A betegség okozd mutdcio az ,,n+4”-es allélhoz kapcsolt, ez lathatd a beteg
férfi (I/1) esetében. Leanyai (II/1 és I1/2) heterozigotdk, az ,n” és ,.,n+4” allélekre,
amelybdl az ,,n+4” kapcsolt a betegséget hordozd, mutans FVIII génnel. Unokai (I1I/1 és
I11/2) a mutacidval kapcsolt ,,n+4”-es allélt az anyjuktol, az ,,n+6”-os allélt apjuktol
orokolték. Tehat Ok is hordozok (99,9% eséllyel), és a marker naluk is informativ,
prenatalis vizsgalatra felhasznélhat6.

Diagnosztikai stratégiankkal (a direkt és az indirekt mddszerek kombinacidjaval) 88
csalad molekularis genetikai vizsgalata sordn 54 potencidlisan hordozd ndnél kizartuk a
hordozoi statusz lehetdségét, és 28 ndnél megerdsitettiik a hordozodi statuszt (diagnosztizalt
hordozok). 129 (28 diagnosztizalt, 76 csalddfaadatok alapjan obligat és 25 sporadikus)
hordozo esetében azonositottuk a FVIII géninverzio jelenlétét vagy talaltunk legaldbb egy

informativ markert, amellyel terhesség esetén prenatélis diagnosztika végezhetd, illetve az
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1d6sebb hordozok leanyainal eldonthetd, hogy hordozzak-e a betegségért felelés X
kromoszomat. Egy reproduktiv korban levd diagnosztizalt hordozénal mindharom marker
homozigoétanak bizonyult, igy ebben az esetben terhesség esetén fii magzatnal a jelenlegi
modszerekkel nem tudjuk majd eldonteni, hogy beteg lesz-e. Az alkalmazott diagnosztikai
stratégia tehat 129/130 hordozonal (99,2 %) bizonyult informativnak. A kiilonb6zd
markerekkel végzett vizsgalatok valamennyi esetben alatamasztottdk egymast. Az elemzett
csaladokban a markerek kozott rekombinéaciot nem észleltiink.

A harom marker (Bcll, IVSI3CA, p39CA) elméletileg kiszamitott kombinalt
informativitasi aranya 94,3% az inverzié negativ csaladokban, amely 97,3%-ra emelkedik
a sulyos HA-betegek csaladjaiban az inverzid kimutatas alkalmazasanak figyelembe
vételével. Vizsgalataink sordn, amennyiben eltekintiink a genetikai tanacsadason hianyosan
résztvevo csaladoktdl, a kombinalt informativitasi arany 99,2 % volt. Ez arra utal, hogy a
kivalasztott harom marker nem 6roklédik kapcsoltan. Egymast kovetd alkalmazasuk (és
kombinaciojuk az inverzié kimutatassal a sulyos HA-csalddokban) egy megbizhatd, gyors
és koltségkiméld kivizsgalasi algoritmust jelent a HA hordozd- ¢és prenatélis
diagnosztikdjaban a magyar populacioban (1. cikk). A bedllitott mddszerek lehetévé
teszik, hogy egy kordbban nem vizsgalt csalad esetében is (prenatalis vizsgalat igénye
esetén) néhany héten beliil eredményt adjunk.

Prenatalis diagnosztikat csak fii magzatok esetében végeztiink. A programunk sordn
vizsgalt 27 magzatbol 14 volt fit. A fia magzatok koziil molekuléris genetikai vizsgalattal
hét bizonyult egészségesnek és hat betegnek. Egy esetben a HA-ban szenvedd beteg nem
volt vizsgalhato, és az obligat hordozé lednyanal nem lehetett megéllapitani, hogy melyik
X kromoszéma hordozza a betegséget, igy fii magzatanal prenatdlis diagndzist nem
tudtunk adni. A molekularis genetikai vizsgalattal egészségesnek talalt, utdlagosan

informaciot szolgaltatd négy esetben a betegség mentes allapot fenotipus vizsgalattal is
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igazolast nyert. Egy esetben az édesanya a prenatalis genetikai vizsgalattal eldre jelzett
betegség ellenére megtartotta a fiumagzatot, akinél sziiletése utan a HA korképe
fenotipusos vizsgalattal is igazolodott.

Az emlitett 88 csalad vizsgélata sordan az indirekt modszerek alkalmazasdnak szamos
hatranyaval szembesiiltiink, amelyeket csak a direkt mutdcid azonositas bevezetésével
tudunk elkeriilni. 25 csaladban csak egy haemophilia A-ban szenvedd beteg volt a
csaladban (sporadikus csaladok). A 25 csalad koziil 13-ban igazoltuk az inverzi6 jelenlétét,
igy ezekben a csaladokban a direkt mutacio analizissel 100%-os biztonsadggal adhattunk
hordozo és prenatalis diagndzist. 9 csaladban a vizsgalt potencialis hordozdk (illetve egy
fil magzat) nem hordoztdk a beteggel megegyezd allélt, igy naluk kizarhaté volt a
hordozoi statusz. Harom sporadikus csalddban harom potencidlis hordozo, illetve egy
fiimagzat a betegséget hordozd X kromoszémat 6rokolte, naluk az irodalmi adatok szerint
indirekt markerekkel csak 70-80 %-os eséllyel allithattuk, hogy hordozzék a betegséget. A
csaladtagok hianyos elérhetdsége miatt 7 csaladban 11 potencidlis hordozonal nem tudtuk
kizarni vagy megerdsiteni hordozoi statuszt, valamint egy obligat hordozé fii magzatanal
nem tudtunk prenatalis diagnozist adni.

A HA genetikai kivizsgalas koriilményeit gyOkeresen atalakitotta a kiilonleges,
ismétlodé mutacio, a 22. intron inverzié felfedezése (Lakich 1993; Naylor 1993). A nagy
méretli szerkezeti eltérés gyakori el6fordulasanak oka a FVIII gén 22. intronjanak ¢s a gént
kornyezd telomerikus régié szerkezetében rejlik. A FVIII gén legnagyobb, 32 kilobazis
(kb) hossztisagu 22. intronja tartalmaz egy CpG szigetet (CG dinukleotid), amely kétiranya
promoterként szolgdl két masik, kisebb méretli atirodé gén, az F8A ¢és az F8B (FVIII
elsd exonja a 22. intronban taldlhatd, mig tovabbi exonjait a FVIII gén 23-26. exonjai

adjak. Az F8A egy rovid, intronmentes gén, amely a FVIII génnel ellentétes irdnyban
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irodik at és egy 9,5 kb nagysagu, repetitiv szekvencia része (int22h-1 vagy Al). Az int22h-
1 a 22. exontdl mintegy 5 kb tdvolsagra helyezkedik el. A FVIII gén 22. intronjan kiviil ez
a repetitiv szakasz még két példanyban a génen kiviil is megtalalhato, att6] mintegy 300 és
400 kb-nyira 5' (telomerikus) iranyban (proximalis és disztalis kopidk: int22h-3 és int22h-
2, mas néven A3 és A2). A harom homolog kopia DNS-szekvencidjat dsszehasonlitva
gyakorlatilag teljes (99,9%-o0s) azonossagot talaltak (Naylor 1995).

Az intronikus és az egyik extragenikus kopia kozott bekdvetkezd intrakromoszomalis
homoldég rekombinacié eredményeként egy specidlis mutacié (inverzid) jon létre, ami a
FVIIT gént két részre osztja: egy 1-22. exonokat tartalmazd és egy 23-26. exonokat
tartalmazd részre, amelyek ellentétes orientacidjuak és mintegy 500 kb tavolsagban
talalhatdbak egymastdol az inverzids kromoszéman. A két telomerikus F8A gén
barmelyikével 1étrejohet az intrakromoszomalis rekombinacid, ennek alapjan

elkiilonithetiink disztalis (1-es tipusu) illetve proximalis (2-es tipusi) inverzidt (5. abra).

Normal X kromoszoma

Al A3 A2
EVOL pon o Evdl Bgh BogA
ATEIE ElES | / / [ | B:
Southern blot
froag;m?xiwn k! 1.5 kb m 6 kb
Intrakromoszomalis homolég rekombinacia l
FVIII Pupll FVIIL FVIII Pupld FVII
= E 221 | / / cpe ] 221 \
N . N . i
A=R  A=B A= A=B
a disztalis homolog r égioval a proximalis hom olog r égidval

|

FVII
+——P=pE A=R —»Q = Fﬂ P=pBE —.Q 4=t B gt
cen N1 [T -
Bouthern blot H Houtherm blot H
fragmentum ok 0 kb 14 kb 75 kb fragmentum ok: 20 kb 15,5 Lb 16 kb

1. tipusi (vagy disztalis) inverzid 2. tipust (vagy proxim alis) inverzio

5. dbra Az 1-es tipusu (vagy disztilis) és a 2-es tipusu (vagy proximilis) 22. intron inverzio
keletkezési mechanizmusa [elmagyarizat: FVII: a V1. alyaddsi faktor génje; “1-22” és “23-26”
Selirattal jelilt febér téglalap: a FVIII gén exonjai; fekete téglalapok: homoldg régick; AT, A2, A3: intronikus,
disztdlis, illetve proximalis homoldg régick; vigszintes csikogdsi téglalap: a 22. intron homoldg région kiviil esd
résge; piros szindi P, O, A, B: hosszii PCR primerek; vékony nyilak: a FVIII gén dtirdddsanak irdnya; vastag
nyilak: a homoldg régiokban talilhatd FEA gének dtiriddsanak iranya; C: centromer; 1 telomer; Rb: kilobazis.
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A 22. intron inverzi6 altal érintett X kromoszoémardl teljes hosszusdgi FVIII mRNS, igy
FVIII fehérje sem képzddhet (Goodeve 1994). Férfiaknal az X kromoszoma monoszoémiaja
a gametogenezis soran kedvez az intrakromoszomalis homolog rekombindcid
kialakuldsanak, ezért a 22. intron inverzid szinte mindig (az esetek 98%-4aban) a
spermatogenezis sordn alakul ki (Rossiter 1994; Ljung 1999).

Egy 1041 bazispar hosszsagii repetitiv szekvencia jelenléte az 1. intronban és
extragenikusan a géntdl telomerikus irdnyban a 22. intron inverzid keletkezéséhez hasonlo
mechanizmussal 1. intron inverzidt eredményezhet, amelynek gyakorisaga a stilyos HA-
ban szenvedd betegek kozott mintegy 3-5% (Bagnall 2002; Acquila 2003; Riccardi 2002).

A 22. intron inverzidé kimutatdsdra Southern blot technikat alkalmaztunk a homoldg
régido egy 0,9 kb nagysdgl részét alkalmazva hibridizdcios szondaként (probe): Bcll
restrikcids endonukledzos emésztést kovetden az intronikus és a két extragenikus homolog
régiok normal esetben harom jol elkiilonithetd, 21,5 kb, 16 kb ¢és 14 kb méretii
fragmentumot mutatnak az autoradiogrammon (6. 4bra, ,,N” jelzésii sav). Ezek koziil a
21,5 kb fragmentum az intronikus, a 16 kb fragmentum a disztalis extragenikus és a 14 kb
fragmentum a proximalis extragenikus homolog régionak felel meg (lasd az 5. 4bra
sémajat). Disztalis inverzi6 esetén az intronikus és a disztalis extragenikus homolog régio
vesz részt az intrakromoszomalis rekombinacidban, ennek megfeleléen az intronikus €s a
disztalis extragenikus fragmentumok mérete modosul (20 kb, 17,5 kb, 14 kb). (,,I1” jelzésii
sdv). Proximadlis inverzi6 esetén az intronikus és a proximalis extragenikus fragmentumok
mérete modosul, mig a disztalis homolog régid érintetlen marad (20 kb, 16 kb, 15,5 kb)
(,,12” jelzésli sav). Heterozigbta ndk a normal €és az inverzids mintdzatot egyiittesen
mutatjak, azaz esetlikben 6t sav lathato (,,C1” sav disztalis, ,,C2” sdv proximadlis inverzio-

hordoz6) (Windsor 1994).
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6. dbra A FVIII 22. intron inverzio kimutatisa Southern blot modszerrel. Jelmagyardzat: N: normaly
17: 1-es tipusit vagy disztalis inverzid; 12: 2-es tipusit vagy proximalis inverzio; C1: 1-es tipusi inverzid-hordogd;
C2: 2-¢5 tipusii inverid-hordozd; kb: kilobizis
Az ¢értekezés beaddsanak idépontjdig 138 sulyos HA altal érintett csaladbol 219

személyt vizsgaltunk a 22. inverzi6 jelenléte szempontjabol Southern blot moddszerrel.

Amennyiben a normaltdl eltér6 mintdzatot észleltiink az autoradiogrammon, minden

obligat és potencialis hordozét megvizsgaltunk a csalddban. A 138, egymassal rokoni

kapcsolatban nem all6 csaladbol 75 esetben (54%) taldltunk a normaltol eltérd Bcell-hasitasi
mintazatot: 58 esetben disztalis 13 esetben proximalis inverziot és négy esetben atipusos

RFLP mintazatot mutattunk ki. A disztalis és a proximadlis inverzié gyakorisdga ¢és

egymashoz viszonyitott aranyuk megfelelnek az irodalmi adatoknak (Antonarakis 1995). A

138 vizsgalt sulyos HA-ban szenvedd csaladbdl négy esetben ritka, a normal és a disztalis

illetve a proximalis inverziora jellemz6 mintazattdl eltéré képet kaptunk a Southern blot

vizsgélat soran. A nem tipusos kéros Southern mintdzat hatterében allo6 molekularis eltérés

felderitéséhez az érintett betegeknél tovabbi vizsgélatokat (hosszii PCR-t, a FVIII gén 14.,

16., 22., 23. és 26. exonjaira specifikus PCR-t) végeztiink. Ezek eredményeképpen

megallapitottuk, hogy az utdbbi négy csaladd koziil kettd esetében a FVIII gén 22. intron

csaladnal a nagy méretli delécid a 16-22. exonokat és a 22. intront egyarant érintette, mig a

masik csaladnal a 22. intront €s a 23-26. exonokat foglalta magéaban a delécio. A masik két

csalad esetében szam feletti savokat észleltiink a Southern blot analizis soran. Részletes

vizsgalatok utan csak a homolog régid inszercidjat eredményezd, egy 22. intron inverzio
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pozitiv €és egy negativ X kromoszoma rekombinaciojabol keletkezd ritka szerkezeti
varianssal tudtuk magyardzni a jelenséget (2. cikk).

Osszefoglalasként megéllapithatd, hogy komplex vizsgalati algoritmust dolgoztunk ki
¢s allitottunk be a HA molekularis genetikai csalad- és prenatalis vizsgalatai céljara.
Ezekkel az eszkozokkel folyamatosan végzett orszagos programunk keretében jelentds
szamu HA-csaladnal végeztiink molekularis hordozo-kimutatast és prenatalis vizsgalatot.
Ezek az eredmények jelentés mértékben javitjak a HA-csaladok gondozasat. Az elvégzett
vizsgalatok informacidtartalma szadmos esetben évek mulva jelentkezd diagnosztikai

igények kielégitéséhez jarulhat hozza.

A B tipusu hemofilia (HB) a IX. alvadasi faktor deficiencidja. Az aktivalt IX. alvadasi
faktor fehérje a koagulacids reakcidlancolat kozépsé részén a X. alvadasi faktor
proteolitikus hasitasaval fejti ki prokoaguldns hatasat. Csokkent mennyisége vagy koros
miuikodése ebbdl kovetkezOen a véralvadasi rendszer csOkkent mikodéséhez, azaz
vérzékenységhez vezet. A plazma IX. faktor aktivitasa szerint stilyos, kdzépsulyos, illetve
enyhe vérzékenységet kiilonithetiink el. A betegség tiinetei és klinikai jellemzdi nagyfoku
hasonlosdgot mutatnak a HA-hoz, és a kezelés {6 eleme a HB esetében is a rendszeres 1X.
faktor fehérje potlas (Bolton-Maggs 2003). A 34 kb méretli IX. alvadasi faktor gén (FIX) a
FVIII gén kozvetlen kozelében, az X kromoszoma telomerikus végén, az Xq26-Xq27
régidban taldlhato. Ebbdl kovetkezéen a HB nemhez kotott, recessziv droklésmenetii. A
készitésekor tobb mint 800 kiilonbdzé FIX mutacidt tartott nyilvdn a FIX mutéacids
adatbazis (http://www.kcl.ac.uk/ip/petergreen/haemBdatabase.html; Giannelli 1998). A HB
kisebb eléfordulasi gyakorisagu a HA-ndl, a hazai betegek becsiilt szama mintegy 150. A
HA teriiletén végzett munkaval parhuzamosan tevékenységiink célja a kdzvetett, késébb a

kozvetlen genetikai vizsgalatok beallitasa volt a HB-csalddok szamara.

27



Tordai Attila, akadémiai doktori értekezés, 2005.

Az értekezés készitésekor nyilvantartasunkban Osszesen 26 HB-s csalad szerepel. A
csaladok megoszlasa a sulyossag szerint: 16 stlyos, 6 kozépstlyos és 4 enyhe korképben
szenvedd csaldd. Programunk korai szakaszaban négy, PCR-RFLP technikan alapuld
kozvetett (indirekt) csaladvizsgalati modszert allitottunk be, és dsszesen 10 csalad esetében
végeztiink vizsgalatot. Koziiliik nyolc csaladnal talaltunk informativ polimorf markert, 20
nénél végeztiink molekularis hordozd diagnosztikat, ¢és egy esetben prenatalis
diagnosztikat. Két csaladnal azonban nem talaltunk informativ polimorf markert (1. cikk).

