


318

2nd Department of
Pathology, Kagawa
Medical School, 1750-
1 Miki-cho, Kita-gun,
761-07 Kagawa, Japan
R Sepp

H Uda

H Sakamoto

2nd Department of
Surgery
I Szabo

Correspondence to:
H Sakamoto

Accepted for publication
3 November 1993

J Clin Pathol 1994;47:318-323

Rapid techniques for DNA extraction from
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Abstract

Aims—To evaluate the ability of four
rapid DNA extraction methods to provide
DNA for the polymerase chain reaction
(PCR) from routinely fixed, paraffin wax
embedded archival tissues.
Methods—Eighteen blocks of various tis-
sues, 18 blocks of cervical cancer speci-
mens, and nine blocks of B cell
lymphomas were investigated. Both nor-
mal and biopsy specimen sized tissues
were studied. DNA was extracted using
four methods: boiling for 20 minutes in
distilled water; boiling for 20 minutes in
5% Chelex-100 resin solution; 3-hour
proteinase K digestion; and 3-hour pro-
teinase K digestion, followed by boiling in
5% Chelex-100. Different exons of the p53
gene, human papillomavirus type 16
(HPV 16) sequence, and immunoglobulin
heavy chain (IgH) gene rearrangement
were amplified from the extracts.
Results—The Chelex boiling, proteinase
K digestion, and proteinase K digestion-
Chelex boiling methods produced DNA
suitable for amplification in all of the 45
samples. Boiling in water yielded insuffi-
cient template for the PCR in three of the
45 cases (7%), and in six of 42 positive
cases (14%) much fainter bands were
observed, mostly when the processed
material was either biopsy specimen
sized or a B cell lymphoma sample.
Fragments of the p53 gene were success-
fully amplified up to 408 base pairs in
water boiled extracts, up to 647 in Chelex
boiled preparates, and up to 984 in pro-
teinase K digested and proteinase K
digested-Chelex boiled samples, although
with decreased sensitivity in the last case.
All of the templates were reusable after 3
months of storage at —20°C.
Conclusions—Chelex boiling, proteinase
K digestion, and proteinase K digestion
followed by Chelex boiling produce suit-
able templates for the PCR from a large
variety of paraffin wax embedded tissues.
As the simple 20 minute boiling method
in 5% Chelex-100 solution requires mini-
mal manipulation and time, it could be
useful, especially in the routine process-
ing of large amounts of material.

(¥ Clin Pathol 1994;47:318-323)

The polymerase chain reaction (PCR) is a

method for the in vitro amplification of

specific nucleic acid sequences.! The technol-
ogy provides a powerful means for the rapid
detection of infections, particularly those by
viral pathogens,’” of gene rearrangements in
lymphoproliferative disorders,®” and of inher-
ited diseases.® Furthermore, the technique can
serve as an initial step for PCR based investi-
gations.

An attractive feature of PCR is that, unlike
other molecular biological procedures, high
molecular weight DNA is not required for
successful amplification. As minute quantities
of degraded DNA can also serve as the sub-
strate for the reaction, the method is ideally
suited to a template extracted from formalin
fixed, paraffin wax embedded archival mater-
ial. The combined advantages of exquisite
sensitivity and the ability to use routinely
processed materials allow large scale, retro-
spective studies to be carried out.

The most widespread protocols for DNA
extraction from formalin fixed, paraffin
embedded tissues utilise shorter or longer
proteolytic treatment—ranging from three
hours to several days—with or without addi-
tional organic solvent purification and ethanol
precipitation.”'> An alternative procedure for
tissue processing for PCR involves lysing cells
by boiling in distilled water’!*!> or in a solu-
tion containing a chelating resin.*>!® Other
methods such as sodium dodecyl sulphate
(SDS) incubation'?'* or sonication!” have also
been described.

For the large scale, routine processing of
archival material, DNA extraction should be
simple and rapid, with no influence on the
success of the PCR. Moreover, as few steps as
possible should be involved to minimise the
possibility of contamination. The laborious
and hazardous phenol-chloroform extraction
should be particularly avoided.

Previous reports have focused mainly on
quantitative issues comparing DNA obtained
from fresh or fixed tissues,’'?'” and have
examined applicable methods separately'* ' or
have compared them in the amplification of
only a few similar target sequences.*!?

We performed a qualitative study, compar-
ing several reported rapid DNA extraction
procedures which take less than 4 hours. The
ability of these methods to provide DNA suit-
able for the PCR was investigated. For a more
precise comparison, various sets of primers
were chosen to amplify a single copy human
gene, a viral sequence, and a rearranged
immunoglobulin gene. Several practical
aspects of the PCR were also examined, tak-
ing into consideration the size of the
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processed tissue, previous dewaxing, target
sequence length, and the reuse of extracts.

Methods

Blocks of formalin fixed, paraffin wax embed-
ded archival tissues were selected from the
files of the Department of Pathology, Kagawa
Medical School, Japan. Normal sized (average
surface dimensions 16 X 18 mm) and biopsy
specimen sized (average surface dimensions
1-7 x 2 mm) tissue samples were collected and
divided into the following groups:

(1) Twelve blocks of normal sized and six
blocks of biopsy specimen sized material, ran-
domly chosen from various tissues; they rep-
resented neoplastic, inflammatory, or
hyperplastic processes of the skin, soft tissue,
tonsils, oesophagus, duodenum, colon, pan-
creas, lung, kidney, wurinary bladder,
meninges, ovary, cervix, normal placenta, and
endometrium

(2) twelve blocks of normal sized cervical
cancer samples and an additional six blocks
of cervical biopsy specimens (diagnosed
as cancer or severe dysplasia), known to har-
bour human papilloma virus type 16 (HPV
16) DNA by the authors’ previous PCR
assays

(3) six blocks of normal sized non-Hodgkin’s
B cell lymphoma samples (B-NHL) and an
additional three blocks of B-NHL biopsy
specimens, known to have detectable
immunoglobulin heavy chain (IgH) gene
rearrangement according to the authors’ pre-
vious PCR results.

The material was processed between 1988
and 1993. Fixation was in neutral formalin,
and the fixation time varied from 24 to 48
hours. Processing was done by standard
methods: dehydration in graded alcohols;
clearing in xylene; and embedding in paraffin
wax.

DNA EXTRACTION

From normal sized tissues a single 5 um sec-
tion (average collected volume 1-44 mm?®) and
from biopsy specimen sized tissues a single
10 um section (average collected volume
0-034 mm?) were cut and processed according
to the following four methods (Methods
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Method A

The section was resuspended in 100 ul dis-
tilled water (50 ul for biopsy specimen sized
material), with or without pretreatment, and
was boiled for 20 minutes (modified from the
method of Lench et al'®). Pretreatment, if per-
formed, consisted of dewaxing by two washes
in xylene at 60°C for 20 minutes, rehydration
in absolute ethanol, and desiccation.

Method B

This was similar to Method A, but the section
was resuspended in 5% Chelex-100 resin
solution (Bio Rad Laboratories, Hercules,
California, USA) and was boiled for 20 min-
utes: s

Method C

After dewaxing and rehydration, the tissue
section was resuspended in 100 ul (50 ul for
biopsy specimen sized material) of digestion
buffer (50 mM KC], 1-5 mM MgCl,, 10 mM
TRIS-HCI, 0-5% TWEEN 20, pH 9 at 25°C)
containing 200 pxg/ml proteinase K (Merck,
Darmstadt, Germany) and was incubated at
55°C for 3 hours (or at 37°C overnight)."
The proteinase K was inactivated by boiling
for eight minutes.

Method D

This was similar to Method C, but after diges-
tion Chelex-100 was added to a final concen-
tration of 5%, and the mixture was boiled for
eight minutes (modified from the method of
Gill et al®).

After boiling, all the tubes were chilled on
ice, and were centrifuged for five minutes at
18 000 % g. An aliquot of 5 ul of the super-
natant (10 ul for biopsy specimen sized tissue)
was used as the template.

OLIGONUCLEOTIDE PRIMERS

The sequences, target regions, and other
characteristics of the primers are shown in
table 1. Three types of primer set were used:
one for different exons of the p53 gene as a
normal single copy human gene, on the ran-
domly chosen tissues; a second type for the
open reading frame region E6 of HPV 16 on
cervical samples; and a third type for IgH
gene rearrangement on B cell lymphomas.

A-D). Oligonucleotides were synthesised on a
Table 1 Oligonucleotide primers used in the study
Size of PCR
product
Primer Sequence (5'-3') Target region (base pairs) Source
E81 CCTATCCTGAGTAGTGGTAATCTAC p33 gene, exon 8 166 Miller et al®
E82 GTCCTGCTTGCTTACCTCGCTTAGT
E71 CTCCTAGGTTGGCTCTGACTGT p353 gene, exon 7 131
E72 CAAGTGGCTCCTGACCTGGA
E61 CACTGATTGCTCTTAGGTCTGGC P53 gene, exon 6 144
E62 AGTTGCAAACCAGACCTCAGGCG
E51 TTCCTCTTCCTGCAGTAC p53 gene, exon 5 214
E52 GCCCCAGCTGCTCACCATCG
E41 AAAACCTACCAGGGCAGCTAC P53 gene, exon 4 99
E42 CTCAGGGCAACTGACCGTG
H1 ATTAGTGAGTATAGACATTA HPV 16, ORF E6 110 Shibata et al?
H2 GGCTTTTGACAGTTAATACA
Fr3A ACACGGC(C/T) (G/C) TGTATTACTGT IgH gene, V region 80-120 Wan ez al®
LJH TGAGGAGACGGTGACC IgH gene, ] region —_
VLJH GTGACCAGGGT(A/G/C/T)CCTTGGCCCCAG

ORF = open reading frame; V region = variable region; J region = joining region
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Table 2

are posiive cases/total cases)

Cyclone Plus automated DNA synthesiser
(Millipore, Bedford, Massachusetts, USA).

PCR

The PCR was carried out in a Perkin Elmer
Cetus Thermal Cycler (Perkin-Elmer,
Norwalk, Connecticut, USA). The reaction
mixture (in 50l or 25 ul total volume)
contained 10-20 pmol of primers, 1 X PCR
buffer (50 mM KCIl, 10 mM TRIS-HCI,
3 mM MgCl,, pH 9 at 25°C), 0-2 mM each
of dATP, dCTP, dGTP, and dTTP, 0-625-
1-25U of Taq polymerase (Pharmacia
Biotech, Milwaukee, Wisconsin, USA), and
the template. The reaction mixture was over-
laid with a drop of light mineral oil (Sigma, St
Louis, Missouri, USA).

Each PCR cycle consisted of a denatura-
tion step at 94°C for 30 seconds, primer
annealing at 60°C (55°C for H1 and H2
primers) for 30 seconds, and extension at
72°C for 1 minute. An initial denaturation
step was performed at 94°C for 2 minutes,
and in the final cycle the extension step was
elongated to 5 minutes at 72°C. Samples were
amplified through 35 (for normal sized
samples) or 40 cycles (biopsy specimen sized
samples).

For biopsy specimen sized B cell lymphoma
samples, seminested PCR was performed: a
first round of 30 cycles with primers Fr3A
and LJH; and a second round of 35 cycles
with Fr3A and VLJH, with 1ul of the
product of the first round of the PCR as the
template.®

In all runs positive and negative controls
were included. The positive and negative con-
trols were as follows: HPV 16 positive DNA
(Genemed, San Francisco, California, USA)
and DNA extracted from human T cell lym-
photrophic virus type I (HTLV-I) carrier cell
line, respectively, for the HPV 16 PCR; high
molecular weight DNA extracted from fresh
frozen human lung and distilled water,
respectively, for the p53 PCR; and DNA
extracted from paraffin wax embedded B cell
and T cell lymphoma samples, respectively,
for the IgH PCR.

Sterile materials were used throughout,
with strict precautions to avoid contamination
or product carryover.”> DNA extraction, the
PCR, and electrophoresis were performed in
separate laboratories.

PCR results on different materials prepared by Methods A-D (numbers shown

Material

Normal sized

Various samples

Cervix samples

B cell lymphoma samples
Biopsy specimen sized:

Various samples

Cervix samples

B cell lymphoma samples
Total

Method

1 B () D
12/12 12/12 12/12 12/12
12/12 12/12 12/12 12/12
5*/6 6/6 6/6 6/6
11/6 6/6 6.6 6/6
6/6 6/6 66 6/6
3/3 3/3 3/3 3/3

421/45 45/45 4545 45/45

* Fainter bands in four cases
1 Fainter bands in two cases
f Fainter bands in six cases
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Figure 1 3% agarose electrophorests gel of the PCR
products, showing amplification of a 166 base pair

fragment of exon 8 of the p53 gene from DNA extracted

from normal and biopsy specimen sized paraffin wax
embedded tissue by different methods. M: 9 X 174 DNA
Hae III digest. 1a-d: normal sized tissue sample of colonic
adenocarcinoma processed by Methods A (1a), B (1b),

C (1¢), and D (1d). 2a-d: biopsy specimen of duodenal
polyp processed by Methods A (2a), B (2b), C (2¢), and
D (2d). N: negative control (distilled water instead of
template). P: positive control (high molecular weight DNA
as template, extracted from fresh frozen human lung). The
sizes of the molecular weight marker and the specific band
(in base pairs) are shown to the left and right, respectively.

GEL ANALYSIS

The quality of the template DNA was deter-
mined by running samples on 1% agarose gel
(Wako Chemicals, Osaka, Japan) stained by
ethidium bromide. Amplifications were
analysed by electrophoresis of a 10 ul aliquot
through 3% NuSieve GTG agarose (FMC
Bioproducts, Rockland, Maine, USA), fol-
lowed by ethidium bromide staining visu-
alised by an ultraviolet light transilluminator.
Bands of appropriate size were identified by
comparison with DNA markers of known size.

Results
The overall results obtained by the PCR using
the different primer sets are shown in table 2.

M da. tb. 1ciidd 2a-2b 2c 2d N

118—
72—

Figure 2 3% agarose electrophoresis gel of the PCR
products, showing amplification of an ~ 100-120 base
pair fragment of a rearranged immunoglobulin heavy
chain gene from DNA extracted from two normal sized B
cell lymphoma samples by different methods. M: pX 174
DNA Hae III digest. 1a-d: parotidal B cell lymphoma
processed by Methods A (1a), B (1b), C (1¢), and

D (1d). 2a-d: intestinal B cell lymphoma processed by
Methods A (2a), B (2b), C (2¢), and D (2d). N:
negative control (DNA extracted from a T cell lymphoma
sample as the template). The sizes of the molecular weight
marker bands (in base pairs) are shown to the left.
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Figure 3 1% agarose electrophoresis gel of DNA
extracted from a normal sized oesophageal carcinoma
sample by different methods. M: . DNA Hind I1I digest;
(A): boiled in distilled water (Method A); (B): boiled in
5% Chelex solution (Method B); (C): proteinase K
digested (Method C); (D): proteinase K digested and
botled in 5% Chelex solution (Method D); P: positive
control (high molecular weight DNA extracted from fresh
frozen human lung). The sizes of the molecular weight
marker bands (in base pairs) are shown to the left.

P53 GENE AMPLIFICATION IN VARIOUS
RANDOMLY CHOSEN TISSUES

A 166 base pair fragment of exon 8 or a 99
base pair fragment of exon 4 of the p53 gene
was amplified. All of the templates prepared
from normal sized tissues by different meth-
ods produced a single specific amplification
band with the same intensity (fig 1, lanes la-
d). However, two of the biopsy specimen
sized samples (33% of the specimens) pre-
pared by the water boiling method (Method
A) failed to show the amplification, and in two
other cases (50% of the successful amplifica-
tions) the bands were much fainter. Biopsy
samples prepared by Chelex boiling (Method

M 1aib 1c 1d 1p 2a2b 2c 2d 2p 3a 3b 3c 3d 3p

872 - e

603— «—647
«408

310—

234 - 7%

194 - 214

Figure 4 2-:5% agarose electrophoresis gel of PCR products showing amplification of exon
5, exon 5-6, and exon 7-8 of the p53 gene from DNA extracted from a normal sized
cervical cancer sample by different methods. M: 9X 174 DNA Hae III digest; 1a-d:
amplification of 214 base pair fragment from extracts prepared by Method A (la), B
(1), C (I¢) and D (1d); 2a-d: amplification of 408 base pair fragment from extracts
prepared by Method A (2a), B (2b), C (2¢) and D (2d); 3a-d: amplification of 647 base
pair fragment from extracts prepared by Method A (3a), B (3b), C (3¢c) and D (3d); 1p,
2p, 3p: positive controls (high molecular weight DNA as template, extracted from fresh
frozen human lung). The sizes of the molecular weight marker and the specific bands (in
base pairs) are shown to the left and right, respectively.
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B), proteinase K digestion (Method C) and
proteinase K  digestion-Chelex  boiling
(Method D) provided uniformly intense
bands (fig 1, lanes 2a-d).

HPV 16 AMPLIFICATION IN CERVICAL SAMPLES
A 110 base pair fragment of the open reading
frame region E6 of HPV 16 was amplified. All
of the samples prepared by the different
methods from both normal and biopsy speci-
men sized tissues were successfully amplified
(data not shown).

IMMUNOGLOBULIN GENE REARRANGEMENT
AMPLIFICATION IN B CELL LYMPHOMA SAMPLES
Depending on the given rearrangement of
particular clones of B cell lymphomas, an
80-120 base pair fragment was amplified.
One normal sized lymphoma specimen (17%
of the normal sized B cell non-Hodgkin’s lym-
phomas) prepared by the water boiling
method failed to reveal amplification and in
four other cases (80% of the successful ampli-
fications) much fainter bands were observed.
DNA extracted by the other three methods
produced intense bands of appropriate size in
all cases (fig 2). The three biopsy specimens
investigated by seminested PCR showed simi-
lar strong bands, regardless of the method
used for extraction.

ANALYSIS OF PREVIOUS DEWAXING

To reduce further the number of steps
involved in the extraction, the dewaxing and
rehydration steps were omitted from the water
boiling and Chelex boiling protocols. No dif-
ferences were found in the successful amplifi-
cations using these extracts (data not shown).

ANALYSIS OF TEMPLATE QUALITY

The DNA extracted by the different methods
was analysed on 1% agarose gel. There was
evidence of extreme DNA degradation in
templates prepared by water boiling (Method
A), with the bulk between 100 and 200 base
pairs. The DNA obtained by Chelex boiling
(Method B) was better preserved, with a dis-

tribution in the 100-600 base pairs range.

The proteinase K digestion methods
(Methods C and D) produced DNA of
increased molecular weight with a range from
100 to over 10 000 base pairs, with the bulk
between 100 and 4000 base pairs (fig 3).

ANALYSIS OF THE TARGET SEQUENCE LENGTH
Combining forward and reverse primers,
homologous to consecutive exons of the p53
gene, amplification products of gradually
increasing length were able to be created.
Primers E51 and E52 (flanking exon 5)
amplify a target of 214 base pairs, while
primers E51 and E62 (flanking exon 5 and 6),
E71 and E82 (flanking exon 7 and 8) and E61
and E72 (flanking exon 6 and 7) amplify
regions of 408, 647, and 983 base pairs,
respectively. Two normal sized samples were
analysed by this primer network.

