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1. BEVEZETES

A molekuléris genetika napjaink  egyik  legdinamikusabban  fejlédd
tudomanyaga. €gure tokéletesebb médszerei mind tobb lehetdséget adnak arra,
hogy oz eleinte még csak tapasztalati Uton megismert oroklédési szabdlyok
anyagi alapjét, a DNS-t megismerjok. A névényi— és az allatgenetikdban a
fejl6dés Uteme gyorsabb, a tudomany mér tdllépett a puszta megismerésen, ¢s
belépett o beavatkozds korszakéba. €nnek célja kettds. Részben az ismeretek
bévitése az oroklédésrél és annak anyagi megvaldsitdjardl, részben pedig az
ismereteknek a guakorlatban wvald hasznositdsa: a kutatds  elénydsebb
tulajdonsagokkal rendelkezd hazidllatok és haszonndvények el&dllitasa felé
irdnyul.

Az ember esetében azonban sokkal bonyolultabb a helyzet. A human DNS
Gllomany rendkivili mérete, 6sszetettsége teszi nehezebbé annak részletes
megismerését. A telies humén genom felépitésében mintegy harom milliard
bazispér vesz részt, amelyek 100 000 gént alkotnak. Mar az eques gének
kromoszomalis  lokalizaciéjénak meghatérozdsa is nehéz feladat, de azok
azonositésa, bazissorrendjik meghatérozdsa, az esetleges mutaciok felfedezése
csak a legmodernebb molekuléris genetikai mddszerek hasznadlatéval lehetséges.
Mar évekkel ezeldtt elindult eqy vildgméretl kutatdsi program, amely a *Human
Genom Project” nevet viseli. €nnek, a vildg legjobb kutatdit tOMOrtS
equuttmUkodésnek a célja éppen az emberi DNS dllomény megismerése, a teljes

human genom bazisszekvencidjdnak meghatdrozésa.

Korunkban egure tobb betegség okaként vagy legalébbis a betegségre
hajlomosité  tényezéként ismernek fel az orokitéanyagban, a DNS-ben levé

eltéréseket, mutdcidkat. Becslések alapjan minden 100 Ujszolottbdl 3 valamilyen



orokletes  rendellenességgel jon a vildgra (Papp,1986). A monogénes
oroklédést velesziletett betegségeket osszesiti eqy kétévenként megjelend
kiadvany, McHusick katalégusa, amelynek lequtébbi kiadasa mar korilbeldl
5000 kolonbdzé genetikai artalmat sorol fel, és ad tdjékoztatdst oz eqyes
betegségekért felelés DNS szakaszok kromoszomdlis  lokalizaciéjéarél, az adott
betegséqg Kilinikai tineteirdl, oroklésmenetének modjérél, valamint, ha mar

létezik, a muténs gén DNS szint( kimutatdsanak moédjérél (McHusick, 1991).

A genetikai betegségek tobbsége ma még nem gquodgyithatd. Ugyan
equre nagyobb erdkkel folynak a kilonbdzd in vitro kisérletek a mutans
génszakaszok DNS szintl Korrekcidjéra, de ez a médszer meég inkabb a jovée.
Reménykedhetink abban, hogy minél hamarabb véglegesen megoldddik a
genetikai  betegséggel szUletettek quogyitdsanak, tehdt a DNS  szintd
guégymddnak a problémdja, de ma még a cél elsdsorban a stlyos betegek
megsziletésének meqgelézése. Bizonyos betegségek esetén ugyan  tineti
kezeléssel csokkenthetd a betegség sulyossdga, mdés esetekben viszont meg
erre sincs méd, vagy legfeljebb csak dtmeneti jawulds érhetd el a beteg
Gllopotaban. €zek a betegek sulyos fizikai, lelki és anyagi terheket ronak mind a
csalédra, mind a térsadalomra. A molekuldris genetika mddszereit felhasznalo
Klinikai genetika célja az 6rokl6ds betegségek felismerése mar a magzati élet
elsé heteiben, ezaltal lehetévé téve, hogy csdkkenjen a megsziletd betegek
szdma. Ha eqy 6roklEdé betegség Kialakuldsdért felelés gén kromoszomalis
lokalizaciéjo még nem ismert, illetve nincs bedllitott médszer a muténs gen
valamilyen direkt vagy indirekt vizsgdlatdra, csak a klasszikus mendeli
oroklddésmenet alapjan lehet kovetkeztetni a csalédon  bellli  ismeétiédés
kockAzatéra. A modern molekuléris genetikai  vizsgdlomddszerek, amelyek

magaban a DNS-ben keresik a diagnosztika lehetéségét, lehetdve teszik, hogy



ennél sokkal pontosabb, oz egyes esetekben informativabb téjékoztatdst kapjon
a csalédd a tovabbi gyermekvallalds lehetdségeirdl. A betegségek dontd
tobbségében a népesséqi szintl szirés anyagi és elvi okokbdl nem oldhatéd
meq, ezért csak azoknak a csalddoknak a vizsgdlatéra kerUlhet sor, amelyekben
mar szUletett beteg gyermek. Természetesen a betegség orokletes volta miatt
éppen ezek a csalddok a legveszélyeztetettebbek, igy az & esetikben van
leginkabb szUkség az Ujobb gyermek vallalésa esetén a praenatalis diagnosztikai
vizsgalat elvégzésére, illetve arra, hogy megallapitsuk, hogy a csalddtagok kozol

Ki hordozza a mutaciot.

Laboratériumunk 1989-ben kezdte meqg a cisztikus fibrézisban szenvedd
betegek és csalddtagjaik DNS mintjabdl a AF508 mutdcié  kimutatdsat.
1992 éta Ujabb négy mutdcid, a G542X, a G551D, az RS553X és az N1303K
mutaciok  vizsgdlatdval bdéviltek lehetdségeink a  cisztikus  fibrozis  minél

tokéletesebb DNS szintl diagnosztikdjénak megvaldsitdsara.



2, A CISZTIKUS FIBROZIS—IRODAUMI ATTEKINTES

2.1. A BETEGSEGRAL ALTALABAN

A cisztikus fibrézis (CF) vagy mucoviscidosis oz egyik leggyakoribb
Orokléds betegség. Ma még csak tinetileg kezelhetd. A DNS szintd gyégymodok,
az Ugynevezett génsebészeti eljardsok gyerekcipdben jarnak, bar nogy erdkkel
folynak a kisérletek a betegséq teljes guogyitdsara. In vitro kisérletek mar biztatd
eredményeket mutatnak ebben oz irdnyban. Toékéletes gudguulést csak a
génterépia seqgitségével remélhetink. €nnek hidnydban csak a Klinikai tUnetek
enyhitése valdsithatdé meqg. A Klinikai ellétés szinvonala oz utdbbi években
rohamosan emelkedik hazankban is, de sajnos a leggondosabb kezelés ellenére
sem tUl biztatéak a betegek életkilatasai. A betegeknek csak viszonylag Kis része
¢li meg a fiatal felndttkort, tobbséguket mar gyermekkorban elveszitjok. €letuk
folyomén dllandd orvosi  feligyeletet, folyamatos quogyszeres kezelest,

fizikoterdpids foglalkozasokat igényelnek.

A betegség oka a kulsé elvélasztdst mirigyek mikoddésének zavara. Rz
Gltaluk termelt valadék viszkozitdsa ugyanis nem a normalisnak megfeleld, hanem
anndl jelentdsen nagyobb. €zért a mirigyek kivezetd csdveiben nydkdugaszok
keletkeznek, a valadék kiurllése nem tokéletes, pangds alakul ki. €2 pedig a
mirigyekben  szdveti  kdrosodast  idéz  eld,  cisztaképzédést,  majd
kotészovetfelszaporodést, fibrézist okoz. €zek az elvaltozdsok legsilyosabb
formaban a hasnydimirigyben és a tidében jelentkeznek és alkotjok a klasszikus
tineteqyuttest. Guakori tinet ezenkivil az Ujszoléttkori meconium ileus is. A

todében  kialokuld pangd véladék bakteridlis  fertdzések, elsdsorban



Pseudomonas fajokkal vald fertéz8dések melegbgya. Az emésztérendszer
¢érintettsége is igen gyakori. A betegek 85%-dban jelentkeznek a tunetek,
amelyek elsédleges oka a hasnydlmirigy csokkent mikodése, de a md&j kéros
elvaltozdsa sem ritka. A felndttkort megéls férfiak a vas deferens elzarédésa
miatt szinte mind sterilek (Haplan és mtsai., 1968). A ndk esetében is eléfordul
medddséq, de sokkal ritkabban, sét a javuld kezelés hatéséra egyre tobb beteq
¢ri meq a felndttkort, meghdzasodik és gyermeket szil (Cohen és mtsai., 1980). A
beteg anydk gyermekei 1-2%—os gyakorisdggal lesznek szintén betegek (Cohen

és mtsai., 1980).

A cisztikus fibrozist elséként Fanconi kilonitette el a coeliakiatdl 1936—-ban
(Fanconi és mtsai., 1936), majd 1938-ban Andersen részletes kdrbonctani és
korszévettani lefrast is adott a betegségrél (Andersen,1938). O vezette be a
*hasnydlmirigy cisztés fibrézisa" elnevezést és kimutatta a betegség alapjdul
szolgdéld okként a betegekben a hasnyalmirigy exokrin funkcidjanak nogymeértéki
csokkenését. A klinikai diagnosztika irdnydt DiSant’Agnese adta meg 1953-ban,
amikor felfedezte, hogy a mucoviscidosisos betegek verejteke koros dsszetételd,
Klorid ion tartalma jelentdsen magasabb a normdlisndl (DiSant'Agnese  és
mtsai.,1953). €z a sejtek iontranszportjdnak hibas voltéra utal, amelyet a késdbbi
vizsgdlatok is igazoltak. €z a megfigyelés lett a késdbbi standard diagnosztika,

a "verejtékteszt' alapja.

1940 ¢6ta ismert, hogy a cisztikus fibrézis autoszomdlis recessziv médon
(AR) orokléds betegség. Oroklésmenetébdl kovetkez8en mindkét nemben
azonos gyakorisdggal fordul eld. A betegséq klinikai tuneteinek megjelenéséhez
a homozigdta éllapot szikséges. A heterozigdték nem betegek, de hordozzdk a

hibas gént, és utddaiknak 50%—os eséllyel adjék azt tovabb. Az dzsiai és afrikai



populécidkban nagyon ritka  (Hulczycki és mtsai., 1974), de a kaukdzusi
népcsoportban oz equik leggyakoribb orokl6ds betegség (lemna és
mtsai., 1990). €urdpdban a génhordozdk gyakoriséga atlagosan 1/25, vagyis
minden 625. hdzassagbdl szilethet 25%—o0s valdszinUséggel beteg gyermek.
lgu az atlagos Ujszolottkori prevaloncia 1/2500 (Heely,1983). €ttdl az értektd|
természetesen vannak eltérések a kilonbdzd népcsoportokban, gy példaul
€szak—lrorszdgban 1/1700, mig Svédorszdgban 1/7700 (Boat és mtsai., 1989),
Finnorszégban pedig minddssze 1/26500 (Kere és mtsai.,1989).