A moddszertani fejlesztéseknek kdszonhetden 2002-t61 megkezdhettik a HB-mutaciok
kozvetlen vizsgalatat a FIX gén didezoxi lancterminacids technikan alapuld szekvencia-

elemzésével. A 7. abra a szekvencia elemzés két reprezentativ esetét mutatja.

TG CGOCAGT TGO AAGDT AT G ACA

FIX gén,
vad tipusu
szekvencia

2.10430G>A
GGC->AGC
Gly60Ser

TGGO GOCAGTTOGUAAG @T GAHCA

2.10443A>T
GAT->GTT
Asp64Val

- K - - =

7. dbra Két HB-ben sgenvedd férfi beteg és egy kontroll személy mintajaval véggett szekvencia-elemzés. A FIX gén D
exonjanak egy részlete lathatd. A felsd panelen a vad tipusii szekvencia, a kozépsd és alsd paneleken egy-egy bazis-
szubsztiticid képe lithatd. Az dltaldnosan haszndlt szin-kdd: piros=T (timin); fekete=G (guanin); 30/d=A
(adenin); kék=C (citozin). A mutdcid kivetkeztében kicseréliditt bazisokat kirikkel jeloltiik.

Mivel a vizsgalt férfiak hemizigotak (csak egy X kromoszoémdjuk van), a mutacio-

kimutatas kevésbé Osszetett feladat, hiszen nem {itkdziink abba a problémaba, amely
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valamennyi szomatikus kromoszoma vizsgalatanal felmeril (lasd a III.1.2. fejezetet), hogy
egymas mellett jelenlevo kétféle varianst kell a szekvenalassal kimutatni.
Az értekezés készitésének idopontjaig 21 csaladnal sikeriilt 19 kiilonb6zo betegségokozd

mutaciot azonositani. A hazai HB-betegeknél kimutatott mutaciokat a tablazat tartalmazza.

2. tablazat Az dltalunk sgekvendldssal azonositott FIX mutdcidk néhdny jellemzdje

Sorsz. DNS DNS- Kovetkezmény a | Fenotipus
g szakasz FIX fehérjére
1 -6G>A 1. exon promoter, kozépsulyos/
csokkent szintézis | enyhe
2 g.112G>A 1. exon Cys-19Tyr kozépsulyos
3 2.6492- 2. exon/3. mRNS hasitasi stlyos
6495delGAGT | intron (splice) varians
4 2.10430G>A 4. exon Gly60Ser enyhe
5 g.10443A>T 4. exon Asp64Val kozépsulyos
6 2.17668G>C 4. intron/5. | IVS4ac-1 sulyos
exon
7 g.17761C>T 5. exon Argl16Stop sulyos
8 2.20360T>G 5. intron/6. | mRNS hasitasi sulyos
exon (splice) varidns
9 2.20497C>T 6. exon Glul73Stop stlyos
10 2.20564A>G 6. exon Glul95Arg sulyos
o 11 2.30106C>T 7. exon Thr218lle kozépsulyos
12 2.30863C>T 8. exon Arg248Stop sulyos
13 2.31008C>T 8. exon Thr296Met stlyos
14 g.31118C>T 8. exon Arg333Stop sulyos
r 15 g.31133C>T 8. exon Arg338Stop sulyos
16 g.31167T>A 8. exon Phe349Tyr enyhe
17 2.31170G>A 8. exon Cys350Tyr sulyos
18 2.31202T>C 8. exon Cys361Arg sulyos
19 delécio 1-8. exon a teljes kodolo sulyos
régio6 delécioja

A még nem kiolt mutdciot vastag karakterekkel jeliltiik.

Az Asp64Val mutacié nem szerepel a nemzetkdzi adatbazisban. A Gly60Ser és az
ujonnan felfedezett Asp64Val mutacio két-két csaladban fordul el6. A FIX gén
szekvenalasaval a vizsgalt 21 csaladbol 11 esetben diagnosztizaltunk hordozo-statuszt, 6
esetben pedig kizartuk a hordozod-jelleget. A mutaciok keletkezési tipus és lokalizacio

szerinti megoszlasa megfelel a nemzetk6zi adatoknak (Giannelli 1998).
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A kozvetlen mutacio-kimutatds bevezetése jelentOs eldrelépés a HB hazai molekularis
diagnosztikdjaban, mivel gyorsitja, és pontosabba teszi a hordoz6- és a prenatalis

diagnosztikat.

II1.1.2. Orékletes angioneurotikus oedema és mutdcios adatbdzis

Az Ordkletes angioneurotikus oedema (HANO) a komplement rendszer egyik fontos
gatlo fehérjéje, a C1 észteraz inhibitor (C1-INH) deficienciaja miatt alakul ki (Donaldson
& Evans 1995; Davis 1986; 1988). Az autoszomalis domindns 6roklésmenetii, mintegy
1:50 000 gyakorisagu korképre rohamokban jelentkezd, bor, illetve nyalkahartya alatti,
léguti valamint gastrointestinalis oedemak jellemzdk (Cicardi & Agostoni 1996). A
feltételezett gyakorisagi adat alapjan a magyarorszagi betegek szama 200-500 kdz¢ tehetd.
A komplement rendszer laboratoriumi vizsgalataval elkiilonithetd az 6sszes HANO-beteg
mintegy 85%-at kitevd, 1. tipust (csokkent C1-INH fehérje szint), illetve a II. tipust
(normalis vagy emelkedett fehérje szint, koros fehérje funkcid) rendellenesség. A klinikai
tiinetek azonban nem kiilonboznek szamottevden a két tipus kozott (Winkelstein 1995).

A 104 kDa tomegii, 478 aminosavbol all6 C1-INH fehérje a szerpin tipusu szérum
proteaz inhibitorok csoportjaba tartozik, amelyet elsdsorban a majsejtek, kisebb részben
monocytak és fibroblasztok is szintetizalnak. A fehérje els6dleges szerkezete 20 szazalékos
homologiat mutat mas szerin protedz inhibitorok, példaul az antitrombin III, illetve az al
antitripszin szerkezetével (Bock 1986; Carter 1991).

A CI-INH fehérje f6 funkcidja a komplement-rendszer mitkodésének szabdlyozasa az
aktivalt C1 észterdz enzim gatldsa, tovabba egyes kinin-felszabadité és véralvadasi
enzimek gatlasa (Spith 1998). A fehérje cél-protedzai a Cl-komplex két alegysége (Clr és
Cls), a kallikrein, a plazmin, a XIla (Hageman faktor) és a Xla faktor fehérjék. A plazma

C1-INH deficiencidja esetén (csokkent transzkripcid, és/vagy nem miikodd fehérje) a
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komplement kaszkad klasszikus utjdnak autoaktivacidja jon létre, azaz fokozodik a ClI
észteraz-aktivitds, amelynek eredményeként csokken a plazma C2- és C4-szintje. Az
elégtelen mértékben gatolt komplement-aktivitds nyoman keletkezd C2-peptidek
vazoaktiv, kininszerli mediatorok (C2-kinin) felszabaduldsat wvaltjak ki. Masfeldl,
szovetkarosodas esetén, a XII. véralvadasi faktor fehérje hatdsara a prekallikreinbdl
kallikrein, a nagy molekulatomegii kininogénbdl bradikinin szabadul fel. A C2-peptidek és
a bradikinin egyarant fontos szerepet jatszanak az angio-oedéma jellegzetes tiineteinek
kialakulasaban (Schreiber 1987; Cicardi & Agostoni 1996; Nielsen 1996; Cugno 1996).

A csaladi anamnézis, a tiinetek megjelenési formaja és gyakorisaga felvetheti a HANO
gyanujat, de a pontos, definitiv diagnozis felallitisa az esetek tobbségében csak a
komplement faktor-szintek és aktivitds laboratériumi meghatarozasaval lehetséges. A
kétféle HANO korkép elkiilonitéséhez sziikség van a CI-INH fehérje szint és aktivitas
meghatdrozasara (3. tablazat). Rohamok alatt mindkét tipusi HANO esetén a C2 és C4
faktorok plazmaszintje a normal érték ala csokken a Cls korosan fokozott mitkddése miatt.
Az alacsony C4-szint az egyik legérzékenyebb mutatdja a betegségnek. A tipikus

laboratoriumi eltéréseket a 3. tablazat 6sszegzi.

3. tdbldzat Jellemzd komplement-eltérések drokletes angionenrotikns oedemdban

C1-INH hiany C1-INH C1-INH Cl | C4 | C3
tipusa koncentracio | aktivitas

HANO-I l 1 N|J|N

HANO-II N vagy T 5 N|JI|N

A C1-INH koncentricid meghatirozds standard midszere az ELISA, a referencia-érték 0,2 g/1.. A C1-INH
aktivitds meghatdrozdsdara tobbféle mddszer terjedt el: enzimatikus assay Rromogén subsgtrittal; ag immunoldgiai
reaktivitisi Clr mennyiség C1-INH hatdsdra bekivetkezd csikkenésének kimutatisa, a C1-INH-Cls komplex
kimutatisa ELISA-val. A CI-INH aktivitist a normail kontroll szdazalékdban adjak meg, a 60% alatti értéik

szdmit korosnak (Spith 1998). N: normil;  : csikkent; T emelkedett.
A korkép patomechanizmusanak tehdt f6 eleme a valtozo mértékben fokozott
komplement aktivitds, az ennek kovetkeztében kialakulé komplement egyensuly-zavar,

tovabba a véralvadasi kaszkad és a kallikrein-kinin rendszerek eltérései. A tiinetek
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kialakulasaért a kapillarisok és venuldk tdgulata kovetkeztében kialakulo, nem gyulladasos
jellegli, a bor, illetve a nyalkahartydk alatti szoveteket (submucosus, illetve subcutan)
érintd duzzanat felelés (Cicardi & Agostoni 1996). A bor-tiinetek a leggyakrabban az
arcon, a végtagokon ¢és a nemi szerveken jelentkeznek. A nyalkahartya-oedema
legveszélyesebb megjelenési formaja a gége-oedema, amely akut életveszélyt jelent.
Gyakori a bélcsatorna nyalkahartydjanak érintettsége is, amely nehezen koriilirhaté hasi
panaszokat okoz, és konnyen Osszetéveszthetd a bélcsatorna egyéb heveny gyulladasos
koérformaival. Ennek kdvetkeztében gyakran kertil sor indokolatlan sebészeti beavatkozasra
is (Agostoni 1992).

A Dbetegség altaldban az iskolds évek alatt jelentkezik, és eldore josolhatatlan
gyakorisagli, nehezen azonosithatdo kivaltdo okok kovetkeztében kialakuld rohamok
jellemzik. A kezelés legfontosabb eleme a C1-INH fehérjét tartalmazo koncentratumokkal
végzett szubsztiticios kezelés, amelyet rohamok idején, de kiillondsen veszélyeztetett
esetekben megel6zo jelleggel is alkalmaznak. A hosszu tavu megelézo kezelésben fontos
szerepe van a gyengitett hatdsu androgéneknek és a fibrinolitikus rendszer gatloszereinek
(Cicardi & Agostoni 1996). Az ujabb, klinikai kiprébalas fazisaban levé gyodgyszerek
(rekombindns CI1-INH koncentratum, kallikrein-inhibitor ¢és bradikinin receptor-
anatagonista) jelentdsen bovithetik a betegek kezelési lehetdségeit (Wiliams 2003; Turner
2001; Akbary 1996).

A CI1-INH fehérjét kodold gén (CI-INH, SERPINGI) a 11. kromoszoman (11ql2-
ql3.1) talalhat6, 17 kilobazis nagysagu és 8 exonbdl all. A génrdl keletkezd6 mRNS 1,5 kb
méretli, a gén altal kodolt polipeptid lanc pedig Osszesen 478 aminosavat tartalmaz,
amelyet egy 22 aminosavbol allo szignal peptid egészit ki (Tosi 1986; Stoppa-Lyonnet,
1987; Carter 1991). Az 1. exon ¢€s a 8. exon 3’ vége nem transzlalod6 mRNS szakaszokat

koédol. A CI-INH gén sajatossaga az, hogy 17 teljes ismétlodd Alu-szekvenciat tartalmaz.
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Az emberi genomban igen elterjedt, ismétlodé szekvencidk csoportjat képezd Alu-
szekvencidk kozelitéen 300 bazispar hosszusagu jellegzetes bazissorrendli nukleinsav-
szakaszok, melyeket az Alu restrikciés endonukledzok hasitani képesek. Az Alu-
szekvenciak valodi szerepe nem ismert, ugyanakkor fontosak, mivel gyakran vesznek részt
DNS-rekombinacioban, amely példaul a CI-INH gén esetében koros intragenikus
atrendezddéshez vezethet (Ariga 1990; Stoppa-Lyonnet 1990).

Az 1. tipusu HANO (HANO-I) esetében a CI-INH gén barmely régidjat érintheti a
mutacid. Az eddig ismertté valt mintegy 150 C1-INH mutacié korében valamennyi, ismert
mechanizmussal kialakul6 DNS-szerkezeti valtozas szerepel. Nagy valosziniiséggel az
Alu-szekvenciak fokozott gyakorisaga kovetkeztében a nagyméretii szerkezeti eltérések
mintegy 15%-ban fordulnak elé (Stoppa-Lyonnet 1990; Tosi 1998). A II. tipust HANO
elhelyezkedo rovid szakaszt érinti.

A rendelkezésre all6 informacidk birtokaban a 8. dbran bemutatott DNS-vizsgalati

algoritmust dolgoztuk ki a hazai HANO-ban szenvedd betegek koroki mutdcidinak

feltérképezésére.
R . S ——— .
i L tip. HANO ¢ i IL tip. HANO i
Nagyméretii neg. neg. a 444-es Arg

szekezeti eltérések kodonjinak célzott
kimutatasa, szekvenalasa
Southern-blot
A teljes CI-INH gén szekvenalasa

poz. [ l poz.
Diagnozis
Csaladvizsgalat

8. dbra A HANO-betegeknél végzett genetikai vigsgdlatok dltalunk alkalmazott protokolljanak sémdja. Roviditések:
neg.: negativ; pog.: pozitiy eredmény.

A kidolgozott protokoll szerint HANO-I esetében els6ként Southern blotting elemzést

végziink az 1 kb-nal nagyobb méretli DNS-szerkezeti eltérések kimutatdsdra. A negativ
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crer

(splicing) helyek kozvetlen szekvencia analizisét. A HANO-II esetekben viszont
kozvetleniil a reaktiv centrumot kddold 8. exon szekvencia analizisét végezziik.
Diagnosztikai algoritmusunkat 26 HANO altal érintett csalad (23 HANO-I, és 3
HANO-II csalad, 6sszesen 64 beteg) esetében alkalmaztuk. A 23 HANO-I csalad koziil 4
esetben mutattunk ki nagyméreti deléciot. A 9. abra a Southern blotting analizis soran
felfedezett harom, nagyméretii C1-INH gén szerkezeti varians szempontjabol pozitiv minta
autoradiografias felvételét mutatja. Az ,,a” panelen bemutatott séma abrazolja a gén
szerkezeti elemek és az altalunk hasznalt Bcll restrikcidos endonukledz hasitasi helyek
egymashoz viszonyitott elhelyezkedését, amelybdl kideriil, hogy normal esetekben 17 kb
méretet meghaladd DNS-fragmentumot varunk, mivel a két hasitasi hely a teljes gént
kozrefogja. A ,,b” panelen lathaté kép ennek megfeleld elrendezddést mutat: az 1-es
savban vizsgalt kontroll minta egyetlen, 20 kb nagysagi DNS-fragmentummal
rendelkezik, tehat homozigéta vad tipusu. A 2-4. savokban elemzett, HANO-betegektol
szarmazo mintak két-két, eltérd méretli, de egyenld intenzitdsi DNS-fragmentumot
tartalmaznak, tehat heterozigotadk az eltéré nagysagu deléciok szempontjabol. Ez

Osszhangban van a kérkép domindns oroklésmenetével.

a, b, 1 2 3 4
20 kb- [ =
e =
L
’ Normal allél |
' 20 kb ' ‘
10 kb- - i

9. _dbra Southern blotting vigsgalat a C1-INH gén nagyméretii s3erkezeti eltéréseinek kimutatdsdra. a, panel: A C1-
INH gén, az exonok és intronok, és a Bell restrikcids endonnkledy hasitdsi belyei térbeli elrendezddéséneke
sematikus dbrdja. A vastag vonal: a gén teljes szakasza, sdirke téglalapok: exonok); b panel: A Southern blot
analizis antoradiogrdfids képe. 1: normdl mintizat, 2-4: delécids mutinsof.
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A vizsgélt 23 HANO-I beteg koziil tehat négy (17,4%) esetben mutattuk ki a CI-INH
Tosi 1998). A négy pozitiv esetbdl egynél mintegy 9 kb méretii, a masik haromnal pedig 2-
4 kb méretii deléciokat észleltiink.

