Bevezetés — A Human Genom Project

A Human Genom Project (HUGO) 1989-ben indult hatalmas tudomanyos vallalkozas,
melynek célja a teljes emberi genom szekvencidjanak meghatarozasa. A terv 2001-ben
megvalosult, s ezzel lezarult a ,,genomika” (genomics) korszaka, és megkezdédott az un.
»post-genomic” era (mdasnéven funkciondlis genomika, vagy proteomika), amikor a
megismert gének altal kodolt fehérjék funkcidjanak megértésén van a legnagyobb hangsuly.
fgy a nyers szekvencia adatokbol a kutatds, a diagnosztika és a gyogyitds céljaira
felhasznalhatd értelmes informaci6é valik. Ezen kivill a kovetkezé néhany év feladata az
egyének kozotti varidciok, polimorfizmusok megismerése is, azaz egy polimorfizmus térkép
megalkotésa.

Az emberi genom ~ 3 - 10° bazisparbol (bp) all és jelenleg ~ 35 000-re teszik a benne
talalhato gének varhatd szamat (a néhany évvel ezel6tt gondolt 100 000 koriili helyett). Egy
atlagos gén exonjainak hossza kb. 1000 bp, tehat a teljes génallomanynak csak az 1-1,5%-a a
fehérjéket kodolo exonszakasz. Az egyének kozotti variancia fokéra jellemzo, hogy két nem
rokon személy kozott ~ 0,1%-os kiilonbség van, tehat a szekvencia 99,9%-a teljesen azonos,
ami atlagban 1 baziskiilonbséget jelent 1000 bp-ként, azaz Osszesen 3 millié kiilonbséget.
Legkozelebbi rokonainkkal a csimpanzokkal és a gorillakkal a homologia 99%-os.

Korabban mutéacioknak azokat a genetikai variacidokat neveztiik, amelyek valamely
betegséghez vezetnek, és polimorfizmusoknak azokat, amelyek semleges, illetve nem ismert
hatasuk volt. Manapsag a genetikai informacié mennyiségének ndvekedésével azonban az
utobbiak koziil is egyre tobbrol deriil ki, hogy komplexebb modon jelentdségiik van egyes
betegségekre vald hajlam, illetve személyiségvonas kialakitdsaban, igy mara ez a két
kategoria 6sszemosodott. A korabbi pontmutécio kifejezés helyett ma mar célszeriibb az SNP
(Single Nucleotide Polymorphism, magyarul: ,,egypontos nukleotid polimorfizmus”)
megjelolést hasznalni. Az egyéni varidciok ~ 90%-a SNP, ami tehat tobb, mint 2 millié bazist
érint személyenként, de ezeknek persze csak a toredéke fejezodik ki hibas fehérje formajaban.
A fennmarad6 10% foként rovidebb-hosszabb szekvencidk ismétlddési szam polimorfizmusa,
illetve mikro-, makrodeléciok, inzerciok.

A még felderitetlen genetikai hatteri monogénes betegségek szdmanak jelentds
csOkkenésével mara az érdeklodés egyre inkabb a poligénes betegségek, illetve az olyan
genetikai polimorfizmusok felé fordult, amelyek nem egyértelmiien valamely betegséget
okoznak, hanem — bizonyos kornyezeti hatasoktol fiiggden — dnmagukban illetve bizonyos
kombinacioban csak hajlamositanak betegségekre, betegségcsoportokra. Emellett napjainkban
nagy lendiilettel folyik az egyénre jellemzOd személyiségvondsokat meghatarozo

polimorfizmusok kutatasa is.