292  ACTRGEN

1985 fordulépont volt a cisztikus fibrézis genetikai vizsgalatdban. Génjét
lokalizalni (Wainwright és mtsai., 1985). €z azonban csak oz elsé lépés volt a
betegséq létrejottének megértésében. Négy éwel késébb, 1989-ben eqy taldn
még nagyobb jelentéséql felfedezés—sorozat adta meq oz alapot a CF ‘gén—
szintd  diagnosztikdjéhoz: o gén azonositésa (Riordon és mitsai., 1989),
megszekvendldsa (Rommens és mtsai., 1989), valamint a leggyakoribb mutécio, a
AF508 mutacié felismerése (Herem és misai., 1989). A CFTR ( Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Requlator ) gén tébb mint 250 kb nagyséqu, a réla
szintetizalédd messenger RANS azonban csak 6,5 kb. A gén 27 exont tartalmaz. Az
atirédoé fehérjetermék a CFTR fehérje, amelyet 1480 aminosav épit fel (1. Gbra).
A sejtmembrdanon keresztil zajlé aktiv transzportban résztvevd fehérjek kozé
tartozik. €zek a fehérjek 6sszetételiket tekintve meglehetdsen konzervativak,
megtalélhaték a baktériumokban ugyanugy, mint a Drosophila vagy oz eml&sok

sejtjeiben. ATP-&z hatdstak, az aktiv transzport energioszikségletét az ATP

N



makroerg kotéseinek bontdsaval fedezik. A gén klénozdsa ota eltelt id8szakban
mikodésére ¢és szerkezetére vonatkozéon szémos Uj informacid  kerUlt
birtokunkba. Szerkezete alopjan a sejtmembranban 1évé integrans fehérje. Az
epitelialis  sejtek apikalis membranjéban helyezkedik el. Hét hidroféb
transzmembrdn doménnel rendelkezik. €zek kozott foglal helyet eqy kozponti,
szabdalyozd szerepet betdltd domén (R domén). A fehérjemolekula ket ATP
kotdhelyet tartalmaz. A CFTR gén és fehérje szerkezetét a 3. Gbra mutatjo.
Funkcidja szerint a fehérje maga a klorid ion csatorna. A kisérletek azt bizonyitjdk,
hogy a csatorna mUkddése osszefigg az R domén néqy, szerinben gazdag
reqidja foszforilacidjanak fokaval. A foszforilaciot egy cAMP dependens protein
kindz enzim véqzi. Ha ez a folyamat megfelelden végbement, bekodvetkezik a két
molekula ATP kapcsolédésa a ket nukleotid kotdhelyhez. €z olyan
konformaciévaltozast idéz eld a fehérje szerkezetében, amelynek hatdséra az ion
csatorna megnyilik és ez a klorid ionok szabad dramldsét teszi lehetdve az
elektrokémiai  gradiensnek megfeleléen (Collins, 1992). A CFIR fehérje
mikodésének feltételezett mechanizmusa a 2. dbran lathatd. A negy, szerinben
gazdag réqid kozil eqy mikodése még elegendd a funkcid fenntartéséhoz, de
mind a négy mUkoddésképtelensége esetén az ion csatorna elveszti funkciondld
képességét. Hasonldan, az R doménban bekdvetkezett parcidlis delécid olyan
Konformaciévaltozast idéz el a fehérjemolekuldban, amelynek hatéséra a
csatorna nem tud zarddni, iqy a klorid ionok dramlésa szabdlyozatlanna valik. €z
vezet a verejtek magoas klorid ion koncentracidjéhoz, amely mérhetd és
diagnosztikus értékd. Amennyiben mindkét hetes kromoszéman bekdvetkezik a
gén mutdcidja, a betegség manifesztadlddik, a klinikai tinetek megjelennek. Az
eddig felismert mutaciok szédma mér 300 folott van (CF Genetic Analysis
Consortium, 1993). Az eqyes mutaciok nem egqyenld arényban fordulnak eld a

betegekben. €léforduldsi ardnyuk népcsoportonként is valtozik.

11



KM-19 > J311
G r s ——
1 11 T 1 I A | | T 1T 1T DNA
50 kb

Carbohydrate
side chains

‘_ o'\t

L.
Transcription

[

1. dbra

2 Y -@

iy

Hydrophobic regions
B Probable ATP binding
sites

-

<o
1/

gﬂd bilayer

cell membrane

I

A CFTR fehérje térbeli szerkezete, és elhelyezkedése a membranban

(Collins, 1999)

12



9. dbra

A CFTR fehérje mikodése (Collins, 1992)
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923 AMUTAJOK

A CFTR génben a lequtdbbi adatok szerint mar 300 folott van az
azonositott mutécidk széma (CF Genetic Analysis Consortium, 1993)). €zek
meqoszldsdt oz egyes exonokon, intronokon, illetve a CFIR fehérjén az
1. téblédzat és a 3. Gbra mutatja. Kozolik a leggyakoribb a AF508 mutacio,
amely a gén 10-es exonjéban helyezkedik el. Tipusat tekintve harom bazispérra
kiterjedd delécid, amely a CFTR fehérje 508. aminosavhelyén eqgy fenilalanin
aminosav Kiesését okozza. A normdl és a hibas DNS szekvenciat, valamint az
Gltaluk  kédolt aminosavakat a 4. dbra mutatja. A kordbbi  vizsgdélatok
eredményei arra  utaltak, hogy a delécié éppen a CFTR fehérje elsd ATP
kotéhelyét érintve az ATP kapcsolddasdnak meggatidsaval okozza a klorid ion
csatorna mikodésképtelenségét. Collins vizsgdlatai szerint viszont a mUkoddés
hianyét a fehérjiének a delécid kovetkeztében kialakuld konformdaciovaltozdsa
okozza (Collins,1992). €nnek kovetkeztében oz ioncsatorna elveszti nyitd—zard
funkciojat, és a klorid ion transzportjo emiatt vélik szabdlyozatlonnd. Mas
vizsgélatok azonban arra  engednek  kovetkeztetni, hogy o betegseq
Kialakuldsénak elsédleges oka nem ez, hiszen kimutattdk, hogy a CFTIR fehérje
normal mkadésének 30%—-a elegendd az eqészséges fenotipus kialakulGsdhoz
(Dalemans és mtsai., 1991). A AF508 mutdcidt hordozd CFTR génrdl atirddd
fehérie erre képes. A betegséqg kialakuldsdnak valédi oka az, hogy ezek a
muténs fehérjemolekuldk nem képesek levalni oz endoplazmatikus retikulumrdl és
bejutni a Golgi komplexbe, amelynek segitségével eljuthatndnak a
sejtmembranhoz. Vogyis a mikodésképtelenség nem elsésorban a AF508
mutacié okozta konformdciévaltozds, hanem az, hogy ezek a fehérjemolekuldk
hidnyoznak a sejtmembrénbdl (Denning és mtsai., 1992; Hartner és mtsai., 1992;

Teem és mtsai., 1993).
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A AF508 mutécidé a CF kromoszémdék minteqy 70%—&ban van jelen. €ttél az
&tlagtél azonban vannak eltérések (European Working Group on Cystic Fibrosis
Genetics, 1990; CF Genetic Analysis Consortium,1990). €urépdban észak—déli
irdnyban csokken az eldforduldsi guakoriséga a CF betegek kozott. gy a
legnagyobb gyakorisdgi adatot Danidbdl (88%) (Schwartz M. és mtsai., 1990),
legkisebbet Torokorszagbdl (30%) (Hundrieser és mtsai., 1990) kozolék. Jelen
dolgozatban 6sszefoglalt adatok azt a célt szolgdljgk, hogy népesséqi szintd
kovetkeztetést vonhassunk le a  AF508 mutdcid eldforduldsi gyakorisdgardl a
magyar populacidban, mivel eddig megfelel8en nagy szémd vizsgalat a magyar

CF betegek kozott nem tortént (Németi és mtsai., 1991; Fekete és mtsai., 1992).

A fennmaradd mintegy 30%—on osztozik a maradék rendkivil nagy szému
mutdcio, amelyek a CF gén legkilonbdzdbb helyein taldlhaték. Hozottik a
mutécidk valtozatos tipusai ismerheték fel (3. dabra): delécidk, inszerciok,
nonsense mMutacidk, missense mutaciok, frame—shift mutacidk, splice mutaciok.
Az 1. tébldzat adataibdl lathatd, hogy a 3. 4. 7. 10. 11. 13. 15. 17b. 19. és
a 20. exonban tiznél tdbb mutaciéd taldlhatd, o tobbiekben ennél kevesebb.

A legtoébb mutéciét eddig a 13. exonban azonositotték.

A AF508 mutacion kivil két olyan mutéciét azonositottak eddig, amelyek
2art kdzodsségekben viszonylag nagyobb gyakorisdguak:
A W1282X mutacio a 20. exonban helyezkedik el. A CF gén 3978. nukleotidjandl
bekovetkezett G—A csere kovetkeztében stop kodd alakul ki. A CFTIR fehérje
1282. aminosavhelyén ezért eqy triptofdn beépllése helyett befejezddik a
transzl4cié. gy a létrejott fehérjie mérete a normalisndl joval kisebb, ennek

kovetkeztében mikodésképtelen. €2 a mutdcié oz Ashkenazi zsidék AF508
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mutaciét nem hordozd CF kromoszémai  kozott 77%—os gyakorisdggal fordul eld
(Shoshani és mtsai., 1991).

Az R1162X mutécié a 19. exonban taldlhatd. A UWW1282X mutdcidhoz hasonldan
nonsense mutécid, amely a CF gén 3616. nukleotidjdndl eqy C—oT csere
kovetkezménye. €miatt o CFTR fehérje 1162. aminosavhelyén befejezédik a
fehérjeldnc épitése. €nnek a mutécidnak a gyakoriséga oz olasz (F betegek
AF508 mutaciét nem hordozéd kromoszémai kozote  12% (Gosparini és

mtsai., 1991).

A nagyszémuy toébbi  mutécidé gyakorisga ettdl messze elmarad. J6
résziket eddig még csak eguetlen esetben azonositotték, de vannak olyanok,
amelyek 1-5%-os gyakorisdguak.
€z utébbiak kozé tartozik hdrom, 11-es exonbeli mutdcioé is, a G542X, a G551D,
az R553X mut&cid, valamint a 21—-es exon N1303HK mutacidja.

A G542X mutacié stopmutécié a kédolt fehérje 542. aminosav pozicidjaban. Oka
a CFTR gén 1756. nukleotidjdban tortént G—-T csere (10/a.ébra). Gyakorisdga a
AF508 mutacidt nem hordozd CF  kromoszomdk kozott 3,4% (Kerem és
mtsai., 1990).

A G551D mutacié esetében a CFTR gén 1784. nukleotidjdban G—A csere tortént
(10/a.6bra). €z a fehérjetermékben oz 551. aminosavhelyen egqy
glicin—>aszparaginsav kKicserélédést idéz eld. Gyakoriséga a AF508 mutaciot nem
hordozé CF kromoszémaék kozott 2,4% (Cutting és mtsai., 1990/1).

Az R553X mutécid szintén stopmutdcid a CFTR fehérje 553. aminosav
pozicibjdban, amely o CFTR gén 1789. nukleotidjgban eqy (T csere
kovetkezménye (10/a.dbra). Guakoriséga a AF508 mutéciét nem hordozd
CF  kromoszémaék  kozott 1,3%  (Cutting és  mtsai., 1990/1;  Cutting  és

mtsai., 1990/2).
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Az N1303K mutacid (-G szubsztiticid a CFTR gén 4041. nukleotidj@ban
(10/b.6bra), amely o fehérjetermékben a 1303. aminosavhelyen eqy
aszparagin—lizin cserét okoz. Guyakoriséga a AF508 mutdcidt nem hordozd

CF kromoszémak kozott 1,8% (Osborne és mtsai., 1991).
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Fig. 2. Spectrum of mutations responsible for CF. The location and nature of CF mutations identified
by the Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium are indicated below a schematic of the CFTR
protein. (A) In-frame deletion; (M) missense mutation; (®) nonsense mutation; (O) frame-shift

mutation; and (V) splicing mutation.