A kisebb kiterjedésii eltérések esetében fontos kérdés volt annak bizonyitasa, hogy ezek
a deléciok érintik-e valamelyik exont, hiszen ebben az esetben tekinthetjiik valoban
betegség-okozonak a felfedezett mutaciot. A kérdés megvalaszolasara valos idejii PCR és
relativ mennyiségi elemzési technikat alkalmaztunk. Ennek soran exon-specifikus PCR-
reakciokat végeztiink a 3-8. exonokat amplifikaldé primerekkel egy kettds szalui DNS-re
specifikus SybrGreen elnevezésii festék jelenlétében. Minden esetben egy normal és egy
delécié szempontjabol pozitiv mintat hasonlitottunk 6ssze. A valos ideji PCR-késziilékben
végrehajtott mérés soran a késziilék minden ciklusban rogziti az aktualis fluoreszcencia
értéket, ami aranyos az abban az iddpillanatban jelenlevd kettds szalu PCR-termék
mennyiségével. A késziilék altal szamitott, legnagyobb fluoreszcencia-valtozast mutatd
ciklusszam, a crossing point érték pedig informaciot ad a kiindulasi templat mennyiségére
vonatkozoan. A normél és a delécid szempontjabol pozitiv mintdk crossing point
értékeinek Osszehasonlitdsa azt mutatta, hogy mindharom esetben a 4. exonra specifikus
PCR-ek esetében volt szignifikdns mértékben nagyobb kiilonbség a két minta crossing
point értéke kozott az dsszes tobbi exonhoz viszonyitva (lasd a 4. cikket). Ez az eredmény
mindharom esetben a 4. exon érintettségét tamasztotta ald. Az Alu-szekvencidk 3. és 4.
intronokban észlelhet6 gyakorisdga miatt ez az eredmény megfelel a varakozéasnak.

A fennmarad6 19 HANO-I esetben didezoxi-lancterminacids technikaval és automata

crer

hasitési helyek (az exon-szélekkel szomszédos szakaszok) teljes szekvencia elemzését.
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lokalizdcid szerinti csoportositasban

Genomialis
DNS-pozicio

Exon

Aminosav-
pozicio

Kovetkezmény

Stop kodon kialakuldsahoz vezetd bazis-szubsztituciok (non-sense mutdaciok):

g2238C>T 13 pGInMOStop |, ¢ oo iniezis id6 eldtt lealldsa,
g.4467C>T | 4 p-Gln201Stop megrovidilt fehérjelanc
g.16872C>T | 8 p.Arg472Stop ’

Kismeretii deleciok/ins

zerciok a kodolo

régioban:

g.2534 2535

A delécio kozvetlen kozelében stop-

delCT 3 n-e kodon keletkezik.
Megmarad a helyes leolvasasi keret, de a
ﬁji;if““ 3 |né C1-INH fehérjc A hélixébél 14 aminosav
hianyzik.
Leolvasasi-keret eltolodas, korai stop-
2.14107delA | 7 n.¢ kodon  keletkezik 22  aminosav-
tavolsagban.
2.16749 167 3 né. Leolvasési-keret eltolodds, a reaktiv

75dup

centrum aminosavai is megvaltoznak.

Aminosav-cseréhez vezetd bazis-szubsztituciok (mis-sense mutdaciok):

g.2533G>A

p.Cys108Tyr

A Cys108 és Cys183 aminosavak kozotti
diszulfid hid nem alakulhat ki. Egy masik
kozolt, koroki mutacid (Cys183Tyr) a
diszulfid hid kialakitasdban résztvevo
partner aminosavat érinti (Zuraw 2000).

g.14224A>T

p-Asp386Val

Polaritas- és toltés-valtozassal jard
aminosav-csere. A feltételezett 1. hélix
masodik aminosavat érinti (Bock 1986).

g.14181A>C

p.Thr372Pro

Korabban leirt koroki mutacié (Verpy
1996).

g.16810T>A

p.Val451Glu

Két masik kozolt, koroki mutacio
[Val451Met, Val451Gly (Verpy 1996,
Blanch 2002)] érinti ezt az aminosavat. A
Val451 aminosav kiemelkedd fontossagu
a C1-INH fehérje megfeleld
térszerkezetének kialakulasahoz
(Eldering 1995, Huber & Carrell 1989).

2.16870G>A

p.Gly471Glu

Korabban leirt koroki mutacio, koros
térszerkezetli fehérje keletkezik (Blanch
2002).

2.16885C>G

p.-Pro476Arg

Egy maésik k6z6lt, koroki mutaciod
(Pro476Ser) érinti ezt az aminosav helyet

(Verpy 1996)

4. tabldzat Az dltalunk azonositott 13, kddold régiot érintd C1-INH gén mutdcid a Reletkezési mechanizmus és a

A kordabban nem kiolt mutdcidkat vastagitdssal jeloltiik. A nukleotid szimozdsndal a Carter és mtsai dltal kizolt
sdmozdst alkalmaztnk, amely sgerint a +1 pogicio az 1. (nem transglalodd) exon elsd bagisa, azag a transzkripeios
inicideios hely. Eg a GenBank nagyobb méretii referencia sgevencidban (X54486) a 1183-as pogicidianak felel mreg.
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A szdamozasi formdtum Rialakitdsindl az Antonarakis (1998) dltal kozolteket vettiik figyelembe. Rovidités: n.é.: nem
értelmezhets.

Mindosszesen 16, egyetlen bazist vagy néhany bazisos DNS-szakaszt érinté koroki
mutaciot azonositottunk, mivel harom mutacidé két-két, a rendelkezésiinkre allo adatok
szerint egymadssal rokoni kapcsolatban nem 4ll6 csaladnal fordult eld. Az altalunk
kimutatott non-sense, delécios/inszercids és mis-sense mutaciokat a 4. tablazat, az mRNS
hasitasi variansokat pedig az 5. tdblazat tartalmazza alapvetd keletkezési mechanizmus és
azon beliil pozicid szerint csoportositva.

A 16 koroki muticio koziil 13 még kordbban nem ismert eltérés volt, ezeket a
tablazatban vastagon szedett karakterekkel jeloltiik. A felfedezett G mutaciok keletkezési
mechanizmusuk szerint a kovetkezéképpen csoportosithatok: 2 non-sense (stop-kodont
eredményezd bazis-csere); 4 kisméretli delécid/duplikacid; 4 mis-sense (aminosav-cserét
eredményezé bazis-csere); ¢s 3 mRNS-hasitasi (splice) varidns. Az emlitett négy
mechanizmus koziil a non-sense ¢és a deléciok esetében egyértelmiien valoszintlisithetd a
fehérjelanc jelentds megrovidiilése. Ezek a mutaciok tovabbi vizsgalatok nélkiil koroki
mutécionak tekinthetok.

Az ujonnan felfedezett négy mis-sense mutacié koroki szerepének bizonyitasa
Osszetettebb feladat. Elsé 1épésként megallapitottuk, hogy konzervalt, szerkezeti
szempontbol fontos aminosavat érintd, és/vagy polaritas/tltésvaltozassal is jard cserék
kovetkeztek be. Megerdsitettilk a csalddon beliili szegregiciot, azaz az egészséges
csaladtagoknal vad tipusu szekvencidt, érintett csaladtagoknal pedig heterozigota mutéciot
¢észleltiink az érintett szakaszon. A tovabbi bizonyitds ¢érdekében, az esetleges
polimorfizmus-jelleg kizarasara harom Gjonnan felfedezett mis-sense mutacié (Cys108Tyr,
Asp386Val és Pro476Arg) szempontjabol vizsgaltunk egy 50 egészséges személybdl 4llo
kontroll csoportot, azaz 100 egészséges kromoszoémat. Erre a célra két mutacid esetében

allél-specifikus primereket terveztiink, és az egyik szekvenald primerrel egyiitt, multiplex
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PCR formajaban végeztiink allél-specifikus PCR-t. A harmadik mutaciot ScrF1 restrikcids
endonukledzzal végzett PCR-RFLP moédszerrel mutattuk ki. Mindharom mutécid esetében

a kontroll csoport egyontetiien negativ eredményt adott.

5. tabldzat Az dltalunk agonositort 3 mRINS' hasitdsi (splice) varidns lokalizdcid sgerinti sorrendben

Bazis pozicio az mRNS splicing

régioban
-1 | 41 | 2 | 43 | +4 | +5
Mutacio intronkonszenzus) G | G T |Alg | Alt | G
normal G G T A T G
IVS2SD+1G>A | 2. mutdns G| A | T A T G
. normal G| G| T | A|A|G
2.2696_2697insT| 3. mutdins G| G T T A A
normal G| G| T | A|A]|G
IVS3SD+1G>A | 3. mutdns G| AT Al A G

A mutdciok dltal érintett bagisokat vastagitissal, nagyobb méretii karakterekkel és siirke mezdvel jeloltiik. A hasitdsi
régidra jellemzd konsgenzus szekvencidat Zhang és misai (1998) alapjan képeztiik. A -1 jelzésil pogicid az exon utolsd
bazisdt jeloli, a +1 jelzési pogicid pedig azg elsd intronikus bagist.

A harom ) mRNS-hasitasi (splice) varians (5. tabldzat) kozil két G>A bazis-csere a
harmadik mutaci6, egy T-inszercié (beékeldédés) a +3 pozicidban eltolja a konszenzus
hasitasi donor szekvenciat. A pozitiv csaladon beliili szegregacidé mellett a mRNS-hasitési
(splice) varians mutaciok hatdsat az Interneten hozzaférhetd, Neural Network Splice Site
Prediction elnevezésii szamitdégépes program (Reese 1997) segitségével is vizsgaltuk. A
program a valasztott 0,1-es valdszinliségi kiiszob érték mellett egyik szerkezeti varidns
esetében sem jelzett mRNS hasitast. Mind az ujonnan felfedezett mis-sense mutaciok,
mind az mRNS-hasitasi (splice) variansok esetében elvégeztiik a teljes kodold régid
szekvencia-elemzését, és tovabbi szekvencia eltérést nem talaltunk.

A harom HANO-II-ben szenvedd csaldd esetében a 8. exon reaktiv centrumot

crer

kapcsolatban nem levé csalddnal azonos, korabban leirt, aminosav-cserét eredményezd
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mutaciot, a g.16788C>T (Argd444Cys) szekvencia-eltérést azonositottunk (Skriver 1989;
Pappalardo 2000).

Osszefoglalva, az altalunk bedllitott molekularis genetikai modszerekkel hazankban
elsoként végeztiik el sikeresen a koroki mutaciok azonositasat egy jelentds szami HANO-
betegcsoportnal. A kimutatott 16, gyakorlatilag valamennyi keletkezési mechanizmust
érinté betegség-okozd mutacid koziil 13 bizonyult korabban még ismeretlennek. A nagy
szamu 1j, ¢és tobbféle keletkezési mechanizmusu mutacié felfedezése alatdmasztja a Cl
inhibitor gén fokozott genetikai instabilitdsat, elésegitheti a hazai és nemzetkozi szinten
végzett, tovabbi molekularis diagnosztikai tevékenységet, és a genotipus-fenotipus, illetve

a szerkezet-funkci6 osszefliggések felderitését (3. cikk).

A HANO szakteriiletén foly6 europai egyiittmikodés keretében egyértelmii igényként
meriilt fel a C/-INH gén internetes lokusz-specifikus mutacios adatbazisanak létrehozasa.
Ezt a tevékenységet a kovetkezd célkitlizésekkel kezdtilk meg: (1) a CI-INH gént érintd
valamennyi ismert DNS-szekvencia valtozds folyamatosan meguajulo, legteljesebb
gyljteményének l1étrehozésa; (ii) az 0sszegyljtott adatok sokoldali kereshetdsége; (iii) az
érintett laboratériumok kozotti informacio-aramlés eldsegitése; (iv) hasznos informacio-

forras biztositasa egy-egy Uj szerkezeti varians betegség-okozo szerepének eldontéséhez.

Az éltalunk elkészitett, a http://hae.biomembrane.hu internet cimen elérhetd, HAEdb-
nek keresztelt adatbazis a MySQL szabadon hozzaférhetd (www.mysql.com) adatbazis
kezelé rendszert alkalmazza. A grafikus interface-t PHP (www.php.net) programnyelven
irtuk. A rendszer korlatlan hozzéaférhetdségli (jelszo nélkiili) részében két f6 csoportban
kérheték le a mutaciok: az 1 kb méretet meghaladd nagy (gross) szerkezeti eltérések,
illetve minden egyéb, ebbe a kategoériaba nem illd, rovidebb DNS-szakaszt érintd (micro)
szerkezeti eltérés. Egy mutacid esetében a tobbféle elnevezés mellett a 6. tdblazatban

felsorolt kiegészité informéciokat tartalmazza a rendszer. Fontos a ,,Megjegyzés” rovat,
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amelybe van lehetdség az adott muticid ismételt kimutatdsanak tényét vagy tovabbi
barmilyen informaciot (populaciogenetika, modszerrel kapcsolatos, fenotipusos sajatossag)
rogziteni.

6. tdblizat Az egyes mutdcidkhoz, tartozd jarnlékos, rigzitett adatok

Nagy méretii (gross) mutaciok Kis méretii (micro) mutaciok
Tipus (inszercid/delécid) Nukelotid szintii eltérés
Meéret (kilobazis dimenzidban) Pozici6 (promoter/exon/intron)
Erintett exon(ok) A mutacié molekularis szintii
kovetkezménye

Betegség-okozo jelleg bizonyithato-e
Hivatkozas (PubMed formatum)
A hivatkozés egyedi azonositoja (PubMed UID)
Csaladi kornyezet (sporadikus/pozitiv/nem ismert)

A rokoni kapcsolatban nem 4ll6 érintett csaladok szama

Megjegyzés

Ravidités: UID: egyedsi agonosito.

Béarmilyen szemponti keresés, és a keresés eredményének szokésos tablazatkezeld
programokkal kompatibilis letoltése is elvégezhetd. Az adatbazis tovabbi alapfunkcidja
néhany hasznos, HANO-val kapcsolatos egyéb adatbazis internetes elérhetdségének
megadasa, valamint az 0sszes mutéaciot az adott lokalizacidban feltiintetd, pdf formatuma,

1d6kozonként az adminisztrator altal frissitett C1-INH géntérkép letolthetdsége.

Uj adatbevitelre vagy a meglévé adatok modositasara a regisztralt, jelszoval rendelkezd
felhasznaloknak van lehetdségiik. Az adatbevitelt tdjékoztatokkal, ismertetdkkel probaltuk
megkonnyiteni. A rogzitett adatok modositdsara csak annak van jogosultsaga, aki
eredetileg rogzitette azt. A megjegyzés rovatba viszont minden regisztralt felhasznalo
rogzithet tovabbi informaciot mas altal kezelt rekordok esetében is. Igény esetén a rendszer

a valtozasokrol értesitést kiild elektronikus levél formajaban.

A mutaciok elnevezése (szamozasa) kiilonos fontossagl a késobbi dsszehasonlithatosag
¢s Osszesitett elemzések szempontjabol (Horaitis & Cotton 2004). Az elnevezések

Osszehangoléasa soran figyelembe vettik a HUGO (Human Genome Organisation) és a
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Human Genom Variation Society (http://www.hvgs.org/mutnomen) aktudlis ajanlasait
(Antonarakis, 1998; den Dunnen & Antonarakis, 2000; den Dunnen & Antonarakis, 2001).
Ugyanakkor, a kordbban a témaban megjelent kdzlemények tobbségi névhasznalatat sem
volt célszerli figyelmen kiviil hagyni. Eszerint a nukleotid szdmozas az 1. (nem
transzlal6do) exon elsd bazisaval (transzkripcios iniciacids hely) kezdddik (Carter 1991).
Nulla poziciét nem hasznalunk, igy a +1-t6l 5’ irdnyban levd elsé bazis jelzése -1. Az
aminosav szamozas esetén az 1. aminosav a 22 aminosavbol all6 szignal peptid lehasadasa
utani funkcionalis fehérje elsé (aszparagin, Asn) aminosava. Eszerint a szignal peptidet

érintd mutaciok aminosav szinten negativ jelzést kapnak.

7. tabldzat A HAEdb-ben taldlhatd valamennyi mutdcid betegség-okozd mechanizmus szerinti bontdsban

Mutacié tipus Rekordok szama
(%)
Nagy méretli mutaciok 22 (15)
Mis-sense (aminosav-csere) 53 (36)
Olvasasi keret eltolodas (frameshift) 35 (23,8)
inszercid/delécid miatt
Non-sense (stop-kodon) 13 (8,8)
mRNS hasitési (splice-site) varians 13 (8,8)
Olvasasi keret eltolédast nem okozo, kisméret 7 (4,8)
inszercio/delécio
Promoter 2(1,4)
Egyéb 2 (1,4)
Osszesen: 147 (100)

A HAEdb a dolgozat irdsakor 147 kiilonb6zé CI-INH mutaciot tartalmazott a 7.
tabldzatban bemutatott, keletkezési mechanizmus szerinti megoszlasban. Az Osszesitett
statisztika azt mutatja, hogy gyakorlatilag valamennyi mechanizmussal keletkezhet
mutacio a CI-INH gén szekvencidjaban. Feltehetden az Alu-szakaszok miatt jelentds
gyakorisagiiak a nagyméreti mutaciok (Carter 1991). A legnagyobb hanyadot az
aminosavcserét okozo mutaciok teszik ki, de szintén gyakoriak az olvasasi keret eltolodast

o0kozo6 inszerciok/deléciok.
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A mutaciok pozicidja szerinti levalogatas (8. tdblazat) azt mutatja, hogy a gén egészét
érinthetik a mutaciok. Ha a mutacidk gyakorisagat 100 bp kddold régiora vonatkoztatjuk, a
8. exon kiemelkedd érintettsége észlelhetd. Ennek egyik oka, hogy a CI1-INH fehérje
legfontosabb szerkezeti elemét, a reaktiv centrumot ez az exon kodolja. Masik ok, hogy a
kezdeti genetikai vizsgalatok soran tobb laboratoriumban csak a 8. exonban kerestek

mutaciot, €s ezeket az adatokat kozolték (Blanch 2002; Freiberger 2002).