A molekulaktol a betegagyig

A kovetkezokben két konkrét klinikai példan keresztiil mutatjuk be a molekularis
genetikai kutatdsok jelenlegi eredményeit, az 1j molekuldris diagnosztikai eljarasokat, és ezek
példa - a 21-hidroxilaz defektus és a cysticus fibrosis - részben klinikai jelentdségiik,
részben szemléletességiik miatt keriiltek kivalasztasra. A betegségek bemutatasanal a
pathobiokémia ¢és molekuldris biologia targykorébe nem tartozd részeket (tiinetek,
hagyomanyos diagnosztika, kezelés) is roviden attekintjiik kiilonds tekintettel a biokémiai
kapcsolatok sokrétiiségére. Ezen részek csak a kép teljessége és a konnyebb érthetdség
érdekében keriiltek az anyagba, és természetesen nem részei a biokémia vizsga
kovetelményeinek. Célunk az volt, hogy a sejtben zajlé molekularis folyamatokbdl kiindulva,
a kovetkezmények sorat kovetve fokozatosan eljussunk a betegségek klinikai

jellegzetességeihez, és ravilagitsunk a kutatas és gyogyitas kozotti szoros kapcsolatokra.



A 21-hidroxilaz defektus molekularis genetikaja és pathobiokémiaja

(Hallgatoi verzio)

Bevezetés
A szteroid 21-hidroxilaz enzim defektusa (21-OHD) a congenitalis adrenalis hyperplasias
(CAH) esetek tobb, mint 95%-anak kialakulasaért felelds. A hibat a 6-os kromoszoma révid
karjan taldlhatdé CYP21 gén mutacidi okozzék, melyek az enzimaktivitas részleges, kozel
teljes, illetve teljes mértékli kieséséhez vezethetnek. Ennek tiikrében a betegségnek harom
kiilonb6z6 sulyossagu klinikai formajat kiilonboztetjiilk meg: a legstlyosabb soveszté (SW), a
kozepesen stlyos szimpla virilizalo (SV), és a legenyhébb nem klasszikus (NC) (korabbi
nevén: késon manifesztalodd) format. A klasszikus formédk (SW és SV) gyakorisaga
Magyarorszagon 1/15000 ¢élvesziiletés, mig a nem klasszikus forma gyakorisaga ~ 1/1000.
A 21-hidroxildz defektus esetében az enzim 4altal katalizalt progeszteron—11-
dezoxikortikoszteron, ill. a 17-OH-progeszteron— 11-dezoxikortizol atalakulas sériil, melynek
kovetkeztében az aldoszteron €s a kortizol keletkezése elégtelenné valik (1. abra).
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Genotipizalas

A CAH diagnosztikdja szempontjabol rendkiviil fontos a genotipus meghatarozasa, mert ez
lehetdvé teszi a prenatalis diagnozist. A ledny magzat virilizacidja a terhesség alatt adott
dexamethazon terapidval részben vagy teljesen megelézhetd. A CYP21 gén kiilonféle
mutacioi a betegség klinikai megjelenési formainak jellegzetesen széles spektrumat hozzak
létre, és a genotipus-fenotipus korrelaciék meglehetdsen egyértelmiiek. A kiilonbzo
deléciok, nonszensz muticiok és olyan valtozasok, melyek olvasasi kereteltolddashoz
(frameshift) vezetnek, az enzimaktivitas teljes elvesztését okozzak. Egyes pontmutaciok
azonban egyaltalan nem, vagy csak kismértékben érintik a kodolt fehérje szerkezetét és
miikodését, alig csokkentve az enzim aktivitasat. A 21-hidroxilaz defektus egyik leggyakoribb



oka egy 8 bazisparnyi (bp) delécio a 3. exonban, mely inaktiv gént eredményez (pszeudogén,
CYP21P). A szintén igen gyakori un. G-mutacid esetében a pontmutacié a 2. intron egyik
végén van, ¢s a mutdcid kdvetkezménye a intron kivagasi (splicing) szekvencidjanak hibaja.
A fent emlitett két leggyakoribb mutacid6 mellett vannak ritkdbban eléforduldk is, létiik
valoszintileg a pszeudogén jelenlétével fiigg 0ssze.