Proteinase K digested and proteinase K
digested-Chelex boiled templates were suc-
cessfully amplified up to 983 base pairs (data
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not shown), although with an accumulation of
non-specific products owing to uncompleted
amplifications. Chelex boiled material showed
a strong signal for 214 and 408 base pair tar-
gets, and still produced a weak band on the
647 base pair target. Water boiled material
was successfully amplified on the 214 and 408
base pair targets only (fig 4).

ANALYSIS OF THE REUSE OF TEMPLATES

After three months of storage at —20°C, two
samples from each group prepared by the four
methods were successfully reamplified for
their specific targets. However, 408 base pair
targets produced weaker bands than freshly
prepared samples, and amplification for the
647 base pair fragment was successful only in
proteinase K digested and proteinase K
digested-Chelex boiled samples (data not
shown).

Discussion

Although formalin fixed tissues can also pro-
vide high molecular weight DNA, suitable for
complex molecular biological investigations,® !
the procedure requires lengthy digestion and
purification steps, which would be difficult to
perform on a large scale. The major attraction
of the PCR, for research and diagnostic pur-
poses in pathology, is its ability to work on
poor quality DNA samples obtained by
simple methods of extraction.

Four different techniques of rapid DNA
extraction, from paraffin wax embedded tis-
sues, were examined, from which PCR results
can be obtained within 4-8 hours. DNA pro-
duced by the simplest water boiling method
failed to be amplified for specific sequences in
7% of the total cases. In addition, in 14% of
the positive samples the signal yielded was
much weaker than in cases using other meth-
ods. Several investigators have also reported a
variable degree of failure using this tech-
nique.*'#!¢ It seems likely that the cause of
failure is the absence of a detectable amount
of the target DNA. Theoretically, the amount
of the released target DNA can be small if the
size of the processed tissue is small (a biopsy
specimen) or if only a portion of the processed
material carries the target sequence (mono-
clonal B cells with a rearranged IgH gene).
Indeed, the authors were able to amplify the
p53 gene fragment from the water boiled
extracts in all of the normal sized tissues but
in only 66% of the biopsy specimen sized
samples. Furthermore, in half of the latter
successful cases fainter bands were observed.
The presumed small population of mono-
clonal B cells also failed to be amplified in
17% of the samples, and yielded fainter bands
in 80% of the positive cases, examined on
normal sized B cell non-Hodgkin’s lymphoma
tissues. However, all of the biopsy specimen
sized tissues were amplified successfully,
probably due to the more sensitive semi-
nested PCR, although it is also possible that
the clonal population was more numerous in
these cases. When 1/2, 1/4, 1/8, and 1/16 sub-
divisions of the same normal sized lymphoma

Sepp, Szabo, Uda, Sakamoto

tissue were processed, the samples prepared
by the water boiling method produced clearly
weaker bands on the 1/8 and 1/16 portions
(data not shown). In contrast, the authors did
not experience any difference when amplify-
ing HPV 16 on normal or biopsy specimen
sized cervical samples, where the target num-
ber seems to be above the limit that can cause
discernible differences (cervical cancer cells
may contain one to 50 copies of HPV per
cell).?

Preparing the tissue samples by boiling in
Chelex-100 solution produced enough DNA
to be amplified at the same intensity as from
those samples prepared by proteinase K based
methods, regardless of the tissue type, size, or
target sequences used. Chelex-100 is a chelat-
ing resin that preferendally chelates polyvalent
metal ions. Sample processing by Chelex has
been successfully employed for a small num-
ber of cells,'® for forensic type materials,>* and
for paraffin wax embedded tissues.?*'* The
effect of Chelex, which prevents the degrada-
tion of DNA, is thought to be due to chelating
metal ions which may act as catalysts in the
breakdown of DNA at high temperatures in
low ionic strength solutions.!®?* Indeed, tem-
plates prepared by Chelex boiling in the pre-
sent study were shown to be better preserved
by electrophoretic examination than those
prepared by the water boiling method (fig 3,
lanes A and B). It is also possible that Chelex
may bind other substances—blood derived
products—which could inhibit the PCR
itself.?

In the present study, 3 hour proteinase K
digestion was also capable of yielding a suffi-
cient amount of template DNA to amplify any
of the targets in all of the cases. Although
increasing the time of the digestion substan-
tially improves the yield of DNA,' for routine
purposes this does not seem to be essential.
However, to avoid phenol-chloroform extrac-
tion and to use the supernatant fluid directly, it
is advisable to apply non-ionic detergents in
the digestion buffer, instead of sodium dode-
cyl sulphate which was reported to inhibit Tag
polymerase.””?* In this experiment, adding
Chelex to the proteinase K digested samples
(Method D) proved to have no noticeable
influence on the sample quality.

These results also indicate several limits
regarding the size of the products which can
be amplified from various extracts. Water
boiled samples are extremely degraded and
were found to allow amplifications up to only
400 base pair fragments in the present study.
With a better preservation of the target DNA,
it was possible to amplify fragments up to
about 650 base pairs from Chelex boiled
material and up to about 1000 base pairs from
proteinase K digested material, although with
compromised specificity. Nevertheless, this
amplification product size is unlikely to be
used for diagnostic purposes.

Dewaxing seems to have no effect on
the successful release of DNA from paraffin
wax embedded tissues. No difference was
found when tissues were boiled with or with- -
out previous deparaffinisation, which is in
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agreement with other observations.*'
Although tissues were dewaxed before pro-
teinase K digestion, other investigators have
eliminated this step without any effect on the
yield or quality of DNA obtained.’ 2

All extracts were reamplified for their rela-
tively short (80-166 base pairs) specific tar-
gets, after storing them at —20°C for three
months. However, weakening in the product
intensity was observed for the 408 base pair
fragment, and failure to reamplify the 647
base pair fragment was noted from Chelex
boiled samples. This decreased amplification
ability was also reported in stored proteinase
K digested samples, and is likely to be due to
degradation or breaking of the DNA."

In conclusion, the simplest water boiling
method may fail to produce a sufficient quan-
tity and quality of template from formalin
fixed, paraffin wax embedded tissues, particu-
larly when the starting material is small, the
target molecules are expected to be of low
copy number, or longer fragments are to be
amplified. DNA prepared by Chelex boiling is
of a quality which can be amplified as success-
fully, in all practical aspects, as that extracted
by proteinase K digestion. As the procedure is
simpler, requires less time and less manipula-
tion—thus decreasing the possibility of conta-
mination—it would be helpful for the large
scale, routine treatment of paraffin wax
embedded samples for the use of PCR.
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Human Papillomavirus Not Found
in Squamous and Large Cell
Lung Carcinomas by Polymerase

Chain Reaction
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Background. Human papillomavirus (HPV) has been
identified not only in anogenital carcinomas, but also in
malignancies of other organs, including bronchogenic
carcinomas. Previous studies reporting detection of these
viruses in lung cancers used mainly in situ hybridization.
The authors applied the polymerase chain reaction (PCR)
for investigating the occurrence of HPV in bronchial neo-
plasms.

Methods. Formalin fixed, paraffin embedded tissues
of 40 squamous and 7 large cell lung cancers were exam-
ined. PCR was done with consensus primers, capable of
detecting HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 52b, and 58.

Results. None of the 47 samples contained any of the
examined HPV types.

Conclusions. Because the squamous and large cell
cancer cases were found not to be associated with HPV
infection, this study does not support the potential role of
these viruses in the development of lung cancers. Cancer
1994; 73:2740-4.

Key words: papillomaviruses, lung neoplasms, polymer-
ase chain reaction, viral oncogenesis.

More than 65 types of human papillomavirus (HPV)
have been described.! A common feature of these vi-
ruses is their epitheliotrophism, and depending on the
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type of HPV can cause either benign or malignant mu-
cosal and cutaneous proliferations.

According to their potential role in the develop-
ment of anogenital cancers (particularly in cervical car-
cinomas), HPV can be divided into high risk (e.g., HPV
16 and 18) and low risk (HPV 6 and 11) groups. Mem-
bers of the former group may be involved in the promo-
tion of carcinogenesis, and their DNA usually integrates
into the host genome, whereas the latter types are found
mainly in benign cervical lesions and show no inte-
gration.>*

Recently, HPV DNA has also been detected in
squamous cell mucosal malignancies apart from the an-
ogenital region. Mainly high risk type viruses were
found in carcinomas of the oral® and nasal cavity,® the
male urethra,” the urinary bladder,® and the esopha-
gus'9,10

With regard to the respiratory tract, HPV 16 was
detected in laryngeal carcinomas,'' and HPV 6 and 11
were found to be associated with laryngeal papillo-
mas.'? The latter, histologically benign proliferations,
may spread into the inferior airways or may occur alone
in the trachea and in bronchi. In addition, malignant
transformation was reported in several cases where
squamous cell laryngeal’® and bronchial cancers'*"”
originated from benign airway papillomas containing
HPV. Studies on lung cancers not preceded by known
respiratory tract papillomas'®*"" also found variable de-
gree of HPV presence, using in situ hybridization (ISH)
in most of the investigations (Table 1).

In the current work, our aim was to examine the
occurrence of HPV in squamous and large cell (which
may also have squamous cell origin) lung neoplasms.
We searched for high risk and low risk viruses applying
the polymerase chain reaction (PCR).? This technique
offers an accurate and rapid means of viral detection
with a higher sensitivity than ISH.?
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Table 1. Previous Studies on Human Papillomavirus Detection in Lung Carcinomas

Positive cases/ HPV type found in positive
Material Method total cases (%) cases Source
24 various LC (SQ 9; Southern blotting 1/24 (4.2) HPV 16 (anaplastic*) Stremlau et al.’®
anaplastic, 5; LA 7; AD 2;
metastatic, 1)
131SQ ISH (with 9/131(6.9) HPV 16: 7, HPV 6: 2 Syrjénen et al.'®
radioactive
probes)
33 SQt ISH (with 6/33 (18.2) HPV 18: 2; HPV 16: 1; HPV 11: Bejui-Thivolet et al.?
biotinylated 1; HPV 6: 1; HPV 16 and 18:
probes) il
58 various LCt (SQ 20; LA ISH (with 7/58 1{(12:1) HPV 31/33/35: 3 (SQ); HPV Yousem et al.?!
6; AD 28;SM 4) biotinylated 16/18:2(SQ); HPV 6/11: 2
probes) (SQ, LA)

HPV: human papillomavirus; LC: lung cancer; SQ: squamous cell cancer; LA: large cell cancer; AD: adenocarcinoma; SM: small cell cancer; ISH: in situ hybridization.
* The possibility that this was a metastatic tumor of a cervical cancer eradicated 9 years before could not be excluded.

t Squamous bronchial metaplasias were also investigated (data not shown).

Materials and Methods

Squamous (n = 40) and large cell (n = 7) carcinomas
were examined. All were primary neoplasms resected
between 1990 and 1993 at the Second Department of
Surgery of Kagawa Medical School. None of the pa-
tients were known to have previous airway papillomas.
One formalin fixed, paraffin embedded tissue sample of
tumor from each case was investigated. The squamous
cell cancers were diagnosed as well, moderately, and
poorly differentiated in 5, 18, and 17 cases, respectively.
Koilocytic atypia was seen in six cases (all squamous cell
carcinomas) and was diagnosed by the presence of cells
with pleiomorph, hyperchromatic nuclei and sharply
marginated perinuclear clearing.

DNA Preparation

DNA extraction was performed as described by Jackson
et al.? Briefly, an average of three 10-um sections were
cut from each block, dewaxed in xylene, and rehydrated
in absolute ethanol. After desiccation, the tissue was re-
suspended in 200 ul digestion buffer (100 mM sodium
chloride, 10 mM Tris-hydrochloric acid, 25 mM ethyl-
enediamine tetraacetic acid, 0.5% sodium dodecyl sul-
fate, pH 8.4) containing 200 ug/ml Proteinase K (Boeh-
ringer Mannheim, Mannheim, Germany) and was in-
cubated at 37°C for 4 days. The DNA was extracted
with phenol-chloroform-isoamyl alcohol, precipitated
in absolute ethanol, and redissolved in TE buffer (10
mM Tris-hydrochloric acid, 1 mM ethylenediamine tet-
raacetic acid, pH 8). The DNA content was quantitated
by a GeneQuant DNA/RNA Calculator (Pharmacia
LKB, Cambridge, England). In each PCR reaction, 300
ng DNA was used as template.

Oligonucleotide Primers

Consensus primers were used designed by Fujinaga et
al.” The sense primers, pU-1M and pU-31B, are located
in the middle of the open reading frame E6 of the HPV
genome, and the anti-sense primer, pU-2R, is located in
the middle of the open reading frame E7. The primers
pU-1M and pU-2R detect HPV 16, 18, 31, 33, 52b, and
58 (high risk types), whereas pU-31B and pU-2R detect
HPV 6 and 11 (low risk types).

The primers pU-1M/pU-2R amplify a fragment of
231-268 base pairs, whereas pU-31B/pU-2R yield a
fragment of 228 base pairs. The primers were synthe-
sized on a Cyclone Plus DNA synthesizer (Millipore,
Bedford, MA) with the following sequences: pU-1M:5'-
TGTCAAAAACCGTTGTGTCC-3'; pU-31B:5'-
TGCTAATTCGGTGCTACCTG-3’; pU-2R: 5-GAGC-
TGTCGCTTAATTGCTC-3".

PCR

The reaction mixture of 25 ul contained PCR buffer (50
mM potassium chloride, 3 mM magnesium chloride, 10
mM Tris-hydrochloric acid, pH 9 at 25°C), 0.2 mM de-
oxyribonucleotide triphosphates, 20 pmoles of primers,
0.625 U Taq polymerase (Pharmacia Biotech, Milwau-
kee, WI), and a template. The mixture was overlaid with
a drop of light mineral oil (Sigma, St. Louis, MO). The
PCR was performed in a Perkin-Elmer Cetus Thermal
Cycler (Perkin-Elmer, Norwalk, CT). Each cycle in-
cluded denaturation at 94°C for 30 seconds, primer an-
nealing at 55°C for 30 seconds, and extension at 72°C
for 1 minute. An initial denaturation was performed at
94°C for 2 minutes, and in the final cycle the extension
was 5 minutes at 72°C. Samples were subjected to 35—
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40 cycles of amplification, including positive and nega-
tive controls in all runs. Positive controls comprised
HPV 16 DNA cloned into pUC19 plasmid (Genemed,
San Francisco, CA), DNA extracted from HPV 16-car-
rier cervical cancer, and DNA from HPV 6/11 carrier
perianal condyloma acuminatum. All positive controls
were typed by previous PCR assays using other type-
specific HPV primers. The same DNA were used as neg-
ative controls in cross-reactions, and distilled water (in-
stead of template) was used as reagent control.

The PCR product (10 ul) was electrophoresed on
2.5% NuSieve GTG agarose gel (FMC Bioproducts,
Rockland, ME), stained with ethidium bromide, and
visualized by ultraviolet light.

Sterile materials were used throughout with strict
precautions to avoid contamination and product carry-
over.”® When paraffin blocks were processed, the micro-
tome blade was changed frequently and was cleaned
thoroughly by xylene after each cut. DNA extraction,
PCR, and gel electrophoresis were done in separate lab-
oratories.

Results

Neither high risk (HPV 16, 18, 31, 33, 52b, and 58) nor
low risk (HPV 6 and 11) type viruses were detected in
any sample (a representative gel is shown in Fig. 1).
Positive controls always gave strong positivity and neg-
ative controls were consistently negative.

To ensure that sufficient DNA was present in the
reaction mixture and that PCR was not inhibited, we
tested our samples with primers of a normal human
gene. The 214 base pair fragment of exon 5 of p53 gene
could be amplified in all of our samples (Fig. 1). Because
our PCR parameters were slightly modified from those
described by Fujinaga et al.,” we compared the original
and our method on the positive controls. No difference
was found concerning the presence and the intensity of
the specific product.

Discussion

The potential role of HPV in the development of lung
cancers emerged after HPV-suggestive histologic
changes were described in the metaplastic bronchial
mucosa adjacent to squamous cell carcinomas.”’"*’
Later studies searching for HPV presence in lung can-
cers (Table 1) reported identification of high risk and
low risk type viruses. The rate of positivity varied be-
tween 4.2% and 18.2%, with a negative correlation to
the sensitivity of the method used. The highest HPV
occurrence was found when ISH was used with biotin-
ylated probes and the lowest when Southern blotting
was applied. In addition, in the latter study, the only

Mlabiph 222 2p2n 3a3b

Figure 1. Agarose electrophoresis gel (2.5%) showing the results of
PCR on a squamous and a large cell lung neoplasm. Amplifications
with primers specific for high risk HPV showed no positivity in the
squamous (1a) and the large cell (1b) carcinoma samples. but
produced the expected 238 base pair fragment in the positive control
(1p). Amplifications with primers specific for low risk HPV showed
no positivity in the squamous (2a) and large cell (2b) carcinoma
samples, but produced the expected 228 base pair fragment in the
positive control (2p). The negative controls for high risk and low risk
HPV are shown in 1n and 2n, respectively. The same lung cancer
samples showed amplification for the 214 base pair fragment of exon
5 of p53 gene (3a-b). M: molecular weight marker (8X 174 DNA-Hae
I1I digest); the sizes of the bands (in base pairs) are shown to the left.

virus-positive case was suspected of being a metastasis
from a former cervical cancer.

In the current work, we used PCR with primers ca-
pable of detecting at least eight types of HPV most fre-
quently found in HPV-associated mucosal tumors. The
sensitivity of our method is about 0.1 viral copy /cell,”
which is approximately the same as that of Southern
blotting,’**" and is higher than the 10-20 copies/cell
detection limit of ISH.*"*°

To our surprise, we did not detect HPV in any of the
squamous and large cell lung cancer samples. Positive
controls always showed positivity and negative controls
were negative. Enough quality and quantity DNA was
present in the reactions, because we were able to am-
plify a normal human gene. In view of these factors,
technical error is unlikely and we strongly believe that
our results were due to the absence of the examined
HPV types. It is also possible that our samples harbored
less than 0.1 viral copy/cell, which was the maximum
sensitivity of the PCR. However, if HPV has a causative
role in bronchial carcinogenesis, it should be present
above this detection limit in the tumor.

The six cases with koilocytic atypia also proved to
be negative, but this cytopathic effect is not uniformly
associated with HPV infection and does not correlate
strongly with the presence of the virus.’*** Conversely,
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it is possible that HPV types, apart from those demon-
strable by our consensus primers, were present in the
koilocytic samples and in any of the examined carcino-
mas.