3. Gbra
A CFTR gén és fehérje szerkezete
A gyakoribb CF mutacidk elhelyezkedése és tipusa a CF génben és o CFTR
fehérien (Collins, 1992)
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intron

azonositott mut&ciok

exon
szédma
1 3
| 1
2 6
2 |
3 14
3 5
- 29
4 5
5 6
5 |
6a 7
6a 2
6b %
7 93
8 |
8 %
Q 4
Q |
10 15
10 2
11 18
11 9
12 10
19 6
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13 30
15 ]
14a 7
14b e
15 19
16 3
170 ]
170 3
17b 4
18 |
18 3
19 16
19 5
20 16
20 3
21 Fi
99 5
93 2
24 |

+ eqy azonositott komplex delécid, amely a 4-7 és a 11-18 exonokat érinti.

1. tablAzat

A CFTR gén kulonbdzé exonjain és intronjain azonositott mutacidk széma
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aminosav sorszéma a génben

kddolt aminosav

norma&l DNS szekvencia

mutacid
AF508 DNS szekvencia

koédolt aminosav

503 504 505 506 507 508 509 510

lys Glu Asn lle lle Phe Gly Val
AAR GAAR AAT ATC ATC TIT GGT GTT

AAR GAAR AART ATC AT T GGT GIT

AAR GAR AAT ATC ATT GGT GIT
lys Glu Asn lle lle Gly Val

4. Gbra

A AF508 mutacié hatdsa a CFTR fehérje aminosav dsszetételére
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3. CEWKITUZES

A. A magyarorszagi CF betegek kozott még nem készilt olyan esetszému
eléfordulési gyakorisdgarél, amely alopjén megdllapithatéd lett volna gyakorisdga
a magyar populacidban. Vizsgadlataim elsddleges célja megfelelen nagy szému

vizsgalat elvégzése utdn ennek az adatnak a meghatdrozdsa.

B. Tovabbi négy gyakoribb mutacié vizsgdlatat is cglul tiztem ki mindazokon
a DNS mintékon, amelyek nem, vagy csak heterozigéta formaban hordoztdk a
AF508 mutaciét. €zzel a vizsgdlattal azt kivintam megdllapitani, hogy a
kozlemények alapjdn a AF508 mutacid utdn Kozép—€urdpdban leggyakoribb
mutaciok kozott levd, dltalom vizsgalt négy mutacid kozil melyik oz, amelyik a
magyar populdcidban szémottevd gyakorisdggal van jelen, illetve van-e kozottuk
olyan, amelyik szignifikdnsan nagyobb guyakoriséggal fordul el a magyar

populécidban, mint mas néepekneél.

C. €nyhe Klinikai tinetekkel rendelkezd, kétséges diagndézist betegek
eseteben a mutécid analizis donté lehet a diogndzis feldllitdséban abbaon az
esetben, ha a betegben azonositani lehet valamelyik CF mutaciot (mutdciokat).
€zek a vizsqalati eredmények képet adhatnak a kilonbdzd genotipusokhoz
tartozé fenotipusokrél a megjelend klinikai tinetek megfigyelésével. €z a jovEben
lehetéséget adhat a mutécid ismeretében a betegséqg sulyossdganak

prognosztizalasara.
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D. Sajét esetek elemzésével kivinom bemutatni, hogy o mutécié kimutatds
seqitségével mely csalddoknal végezhetd praenatalis diagnosztikai vizsgdlat, és

mely esetekben nem varhatd eredmény ettdl a vizsgdlattdl.

€. Disszertdcidbmmal érzékeltetni szeretném a legkorszerlbb genetikai
mbdszerek bevezetésének fontossdgdt a klinikai diagnosztikdba, amelynek
seqgitségével mind az equének (csalddok), mind a tarsadalom széméra sulyos
terhet jelentd, ma még guogyithatatlan betegségekben szenveddk sziletési
arénya, oz elvégzett praenatalis diagnosztikai vizsgdlat eredménye alapjén, a
magzati ¢let 10-12. hetéig elvégzett szelektiv abortusszal (orvosi javaslatra, de

a szUI8k sajat dontése alapjan) csdkkenthetd.
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4.

4.1.

ANYAGOHK €S MODSZEREK

ANYAGOHK

4.1.1. ADNS izoldlés reagensei

0,155 M NH4Cl (Reanal)
8.3 g NH4Cl desztillalt vizben oldva, végtérfogat 1000 ml

0,170 M Tris  pH 7,65 (Fluka)
2,06 g Tris—(hidroxi-metil)-amino—metdn 80 ml desztillélt  vizben
oldva, cc. sésawal tortend pH bedllitds utdn desztillalt vizzel 100 ml-re

Kiegeszitve

1,0M Tris  pH 8,0 (Fluka)
121,14 g Tris—(hidroxi-metil)-amino—metdn 800 ml desztillalt vizben
oldva, cc. sésawal tortend pH bedllitds utdn desztillalt vizzel 1000 ml-re

Kiegészitve

500 mM €DTA pH 8,0 (Reanal)
186,1 g Dinétrium—etilén—diamin—tetraacetdt 800 ml desztilldlt vizben
oldva, cc. sésawal tértend pH bedllitds utdn desztilléle vizzel 1000 ml-re

kiegészitve

0,85 % Nadl (Fluka)
8.5 g Nadl desztillalt vizben oldva, végtérfogat 1000 ml
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50M Nadl (Fluka)
202,2 g Nadl desztillalt vizben oldva, végtérfogat 1000 ml

10% SD5 (Merck)

10 g Nétrium—dodecil-szulfét desztillélt vizben oldva, végtérfogat 100 ml

Fenol (Fluka)

Klorofom : izo—amil alkohol 24 : 1 (Reanal)

480 ml kloroform és 20 ml izo—amil alkohol elegye

4,0 M NHy acetat (Reanal)

30,84 g ammoénium acetdt desztillalt vizben oldva, végtérfogat 100 ml

Q6 % etanol (Reanal)
TE puffer

10 mM Tris pH 8.0

1T mM €DTA pH 8,0

High TE puffer

40 mM Tris pH 8,0

10 mM €DTA pH 8,0
20 mg / ml Proteindz K (Merck)

100 mg Proteindz K 5 ml desztillalt vizben oldva
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e Lizis puffer teljes verbdl vald DNS izoldléshoz

100 mM Tris pH 8,0
40 mM €DTA pH 8,0
0.2 % SDS
1.0M Nadl
. NTE (STE) (Sambrook és mtsai.,1989)
10 mM Tris pH 8.0
100 mM Nadl
TmM €DTA pH 8.0

e lizis puffer chorionboholy direkt PCR—hez (Scott és mtsai., 1990)

20M Nadl
0.1TM NaOH
0.5 % SDS

4.1.2. A polimerdz l&ncreakcidhoz hasznalt anyagok

e Taq polimerdz, Su/ul (Promega)

e 10x PCR puffer (Taq polimerdz tartozéka)

500 mM Kl
100 mM\ Tris pH 9.0
1 % Triton X=100

e 25mM MqCy (Taq polimerdz tartozéka)
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o Oligonukleotid primerek (Szegedi Biolégiai Kozpont)

AF508 mutacidhoz:
5'GTTTTCCTGGATTATGCCTG F
5'GTTGGCATGCTTTGATGAC R

G542X, G551D, R553X mutécidkhoz:
S5STIGCAGAGARAGARCAARTATAGTTCCT F

5'GCACAGATTCTGAGTCARCCARTAATC R

N1303K mutacidhoz:

5'ARTGTTCRCARGGGARCTCCA F
5'CACTCCACTGTTCATAGGGATCCAG R
e Dezoxiribonukleotidok (Perkin €lmer Cetus)
dATP 10 mM
dGTP 10 mM
adiP 10 mM
dTTP 10 mM

4.1.3. Az oligonukleotid primerek jeldléséhez haszndlt anyagok

e Adenozin-5-(y 32P)—trifoszfat (Izinta)

moldaris aktivitds 13 TB8q / mmol

o T4 Polinukleotid kindz, 10 u / pl (Amersham)
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e Polinukleotid kindz 10x puffer (Sambrook és mtsai., 1989)

500 mM Tris pH 7,6
100 mM MqClo
50 mM DTT (Fluka)
TmM spermidin (Fluka)
TmM €DTA

4.1.4. Az elektoforézis oldatai

. 10x TBE puffer (Sambrook és mtsai., 1989)
0.89 M Tris
0,89 M Boérsav (Fluka)

4,0 mM €DTA

e 5mg/ml €tidium-bromid (Merck)
0.1 g €tidium-bromid 20 ml desztillalt vizben oldva. Tarolas fénytdl

védve +4°C-on.

e Ox Loadig puffer agardz gélhez (Sambrook, 1989)
0.25 % Brom—fenolkék (Reanal)
15% Ficoll 400 (Pharmacia)

e 4 %—0s agardz gél
2 g Pharmacia agaréz + 2 g NuSieve low melting agaréz / 100 ml

1x TBE puffer; f8zés kuktdban 20 percig



Loading puffer poliakrilomid szekvenald gélhez

95 %

20 mM
0,05 %
0,05 %

Formamid (Sigma)
eDTA
Brom—fenolkék

Xilén—cianol (Sigma)

Fixal6 oldat poliakrilamid gélhez

10 %
10 %

€tanol

€cetsav (Reanal)

6 %—os polakrilamid gél

12,5 ml 40 %—os akrilomid — bisz—akrilamid oldat (Stratogene)
(38 g akrilamid + 2 g bisz—akrilomid desztillalt vizben
oldva, végtérfogat 100 ml)
6,0 ml 10x TBE
33,69 Urea (Stratagene)
50,0 pl TeMeD (Stratagene)
600 pl Ammdnium—peroxi-szulfét  (Stratagene)
(0,1 g APS 900 pl desztillalt vizben oldva)
4.1.5. Bestrikciés enzimek (Biolabs)
e BstNI 10u/pl
10x puffer 500 mM Nadl
100 mM Tris pH 7.9
100 mM MqClg
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Hinc |l