A CYP21 gén és pszeudogénje (CYP21P) kozott igen nagyfok (~98%-0s) a homologia. A
leglényegesebb kiilonbség a pszeudogén 3. exonjaban létrejott 8 bazisparnyi delécid, ami
eltolja az olvasasi keretet (frameshift). gy a pszeudogénrél aktiv enzim nem irédhat at.
Ugyanakkor az aktiv CYP21 génben eddig észlelt mutaciok tobbsége megtalalhatdo a
pszeudogénben is, és valoszinii, hogy a mutéciok jelentds része a pszeudogénbdl keriil 4t az
aktiv génbe kiilonb6zé rekombinacidés események soran. Modszertani szempontbol a
pszeudogén jelenléte nagyon zavarja az aktiv génben keresendd mutaciok vizsgalatat, mivel
egy adott pontmutéacio €s kornyezetének szekvenciaja teljesen azonos az aktiv és az inaktiv
génben. Ugyanakkor betegséget kizarolag az aktiv gén mutacidja okoz.

Pontmutaciok kimutatasara sokféle modszert hasznalnak. Egyik elterjedt modszer az allél-
specifikus amplifikaciéo (ASA), mely a kiilonbozd allélokat (normalis illetve mutans allél)
szelektiven amplifikalja. A szelektivitast olyan primer parok tervezésével lehet elérni, melyek
3’ vége vagy a normal (N), vagy a mutans (Mt) szekvencidval komplementer. Egy olyan DNS
polimeraz, amelyik nem rendelkezik 3°—5’ exonukledz aktivitassal, csak akkor tudja
meghosszabbitani a primert — azaz csak akkor hoz létre PCR terméket —, ha a 3° vége
komplementer a templattal. Tehat a normal szekvencidnak megfeleld primer (N) jelenlétében
csak a normal allélrdl késziil mésolat, mig a mutans szekvencidval komplementer primer a
mutans allél felsokszorozasara alkalmas (2.A. abra).

A Allél specifikus A modszert a CYP21 gén
PCR termék mutéciodinak  vizsgéalatdra s
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tartalmazza az adott mutaciot.
Ha a mutacionak megfeleld primer hoz létre PCR terméket, akkor a DNS az adott helyen
mutacidt szenvedett. Ha mindkét reakcioban keletkezik PCR termék, akkor az egyed
heterozigdta hordozo6. Az, hogy nem keletkezik termék egy adott reakcidelegyben, csak akkor
informativ, ha egy kontroll PCR termék igazolja a reakcid6 megbizhatdsagat, ezért minden
reakcioban késziil egy kontroll termék is.



Vizsgalatok

A betegek vérébdl izolalt DNS amplifikéacio polimeraz lancreakcioval (PCR) tortént. Harminc

ciklust végeztiink a kovetkezd programmal: 1 perc denaturacio 96 °C-on; 30 sec annelalas 56

°C-on; 3 perc polimerizacio 72 °C-on. A PCR reakciot 10 perces lanchosszabbitdssal zartuk

72 °C-on.

A 3. dbran a CYP21 gén egy részlete lathatd (3-10. exon). A génen sziirke téglalapok az
1004 1388 1688 1768 19992113 exonokat, felettilk a szamok a

crer

mutaciés helyek poziciojat

jelolik a génen, a PCR
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amplifikacidja. Az allél-specifikus ,antisense” primerek mindegyike egy-egy vizsgalt
mutacionak felel meg, kivéve a legnagyobb DNS fragmentumot meghatarozo ,,antisense”
primert, mely a kontroll PCR termék képzdédéséhez sziikséges. Egy reakcidban akar tobb, a
mutaciot tartalmazé allél-specifikus primert is hasznalhatunk egyszerre, igy tobb mutaciod

egyidejii vizsgalata lehetséges. A keletkezd termék mérete mutdcio-specifikus, igy az

crer

4. abra: Allapitsuk meg a kovetkezé példaban a betegek genotipusat, azaz melyikben hol
talalhato mutacio! Mi a helyzet a G mintaval? Eldontheto-e ezekbdl az eredményekbol, hogy
a mutacio homozigota vagy heterozigota formaban van jelen a betegben. Ha igen, mibol, ha
nem, hogyan lehetne ezt eldonteni? (A kontroll savban 3, az adott poziciokban mutaciot
hordozo beteg mintdinak keverékét hasznaltuk létraként). A nyilak a PCR termékek méretét
jelolik. Megjegyezziik, hogy a kontroll fragment képzddése csak abban az esetben informativ, ha nincs mas
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informativ értéke.



