Molekuldris genetikai vizsgalatok klinikai genetikai
laboratériumunkban

Dr. Endreffy Eméke
SZTE Gyermekgyo6gydszati Klinika

Genetikailag a humdn betegségek 3 csoportra oszthat6k:
1. Monogénes betegségek (egy gén hibdja okozza, mendeli
oroklodésmenetet kdvetnek, szamuk:>4000).
2. Komplex genetikai betegségek (tobb gén hibdja és kdrnyezeti hatds
okozza, pl. cardiovascularis betegségek, hypertonia, arthritis, diabetes,
tumorok stb.).
3. Szerzett (,,minimdlisan” genetikai) betegségek (pl. kanyaré vagy bal-
eset miatti).

Vizsgdlati modszerek a klinikai molekuldris genetikdban

I. Monogénes betegségek: az adott betegség génje és a betegséget oko-
z6 muticiék nagyrészt ismertek:
1. Direkt mutéciés diagnosztikdval (ismert kb. 500-600 gén esetében),
pl.: cystas fibrosis, Duchenne/Becker izomdystrophia, Leiden muticié,
haemochromatosis gén C282Y, metilén-tetrahidrofoldt reduktaz
(MTHFR) gén C677T, prothrombin G20210A stb. esetén.
2. Indirekt diagnosztikdval (kapcsoltsdgi vizsgédlatok): pl. Alport sy.,
polycystas vesebetegség, Lesch-Nyhan-sy. Marfan-sy. stb. esetén.

—Cé€l: molekuldris genetikai diagnosztika, carrier (génmuticiét hordo-
26-e?) vizsgdlat és magzati diagnosztika.

II. Polygénes betegségek: fogékonysdg vizsgdlata (pl.: coelidkidra
HLA-DRBI, -DQAI1, -DQB1 genotipizdlassal).

Monogénes betegségek vizsgdlata:

Direkt mutacios analizissel:
e Leiden mutdcié vizsgdlata
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A fokozott thrombézis hajlam 6rokl6d6 tényezdjének a kimutatdsa. Oka:
az Va véralvaddsi faktort kédol6 gén (1q21-25) G1691A (R506Q) muté-
ci6ja esetén az aktivalt protein C nem képes az Va faktort elhasitani (akti-
vélt protein C, vagyis APC rezisztencia alakul ki).
A heterozygéta géngyakorisdga: 2-7%, rizik6juk mélyvénds
thrombosisra kb. 7-szeres, a homozyg6také (1/5000) kb. 50-100-szoros az
tlag populdciéhoz képest.
Kockdzati tényezok: tartés immobilizacid, terhesség, sziilés, ordlis fogam-
z4sgatlok szedése.
Ujsziilottek, kisgyermekek protein C rendszerének a kapacitdsa csokkent
lehet (+ Leiden mutécié: prothromboticus 4llapot?)
Prothrombin G20210A:

A prothrombin gén G20210A mutécidja is noveli a thrombosis hajla-
mot (a lakossdg 2%-4t érinti).
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A haemochromatosis C282Y génmutéiciéjdnak kimutatisa:
Eurépai eredet{i népességben az egyik leggyakoribb 6rokl6do betegségrol
van sz6 (homozygota gyakorisdg: 1:300, AR kérkép), a betegek kb. 80-
100%-a a Cys282Tyr (C282Y) mutdciét hordozza (6p21.3). Ekkor a
parenchymds szdvetek kdrosoddsdval jar6 vastilterhelés 1€p fel (cirrhosis,
diabetes, cardiomyopathia) és ekkor keriil sor dltaldban a kimutatdsara.
Korabbi kimutatds: a prevenciét szolgélhatna!

Metiléntetrahidrofoldt reduktdz enzim génjének (1p36.3) C677T muté-
cidja (a lakossdg kb. 11%-a homo-, 45%-a heterozygéta) hyperhomo-
cysteinaemidt okozhat.

A homocysztein (Hcy) -szint emelkedés kdros hatdsai:
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1. az endotheliumra: oxidativ stressz (prooxiddnsok jelenlétében). Plaz-
mdébél valé eliminicié kb. 70%-a a vesén keresztiil torténik. Hey - korai
stddiumban is gyorsithatja a krénikus vesebetegség progresszidjt.
Haemodialysalt betegekben eldsegiti az arteriosclerosist.
2. a thrombocyta aggregiciora: koaguldcids kaszkad indukcié.
3. korai abortuszok hétterében 4llhat, veldcsd z4ar6ddsi rendellenességeket
okozhat, Down sy hétterében 4llhat.
Mikor kell gondolni alacsony foldt/folsav szint val6szinliségére és az
MTHFR TT genotipus homocysztein-szintet emeld kockdazati szerepére?
Tépldlkozé4si hidny, bizonyos betegségek (pl. idiilt veseelégtelenség,
ALL, psoriasis stb.) esetén, egyes gydgyszerek szedése, pl. folsav
antagonistdké (methotrexdt), levodopa addsakor Parkinson kérban, B12
vitamin hidny esetén.