8. tablizat A HAEdb-ben talilhatd micro mutdcidk DINS-szerkezeti egység szerinti bontdsban

Pozicio A kodolo Mutaciok Mutaciok szama
régio szama 100 bp kodolo
mérete szakaszra vetitve
promoter 2
1. exon 1
1. intron 1
2. exon 50 2 4
2. intron 3
3. exon 498 18 3,6
3. intron 2
4. exon 134 11 8,2
4. intron
5. exon 203 12 5,9
5. intron 1
6. exon 139 9 6,5
6. intron 2
7. exon 219 13 5,9
7. intron 1
8. exon 253 47 18,6
Osszesen: 1496 125

A nem kodolo szakaszok mérete: 1. exon: 37; 2. exon 5vég: 22, 8. excon 3’ vég: 264. A 100 bp kddold szakaszra
vetitett mutdcid-mennyiség syamitdsa: mutacid s3am/ kddold region méret x 100. A sgdmitast csak a kddold régiot
tartalmazd sgerkegeti egységek esetében végeztiik el. A teljes miértéRben nem kidold szakaszokat tartalmazd
szerkezeti egységeket dolt karakterrel jeliltiik.

A HAEdb-t a jelenleg hozzaférhetd, tobb mint 200 hasonlo, egy gént tartalmazé DNS-
szakaszra koncentralo (locus specific database, LSDB) adatbazisokéival Osszehasonlitva
megallapithatjuk, hogy az altalunk készitett adatbazis az atlagot meghaladé funkciokkal és
lehetdségekkel rendelkezik. Hasonld kovetkeztetést vonhatunk le, ha a Clausters és mtsai
(2002) altal kozolt ,idedlis” adatbazis jellemzdivel végezzilk az Osszehasonlitast.

Ugyanakkor kivéanatos célkitlizés lehet valamilyen szintii kapcsolat kiépitése sajat mutacios
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adatbazisunk és a HANO betegek klinikai adatait tartalmaz6é nemzetkozi adatbazis
(www.haeregister.org), esetlegesen a szerpin fehérjékkel foglalkozd fehérje-szerkezeti

adatbazisokkal (Bos 2002).

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az altalunk Gjonnan létrehozott dinamikus és
interaktiv mutdcios adatbdzis segitséget adhat ) mutaciok lokalizaciojaban, esetleges
koroki szerepiik meghatarozasaban, és megkonnyitheti a kozos adatfeldolgozast, illetve
nemzetkdzi populacids tanulmanyok végzését (4. cikk).

111.1.3. Fiatalkori (juvenilis) hemokromatozis

Az elmult évtizedben jelentds eldrelépés tortént a vasfelhalmozodassal jaro korképek,

9. tabldzat V asfelbalmozdddshoz, vezetd, ismert genetikai hatters fontosabb kdrképek nébdny jellemzdje

Korkép Gén Fehérje Kromoszo- | Oroklés | Hivatkozas
ma lokusz | -menet
1-es tipusu HFE HFE 6p21.3- Inkomp- | Feder (1996)
hemokromatozis | (HLA-H) 6p22.1 lett AR
HIV hemojuvelin | 1p21 AR Papanikolau
Fiatalkori (HFE2) (2004)
hemokromatozis [ r74p7p | hepcidin 19q13 AR Roetto (2003)
(HEPC)
3-as tipust TFR2 2-es tipustt | 7q22 AR Camaschella
hemokromatodzis transzferrin (2000)
receptor

4-es tipusu SLC40A41 | ferroportin | 2q32 AD Montosi (2001)
hemokromatézis | (IREGI) Njajou (2001)
Autoszomalis H-ferritin | H-ferritin 11q13 AD Kato (2001)
dominans
vasfelhalmozdoda
S
Hiperferritinémi | L-ferritin | L-ferritin 19q13.3- AD Beaumont
a/cataracta 13.4 (1995), Martin
szindroma (1998)
Acoeruloplas- CP coerulo- 3q23-24 AR Harris (1995),
minémia plasmin Bosio (2000)

Robson és mtsai (2004) alapjin. AR: antoszomilis recessziv driklésmenet; AD: antoszomalis domindns droklésmenet.

43



Tordai Attila, akadémiai doktori értekezés, 2005.

azaz hemokromatozis-korformak pontos genetikai hatterének megismerése terén. A
felnéttkori (klasszikus), 1-es tipusu hemokromatdzis pontos genetikai mechanizmusat
1996-ban ismertiik meg (errdl részletesen lasd a I11.2.1. fejezetet), majd azt kdvetden egyre
tobb génrdl deriilt ki, hogy szerkezeti eltérése esetén koros vasfelhalmozodas alakulhat ki.
A szbéban forgd rendellenességek néhany alapvetd jellemzdjét mutatja a 9. tablazat

(Robson 2004).

Ebben a fejezetben egy fiatalkori hemokromato6zisban (juvenilis hemokromatézis, JH)
szenved6 beteg vizsgalataval kapcsolatos eredményeinket mutatom be, mig az 1-es tipusa
hemokromatozis populaciogenetikai vetiileteit a /11.2. a ,,Genetikai kockdzati tényezok
populdacios vizsgalatai” cimi fejezetben targyalom. A JH-t a korabbi, altalaban a haszas-
harmincas években jelentkezd tlinetek, a sulyosabb lefolyas, €s az eltér6é dominancidju
szervi érintettség kiilonbozteti meg az 1-es tipusu hemokromatozistol. A JH igen ritka
korkép, amely egyformén érinti a férfiakat és ndket, és gyorsan progredidlo
vasfelhalmozodas jellemzi. A lerakddott vasfelesleg elsddlegesen a sziv és a nemi
mirigyek funkcidjat karositja, cardiomyopathiat ¢s hypogonadotrop hypogonadizmust
okozva. A gyorsan romlé keringési funkcio késoi kezelés esetén vagy kezelés hianyaban

akar a 30. ¢életév betdltése elbtt is haldlhoz vezethet (Filali 2004; DeGobbi 2002).

Az elmult években valt ismertté, hogy az ijonnan azonositott hepcidin és hemojuvelin
gének muticidja egyarant az autoszomadlis recessziv Oroklésmenetii JH kialakulasahoz
vezethet (9. tdblazat). Az eddigi adatok szerint fenotipusos jellemzdok alapjan nem
kiilonithetd el egymastdl a hepcidin, illetve hemojuvelin okozta JH. A kisméretii, négy
diszulfid hidat tartalmazd, mikroba-ellenes hatdsu hepcidin fehérjét kodolé HAMP gén
tobb mutaciojardl bizonyitottak, hogy felelds a JH kialakuldsaért (Roetto 2003, 2004). A
hepcidin fehérje szintje n6 a gyulladésos reakcid részeként, és a fehérje hatdsara anémia

alakul ki (Weinstein2002; Nicolas 2002; Nemeth 2003).
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A JH maésik génjét, a hemojuvelint (HJV), a régota ismert 1q21 kromoszoma régidban
klasszikus genetikai térképezés ¢s szekvencia-elemzéssel Papanikolau és mtsai (2004)
fedezték fel. Noha a tobb mint 30 ismert mutacido (Lanzara 2004; Lee 2004) és az
egyértelmii genetikai bizonyitékok nem teszik kétségess€, hogy a HJV gén autoszomalis
recessziv Oroklésmenetii rendellenessége felelds a JH-esetek tobbségéért, az Ujonnan
felfedezett fehérje szerkezetébol nem kovetkeztethetd ki a hemojuvelin vasanyagcserében
betdltott szerepének molekularis mechanizmusa. A viszonylag kis méreti HJV gén négy
exonbdl all, amelyrdl 6t kiilonb6zé hosszisagh mRNS képzddik, amelyek haromféle,
fehérjeszintézisre alkalmas szekvenciat tartalmaznak. A leghosszabb, feltehetéen keletkezo

fehérje 426 aminosavbol all (10. dbra).

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Excn 4
5 &l

e I_l-""_ M

218 218
7
i
VW VW

10. dabra A HJV" génril alternativ mRINS-basitassal (splicing) kép30dd kiilinbozd szerkezetri mRINS moleknlik
(felsd séma) és a HJV gén dltal kodolt, 426 aminosavbil allo febérje sematikus s3erkegete. A séma felsd részén levd
szamok. ag aminosavak pogicidiat jelolik. SP: szigndl peptid; RGD: Arg-Gly-Asp szekvencidjii jellegzetes
aminosav-szakaszy VW von Willebrand faktor D domeény TM: transzmembrdn domén (Papanikolan 2004).

426

sP SP RGD ™

A masodlagos szerkezet alapjan feltehetden transzmembran fehérje tartalmaz egy RGD-
szakaszt és egy részleges von Willebrand faktor D-domént. A két utobbi szerkezeti

elemnek fehérje-fehérje kozotti kdlcsonhatdsokban lehet szerepe. A hepcidin és a HIV
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fehérjék feltehetden egyazon szabalyozasi rendszer részeiként mikodnek, mivel a HJV gén
eltérése miatt kialakuld JH-ban jelentésen csokkent a vizelet hepcidin szintje (Papanikolau

2004).

Az éaltalunk vizsgalt JH-esetben kiilonleges a korkép gyors progresszidja és haldlos
kimenetele, valamint a genetikai vizsgalat eredménye. A fiatal erdélyi férfi betegségének

fontosabb eseményeit idérendi sorrendben a 10. tabldzatban foglaltam Gssze.

10. tablizat A juvenilis hemokromatizisban s3envedd férfi kortirténete iddrendi sorrendben.

Idépont Korhazi felvétel, tiinet/panasz, kezelés
Eldz- 25 éves egészséges, mérsékelten dohanyzo, mérsékelt mennyiségli alkoholt

meény fogyaszto, fizikai munkas, negativ csaladi anamnézissel.

0.nap |Els6 korhazi felvétel 10 napos mellkasi €s gyomortdji fajjdalom miatt. Negativ
hasi ultrahang (UH) vizsgalat. Kezelés nélkiil, javult allapotban tavozik.

14. nap |Ismételt korhazi felvétel Hepatologiai Osztalyra hasonld fajdalom és hasi
duzzanat miatt. Vélemény: akut alkoholos hepatitis, javasolt terapia: alkohol-
absztinencia.

26.nap |Ismételt korhazi felvétel mellkasi fajdalom, ezuttal mar minimalis terhelésre
jelentkez6 1égszomj miatt. Hasi UH: mdj megnagyobbodas. Labor: majenzim-
vércukorszint-emelkedés, vas-paraméter meghatarozast nem végeztek. Sziv
UH: csokkent ejekcios frakcio, jobb kamrai fal megvastagodas Diagnoézis:
cardiomyopathia, kongesztiv szivelégtelenség, toxikus majbetegség akut
hepatitissel. Terdpia: digitalis, vizhajto.

31.nap |48 oraval hazabocsatasat kovetden utolsd korhazi felvétel tachycardia, stlyos
nehézlégzés miatt. Koros szivmiikddés, ritmuszavarok, folyamatosan romld
sziv-paraméterek.

33.nap |Coronarographia, szivizom-biopszia. A biopszids minta szovettani vizsgalata:
sulyos vasfelhalmozdodas (Berlini-kék pozitivitas) a szivben. Labor:
sz¢élséségesen emelkedett szérum vas-paraméterek.

36. nap | Sulyos sziv-ritmuszavar (kamra-fibrillacio). Exitus lethalis.

A progresszid gyorsasagat mutatja, hogy az elsé korhazi jelentkezés utan 5 héttel
bekovetkezett a beteg halala, aki korabban nem szedett gyogyszert, nem allt rendszeres
orvosi kezelés alatt, ¢és folyamatosan dolgozott. A vasfelhalmozddas egyértelmi
diagnozisat a szivizom-biopszia szdvettani vizsgalataval allapitottdk meg, de mas szervek

(mgj, hasnyalmirigy, endokrin szervek, bdr) érintettsége is egyértelmii volt. Mivel a
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definitiv diagnozist csak a szivbetegség igen eldrehaladott allapotdban sikeriilt
megallapitani, a felmertilt sziv-transzplantacié nem volt kivitelezhetd. Ebben a helyzetben
a genetikai vizsgalat jelent0ségét a molekularis szintli diagnozis felallitasa és esetleges
csaladvizsgalat képezte. A beteg, két tiinet- és panaszmentes testvér valamint az anya

né¢hany laboratériumi ¢€s fizikalis vizsgalati eredményét mutatja az alabbi csaladfa (11.

oy

abra), amely recessziv 6roklésmenetet valoszindsit.

Sz.B.né 57¢

SeFe; transzf.sat; ferritin: norm.

Vércukor, maj enzim: norm.
[sz.A.24¢] [s2T.276] [iSzB.29¢]

Endokrin, bér, iziileti elt: nincs
SeFe; transzf.sat; ferritin:#44
Vércukor, maj enzim:
Endokrin: spermatogenesis nincs
Bor: pigmentdlt
iziileti fajdalom: van

SeFe; transzf.sat; ferritin: norm.
Vércukor, maj enzim: norm.
EndoKkrin, bdr, iziileti elt: nincs

11. dbra Csalidfa és fenotipusos jellemzok. Jelmagyarazat: négyzet: férfi; kir: nd; iires négyzet/ kor: egészséges;
satirozott: érintett; athizott: meghalt. A felfelé mutatd vastag nyil kdrosan emelfedett sgintet jelez,.

A genetikai vizsgalat részeként a betegnél meghatiroztuk a HFE (az 1-es tipusu
hemokromatoézis) genotipust, ami vad tipust mutatott mindkét gyakori mutacid
szempontjabol. Mivel a fiatalkori manifesztacid, a kiemelkedd sulyossag és az elsédleges
sziv-érintettség a JH mellett sz6lt, parhuzamosan végeztiink kozvetlen szekvencia-elemzést
a hepcidin (HAMP) és a HJV géneket vizsgalva. A HAMP gén szekvencidjaban nem
talaltunk eltérést. Ezzel szemben, ahogy a 4bran lathaté a hemojuvelin gén 3. exonjaban
egy trinukleotid ismétlodés kdzepén egy egyetlen bazist érintd szubsztiticiot (c.196G>T)
észleltiink a betegnél homozigéta (piros csucs a fekete cstics helyett), mig tiinetmentes
édesanyjanal heterozigota (az abran egymadsra vetiilé piros, illetve fekete csucsok)
formaban (12. dbra). A szamitogépes kiértékelés és a leolvasasi keret illesztése utan

kideriilt, hogy ez a bazis-szubsztitucid a fehérjelanc 66. glicin aminosavanak stop kodonra
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valo cseréldodéséhez (G66X) vezet. Ennek alapjan a mutacido kovetkezményeként egy
jelentds mértékben csonkolt fehérje keletkezése josolhatd a fehérjelanc mintegy 85%-anak
elvesztésével. Ez egyértelmiien betegség-okozo mutaciot jelent. A HJV gén fennmarado
kodolo ¢s mRNS-hasitasi (splicing) régidi egységesen vad tipusti szekvencidt mutattak,

azaz csak a fenti eltérés allhat a koros fenotipus hatterében.

Kontroll Beteg Sziilé
| I
| || | |
i “ \ ‘
| ‘
M "" || '|' nl 1
GGA TGA T/GGA
vad tipus homozigota c.196G>T  heterozigéta c.196G>T
Gly66Stop (G66X)

12, dbra A HJV gén 3. exon egy szakasza kozvetlen szekvencia-elemzésének eredménye. Az dbra a 3. exon egy
rivid, ag  elviltozdst tartalmazd sgakaszdnak  didezoxi-linctermindeids  technikdval véggett vigsgdlatinak
regisgtratumat € a  kiériékelés  eredményét mutatja egy fkontroll, a beteg, és édesamyja  mintdjanak
dsszehasonlitdsaval. Az dltaldnosan hasgndlt sgin-kid: piros=T (timin); fekete=G (gnanin); 30ld=A (adenin);
kék=C (citogin).

Az eredmény megerdsitését egy célzottan erre az esetre tervezett PCR-RFLP modszerrel
is elvégeztiik (13. dbra), amelyben azt a koriilményt hasznaltuk ki, hogy a mutdcio hatdséara
egy Fokl restrikcios hasitasi hely jelenik meg a DNS-szekvencidban. Ez a hasitasi hely
nincs jelen a vad tipust szekvenciaban. Ezenfeliil egy mutacio-fiiggetlen hasitasi helyet is
tartalmaz a PCR-termék. Igy az emésztett vad tipusi minta esetében egy 671 bp,

heterozigdta hordozé minta esetében két, 671 +502 bp, homozigdta mutans esetben pedig

csak egy 502 bp méretli DNS-fragmentumot latunk.
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13. dbra Az érintett és csalidtagiai esetében végzett PCR-RFLP wigsgdlat eredménye a HJV gin G66X

pontmuticidianak kimutatdsa céljabol. Az dbra ag agardz, gél-elektroforézis képét mutatia. M: méretmarker; 1. és

2. vad tipusii mintik; 3-6 heterogigota csalddtagok; 7. homozigdta mutdns. A jobb oldalon a két specifikuns DNS-
fragmentum mérete lathatd bazispar (bp) dimenzidban.