Prenatalis diagnozis

A 21-hidroxilaz defektus egyike azon kevés betegségeknek, amelyek prenatalisan sikeresen
kezelhetdk, igy a leAnymagzatok virilizacioja megelézhetd. Prenatélis vizsgalatokat olyan
csalddokban végeznek, ahol mar sziiletett beteg gyermek. Ilyenkor az anyaval az Gjabb terhesség
megallapitdsa utan rogton dexamethason kezelést kezdenek, ami megakadalyozza a magzat kiilsé nemi
szerveinek a magas androgénszint miatti torzuldsat. A dexamethason a placentan atjutva szupresszalja a magzati
hypophysis ACTH tilprodukciojat, ezzel megelézve az androgénszint tulzott emelkedését. Bar a kezelés a
magzat virilizaciojat segit megakadalyozni, tartos adasa mellékhatasokkal jarhat az anyara nézve, ezért sziikség
van a magzat érintettségének mielObbi tisztazasara. A rogton elkezdett prenatalis terapia ugyanis tulajdonképpen
egy vak terapia; a korabban sziiletett beteg testvér alapjan feltételezziik csupan, hogy a magzat beteg. A
kovetkezo példa az elsé magyarorszagi prenatalis DNS-analizis 21-hidroxilaz hidnyban. Az
»index” eset DNS vizsgdlata azt mutatta, hogy a csaladban egy ritkdbb mutacié fordul eld, az
1999-es pozicidban. Az 1999-es baziscsere egy GIn—STOP kodonra valtozasat eredményezi,
¢s a legsulyosabb sovesztd formahoz vezet. A korionboholybol izoladlt DNS-t az 1999-es

Anya Apa  Index Korion Ujsziilott mutacidra vizsgaltuk ASA-val, annak

N Mt N Mt N Mt N Mt N Mt eldontésére, hogy a mutacido jelen
van-e, ¢s  homozigbta  vagy

heterozigdta formaban van-e jelen a
magzatban (6. abra). Erintett-e a
magzat? Mi a sziilok genotipusa?

P 2063 bp
- — - < s )
| \ 1315 bp Folytatna-e a dexamethason kezelést:

Az eredményeket az Ujsziilott DNS
vizsgalata is igazolta, aki nem

virilizalt kiilsé nemi szervekkel sziiletett.

Osszefoglalas

A magyarorszagi CAH betegek orszagos sziirésére az elmult években bevezetett allél-
specifikus amplifikacidé (ASA) eredményei alapjan a 2-es intronban talalhaté tn. G-mutacio a
leggyakoribb, a betegek tobb, mint a felében megtaldlhato, és splicing hibat eredményez.
Gyakori még a 3. exon 8 bp delécigja, mely pszeudogént hoz 1étre. Ezenkiviil eléfordulnak
mutaciok a 1004, 1388, 1688, 1768, 1999 és a 2113 pozicidban is, ezek azonban ritkak.
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A cysticus fibrosis molekularis genetikaja és pathobiokémiaja

(Hallgatoi verzid)

A cysticus fibrosis (mucoviscidosis) a gyermekek 0roklédo, tobb szervrendszert
érintd betegsége, a fehér borli népességben ez a leggyakoribb életet veszélyezteté genetikai
rendellenesség (1/2500), tehat minden 25. személy hordozo. A f6 patogenetikai sajatossag az
exocrin mirigyek dysfunctidja, amely a tiinetek és szovodmények széles korii egyiitteséhez
vezethet.

Patogenezis

A cysticus fibrosis autoszomalis recessziv modon oOroklédik, oka egy membran
transzport fehérje defektusa. Jelenleg mar tobb, mint 700 mutaciot ismernek, mely a betegség
okozoja lehet: ezek a mutaciok a 7. kromoszoma hosszu karjan egyetlen locuson fordulhatnak
eld. A CF gén 250 Kb hosszl, 27 exont tartalmaz és egy 1480 aminosavbol 4ll6 — cysticus
fibrosis transmembrane conductance regulatornak (roviden CFTR-nek) nevezett —
fehérjét kodol. A CFTR ioncsatorna, fOleg a légutakban, a gyomor—bél-traktusban, a
nyalmirigyekben és az urogenitalis rendszerben fordul el6.