Another consideration might be that after contrib-
uting in the early phase of oncogenesis, the HPV DNA
was deleted and became undetectable in the invasive
cancer. The genome of the high risk type viruses may
suffer partial deletion during integration into the host
genome. However, the E6 and E7 open reading frames,
which are responsible for the transforming ability of
HPV, are virtually always conserved and expressed in
most cancer cells.** Because our primers were located
on the E6-E7 open reading frames, we should have de-
tected the virus, had it been present.

HPV was found to show a similar type-specific
prevalence and roughly equal racial distribution world-
wide.* This suggests that our findings may not be
highly influenced by epidemiologic factors, although
this possibility cannot be eliminated completely. The di-
vergence between the previous and the present results
is more likely to be explained, at least in part, by the
differences in the sensitivity and specificity of the meth-
ods applied. Because binding of the reporter molecules
to endogenous biotin may lead to nonspecific signals,**
an overestimation of the HPV presence in the previous
studies done by nonisotopic ISH cannot be excluded.
Indeed, the results of the single investigation based on
Southern blotting (which is comparable to PCR in reli-
ability) may be considered more similar to our findings.

In summary, our lung cancer cases were found not
to be associated with HPV. Additional studies need to
be performed, particularly by sophisticated molecular
biologic techniques, to further clarify the role of HPV in
bronchial carcinogenesis.
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Mutacioéanalizis hypertrophias cardiomyopathiaban
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Kulcsszavak: hypertrophids cardiomyopathia « génmutdcio
« genetikai analizis

Osszefoglalo: A kozelmilt évek genetikai kutatdsai szdmos gén mutdcicjat ir-
ték le a hypertrophids cardiomyopathia (HCM) hétterében, koztiik a f myozin
nehéz ldnc-, troponin T-, a-tropomyozin-, valamint a myozin kot6 C fehérjét
ké6dol6 gének mutdcidit. Mivel ezek a gének a sarcomer strukturdlis fehérjéit
kédoljak, a HCM jelen felfogdsunk szerint a sarcomer betegségének tekinthe-
t6, bar ismert, hogy mas gének mutécidi is létrehozhatnak HCM képében meg-
jelend szivbetegséget.

A HCM hitterében azonositott molekuldris eltérések a genetikai diagnosz-
tikdn tdl a betegség klinikai megitélését is befolydsolhatjdk. Ismertté vélt,
hogy egyes mutécik a HCM korai manifesztdciojdval, a hirtelen szivhaldl fo-
kozott kockazatdval jérnak, mig mds mutdciok a betegség korlefolydsét lénye-
gileg nem befolyédsoljak. Mindezek alapjén a betegek és csalddtagjaik geneti-
kai szirGvizsgdlatdn tdl virhat6an nagy jelentsége lesz a HCM-et okoz6 mu-
tdcié pontos meghatdrozdsanak is, melyre egy konkrét példt is bemutat a je-
len cikk.

Keywords: hypertrophic cardiomyopathy « mutation « genetical analysis

Summary: Molecular genetic research in recent years has identified several
genes causing hypertrophic cardiomyopathy (HCM), amongst them that of
coding the cardiac B myosin heavy chain, troponin T, o-tropomyosin and
myosin binding protein C. As these genes encode structural proteins of the sar-
comere, HCM is regarded today as the disease of the sarcomere, but mutati-
ons in other genes can also cause a heart disease manifesting as HCM.

The identified molecular basis of HCM may influence not only the genetic
diagnosis but the clinical management of the disease as well. It came to light
that some mutations were associated with the early manifestation of HCM and
with a higher risk of sudden cardiac death while others did not influence the
natural course of the disease considerably. Because of this it is likely that apart
of the genetic screening of HCM patients and their relatives, the precise iden-
tification of the disease causing mutation is going to be paramount. Such an
example for mutation detection is given in this article.

Levelezési cim: DR. SEPP ROBERT,
6720 Szeged, Koranyi fs. 6. Telefon/fax: 06 (62) 311-787
E-mail: sepp@in2nd.szote.u-szeged.hu

BEVEZETES

1990-ben irtdk le az elsé hypertrophids cardiomyo-
pathiat (HCM) okoz6 etiolégiai mutéciét a B myo-
zin nehéz lanc (B-MHC) génen [5], s az azéta eltelt
évek kutatdsai tovabbi gének muticiéit tartak fel a
betegség hétterében [10], [12], [1]. Mai ismereteink
szerint a HCM genetikailag heterogén betegség, a
B-MHC génen kiviil a troponin T- (TnT), az a-tro-
pomyozin- (0.-TM) valamint a myozin koté C fe-
hérje MyBC) gének mutaciéi okoznak HCM-et, de
tovabbi gének eltéréseinek azonositdsa varhaté a
jovében. Mivel a napjainkig azonositott kéroki gé-
nek sarcomer fehérjéket kédolnak, ezért a HCM a
sarcomer betegségének tekinthetd, bar egyéb génel-
véltozdsok is létrehozhatnak a HCM morfolégiai
képében megjelend szivbetegséget.

A HCM molekularis genetikdjanak megismerésé-
vel parhuzamosan felvetddott az 0j ismeretek klini-
kai adaptdldsdnak, s a betegség genetikai reklasszi-
fikaciéjanak az igénye is. Bar a rendelkezésre 4ll6
adatok még tavolrél sem konkluzivak, az eddigi is-
meretek szerint a HCM-es betegek genetikai anali-
zise hasznos adatokat nyujthat az egyedi esetek kli-
nikai lefolydsdnak és rizikéjdnak megitélése szem-
pontjabal is.

HCM-ET OKOZO GENMUTACIOK

A B—mszin nehéz lanc gén (B-MHC) volt az elsé,
melyr6l bebizonyosodott, hogy a HCM kialakulasa-
ban szerepet jatszik [5]. A 14-es kromoszéman
(14q1) elhelyezked6 B-MHC gén tobb, mint 40 mu-
taciojat azonositottdk eddig HCM-es betegekben
[8]. A mutédcidk szinte kivétel nélkiil pontmutaciok,
melyek a gén els6 23 exonjat érintik, a gén azon ré-
sz€t, mely a fehérje globuldris feji ill. csuklé részét
kédoljak. A B-MHC gén jelen adataink szerint az
HCM esetek mintegy 30-35%-aért felelGs.

A troponin T (TnT, 1q3) gén és az o-tropomyo-
zin (0-TM, 15q2) gén mutacidit 1994-ben irtdk le
HCM-es csalddokban [10]. A TnT génen mindezi-
déaig 10 pontmutéciét, egy trinukleotid deléciét és
egy splice donor site mutaciét irtak le, mely utéb-
bi a fehérje termindlis 22 aminosavjdnak delécigjat
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okozza [13]. Mindezek a muticiék a fehérje a-tro-
pomyozin, troponin C és troponin I k&t6 funkcio-
ndlis doménjeit érintik, s szerepet jitszhatnak a
HCM pathogenezisében. Az d-tropomyozin génen
eddig 4 pontmuticiét azonositottak, melyek a fe-
hérje Ca™ dependens troponin T k&t6helyén hoz-
hatnak létre szerkezeti elvaltozast [10]. A troponin
T muticiék a HCM-es esetek mintegy 15%-4ért, az
o-tropomyozin mutéci6k mintegy 5%-é4ért lehet-
nek feleldsek.

A napjainkig ismert HCM-et okoz6 utols6 génel-
vAltozis, a myozinkot6 C fehérje (cardiac myosin
binding protein C, MyBC, 11p13-q13) gén azonosi-
tdsara 1996-ban keriilt sor [12], [1]. A génen talalt
elvaltozdsok meglehetSsen heterogérk, splice do-
nor és acceptor site muticiékon kiviil egy pentanuk-
leotid deléci6t és egy 18 bazisparbél 4ll6 duplikici-
6t is megfigyeltek. A MyBC a sarcomerben myozin-
hoz é&s titinhez kot6dik, s tobbek kozott a sarcomer
aktiv és passziv tenzi6jat befolydsolja. Az emlitett
muticiok elsGsorban a molekula myozinkotdé do-
ménjét befolyasoljdk.

Azt, hogy ezek a muticiék etiolégiai muticidk és
ok-okozati kapcsolatban dllnak a HCM kialakulasa-
val, t6bb adat is aldtimasztja. Tobbek kozott, a fenti
muticiékat a legtobb rasszban leirtdk mér; mindig
csak HCM-es csalddok érintett tagjaiban, s sohasem
az egészséges csalddtagokban, vagy a normél populi-
ciéban. A mutins gének olyan fehérjéket kédolnak,
melyek funkciéja esszencidlis a sziv mikodése szem-
pontjabdl, s a mutdciék a fehérjék evolicié sordn
meg0rzott, tehiat vélhetSleg kulcspozicioban 1€vo
aminosavijait érintik. A legdont6bb azonban az djon-
nan kialakult, de novo muticiék megfigyelése, me-
lyek koziil némelyik atorokithetének bizonyult [11].

A fenti négy gén muticiéjin kiviil tovabbi gének
eltérését is lekozolték mar HCM képében jelent-
kezG szivbetegségben. Ilyen gének kozé tartozik az
esszencidlis €s regulatorikus myozin kdnnyd lanc
gén, melyek mutéciéit egy specidlis, midventrikula-
ris obstrukciéval jar6 HCM-ben irtdk le [9]. Egy né-
met kutatécsoport a dezmin gén mutéciéjat talalta
egy HCM-es csalddban [2]. Ez utébbi megfigyelé-
sek még megerdsitésre vamak, hiszen egyel6re csak
izol4lt esetleirdsokrél van sz6, s még kérdéses, hogy
ezek a gének ,klasszikus” HCM-et hoznak létre
vagy a HCM tn. fenok6pidit. Kiilondsen érdekes ez
a kérdés a dezmin gén esetében, hiszen ez meg-
kérdGjelezné a ,,HCM=sarcomer betegség” koncep-
cigjit, mivel a dezmin az intermedier filamentum
proteinek kozé tartozik. Az bizonyos, hogy a jelen-
leg ismert HCM-es csalddok mintegy 40%-a egyik
fenti génhez sem kothetd, tehit még egy, vagy eset-
leg tobb gén azonositdsa varhato.

GENOTIPUS-FENOTIPUS
OSSZEFUGGESEK

A HCM hitterében azonositott molekuléris eltéré-
sek a kozvetlen klinikai gyakorlat szdmdra a kovet-
kez6 fontos kérdéseket vetik fel: 1. lehetséges-e a
HCM genetikai klasszifikici6ja (,troponin T
HCM?”, ,, myozin nehéz linc HCM”, stb.); 2. egy
adott mutéci6 kizir6lagosan meghatirozza-e az
adott klinikai képet (,,fenotipus”), elsGsorban a kér-
lefoly4st?

Konkluziv vilasz a fenti kérdésekre még nem ad-
hat6 a genetikailag karakterizalt HCM-es esetek vi-
lagszerte kozolt kis szdma miatt. Jelen adatok azon-
ban azt valészinfsitik, hogy a genetikai analizis a
HCM-es betegek egyik fontos vizsgélata lesz a
jovében. Mai ismereteink szerint a kiilonb6z6 gé-
nek mutidcidja talajin kialakult HCM-es esetek
nagy atfedést mutatnak klinikai megjelenésiikben, s
ez lehetetlenné teszi csupén a klinikai kép alapjin
az érintett gén megitélését. Adatok utalnak azonban
arra, hogy egy adott gén kiilonb6z6 muticidja ha
nem is kizérélagosan, de jelentGs mértékben meg-
hatdrozza a HCM klinikai megjelenését.

A B-MHC Arg403Glu mutici6ja pl. magas penet-
rancidval, a hirtelen szivhaldl (SCD) fokozott gya-
korisdgdval, s kifejezett septumhypertrophiaval jar.
Marian et al. kozlése szerint az Arg403 Glu mutéci-
6t hordoz6 két csaldd 20 érintett tagja koziil 11 halt
meg fiatalkorban a betegség kovetkeztében, 9 hirte-
len szivhaléllal, atlagéletkoruk 33 év [6]. Watkins et
al. hdrom, Arg403Glu mutéci6t hordozé csalddot irt
le, ahol a 44 génhordoz6 koziil 21 halt meg korén, 9
hirtelen szivhaldl kovetkeztében, akik 4tlagaletkora
szintén 33 év volt [14]. Egy harmadik kutatécsoport
szerint az Arg403Glu mutéciét hordozé csaldd 15
érintett csalddtagja kozott 6 SCD tortént, 19 és 45
éves kor kozott [4]. Erdekességképpen egy koreai
csalid 6 Arg403Glu muticiéhordozéja kozott vi-
szont egy haldleset sem tortént, felvetve ezzel a kii-
16nbdz6 rasszokban jelenlévd esetleges genetikai
héttértényez6k szerepét. Hasonl6, ,,malignus” lefo-
lyast mutatnak a B-MHC Arg719GIn, valamint az
Arg453Cys mutécidk is.

A ,,malignus” 8-MHC muticickkal szemben pl. a
B-MHC Leu908Val mut4ciét alacsony penetrancia,
benignus kérlefolyds s az SCD ritka el6forduldsa
jellemzi [3]. Egy kozolt csaldd 46 génhordoz6 csa-
lddtagja kozott mindossze 2 haléleset fordult el§, s
a 60 éves kumulativ tilélési arany 92% volt. Hason-
16an j6 prognézisi a PBMHC Gly256Glu muticié,
ahol az SCD csupin 2%-ban fordult elé 50 éves kor
betoltéséig [4]. A B-MHC Val606Met mutécié szin-
tén benignus lefoly4si volt 3 kisebb €s egy nagyobb
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csalddban, ahol 30 génhordozé koziil mindossze
ketten haltak meg a HCM kovetkeztében [14], [7].
Fananpazir et al. azonban kozolt egy csalddot, ahol
a Val606Met muticié a HCM siilyos klinikai mani-
fesztacidjaval és az SCD halmozott el6forduldsaval
tarsult [4]. Mindezek az eredmények j6l mutatjék,
hogy még szdmos adatnak kell 6sszegytlnie ahhoz,
hogy a genotipus-fenotipus korreldcié problemati-
kédjar6l pontosabb és drnyaltabb képiink legyen.

GENETIKAI ANALIZIS HCM-BEN

A fent vazolt potencidlis Osszefiiggések miatt vérha-
téan a HCM-es betegekben nemcsak a génhordoz6
allapot megitélése lesz fontos, hanem a pontos mu-
taci6 meghatdrozasa is. Mivel a HCM genetikailag
igen heterogén (tobb gén lehet érintett), egy egysze-
rd és gyors genetikai teszt kidolgozdsa nehézségek-
be litkozik.

A jelenleg leggyakrabban hasznélt eljarasok alta-
laban tobblépcsés megkozelitést  kovetnek.
Amennyiben a HCM csalddi halmoz6dést mutat, s
az érintett csaladtagok szdma nagy (az esetek csak
kis hanyada ilyen), polimorf markerek hasznélata-
val megitélhetd, hogy a betegség kothetd-e az eddig
leirt gének valamelyikéhez, s ha igen, akkor melyik-
hez. Ezutan a gén nagyobb szakaszainak sziirésével
meg lehet hatdrozni, hogy a gén melyik régiéjara lo-
kalizdlhat6 a specifikus génelvéltozds, majd ezt a
régiét szekvendlni kell, hogy a pontos muticiét
meghatdrozhassuk.

Mivel a HCM-es csalddokban altaldban csak né-
hany csalddtag érintett, ezért a genetikai sz(rést gya-
korlatilag ,,vakon” kell elkezdeni. Tobb metédus
van hasznélatban (heteroduplex analizis, RNAse
protection assay, denaturant gradient gel electropho-
resis stb.), a legelterjettebb taldn a ‘single strand
comformation polymorphism’ (SSCP) analizis. Az
SSCP analizis alapja, hogy az egyszaliva denaturalt
DNS renaturdcié sordn egy specifikus masodlagos
szerkezetet vesz fel, mely kizar6lag elsédleges szer-
kezetétdl (bazissorrendjétdl) fiigg. Amennyiben eb-
ben az elsédleges bézissorrendben eltérés taldlhatd
(tehdt a DNS mutédns), akkor ez nagymértékben
megvaltoztathatja a masodlagos szerkezetet, ami a
DNS szal eltéré elektroforetikus mobilitdsdban nyil-
vanul meg. Az SSCP el6nye, hogy viszonylag egy-
szer és hogy alkalmazédsa sordn kikiiszobolhetS a
radioaktiv izotépok haszndlata. Hatrdnya viszont,
hogy munka- és iddigényes, az optimdlis eredmény-
hez két kiilonboz6 standard hémérsékleti elektrofo-
rézist kell végezni, s hogy relative révid (200-300
bp) génszakasz vizsgalhat6 csak.

e oy - -~

1. dbra. A myozin nehéz ldanc gén 23-as exonjanak ‘single
strand comformation polimorphism’ (SSCP) analizise, po-
liakrilamid gélen valé futtatds és eziistnitrattal valé festés
utdn. A negativ kontrollokhoz viszonyitva (A, B, C, D, F,
G) az E mintdban két eltéré mobilitdsu band utal mutdns
DNS szal jelenlétére.

SSCP sordn elGszor a vizsgalni kivant kodol6
génszakaszt (exon) polimerédz lancreakciéval (PCR)
amplifikaljuk. A PCR termékeket hével vagy alkali-
val denaturdljuk, majd nem denaturdlé poliakril-
amid gélen (PAGE) elektroforetizaljuk. Az elektro-
forézist konstans, s optimalis esetben két kiilonb6z6
hémérsékleten kell végezni. Az elektroforézis vé-
gén a gélben futott DNS szdl eziist-nitrattal meg-
festhetd, s pozitiv SSCP esetén eltéré mobilitasi
,,band”-eket latunk (/. dbra). Mivel a muticiék
szinte kivétel nélkiil heterozigétak, a normailis és
abnormis médon migrdlé bandek egyiitt jelentkez-
nek. A pozitiv SSCP-t mutaté PCR termék standard
modon szekvendlhat6, s igy a mutdcié pontosan
meghatarozhat6 (2. dbra).
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2. 4bra. Pozitiv SSCP-t mutaté minta szekvendldsa.
A minta heterozigéta a myozin nehéz lanc gén 23-as
exonjaban taldlhaté C-T tranzicidra.
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Mivel a genetikai szirés igen idGigényes (a B-
MHC gén esetében pl. legaldbb 23 exon sziirését
kell elvégezni), jelenleg rutinszerden még nem al-
kalmazhat6 a klinikumban, s a genetikai sziiréssel a
betegséget kutaté genetikai laborat6ériumok foglal-
koznak. Mindazondltal a molekuléris genetika me-
todolégidja olyan iitemben fejlodik, hogy a geneti-
kai diagnosztika rutinszerii bevezetése a klinikumba
a kozeljévében nagy bizonyossidggal megjésolhat6.

Koszonetnyilvdnitds

A munka az European Society of Cardiology Research Fellow-
ship-ja tdmogatéséval késziilt. A szerz5 koszonetet mond Dr. Jebe-
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. GENETIKAI TANULMANYOK

A hypertrophias cardiomyopathia klinikai és molekularis

genetikaja

Sepp Rébert dr. és Csanddy Miklés dr.