A genetikai csaladvizsgalat eredményeit a 14. dbran bemutatott csaladfa foglalja 6ssze. A

beteg mindkét sziildje, és tovabbi két testvére heterozigota hordozonak bizonyult, a

harmadik fiatestvértdl nem kaptunk mintat.

lz_

@

| Sz.B. 61¢ |

| Sz.B.né 57¢ |

HFE C282Y, H63D, S65C: neg.
HJV: G66X hetero (+/-)

HFE C282Y, H63D, S65C: neg.
HJV: G66X hetero (+/-)

4

|i.52.B. 29¢ |

| Sz.A. 24¢ |

| 52.1.27¢ |
| HIV: G66X hetero (+/-)

HFE C282Y, H63D, S65C: neg.
HAMP (hepcidin): neg.
HJV: G66X homo (+/+)

14. dbra A genetikai vigsgdlatok eredményeinek dsszefoglalisa a csalddfa kontextusiban. Jelmagyarizat: lisd a dbrit;
Jelerészben satirozott kor/ négyzet: heterozigdta hordozs.

A kapott eredmények Osszhangban vannak a JH autoszomadlis recessziv

oroklésmenetével, amennyiben csak mindkét allél DNS-eltérése (homozigota stitusz)
esetén alakul ki a betegség, egy allél érintettsége (heterozigota statusz) esetén tiinetmentes

hordozoi allapot all fenn. A kiilonleges, varhatoan szélsdségesen ritka heterozigota mutacid
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eléfordulasa a kis erdélyi falubdl szarmazo mindkét sziilonél felveti az esetleges tavoli
vérrokonsag lehetdségét. Ebbol a meggondolasbodl érdekes lenne tovabbi, célzott genetikai
vizsgalatok elvégzése a sziikkebb foldrajzi régioban €l6 csoportnal, az esetleges tovabbi

HJV G66X mutacio-hordozé személyek azonositasa céljabol.

Az Gjonnan leirt G66X mutacidé a kozlés idopontjaban rendelkezésre allo ismeretek
szerint a legkdzelebb helyezkedik el a gén 5° végéhez, azaz a fehérje atirddas kezdetét
jelzd ATG-kodonhoz. Az egy bazist érintd csere a HJV gén 3. exonjaban talalhato, az
alternativ, révidebb fehérjelanc-kezdé aminosavat kodolo triplettdl 5° iranyban, azaz a gén
kezdete felé talalhato. A homozigota mutans betegnél a 3’ iranyban eltérést nem tartalmazé
génszakaszrol keletkezhet barmelyik, Papanikolau és mtsai (2004) altal feltételezett
alternativ, kisebb méreti fehérjelanc (lasd abra), csak a teljes, 426 aminosav nagysagu
fehérje keletkezése gatolt. Ezeket a koriilményeket figyelembe véve megallapithatd, hogy
ha keletkeznek is kisebb méretli fehérjelancok a leirt alternativ mRNS valtozatokrol, azok
nem képesek a HIV fehérje eredeti funkcidjat ellatni. Osszefoglalva, egy ritka, kiemelkedd
sulyossagi korképben, a JH-ban elhunyt betegnél egy uj mutaciot fedeztiink fel a HJV
génben, amely kiilonleges elhelyezkedése miatt Uj informaciot szolgaltat a feltételezett

alternativ fehérje termékek lehetséges szerepére vonatkozodan.

II1.2. GENETIKAI KOCKAZATI TENYEZOK POPULACIOS VIZSGALATAI

111.2.1. Egyes tipusu orokletes hemokromatozis

A progressziv vasfelhalmozodassal jardo 1-es tipusu (,.klasszikus™) orokletes
hemokromatozis klinikai tiinetei leggyakrabban 40-60 éves életkorban lappangva
jelentkeznek (Witte 1996). Valamennyi szervi manifesztacid hatterében a szdévetekben

kialakuld koros vasfelhalmozddas és a kovetkezményes funkcio-karosodas 4all. A
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hemokromato6zis legtobb tiinete nem specifikus. A betegség korai szakaszaban a betegek
gyakran kronikus faradtsagrol, gyengeségrol, hasi és iziileti fajdalmakrol, impotenciarél
panaszkodnak. A lappang6 kezdetet jellemzi, hogy a tiinetek megjelenése ¢és a diagndzis
felallitasa kozott eltelt id6 noknél atlagosan 6t, férfiaknal nyolc év (Adams 1991; Niederau
1996). A klasszikus klinikai tridsz a bronz-diabetesszel jaré majcirrhosis a betegség késoi
szakaszara jellemzo.

A majkarosodas a korkép egyik legallandobb jellemzdje (Adams 2000). A vaslerakddas
foként a hepatocitakat érinti és ugyanakkor jellemzé a viszonylag kis mértékii
vasfelhalmozodés a reticuloendothelialis rendszerhez tartozé makrofagokban (Kupffer-
sejtek). A vaslerakodas fokozodasaval eldszor fibrosis, majd cirrhosis alakul ki. Klinikai
vizsgalattal maj-megnagyobbodas a betegek tobb, mint 90%-anal észlelhets. A
majenzimek koziil enyhe aminotranszferaz-szint emelkedés gyakran megfigyelhetd. A
maj-érintettség legstlyosabb szovédménye a hepatocellularis karcindma, amely a
fibrosissal és cirrhosissal szovédott hemokromatodzisos esetek mintegy 20-30%-aban alakul
ki (Niederau 1985).

A kronikus vasterhelés szintén karositja a hasnyalmirigy szigetsejtjeit, amelynek elsd
megnyilvanuldsa az  inzulin-rezisztencia  kialakuldsa. = Diabetes mellitus a
hemokromatoézisban szenvedd betegek 65%-anal, foként a cukorbetegség szempontjabol
pozitiv csaladi anamnézisiiecknél és a majcirrhosisban szenvedéknél alakul ki. Szintén
jellemzé az iziileti érintettség, amely a lerak6dd vas altal okozott csont- ¢és
porckarosodasokban nyilvanul meg. Panaszokat okozo arthropathia a betegek 25-50%-anal
alakul ki, és altalaban 50 év felett jelentkezik, de a korlefolyas barmely szakaszaban
megjelenhet, akar a betegség els6 tlinete is lehet. A leggyakoribb szivet érintd
manifesztacid6 a dilatativ cardiomyopathia és az ingeriiletvezetési zavarok. A

pajzsmirigyben, a mellékpajzsmirigyekben, a hipofizis eliils6 lebenyében és a mellékvesék
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zona glomerulosdjaban szintén kifejezett vaslerakodas figyelheté meg, amely valtozatos
endokrin funkcio-zavarokat okozhat (Adams 1991).

A specifikus tiinetek hianya és a lappangd kezdet miatt a hemokromatozis
diagnozisanak megallapitasa sokszor okoz nehézséget (Adams 2000). A diagnozis
alappillére a szérum vas-, illetve ferritin-szintek €s a transzferrin-telitettség (szaturacio)
meghatarozasa. A transzferrin-szaturacio mérése jobban megfelel szlir6vizsgalat céljara,
noknél 50% feletti, férfiaknal 62% feletti érték jellemzé a hemokromatozisra. A korkép
genetikai alapjainak megismerése révén napjainkra a HFE genotipus-meghatarozas is a
rutin diagnosztikai egyik eszkozévé valt.

Evtizedek ota ismert volt a primer (idiopathids) hemokromatozis monogénes,
autoszomalis recessziv Oroklésmenete és HLA-kapcsoltsaga (Simon 1976). A korkép
kialakulasaért felelés gén felfedezése azonban csak 1996-ban tortént meg (Feder 1996). A
6. kromoszoma rovid karjan (6p22.1), a HLA-A antigént kodold régio kozelében talalhato,
HFE elnevezésti gén C282Y pontmutacidja a vizsgalt hemokromatoézisos betegek 83%-
anal homozigdta formaban fordult eld, mig a kontrollok egyike sem volt homozigéta. A
baziscsere (c.845G>A) kovetkeztében a HFE gén altal kodolt fehérje 282. cisztein
aminosava tirozinra cserélodik. A HFE fehérje aminosav sorrendje alapjan az MHC 1.
osztalyba tartozé fehérjékkel mutat rokonsagot: egy transzmembran régioval, és harom, az
MHC fehérjék al, a2 és a3 doménjeivel analdg extracellularis doménnel rendelkezik (15.
abra). A fehérje fontos jellemzdje az a négy cisztein aminosav, amelyek az a2 és az a3
domének diszulfid hidjait alkotjak. A C282Y aminosavcsere kovetkeztében nem johet 1étre
a normal fehérjeszerkezet kialakulasdhoz nélkiilozhetetlen diszulfid-hid, ami a fehérje

crer

sejtfelszini HFE-expresszidhoz vezet (Waheed 1997; Feder 1997).
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| His63 ——p Asp |

B 5 -microglobulin

Cytosol
HOOC

15, dbra A HEE gén dltal kidolt fehérje foltételezett sxerkesete (Feder 1996)

A C282Y mutacio mellett egy masik aminosavcserével jard varidnst is (c.187C>Q) is
talaltak, amelynek jelenlétében a 63. hisztidin aminosav aszparaginsavra cserélddik
(H63D). A H63D varians a hemokromatozisban szenvedd C282Y-heterozigdta betegek
C282Y mutéaciot nem hordozd kromoszéméjan 89%-ban volt kimutathatd, szemben a
kontroll kromoszomakra jellemzd 17%-os gyakorisaggal. Ezek a megfigyelések arra
utaltak, hogy a kettds (kombinalt) heterozigota (C282Y ¢és H63D) allapot noveli a
hemokromatoézis kialakuldsanak esélyét; mig onmagiban a H63D muticid nem okoz
hemokromatozist (Feder 1996).

Az elsé felfedezést késObb tobb munkacsoport vizsgalatai is megerdsitették.
Valamennyi tanulmany a HFE C282Y-homozigéta statusz gyakori (64-100%-0s)
eléfordulasat igazolta hemokromatdzisban szenvedd kaukdzusi betegpopulacidkban
(Beutler 1996; Borot 1997; Carella 1997; Jazwinska 1996; Jouanolle 1996). Ugyanakkor
ellentmondasos a szakirodalom &llaspontja a HFE gén C282Y-homozigota genotipusanak
penetranciajat illetden, azaz abban, hogy 100, véletlenszerlien kivalasztott C282Y-
homozigéta személy koziil a megfeleld életkorban hany személynél alakul ki tiineteket
okozd hemokromatozis. Néhany évvel ezelétt a C282Y mutacid6 még kozel 100%-os

penetranciajat valdszintisitették (Shaheen 19989), az tjabban elvégzett populacios és
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csaladvizsgalatok adatai alapjan viszont a C282Y mutéicid penetrancidjat 10-25% kozé
(Ajioka 2003) vagy akar 1% ala teszik (Beutler 2002; 2003). A kisebb penetrancia a
kornyezeti hatdsok, vagy mas genetikai tényezok jelentds szerepére utalhat. Gyakorlati
kovetkezmény, hogy tiinetmentes (pl. csaladvizsgalattal azonositott) C282Y-homozigédta
személyeknél a rutinszeri genetikai vizsgalatokbol csak valoszinliség-jellegi
kovetkeztetéseket lehet levonni.

Mar a betegpopulaciok vizsgalata soran egyértelmiivé valt, hogy észak-eurdpai eredetii
hemokromatoézisos betegeknél nagyobb gyakorisaggal fordul eld a mutacid, mint dél-
europai populaciokban (Carella 1997; Bomford 2002). Szintén fontos megfigyelés volt,
hogy a HFE C282Y mutacidja a normal populacidban is 1-10% allél-frekvencidval fordul
elé, amely 2-19%-os heterozigota és 0,1-1%-os homozigéta aranynak felel meg.
Merryweather-Clarke és mtsai (1997) szamos etnikai csoportban, dsszesen 2978 normal
személynél vizsgaltdk a C282Y mutéacio gyakorisdgat. Azokban a populacidkban talaltak
magas C282Y allél-frekvenciat, ahol az 6roklédé hemokromatozis is gyakori, mig azoknal
az etnikai csoportokndl, ahonnan eddig a betegség kisebb el6fordulasi gyakorisagarol
szamoltak be, a C282Y allél-frekvencia is alacsonyabbnak bizonyult. A legmagasabb
eléfordulasi gyakorisagot az irorszagi populacioban mérték. Az afrikai, az azsiai és az
ausztraliai bennsziilott kromoszoéméakon a mutacié gyakorlatilag nem fordult eld. A szerzék
azt feltételezték, hogy a mutacié a kelta eredetii népcsoport egy tagjaban keletkezett
(,,founder effect”), és ennek megfeleléen az allél-frekvencia Eurdpaban nyugatrol keletre
és északrol délre csokkend tendenciat mutat (Merryweather-Clarke 1997). A C282Y
varians gén magas allél-frekvencidjanak oka nem ismert. Feltételezhet6, hogy a mutacid
jelenléte szelektiv eldny jelentett, mivel az védelmiil szolgalhatott a régebbi eltérd

étrenddel jard vashiany ellen.
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A HFE genetikai varidnsainak jelentds gyakorisaga és az esetleges populacios
kiilonbségek indokoltta tették, hogy meghatarozzuk a HFE C282Y ¢és H63D pontmutaciok
magyarorszagi atlagpopuléaciora jellemzé allél-frekvencidjat. Els6, 277 nem rokoni
kapcsolatban all6 személybdl all6 kontroll csoportunk az Orszagos Haematoldgiai és
Immunolégiai Intézetben HLA-tipizélas, illetve egyéb DNS vizsgalatok résztvevoibol
tevodott Ossze (intézeti dolgozdk, csontveld donorok, apasagi vizsgalat részvevoi) az
orszag egész teriiletérdl, de féként Budapestrél. Ujszerti PCR-RFLP modszert is
alkalmazva ebben a csoportban a C282Y mutdciora nézve 31 heterozigota (11,2%)
személyt talaltunk. Az 554 allélb6l 31 volt pozitiv, ez 5,6£2,0%-0s C282Y allél-
frekvencianak (£ 95%-o0os megbizhatosagi tartoméany, CI) felel meg. Eredményiink
meglepéen magasnak bizonyult, és a németorszagi gyakorisdghoz hasonlé tartomanyba
helyezte hazankat (Nielsen 1998). Ezzel elsOként szolgaltattunk adatot a kozép eurdpai
régiobol, és az észlelt magas allél-frekvencia alapjan megkérddjelez6dott a C282Y
mutacid-gyakorisag nyugat-keleti tendencidzus csokkenése (6. cikk).

Meéréseink €s a nemzetkozi irodalom alapjan indokolt volt a diagnosztikai célii mutacio-
vizsgalatok megkezdése, hiszen ezzel a vasfelhalmozodas korai szakaban, akar a tiinetek
megjelenése elbtt (preszimptomatikus stddiumban) is kimutathatdo a hemokromatézis (7.
cikk). Az ‘értekezés készitésének id6pontjaig Osszesitett adatok szerint 464
hemokromatozis klinikai gyantija miatt vizsgélt személynél végeztiink C282Y mutacio-
kimutatast kezdetben PCR-RFLP technikaval, az utobbi két évben pedig valds idejii PCR-
rel torténd genotipizalassal. 28 C282Y-homozigdta és 21 C282Y/H63D kettds heterozigota
beteget azonositottunk.

A 28 azonositott homozigdéta genotipusi személy koziil 18 esetben alltak
rendelkezésiinkre klinikai adatok (11. tdblazat). A C282Y-homozigéta férfiak 78%-anal

majérintettség, 44%-uknal pedig majcirrhosis volt kimutathato.
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11. tablizat A C282Y homozigdta betegesoport egy résgének klinikai paraméterei

Sor-|Nem| Kor |Diagnoziskor fennallo| se Fe | Ferritin | TS |AST/ALT| Maj-
SZ. (év) tiinetek (pmol/l) | (ng/) | (%) (UMD | biopszia
1. Ffi | 20 |Panaszmentes, pozitiv 17 169 |31 ] 23/42 n.k.
csaladi anamnézis
2. Ffi | 24 |Faradékonysag 30 617 |78 | 23/29 poz.
3. Ffi | 34 |Faradékonysag, 43 - 70 | 47/95 poz.
hepatomegalia,
arthropathia
4. Ffi | 37 |Hepatomegalia 43 - 77 | 31/35 poz.
5. Ffi | 54 |Cirrhosis, IGT 49 8000 (115 65/86 poz.
6. Ffi | 55 |M4jenzim-eltérések 41 312 |98 | 29/55 n.k.
7. Ffi | 58 |Cirrhosis, arthropathia,| 34 - 74 | 68/59 poz.
IGT, borpigmentacio
8. Ffi | 61 |Cirrhosis 26 3000 |97 | 43/41 poz.
9. Ffi | 66 |Cirrhosis, DM 23 4330 |47 | 170/200 | poz.
10. | N6 | 14 |Faradékonysag 35 219 35/30 n.k.
11. | N6 | 21 |Faradékonysag 44 142 | 71| 18/10 n.k
12. | N6 | 25 |Panaszmentes 35 164 |47 20/17 n.k.
13. | N6 | 26 |- - - - - poz.
14. | N6 | 27 |Panaszmentes 32 20 46 28/- n.k.
15. | N6 | 43 |Panaszmentes - 370 | 68 - poz.
16. | N6 | 47 |Hepatomegalia - 840 | 74 - poz.
17. | N6 | 61 |Hepatomegalia, 35 808 |74 | 68/85 n.k.
arthropathia
18. | N6 | 70 |Arthropathia 34 2050 | 71| 42/53 poz.