A betegség genetikai vizsgalata azért lehet eredményes, mert — a korkép hatterében allo
lehetséges mutaciok igen nagy szama ellenére — a betegek 80-90%-aban ugyanaz a 30
mutacid talalhatdo meg, s ezek koziil is kiemelhetd egy, mely a cysticus fibrosisban szenvedd
betegek atlagosan 60-70%-aban megtalalhato. Ez a leggyakoribb mutacié harom bazis —
CTT — delécigja a 10. exonban, ami az 508. aminosav, egy fenilalanin kiesését eredményezi, a
mutacidt ezért AF508-nak nevezziik. (Maga CTT nem a fenilalanint koédolja, hanem két
kodonbdl — ATC CTT — lesz egy, de a fenotipusban csak a fenialanin delécidja jelenik meg,
mivel mind az ATC, mind az ATT izoleucint jelent.) A muticidk szdma és egylittes
gyakorisdga feltehetden azért olyan magas, mert szelekcids eldnyt jelent a choleraval
szemben: a AF508 homozigéta bélhamsejtek tenyészete érzéketlen a choleratoxin szekréciot
fokoz6 hatasara. (Erdekes, hogy a AF508-as muticié gyakorisiga Eurépan beliil egy jellegzetes észak-
nyugat, dél-kelet tengely mentén csokkend eloszlast mutat /leggyakoribb Daniaban és Svédorszagban, legritkabb

Torokorszagban és Izraelben/).

COO”

1. dbra A CFTR feltetelezett szerkezetének vazlata

Az 1. abra a cysticus fibrosis transmembran regulator feltételezett szerkezetét mutatja. A
homodimer molekula két transzmembran doménnel van a sejthartydba horgonyozva. Ezek
csatornat alkotnak, amelyen keresztil ClI° és vizmolekula haladhat 4at. A csatorna
miikodéséhez ATP sziikséges, ezek az NBD;-hez ¢és az NBD;,-hoz (Nucleotide Binding
Domain) kapcsolddhatnak, a fehérje tehat egy ABC-transzporter (ATP Binding Cassette). A



gén legtobb mutacidja a két ATP-kotd régioban taldlhatd. Az R (regulator) domain cAMP
dependens kinazok szdmara tartalmaz foszforilacidos helyeket, s a transzportfolyamatok
szabalyozasaban vesz részt. A AF508 mutacié az NBD, régidoban okozza a Phe-deléciot, ez
azonban nem a fehérjemiikodés defektusan keresztiil vezet a betegség kialakuldsahoz. A
nascens CFTR ugyanis el0szor az endoplazmatikus retikulumban glikozilalédik, majd a
Golgiban torténd végsd glikozilacids érés utdn transzportdlodik a membranba. A legtobb
mutacid hatdsdra viszont (ideértve a AF508-at is) a nativtél eltéré fehérje az
endoplazmatikus retikulumban vagy a lizoszomakban degradalédik.

CF-es sejtekben azt talaltak, hogy a megemelkedett cAMP szint hatisara elmarad a
normalis valasz, azaz a Cl" aram a 1égz6ham epithel sejtjeinek membranjan keresztiil. A
cAMP-fiiggd protein kinaz aktivacidja normadlis, azonban a PKA mar nem aktivalja magat a
CI'-csatornat. Kimutattdk, hogy az R doménnek szerepe van az aktivacidban, szamos PKA ¢és
C foszforilacios hely taladlhatd rajta. A csatorna modellje a kovetkezé: a cAMP szint
emelkedésére a PKA négy szerin reziduumon foszforildlja az R domént, minek hatdsara az
ATP kotéhelyek 2 ATP-t kotnek és hidrolizélnak, a csatorna nyit, és megindul a passziv CI
aram.