10x puffer

Sau3A |

10x puffer

10 mM

10u/ pl
1000 mM
500 mM
100 mM

10 mM\

4u/nl
1000 mM
100 mM
100 mM

10 mM

DIT

Nadl
Tris
MqgClg
DTT

Nadl
Bis—Tris—Propan
MqgClo

DTT

pH 7.9

pH 7.0
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42  MODSZEREK

4.2.1. DNS izolélés teljes vérbd| (Madisen és mtsai., 1987)

A vért 3,3 %—os Na-citrdtot tartalmazd csébe vesszok. 4 ml alvadésgatiéhoz
16 ml vért veszink. €zutdn otszoros térfogaty, 0,155 M NHgCl / 0,170 M Tris
Q@ / 1 arényt elegyével mossuk a sejteket. €Ennek hatdséra a vordsvérsejtek
hemolizdlnak. Centrifugdlds  utdn  a feloliszét  eldntve a  sapadékot
szuszpendaljuk 45 ml 0,85 %-os NaCl oldatban. Ismételt centrifugdlds és a
felGlUszé leszivasa utén tesszik ré a csapadékra a 4ml high T€ puffert, majd az
5 ml Tris / €DTA / SDS / Nadl tartalm( lizis puffert, és jol dsszekeverjuk. Ebben az
oldatban legaldbb eqy éjszakat dliva megtérténik a fehénvérsejtek lizise, a DNS
az oldatba kerUl. Mésnap azonos mennyiségl fenolt réteqgzink a csében 1EvE
oldatra. Fél 6rén keresztul évatosan forgatva a csdveket a. szétesett véralkotok
maradvanyai dtmennek a fenolos fézisba, a DNS pedig a vizes fézisban marad.
Centrifugdlés utén a felsd vizes fézist tiszta csébe dvatosan atsziviuk, majd
legaldbb eqgyszer (szlkség esetén tdbbszor is) megismételjok a fenolozést.
Utoljéra Kloroform : izo—amilalkohol elegyét rétegezzik a vizes fézisra. A fenolos
kezeléshez hasonldan jérunk el. A vizes felsd fazist ismét Uj csébe atszivjiuk, majd
a teljes térfogat 1/10 részének megfeleld mennyiségl 4 M ammobnium—acetat
oldatot adunk hozzd. Osszekeverés utén 2,5-szeres mennyiségld —20°C—os
96 %—os etanolt adagolunk az oldathoz, amely a DNS-t kicsapja. A kicsapddott
DNS-t, pipettaval, vagy Uvegbottal kiszedve az alkoholbdl, €ppendorf csében
70 %-os alkohollal atmossuk, majd széritjuk. Szdradds utén TE oldatban

visszaoldjuk és ebben az éllapotban —-20°C—on téroljuk.
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4.2.2. DNS izoldlas chorionboholybdl (Scott és mtsai., 1990)

A chorionboholy mintavételeket részben az Orvostovabbképzd €guetem
NEgyogyaszatdn, részben pedig a SOTE [ sz. NEgydgydszati Klinikajan
végeztek. A VS mintdk tisztasdganak ellendrzése mikroszkdp alatt kdzvetlendl a
mintavétel utdn tortént. A chorionboholy minték fizioldégids sdoldatba helyezve
kerultek laboratériumunkba. A DNS izoldlést a mintavétel napjan elkezdtem,
amelynek menete a kovetkezs:

A chorionboholy mintat 250 ul NTe-ben mossuk. Centrifugdlés és a felGliszé
leszivasa utédn a csapadékhoz 500 pl NTE-t, majd 50 ul 10 %—os SDS—t adunk.
Osszekeverés utdn 10 min-ra 65°C-os vizZfUrdébe helyezzik. €zutén 5 ul
20 mg/ml—es Proteindz K enzimoldatot adunk a reakcidelegyhez és oz egészet
3 o6rara 55°C—ra tesszUk, vagy eqy éjszakan &t 37°C-os vizfirddben inkubdljuk.
Maésnap Qzonos mennyiséqd fenollal Osszerdzzuk, centrifugaljuk
3 000 fordulatszémon 3 min—-ig, majd a fels§ vizes fazist, amely a DNS-t
tartalmazza, U) sébe datsziviuk. A fenolozdst ismételjlk meég egyszer.
€zutadn Kloroform : izo—amilalkohollal tisztitjuk a DNS-t a fenolozdshoz hasonléan.
Véqol 50 pl 4 M ammdnium—acetdt hozzdaddsa utédn 1 ml —20°C-os alkohollal

kKicsopjuk a DNS-t. €zutdn 4.2.1. szerint jérunk el.

4.9.3. Az oligonokleotid primerek radioaktiv véqjeldlése

(Sambrook és mtsai., 1989)
Az 5'veéqg jeldlését a standard technikat kovetve végezzik.

A 15 pl végterfogaty reakcidelegy — amely 10 PCR reakcidhoz elegendd —

Osszetétele a kovetkezd: 1 pg jeldlendd oligonukleotid primer, 1,5 pl 10x PNK
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puffer, 2 MBq Adenozin-5—(y32P)-trifoszfét, 10 eqység PNK. A végtérfogatot
desztillalt vizzel allitjuk be. A reakcidelegyet 1-2 o6rén keresztil 37°C-on

inkubaljuk, majd az enzimet forraléssal inaktivaljuk.

4.2.4. PCR_DNS-bdI

Az 50 pl (AFS508 mutécié vizsgdlata esetén 25 ul) végtérfogaty reakcideleqy
tartalmaz: 100-400 ng genomidlis DNS-t, 0,2 ug - 0,2 pg-ot mindkét
oligonukleotid primerbdl (F, R) (AF508 mutécid vizsgdlata esetén oz equik
oligonukleotidbdl 0,1 pg radioaktivan jelolt formaban — Id. 4.2.3.), a végtérfogat
1/10 részének megfeleld mennyiségd 10x PCR puffert, 2,5 mM MgClo—t (AF508
mutacié  vizsgdlata esetén 1,5 mM-t), 200-200 pM-t mind a négy
dezoxiribonukleotidodl (AF508 mutacié vizsgdlata esetén 100 pM-t) és 2 eqyséq
Taq polimerazt (AF508 mutécid vizsgdlata esetén 1 egységet). 35 amplifikacids
ciklust hajtunk végre. Denaturdlds 93°C 60 sec; anneldlds AF508 mutacid
vizsgalata esetén 59°C 60 sec, a négy pontmutécid esetén 57°C 60 sec;
l&nchosszabbitds 72°C 120 sec.

A polimeraz ldncreakcid mechanizmusdnak sémdja az 5. dbran lathaté.

4.2.5. PCR vércseppbdl / Guthrie szlrépapirra beszdéritott vérbdl
(Mercier és mtsai., 1990)

A reakcideleqy dsszetétele megeqyezik a 4.2.4-ben leirtakkal. A genomidlis DNS

helyett 2ul, desztillélt vizzel négyszeresére higitott, alvadasgatiotdl mentes teljes

vért, vagy 1 mm2, beszaritott vércseppet tartalmazé, Guthrie szlirépapir darabot
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teszUnk a reakcidelegybe. Az enzim hozzéaddsa eldtt a mintdkat a kovetkezd
hékezelésnek vetjuk ald: 95°C 3 min, 55°C 3 min. €zt a kezelést hGromszor

ismételjuk, majd a Taq polimerdz hozzdaddsa utdn  4.2.4. szerint jarunk el.

4.2.6. Direkt PCR chorionboholybdl (Scott és mtsai., 1990)

A chorionboholy mintét kétszer mossuk 250 pl NT€-ben. Centrifugdljuk, a
felllUszot leszivjuk, majd 20 ul lizis puffert adunk a csapadékhoz. 2 min—ra
100°C—o0s vizfUrd&be helyezzik. €zutén 10 min-ig centrifugdljuk 12 000
fordulatszémon, majd a feliluszét desztilldlt vizzel 10x higitjuk és a 4.2.4—nek

megfeleld reakcidelegybe a genomidlis DNS helyett ennek 2 pl—ét tesszik.

4.97. Restrikcids emésztés

Az 50 ul térfogatd PCR termékbdl 10 pl-t emésztink 5 eqyséq restrikcids
enzimmel. A négy kilonbdzd mutacid kimutatdsara hasznalt restrikcids enzimek a
kovetkez8k: BstN | — G542X, N1303K; Hinc Il - R553X; Sau3A | - G551D.
A BstN | enzimmel 60°C-on emésztunk, a Hinc Il és a Sau3A | enzimekkel 37°C-on

emésztjuk a mintdkat 3 6rén keresztul.

4.2.8. Agardz gél elektroforézis (Sambrook és mtsai.,1989)

A radioaktivan nem jeldlt, 4.2.7. szerint restrikcidés endonukledzzal hasitott PCR

termékeket 4 %—os agardz gélen vdélasztjuk el 100 V fesziltseég mellett 3 6rédn
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keresztul. A DNS savokat etidium—bromidos festéssel tesszik lathatéva, majd a

gelt WV fénnyel atvildgitva lefényképezzik .

4.2.9. Poliakrilomid gél elektroforézis

A radioaktivan jelolt PCR termékeket 6 %—os szekvendld poliakrilomid gélen
futtatjuk. A 25 pl végtérfogatd PCR termékbdl 1 pl aliquotot adunk 4 pl loading
pufferhez. A gélre felvitt mennyiség 0,5-1 ul. 40 Woatt teljesitmény, 1200 V
fesziltség mellett 55°C-on 1,5 érén at futtatjuk. €zutén a gélt a fixdldoldatban

15 min—ig &ztatjuk, majd szaritjuk.

4.2.10.Autoradiogréfia

A 4.2.9. alopjan futtatott, megszaritott poliakrilomid gélt réntgenkazettdba
tesszUk eqy rontgenfilmmel equutt. Az expondlés idStartama oz  izotdp
aktivitdsatol figg. Szikség esetén RTG erdsitd foliGval —70°C-on erdsithetdek a

radioaktiv jelek. A DNS savok a film eléhivasaval tehetdk lathatéva.
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4-20 ciklus

legkevesebb 100.000-szeres DNS amplifikdcid

5. ébra

A polimeraz lGncreakcié mechanizmusanak dbrézoldsa (Perl és misa.,1990)

-
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4.3 AVIZSGALT CSALADOK

Munkém sorén 271 csaléd vette igénybe a cisztikus fibrdzis mutéciods
vizsgalatot. Kozoluk 16 csalddban a beteqg gyermek a jelentkezés idépontjdban
maér nem ¢élt, iqy téle szérmazd vérminta / DNS minta nem allt a rendelkezésemre.
€zekben az esetekben nyilvénul meg a kdzvetlen mutécidelemzés elénye az
indirekt RFLP vizsgdlattal szemben, amely a mutacidk azonositdsa eldtti
idészakban az egyetlen lehetdség volt a mutécidk meglétének vagy hidnyanak
igazoléséra. Azonban ezen vizsgdlat elvégzésének alapfeltétele a beteg és a
sz0l6k DNS mintdjénak megléte, hiszen informaciot kizarblag ennek a harom
minténak oz 6sszehasonlitdsa adhat. A kozvetlen mutacidelemzésnek az a
jelentds elénye, hogy a mutdciés vizsgélat a beteg DNS / vérmintdja nélkol is
elvégezhetd, hiszen a beteg gyermek az 6roklédes szabalyainak megfeleléen a
sz0l8ktS| kopott mutdcidkat hordozza. Ha tehdt a szilék mutaciéi azonosithatdk, a
mar meglévd eqészséges testvér vizsgalata, illetve szikség szerint praenatalis
diagnosztikai vizsgdlat is végezhetd. Az elvégzett 15 praenatalis vizsgdlat kozol

hatot ilyen csalddokndl végeztem.

10 olyan csaléd jelentkezett vizsgdlatra, ahol kettd, sét eqy esetben
harom beteg guermek is volt o csalédban. A testvérek természetesen

ugyanazokat a mutdcidkat hordoztdk.