Roviditések: [fi: férfi, se Fe: szérum vas, TS: transzferrin-szaturdcio, 1GT: impaired glucose tolerance (csokkent
gliikdz, tolerancia), DM: diabetes mellitus, n.f.: nem késiilt, poz.: pogitiv. Referencia tartomdnyok: se Fe: 14-
27 pmol/l, szérum ferritin: 20-200 g/l TS: 20-55%, AST: 5-35 U/l ALT: 5-40 U/l A vastagon szedett
karakterek kiros eltéréseket jelegnek.

NoOknél maj-érintettség csak a betegek 60%-andl volt észlelhetd, cirrhosis pedig nem
fordult el6. A C282Y-homozigdta csoportban, 11 esetben végeztek majbiopsziat, ¢és a
szovettani kép minden esetben hemokromatézist igazolt. A C282Y-homozigdta betegek

szérum vas szintje az esetek 80%-4ban, a szérum ferritin-szintje a betegek 71%-anal, a

transzferrin-szaturacié pedig 88%-uknal volt kérosan emelkedett.
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12, tibldzat: C282Y/HG63D kettis heterozigita személyek klinikai adatai
Sor- |Nem | Kor |Diagnéziskor fennall6| se Fe | Ferritin | TS |AST/ALT| Maj-

SZ. (év) tiinetek (pmol/D) | (ug/h) | (%) (UM |biopszia

1. ffi | 20 |Se Fe emelkedés 46 72 93 17/20 | nk.

2. ffi | 32 |Poz. csaladi anamnézis | 18 115 33 40/68 n.k.

3. ffi | 32 |Poz. csaladi anamnézis | 28 42 21 20/21 n.k.

4. ffi | 56 |Poz. csaladi anamnézis | 24 409 42 21/19 n.k.

5. ffi | 63 |Myelodysplasias 43 1230 | 64 28/44 n.k.
szindroma

6. no | 22 |Se Fe emelkedés, 26 31 41 25/24 n.k.
allergia

7. nd | 28 |Poz. csaladi anamnézis | 15 152 29 17/19 n.k
8. né | 30 |Poz. csaladi anamnézis| 29 52 49 14/13 n.k.

9. no | 40 |Se Fe emelkedés, - 151 - 21/22 n.k.
kardialis érintettség

10. nd | 52 |Poz. csaladi anamnézis | 29 256 37 22/22 n.k.

11. | nd | 59 |Se Fe emelkedés 24 287 29 35/23 | poz.
A roviditéseket és a referencia tartomanyokat lisd a 11. tablagatndl.

A 21 kettés heterozigdta személy koziil 11 esetben kaptunk klinikai adatokat (12.
tablazat). A kettds heterozigota személyek 60%-andl hemokromatdzis szempontjabol
pozitiv csaladi anamnézis miatt, és 40%-uknal véletlenszertien, egyéb klinikai tiinetek
kivizsgélasa soran észlelt emelkedett szérum vas szint miatt kérték a genetikai vizsgélatot.
Enyhe méjenzim-emelkedés 20%-ban fordult eld. A szérum vas szint a kettds heterozigota
betegek 40%-4nal, a szérum ferritin-szint 36%-uknal, a transzferrin-szaturaci6 pedig 18%-
uknal volt emelkedett.

Mas kutatdcsoportok kérdésfeltevésével parhuzamosan (Bell 1997) a hemokromatozis
populacids aspektusait tovabb vizsgaltuk egy jelentds esetszamil, véradoknal végzett
genetikai szlirOvizsgalat keretében. Alapkérdésiink az volt, hogy kimutathat6-e gyakorisagi
kiilonbség a HFE-mutacidkat illetden a kiilonb6z6 szamu véradason részt vett egészséges

véradok alcsoportjai kozott, masként fogalmazva: jelenthet-e védelmet a HFE-mutacio(k)
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jelenléte az ismételt véradasok soran felmeriil vasveszteséggel szemben. A munka masik
célkitlizése egy jelentds szamu, egészséges magyar referencia-populdcié mintdinak
Osszegyljtése volt, amely kontrollként szolgalhat kiilonb6zé genetikai varidnsok
gyakorisadgi mérései soran. Szintén fontos kérdés volt, hogy a kezdetben vizsgalt kontroll
csoportunktdl teljes mértékben eltérd forrasbol szarmazo, kellden nagy 1étszdmu csoportnal
mért adatok megerdsitik-e korabbi, viszonylag varatlan megfigyeléseinket a hazai C282Y
allél-frekvenciarol.

A budapesti €s a szegedi régiokbol 0sszegylijtott egészséges véradd csoportban (n=996)
egy C282Y-homozigota (0,1%) és 65 heterozigdta (6,5%) személyt azonositottunk. A
C282Y all¢l-frekvencia 3,4+0,8% volt. Nem talaltunk szignifikdns C282Y allél-frekvencia
eltérést a ndk és a férfiak (3,5+1,4%, illetve 3,3£1,0%), illetve a budapesti €s a szegedi
populacié kozott (3,4+£1,0%, illetve 3,3+£1,5%). Az elsd vizsgalat kontroll csoportjdban a
C282Y allél-frekvencia meglepden magasnak (5,642,0%) bizonyult (6. cikk). A teljes
véradd csoport és az eredeti kontroll csoportunk C282Y allél-frekvencia értékei kozott
szignifikans mértékiinek bizonyult a kiilonbség (p=0,015). A véradd csoportban talalt
C282Y allél-frekvencia alacsonyabb a nyugat-eurdpai orszagokbol kozolt értékeknél,
viszont magasabb, mint a kelet-magyarorszagi allél-frekvencia (Szakony 1999). Az
emlitett eltérések pontos okat nem ismerjiik, ugyanakkor arra irdnyitjak a figyelmet, hogy
nagy Ovatossaggal és mértéktartassal kell a kovetkeztetéseket levonni a genetikai tényezok
populécids vizsgalatai soran.

Tobb tanulmanyban is kimutattdk, hogy a HFE-variansokra heterozigota személyek
vasparaméterei kismértékben emelkedettek a normal genotipusu személyekhez képest, és a
vashianyos anaemia gyakorisaga is alacsonyabb az egyszeri és a kettés C282Y/H63D
heterozigdta ndk esetében (Bulaj 1996; Adams 1994; Whitfield 2000). Kiindulasi

hipotézisiink az volt, hogy a sokszoros véradasok soran esetleg fellépd vashiannyal
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szemben 1is védd szerepet jatszhatnak a HFE-mutaciok. Ennek vizsgalatara
Osszefiiggéseket kerestiink a vérado-csoportban a korabbi véradasok szama és a C282Y
allél-frekvencia értékek kozott. A korabbi véradasok szdma alapjan a kovetkezd harom
csoportba soroltuk a véradokat: 1. csoport: 0-5 (n=343); II. csoport: 6-21 (n=338); III.
csoport: 21-nél tobb korabbi véradds (n=315). A hatarértékeket Ugy igyekeztiink
megvalasztani, hogy egy minimalis, egy kdzepes és egy nagymértékii vasvesztésnek kitett
csoportot kapjunk. Az Osszehasonlitdé elemzések eredményeit a 16. dbra szemlélteti. A
C282Y all¢él-frekvencia 3,8+1,5% volt az 1., 2,8+1,3% a II. és 3,5+1,5% a III. csoportban.
A ndi véradok kozott a véradasok szamanak a novekedésével parhuzamosan megfigyelhetd
a C282Y allél-frekvencia novekedése (2,6+1,8%, 3,1£2,3%, illetve 5,4+3,3%), ez eltérés
azonban nem ¢éri el a szignifikans mértéket. Ugyanez a C282Y allél-frekvencia ndvekedési

tendencia nem volt megfigyelheté a férfi véradok kozott (4,8+2,2%, 2,7+1,5%, illetve

2,7+1,5%).

Osszes véradé (n=996) N6k (n=362) Férfiak (n=634)

6% 6% 6%

5% 5% 5%

2% 2% 4%

3% 3%

3%

2% 2% 2%

C282Y allélfrekvenci
C282Y allélfrekvencia
C282Y allélfrekvencia

1%

0% 0%
0-5, 6-21, 22-, 0-5, 6-21, 22-,

0%
05, 6-21, >21,
Korabbi véradasok szama Korabbi véradasok szama

Korabbi véradasok szama

16. abra A C282Y allélfrekvencia és a kordbbi véraddsok szdamdnak dsszefiiggése az ossges véradindl (bal oldal),
ndknél (kozep), illetve férfiakndl (jobb oldal) harom, a kordbbi véraddsok szdma s3erinti csoportositis esetén.

Vizsgalatainkkal tehat nem igazolddott kiindulasi feltételezésiink, hogy a HFE C282Y
allél-frekvencia emelkedhet a korabbi véradasok szamanak ndvekedésével parhuzamosan.

Eléfordulhat, hogy a vasban gazdag taplalkozés, valamint a multi-vitamin és nyomelem
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készitmények rendszeres fogyasztasanak elterjedésével a C282Y-mutacido vashiannyal
szembeni védod szerepének jelentdsége csokkent, s e miatt nem sikeriilt kimutatnunk az
allél-frekvencia emelkedést a tobbszords véradok kozott. Lehetséges azonban az is, hogy
az évi 1-2-szeres vagy ennél ritkabb véradas nem jelent nagyobb foku vasveszteséget a
szervezet szdmara, ¢s a HFE-mutaciok védd szerepe csak az ennél nagyobb mértéki
vasveszteségnél érvényesiilhetett szelekcids tényezoként. Erre utalhat a n6k korében észlelt
allél-frekvencia emelkedés tendencidja is, hiszen a ndk a menstrudci6 miatt tobb vasat
vesztenek a férfiaknal.

Osszefoglalasként megallapithatd, hogy elséként végeztiink populdcidogenetikai
vizsgélatokat az 1-es tipusu orokletes hemokromatédzis HFE génje szempontjabdl a hazai
atlagpopulacioban, és a vartnal magasabb C282Y allél-frekvenciat allapitottunk meg (6.
cikk). Megkezdtiik, és folyamatosan végziink HFE mutacio-kimutatast hemokromatozis
gyanujaval rendelkezd betegeknél (7. cikk). Sikeresen kiviteleztiink egy nagy esetszamu
genetikai szlirdvizsgalatot véradok korében. A HFE C282Y genotipizalasi eredmények
nem utaltak arra, hogy a HFE-mutacid statusz jelentdsen befolydsolnd a véradas soran
fellépd vasveszteség kialakuldsdnak kockazatat (8. cikk). A szlrdvizsgalat keretében
Osszegyljtott, egészséges véradoktol szarmazé DNS-mintdkat a késobbiekben hazai
egylttmiikdés keretében tobb genetikai asszocidcios tanulmanyhoz hasznaltuk referencia-

csoportként (lasd a 13., 14., 16., 17. cikkeket).

111.2.2. Egyes tipusu orokletes hemokromatozis és myelodysplasia

A myelodysplasias szindroma (MDS) a haematopoetikus dssejtek klonalis betegsége,
amelyben koros, ineffektiv erythropoiesis és myelopoiesis figyelhetd meg. Az id6sebb
¢letkorban egyre nagyobb valosziniiséggel kialakuld betegségre jellemzd a myeloid
leukémias transzforméciora vald hajlam. Az MDS-ben szenvedd betegek a vérképzési

zavar sulyossagatol fiiggden tobb alcsoportba sorolhatok: refrakter anaemia (RA), refrakter

60



Tordai Attila, akadémiai doktori értekezés, 2005.

anaemia gyurls sideroblastokkal (RARS) és refrakter anaemia emelkedett blaszt-szammal
(RAEB). A kezdeti panasz altaldban az anaemiaval Osszefliggd gyengeség ¢és
faradékonysag, ritkdbban vérzés, illetve fertozéssel Osszefiiggd laz. A betegségre
napjainkban gyakorlatilag csak tiineti kezelést alkalmaznak. A sorozatos vératomlesztések
nyoman folyamatosan novekszik a vérkészitmények iranti igény, amely a szerologiai
inkompatibilitas kialakulasaval magyarazhato.

Az MDS tlnetegyiittesének jellemz0 része a progressziv vasfelhalmozdodas
(haemosiderosis), amelynek hatterében elsddlegesen az ineffektiv erythropoiesis és az
ismételt, novekvO gyakorisagl transzfuziok allnak, de egyéb szerzett, illetve Ordkletes
tényezOk szerepe is feltételezhetd. Gatterman és mtsai (2000) a mitokondrialis
vasanyagcserét, a vas transzportot €s az ATP szintézist érintd, szerzett mitokondrialis DNS
mutaciok esetleges szerepét vetették fel. A HFE vasfelhalmozodasra hajlamosité gyakori
mutdcioi szintén sulyosbithatjdk a vaslerakodast MDS-ben. A vasterhelés a koros
szabalyozasi sejtklonra visszahatva, pl. szabadgyokok generdlasaval, mutaciok
eléidézésével tovabb sulyosbithatja az alapbetegség progresszidjat (Halliwell 1990; Loeb
1988). Klinikai megfigyelések szerint az oralis vas-kelator kezelés bevezetése mar a korai
szakban csokkenti a transzfuziok gyakorisagat (Beutler 2003). A vasfelhalmozddas iranti
genetikai hajlam lehetséges szerepének vizsgdlatara iranyuld klasszikus asszocidcios
tanulmanyunk célkitizése két HFE-mutacid gyakorisaganak Osszehasonlitisa volt egy
MDS-ben szenvedd betegcsoport és a kontroll csoport kozott.

50 myelodysplasias szindromaban (MDS) szenvedd beteg C282Y ¢és H63D mutéciod
analizise soran 1 C282Y/H63D kett6s heterozigota, 4 C282Y-heterozigota, 20 H63D
heterozigdta és 1 H63D homozigéta beteget azonositottunk. A C282Y varians allél-

frekvencidja 5,0+4,4%, a H63D variansé pedig 23,0£8,4% volt (13. tablazat).
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13. tablizat A HFE C282Y és H63D mutdcidinak genetikai vigsgilata MDS-ben szenvedd betegeknél és a véradd
kontrol] csoportndl

MDS-betegek | Véradé p
(n=50) kontroll | érték
(n=80)

A HFE C282Y pozitiv személyek szama n | 5 (10%) 4 (5%) 0,732
(%)
A HFE H63D pozitiv személyek szdma n | 22 (44%) 21 (26%) 0,055
(%)
Valamelyik (C282Y ¢és/vagy H63D) | 26 (52%) 25 (31%) 0,026
mutéciora pozitiv személyek szama n (%)

A p érték a Fischer exact tesgttel végzett szdamitds eredménye, a 0,05 alatti értékeket tekintettiik sgignifikdns
mértékinek.

A C282Y mutacidt hordozd személyek aranya nem kiilonbozott szignifikans mértékben
az MDS-ben szenvedd betegek és az els véradok csoportjdban (Fischer-féle exact teszt:
p=0,732; OR=1,67 [0,46-6,16]). A H63D mutéciot hordozok ardnya az MDS-ben szenvedd
betegeknél magasabb volt, mint az elsé véradok csoportjdban, azonban a kiilonbség
feltehetéen az alacsony esetszdm miatt nem volt szignifikans (p=0,055). Ugyanakkor a
kockézati hanyados (OR) érték szerint a H63D mutacid hordozoi statusz kockazati
tényezot jelenthet az MDS kialakuldsa szempontjabdl (OR: 2,20 [1,04-4,66]). Ha a C282Y
¢s a H63D mutaciok egyiittes el6fordulasat vizsgaltuk a két csoportban, akkor szignifikans
kiilonbséget talaltunk: a betegek 52%-a (26/50), mig a véradok csupan 31%-a (25/80)
hordozza valamelyik HFE-mutaciot (p=0,026, OR: 2,25 [1,09-4,65]). A barmelyik HFE-
mutacid szempontjabol pozitiv, illetve negativ beteg-alcsoportok kezelés elotti
vasparamétereinek (szérum vas €s transzferrin-szaturacio) 6sszehasonlitdsakor a mutéacio-
pozitiv csoportban magasabb értékeket mértiink, de valoszinlileg a kis esetszam miatt a
kiilonbség nem volt szignifikans mértékli. Mindez arra utal, hogy a HFE gén mutacioi akar
heterozigdta formdban is hozzdjarulhatnak az MDS kialakulasdhoz, illetve

progresszidjahoz.
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A vas a gyorsan 0sztédo daganatos sejtek szdmara nélkiilozhetetlen elem (Weinberg
1984). Ordkletes hemokromatdzisban szenvedd betegeknél és egyes tanulmanyok szerint
mar heterozigota hordozoknal is fokozott lehet egyes daganatos betegségek kialakulasanak
kockézata (Nelson 1995). A vasfelesleg szabad oxigéngyokok keletkezését segiti eld,
amelyek DNS- ¢és szovetkarosodast okoznak (Halliwell 1990; Nelson 1995). A
vaslerakodas, és a HFE gén C282Y és H63D mutéciodi, az emlitett mechanizmusok révén
szerepet jatszhatnak az MDS patogenezisében is, gyorsithatjak a betegség progresszidjat és
elosegithetik a leukémids transzformdciot. Barton és mtsai (2004) 14 angliai MDS-
betegnél végeztek HFE-mutacios vizsgalatokat, és a C282Y mutéacio csokkent, a H63D
mutacié emelkedett gyakorisagat észlelték nem szignifikdns mértékben. A Speletas ¢€s
mtsai. (2003) altal kozolt tanulmanyban 54 gordg, MDS-ben szenvedd betegnél nem
észlelték a HFE-mutaciok nagyobb el6fordulasi gyakorisagat. A gorog tanulmany ¢€s sajat
eredményeink kozotti eltérést a két foldrajzi régio kozott a HFE-mutaciok populacios
gyakorisagaban kimutatott jelentds kiilonbségek is magyarazhatjak.