Tiinetek, diagnozis

A mutaciok heterogenitisa és a kornyezeti tényezok hatdsanak koszonhetden a tiinetek igen sokszintiek
lehetnek, s az egyes szervek valtozé mértékben érintettek, az elvaltozasok mégis mindig visszavezethetdek az
alapvet6 koros folyamatra, a CFTR csatorna hibas miikdodésére, vagyis arra, hogy a mirigyszekrétumok alacsony
viz- és magas iontartalmuak. A kiilsé elvalasztasu mirigyek miikodészavara valadékpangast (mucoviscidosis),
obstrukcidt okoz, és ez cystaképzodéshez, késobb pedig fibrosishoz vezet (cysticus fibrosis).

A tlidék 90%-ban érintettek, ennek legallandobb jele a kohogés és a gyakori tiidégyulladasok. A
csecsemOk 10-15%-aban a meconium (béltartalom) teljesen elzarja az ileumot (meconium ileus). Az exocrin
hasnyalmirigy is majdnem mindig érintett, elégtelen mikodésének kovetkeztében emésztési zavar alakul ki. A
pancreas endocrin funkcidja is gyakran karosodott: 10 éves kor utan a betegek 8%-aban diabetes mellitus
fejlodik ki. Az iontranszport zavara a verejtékmirigyek miikodését is érinti, erre esetenként a sziilok figyelnek
fol: a gyermek bdre sos izli. A verejtékteszt ma is a diagnozis alapja: 60 mM folotti Cl -koncentracio korjelzd

cysticus fibrosisra.

Kezdetben a betegek atlagos életkora nem volt tobb, mint 2-3 év, sot a leggyakoribb az
ujsziilottkori haldlozas volt. Azonban a tudomény fejlddése, a diagnosztikus és terdpids
eszk6zok boviilése egyre tobb CF-es beteg felismerését, ¢és tiineteik egyre hatékonyabb
kezelését tette lehetdveé. Mara az atlagos talélés 30 év f6l¢ emelkedett, és egy most sziiletd
CF-es beteg tobb, mint 40 évet élne, még akkor is, ha a mai terapids lehetdségek nem
javulnanak. Az enyhe mutacidkkal rendelkezd betegek varhat6 élettartama 70-80 év.

A CF molekularis genetikai diagnozisa

A CFTR génen eddig leirt mutdciok nagy szama miatt a betegség molekularis
diagnozisa kiilonleges stratégiat igényel. Az egyes muticiok eredményeképpen létrejovo
kiilonbozd sulyossagu defektusok Osszefliggéseit nevezziik roviden genotipus-fenotipus
korrelacionak. Ez alapjan a mutans alléleket két csoportra osztjuk: a pancreas



insufficienciens (PI), és pancreas sufficiens (PS) tipusra. A legtobb CF-es beteg (85%) a PI
csoportba tartozik, tehat a legtobb mutacio is (beleértve a AF508-at is) ,,stulyos” tipust.

A mutéciok kimutatdsanak alapvetéen két modja
van, a direkt és az indirekt analizis. A direkt DNS
vizsgalat feltétele, hogy eldzetesen ismerniink kell hozza
a mutacidt (kivéve szekvenalas). Ilyen modszer a
korabban emlitett ASA, vagy az RFLP amennyiben a
mutacio restrikcios helyet sziintet meg vagy alakit ki (ha
nem, ezt mesterségesen is létrehozhatjuk PCR-rel Gn. —— e gﬁ 111“
mismatch oligo-val /lasd DNS rekombinans technika o
gyakorlat/). A CF esetében igy mutatjuk ki a
leggyakoribb AF508 mutaciot (Magyarorszagon ~ 60%),

gél elektroforézis 2. abra

1. 2. 3. 4.

+
ahol a keletkezd ketilehetseges @eretu tfermek kozott 3 bp 1.2+ hordozé (s7ilé1)
kiilonbség van, amit megfelelden érzékeny elvalasztasi 3: index (hetes)
technika segitségével kimutathatunk (2. abra). 4: epés7séoes testvér