A tovabbi csalddokban 1-1 beteg quermek ¢él. €letkori és nembeli
megoszldsukat a 2. tdblézat tartalmozza. Llathatd, hogy oz  életévek
novekedésével fokozatosan csékken a betegek széma, ami a betegséq rossz

progndziséra utal.
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A vizsgalt CF betegek kor és nem szerinti megoszldsa




5. AZ ELVEGZETT VIZSGALATOK

5.1. AB08 MUTACO VIZSGALATA

Laboratériumunk 1989 6ta foglalkozik a cisztikus fibrézis leggyakoribb
mutéciéjdnak, o AF508 mutéacidonak a vizsgdlatéval. Az azéta eltelt idészakban
266 beteq vizsgdlatét végeztem el. A vér illetve DNS mintdkat mindig a teljes
csalddidl dsszequijtottem, de az elsé Iépésben csak a beteq vizsgdlata tortént
meq.

Azokban az esetekben, ahol a beteg homozigbta vagy heterozigdta formaban
hordozta a AF508 mutdciét, mindig elvégeztem oz egészséges testvér, illetve
testvérek vizsgdlatat is abbdl a célbdl, hogy megdllapitsam, hordozzék-e a
mutéciét, vagy sem. 61 ilyen vizsgdlat tortént. K6z0Iuk 36—an voltak homozigdta,
25-en pedig heterozigbta beteqg testvérei. €nnek a vizsgdlatnak nagy
jelentésége van, hiszen tudjuk, hogy Magyarorszdgon is minden 25. ember
hordozza o CF valomelyik mutécidjat (Heely és mtsai., 1983). €z oz arény a
betegek egészséges testvérei kozott természetesen joval nagyobb, igy a beteg
gquermek sziletésének kockézata oz & leendd csalddjukban magasabb az
Atlagosndl. Azok a testvérek, akiknél a hordozésdg megdllapithatd, felndve,
csalédalopitds eldtt, leendd parjukkal ismét igénybe vehetik o genetikai
tandcsadést és a mutdcid analizist. Amennyiben kidertl, hogy a leendd térs
szintén hordozza valamelyik CF mutacidt, praenatalis vizsgdlat  elvegzéset
kérhetik. €zzel az & csalddjukban mér az elsé beteqg guermek megsziletése is
megakadalyozhatd. Vizsgdlataim sordn néqy leendd férj és két U feleséq
vizsgalatat végeztem el. Koziluk eguik esetben sem taldltam AF508 mutéciot az

Uj csalédtagokban.
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A sz0l8k vizsgdélatdra csak abban az esetben kerdlt sor, amikor a beteg gyermek
heterozigéta vagy homozigéta forméban hordozta a AF508 mutéciét, és a szOlsk
jelezték, hogy a kozeljpvében Ujobb gyermeket szeretnének. gy dsszesen
41 sz0l8par, azaz 82 szil8 vizsgdblatét végeztem el.

Sajét kérésre 15 esetben elvégeztem masodfoku rokonok (nagybacsi, unokahig,
unokatestvér) vizsgdlatat is, szintén a hordozéi statusz megadllapitasa céljabdl.
Ertekezésemben tehdt dsszesen 430 személy mutdcié vizsgdlatanak eredményét

ismertetem.

A betegek diagndzisat a klinikai tinetek, valamint a verejtékteszt (sweat
teszt) eredménye alopjdn osztdlyoztam. Biztos diagndzisinak tekintettem azokat
a betegeket, akiknek sulyos tudé—- és / vagqy emésztérendszeri tineteik voltak, és
legalabb ket koros verejtékvizsgalati eredményik volt. A 266 beteg kozul 214
tartozott ebbe a csoportba. A tébbiek vagy csak egészen enyhe klinikai tineteket
mutattak, vagy-a verejtéktesztjuk eredmeénye volt a hatarértéken. Diagndzisuk
ennek megfeleléen bizonytalan, hiszen lehetséges, hogy olyan CF mutécidkat
hordoznak, amelyek ilyen enyhe klinikai tinetekkel jarnak, de oz is elképzelhetd,
hogy hasonlé fenotipus kialakuldsat okozd, de mas okbdl kialakuld betegségben

szenvednek.

A mutacidelemzés sorén a polimerdz ldncreakciot 2P izotdppal jelolt
oligonukleotid primerek jelenlétében végeztem. Mivel meglehetésen Kis
kiterjiedésU (3 bazispar) deléciot kell kimutatni, legegyértelmibben poliakrilamid
szekvenald gélen valaszthatdk szét a deléciot hordozd 95 bazispdr hosszisagu,
valamint az azt nem hordozé 98 bdézispar hosszisagu PCR termékek. Az ily mddon
elvélasztott DNS savok ezutdn autoradiogréfidval teheték lathatéva eqy réntgen

filmen. €gy négutaqu csaldd igy készult mutdcid kimutatdsanak eredményérdl
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készitett fénykép a csalddféval a 6. dbran léthatd. Baloldalt 1athatdé a AF508
mutéciéra homozigéta beteq, kdzépen a két heterozigédta szuld, jobboldalt pedig
oz egészséges testvér, aki equdéltaldn nem hordozza a AF508 mutéciot. Az

allélkombinacidkat az alébbi dbra mutatja.

APA ANYA
normdal  mutans normdal  mutans
kromoszéma Kromoszéma

BETEG EGESZSEGES TESTVER
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AFS508 /- AFS08 /-

.
. B

AFS08 / AFS08 —/

- - - ...

o - A d 95 bp

6. dbra

A AF508 mutaciéd Kimutatdsa
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A AF508 mutacié kimutatdsara elvégzett vizsgdlatok szémat a 3. tdblazat
tartalmazza. A meqvizsqalt 266 betegbdl 214-nek volt biztos a diagndzisa.
A vizsgalatba bevont 41 szilpér kozol kerdlt ki az a 13 csaléd, akiknél
praenatalis diagnosztikai vizsgdlat tortént. A testvérek nagyobb része AF508
mutdcidt homozigéta formdban hordozd beteg testvére volt, de elvégeztem
azoknak a testvéreknek a vizsgdlatét is, ahol a beteg csak heterozigdta forméban
hordozta a AF508 mutéciét. Az & esetikben a AFS508 mutécid kimutatdsa
bizonyitotta a CF hordozésanak tényét, a AF508 mutécié kizardsa azonban nem
jelentette azt, hogy nem hordozék. Beteq testvérik ugyanis biztosan hordozott
még eqy — egqyeldre azonositatlan — CF mutacidt, amelyet oz egészséges testvér
50%-o0s valészinUséggel hordozhat. Azokban az esetekben is elvégeztem az
eqészséges testvér AF508 mutdcids vizsgdlatdt, ha a beteg heterozigdta
forma&ban hordozta ugyan a AF508 mutécidt, de a mdasik mutécidjét is sikerdlt
azonositani a vizsgdlt masik négy mutaciod valomelyikének. €z esetben a testvér
hordozéséga egyértelmien megdllapithatdé vagy kizérhatdé mindkét mutaciéora

irdnyuld vizsgalattal.
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Az elvégzett AFS08 mutdcids vizsgalatok széma

430
beteq
biztos bizonytalan sz0l8 testver egyéb rokon
diagndzis
266
214 52 82 61 21

3. tabldzat




5.2 PRAENATAUS DIAGNOSZTIKAI VIZSGALATOK

A cisztikus fibrézis praenatalis diagnosztikdjéban a DNS mutécidé analizis
bevezetese eldtt kezdetben még csok a mendeli 6roklédés szabdlyai szerint
meqadllapitott 25%—o0s kockdzat megaddsa volt lehetséges, ha a szUléknek mar
sziletett eqy beteg gyermeke. Hésdbb lehetévé valt a terhesség mdasodik
trimeszterében (16-18. gesztécidés hét) vett magzatvizbdl o  mikrovilléris
membranenzimek aktivitdsdnak mérése biokémiai médszerekkel. €zt a médszert
az ultrahang vizsgdlat egészitette ki, amellyel a meconium ileus képe mar magzati
korban felismerhetd. €zek a vizsgalatok azonban csak a terhesség 20. hete kordl
adnak eredményt, és a hibaszézalékuk is meglehetésen magas a DNS
diagnosztikai médszerekhez képest.

A DNS diagnosztikai médszerek elsé lépcséfoka a magzatvizbdl szérmazd magzati
sejtekbdl izolalt DNS mintdn elvégzett RFLP analizis bevezetése volt.

A chorionboholy mintavétel a 80-as évek kozepe o6ta valt Klinikai gyakorlattd.
A QVS-bdl extrahalt DNS eleinte o magzatvizsejtekhez hasonldéan a haplotipus
analizis céljéra szolgdlt. A gén azonositdsa és a mutécidk felfedezése utén
pedig elkezdb8dhetett o legkorszeribb, leggyorsabb és eqyben a
legbiztonsdgosabb technika, a polimerdz ldncreakcid seqitségével végrehajtott
kozvetlen mutaciéd elemzés bevezetése a klinikai diagnosztikéba.

A praenatalis diagnosztikai vizsgdlatokban Uj tévliatokat nyit az a kdzlemény
(Hondyside és mtsai., 1992), amely szerint megsziletett az elsd olyan gyermek,
aki mesterséges megtermékenyitéssel fogant, majd a sejtosztdédds nyolc sejtes
fazisbban az embrié equetlen sejtjebdl végeztek PCR technika seqgitségével a
DNS-bdl  CF mutacid kimutatdsara irdnyuld vizsgdlatot. Miutdn mutéciét nem
detektaltak, sikeresen Ultették be az anya méhébe. Normdlis lefolyési terhesséqg

utén jott vilégra az egészséges Kislany.
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A AF508 mutacid kimutdsat 15 esetben alkalmaztam magzati korban
torténd diagnosztikai célra. A mutécd kimutatést chorionboholy mintébdl izolalt
DNS-bdl, illetve kodzvetlentl — megfeleld kezelés utdn — a VS mintdbdl végeztem.
A QUS mintavétel legkedvezdbb a terhesség 10-12. hete kozott. A vizsgdlat
3-4 napot vesz igénybe. Igy optimdlis esetben a terhesséq betdltott 12. hetéig
a leendd szUl8k megtudhatjék o magzat vizsgdlati eredményét. Rzutdn annak
ismeretében donthetnek arrél, hogy vallaljék—e tovabbra is a terhességet, vagy
eqgeészsequgyi okbdl meq kivanjak szakittatni. A VS vizsgélatdnak hatalmas
elénye a korébban kizarélagosan alkalmazott, amniocentezisbdl szérmazd
magzatvizsejtek vizsgdlatéval szemben éppen az, hogy mig a VS mintavétel a
terhesség 10-12. hete kordl végezhets, addig o magzatviz nyerésének kedvezd
id8pontja a 16-18. hét, igy a vizsgalat eredménye is hetekkel késébb lesz
csak ismertté a szilék eldtt. A terhesség késdbbi idSpontjdban elvégzett

terhességmeqgszakitds pedig az anydra nézve nagyobb veszélyekkel jér.

A vizsgdlatot minden esetben pdrhuzaomosan végeztem a Q/S-bdl
szarmazd DNS-bdl, és kozvetlendl a VS mintdbdl. A PCR eleqy ¢sszetétele
megegyezett a periférids  verbdl izolalt DNS-bdl  végzett PR elegy
osszetételével. Mind a DNS, mind a QVS kdzvetlen vizsgalatakor két parhuzamos
PCR elegyet allitottam 6ssze, igy egy magzati vizsgalat sordn négy pdrhuzamos

elemzés tortént.