Szent-Gyorgyi Albert Orvostudomdnyi Egyetem, Szeged, II. Belgydgy4szati Klinika (igazgaté: Csanddy Miklés dr.)

A legutébbi évek molekuldris genetikai kutatdsai. hét
gén, a p-miozin nehéz lanc, troponin T, a-tropomiozin,
miozinkotd C fehérje, esszencialis miozin kénnyl lanc,
regulatorikus miozin kénny( lanc és troponin | gének
mutécidit fedezték fel a hypertrophias cardiomyopathia
héatterében. A.mutaciék a fenti gének evolicié soran
meg0rzott, kritikus poziciéiban 1évé nukleotidjait érintik,
s az érintett fehérje vitalis funkci6it karositjak. Mivel

mind a hét gén a szivizom sarcomerjének felépitésében

részt vevd. proteint kédol, a hypertrophias cardiomyo-
pathiat jelen tudasunk szerint a sarcomer betegségének
tekinthetjak. Adatok utalnak arra, hogy bizonyos muta-
ciék ,malignus” klinikai képpel, hamar kifejldd6, salyos
tinetekkel és a hirtelen szivhalal kifejezett kockazatéval
jarnak, mig mas mutaciék kedvezébb prognézisiak. Az
is bizonyos, hogy a betegség alapjaul szolgalé mutacion
kiviil mas faktorok, kéztiik modifikator gének is meg-
hatérozzék .a. .hypetrophids cardiomyopathia klinikai
megjelenését. A genetikai ismereteknek mér napjaink-
ban is.szdmos klinikai vontkozésa ismert, és a muta-
cibhordozé betegek vizsgalata alapjan a hypertrophias
cardiomyopathia klirikai kritériumait is redefinidltak.
A jovo kihivasai kozé a genetikai rutindiagnosztika és az
esetleges génterapia kifejlesztése tartozik. . . .

Kulcsszavak: hypertrophlés cardlomyopathla, molekularis
genetika, génmutacié

1958-ban jelent meg a British Heart Journalban az a pub-
likdcié, melyben Donald Teare hirtelen szivhaldlt halt
nyolc fiatal kérboncoldsdndl észlelt aszimmetrikus sziv-
hypertrophidrél szdmolt be (39). Egy 14bjegyzetben meg-
jegyezte, hogy egyikiik testvére szintén hirtelen sziv-
haldlban hunyt el, s az érintett csalddrél egy két évvel
késébb kozolt tanulmény tovdbbi hat beteget taldlt a
vérrokonok kozott (17). Ma mdr tudjuk, hogy a csaldd
betegségét — melyet hypertrophids cardiomyopathia
(HCM) néven jegyez az orvostudomény - egy pontmuti-
cié okozta a béta-miozin nehéz lénc fehérjét kédolé gén
14-es exonjéban (47), mely egyike a HCM-et okoz6 gén-
mutdciéknak.

Fentiek jél példdzzdk azt a hatalmas fejlGdést, melyen
keresztiil a molekuldris genetika és ezen beliil a cardio-
vascularis genetika is d4tment. A legijabb eredmények
teljesen 4tformdltdk egyes kardiolégiai betegségekrél
vallott felfogdsunkat, s megjésolhat6, hogy a nem is

Orvosi Hetilap 1998, 139 (33),1965-1971.

. Clinical and molecular genetics of hypertrophlc car-

dlomyopathy Recent developments in molecular gene-
tics have allowed to ldentlfy mutations in seven genes
coding the B myosin heavy chain, troponin T, «
tropomyosin, myosin binding protein C, essential and
regulatory myosin light chains and troponin 1 causing
hypertrophic cardiomyopathy. These. mutations affect
critical, evolutionary conserved nucleotides of these
genes and influence vital functions of the encoded pro-
teins. As all seven genes encodes sarcomeric proteins in
the heart muscle, hypertrophic cardiomyopathy is re-
garded these days as a disease of the sarcomer. Recent
data indicate that some mutations are associated with
“malignant” clinical picture, with rapidly developing, se-
vere symptoms of the disease and increased risk of sud-
den cardiac death while other mutations bear a more
favourable prognosis. Apart of the disease causing mu-
tation other factors, including disease modifier genes,
are likely to make an impact on the clinical appearance
of hypertrophic cardiomyopathy. The knowledge provi-
ded by molecular genetics influences the clinical. mana-
gement of the disease even today and based on the in-
vestigation of mutation carrying patients new diagnostic
criteria was proposed for hypertrophic cardiomyopathy.
The challenge for the futuré is the establishment of
routine genetic diagnostics and the development of pos-
sible gene therapy.

Key words: hypertrophic cardiomyopathy, molecular genetics,
gene mutations '

olyan tdvoli jov6ben ezen j ismeretek a kozvetlen
klinikaisgyakorlatban is mindennapi alkalmazist nyer-
nek. A legutébbi évtized molekuldris genetikai kutatésai
a HCM hidtterében a sarcomer kontraktilis fehérjéit ké-
dol6 gének mutécidit deritették fel,a HCM-et a sarcomer
betegségeként definidlva. Mivel a téméban magyar nyel-
vii dsszefoglalé kozlemény nem jelent még meg, ezért
indokoltnak tartjuk az ut6bbi évek genetikai felfedezé-
seit 4ttekinteni, kiilonos tekintettel a klinikai dsszefiig-
gésekre.

Epidemioldgiai adatok
A hypertrophids cardiomyopathia jelenleg haszndlt WHO
klasszifikdciéja szerint f6ként aszimmetrikus, elsg-

sorban a septumot érint§ kamrahypertrophia képében
megjelend szivelvéltozds, melyet a bal kamra (rtartal-

1965



1. téblazat: A négy leggyakoribb, HCM-et okozé gén fontosabb jellemzdi (lasd széveg). HCM = hypertrophias cardiomyopathia;

BK = bal kamra

Gén (génszimbélum) Lékusz Arény HCM-ben Penetrancia hypexl-ltlr(ophia Kgx%lggkl;iésp’

B-miozin nehéz ldnc 14q12 =35 =70-100 enyhe-siilyos benignus-

gén (MYH?7) malignus

(mutécidfiiggs)
a-tropomiozin gén 15q22 =5 =90-100 enyhe-kozépsilyos benignus
(TPM1)
Troponin T gén 193 =15 =70-80 enyhe (néha szubklinikus)  malignus
(TNNT2)
Miozinkéts C fehérje 11p1l1.2 =15 =45-70 enyhe-kozépsilyos benignus
gén (MYBPC) (korfiigg®)

ménak csokkenése, arrhythmidk gyakori jelenléte és a
hirtelen szivhaldl fokozott kockizata jellemez (36).
Kiilonboz6 epidemiolégiai adatok a HCM prevalencidjat
3,2-33/100 000 f6ben adjdk meg (1), ezen adatok vals-
szin(ileg alulbecsiilik a HCM valddi el6fordulésdt. Egy
nemrégi amerikai felmérés szerint a betegség jéval gya-
koribb, mint kordbban gondoltdk, 23 és 35 év kdzotti
fiatalok kérében prevalencidjit 1/500 fének taldltdk (29).
Hasonlé epidemioldgiai adatok hazdnkban nem 4llnak
rendelkezésre.

Klinikai genetika

A HCM autoszomdlis domindns médon 6réklédik, vél-
tozé penetrancidval és expresszi6val. Sporadikus esetek
is ismertek és de novo germ-line mutdciékat is irtak mar
le. Bar recessziv oroklésmenetrél is beszdmoltak néhé-
nyan (12), ezt az eddig ismertté vilt molekuldris ge-
netikai adatok nem tdmogatjdk. Ismertek szindréma-
asszocidlt [pl. Csanady’s cardiomyopathy (9)] és mito-
chondridlis mutdcidk kovetkeztében kialakulé HCM-es
esetek is (20) (ezeket a kérképeket jelen kézlemény nem
tirgyalja).

Adatok utalnak arra, hogy a betegség fenotipusa vél-
tozé a kiilonbozd érintett gének és mutdcidk fiiggvé-
nyében. A HCM penetrancidja korfiiggé (korral né), a
betegség kifejlédése nem jellemz8 pubertds el6tt. A HCM
kifejlédése - bar nem ismeretlen - ritka Gjsziilottkorban.
A muténs gén(ek) inkomplett vagy részleges penetran-
cidjdt mutatja az, hogy obligdt génhordozékat lehet meg-
figyelni klinikai tiinetek nélkiil. A betegség morfol6gidja
és a betegség siilyossdga még egyes csalddokon beliil és
monozig6ta ikrek kozott is véltozé lehet (35), mely arra
utal, hogy a fenotipikus expresszié mds, kornyezeti vagy
genetikai faktorok 4ltal is befolyédsolt (1. késGbb, in. mo-
difikdtor gének).

Molekularis genetika

Mai ismereteink szerint a HCM-es esetek 50-60%-dért
hét, kontraktilis fehérjét kédolé gént érint§ muticié a
felelds: a B-miozin nehéz ldnc, troponin T, a-tropomio-
zin, miozinkdt§ C fehérje, esszencidlis miozin kénnyd
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lénc, regulatorikus miozin kénny@ linc és troponin I
gént érint6 mutdciék (1. tdbldzat). A fenti etioldgiai gé-
neken kiviil egy tovibbi genetikai 16kuszt irtak le a 7-es
kromoszémén (7q3) egy csalidban, mely tagjai HCM
és/vagy Wolff-Parkinson-White-szindrémdban szen-
vednek (24).

Mivel a fenti fehérjék a sarcomer kontrakcié-relax4-
cié folyamdban kozvetleniil vagy kozvetetten részt vesz-
nek, ezért a HCM-et jelen tud4sunk szerint a sarcomer
betegségének tekinthetjiik (42).

Ismert egy kézlemény a dezmin gén (mely az intermedier
filamentum dezmin proteint kédolja) mutdciéjarél egy német
csalddban (3), azonban ez az izolé{t megfigyelés még tovabbi
megerds{tésre szorul, Tovébbi genetikai heterogenitésra utal az
a tény, hogy a vizsgdlt csaldidok mintegy 40-50%-4ban (!) a be-
tegség az eddigi ismert génekhez nem kothetS, tehdt tovabbi
geén/gének azonositdsa vdrhaté a jévében.

Hypertrophids cardiomyopathidt okozd génmutdcidk
Béta-miozin nehéz ldnc gén (MYH7, 14912)

1989-ben egy népes francia-kanadai HCM-es csalddban
(44 HCM-es, 58 egészséges csalddtag) ,linkage mapp-
ing”-gel lokalizdltdk az els6 HCM-et okoz6 génelvéltoz4s
helyét a 14-es kromoszéma hosszu karjéra (14ql), ahol az
a- és B-miozin nehéz l4nc (MYH 6 és 7) gén helyezkedik
el (21). (A ,linkage mapping” egy humdngenetikai méd-
szer, segitségével egy 6roklédést mutaté beteségért fe-
lel6s gén kromoszomalis poziciéjit lehet meghatdrozni.)

Egy évvel késbb a Cell-ben jelent meg két kdzlemény a
HCM-es csalddokban taldlt els6 konkrét génelviltozdsokrol.
Eﬁy csalddban egy a/p-MYH hybrid allélt taldltak (38), mely
feltehetdleg egy egyenl8tlen meiotikus cross-over kévetkezmé-
nyeként johetett létre. Egy mdsik - az eredetileg vizsgdlt fran-
cia-kanadai - csalidban a MYH7 gén 13-as exonjdnak
CGG403CAG missense mutéci6jat észlelték (16), mely az erede-
ti fehérje 403-as poziciéjdban 1év6 arginin glutaminra tértén6
cseréjét okozza (Argd03Gln).

Azéta a MYH7 gén tobb, mint 40 mutécidjit azono-
sitottdk mind familidris, mind sporadikus esetekben.
Erdekes médon az els6 HCM-es génelviltozdsként le-
kozolt a/f MYH hybrid allélrél kideriilt, hogy valészi-
niileg csak a betegséget jelz§ ,marker”-ként lett azo-
nositva, s a betegséget a mdsik, nem hibrid allélon a
kés6bbiekben taldlt pontmutdcié (Arg453Cys) okozta
(47). A MYH?7 gént érint6 mutdcidk szinte kivétel nélkiil



pontmuticidk, melyek a gén els6 23 exonjit érintik,
a gén azon részét, mely a protein globuldris feji, ill.
csukldszeri kioztes részét kédoljdk.

A pontmutdciékon kiviil egy inzercié/delécié tipusi mu-
taciét is kozoltek (10), mely szintén a fehérje kézponti je-
lentGségli, ATP-4z aktivitdsi részén idéz el6 strukturdlis
véltozdst. Néhdny mutdci6t, mint pl. az Arg403GIn vagy a
Val606Met tébb csalddban is megfigyeltek (11, 48), mig mds
mutdciék mindeddig egyedinek bizonyultak. A kiilsnbsz6
csalddokban megfigyelt azonos muticiék haplotipus anali-
zise azt mutatta, hogy ezek egymdstél fﬁggetlen mutéciés
események kozvetkezményei, s nem egy ,,6si° mutdci6é orok-
16dései (48). Mindez arra utal, hogy a MYH7 mutéciék vi-
szonylag nem régi eredetfiek, s az id6kdzben megfigyelt de
novo muticiékkal (49) egyetemben a gén magas muticios
ritdjara utalnak. Egy mutdciés ,,hot spot”-nak a 403-as kodon
tiinik, ahol nyolc, egymdstdl fiiggetlen csalidban megfigyelt
G-A (Arg403Gln) (47) és C-T (Arg403Trp) (11) tranzicié mel-
lett G-T (Arg403Leu) transzverzi6t is leirtak (11). Hasonl6-
képpen tobbféle mutdciét figyeltek meg a 719, 741, 797 és
870-es kodonokon is.

Néhény, az eddigiekt6l jellegében eltér§ muticiét is le-
kozoltek, ezek patogenetikai jelentGsége még nem teljesen
tisztdzott, de az ldtszik valdszintinek, hogy a molekuldris pato-
genezisben kdzvetleniil nem vesznek részt. Ezek kozé tartozik
egy, a gén utolsé exonjét, a stop kodont, és az egész 3’ UTR
(nem &tir6d6) részt érint8 2,4 kb hosszd delécié (27); a mér
emlitett a/B-MYH hybrid allél, s egy funkcionélisan valészinii-
leg null allélként mikéd6 nonszensz mutdcié a gén 54-es
kodonjéban (33).

A MYH7 gén mutdciéi jelen ismereteink szerint a
HCM-es esetek mintegy 30-35%-ért lehetnek felelGsek.

Genotipus-fenotipus korreldcid: Jelen adatok szerint a
HCM alapjdul szolgdlé muticié (.genotipus™) és a
kialakult betegség patomorfolégiai-klinikai jellemz6i
(»fenotipus”) kozott az esetek egy részében szoros kap-
csolat mutathaté ki. A MYH7 gén Arg403Glu mutéci6ja
pl. magas penetrancidval, a hirtelen szivhaldl (SCD)
fokozott gyakorisdgdval, s kifejezett septumhypertro-
phidval jar.

Marian és mtsai kozlése szerint egy Argd03Glu mu-
tdciét hordozé két csaldd 20 érintett tagja koziil 11 halt meg
a betegség kovetkeztében, 9 hirtelen szivhaldl miatt (4tlagos
életkoruk 33 év volt) (25). Watkins és mtsai hdrom, Arg403Glu
mutdns csalddot irtak le, ahol a 44 génhordozé koziil 21 halt
meg, ebbdl 9-en hirtelen szivhaldl kovetkeztében, akik 4dtlag-
életkora szintén 33 év volt (47). Egy harmadik kutatdcsoport
dltal vizsgdlt Arg403Glu mutdciét hordozé csaldd 15 érintett
ta%g'a kozott 6 SCD tortént, 19 és 45 éves kor kozott (14). Er-
dekességképpen egy koreai eredetf csaldd 6 Arg403Glu mutd-
ci6ét hordozé tagja kozott viszont egy haldleset sem tortént,
felvetve ezzel a kiilonbbz6 genetikai héttértényez6k szere-
pét. Hasonld, ,,malignus” lefolydst mutatnak a MYH7 gén
Arg719Trp, valamint az Arg 453Cys (47) mutéciéi is.

A ,malignus” MYH7 muticiékkal szemben pl. a
Leu908Val mutdciét alacsony penetrancia, benignus kér-
lefolyds s az SCD ritka el6forduldsa jellemzi (13).

Egy kozolt csaldd 46 génhordozé csalddtagja kozott mind-
Ossze 2 haldleset fordult el6, s a 60 éves életkorra kivetitett
kumulativ tilélési ardny 92% volt. Hasonléan j6 prognézisi a
Gly256Glu mutdci6, mintegy 2%-os SCD ardnnyal 50 éves
életkorig (14). A Val606Met mutdcié szintén benignus le-
foly4su volt 3 kisebb és egy nagyobb csalddban, ahol 6sszesitve
30 génhordozé koziil mindéssze ketten haltak meg (26, 47).
Fananapazir és mtsai azonban kézoltek egy csalddot, ahol a
Val606Met mutécié a HCM siilyos klinikai manifeszticiéjdval
és az SCD halmozott el6forduldsdval tirsult (14). Mindezek az

eredmények j6l mutatf']ék, hogy még szdmos adatnak kell
Osszegyllnie ahhoz, hogy a genotipus-fenotipus korre-
léciékrél drnyaltabb képiink legyen.

a-tropomyozin gén (TPM1, 15922)

Két német HCM-es csalddban, melyben kizdrhat6 volt a
MYH?7 gén érintettsége, ,linkage mapping”-gel a 15-6s
kromoszéma hosszi karjira (15q2) lokalizdltdk a
betegséget okoz6 gén helyét (41). Amikor a szintén sarco-
mer fehérjét kédolé a-tropomiozin gént a 15-6s kro-
moszéma hasonlé régiéjdra lokalizdltdk, nyilvinvalé
célpont lett a tovabbi vizsgdlatokhoz, amik ki is mutattik
a gén két, killonbdz6 pontmuticidjit a két csalddban
(Asp175Asn, Glul180Gly) (42).

Azirodalomban azéta még tovébbi két eur6pai (8) és hdrom
japin (50) HCM-es csalddot kozoltek, amelyekben az a-tro-
Eomiozin gén a mutdns. Az Aspl75Asn mutdciét ezek koziil

drom eurdpai és egy japdn, egymdssal biztosan nem rokon
csalddban is kimutattdk, ami az adott kodon hipermutabi-
litdsdra utal. Ugyanezen kodon de novo mutécidjét is bizonyi-
tani lehetett egy csalddban (43). Jelen adatok szerint ez a muté4-
ci6 teljes mértékben penetrans. Az TPM1 mutdciék a a HCM-es
esetek kb. 5%-4t okozhatjdk.