Cystas fibrosis: A leggyakoribb autoszém recessziv kérkép eurépai
populdciéban (1:3500-4000 hazédnkban). 25-30 j beteg sziiletik évente.
Rossz prognézisi, gyorsan progredidlé betegség: az exocrin mirigyek
generalizdlt elvéltozdsa, megemelkedett verejték Cl szint, pancreas
insufficientia, fidkban sterilitds, ldnyokban csdkkent fertilitds és 1€gzési
elégtelenséghez, majd haldlhoz vezetd krénikus tiidobetegség jellemzi.
Gén: 7q31.3, 250kb, CFTR fehérje: 1480 aa, eddig megismert mutécidk:
>1200. Az éltalunk reverz slot blottos hibridizdciéval (INNO-LiPA CFTR
19, INNOGENETICS, Ghent, Belgium) vizsgélt 19 leggyakoribb muté-
cié: F508del, 1507del, G542X, N1303K, 1717-1(G—A), 1282X, G551D,
R553X, S1251N, R560T, 3905insT, Q552X, C—A) vizsgélatdval a bete-
gek kb. 50-60%-dban tudunk egy vagy két génmuticiét igazolni.

Dystrophinopathiak (Duchenne: DMD, Becker: BMD)

XR 0roklédési, lethalis, progressziv izomvesztéssel jaré neuromuscu-
laris genetikai kérkép (incidencia DMD-ben: 1/3 500 fid, BMD 1/30 000
fid). A betegek: 2/3-a deletios, 1/3-a (ij mut4ciét hordoz. A gén: Xp21
régiéban, 2.5Mb nagysagi (a legnagyobb humén gén), 79 exon, 2 deletios
"forré pont” jellemzi, minimum 8 szdvet specifikus prométer és szamos
splice varidns mRNS-e: 14kb nagysédgu, a kédolt fehérje (dystrophin):
3685 aminosavbdl épiil fel, 427kDa nagysdgd, 4 domainbdl 4ll,
subsarcolemmalis fehérje. A dystroglikan komplex részeként lehorgo-
nyozza a cytoskeletdlis mikrofilamentumokat a dystrophinen €s lamininen
keresztiil az extracelluldris matrixhoz. Expresszi6: izomban (viz-, sziv-,
simaizom) és az agyban. Geno/fenotipus Osszefiiggések: frameshift hipo-
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tézis (kb. 92%-ba igazolédott). Oki terdpia: jelenleg nincs, majd a génte-
rdpia lesz. Molekuldris genetikai vizsgdlatok célja: diagnézis megerdsité-
se, (progndzis?), carrier kimutatds, praenatalis diagnosztika. A beteg fitik-
ndl 19 génszakasz (Pm és 3, 4, 6, 8, 12, 13, 17, 19, 43, 44, 45, 47, 48, 49,
50, 51, 52, 60 exonok) meglétét vizsgéljuk, melyek leggyakrabban szen-
vednek deletiot. Eddig 96 deletiés fidbeteget taldltunk (60%), nem
deletiés volt 66 (40%). Csalddvizsgdlatot 8 STR (short tandem repeat)
markerrel [Dys I, Dys II, STR-44, 45, -49, -50, STRHI, 3’(CA)] 120 csa-
ldidban végeztiink. Prenatalis diagnosztika: 46 volt, 29 fiimagzatb6l 24
egészségesnek, 5 betegnek igazolédott. 17 lednymagzat esetleges carrier
statusdnak a vizsgdlata 16-18 éves korukban indokolt.

A Lesch—-Nyhan kér (LN) ritka (1/200 000 fid), XR orokletességli gene-
tikai betegség.

Oka: a hipoxantin-guanin-foszforibozil-transzferdz enzim hidnya
(HPRT1 gén kédolja, helye: Xq26-q27.2, 57kb, 9 exon, 8 intron, mRNS:
1,6kb, fehérje: 217 aminosav, a purin metabolizmus enzime). Génmutéci-
6k lehetnek akdrhol: del, ins, dupl., kéros splicing, pontmutacidk, a bete-
gek kb. 30%-a 4j muticié eredménye. A lednytestvérek esetleges carrier
statusdnak a vizsgdlata orokletesség esetén pl. HPRTB (AGAT) n
markerrel (a 3. intronban taldlhaté) (a gén kis mérete miatt ezen
intragenikus markerrel minimélis a rekombinéci6 lehetdsége a mutécié és
a marker kozott) lehetséges.