Itt jegyzem meqg, hogy milyen nagy jelentésége van a chorionboholy minta
nagyon alapos és gondos megtisztitésdnak a mintavétel utén. Ha ugyanis a nem
megfeleld elkulonites kovetkeztében anyai sejtek kerilnek a chorion magzati
eredetd sejtjei kozé, és a polimerdz ldncreakcid az azokbdl szdrmazd DNS-t is

amplifikalja, az téves eredmény megdllapitdsdhoz vezethet.
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5.3.  G549X, G551D, R553X, N1303K MUTACIOK VIZSGALATA

€zeket a mutdcidkat azon betegek DNS mintdin vizsgbltam, aokik a
AF508 mutéciét equaltalén nem, vagy csak heterozigéta formaban hordoztdk.
A kimutatés ebben az esetben is a polimerdz ldncreakcion alopult, de ellentétben
o AF508 mutéciéval, ezekben a vizsgdlatokban nem kertlt sor a PCR termék
radioaktiv jeldlésére. A PCR termék 296 bp méretd volt a 11-es, és 300 bp
a 21-es exon esetében. Minden esetben tartalmazott legalébb eqy restrikcids
hasitéhelyet, amelyet vagy a mutécié alakitott ki (G551D), vagy ellenkezéleqg,
éppen eltintette azt (G542X, N1303K, R553X). A G542X mutdcid esetében
a PCR termék tartalmazott ezen kivil eqy BstN | restrikciés hasitéhelyet, amely
figgetlen volt a mutacié jelenlététdl, tehdt minden esetben megtalélhatéd volt.
€redmeényeképpen a mintdk emésztése sorén megjelent eqy dllandé, 101 bp
méretd fragment. A mutacid Kimutatdséra szolgdld restrikcids  hasitéhelyet
magdaval a polimerdz ldncreakcidhoz haszndlt oligonukleotid primerrel 'vittem be"
a DNS-be (helyspecifikus mutagenezis) (Haliassos és mtsai., 1989), és a mutdcid
jelenléte ezt a hasitdhelyet szintette meqg. Az eques mutdcidk Kimutatésdhoz

hasznalt restrikcids endonukledzokat a 4. tdblAzat tartalmazza.
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EXON MUTACIO | RESTRIKCIOS | PCR TERMEK KeLETKEeZO
ENZIM MERETE FRAGMENTUMOHR
(bp) MERETE (bp)
11 G542X BstN | 9296 1954101
nincs mutaciod BstN | 296 173+492+101
11 G551D Sau3A | 296 241455
nincs mutacid Sau3A | 296 296
11 R553X Hinc Il 296 9296
nincs mutacid Hinc Il 296 244459
21 N1303H BstN | 300 300
nincs mutacid BstN | 300 269+31
4. tablézat

A vizsgalt pontmutaciok
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Mivel a G542X, G551D és oz R553X mutécidk a 11-es exonban
egymaéshoz igen kozel helyezkednek el (10/a. dbra), kimutatdsuk kozés PCR-bEI
lehetséges. Az 50ul végtérfogatd PCR terméket héromfelé osztva a hdrom
kolonbozd restrikcids enzimmel emésztettem, majd a fragmentumokat 4%—os
agardz gélen valasztottam el. Az N1303K mutécié a 21-es exonban helyezkedik
el (10/b.Gbra). Himutatdsa egqy Ujabb PCR reakcid utdn torténd restrikcios

emesztéssel a masik hdrom mutdcidhoz hasonldan torténik.

A 7. 8 9. &brékon a G542X, az R553X és az N1303K mutdcidk
kimutatdsa lathatd sajét vizsgdlataim sorén betegeken és azok csalddtagjain.
A G542X mutacidé kimutatdsdt egy olyan csaléd vizsgdlati  eredményével
szemléltetem, ahol hérom csalédtag is hordozza a G542X mutéciét: a beteq, az
Qpa és az egeészséges testvér. A beteg ezen kivil az anyatdl kapott AF508
mutaciét is hordozza. Az egészséges testvér ezt nem oOrokolte, ezért & csak
hordozé, de maga nem beteq.
Az R553X mutaciéd kimutatdsat egy hattagy, négy gyermekes csaléd vizsgdlati
eredmeénye mutatja. Lathatd, hogy a betegen kivil a mutdcidét a hdrom
eqgészseqges testver kozUl kettd is hordozza, amelyet mindannyion az anyatol
orokoltek. Az apa a AF508 mutdcidt hordozza, amelyet csak a beteg drokolt, a
harmadik egészséqges testvér nem.
Az N1303K mutacié kimutatésa egy hdromtaqu csaléd vizsgalatébdl léthatd. Az
anya hordozza az N1303K mutéciédt, oz apdbdl ebben az esetben is a AF508

mutacid mutathatd Ki.
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AFS508 / G542X G542X /-

oX174

Hae lll

Op

Op

op

7. Gbra

G542X mutéciot hordozd beteg és csalddtagjainak mutacids vizsgdlata

195 bp

173 bp

101 bp
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RS553X /- AFS508/-

S I §

I |
e
[ | i i |
® O I O
AFS08 / RS53X RSS3X /- RS53X /- -/ -

dX174

Hae I

1353 &
1078
872
603

996 bp
081
971
944 bp
934 |
194
118 t
72 |

8. ébra

R553X mutaciét hordozd beteqg és csalddtagjainak mutdciods vizsgdlata
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N1303K /- AFS508 /-

AF508 / N1303K

o174

Hae Il

1353 bp—
1078 bp—
872 bp
603 bp |

300 bp

271 bp

934 bp
194 bp;

18 op/

72 bp

Q. dbra

N1303HK mutéciét hordozé beteq és csalédtagjainak mutacids vizsgalata



DNS szekvencia
mutacidk

primer F

DNS szekvencia

mutaciok

G542X

... TT GCA GAG AARA GAC AAT ATA GTT CTT GGA GAAR GGT

- JGA ..
TT GCA GAG ARAR GAC AART ATA GTT CCT

G551D R553X

GGA ATC ACA CGT AGT GGA GGT CAR CGA GCA AGAH ...

» GEL o JGH -

10/a. dbra

A G542X, G551D, R553X mutdciok elhelyezkedése a 11-es exonban

DNS szekvencia

mutacid

N1303H
.. GGA ARCA TTT AGA ARA ARC TTG GAT CCC TAT GAA ...
ARG ...

10/b. dbra

Az N1303K mutécié elhelyezkedése a 21-es exonban
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Munkédm sorédn mindazon betegek (klinikailog biztos és bizonytalan
diagndzisUak is) vizsgdlatat elvégeztem, okik equdltaldn nem, vagy csak
heterozigéta formaban hordoztdk a AF508 mutaciot. Azokban oz esetekben, ahol
a beteg DNS mintdjéban valomelyik mutacidt megtaldltom, lehetéséq szerint
elvégeztem a szUl6k, illetve o testvér(ek) vizsgdlatét is o hordozdi stdtusz
megdllapitdsa celjgbdl. Mivel a csaldédtagok nem minden esetben voltak
elérhetdek, illetve nem kivantak részt venni a vizsgdlatban, o kiterjesztett

csalddvizsgdlat nem mindig tértént meq.
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a8 VIZSGALATI EREDMENYER

6.1. AF508 MUTACO

Az 5. tdblézat adatai szerint a 214 biztos diagndzist betegbdl 89
hordozta o AF508 mutéciét homozigéta formdban. €z o leggyakrabban
eléforduld, és egyben a homozigdta allapotban legsulyosabb Klinikai tinetekkel
jaré mutécid. A 44, a AF508 mutdciét heterozigdta formdban hordozd beteg
eqy része szinten sulyosan beteqg, masik részikben azonban a betegség sokkal
enyhébb formaban nyilvénul meg, de a diagndzis azért kétségtelen. Feltehetden
az azonositatlon masik mutacid kulonbdzdsége okozza ezt a jelentds eltérést.
Ugyanez mondhatd el a AF508 mutaciot equdltalén nem hordozd 81 betegrdl is.
A klinikai tinetek sulyossdga meglehetdsen kilonbdzd oz eques esetekben,
amely feltehetdleg 6sszefigg a hordozott mutécidk tipusdval. Az 52 bizonytalan
diagndzisu beteg kozll hatban lehetett a AF508 mutacidt heterozigdta forméban
azonositani, a tbbbi 46 beteq esetében ez a vizsgdlat nem vezetett eredményre.
€z azonban nem zdrja ki annak lehetéségét, hogy ezek a betegek valdban

CF betegek, csak rendkivil enyhe klinikai tineteket okozd mutdcidkat hordoznak.

A AF508 mutacidt homozigdta formdban hordozd betegek szileiben
eqgyetlen eset kivételével sikertlt azonositani heterozigdéta formaban a mutdciot.
€bben az eqy esetben kétféle magyardzat lehetséges. Az equik az, hogy oz
anyatol orokolt AF508 mutacid mellé szerencsétlen mdédon a beteg maésik hetes
kromoszémajan Uj AF508 mutdcid keletkezett. A mésik lehetéséq az, hogy nem a

bioldgiai apdt vizsgaltam.
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A AF508 mutaciot homozigdta forméban hordozd betegek egészséges
testvérei kozott a mendeli 6roklédés szabadlyai szerint a hordozoék : nem hordozdk
arénya 2 : 1. Vizsgdlataim szerint ez oz ardny 22 : 14. €z oz érték megkdzelitéleg
megfelel az elméleti megoszldsnak. A AF508 mutéciét heterozigdta formdaban
hordoz6 betegek testvérei kozott az eléz8 megfontolds alapjén a AF508 mutacid
hordozdsanak illetve nem hordozdsénak az ardnya elméleti érték szerint 1 : 2.

Az altalom vizsqadlt testvérek korében ez oz adat 9 : 16. (6.téblézat)

56



A meqvizsqalt betegek szdma

266
biztos diagnoézisu bizonytalan diagndzisu
214 59
AF508 AF508 nd AF508 AF508 nd
AF508 nd nd AF508 nd nd
89 44 81 - 6 46
5. tablézat

AF508 mutacio vizsgdlata betegekben

57



A meqvizsgdlt testvérek szdma

61
AF508 / AF508 beteqg testvére AF508 / nd beteq testvére
36 25
hordozd nem hordozd hordozd nem hordoz6
29 14 Q 16
6. tébldzat

AF508 mutacio vizsgdlata a betegek egészséges testvéreiben




AF508 / AF508 betegek meqvizsgalt mésodfokl rokonainak széma

15

hordozd nem hordozd

7. thbldzat

AF508 mutacié vizsgdlata a betegek mésodfoky rokonaiban
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A 7. tabldzat adataibdl lathatd, hogy milyen nagy jelentéséql lenne nem
csok a betegek legkdzelebbi hozzatartozéinak vizsgdlata, hanem a tévolabbi
rokonok ellendrzése is a mutdcid hordozdsdnak szempontjabdl. Mivel a vizsgdlat
rendkivil koltségigenyes, népesséqgi szintd szlrésre nincs méd, gy oz eques
csalddokbon  csak o  masodik  beteg gyermek megszUletését  tudjuk
megakadalyozni. A hordozd testvérek és tdvolabbi rokonok dltal alopitott U
csalddokban azonban ezen vizsgalat segitségével mar oz elsé betegnek sem kell

megszUletnie.