Az a-tropomiozin fehérje a miofibrillum vékony filamen-
tumdnak alkotdrésze, a head-to-tail formdban elrendezkedd
a-tropomiozin dimerek az aktin filamentum bardzddiban he-
lyezkednek el, hét aktin monomert 4thidalva. Az a-tropo-
miozin fehérjeldnc 150-180-as aminosav poziciéjdbél &llé
domén azon két feltételezett hely egyike, ahol az a-tropomiozin
a troponin komplexhez két8dik. Ezt a helyet érint6 mutéciék
(Asp175Asn, Glul80Gly) valészinileg a fehérje Ca**-depen-
dens troponin T két6helyét kdrositjik. Nem tudni, hogy a sziv-
izomzaton kiviil mé4s szervekben is megtaldlhaté -tropomio-
zin mutdciéi miért okoznak csak szfvspecifikusnak t@ing feno-
tipust, lehet, hogy a gén érintett 5-6s exonja csak a szivizomzat-
ban kritikus funkci6ju.

Genotipus—fenotipus korreldcié: Az eddig leirt a-tro-
pomiozin mutdciét hordozé betegek széles morfolégiai
spektrumiak. A hdrom dsszehasonlftott eurdpai csaldd
tagjaiban kiilonbdz8 silyossdgi és lokalizdci6ju sziv-
hypertrophiét taldltak, az enyhe szivhypertrophidtdl
(septumvastagsdg: 15+2,7 mm) a silyos szivhypertro-
phidig (septumvastagsdg: 24+4,5 mm). Mindhdrom
csalddban azonban ,.benignus” volt a betegség, az 6ssze-
sen 21 beteg 85%-dnak nem, vagy enyhe tiinetei voltak;
mindéssze ketten haltak meg a csalddtagok koziil (8).
Ezzel szemben a japdn a-tropomiozin mutéciét hordozé
csalddokban, koztiik az azonos, Aspl75Asn mutdciét
hordozéban is, malignusnak bizonyult a HCM lefolyésa:
kiilonosen gyakori volt a hirtelen szivhaldl és a dilatativ
f4zisba 4tmend HCM (50).

Troponin T gén (TNNT2, 193)

Az a-tropomiozin mutdcié felfedezése a sarcomer mds,
vékony filamentum felépitésében részt vev fehérjéket
kédolé gének mutdci6jit is val6szinfisitette. MielGtt
magénak a troponin T génnek (TNNT2) lokalizdcidja is-
mertté vélt volna az 1-es kromoszéma hosszi karjin
(1g3), »linkage mapping”-gel mdr hdrom csalddban bi-
zonyitottdk ezen régié érintettségét (45). Jelenleg tobb,
mint tiz, HCM-et okozé mutéci6 ismert a TNNT2 génen
(15, 31, 42, 46). Legtobbjiik missense pontmuticid, va-
lamint egy 3 nukleotidb6l ll6 deléci6 (46), ill. egy, a
fehérje termindlis 22 aminosavdnak deléciéjdval jaré, tin.
»splice site” (az RNS splicing-ot mddosité) muticié is
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ismert (46). TNNT2 mutdciékat minden rasszban észlel-
tek mdr (Eur6pa, Eszak-Amerika, Japan, Kina, Délkelet-
Azsia, Pakisztdn, Dél-Afrika) (46). A TNNT2 génmutd-
ciék a HCM-es esetek kb. 15%-4ért lehetnek felelGsek.

A troponin T fehéje a miofibrillum vékony filamentum4-
nak, a troponin komplexumnak része. A TNNT2 gént érint§
mutdcidk a fehérje kritikus, az evolicié sordn meg6rzott
aminosavainak szubsztiticiéjdn keresztiil annak vitdlis funk-
ciéjét érinthetik. Egyes pontmutéciék (pl. Ile79Asn, Arg92Gln,
Phel10lle, Glul63Lys) a troponin T nem Ca**-fiiggé a-tro-
pomiozin kot6dését befolydsolhatjdk, ml’%l mds mutdcidk
(Glu244Asp, intron 15 G-A, Arg278Cys) a fehérje troponin C,
troponin I és a Ca**-dependens -tropomiozin interakcidjt
gatolhatjdk.

Genotipus-fenotipus korreldcid: A vildg kiillonboz6 ré-
szeirGl kozolt adatok tobbsége szerint a TNNT2 mu-
tdciék hasonlé fenotipust hoznak létre a kiilsnboz3
rasszokban. A TNNT2 mutéciét hordozékban a sziv-
hypertrophia nem kifejezett, néha szubklinikus (46). A
TNNT2 muticiék penetrancidja kombindlt, echocar-
diographids és EKG kritériumok alapjdn kb. 75-80%,
hagyomdnyos echocardiographids kritériumok. alapjén
azonban igen alacsony lehet (40%). A HCM lefoly4sdt
tekintve a TNNT2 muticiék a malignus MYH7 muti-
ciékhoz hasonléan kifejezetten malignusak: rossz prog-
nézissal és a hirtelen szivhaldl kifejezett kockdzatdval
jérnak (31,46).

Ennek ellenére egy Argl02Leu TNNT2 muticiét hordozé
francia csalddban - ahol széles spektrumii szivhypertrophiét és
a mutdci6 komplett penetrancidjit észlelték -, a csalddtagok
koziil senki sem halt meg hirtelen szivhaldlban (15).

Myozinkdté fehérje gén (MYBPC, 11q11.2)

Linkage analizissel médr 1993-ban bizonyitottdk egy
tovdbbi HCM l6kusz jelenlétét a 11-es kromoszémdn
(11p11.2) (5), melyen 1995-ben a miozinkdts C fehérjét
(myosin binding protein C, MYBPC) kédol6 génen azo-
nositottak mutdciékat HCM-es csalddokban.

Egy csalddban a gén egy részleges, 18 bdzisparbél 4116 dup-
likdci6jat taldltdk (44), mely a muténs fehérjét 6 aminosavval
meghosszabbftotta. Mdsik hirom csalddban a fehérje korai ter-
mindci6jat okozé és csonka fehérjét eredményez6 ,splice site”
mutéciét frtak le (2, 44). A fenti mutdciék mindegyikér6l
feltételezhet6 volt, hogy a fehérje C termindlis, miozin kots-
désért felelSs részét kdrositjak. Tovdbbi vizsgdlatok igen he-
terogén, s a tobbi HCM gén mutici6tél jellegében eltérd mutd-
ci6kat - tovabbi ,splice site” muticidkat, egy pentanukleotid
deléciét és egy missense muticiét - irtak le HCM-es betegek-
ben (4, 32). A MYBPC mutdciék a HCM-es esetek kb. 15%-4t
hozhatjdk létre.

A miozinkot6 C fehérje a sarcomer domindns miozin-
kot6 fehérjéje, s mivel csak a szivben expresszédlddik,
mutdciéja érthetGen csak szivspecifikus fenotipushoz
vezet. A MYBPC a sarcomerben transzverz médon he-
lyezkedik el, a vastag filamentumban miozinhoz kétddik,
az elasztikus komponensben pedig egy titinnek nevezett
fehérjéhez. Strukturilis szerepén tul valészindleg regu-
latorikus funkci6ja is van: F-aktinnal és a miozin feji
részével val6 interakciéja a miozin ATP-dzt modulilja,
reverzibilis foszforildcidja pedig a kontrakcié adrenerg
regulidciéjdban tfinik fontosnak. A fent részletezett muta-
ci6k a MYBPC fehérje konzervélt C termindlis, magas
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miozinkétd affinitdsd részének csonkitdsdval, a miozin-
hoz valé kotGdés gatldsdval hozhatjdk létre a HCM-et
(2,44).

Genotipus—fenotipus korreldcid: A MYBPC gén esetében
részletes adatok a genotipus—fenotipus Gsszefiiggésekr6l mé
nem éllnak rendelkezésre. Ugy tiinik, hogy a MYBPC mutici6
korfiigg8 penetrancit mutatnak, s 40 éves kor alatt a betegség
penetrancidja igen alacsony (= 45%) is lehet (6, 32). A MYBPC
mutéciék dltal okozott HCM benignusnak téinik, enyhe bal
kamrai hypertrophidval és j6 prognézissal, kiilonésen fiatal-
korban (6).

Esszencidlis miozin kénnyii ldnc gén (MYL3, 3p21.31)

Mds, szintén sarcomer fehérjéket kédol6 gének muticiéi utdn
kutatva, Poetter és mtsai az esszencidlis miozin kénnyi ldnc gén
(MYL3) pontmuticidjit taldltdk egy HCM-es csalddban
(Met149Val) (34). A csaldd 13 érintett tagja koziil hatban a
HCM egy igen ritka, midventrikuldris obstrukciéval jellemzett
formdjit észlelték. Hasonlé morfol6gidjG eseteket vizsgédlva
a MYL3 gén egy tovdbbi pontmutaciéjit fedezték fel egy fiatal
HCM-es fiiban (Argl54His).

Regulatorikus miozin kénnyfi ldnc gén (MYL2, 12q24.21)

Az esszencidlis miozin kénny( l4nc mellett elhelyezkedd regu-
latorikus miozin konny( ldnc génjét (MYL2) vizsgdlva, hdrom
pontmutdciét taldltak izoldlt HCM-es esetekben (Alal3Thr;
Glu22Lys; Pro94Arg) (34). A HCM-es betegek a MYL3 muticiék
megjelenéséhez hasonlé, midventrikuldris HCM-ben szen-
vedtek. A MYL2 gén mutéciéjat egy karib HCM-es csalddban is
leirtdk (Phel8Leu) (19), de ezekben a betegekben nem észleltek
midventrikuldris obstrukciét (W] McKenna, személyes k5zlés).

Mind az esszencidlis, mind a regulatorikus miozin
konnyi ldnc fehérje a miozin nehéz ldnc globuldris fe-
jének distalis regulatorikus doménjéhez kotddik, sta-
bilizélja a feji rész hossz, alfa helikdlis fehérjeldncét. A
regulatorikus konny( ldnc egy foszforidbilis serint tar-
talmaz, és ismert médon reguldlja a simaizom és nem
izom eredetii miozin ATP-4z aktivitdsat, de hardntcsikolt
izomzatban csak modulativ szerepe ismert.

Troponin I gén (TNNI3, 19p11)

Szintén a fenti ,kandiddns gén” megkozelitést hasznélva,
egy japan kutat6csoport a troponin I gén (TNNI3) mut4-
ciéit taldlta japdin HCM-es betegekben (22).

A gén 7-es és 8-as exonjdban 5 pontmutdciét és egy trinuk-
leotid deléciét észleltek, melyek az evolici6é sordn meg6rzott
aminosavakat érintették, és tobbnyire egyiitt oroklédtek a
betegséggel, bir de novo muticiét is taldltak. Két pontmutici6
(Argl62Trp; Gly203Ser) az eddig ,.japdn tipusi”-ként ismert,
apikélis HCM képében manifesztélédott. Az apikdlis HCM he-
terogén voltat jol illusztrilja az is, hogy TNNI3 mutdciét nem
csak apikdlis HCM-ben taldltdk és mds gének muticidit és
észlelték apikdlis HCM hdtterében.

Modifikdtor gének HCM-ben

Az a tény, hogy a HCM klinikai-morfolégiai megjelenése
a kiilonboz8 rasszokban és azonos csalddon beliil is kii-
16nb6z6 lehet, még azonos mutdcidk esetében is, mo-
difikdtor tényezSk szerepét veti fel, melyek kozott val6-
szintileg nagy szerepet jdtszanak a genetikai tényezdk
(a »genetikai hdttér”) bizonyos modifikdtor géneken ke-
resztiil.

Ilyen modifikdtor szerepet tulajdonitanak a renin-
angiotenzin rendszer (RAS) komponenseinek, tobbek
kozoétt az angiotenzin I konvertdl6 enzimnek (ACE),



2. tablazat: A HCM modositott diagnosztikus kritériumai HCM-es betegek feln6tt csalddtagjaiban (30).

Minor kritériumok

1) Echokardiogréfia alapjdn Major kritériumok
BK falvastagsdga:
az anterior septumnal
vagy a hdtso falndl: =13 mm =12mm
a posterior septumnal
vagy a laterialis falnal: =15 mm =14 mm
SAM: sulyos (kdzvetlen billentyi- enyhe (nincs kozvetlen

septum kontaktus)

2) Elektrokardiografia alapjan
Major kritériumok

BK hypertrophia + repolarizaciés
eltérések (Romhilt és Estes szerint)

T hulldm inverzié:

=3 mm: [-aVL (QRS-T hulldim

billenty(-septum kontaktus)
redunddns mitralis billeny vitorldk

Minor kritériumok

komplett bal-Tawara szdr block
vagy minor intraventrikuldris
vezetési zavar a BK elvezetésekben

minor repolarizdcids eltérések
a BK elvezetésekben

tengelykiilonbsége = 30 fok)

>3 mm:V3-V6

=5 mm: [I-1II-aVF
abnormadlis Q hulldm

mély S hulldm V2-ben (> 25 mm)

(> 40 ms vagy > 1/4 R hulldm)
legaldbb két elvezetésben az aldbbiak koziil:
- I-1II-aVF (BAH hidnyédban)

-V1-V4
- I-aVL-V5-Vé6

+ ismeretlen eredet(i mellkasi
fdjdalom, dyspnoe vagy syncope

BK =bal kamra; SAM = systolic anterior motion; BAH =bal anterior hemiblock

melynek szdmos cardiovascularis hatdsdn tdl kozvetlen
proliferativ hatdsa is ismert a szivizomzatban. Az enzi-
met kdédold gén egy inzercié/delécié (I-D) polimorfiz-
must hordoz; a gén ezen polimorfizmusa és az ACE plaz-
maszintje kozott kozvetlen Gsszefiiggést mutattak ki: a
D-D genotipusti emberek szérum ACE szintje mintegy
kétszerese az I-I genotipustiakénak.

Kimutattdk, hogy gén D-D genotipusa HCM-es betegekben
szignifikdnsan nagyobb bal kamrai témegindexszel és bal
kamra hypertrophidval jér (23), és a hirtelen szivhaldl kocka-
zata is nagyobb (28). Hasonlé 6sszefiiggést irtak le az angio-
tenzinogént kédolé gén egy polimorfizmusdval kapcsolatban is
(18). Egy francia tanulmdny azt mutatta, hogy a fenti dsszefiig-
gések mutdciéspecifikusak, s a D-D genotipus korreldldsa az
adverz klinikomorfoldgiai paraméterekkel csak bizonyos mu-
tdciok esetében igaz (40).

Sajdt vizsgdlataink a miotonin-kindz gén modifikdtor sze-
repét valészindsitették HCM-ben (37). Ez a gén egy cAMP de-
pendens protein-kindzt kddol, s mutdciéja az egyik leggyako-
ribb felnéttkori izomdystrophidt, a dystrophia myotonicét
okozza.

Klinikai vonatkozasok

A fenti genetikai ismeretek mdr napjainkban is jelentds
hatdssal vannak a HCM klinikai megkdozelitésére. Bér a
genetikai rutindiagnosztika megteremtése és mégin-
kédbb a génterdpia kidolgozdsa a jov6 kihivdsai kozé tar-
toznak, a HCM-es betegek gondozdséban a kovetkezd
szempontokat mindenféleképpen érdemes figyelembe
venni:

1. Mivel a HCM az esetek tobbségében 6rokl6ds,
familidris betegség, errél a tényrsl a HCM-es betegeket
fel kell vildgositani, részletes csalddi anamnézist (csa-
ladfa) kell felvenni, s az els6dgi vérrokonok (sziilék, test-
vérek, gyermekek) részére klinikai sztir§vizsgdlatot kell
felajanlani.

A szlirés soran anamnézisfelvétel, fizikdlis vizsgdlat, 12
elvezetéses EKG, transzthoraticus echokardiografia kell, hogy
torténjen. Pozitiv sziirési eredmény esetén a klinikai kivizs-
galdst mérlegelni kell, és rizikébecslést tandcsos végezni (24-48
6rds Holter-vizsgalat, terheléses vizsgdlat stb.).

2. Ismert, hogy a mutdciéhordozé csalddtagok, annak
ellenére,hogy genetikailag érintettek, gyakran nem felel-
nek meg hagyomdnyos, klinikai diagnosztikai krité-
riumoknak. A HCM (familiaritds esetén) autoszomalis
domindns médon 6roklédik, s igy egy HCM-es beteg
elsédgi vérrokondnak 1:1 az esélye arra, hogy orokolje a
HCM-et okozd génmutdciét, szemben az dltaldnos po-
puldcidt ,fenyegets” 1:500-1000 esélyhez. Ez a gyakor-
latra ugy fordithatd le, hogy egy familidris HCM-es beteg
valamelyik sziiljének génhordozénak kell lennie, s
mind testvérei, mind gyermekei 50%-a hasonlé médon
orokolte a domindns mutdns gént. Mivel a vérrokonok
érintettségének kockdzata mintegy 500-1000-szerese a
normadl populdciéénak (1:1 esély vs. 1:500-1000 esély-
hez) a vizsgédlatuk sordn észlelt, aspecifikusnak vagy nem
diagnosztikusnak tarthaté eltéréseknek sokkal nagyobb
jelentéséget kell tulajdonitani. A fenti meggondoldsok és
genotipizalt betegek-hozzdtartozdk vizsgdlata alapjdn
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McKenna és mtsai HCM-es betegek rokonainak klinikai
megitélésére médositott diagnosztikus kritériumokat
ajénlanak (2. tdbldzat) (30). Megkiilonboztetnek major
és minor echokardiogrifids és EKG kritériumokat; diag-
nosztikusnak egy major (echo vagy EKG) két minor
echo, vagy egy minor echo és két minor EKG kritérium
meglétét értékelik. A fenti diagnosztikus kritériumok fel-
néttekre vonatkoznak csak, s a HCM diagnézisa mds,
potencidlisan szivhypertrophidt okozd eltérések esetén
(sportolék, kontrolldlt hypertensio, obesitas stb.) to-
vébbra is problematikus marad.

A fenti kritériumok nagyszdmd, genotipizilt HCM-es
beteg és hozzitartozéik klinikai vizsgdlatin alapulnak
(7), mely szerint mind a major echo és major EKG
kritériumok kivild specificitdsiak (100%, ill. 97%), bir
alacsonyabb szenzitivitdsiak (62%, ill. 61%). A minor
kritériumok kombindldsdval a szenzitivitdst lehet novel-
ni 83%-ra, s igy a médositott diagnosztikus kritériumok
negativ prediktiv értéke 95% 30 éves kor felett. Mind-
azondltal az ,egészséges” génhordozdék (a mutdns gént
6rokl6, de mindenféle echo/EKG eltérés nélkiili csaldd-
tag) tovébbra is jelentds hdnyadot, 17-20%-ot tesznek ki,
ezek klinikai megitélése tovdbbra is nehézségetfelent.

3. Eddigi ismereteink szerint egy adott HCM mutéci6
prognosztikailag jelentGs lehet, s ezért érdemes toreked-
ni a genetikai diagn6zis - akdr jovébeni - elérésére. A
HCM genetikai diagnosztikdja (az adott mutdcié azo-
nositdsa), bir metodikailag megoldott, jelenleg még igen
id8- és koltségigényes, és a rutin diagnosztikiban még
sehol sem hozziférhetd.