Indirekt diagnosztikdval:

(Nem mutdciét igazolunk, csupdn a gént hordozé kromoszomdk
oroklédésmenetét vizsgdljuk az érintett csalddokban.)

Polycystas vesebetegség: PKDI tipus (16p13.3, 46 exon, ismétlddés:
el-32, mRNS: 14kb, fehérje: 4302 aminosavbdl épiil fel, ,,two-hit” mo-
dell) a betegek kb. 80-85%-4ndl mutathat6 ki. Kordbbi kezdet, agresszi-
vebb klinikai lefolyds jellemzi, veseelégtelenség kb. 45%-nél ~50 év ko-
riill jelentkezik. 10% sporadikus, 90% familidris. Markereink: D16S663,
KG8, D16S291 familidris formdndl. A PKD2 tipus (4q21-23, 15 exon,
mRNS: 5kb, fehérje: 968 aminosav) kb. 15-20%-ndl igazolédott. Vese-
elégtelenség gyakran: >70 év. Fehérje termékeik (polycystin-1 és -2) egy
receptor/ion-csatorna komplex részei. Allél varidnsok, médosité gének,
kornyezeti faktorok szerepe kimutathaté. Markereink: D4S1563,
AFM353tc familidris forman4l.
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Néhdny esetben pedig eddig ismeretlen gén szerepe vetddott fel. Az
autoszOém recessziv polycystas vesebetegség (ARPKD, 6p21-pl12) génje
469 kb nagységi, 86 exonbél 4ll, mRNS: 8,5-13kb (alternativ splicing).
Fehérje termék: 4074 aminosavbdl 4ll: polyductin/fibrocystin. Markere-
ink: D6S295, D65427, D6S436, D6S465, D6S466, D6S1714 magzati
diagnosztika esetén.

IV-es tipusii kollagén nephropathidk:

A vékony bazalis membrdn nephropathia (VBMN) benignus familidris
haematuria, monosymptomds  betegség.  Oroklédése: AD, a
Col(IV)A3/A4/ gének mutdciéja okozza kb. 40%-ban. (Gyakori? 1-
14%7).

Az Alport sy (AS) haematuridval, proteinuridval jaré progressziv, orok-
16d6 nephropathia, mely sensoneurdlis hallds kdrosodédssal és az esetek
kb. 15%-dban minor ocularis laesi6kkal tirsul. A végstddiumui vesebete-
gek kb. 3%-at adjdk. Nagy fenotipusbeli heterogenitds figyelhetdé meg a
progressziét illetden. A betegek kb. 85%-4ndl X kromoszémahoz kotott
domindns 6roklodés figyelhetd meg (Col(IV)AS5 gén muticidk), a tobbi
autoszém recessziv (14%) vagy domindns (1%) 6roklédésmenetet mutat
(Col(IV)A3/A4 gének muticidi). Incidencidja 1:5000-1:10 000. Az els6d-
leges defektus a IV-s tipusi kollagénnel kapcsolatos, mely a GBM {6
strukturélis komponense. A IV-s tipusi kollagén 3 a lancbdl épiil fel (trip-
la helikélis molekula). Eddig 6 kiilonbozé tipusi a (IV) lancot irtak le,
génjeik kiilonbdzé kromoszomdlis elhelyezkedésiiek. Lokalizdci6juk:
szovet specifikus. Ha a Col(IV)A3/A4/ gének markerei (CA11, D2S401
és intragenikus Hae III RFLP) egy-egy beteg csalddjdban 2-es kromo-
sz6mdhoz kothetdséget igazolnak, és egy muticié val6sziniisithetd, ez a
tény a VBMN diagnézisdt tdmasztja ald. Amennyiben az 6roklddésmenet
az X kromoszéméin 1lévé Col(IV)A5 génhez kothetdséget igazol
(DXS456, 2B6, 2B20), ez linyokndl gyakran csak haematuridt okoz, fi-
tkndl viszont XD Alport szindrémat.

Familidris Marfan szindrémds betegek csalddvizsgadlata: AD oroklodé-
sii betegség, melyben a fibrillin (FBN1) gén mutéciéjat mutattdk ki a
15¢21 régi6ban. A 15-6s kromoszéma droklodésmenetének vizsgélatét az
érintett és Orokletességet mutaté csalddokban a kovetkezé markerekkel
végezziik: D15S119, D15S126, D15S1028, Rsal RFLP, MTS1, MTS2,
MTS3, MTS4.

212