A vasfelhalmozodas kezelése MDS-ben mas vaslerakodassal jaré anaemiakhoz, pl. a
thalassemia kezeléséhez hasonldan vas-kelator vegyiiletekkel (pl. desferoxamin) torténik.
Jensen ¢és mtsai (1996) 11 MDS-ben szenvedd betegnél kovették hosszi tdvon a vas-
kelator kezelés hatasat, és egyértelmiien kedvezd eredményeket kaptak: nemcsak a
transzfuzios igény csokkent jelentdsen, hanem a vérképzési paraméterek is javultak és
lassult a progresszid. Tovabbi eredmények szintén alatamasztottadk a vas-keldtor kezelés
kedvez6 hatasat, igy ez a terapia napjainkra az MDS-kezelés részévé valt (Beutler 2003;
Alessandrino 2002; Franchini & Veneri 2004)

Bar vizsgalatunk alacsony esetszama nem teszi lehetévé egyértelmli altalanos

kovetkeztetések levonasat, eredményeink arra utalnak, hogy a HFE gén muticioi akar
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heterozigdta formdban is hozzdjarulhatnak az MDS kialakulasdhoz, illetve

progressziojahoz.

111.2.3. FV Leiden populdciégenetika

A mélyvénas trombozis (MVT) kiemelkedd népegészségiigyi jelentdségii betegség,
amely idésebb korban elérheti akar az 1:100-as el6forduldsi gyakorisagot (Seligsohn &
Lubetsky 2001) A korkép lényege a véralvadasi rendszer fokozott aktivitasa, amelynek
sulyos megnyilvanuléasi forméja a nagyobb vénakban jelentkezd koros alvadékképzddés. A

legstilyosabb szovodmény a magas mortalitast tiidé-embolia.

14, tablizat A MV'T kockdzati ténye30i

OROKLETES

FV Leiden mutaci6 (Arg506Gln)

e a FII (protrombin) gén promoter szakasz G20210A varians

a metilén-tetrahidrofolat-reduktdz (MTHFR) gén Ala
C677T variansa homozigoéta formaban

antitrombin III deficiencia

protein C deficiencia

protein S deficiencia

disfibrinogenémia,

homozig6ta homocisztinuria

FELTEHETOEN OROKLETES

Gyakori

Ritka

Igen ritka

e emelkedett FVIII, FIX, FXI ill. fibrinogén szintek

SZERZETT

mutét vagy sériilés

hosszantart6 mozgashiany

1d6sebb életkor

malignus betegségek

myeloproliferativ korképek

korabbi trombdzis

terhesség, fogamzasgatlok é¢s hormonpo6tlo kezelés
antifoszfolipid antitestek jelenléte

enyhe/stlyos hiperhomocisztinémia

crer
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A MVT kialakulasdban szerzett és ordkletes tényezok egyarant fontos szerepet jatszanak.
Ezeket a tényezoket tiinteti fel a 14. tablazat (Seligsohn & Lubetsky 2001; Martinelli 2001;
Olds 2000; Franco & Reitsma 2001).

Nagy visszhangot, és késObbi tanulmanyok ezreit tette lehetévé az a kozvetlen
népegészségiigyi jelentdségli felfedezés, hogy az aktivalt protein C rezisztencia (Dahlback
1993; Koster 1993) jelenségért felelés, a mélyvénas trombozis egyik Gjonnan felismert
orokletes kockazati tényezdje, az V. alvadasi faktor Leiden muticioja (FV Leiden)
heterozigdta formdjaban mintegy 10%-os el6fordulasi gyakorisagu egyes kaukdzusi
csoportokban (Bertina 1994). A mutacié az V. alvadasi fehérje génjében egy c.1691G>A
szubsztiticio, amelynek kovetkezménye az Arg506GIn aminosav csere (Greengard 1994).
Az Arg506 aminosav kiemelked6 fontossagu az V. faktor fehérje szerkezetében, hiszen ez
az aminosav képezi a protein C enzim egyik hasitasi helyét. A protein C funkcidja a
prokoagulans kofaktor aktivitasu V. faktor fehérje gatlasa proteolizis utjan (Mann &
Kalafatis 2003). Az Arg506 aminosav hidnyaban nem torténik meg a peptidlanc elhasitasa,
¢s tartésan fennmarad az aktiv V. faktor fehérje. Ennek kovetkeztében fokozodik a
véralvadasi rendszer aktivitdsa, azaz trombodzis hajlam alakul ki. A DNS-eltérés
heterozigdta formdja enyhébb fenotipusos eltérést, a mélyvénas trombozis kockazatanak
mintegy 8-szoros emelését okozza, mivel a szervezetben egyszerre van jelen a normalis €s
a koros szerkezetli V. faktor fehérje. A homozigoéta allapot viszont mar mintegy 80-szoros
MVT kockéazattal jar (Koster 1993; Greengard 1994; Ridker 1995).

Mar a kezdeti populdcios vizsgalatok soran fény deriilt arra, hogy a FV Leiden a
kaukazusi populaciok korében igen gyakori varians, atlagos eurdpai allél-ferkvencidja
4,4%, ugyanakkor mas, nem kaukazusi populaciok korében igen kis gyakorisaggal
mutathatd ki (Rees 1995; 1999). Szamos asszociacios vizsgalatot is kozoltek a gyakori

DNS-szerkezeti varians és kiilonb6z6 korképek kialakulasa (Kontula 1995; Sifontes 1997;
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Sanchez 1997), valamint egyéb szerzett tényezok, példaul oralis fogamzasgatlok szedése,
vagy terhesség kozotti osszefiiggést keresve (Vandenbroucke 1996; Toglia & Weg 1996).

Tekintve, hogy Magyarorszagon is gyakori a mélyvénas trombozis, fontos kérdés volt a
relevans magyarorszagi adatok megismerése. Ebben az 0Osszefliggésben PCR-RFLP
technikaval egy 132 személybdl allo, vegyes budapesti kontroll populacidban (egészséges
intézeti dolgozok, csontvelédonorok és apasagi vizsgalatok résztvevéi) els6ként hataroztuk
meg az FV Leiden magyarorszagi gyakorisagat (mintegy 10%-o0s heterozigdta gyakorisag
5,7%-os allél-frekvencia mellett), amely a magasabb tartomanyba helyezte hazankat. Sajat
elsd vizsgalatunkat mi is kiterjesztettiik a vérado kontroll csoportra (171 vérado), és tobb
magyar régioban szintén végeztek atlagpopuldcios méréseket. Ezeket az eredményeket
Osszesiti a 15. tablazat.

15. tiablizat A PV Leiden mutdcid gyakorisdga hagai egészséges populdcidkban

Hely n |Allélfrekvencia Heterozig. Homozig., Hivatkozas
(%) n (%) n
Pécs 665 3,6 43 (6,4) 3 Stankovics
(1998)
Debrecen 407 4,9 40 (9,8) 0 Balogh (1999)
Bp. (OHII) 171 3,8 11 (6,4) 1 -
Bp. (OHII) 132 5,7 13 (9,8) 1 Tordai (1997)
(10. cikk)
Bp. (SOTE 1| 129 3,1 8(6,2) -- Nagy (1998)
INGi Klin.)
Osszesen:| 1504 4,1 115 4

Jelmagyarazat. n: a vigsgdlt sgemélyek sdamay; allél-frekvencia: a pozitiv kromoszomak szdgalékos ardnya ag dsszes
vizsgdlt kromosgomahoz, viszonyitva.

Mintegy 1500, feltehetéen egészséges (kontroll), tobb magyar foldrajzi régiot
reprezentald személy genotipus adatainak Osszesitése alapjan a valodi hazai allél-
frekvencia 4,1%-ra tehetd. Ezek alapjan indokoltta valt a FV Leiden-kimutatas rutinszerii
elvégzése érintetteknél és vérrokonaiknal. A molekuléris genetikai F'V' Leiden genotipizalas

sajat, és szdmos mas hazai molekularis laboratérium rutinvizsgalatava valt. Az eredmény
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kozvetlen hatdssal van a veszélyeztetett betegek korai (akar a tiinetek megjelenése elotti)

kisziirésére, a gyogyszeres kezelés alkalmazasara €s idétartamara (10. cikk).

111.2.4. A valos idejii PCR-es genotipizalas koriilményeinek vizsgalata

Egy korszer(, valés idejii PCR-késziilék, a LightCycler intézeti beszerzése nyoman mas
fejlesztések mellett lehetdségiink nyilt egy 0j mutécio-kimutatasi modszer, a fluoreszcencia
energia rezonancia transzfer (FRET) jelenségen alapuld genotipizalds alkalmazasara. Az
eljaras lényege, hogy jeldletlen amplifikacios primerekkel végzett PCR-reakciot kdvetden
két masik oligonukleotiddal (szonda) végziink hibridizaciot és olvadaspont elemzést. A két
hibridizaciés oligonukleotid koziil az egyik a vizsgalni kivant varidnst tartalmazé DNS-
szakaszt ismeri fel, a masik egy szomszédos régiot.

A hibridizaci6 soran a két kiilonbozé fluoreszcens festékkel jeldlt hibridizacios
oligonukleotid fizikai kozelségbe keriil egymashoz, és igy az egyik festék megvilagitasa
hatdsara kibocsatott energia gerjeszti a szomszédos festékmolekulat, amely esetében
valtozik a fénykibocsatds intenzitdsa és hullamhossza, Ezt nevezziikk FRET-jelenségnek,
amelynek segitségével specifikusan és nagy érzékenységgel mutathatd ki a keletkezett
PCR-termék.

Az olvadaspont elemzés sordn a késziilék lecsokkenti, majd fokozatosan, elére
meghatdrozott sebességgel noveli a mintdk hémérsékletét, és méri a levalassal
parhuzamosan észlelhetd fluoreszcencia-valtozas homérséklet-fiiggését. Az alacsony
hémérsékleten valamennyi jelolt oligonukleotid hibridizal (6sszetapad) a PCR-termékkel,
igy ebben az allapotban mérjiik a maximalis fluoreszcenciat. A melegitéssel parhuzamosan
csokken a hibridizalt, jelolt oligonukleotidok mennyisége, igy a mért fluoreszcencia
fokozatosan csokken. A csokkenés sebessége és a gorbe lefutdsi tulajdonsagai fliggdséget

mutatnak a PCR-termék hibridizacioban részt vevd bazissorrendjétol. Egyetlen bazist
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érintd valtozds (mutacid, polimorfizmus) is kimutathatoé eltérést okoz a hdémérséklet
fliggvényében abrazolt fluoreszcencia-gorbe lefutasdban. A konnyebb értelmezhetdség
kedvéért a késziilék a homérséklet fiiggvényében mért fluoreszcencia-értékeket
matematikai atalakitas (negativ derivalas) utan is dbrazolja. Ebben az abrazolasmddban az
adott hoémérsékleten tapasztalhatd fluoreszcencia-valtozas mértékérdl (sebességérol)
kapunk informaciot. A fenti adatok és abrazolés alapjan egyértelmiien elkiilonithetk a vad
tipust, a DNS-eltérést heterozigodta, illetve homozigéta formaban tartalmazé DNS-mintak.
A moédszer elénye a hagyomanyos PCR-RFLP technikdhoz képest a nagyobb érzékenység,
¢s az, hogy a PCR-t kovetéen nincs sziilkség a munkaigényes gél-elektroforézisre
csokkentve ezaltal a PCR-termék kontaminacid veszélyét.

Szamos, a laboratériumban kordbban PCR-RFLP-vel végzett mutacid-kimutatasi
modszer helyett a szoban forgd modszert kezdtiik alkalmazni. Az altalunk tervezett, jelolt
hibridizaciés oligonukleotidokkal alkalmazasi koriilményeinek optimalizalasa soran

észleltik az 1:1 aranytdl eltéré amplifikacids primerekkel végzett PCR (aszimmetrikus

1 . oz
PCR) el6nyds hatésat.
Leiden/Leiden vad/vad
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17. dbra VValds idejii PCR-rel végrebajtort FV" Leiden genotpizdlds, kitlinbizd, ismert genotipusi mintdk, sajit
tervezési, 1:1 ardnyii amplifikdcids primerek és bibridizdcios oligonnkleotidok felbaszndlasdaval (A panel), és
sorozatvizsgalat aszimmetrikus PCR-rel, 0,15:0,50 uM (1:3.3) forward:reverse primer arany mellett (B panel). Az
dbrdan a LightCycler késiilékben az olvaddspont elemzés sordn mért fluoresgeencia értékekbdl szamitott, egyséonyi
homérséklet-valtogdsra jutd fluoreszcencia-valtogdsok mértéker lathatok ag aktudlis mintabdmérséklet fiiggvényében.
Az ,,A” panelen egy vad tipusi, két kiilinbizd mintazati beterozigdta, egy homozigdta FV" Leiden pozitiy minta,
valamint a DINS-templat kibagydsdival késziilt negativ kontroll gorbék lithatik. A ,B” panelen bemutatott
sorozatvizsgdlat dbrizoldsa sordn ag egyes mintdzatesoportok mellett tiintettiik fel a hdromféle genotipust, és alul
ldthatd a gyakorlatilag egyenes negativ Rontroll girbe.
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A jelenség részletes jellemzése és a mechanizmus tisztdzdsa céljabol szisztematikus
vizsgalatokat folytattunk elséként az aszimmetrikus PCR-rel torténd FV Leiden
meghatarozast hasznalva modellrendszerként. Az alabbiakban a szoban forgd témakorben
végzett és a 11. cikkben k6zolt méréseink eredményeit foglalom 6ssze.

A FV Leiden mutacidé kimutatdsa soran az altalunk tervezett amplifikacios és jelolt
hibridizaciés oligonukleotidokkal (lasd a Mddszerek fejezetet és a 11. cikket), és egyenld
aranyban hasznalt amplifikaciés primerek mellett igen alacsony jelintenzitast, ¢s gyakran
nem specifikus, szam feletti csiicsokat észleltiink. Ezt a kiindulési allapotot szemlélteti a
17. abra A panelje. Az eltolt aranyban (a reverse primer mennyiségének novelése a
forward primerhez viszonyitva) alkalmazott amplifikicios primerek mellett jelentdsen,
mintegy 8-szoros mértékben noétt a jelintenzitas (a 17. abra ,,A” és ,,B” paneljén kiilonbozik
az ,)y” tengely skala), és a vad tipusu minta esetében az abra ,,A” paneljén bemutatott, nem
specifikus szam feletti csucs sem észlelhetd. Az egyéb PCR-koriilmények, azaz az
anellaciés homérséklet, a magnézium koncentracid, és a hibridizacios oligonukelotidok
mennyiségének valtoztatdsa hatastalan volt a jelintenzitésra.

Az aszimmetrikus PCR viszonyainak feltérképezése érdekében a FV Leiden kimutatasi
rendszerben szisztematikusan valtoztattuk az amplifikdciés primerek egymashoz
viszonyitott aranyat az egyéb PCR-koriilmények valtozatlanul hagyasa mellett. A
kiilonbségek szamszeri jellemzéséhez a LightCycler program altal automatikusan
szamitott, peak area (PA) elnevezésii paramétert valasztottuk. Ez a paraméter szdmszeriien
jellemzi a szignal-intenzitast, az esetiinkben az Gsszehasonlitdshoz hasznalt vad tipusu
mintara jellemzd egy csucsnal. Az abrdn az Osszehasonlitdsok Osszesitett eredményei
lathatok. Ahogy a 18. dbran lathatd, a reverse primer relativ mennyiségének novelésével

parhuzamosan jelentdsen néttek a PA-értékek.
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06 1
05 |
*b
04 |

03 - *a

0,2 2

il o m 3 |4 |5
0.25:0.25 0.15:0.50 0.15:1.00 0.15:2.00 0.15:2.50

(1:1) (1:3.3) (1:6.7) (1:13) (1:16)
Abszolut (és relativ) forward:reverse primer aranyok (uM)

Relativ PA-érték

18, dbra A PA-értékek viltozdsa a kilinbizd amplifikdcids primer arinyok fiiggvényében a FV" Leiden muticio
kimutatisa  soran. Mikizben valamennyi PCR-koriilményt  valtozatlannl  bagytunk, az ,x" tengelyen M
végkoncentrdcioban illetve drdjelben abszolit sgdmmal jellemzett eltérd amplifikdcios primer ardnyokat alkalmaztuk, és
a LightCycler program dital antomatikusan szamitott PA-értékeket dbragoltuk a hirom parbuzamos meghatdrozds
dtlaga & SD formdjaban. * szignifikdns (p=0,014) kiilonbség az 1-es és 2-es Riritlmények kizott; * szignifikdns
(p=0,033) kiiloinbség a 2-es és a 3-as koriilmények kizitt. A tobbi eltérés nem volt szignifikdns.