Mindazondital a mutdciék azonositisa a HCM genetikd-
jdval foglalkoz6 kutatélaboratériumokban 4ltaldban elérhetd
(Magyarorszdgon a Szent-Gydrgyi Albert Orvostudomdnyi
Egyetem I1. sz. Belgydgydszati Klinikdjan folynak hasonl6 vizs-
gilatok), ezért a HCM-es betegektdl vérminta levétele, s annak
tiroldsa egy esetleges genetikai vizsgdlatra indokolt lehet.
Mindenesetre a molekuldris genetikai vizsgélatot alapos kli-
nikai csalddvizsgédlatnak kell megel6znie.

Konkluzio

A legutébbi évek genetikai kutatdsai a hypertrophids car-
diomyopathia hétterében hét gén mutici6jit azonositot-
tdk és etiolégiai alapon redefinidltdk a HCM-et a sarco-
mer betegségeként. Az eredmények kétségteleniil im-

presszivek, de mint minden uj felfedezés, ez is szdmos.

nyitott kérdést sziilt, melyek még megvilaszoldsra vér-
nak.

Nem tudjuk, hogy mely tovdbbi gén/ek mutici6i
okozhatnak HCM-et, s ezek mind valéban sarcomer fe-
hérjét kédolnak-e. Nem tisztdzott részleteiben a mole-
kuldris patomechanizmus, az a folyamat, amelyen ke-
resztiil az 6rokolt mutdns gén létrehozza a klinikai fe-
notipust, a megjelend betegséget. Nem ismertek azok a
faktorok, amelyek a mutici6 kifejez6dését befoly4soljik,
és hogy mi a pontos korrel4ci6 a genotipus és a fenotipus
kozott. Mindez csak néhdny a megvélaszolatlan kérdések
koziil.

A legfontosabb természetesen az, hogy a fenti ered-
meények végiil is milyen mértékben épiilnek be a HCM-es
betegek klinikai diagnosztikdjéba, terdpidjéba, riziké-
becslésébe, utinkovetésébe. Az eddig rendelkezésre 4ll6
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eredmények mindenesetre mdr elég alapot szolgdltatnak
ahhoz, hogy a HCM-r6l kialakult felfogdsunkban és an-
nak klinikai megkozelitésében a genetikai ismeretek
teret nyerjenek.

A publikdcié a T019612 sz. OTKA és a magyar-gorog kor-
mdénykozi tudomdnyos és technolégiai egyiittmiikodés kere-
tében, az OMFB és kiilfoldi szerzddéses partnere, a Ministry of
Development, GSRT tdmogatdsdval (GR-48/96) jott létre.
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nehéz lanc génben

Kulcesszavak: hypertrophias cardiomyopathia, béta myozin nehéz lanc gén

2oz

myopathids (HCM) betegekben, melyek koziil a béta-myozin nehéz lanc gén, a
troponin T gén, az alfa-tropomyozin gén és a myozin kotS C fehérje gén mutaciéi a
leggyakoribbak. Munkénkban egy 32 éves kordban hirtelen szivhalalt halt HCM-
es beteg és csalddjanak klinikai és genetikai analizisét végeztiik el. A probanda
betegségének tiinetei 12 éves kordban jelentkeztek, legutolsé vizsgélatakor az
aszimmetrikusan hypertrophizélt septum maximadlis vastagsdga 21 mm volt,
abnormis diasztolés funkcidval, kidramlasi obstrukci6 nélkiil. Halala dszas kozben
kovetkezett be. A beteg négygeneracids csaladjaban egyik gyermeke érintettségét
lehetett igazolni. A gyermek szivhypertrophidja kifejezett (septumvastagsag 22 mm),
EKG-ja kéros. A beteg DNS mintdjadban a béta-myozin nehéz ldnc gén 19-es
exonjdnak 719-es kodonjaban egy G-A mutéciét igazoltunk, mely aminosavszinten
a normdlisan jelenlev$ arginin glutaminra valé cseréjét okozza (Arg719Gln). A
csaldd tobbi tagja koziil egyediil a klinikailag érintett gyermekben lehetett kimutatni
amutdciét. Az igazolt béta myozin nehéz lanc gén Arg719GIn mutécidja mindezidaig
az els6, magyar hypertrophids cardiomyopathids csalddban kimutatott génmutécio.
A mutécié a probanda esetében ‘de novo’ formdban jelentkezett és klinikailag
malignus formdban nyilvanult meg.

Keywords: hypertrophic cardiomyopathy, beta myosin heavy chain gene

Summary: To date, mutations in nine genes have been found in hypertrophic car-
diomyopathy (HCM) patients, the beta myosin heavy chain gene, the troponin T
gene, the alpha tropomyosin gene and the myosin binding protein C gene being the
most prevalent among them. We performed a clinical and genetic analysis of a
HCM family in which the proband died suddenly at the age of 32 years. The dis-
ease was diagnosed when the proband was 12 years old. On last follow up the
diameter of the asymmetrically hypertrophised septum was 21 mm, with abnormal
diastolic function and without outflow tract obstruction. She died while she was
swimming in the swimming pool. Analysis of the proband’s four-generation family
showed that only one of the proband’s son was clinically affected. The affected son
has marked cardiac hypertrophy (interventricular septum thickness: 22 mm) and
has abnormal ECG. We identified a G-A mutation in codon 719 of exon 19 of the
beta myosin heavy chain gene which causes a change for glutamine instead of
arginin (Arg719GIn) in the normal protein. Genetic analysis showed that apart from
the proband only the clinically affected son carried the mutation. This Arg719GIn
mutation of the beta myosin heavy chain gene is the first mutation identified in a
Hungarian HCM family so far. The mutation occurred ‘de novo’ in the proband and
manifested in a malignant form clinically.

SEPP ROBERT!, PALINKAS ATTILA!, KERTESZ ERZSEBET?, ALESSANDRA
RAMPAZZO?, DONGO AGNES', JEBELOVSZKI EVA!, ARIS ANASTASAKIS?,
FORSTER TAMAS', GIAN ANTONIO DANIELIE}, CSANADY MIKLOS!

Hypertrophias cardiomyopathiat okozo
génmutacio azonositasa a béta myozin

Az elsd molekuldris genetikai analizissel igazolt magyar csaldd leirdsa

Bevezetés

A hypertrophids cardiomyopathia
(HCM) a szivizomzat primer meg-
betegedése, melyet tipusos esetben
a kamrakozti septum aszimmetrikus
hypertrophidja jellemez (1). A beteg-
ség prevalencidja a legfrissebb ada-
tok szerint kb. 1:500-1000 (2), mely
szerint a HCM jéval gyakoribb be-
tegség, mint kordbban gondoltak.
Klinikailag a betegek tiinet és pa-
naszmentesek lehetnek, de gyako-
ribb a panaszok jelentkezése angina,
effort dyspnoe, palpitatio vagy syn-
cope formdjaban. Gyakori a kiilon-
boz6 silyossdgi ritmuszavarok je-
lenléte és fokozott a hirtelen sziv-
haldl kockazata is.

Az elmilt 10 év genetikai kuta-
tdsai azt igazoltdk, hogy a HCM-et a
szarkomer felépitésében részt vevd
fehérjéket kédolé gének mutdcidi
okozzak. Jelen adatok szerint 9 gén,
a béta myozin nehéz lanc- (14ql1)
(3), alfa tropomyozin- (15q22) (4),
troponin T- (1q3) (4), myozin kot
C fehérje- (11p11.2) (5) (6), esszen-
cidlis (3p21.31) és regulatorikus
myozin konny lanc- (12q24.21) (7),
troponin I- (19p11) (8), alfa sziv-
izomspecifikus aktin- (15q12) (9) és
titin (2q31-32) (10) gének mutécidi
vezethetnek HCM-hez. Mivel fenti
fehérjék a sarcomer kontrakcié-
relaxdcié folyamataban kozvetleniil
vagy kozvetetten részt vesznek, ezért
a HCM-et jelen tuddsunk szerint a
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sarcomer betegségének tekinthetjiik.
Tovabbi genetikai heterogenitdsra
utal az a tény, hogy a vizsgalt csala-
dok egy része nem kothet6 az eddigi
ismert génekhez, tehét tovabbi gén/
gének azonositasa varhat6 a jovében.
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A rendelkezésre 4ll6 adatok sze-
rint a HCM gének koziil a béta myo-
zin nehdz lanc gén érintett a leggyak-
rabban, a gén mutaciéi a HCM-es
esetek mintegy 30-35%-at okozzak.
A gént érint6é mutdciok szinte kivétel
nélkiil a fehérje globuldris feji részét
kédold exonokat €rinté pontmuté-
ciék (11) (12). Elézetes megfigye-
lések arra utalnak, hogy a béta myo-
zin nehéz lanc gén mutacioéi kozvet-
len Osszefiiggésben allnak a betegség
klinikai lefolydsdval, vagyis bizo-
nyos mutaciok ,,malignus” betegsé-
get eredményeznek, silyosabb pana-
szokkal €s a hirtelen szivhaldl foko-
zott kockdzataval (13).

Munkankban egy 32 éves kordban
hirtelen halalt halt HCM-es beteg
mutdcidanalizisét végeztiik el. A mu-
tdci6analizis a béta myozin nehéz
lanc gén Arg719GIn mutacidjat iga-
zolta a gén 19-es exonjdban. A beteg
csalddjanak vizsgalata azt mutatta,
hogy a mutécié a betegben ,de novo’
formaban alakult ki, s atoroklédott a
beteg klinikailag is €rintett fidra. A
mutdcié az elsé magyar betegben
igazolt HCM-et okoz6 génmutacid.

Anyag és modszer

Klinikai vizsgdlatok: A betegek és
hozzétartozok vizsgalatakor elGzetes
beleegyezés utin minden esetben
részletes anamnézisfelvétel, az eset-
legesen rendelkezésre 4ll6 orvosi do-
kumentacié attanulményozasa, fizi-
kélis vizsgélat, 12 elvezetéses EKG
és transzthoracikus echocardiogréfia
tortént. Indokolt esetben klinikai fel-
vételre €s részletes klinikai kivizs-
géldsra kertilt sor.

Genetikai analizis. A klinikai vi-
ziteken vett periférids vérmintabdl
DNS izoldlas tortént standard elja-
rdssal. A minta DNS-ekbdl a béta
myozin nehéz lanc gén (MYH7) kii-
16nb6z6 exonjait polimeraz lanc-
reakcidval (PCR) amplifikéltuk, az
exonokra specifikus primerekkel,
melyeket a MYH7 gén publikalt
szekvencidja alapjan (GeneBank,
Accession ID: X52889) terveztiink.
Agén 19-es exonjitaz 5’ TCCTACT

TCCTTCTTGCCACA 3’ (forward)
és 5° GCTTCTGGTGCACCCTC
ATA 3’ (reverse) primerekkel amp-
lifikaltuk, 12.5 ml térfogati PCR re-
akcioban, 50 ng templdat DNS-t hasz-
nélva, az aldbbi PCR protokollal: 1.5
perc kezdeti denaturdcié 95 °C-on;
30 mp denaturécié 94 °C-on, 30 mp
annealing 55 °C-on, 1 perc extenzié
72 °C-on, 35 cikluson keresztiil, vég-
s6 elongacié S percig 72 °C-on. A
PCR produktumokat ,single strand
conformation polimorphism’ (SSCP)
analizissel vizsgaltuk, 10-15%-os,
nem denaturdl6 poliakrylamid géle-
ken 200 V-on, 18 6ran keresztiil, 5-
25-37 °C-on futtatva, 5% glycerollal
vagy anélkiil. Az SSCP gélek vizu-
alizalasa eziistfestéssel tortént, stand-
ard metodikdk felhasznédldsaval. Az
eltéré mobilitdst mutat6 ,band’-eket
klénoztuk (,Original TA Cloning
Kit’, Invitrogen BV, Leek, Hollan-
dia), a gyart6 ajanlasai szerint. A kl6-
nozott PCR produktumokat ABI
PRISM automata szekvenalén szek-
venaltuk (Perkin-Elmer Corporation,
Roche Molecular Systems, Inc.,
Branchburg, New Yersey, USA). A
restrikciés fragmens rost hossz poli-
morfizmus vizsgalatot Mspl restrik-

ciés endonukledzzal végeztiik (Pro-
mega Corporation, Madison, Wis-
consin, USA), szintén a gyarto6 ajan-
lasai szerint.

Eredmények

A index beteg kortorténete: A index
beteg egy nébeteg volt, akit 12 éves
korédban észleltek elsd alkalommal a
Szent-Gyorgyi Albert Orvostudoma-
nyi Egyetem (SZOTE) Gyermekkli-
nikdjan, ahova kamrai septumdefek-
tus irdnydiagnézissal keriilt. EKG
vizsgélata sinus ritmust, bal kamra
hypertrophidt ill. bal kamrai repola-
rizdciés zavart mutatott. Szivkaté-
terezése a VSD fennalltat kizérta, s
echocardiographids vizsgdlata a ké-
s6bbiekben aszimmetrikus septum
hypertrophidt (ASH) igazolt. Béta
blokkolé kezelés mellett stabil kli-
nikai allapotban volt, ideiglenesen
jelentkezd effort dyspnoes, szé-
diiléses és palpitatioval jaré pana-
szok miatt idénkénti hospitaliza-
cidkra keriilt sor, de eszméletvesztés,
thromboembolids szov6dmény vagy
kifejezett dekompenzdacidra utalo
tiinetek nem jelentkeztek kovetése

1. dbra. Az index beteg 12 elvezetéses EKG felvétele, mely sinus ritmust, septalis
hypertrophiat, nem specifikus intraventrikularis vezetési zavart, V1-5 elvezetésekben

ST elevatiot mutat.
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2. 4bra. A vizsgalt csalad négygenerdcios csalddfdja. A férfiakat négyzet, a noket
kor jeloli, a klinikailag egészséges csalddtagokat lires, a betegeket kitoltott szimbolum
reprezentdlja. Az index betegre (I1:11) nyil mutat.

sordn. 24 6ras ambulanter Holter mo-
nitorozdsa 1%-ot eléré kamrai extra-
systoliat, néhany kapcsolt VES-t mu-
tatott, de major kamrai ritmuszavart
nem lehetett detektdlni. Utolsé am-
bulanter kontrolljakor (1996, 31 éves
kordban) EKG-jan sinus ritmus, sep-
talis hypertrophia, nem specifikus
intraventrikularis vezetési zavar sze-
kunder repolarizécios eltérésekkel,
valamint V1-5 elvezetésekben ST
elevatio latszott (/. dbra). Echocar-
diographids vizsgéalata tipusos ASH-
t (parasterndlis hossztengelyi met-
szeten mérve interventrikularis sep-
tum vastagsdg: 21 mm, bal kamra
hétsé fal vastagsag: 9 mm), kissé ta-
gabb bal pitvart (bal pitvari atméré:
43 mm), normdlis bal kamrai para-
métereket (bal kamrai végdiastoles
atmérd: 55 mm, bal kamrai végsys-
toles 4tmérG: 40 mm), normiélis bal
kamrai systoles funkciét (bal kamrai
ejekcids frakcié: 52%), abnormis bal
kamrai relaxdciét (E/A: 48/68) és
jelzett mitrélis insufficientidt muta-
tott. Bal kamrai kifolyé traktus obst-
rukcié vagy ,systolic anterior mo-
tion’ (SAM) jelenség nem volt lat-
haté. Egy évvel késGbb uszodiban
val6 tszds kozben hirtelen eszmé-
letét vesztette, keringése, 1égzése le-
allt, intézetbe valé szdllitdsakor ala-
csony frekvencidjui kamrafibrillatiét,
fénymerev pupilldkat észleltek, a re-

animatios kisérlet eredménytelen
maradt.

Csaladsziirési eredmények: A in-
dex beteg egy jelenleg négygenera-
ci6s csalddbol szdrmazott, melynek
csalddfdja az 2. dbrdn lathatd. A
csaldd minden tagja, dsszesen 14
személy, részt vett a csalddszlrd
vizsgalaton. A index beteg sziileinek
(I:1; I.2) kardidlis panaszai nem vol-
tak, EKG-juk normalis volt, echocar-
diographids vizsgalatuk enyhe, kon-
centrikus bal kamra hypertrophiat
igazolt, feltételezhetéen a tobb éve
fenndllé mérsékelt hypertonia kovet-
kezményeként. A index beteg négy
testvérének €s azok gyermekeinek
kardiélis panaszaik ill. tiineteik nem
voltak, EKG-juk és echocardiogram-

&5
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3. dbra. Az klinikailag érintett 8 éves gyermek 12 elvezetéses EKG felvétele,
mely sinus ritmust, biatridlis terhelést, bal kamra hypertrophidt, bal kamrai straint,
inferior elveztésekben pathologids Q hulldmot mutat. Papirsebesség 25 mml/s,

5 mmimV hitelesitéssel.
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juk negativ volt. A index beteg két
fidgyermeke koziil az egyiknél
(II1:10) 2 éves kordaban a SZOTE
Gyermekklinikdjan szintén HCM-et
allapitottak meg, akkori leletei sze-
rint fizikélis statusdban bal paraster-
nélis II-IV bordakodzben 2/6-0s erds-
ségl systoles zorejt lehetett hallani,
EKG-jén sinus ritmust, balra devialé
R tengelyt, mindkét kamra hypertro-
phia és terhelés jeleit lehetett latni,
echojdn a septum jelentGs megvas-
tagoddsdval. A panaszmentes gyer-
meknél 4 éves kordban klinikai sta-
tusreviziéra keriilt sor, mely sordn
echocardiogramjan hypertrophids
jobb és f6leg bal kamrat, igen kife-
jezett septum hypertrophidt (septum-
vastagsdg: 21 mm, hétsé fal: 7.1
mm), bal kamrai diastoles funkcié
zavart, SAM jelenséget lattak, béta
blokkol6 terdpiat inditottak. Terhel-
het6sége mindvégig alacsony volt,
terhelésre nehézlégzés ill. minimalis
ajakcyanozis jelenkezett. Kovetése
sordn tobbszor keriilt sor hospita-
liz4cidra részben recidiv obstruktiv
bronchitis és bronchopneumonia va-
lamint kardidlis statusa miatt, ezek
sordn therapidjdba fokozatosan Ca
csatorna blokkolét és vizhajtét épi-
tettek be. Jelen ambulanter vizs-
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5. dbra. A MYH7 gén 19-es exonjanak szekvenciaanalizise az index beteg (M) és
egy normadlis kontroll mintdban (N). A szekvenalds eredménye egy G-A tranziciét

s s9 0

kédjat glutamint kédolé CAG-re vdltoztatja.