Az 5. tabldzat adatai alopjén megdllapithatdé o AF508 mutdcid
gyakoriséga Magyarorszdgon. A bizonytalan diagndzist betegek meglehetbsen
nagy széma miatt egyértelmd, pontos érték megadasara nem vallalkozhatok, de
viszonylag sz0k értékhatarok kozé tudom azt szoritoni. Ha csok azokat o
betegeket vesszik figyelembe, akiknek a diagndzisa a klinikai tuneteik alapjén
biztos, valomint azokat, akik ugyan csak enyhe klinikai tinetekkel rendelkeznek,
de a AF508 mutéciot heterozigéta formoban hordozzdk, és kiszamoljuk ezek
osszes (F kromoszoémaira vonatkoztotva o  AF508 mutdcid  gyakorisGgat,
52%—ot kapunk. Hiszémolva ugyanezt a gyakorisdgi értéket az dsszes beteget
figyelembe véve, ez az adat 43%. (8.tdbldzat) €z tehdt a két hatérérték, amely
kozott a CF kromoszémdkra vonatkozd  valddi  AFS08  mutdcios guakorisag
elhelyezkedik. A AF508 mutécid a biztos diagndzist CF betegek 63 %—aban van
jelen, mégpedig oly médon, hogy a AF508 mutéciét homozigéta formdban
hordozd betegek ardnya az 6sszes klinikailog biztos diagnézist beteg (+ a
klinikailog bizonytalan diagnézist betegek kozil ozok, akik a AF508 mutaciot
heterozigdta formaban hordozzdk) kozott 40%, a heterozigotdké, akik masik
hetes kromoszémajukon a CF valomelyik masik mutaciojat hordozzak, 23%, mig

azoké, akik equdltaldn nem hordozzdk o AF508 mutaciot, 37%. Ugyanezeket a
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gyakoriségi adatokat a telies betegszdmra vonatkoztatva, a AF508 mutaciot
homozigéta forméban hordozék guakoriséga 33%, a heterozigétdké 19%, a

AF508 mutaciot nem hordozéké pedig 48%. (9.tablézat).
€zek az dltalom szédmitott gyakorisdgi adatok megfelelnek kdzép—eurdpai

elhelyezkedésinknek, és 6sszhangban vannak a kérnyezetinkben elhelyezkeds

népeknek a AF508 mutacié gyakorisdgara vonatkozd adataival.
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A CF kromoszédmdak széma

biztos diagndzisu CF betegek

kromoszomainak széma

bizonytalan diagndézisu CF betegek

kromoszomainak sz&éma

428

104

AF508 mutAciot AF508 mutaciot

hordozd nem hordozd

AF508 mutaciét AF508 mutaciot

hordozd nem hordozd

178+44 44+162

AF508 mutaciot hordozd kromoszémak gyakorisdga a

biztosan CF kromoszdmak kdzott

52%

AF508 mutaciét hordozd kromoszémak gyakoriséga az dsszes beteq

kromoszomai kozott

8. tablazat



Az &sszes beteq széma

266
biztos diagnézisu bizonytalan diagndzisu
214 592
AF508 nd AF508 AF508 nd
AF508 nd nd nd nd
89 81 44 6 46
Guyakorisdguk a biztos diagndzisu CF betegek kozott
40% 37% 23%
Guyakorisdgquk az 6sszes beteq kozott
33% 48% 19%
9. tabldzat

63



6.2.  PRAENATAUS DIRGNOSZTIKA

Az elvégzett praenatalis diagnosztikai vizsgdlatok eredményét, a sziI8k
genotipusat a 10. tablézat tartalmazza. Lathatd, hogy oz elvégzett 15 magzati
vizsgalat kozOl hdrom esetben diagnosztizdltom beteg magzatot. Az eqyik
hdzaspdr a vizsgdlat eredménye alapjén megszakittatott terhesség utdn azdta
Ujabb terhesseéqgre vallalkozott. A mésodik terhességben elvégzett Uj vizsgalat azt
mutatta, hogy ebben oz esetben a AF508 mutaciot nem hordozd magzat fejlédik,
gy a sz0l8k nyugodtan vallalhatjgk ennek a gyermeknek a megsziletését.
A 11.ésa 12. dbrékon e csalédban a ket kilonbodzd terhessegbdl elvégzett
praenatalis diagnosztikai vizsgalat eredménye lathatd. A masik hdzasparnal
elézéleg eqy kordbbi terhesség sordn mar tértént praenatalis diagnosztikai
vizsgdlat, amelynek eredménye alapjén megsziletett oz egészséges gyermek. A
masodik, beteqg gyermek megsziletését 8k sem kivantdk, ezért ez a terhesséq is
abortusszal végzddott. A harmadik csalddban az elsé gyermek néhany hénapos
koradban halt meg anélkil, hogy ndla mutdcids vizsgdlat térténhetett volna. €zutdn
sziletett két eqészséges guermek praenatalis diagnosztikai vizsgalat nélkul.
A sz0l8k és oz egészséges gyermekek vizsgdlata kimutatta, hogy a meghalt
gyermek feltehetdleg homozigéta formdban hordozta a AF508 mutaciét. A
neqyedik terhesséq sordn mar keérték a praenatalis vizsgdlat elvégzését, amely
eredménye szerint ez o magzat ismét homozigdta forméban hordozta a AF508

mutaciot, tehdt beteg volt. A sz0I8k ezt a terhességet megszakittattdk.

A 10. tablézat utolsd két sordban lathatd csaldédokban a két szuld két
kilonbozd azonositott mutaciot hordoz. Kozulok oz equik csaldd AFS08, illetve
G542X mutdciéra vonatkozd vizsgalati eredményét mutatja a 13/a. és a 13/b.

abra. A beteg gyermek genotipusa AFS08 / G542X. Az apa hordozza a AF508,
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az anya o G542X mutacidt. Az egészseges testvér heterozigéta forméban
hordozza a G542X mutdciét. A chorionboholybdl izoldlt magzati DNS  minta

vizsgdlatdnak eredménye szerint o magzat nem hordozza eqyik mutécidt sem.

A 10. tébldzatbdl lathatd, hogy hdrom olyan esetben is végeztem
praenatalis vizsgdlatot, ahol csak oz equik sz0l mutdcidja volt ismert, ennek
ellenére a szilék igenyeltek a vizsgdlat elvégzeset. €zekben oz esetekben a
vizsgalat eredménye csak részben informativ, mivel csak akkor zarhatd ki a
magzat betegsége, ha az nem hordozza o AF508 mutéciot. Az dltalom vizsgdlt
harom hdézaspar esetében szerencsésen zarult a vizsgalat, mert a magzat eqyik
esetben sem hordozta a AF508 mutdcidt. €z azt jelenti, hogy a magzat attdl a
szOI6t8l, aki oz ismeretlen mutdcidt hordozza, o6rokodlhette ozt. Jelenleqgi
lehetdsegeink szerint ennek kimutatdsara nincs médunk. Mivel azonban a AF508
mutaciot nem orokolte, legfeljebb hordozd lehet a cisztikus fibrézis szempontjdbdl.
(Természetesen nem zarhatd ki az U) mutdcid kialokuldsanak a lehetésége sem,
de ez nem noveli a kockdzatot olyan mértékben, hogy oz indokolnd a terhesség
meqgszakitdsat.) Amennyiben o magzat diogndzisa oz lett volna, hogy
heterozigéta formaban hordozza a AF508 mutéciét, csak annyiban jutottam volna
kozelebb a probléma megolddséhoz, hogy a beteg gyermek sziletésének

klasszikus mendeli 25%—o0s kockdzata 50 %—-ra emelkedett volna.

A 12 praenatalisan vizsgalt és megtartott magzat kézul eddig hét sziletett
meq. Rajtuk elvégeztem a periférids vérbdl mutécid kimutatdsara irdnyuld kontroll
vizsgalatot, amely minden esetben megegyezett o magzati  vizsgdlat

eredmeényével.
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apa anya magzat szUletés utan
véqgzett vizsq.
AF508 / — nd /- AF508 kiz&rva AF508 Kizarva
AF508 / — AF508 / — o f = i ff
nd /- AF508 / — AF508 kizérva AF508 Kizarva
AF508 / - AF508 / - - = .
AF508 / AF508**
AF508 / - AF508 / - AF508 / AF508**
e s e
AF508 / — AF508 / — AF508 / — AF508 / —
AF508 / - AF508 / — —f = - f
AF508 / — AF508 / — o .
AF508 / — nd /- AF508 kizarva i
AF508 / — AF508 / - AF508 / — #
AF508 / — AF508 / — AF508 / AF508**
G549X / - AF508 / — G549X [ — *
AF508 / - G549/ - o *
* meg nem szlletett meq
g meqgszakitott terhesséq
10. téblazat

Az elvégzett praenatalis vizsgalatok
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AF508 / - AF508 / -

AF508 / AF508

\
\

08 bp

- -
*9Q9 e

11. ébra
Praenatalis diagnosztikai vizsgalattal detektalt beteg magzat

A magzat homozigdta formaban hordozza a AF508 mutaciot
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AFS08 /- AF508 /-

. 98 bp
I 95 bp

12. ébra
Praenatalis diagnosztikai vizsgdlattal detektalt egészséges magzat

A magzat nem hordozza a AF508 mutaciot
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G542X /- AF508 /-

@ 1

AF508 / G542X G542X / - ==

® = ‘ .\\QSDp

13/a. Gbra

A AF508 mutacié kimutatdsa

— 195 bp

173 bp

13/b. dbra

G542X mutacid kimutatdsa
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6.3,  G549X, G551D, R553X, N1303K MUTACIOK

Osszesen 177 beteq vizsgélotéé végeztem el a négy pontmutécio
azonositdsa celjgbdl. 7 esetben taldltam G542X mutacior, kozuluk 5 beteg masik
mutacidja AF508 volt, a tdbbieké tovabbra is ismeretlen. A 4 azonositott R553X
mutaciot hordozd beteg kdzil 3 hordozta mdésik mutacidként a AF508 mutdciot.
Az N1303K mutaciot 2 beteg hordozta. Kozuluk oz equik esetben azonositottam
a AF508 mutaciot masik mutacioként. Az elvégzett vizsgdlatok szémat, oz
azonositott mutacidkat, és oz eques mutécidkat hordozd kromoszémdaknak oz
Osszes, AF508 mutdciét nem hordozd CF  kromoszémdkra vonatkoztatott
gyakorisdgat mutatjo be a 11. és a 12. tablazat.

Mivel ebben oz esetben a teljes betegszém oz 6sszes betegre vonatkozik,
tehdt a bizonytalan diagndzistokat is magdban foglalja, a kiszémolt gyakorisagi

ertékek az alsé hatart jelentik, a valddi adatok ennél némileg magasabbak.