Az 1:3,3-as arany esetében az atlagos 0,028-as értékrdl (1. oszlop) 0,13-ra (2. oszlop),
azaz 4,7-szeres mértékben, 1:6,7-es arany esetében pedig az atlagos PA-érték 0,31-re azaz
a kiinduldshoz viszonyitva 11,3-szoros mértékben emelkedett. Mindkét valtozas
szignifikans mértékii volt. A tovabbi ardny-eltolas tovabbi, bar kisebb mértékli PA-érték
novekedést okozott (4. és 5. oszlopok). Az 1:16-0s aranyndl kisebb arany alkalmazasa
esetén nem észleltlink tovabbi novekedést. Vizsgaltuk az amplifikécios primerek
mennyiségének valtozatlan, 1:1 arany melletti novelése (0,15 uM-r6l 0,5 uM-ra), €és a
jelolt hibridizacids oligonukleotidok mennyiségi novelésének (0,25 puM-rol 0,5 uM-ra)
hatésait is, de jelentds PA-érték emelkedést nem észleltiink.

Megfigyeléseinket tovabbi, egy bazist érintd szekvencia-eltérésekre is kiterjesztettiik, és
a fenti primer-ardny valtoztatasok hatdsat a kovetkez6 harom mutécio-kimutatasi
rendszerben vizsgéaltuk: a mélyvénds trombozis ordkletes kockézati tényezdje, a IL.
alvadasi faktor gén szerkezeti variansa, az FII g.20210G>A (von Ahsen 1999) az 1. tipust
hemokromatozis génjének szekvencia-variansa, a HFE H63D (Tag 2001), és egy ABC-

transzporter gén szerkezeti varidns, a BCRP Q141K (Honjo 2002). Ahogy a 19. &brén

lathatd, mindhdrom vizsgalt rendszerben a FV Leiden rendszerhez hasonld tendencidji
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valtozasokat észleltiink, azaz a PA-értékek mindharom esetben folyamatosan néttek a

crer

kimutatasi rendszerben észlelt PA-érték novekedés atlagértéke 1:6,7 primer arany mellett

11,3-szoros.
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19. dbra A kiilinbizd primer-ardnyok batdsdra bekivetkezd PA-érték emelkedések dsszehasoniitasa a F17 Leiden,
illetve hdrom tovdabbi genetikai varidns kimutatdsira s30lgdld rendszerben. A FV Leiden (Leiden), a FII
£20210G>A (Fll); « HFE H63D (H63D) és a BCRP Q141K (Q141K) genetikai varidnsok kimutatisa
homozigéta DNS templitokkal és viltogatlan koriilmények mellett tortént az amplifikdcids primer ardnyok
kivételével, amelyeket az . dbraval azonos mddon jeloltiink. Az 1:1 primer ardny melletti, a késziilék dltal
szamitott PA-értékek a kovetkezok: FV Leiden: 0.02; FII: 0.015; H63D: 0.0042; Q141K: 0.014. Az dbrin
ag,y’” tengelyen azg emiitett kiinduldsi értékekbes; visgonyitott viltozdsokat abrazoltuk.

Az aszimmetrikus PCR-reakcioban mindig annak a primernek kell a mennyiségét
novelni, amely részvételével az alkalmazott hibridizacidés oligonukleotidokkal
komplementer DNS-szél szintézise valosul meg. Igy a keletkez6 PCR-termékben is eltolt
aranyban lesz jelen a kétféle szintetikus DNS-szal, és ennek kdvetkeztében a nagyobb
mennyiségli szintetikus DNS-szalat felismerd hibridizacios oligonukleotid nagyobb
mennyiségben képes kitapadni, és ezaltal nd a kibocsatott fluoreszcens fény intenzitésa is.
A fenti hipotézis bizonyitdsara ujszerli megkozelitést alkalmaztunk, és az FV Leiden
kimutatasi rendszerben az eredetivel egyezd szakaszt, de az ellentétes szalon felismerd
hibridizaciés oligonukleotidokat 1is készittettiink. A  szintetikus oligonukleotidok

elrendezését lasd a ,,I1.2. Mddszerek™” fejezet, 11.2.2. Primer tervezés” cimi alfejezetében
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(1. &bra). Az 0j hibridizacios oligonukleotidok nevében ,,comp” kiegészitéssel utaltunk a
komplementer jellegre, mivel ezek pontosan komplementer szekvenciajiak a fent
bemutatott valamennyi kisérletben hasznalt ,,sense” hibridizaciés oligonukleotidokkal, és
az ,antisense” szallal képesek hibridizalni. Ahogy a 20. abrdn lathatd, az 10 jelolt
oligonukleotidokkal végzett kisérleteink megfeleltek a varakozasainknak, amennyiben
pontosan forditott ardnyu aszimmetria, azaz az 0j oligonukleotidokkal komplementer szal
szintézisét lehetové tevd primer mennyiségének novelése mellett (2. gorbe) kaptunk az

eredeti aszimmetrikus rendszerhez (1. gorbe) hasonlithaté eredményeket.

0.085 - ) _ ——— R-ex + sense préobapar (1)

««x F-ex + antisense prébapar (2)
+==s1 F=R + sense probapar (3)
»»o<< F=R + antisense probapar (4)
—— F-ex +sense prébapar (5)

— R-ex + antisense préobapar (6)

Fluorescence —d(F2/F1)/dT

1 1 [ [ 1
47.0 48.0 50.0 520 54.0 56.0 580 G0.0 62.0 64.0 G6.0 Ge.0 70.0 TZ0 74.0

Temperature (°C)

20. dbra A F17 Leiden meghatdrozds dsszehasonlitdsa két alternativ hibridizdcids oligonukleotid-pdrral és kiilinbizd
ardnyii amplifikdcids primerekkel. A PCR reakcidt a jelzett hibridizicids oligonukleotid-pirok és szimmetrikns
(1:1) ardnysi (3. és 4. gorbék), illetve aszimmetrikns ardnyi (1. 2. 5. é 6. girbék) amplifikdcids primerek
Jelenlétében végeztiik, ag 1. és 6. girbéknél a reverse (R-ex), a 2. és 5. girbéknél pedig a forward (F-ex) primert
adva 3,3-szeres feleslegben. Az dbrin a LightCycler késziilékben ag olvaddspont elemzés sordn mért fluoreszcencia
értékek negatiy deriviltjai lathatik ag aktudlis mintahdmérséklet fiiggvényében.

Az 1:1 amplifikdcios primer aranytol eltéré ardny (aszimmetrikus PCR) alkalmazasat
elséként Lay és mtsai (1997) emlitik. Rendszeriikben az egyik amplifikacids primer
kozvetleniil tartalmazta a fluoreszcens jeldlést, és egyetlen hibridizacios oligonukleotid
alkalmazasa mellett a szignal-intenzitds novekedését észlelték. Ezt az eljarast a

késobbiekben tobb mas munkaban kovették (Lyon 1998; Wittwer 1997). Az éaltalunk is

hasznalt, kettds hibridizacids oligonukleotidot alkalmazé rendszerekben els6ként Bernard
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¢és mtsai (1999) emlitik az aszimmetrikus PCR alkalmazisat. Ebben a munkdban
szintetikus, kompetitor hatasu oligonukleotidokkal bizonyitottak az aszimmetrikus PCR
mechanizmusat. Burggraf és mtsai (2002) szintén alkalmaztak az aszimmetrikus PCR-t,
amelynek hasznalataval sikeriilt a megfeleld genotipus-eredményt leolvasniuk, eltolt
primer aranyok esetén azonban nem észlelték a szignal-intenzitas novekedését. Ez
ellentétes a szignal-intenzitas altalunk megfigyelt jelentds novekedésével. Barrat és mtsai-
nak (2002) egy masik ismert, nem kivanatos jelenségt6l, a hook-effektustol sikeriilt
megszabadulni az aszimmetrikus PCR segitségével, ¢és esetilkben a szignal-intenzitas is
jelentésen nodvekedett. Tovabbi kozlemények is emlitik az aszimmetrikus PCR
alkalmazasat tovabbi részletek kozlése nélkiil (Walker 2001; Logan 2001; Randen 2003).
Osszefoglalva: A LightCycler hibridizacion alapuld genotipizalasi rendszerben tehat 4
kiilonb6z6 genetikai varians elemzése soran kimutattuk, hogy a megfeleld irdnyban eltolt
aranyu amplifikécios primerek alkalmazasa valamennyi rendszerben jelentésen noveli a
hatékonysagot és a specificitast. Ujszerli megkozelitést alkalmaztunk az aszimmetrikus
PCR hatdsmechanizmusanak bizonyitdsdra. Az aszimmetrikus PCR koriilményeket
célszerli kiprobalni a sajat tervezésii reagensek optimalis alkalmazési koriilményeinek

beallitasa soran.

1V. AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA, KOVETKEZTETESEK

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy az értekezésben bemutatott projektek révén az
eltelt 10 évben egy 10 szakteriilet, a molekularis genetika két fontos teriiletén sikertilt
megvaldsitani az alapvetd laboratoriumi, statisztikai, szamitogépes ¢és logisztikai
modszerek beallitasat €s szamos jelentds modszertani fejlesztést. Ebben az idészakban egy
igazi csapat iranyitdjaként laboratoriumunk aldbb felsorolt konkrét eredményeinek
elérésében vettem részt.
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(1) Komplex molekularis vizsgalati algoritmust dolgoztunk ki A tipusu, orokletes
hemofiliaban, amely direkt mutacio-kimutatas és indirekt marker-vizsgalatok segitségével
teszi lehetdvé a molekularis szintli hordozoé-, illetve prenatalis diagnosztikat.

(2) Az értekezés beadasanak idopontjaig orszagos programunk keretében 158 csaladot
vizsgaltunk, 95 esetben végeztiink hordozo- és 16 esetben prenatalis vizsgalatot.

(3) 138, sulyos, HA-csaladnal vizsgaltuk két gyakori nagyméretli DNS-szakaszokat
érintd mutacio (22., illetve 1. intron inverzid) eléfordulésat. 75 esetben mutattuk ki a 22.
intron inverzidjat, a fennmaradd 63 csaladbol egy 1. intron inverzid-pozitiv esetet
talaltunk.

(4) Elvégeztiik négy ritka FVIII gén mutans részletes molekularis jellemzését.

(5) Szintén végeztiink indirekt csalddvizsgalatokat B tipusti, hemofilidban, késébb
attértiink a FIX gén kozvetlen szekvenaldsara, és 21 HB-csaladnal 19 koroki mutaciot
talaltunk.

(6) A CI-INH fehérje deficiencidjaval jard, orokletes angioneurotikus oedemaban
szenvedd 23 vizsgalt csaldd koziil 4 esetben irtunk le nagyméreti deléciot, 19 esetben
pedig egyéb, koroki mutaciot a CI-INH génben. Utobbiak koziil 13 kordbban még nem
ismert mutacidt azonositottunk.

(7) Egy nemzetkozi egylittmiikodés keretében Iétrehoztunk egy internetes lokusz-
specifikus mutacids adatbazist, amely a dolgozat irasakor 148 kiilonb6z6é CI-INH mutéciot
tartalmazott.

(8) Egy igen sulyos, fiatalkori hemokromatozisban szenvedd betegnél egy korabban
még nem ismert, csonkolt fehérje keletkezését eredményezé mutaciot fedeztiink fel a
hemojuvelin génben.

(9) Elséként allapitottuk meg a klasszikus oOrokletes HFE-hemokromatdzis
legfontosabb, kaukéazusi populécidokra jellemzé genetikai kockazati tényezdjének
magyarorszagi gyakorisagat.

(10) Egy jelentds esetszamu, véradoknal végzett genetikai sziirdvizsgélat soran nem
talaltunk jelentds kiilonbséget az elso, illetve sokszoros véradok kozott a HFE gén C282Y
mutacio eléfordulasi gyakorisagat illetden, ami arra utalt, hogy ez a genetikai kockazati
tényezd nem jatszik jelentds szerepet a sokszoros véradoknal fellépd esetleges vashiany
elleni védelemben.

(11) Elsoként hataroztuk meg a mélyvénas trombodzis egyik leggyakoribb genetikai
gyakorisdgat, amely alapjan indokoltta valt a mutacio-kimutatas rutinszerii elvégzése
érintetteknél és vérrokonaiknal.

(12) A valés idejii PCR technikaval végzett genotipizalas bedllitdsa soran részletes
vizsgalatokat végeztiink a legkedvezObb amplifikaciés primer-aranyok megismerése

céljabol. Tobb genetikai varians vizsgalata soran kimutattuk, hogy aszimmetrikus aranyban
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alkalmazott amplifikacios primerek esetén a szignal-intenzitas jelentés emelkedése érhetd
el. Uj megkozelitéssel bizonyitottuk azt a megfigyelést, hogy az aszimmetrikus PCR-
reakcioban mindig annak a primernek kell a mennyiségét novelni, amely az alkalmazott

hibridizacids oligonukleotidokkal komplementer DNS-szal szintézisét teszi lehetové.

A betegségokozd mutaciok azonositdsa irdnti igény a jovOben bizonyosan fokozodik
mind a jelen dolgozatban targyalt, mind 0j korképek esetében, igy valosziniisithetd, hogy a
bemutatott munkak kovetkeztetései €s tapasztalatai a targyalt korképek mellett Gjabb
konkrét betegségek, illetve gének vizsgalatanal is hasznosulni fognak.

A monogénes betegségek elemzésével parhuzamosan sikeriilt megteremteni a
populéacidgenetikai vizsgalatok és adatelemzés modszertani alapjait. Jelentés eredmény a
néhany fontos genetikai eltérésre vonatkozo elsd regiondlis adatszolgaltatds, amely
nemzetkdzi illetve hazai referenciaként haszndlhato. Szintén fontosnak tartom a nagy
esetszamu véradod-sziirés megvalositasat, amely populacios DNS-gytijtemény (DNS-bank)
hasznos ¢és értékes segitség volt nemcsak sajat, késébbi polimorfizmus-vizsgalatainkban,
de tobb hazai egyiittmitkodésben is. Az elsé sikeres ,,DNS-bankolési” projektiinket késébb
tobb mas gyljtdmunka meginditdsa kovette, igy napjainkra tobb jelentés DNS- és
informacios gytijtemény all rendelkezésiinkre. A populacidés adatok ¢és a kialakitott
populéacidgenetikai modszerek jo kiindulasi pontként szolgalhatnak tovabbi, a jelenlegi
1d6szakban igen népszerii asszociacios vizsgalatokhoz.

Szintén oOriasi értéknek tartom azt a bennem és kollégadimban kialakult szemléletet,
gondolkodasmoédot, amit az elmult mintegy 10 év kozos kiizdelmei sordn gyakorlatilag
sajat magunk alakitottunk ki €s szereztliink meg, hiszen ilyen tipusu, klinikai molekularis
genetikai tevékenységet eldttiink egyik kutatdcsoport sem miivelt intézetiinkben. Ebbe a
gondolkodasmddba beletartoznak egyfeldl a molekularis genetikai alapfogalmak,
megkozelitések, kérdésfeltevési modok, a szakirdnyu irodalom (sokszor kozel sem
megfeleld alapossagu) ismerete. Az elsajatitott gondolkodasmdéd masik része a
laboratoriumi technikdk ismerete, azok végrehajtasa, €s kiilondsen a finom buktatok,
ujitasok, triikkok megismerése. A molekularis genetika az orvosbioldgiai kutatasok egyik
olyan kiilonleges teriilete, ahol a laboratériumi modszerek szélsdségesen nagy szamaval, a
megoldasi lehetdségek, ¢és kiilonleges késziilékek jo néhany variacigjaval kell
szembenéznie a teriileten dolgozo szakembernek. Ebben a folyamatosan valtozo, megjuld
rendszerben probaltuk kialakitani a kérdésfeltevéseinkhez és anyagi lehetéségeinkhez
illeszkedd modszeregyiittest. Nagy értéknek tartom tehat az irdsos forméban
rendelkezésiinkre 4ll6 laboratériumi modszertani protokoll-gylijteménylinket, amelyet
szervesen egészit ki a szdjhagyomany utjan terjedo, nehezen irasba foglalhatdo személyes
tapasztalat. Remélhetdleg a jovoben valamennyi emlitett informécidforrds tovabbra is

rendelkezésiinkre fog allni és lesz alkalmunk azokat hasznositani, illetve tovabbadni.
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(6sszesen 155 hivatkozas)

VII. ROVIDITESEK JEGYZEKE

CI: megbizhatosagi (konfidencia) tartomany

CVS: chorion boholy minta

DE: Debreceni Egyetem

DNS: dezoxiribonukleinsav

EDTA: etilén diamin tetraecetsav

FV Leiden: az V. alvadasi faktor Leiden
muticidja

HA: A tipust hemofilia

HANO: orokletes angioneurotikus oedema

HB: B tipust hemofilia

HFE: a felnéttkori (klasszikus)
hemokromatodzis génje

JH: fiatalkori hemokromatdzis

kb: kilobazis

MDS: myelodysplasias szindroma

OGYK: Orszagos Gyogyintézeti Kézpont

OR: kockazati hanyados (odds ratio)

PA: peak area (LightCycler paraméter

PCR: polimeraz lancreakcio

RFLP: restrikcios fragment hosszusag
polimorfizmus

SD: standard deviacio

IVS (intervening sequence): intron

CA: citozin-adenin (CA) ismétl6do
szekvenciak

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

VIII. FUGGELEK

A dolgozat alapjaul szolgald 11 sajat kozlemény teljes terjedelemben, az V.1. fejezet szerint.
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