gdlatakor (8 éves kordban) EKG-jan
sinus ritmust, balra devidlé R ten-
gelyt, mindkét pitvari terhelést, és
bal kamra hypertrophiat észleltiink,
pathologids Q hulldmokkal inferior
elvezetésekben (3. dbra). Echocar-
diographids vizsgélata a hats6 és pos-
terior falak kivételével valamennyi
bal kamrai szegmens €s a jobb kamra
kifolyétraktusdnak hypertrophidjat
mutatta, legkifejezetteben a septum

4. 4bra. Az érintett 8 éves fiit echocardiogramja aszimmetrikus septum hypertrophia
képével, megnagyobbodott bal pitvarral. A pontos paramétereket Isd. a szovegben.

kozepén (interventrikularis septum
vastagsdg: 22 mm, bal kamra hétsé
fal vastagsdg: 6 mm), ezen kiviil tig
bal pitvart (bal pitvari atmérs: 48
mm), tdg bal kamrai paramétereket
(bal kamrai végdiastoles atmérd: 56
mm, bal kamrai végsystoles 4tméré:
31 mm), j6 globdlis bal kamrai sys-
toles funkciét (bal kamrai ejekcids
frakci6: 68%), feltehetéleg pseudo-
normadlis bal kamrai diastoles funk-
ciét (E/A: 50/33) és egyes foki mit-
ralis insufficientiadt mutatott (4. dbra).
24 6réas Holter monitoros vizsgalata
kérosat nem igazolt. Futészényeges
terheléses vizsgalatanal alacsony ter-
helhet6séget (2 MET) és hypotenziv
vémyomadsvalaszt €szleltiink. A index
beteg masik fidgyermeke klinikailag
egészségesnek bizonyult,

Genetikai vizsgdlatok: A index be-
teg mintdjanak SSCP vizsgdlatakor
egy eltéré mobilitasd band-et észlel-
tiink a béta myozin nehéz lanc gén
(MYH7) 19-es exonjdban. A PCR
produktum szekvendldsa a gén
13463-as pozicidjdban egy G-A tran-
ziciét mutatott (5. dbra). A mutaciot
az ellenirdnyu szal szekvenalasakor
is igazolni lehetett. A mutaci6 a gén
719-es kodonjat érinti, s az itt 1évé
arginint kédolé CGG kodont gluta-
mint kédolé CAG-re véltoztatja
(Arg719GIn). A mutécié az itt nor-
mélisan meglévé Mspl restrikcids
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6. dbra. A MYH7 gén 19-es exonjanak Mspl restrikciés fragmens analizise a

csalddtagokban. A mutdns mintdban a restrikcios hely elvesztése miatt az eredeti
(210 bp) hossziisdgii, emésztetlen és két emésztett, rovidebb (147 ill. 63 bp) fragmens
ldthaté, mig a kontrollokban az érintetlen restrikcios helyek miatt csak emésztett
fragmensek lathatéak. A mintdk koziil all:11 es (proband) és alll: 10-es (a klinikailag
érintett filigyermek) mintdban lehet megfigyelni a mutdciét jelzd restrikcids mintdt,
mig a tobbi minta, az I:1 (a beteg apja) és I:2 mintdval (a beteg anyja) egyiitt,
normdlis restrikciés mintat mutat. M : molsiily marker, bp: bazispar.

helyet is érinti, a restrikciés hely eli-
mindldsdval. Mindezek alapjén a
mutdciét restrikciés endonukledz
emésztéssel (RFLP) is bizonyitani
lehetett (6. dbra). Az RFLP analizis
alapjdn a beteg heterozigéta volt a
mutécid jelenlétére, egy normadlis €s
egy mutdns allélt hordozva. Hasonlé
eltérést nem taldltunk tovabbi szaz,
nem rokon kromoszéma vizsgalata-
kor.

A csalad genetikai analizisekor az
index beteg mellett csak a klinikailag
érintett fid (III: 10) mintdjaban ész-
leltiik a mutdciét (6. dbra), hason-
l6an heterozigéta formaban. Mivel
sem az anya (I:2), sem az apa (I:1)
mintdja nem hordozta a mutaciét,
polimorf markerekkel a paternalitast
is megvizsgaltuk, melyek azt bizo-
nyitottdk.

Megbeszélés

Munkénkban a béta myozin nehéz
lanc gén 19-es exonjanak Arg719
GIn mutécidjat talaltuk hypertrophi-
as cardiomyopathids betegiink be-
tegsége hatterében. A mutéciot a kli-
nikailag érintett gyermekében is ki
lehetett mutatni, mig klinikailag

egészséges hozzdtartozéi nem
hordoztdk a mutdciét. Mindez azzal
egyiitt, hogy a mutécié tovabbi szdz
egészséges kromoszémén sem volt
kimutathaté, a mutdcié koéroki
szerepét valdészindsiti. Mivel a
mutdciét sziileiben nem lehetett
igazolni, ez a mutdcié ,de novo’
eredetére (Ujonnan keletkezésére)
utal. Mindeziddig ez az els6, magyar
HCM-es betegben kimutatott
génmutacio.

A béta myozin nehéz lanc gén
(MYH7) mutéciéja a HCM egyik
leggyakoribb oka, az esetek mintegy
30-35%-ért lehet felelGs. A gén elsG
mutdciéjat 1990-ben igazoltdk
HCM-es betegekben (3), azéta tobb,
mint 50 mutdciét azonositottak a
génben. A MYH?7 gént érinté muta-
ciék szinte kivétel nélkiil pontmu-
taciok, melyek a gén elsé 23 exonjat
érintik, a gén azon részét, mely a pro-
tein globuldris feji, ill. csukldszeri
koztes részét kédoljak (11) (12).
Klinikai megjelenésiiket tekintve a
MYH?7 gént érint6 mutacidk a mu-
taciotol fiiggéen ,,malignus” és ,,be-
nignus” formaban is megnyilvanul-
hatnak. A gén Arg403Glu mutéciéja
pl. magas penetrancidval, a hirtelen
szivhaldl (SCD) fokozott gyakorisa-

gaval, s kifejezett septumhypertro-
phidval jar (13) (14). Hasonld, ,,ma-
lignus” lefolyast mutatnak a MYH7
gén Arg719Trp (15), valamint az
Arg453Cys mutéci6iis (13). A,,ma-
lignus” MYH7 muticiékkal szem-
ben pl. a Leu908Val mutéciét ala-
csony penetrancia, benignus kor-
lefolyds s az SCD ritka el6forduldsa
jellemzi (16).

A 719-es kodon altal kédolt argi-
nin a béta myozin nehéz lanc pro-
tein azon doménjének része, mely a
myozin konnyd lancokkal 4ll inter-
akciéban (17). A béta myozin nehéz
lanc 719-es poziciéjaban 1évé arginin
aminosav az 0sszes felndtt emlds
myozin nehéz lanc szekvencidban
megtartott, mely az adott aminosav
esszencidlis szerepét (struktiralis
vagy funkciondlis) valdszindsiti. A
719-es kodonndl egy mésik mutaciét
is leirtak mar [Arg719Trp (15) (18)]
tobb, egymdssal nem rokon csala-
dokban, mely az adott kodon az at-
lagosndl magasabb mutdcios ratdjara
utalhat.

Az altalunk leirt Arg719GIn mu-
taci6t egy amerikai munkacsoport is
észlelte mar kordbban (19). Ok egy
hispdn eredetdi, harom generacios
csaladfat kozoltek, melyben négy
mutdciéhordozét talaltak. Az egyet-
len érintett gyermekben 16 mm-nek
taldltdk a septumvastagsagot, mig a
mdsik hdrom mutdciéhordozé fel-
ndttben a septum vastagsaga 20-27
mm volt. A csalddban benignus le-
folyast mutatott a betegség, a négy
érintett csalddtag egyikének sem volt
syncopéja vagy presyncopéja, EKG-
juk normalis volt, terheléses vizs-
galatukkor és Holter monitorizaldsuk
sordn sem észleltek kérosat. A beteg-
ség a felnott kort elértekben 3 éves
korukig kialakult. A csaldd 64 hoz-
zdtartoz6janak kortorténetében nem
taldltak hirtelen szivhaldlra utal6 tor-
ténést. Mindezekkel szemben az &l-
talunk észlelt csalddban a mutacié-
hordoz6 anya fiatal korban bekovet-
kezett hirtelen szivhaléla és az érin-
tett kisfid stilyos morfoldgiai és EKG
eltérésekkel jar6 HCM-e malignus
megjelenési betegségre utal. A 719-
es kodonndl leirt masik mutacid,
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Arg719Trp, melyet négy, egymdssal
nem rokon csalddban is kimutattak,
esetiinkhoz hasonléan malignus
megjelenést mutatott (15). Az azonos
mutacié két eltéré formdban valé
megjelenésének oka ismeretlen, bar
mdas HCM mutdcidk esetében is ész-
lelték mar (13) (20). Elképzelhetd,
hogy a két kiilonbozd genetikai hat-
tér szerepel a mutdcié eltérd expresz-
sziéjanak okaként, modifikator gé-
neken keresztiil. Azt sem lehet ki-
zarni, hogy esetiinkben a malignus
megjelenés hétterében egy mésodik,
esetleg egy masik gént érinté maso-
dik mutacid jatszik szerepet az eltérd

klinikai megjelenés okaként.
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AZONOSITASA MAGYAR HYPERTROPHIAS CARDIOMYOPATHIAS
CSALADBAN
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OSSZEFOGLALAS: A hypertrophids cardiomyopathia jelen ismereteink szerint a szivizom szarkomerjének
betegsége, melyet a szarkomer kontraktilis appardtusdt felépitd fehérjéket kodolé gének mutdcidja okoz.
Mindeddig kilenc kiilonbiozé gén mutdcidjdt sikeriilt kimutatni hypertrophids cardiomyopathids betegekben,
melyek kiziil a miozinkité C fehérje gén mutdcioi az egyik leggyakoribbak. Munkdnkban egy hypertrophids
cardiomyopathidban szenvedd beteg és csalddjdnak mutdciéanalizisét végeztiik el. Az érintett egyén betegsége
aszimmetrikus septum-hypertrophia képében nyilvdnult meg (septum: 32 mm, hdtsé fal: 9 mm), kidramldsi
obstrukcié nélkiil. Béta-blokkold kezelés mellett gyakorlatilag panaszmentes volt, hatéves utdinkovetése alatt
syncopéja, malignus kamrai ritmuszavara nem jelentkezett. Negyvenkilenc éves kordban halt meg, pulmonalis és
agyi thromboembolisatio kovetkeztében. Molekuldris genetikai vizsgdlatokkal a miozinkits C fehérje gén 33-as
exonja 1226-os kodonjdnak CAG-TAG mutdcidjdt taldltuk, mely aminosavszinten a normdlisan meglévé glutamin
stop kodonra valé viltozdsdval jér (Gln1226Stop). A mutdcié kivetkeztében feltehetileg deletdlédik a fehérje
termindlis 48 aminosavja, ami - mivel a fehérje e része normdlis esetben a miozinmolekuldhoz valo kitodésért
Jelelds — patognomikus jelentdséggel bir. Csalddsziirés sordn két gyermeke mutdcidhordozé stitusza igazolddott,
mindkét gyermek panasz- és tiinetmentes, EKG-juk és echokardiogramjuk normdlis. Az dltalunk észlelt mutdcié
vildgszerte is ij, valamint esetiink az elsd igazolt miozinkité C fehérje gén mutdcié magyar hypertrophids
cardiomyopathids betegben.

‘Sepp R, Jebelovszki E, Borthaiser A, Dongé A, Rampazzo A, Pilinkas A, Forster T, Anastasakis A, Danieli
GA, Csanady M: IDENTIFICATION OF A NOVEL MYOSIN BINDING PROTEIN C GENE MUTATION
IN A HUNGARIAN FAMILY WITH HYPERTROPHIC CARDIOMYOPATHY

SUMMARY: Hypertrophic cardiomyopathy is the disease of the cardiac sarcomer, as it is caused by mutations in
genes encoding the contractile apparatus of the sarcomer. To date, mutations have been identified in nine
different genes in patients with hypertrophic cardiomyopathy; the myosin binding protein C gene being one of the
most prevalent among them. In this work we performed a mutation analysis of a patient with hypertrophic
cardiomyopathy. The proband’s disease was characterised by asymmetric septum hypertrophy (septum: 32 mm,
posterior wall: 9 mm), without intraventricular obstruction. During 6 years follow up she remained asymptomatic
on beta blocker therapy; she was free of syncopal episodes and major ventricular arrhythmias. She died at age 49
because of pulmonary and cerebral thromboembolism. With molecular genetic analysis we identified a C to T
transversion at codon 1226 in exon 33 of the myosin binding protein C gene which causes the introduction of a
stop codon instead of glutamine (Gin1226Stop). The consequence of the mutation presumably is the loss of the
terminal 48 amino acid at the site of the protein which is responsible for binding to myosin. On family screening
we found two of the patient’s children to be genetically affected. Neither of them have signs or symptoms of
hypertrophic cardiomyopathy, and both have a normal ECG and echocardiogram. The identified Gln1226Stop
mutation is a novel hypertrophic cardiomyopathy mutation and the first myosin binding protein C gene mutation
identified in a Hungarian patient with hypertrophic cardiomyopathy so far.

Magy Belorv Arch. 2001; 54. 170-176.
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A hypertrophids cardiomyopathia (HCM) tipusos eset-
ben a kamrdk kozti septum aszimmetrikus hyper-
trophidja formédjdban megnyilvanul6 primer szivizom-
betegség.? Legfrissebb adatok szerint a HCM j6val gya-
koribb, mint kordbban gondoltdk, prevalencidja kb.
1:500-1:1000.% Klinikailag a betegek tiinet- €s panasz-
mentesek lehetnek, de gyakoribb a panaszok jelentkezé-
se angina, effort dyspnoe, palpitatio vagy syncope for-
mdjiban. Gyakori a kiilonbz6 ritmuszavarok fellépte
és fokozott a hirtelen szivhalél kock4zata is.

Az elmilt 10 év molekuldris genetikai kutatdsai azt
igazoltdk, hogy a HCM-et a szarkomer felépitésében
részt vevs fehérjéket kédol6 gének muticidi okozzik. Je-
lenlegi adatok szerint 9 gén, a béta-miozin nehéz lanc
(14q11),? alfa-tropomiozin (15¢22),'? troponin T (1q3),"2
miozinkotd C fehérje (11pl1.2),"'3 esszencidlis
(3p21.31) és regulatorikus miozin konnyd lanc
(12q24.21),% troponin I (19pl1),* szivizomspecifikus
alfa-aktin (15q12)% és titin (2q31-32)'° gének muticibi
vezethetnek HCM-hez. Mivel a fenti fehérjék a
szarkomer kontrakcié~relaxicié folyamatdban kozvetle-
niil vagy kozvetetten részt vesznek, ezért a HCM-et jelen
tuddsunk szerint a szarkomer betegségének tekinthetjiik.

A HCM-et okoz6 gének koziil a béta-miozin nehéz
linc gén (MYH7) és a miozink6t6 C fehérje gén
(MYBPC3) muticidi a leggyakoribbak, melyek kiilon-
kiilon a HCM-es esetek mintegy 30-35%-4t okozzik.
Munkacsoportunk az els§ magyar HCM-es betegben
észlelt mutéciét a béta-miozin nehéz ldnc génben azo-
nositotta (Arg719Gln),"' mely korai expresszi6val, ma-
gas penetrancidval, malignus klinikai képpel jért.

A HCM-et okoz6 gének koziil a miozinkot§ C fehér-
je gén (MYBPC3) a mésik leggyakrabban érintett gén.2
A génben észlelt mutici6k nagyobb része, a tbbi HCM
génnel ellentétben, az mRNS splicing-jat médosité wn.
»Splice site” mutdcid, amely kévetkezményeként cson-
kolt, a normalis proteinnél rovidebb fehérjék irédnak at.
A csonkol4s éltaldban a fehérje C-termindlis részét €rin-
ti, ahol a fehérje mikodése szempontjdbol esszencidlis
miozin- és titink6td domén helyezkedik el. A MYBPC3
génmutécidk 4ltal 1étrehozott HCM fenotipust korspeci-
fikus penetrancia, enyhe balkamra-hypertrophia és
benignus kérlefolyas jellemzi.

Maunkénkban egy 49 éves kordban HCM-ben meg-
halt beteg mutdcidanalizisét végeztiik el. A muti-
ci6analizis a miozinkété C fehérje gén GIn1226Stop
mutici6jit igazolta a gén 33-as exonjéban. A beteg csa-
ladjdnak vizsgdlata azt mutatta, hogy a mutéciét két,
klinikailag nem érintett gyermeke is 6rokolte. A muta-
cié az elsG magyar betegben igazolt HCM-et okoz6
MYBPC3 génmuticid.

Anyag és médszer
Klinikai vizsgdlatok

A beteg €s a hozzétartozok vizsgdlatakor elSzetes beleegyezés utén
minden esetben részletes anamnézist vettiink fel, dttanulmdnyoztuk az
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esetlegesen rendelkezésre 4116 orvosi dokumentici6t, fizikélis vizsga-
latot, 12 elvezetéses EKG-t és transthoracalis echokardiogréfiat vé-
geztiink.

Genetikai analizis

Mivel az index beteg esetében nem illt rendelkezésiinkre periférids
vérminta, a DNS izol4l4sa a sectio sordn rutinszer{ien bedgyazott, for-
malinban fixdlt szovetekbdl trtént. A hozzdtartoz6k esetében a klini-
kai viziteken vett periférids vérmintdb6l izol4ltuk a DNS-t standard
eljdrdssal. A minta-DNS-ekbdl a miozink&td C fehérje gén kiilonboz6
exonjait polimeraz ldncreakci6val (PCR) amplifikéltuk, az exonokra
specifikus primerekkel. A gén 33-as exonjét az 5’-GAT GTG TCT
CCC TGG GTC CCT G-3' (forward) és 5'-GAG GAC AAC GGA
GCA AAG CCC-3’ (reverse) primerekkel amplifikdltuk, 12,5 pl térfo-
gatii PCR-reakciéban, 50 ng templdt DNS-t hasznédlva, az aldbbi
PCR-protokollal: 1,5 perc kezdeti denaturicié 95 °C-on; 30 mp
denaturdcié 94 °C-on, 30 mp annealing 55 °C-on, 1 perc extenzié 72
°C-on, 35 ciklussal, végsé elongédcié 5 percig 72 °C-on. A PCR-
produktumokat ‘single strand conformation polimorphism’ (SSCP)
analizissel vizsgdltuk, 10-15%-os, nem denaturélé poliakrilamid géle-
ken 200 V-on, 18 6rin keresztiil, 5-25-37 °C-on futtatva, 5%
glicerollal vagy anélkiil. Az SSCP-gélek vizualizdldsshoz eziistfestést
alkalmaztunk, standard metodikdk felhaszn4ldsival. Az eltér§ mobili-
tdst mutaté6 PCR-produktumokat ABI PRISM automata szekvenélén
direkt szekvenéltuk (Perkin-Elmer Corporation, Roche Molecular
Systems, Inc., Branchburg, New Yersey, USA).