Emlitésre érdemes, hogy az equik G542X mutdciét heterozigéta formaban
olyan betegben azonositottam, akinek a diogndzisa a klinikai tinetek alapjan
kétséges volt. A beteg masik mutdcidja tovébbra is ismeretlen maradt, de a
cisztikus fibrézis diagnézisat oz enyhe klinikai tinetek és az azonositott mutécid

egyuttesen mar jobban megerdsitik.
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A pontmutacidkra vizsgalt betegek széma
177
549X G551D R553X N1303H
P 0 4 Q
11. téblézat

A pontmutacidkat hordozd kromoszémak gyakorisbga az 6sszes, AF508

mutacidt nem hordozd CF kromoszéma kozott

G549X G551D R553X N1303H

2% - 1.1% 0.6%

19. tablazat
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7. MEGBESZELES

A cisztikus fibrézist okozd leggyakoribb mutécié a AF508 mutécié, amely
nehany kivétellel minden eddig vizsgdlt populécidban sokszorosan gyakoribb,
mint barmely maésik a meglehetésen nagy szédmu CF mutdcid kozol. Eurdpai
populacidkban vald gyakoriségi vizsgdlatai alapjan jellegzetes, észak—déli irdnyt
gquakorisag csokkenés figyelhetd meq, melynek szélsé értékeit Danidban, illetve
Torokorszagban dllopitottdk meg (88%, 30%). Varhatéan, foldrajzi helyzetinknek
megfelelen, a magyarorszdgi CF betegekben a AF508 mutécié gyakorisdga is
atmenetet képez a ket szélsé értéek kozott. Mindeddig azonban megfelelben
nogy szdmu adat nem a&llt rendelkezésre ohhoz, hogy Magyarorszdgon is
meqgdllapithatd legyen ez a gyakorisdgi érték. Munkdm sordn 266 beteg
esetében végeztem el a AF508 mutéciéd kimutatdsdra szolgald DNS vizsgdlatot,
¢és a kapott eredményekbdl 63%—os guakoriségot szémitottam ki a biztos
diagnézist  betegekben o AF508 mutdcidra nézve, mégpedig olyan
megoszldsban, hogy a betegek 40%—-a homozigéta forméban hordozza a AF508
mutaciot, 23%—a pedig heterozigétaként. A teljes betegszdmra vonatkoztatva a
AF508 mutécid guakorisdga 52% (33% + 19%). A CF kromoszomak kozott
hasonlé meggondoldssal 52%, illetve 43%-os gyakorisdgi  hatdrértékeket
Gllopitottam meg a AF508 mutéciéra vonatkozdan. Statisztikailog feltételezhets,
hogy a bizonytalan diagnézistiak eqy része valdban CF beteg, masik részik
azonban nem az. €nnek megfelelden a valddi mutdcids gyakorisdg e két
hatérérték kozott helyezkedik el. €zek oz adatok ¢sszhangban vannak kozép-—
eurépai elhelyezkedésinkkel, és beleillenek a kérnyezd orszadgok altal kozolt
gyakoriségi adatok kozé. €zen érték meghatérozdsdval olyan hidnyt pdtoltam,

amely oz eurdpai orszdgok kozol maér szinte mindequikben ismert volt,
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Magyarorszégon azonban még nem. €ddig a sajét anyagomhoz hasonlé magas

esetszému vizsgalatot Magyarorszagrél nem kozoltek.

A jov8 megolddsra vard feladatai kézé tartozik annak a létszdlagos
ellentmondésnak a feloldésa, hogy a 20-25 év kordli  korosztélyban
meglehetésen magas szémban vannak olyanok, akik egészen enyhe Klinikai
tUneteket mutatnak. A mutdcid analizis ugyanakkor ozt igozolta, hogy oz
Gltaléban legsulyosabb klinikai képpel jaré AF508 mutaciét homozigéta formaban
hordozzék. Taldn eqy masik mutécid all a hétérben, amely valomiképpen

kompenzaljo a AF508 mutacié hatésat, de ez equeldre csak elméleti feltételezés.

A négy — a kozlemények alopjén a AF508 mutacid utdni leggyakoribb
mutaciok kozott levd — pontmutdcid vizsgdlatdval megdllopitottam, hogy azok
gyakorisdga nem tér el szignifikdnsan az irodalombdl megismert adatokhoz
kepest, vagyis gyakorisdguk nem éri el még az ot szdzaléekot sem. €z azt jelenti,
hogy ezek kozott a mutdciok kozott nincs olyan, amely a magyar populdciéra
jellemz8 lenne, oz d&tlagosndl nagyobb gyakorisdgéval kitlnne a kornyezd
orszdgok kozul. A vizsgalatot minden olyan CF beteg DNS mintéjabdl elvégeztem,
aki eqyualtalén nem, vagy csak heterozigdta formaban hordozta o AF508 mutaciot.
€z Osszesen 177 vizsgdlatot jelent mind a négy mutécidra nézve, omelyek
eredmeényébdl kiszamithatdk oz eques mutécidk gyakorisdgi adatai a magyar
populacidban. A 7 azonositott G542X mutdciéd igy 2%—os, a 4 R553X mutdcid
1,1%-0s, a 2 betegben kimutatott N1303K mutacié pedig 0,6%—os gyakorisagi
érteket jelent. G551D mutéciot az dltalom vizsgdélt betegek eqyikében sem

sikerult azonositani.
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A mutacidelemzésen alopuld praenatalis  diagnosztikai  vizsgdlatok
alopfeltétele a sz0l8k mutdcidinak ismerete. Amennyiben mindkét sz0I8 mutdcidja
azonositott, nagy biztonséggal dllopithatjuk meg, hogy a magzat beteg vagy
egeészseges—e. Ha azonban oz equik szUl6 mutdcidja nem ismert, a magzati
diagnosztikai vizsgalat csak részben ad informativ eredményt. Abban az esetben
ugyanis, ha a magzat nem hordozza oz equik szil8ben azonositott mutacidt, akkor
allithatjuk, hogy nem lesz beteqg, de arra vonatkozéan nem tudunk informacidt
adni, hogy hordozéja lesz—e a masik szUlE mutécidjdnak. Ha viszont o magzatban
megtalalhatd oz azonositott mutécio, akkor 50-50% eséllyel lesz a gyermek
beteq, illetve egészséges hordozd. A mutdcid analizis ebben oz esetben nem
alkalmas diagndzis feldllitdsdra a magzatra vonatkozdéan. 15 esetben végeztem
praenatalis diagnosztikai vizsgdlatot. Két hdzaspdr vette igénybe kétszer a
magzati vizsgdélat lehetdségét. Az equik hdzaspdr esetében az elsd proenatalis
vizsgdlat eredménye szerint a magzat homozigéta forméban hordozta a AF508
mutéciot. A sz0l8k a diagnodzis ismeretében ezt a terhességet megszakittattdk.
Az Ujobb terhességben ismét igénybe vették o praenatalis diagnosztikai
vizsgdlatot, és az Ujabb elemzés eredménye szerint ez a magzat equdéltaldn nem
hordozta a AF508 mutaciét még heterozigéta formaban sem. A masik hdzaspdr
elsd gyermeke egészségesnek bizonyult, o mdsodik terhességben azonban a
AF508 mutaciét homozigdta formdban hordozd beteg magzat fejlddott, akinek
megsziletését a szulék a vizsgdlat eredménye alapjon nem vallaltak. €zen kivil
meég eqy harmadik csalddban taléltam beteg magzatot. €zt a terhességet a
sz0I8k szintén megszakittattdk. A tobbi csaldd mindeguikében CF szempontjébdl
egeészseges magzatot diagnosztizaltam, igy a szulék ezen terhességek folytatdsat
vallaltdk. Hét gyermek szlletett meq a vizsgdlatok elkezdése oéta. Az elvégzett
sziletés utdni kontroll vizsgdlat eredménye minden esetben megequezett a

praenatalis diagnosztikai vizsgalat eredményével.
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A betegek egészséges testvéreinek, valamint a mdasod—, illetve
tobbedfoky rokonok heterozigdta szlrésének is oridsi jelentdsége van.
A heterozigdtasdg tényének megdllopitdsa esetén ugyanis oz atlagos 1/2500
szlletesi kockdzathoz képest az 8 hdzassagukban 1/100 a valdszinisége annak,
hogy a sziletendd gyermek CF beteg lesz. Ha azonban annak ismeretében, hogy
veszi a mutdcios vizsgalatot, ez a kockdzat oz esetek eqy részében jelentdsen
csokkenthetd. Ha ugyanis a leendd tarsban is azonosithatd valamelyik
CF mutacio, akkor a bekovetkezd terhesség esetén praenatalis diagnosztikai
vizsgdélattal mér az elsd beteg magzat is detektdlhatd, és a szil8k dontése
alapjédn a terhesség megszakithaté. Ha a leendd hdzastérsban nem sikerdl
CF mutacidt ozonositani, akkor is elvégezhetd o magzati vizsgdlat, de ilyen
esetben csak részben ad informativ eredményt. Ha a magzatbdl kimutathatd az a
mutacio, amelyre a CF hordozd hdzastars heterozigdta, akkor a magzat 1/50
es¢llyel lesz CF beteqg. Amennyiben viszont oz adott mutdcid kizarhatd a
magzatbdl, akkor mondhatjuk, hogy o magzat nem lesz CF beteg, de nem

zarhatjuk ki a heterozigdta hordozdsdg lehetdségét.

A  kozvetlen mutdcid analizis haszndlhatdsdgat  dsszehasonlitva  a
haplotipus analizis (RFLP vizsgalat) hasznélhatésdgdéval, lathatd, hogy azokban
az esetekben, amikor a beteq vizsgdlati anyaga (DNS / vérminta) mér nem a&ll
a rendelkezésinkre, o mutdcid elemzés oz eqyetlen lehetséges vizsgalati méd.
Mivel ebben az esetben kozvetlenil a mutdcidt mutatjuk ki, o vizsgdélat
kivitelezéséhez elegendd a szoldk DNS mintdja. Az RFLP vizsgdlat nem magat
a mutéciét mutatja ki kdzvetlendl, hanem a mutdcionak a kapcsoltsdgdt haszndlja
ki az equebkent normdlis, betegséget nem okozd, minden emberben meglévd

DNS polimorfizmus egyes formaival. €z azonban csak abban oz esetben vezethet
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eredményre, ha a csaldd kilénbdzd tagjaiban ez a polimorfizmus megtaldlhatd,
és informativ. €bbdI koévetkez&en a vzsgalat elvégzésének alopfeltétele az, hogy
a beteg ¢s mindkét sz0l6 DNS mintdja rendelkezésre dlljon, hiszen eredményt
csok  ezen mintdk pdrhuzamos vizsgdlatdnak értékelése adhat. €z a CF
csalddokndl — sajnos — a beteg gyermek kordbbi elvesztése miatt gyakran nem
valésithatd meq.

Ugyanakkor vizsgdlataim szerint oz esetek 37%—Aban a betegekbdl equik CF
mutaciot sem sikerdlt kimutatni. A lehetséges mutaciok rendkivil nagy széma miatt
teljes mutdcid elemzésre nem szdmithatunk, gy ezeknél a betegeknél jelen
lehetéségeink szerint egyetlen vizsgdalati mdéd az indirekt haplotipus analizis
marad. Hasonléan, praenatalis diagnosztikai vizsgalat abban oz esetben, amikor
mindkét sz0l8 mutdcidja azonositatlan, vagy csok oz eqyiké, de a magzat
hordozza azt, csak indirekt Uton, haplotipus elemzéssel végezhetd el, amennyiben
a csalédd informativ valamelyik DNS markerre, és a beteg gyermek DNS mintéja

elérhetd.

Természetesen a cisztikus fibrézis végleges lekizdéséig, a génterdpia
bevezetéséig még rengeteq feladat &l elsttink. Ujabb, oz eddiginél gyorsabb
modszerek bevezetésével még tobb mutdcid kimutatdsa valik egyetlen vizsgdlat
vegrehajtasaval lehetévé  (Cuppens és mtsai., 1992). €z lehetdséget ad arra,
hogy a betegek minél nagyobb részénél teljessé tequik a mutacids diagnosztikai
vizsgdlatot, és ennek seqitségével equre tobb csalddnak biztosithassuk az

egészseges gyermek vallaldsdnok megnyugtatd érzését.
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