Eredmények
Az index beteg kortorténete

A proband kérel6zményében lényeges belgyégyaszati
megbetegedés nem szerepelt. Panaszai 43 éves kordban;
elsG észlelése elbtt egy évvel kezdGdtek faradékonysag-
gal, ldbdagaddssal. Elektrokardiogramjédn sinusritmus,
bal anterior hemiblokk, bal pitvari terhelés, normailis
PQ és QTc intervallum, V1-3 elvezetésekben jelzett ST-
elevaci, V1-6 elvezetésekben mély S-hulldm, I-aVL el-
vezetésekben jelzett ST-elevacié mellett T-negativités,
II-III-aVF elvezetésekben ST-depresszié volt megfi-
gyelhetS (1. dbra). Echokardiografids vizsgdlata aszim-
metrikus septum-hypertrophia képében megnyilvanul6
(intraventricularis septum: 32 mm, héatsé fal: 9 mm)
HCM-et igazolt, tigabb bal pitvarral (45 mm), sz(k bal
kamrai 4tmérSkkel (LVEDD: 39 mm, LVESD: 20 mm),
j6 globdlis balkamra-funkci6val, kidramlasi gridiens €s
systolic anterior motion (SAM) jelenség nélkiil, jelzett
mitralis insufficientidval. Kezdetben béta-blokkold,
majd retard verapamil-terdpia mellett rendszeres ambu-
lanter megjelenéseikor idonkénti palpitatioérzés mellett
panaszai progressziét nem mutattak. Sinusritmusban
volt, mellkasi fdjdalom, fulladds, eszméletvesztés kove-
tése alatt nem jelentkezett. Echoparamétereiben az évek
sordn a septumvastagsdg csokkenését, a bal pitvari és a
bal kamrai 4tmérSk enyhe novekedését lehetett észlelni,
de bal kamrai dilatatio nem alakult ki. Negyvenkilenc
éves kordban, hatéves utidnkovetés utdn otthondban hir-
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1. abra. Az index beteg 12 elvezetéses EKG-felvétele. Papirsebesség 25 mm/sec, hitelesités 1 cm/mV

telen eszméletét vesztette, s négynapos intézeti észlelés
utdn meghalt. Boncoldsakor hypertrophizilt, 490 g su-
lya szivet taldltak, régi myocardium-hegesedéssel,
melyhez bal kamrai thrombosis tarsult. A bal kamrai
thrombosis embolisati6hoz vezetett a nyultvelGben, a
jobb vesében €és a mdjban. Hasonloképpen thromboem-
bolisatio volt észlelhetd a bal tiid6félben, melynek for-
rasa a kismedencei vénds plexus phlebothrombosisa
volt. Szovettani vizsgdlattal a szivizomkimetszésekben
HCM-re jellemzd ,myofiber disarray”-t, valamint
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myocyta-hypertrophidt, kiterjedt fibrosist és kisér-
betegséget lehetett észlelni.

Csaladi anamnézise szerint édesanyja (I:2, csalddfa a
2. dbrdn, felso panel) 55 éves kordban exitdlt collum-
carcinoma miatt, édesapja (I:1) 66 éves kordban halt
meg, kozelebbrdl nem ismert ,,szivbetegség” kovetkez-
tében. Csalddtagjai koziil harom gyermekét (III:1, III:2,
I11:3), batyjat (I1:2) és két unokahugat (I11:4, I11:5) volt
modunkban megvizsgdlni. Mindannyian panasz- €s tii-
netmentesek voltak id6szakos palpitatioérzéstol elte-
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2. abra. Felso panel: A Gin1226Stop miozinkotd C fehérje génmutaciot hordozo csalad csaladfaja. A négyzet szimholum férfi, a kor
szimbélum néi csaladtagokat jeldl. A klinikailag bizonyithatoan érintett csaladtagot (11:1) siétitett szimbolum jelzi. Az index betegre (II:1)
nyil mutat.

Also panel: A csaladtagok mutacioanalizise SSCP-analizissel. Az SSCP-gél palyai a palya felett lathato csaladtag mintajanak felel meg. A
111:2 és 11I:3 csaladtag mintajaban a probandnak (11:1) megfeleld SSCP-minta lathat (iires nyilak)
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kintve. Eszkozos vizsgalatuk (12 elvezetéses EKG és
echokardiografia) HCM-re diagnosztikus eltérést nem
mutatott.

Genetikai vizsgdlatok

A beteg mintdjanak SSCP-vizsgdlatakor egy eltéré mo-
bilitdsi savot észleltiink a miozinkoté C fehérje gén
(MYBPC3) 33-as exonjaban (3. dbra). A PCR-
produktum szekvendldsa a gén 19489-es pozicidjaban
egy citozin-timin (C-T) tranziciét mutatott (4. dbra). A
mutdciot az elleniranyu szal szekvendldasakor is igazolni
lehetett. A mutdcié a gén 1226-o0s kodonjat érintette, s
az itt 1évé glutamint kédol6 (CAG) kodont STOP
kodonra (TAG) valtoztatta (GIn1226Stop). A szekven-
ciaanalizis alapjdn a beteg heterozigéta volt a mutdcio
jelenlétére, egy normalis és egy mutdns allélt hordozva.
Hasonl6é bdziscserét nem taldltunk tovdbbi szdz, nem
rokon kromoszéma vizsgdlatakor.

A csaldadtagok genetikai analizisekor azt taldltuk,
hogy az index beteg mellett két gyermeke (II1:2, II1:3)
hordozza a mutdciot, a tovabbi csalddtagok genetikailag
nem érintettek (2. dbra, also panel). Mindkét mutd-
cidhordoz6 gyermek panasz- €s tiinetmentes, EKG-juk
normalis, echokardiogramjukon mitralis prolapsus lat-
hato.

KARDIOLOGIA

Megbeszélés

Az els6 HCM-et okoz6 mutaciot 1990-ben irtdk le a bé-
ta-miozin nehéz ldnc génben,® melyet hamarosan kove-
tett a tobbi HCM-et okozo géneltérés azonositdsa. Rovi-
desen kideriilt, hogy a hypertrophids cardiomyopathidat
genetikai szempontbol nagyfoku I6kusz- és allélhetero-
genitds jellemzi: HCM-et kilenc kiilonb6z6 génben be-
kovetkezett mutdcid is létrehozhat, ezen til egy génen
beliil tobbféle mutdcié is kialakulhat. Adatok utalnak

3. abra. Az index beteg mintajanak ,single strand
conformation polimorphism” (SSCP)-analizise. A beteg
\ mintajaban a miozinkoto C fehérje gén 33-as exonjaban (C
palya, nyil) egy eltéré mobilitasd sav lathatd, mely a normalis
kontrolimintakban (A, B, D, E) hianyzik.

~J
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arra is, hogy egyes esetekben az adott mutdcié szoros
kapcsolatot mutat a mutdcié kovetkeztében létrejove
klinikai képpel, pl. egyes mutdciok ,,benignus™ klinikai
vonasokkal jarnak, enyhe tiinetekkel és nem Kkifejezett
balkamra-hypertrophidval, kedvezd életkilatasokkal.
Mis esetekben a mutdci6 ,,malignus” klinikai vondsokat
mutat a betegség korai, silyos tiinetek képében vald
megjelenésével €s a fiatalkori hirtelen szivhalal fokozott
kockdzatdval. Ugyanazon mutdcio klinikai megjelenése
azonban viltozo lehet kiilonb6z6 geografiai régidban,
példdaul a munkacsoportunk dltal azonositott elsé ma-
gyar HCM-es mutécid, a béta-miozin nehéz lanc gén
Arg719GIn mutdciéja az dltalunk észlelt csalddban
malignus klinikai képpel jart,'' mig egy hispdn eredetd
amerikai familidban benignus megjelenést mutatott.
Munkénkban a miozink6té C fehérje gén egy 4j mu-
taci6jat azonositottuk magyar HCM-es betegben és hoz-
zdtartozéiban. A miozinkoté C fehérje a miozinkotd
fehérjék csoportjdba tartozé protein, mely az Gsszes ha-
rantesikolt izomban megtaldlhat6.'* A fehérje hét-ki-
lenc, a szarkomer axidlis tengelyére meréleges sav for-
mdjdban helyezkedik el a keresztkotéseket tartalmazé C
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(,.crossbridge™) zondban. A protein tiz, 7 immunglobu-
lin és 3 fibronektin tipusi modulb6l (C1-10) épiil fel. A
szivizomspecifikus izoforma — amely csak a szivben ta-
ldlhaté meg — egy extra, CO modult is tartalmaz a fehér-
je N-termindlis részén, valamint egy foszforildbilis régi-
Ot a Cl és C2 kozotti linker szakaszon. A C8-C10 mo-
dul a titinhez, a C10 modul a miozinhoz valé kotodésért
felelGs (5. dbra, felsé panel). Eddigi kisérletes adatok
szerint a fehérje funkcidja részben strukturdlis (a titin-
hez és miozinhoz valé kotédésen keresztiil a miofibril-
lum , kompaktsaganak™ fenntartdsa), részben funkciona-
lis (a kontrakcid szabdlyozdsa foszforildcion keresztiil).

A 11-es kromoszéman taldlhaté miozinkotd C fehér-
je gén (MYBPC3) mutdcidja a béta-miozin nehéz linc
gén mutdcidja mellett a HCM egyik leggyakoribb oka,
az esetek mintegy harmadéért lehet felelés. A MYBPC3
gén elsé mutdcidit 1996-ben azonositottdk a HCM hat-
terében,'!? azéta mintegy 30 mutdciot taldltak a génben.
A tobbi HCM gént6l, mint pl. az egyik leggyakrabban
érintett béta-miozin nehéz lanc géntdl eltérGen, melyek-
ben a misszensz (,,tévesztd”) mutdciok a leggyakorib-
bak, a MYBPC3 gént érint6 mutdciok jelentdsebb része
az mRNS un. ,splicing”-jat befolydsold ,.splice site™
mutdcié.” A splicing sordn a nem kédolé DNS-szaka-
szok (un. ,intronok™) kivdgdsra keriilnek a kédolé (in.
.exon”) részek koziil, s ezaltal csak a kddolo részek
irédnak at fehérjévé. Splice site mutdciok esetében az
exon-intron hatdr felismerhetetlen a splicing-ot végzd
enzim szamdra, s ennek kovetkeztében nem kodold,
Lertelmetlen” részek is bekeriilnek a k6dolo részek ko-
z¢. Az esetek tobbségében az igy képzddott fehérjék az
értelmetlen részek beépiilésén til csonkoltak is, mert a
téves dtirds sordn véletlenszerd stop kodonok is atiréd-
nak, ahol a fehérjeldnc transzldlédadsa ledll. A MYBPC3
gén esetében a csonkolt rész gyakorlatilag minden eset-
ben érinti a fehérje C10 doménjét, mely a protein mio-
zinhoz és titinhez val6 kotodéséért felelGs.

Az dltalunk azonositott GIn1226Stop mutacié kovet-
kezménye egy aminosavat kédol6 kodon stop kodonna
vald viltozasa. Ennek kovetkeztében a fehérjeldnc
transzldléddsa ezen a ponton ledll, s a 33-as exon tovab-
bi része, a 34-es és 35-0s exonok nem irddnak dt, s a fe-
hérje C-termindlis 48 aminosavja hidnyozni fog (5. db-
ra, alsé panel). Mivel az 1226-os kodon a gén C10
motifjat koédolé domén része, a protein miozin- és
titinkoto funkcidjaért felelds része elttinik. Ennek direkt
bizonyitékat a szivizomzatbdl prepardlt mRNS analizise
adhatnd, de mivel nativ szivizomszovet nem allt rendel-
kezésiinkre, ezt kozvetleniil igazolni nem lehetett. Az
dltalunk azonositott mutdcio vilagszerte is egyedi, még
senki nem észlelte, valamint magyar HCM-es betegben
is az els6ként leirt MYBPC3 mutacio.

A mutdcioét az index betegen kiviil két, jelenleg 34 és
18 éves gyermeke is orokolte. Mindkét gyermek panasz
¢és tiinetmentes, EKG-juk normdlis. Echokardio-
gramjukon a bal kamrai falvastagsdg normalis, HCM-re
utalé egyéb koros eltérés sem volt igazolhatd. Az egyet-
len észlelt eltérés mindkettejiik esetében a mitralis bil-
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lentyl prolapsusa volt, azonban mitralis prolapsust a
masodik generdcié 6sszes, nem mutdcidhordozé tagja-
ban is ki lehetett mutatni. A két gyermeket a fentiek
alapjdn tlinetmentes (,,non-penetrans”) hordozénak le-
het tekinteni. Irodalmi adatok szerint gyakori jelenség,
hogy fiatalkord MYBPC3 mutdciéhordozok hosszi ide-
ig tiinetmentesek lehetnek, s 50 éves kor alatt a muta-
cidhordozok akar 40%-dban nem észlelhetéek a HCM
klinikai jelei.” Késobb, a kor elérehaladtaval egyre fo-
kozdédik a betegség megjelenésének esélye (tn. kor-
specifikus, korral novekvé penetrancia). Ezen betegek,
igy esetiink két mutdcidhordozo tagjanak is, szoros kli-
nikai kovetése indokolt.

Osszefoglalva, a miozinkoté C fehérje  gén
GIn1226Stop mutdcidjat taldltuk hypertrophids car-
diomyopathids betegiinkben. A klinikai fenotipust jelen-
t6s (>30 mm) septum-hypertrophia és kordan bekovetke-
zett haldl jellemezte. A mutdciot két, klinikailag jelen-
leg nem érintett gyermeke is orokolte. Az azonositott
mutdcio az elsd, magyar betegben kimutatott MYBPC3
génmutdcio, hasonloképpen vilagszerte is egyedi.

Koszonetnyilvanitas

A publikdcié a magyar-olasz és magyar-gorog kormanykozti tudoma-
nyos és technoldgiai egyiittmikodés keretében (I 29/98 és GR 42/99),
az OMFB és kiilfoldi szerzédéses partnerei, a Ministero degli Affari
Esteri Direzione Generale delle Relazione Culturali, VII és a Ministry
of Development, GSRT, valamint az ETT 46/2000 (Prof. Dr. Csanddy

Miklos) tdmogatdsaval jott Iétre. A szerzok megkoszonik Dr. Csanddi

KARDIOLOGIA

Joldn segitségét a korboncolasi lelet értékelésében és az autopszids
anyag rendelkezésre bocsatdsdban.

IRODALOM

I. Bonne G, Carrier L, Bercovici J, Cruaud C, Richard P,
Hainque B, Gautel M, Labeit S, James M, Beckmann J:
Cardiac myosin binding protein-C gene splice acceptor site

associated  with  familial
cardiomyopathy. Nat Genet 1996; 11: 438-440.

. Bonne G, Carrier L, Richard P, Hainque B, Schwartz K:
Familial hypertrophic cardiomyopathy: from mutations to
functional defects. Circ Res 1998; 83: 580-593.

3. Geisterfer-Lowrance AAT, Kass S, Tanigawa G, Vosberg H-P,
McKenna W], Seidman CE, Seidman JG: A molecular basis
for familial hypertrophic cardiomyopathy: a b cardiac myosin
heavy chain gene missense mutation. Cell 1990; 62: 999-1006.

4. Kimura A, Harada H, Park J-E, Nishi H, Satoh M, Takahashi
M, Hiroi S, Sasaoka T, Ohbuchi N, Nakamura T, Koyanagi T,
Hwang T-H, Choo J-A, Chung K-S, Hasegawa A, Nagai R,
Okazaki O, Nakamura H, Matsuzaki M, Sakamoto T,
Toshima H, Koga Y, Imaizumi T, Sasazuki T: Mutations in the

mutation s hypertrophic

o

troponin I gene associated with hypertrophic cardiomyopathy.
Nature Gen 1997; 16: 379-382.

. Maron BJ, Gardin JM, Flack JM, Gidding SS, Kurosaki TT,
Bild DE: Prevalence of hypertrophic cardiomyopathy in general

N

population of young adults: echocardiographic analysis of 4111
subjects in the CARDIA Study. Circulation 1995; 92: 785-789.



. Mogensen J, Klausen I, Pedersen A, Egeblad H, Bross P,
Kruse T, Gregersen N, Hansen P, Baandrup U, Borglum A:
Alpha-cadiac actin is a novel disease gene in familial
hypertrophic cardiomyopathy. J Clin Invest 1999; 103: R39-R43.
. Niimura H, Bachinski LL, Sangwatanaroj S, Watkins H,
Chudley AE, McKenna W, Kristinsson A, Roberts R, Sole M,
Maron BJ, Seidman JG, Seidman CE: Mutations in the gene
for cardiac myosin-binding protein C and late- onset familial
hypertrophic cardiomyopathy [see comments]. N Engl ] Med
1998; 338: 1248-1257.

. Poetter K, Jiang H, Hassanzadeh S, Master SR, Chang A,
Dalakas MC, Rayment I, Sellers JR, Fananapazir L, Epstein
ND: Mutations in either the essential or regulatory light chains of
myosin are associated with a rare myopathy in human heart and
skeletal muscle. Nat Genet 1996; 13: 63-69.

. Richardson P, McKenna W, Bristow M, Maisch B, Mautner
B, O’Connel J, Olsen E, Thiene G, Goodwin J, Gyarfas I,
Martin I, Nordet P: Report of the 1995 World Health
Organization/International Task Society and Federation of
Cardiology Task Force on the Definition and Classification of
Cardiomyopathies. Circulation 1996; 93: 841-842.

176

. Satoh M, Takahashi M, Sakamoto T, Hiroe M, Marumo F,

Kimura A: Structural analysis of the titin gene in hypertrophic
cardiomyopathy: identification of a novel disease gene. Biochem
Biophys Res Commun 1999; 262: 411-417.

. Sepp R, Pilinkas A, Kertész E, Rampazzo A, Dongé A,

Jebelovszki E, Anastasakis A, Forster T, Danieli GA, Csanady

M: Hypertrophids cardiomyopathidt okozé génmuticié
azonositdsa a béta miozin nehéz lanc génben. Az elsé molekularis
genetikai analizissel igazolt magyar csaldd leirdsa. Cardiologica

Hungarica 2001; 1: 65-70.

. Thierfelder L, Watkins H, MacRae C, Lamas R, McKenna W,

Vosberg HP, Seidman JG, Seidman CE: Alpha-tropomyosin
and cardiac troponin T mutations cause familial hypertrophic
cardiomyopathy: a disease of the sarcomere. Cell 1994; 77: 701-
712.

. Watkins H, Conner D, Thierfelder L, Jarcho JA, MacRae C,

McKenna W], Maron BJ, Seidman JG, Seidman CE:
Mutations in the cardiac myosin binding protein-C gene on
chromosome 11 cause familial hypertrophic cardiomyopathy. Nat
Genet 1996; 11: 434-437.

. Winegrad S: Cardiac myosin binding protein C. Circ Res 1999;

84: 1117-1126.

MAGYAR BELORVOSI ARCHIVUM 2001/4