Indirekt vizsgalati modszer példaul az SSCP (single strand conformation
polymorphism /lasd Mol. biol. médszerek 1. gyakorlat/), ami a mutacié helyét és mindségét
nem, csak a jelenlétét jelzi. Leggyakrabban azonban a mutdcidhoz kapcsolt polimorf
markereket mutatunk ki, féleg a CF-hez hasonl6 esetekben, ahol a mutaciok nagy szdma miatt
ez sokkal célravezetobb megoldas, mint az egyes, egyenként rendkiviil ritka mutaciok
keresése. Hatranyuk, hogy csak olyan csalddokban alkalmazhatok, ahol mar sziiletett egy
beteg gyermek, hiszen csak ebben az esetben lehet kovetni az allélek oroklodését, illetve,
hogy a vizsgalat sohasem 100%-ig informativ. PCR-t kovetéen végezhetiink RFLP-t tobb
enzim kombinéciojaval, ilyenkor azonban a hasitdsi és a muticids hely tdvolsdganak
figgvényében a rekombinaciobol addodd problémakba {itkozhetiink. Ezt kiiszoboli ki a
mikroszatellita analizis, amely a CF gén intronjaiban lév6 intragénikus markerek
segitségével kovetkeztet arra, hogy a vizsgdlt minta melyik allélt tartalmazza. A
mikroszatellitdk 2-4 bp-os ismétléddések, melyekbdl harom kiilonbézének az analizisével mas-
mas szinnel jelolt

CFTR. 7. . primerek
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ban informativ
eredmény nyerhetd.
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30 « - || abra).

3. abra P M index testvérek

A példaban a CFTR gén 7. intronjaban lévo egy mikroszatellita vizsgalata lathato. Az index
alapjan (3) mit mondhatunk a sziiletendo testvérek (4,5,6) genotipusarol?



Prenatalis diagnosztika

A génhordozok gyakorisdga 1/25, ami azt jelenti, hogy minden 625. (1/25%)
hazassagkotés két heterozigota egyed kozott torténik. Ezeknek a paroknak 25-25%-os
eséllyel sziilethet beteg ill. egészséges gyermeke, s 50% a valosziniisége, hogy a gyermek
egészséges, de génhordozd lesz. Ezek az adatok aldhtizzdk a szlirés és a prenatélis
diagnosztika fontossagat.

Mivel a betegséget igen sok mutacioé okozhatja, igy a heterozigotak sziirése rutinszeriien
nem megoldhat6. A génhordozok kimutatasa legfeljebb 80-85%-ban jarna sikerrel, ezért a
populacid szlirést — egyeldre — nem tartjdk megvaldsithatonak. A hazasparok heterozigdta
genotipusara igy csak akkor deriil fény, ha mar sziiletett egy beteg gyermekiik: ezeknek a
csalddoknak a kovetkezd terhességben felajanljék a preanatalis diagnosztika lehetdségét.

Kezeles

A CF terapiaja komplex, célja az egyes szervrendszerekben kialakuld tiinetek enyhitése, mely rendszeres
kontrollal és megfeleld otthoni gondozasi program kidolgozasaval valosithaté meg. A terapia két 6 eleme
légiti és a dieteticai gondozas, 1€gzétornabol, antibiotikumok adasabol, a pancreas enzimeinek potlasabol,

stb. all, de ennek részletezésére e konzultacids anyagban nem keriilhet sor.

A CF az egyik els6é olyan betegség volt, ahol génterapias eljarasokat alkalmaztak.
Mint emlitettiik, a morbiditast meghatarozo f6 tényezo a tiido érintettsége. A CFTR a 1égutak
nyalkahartya sejtjeiben és a submucosalis mirigysejtekben expresszalddik. Ez meglehetdsen
konnyen hozzaférheté célpont, kiilonosen aerosol pumpas rendszerek alkalmazasaval.
Ugyancsak kedvezd, hogy a génterdpidban eldszeretettel vektorként alkalmazott
adenovirus kifejezetten a légutak sejtjeit ,betegiti” meg. Bar tudjuk, hogy a géntranszfer
kozel sem 100%-o0s eredményességli, kimutattak, hogy a sejtek kevesebb, mint egytizedében
visszaallitva a normalis Cl'-csatorna funkcidt, kialakithaté a mucus fiziologias allapota. A
génterapidban alapvetdéen kétféle vektort alkalmazhatunk: olyat amelyik integralodik a
gazdasejt genomjaba (pl. a retrovirusok, adeno asszocialt virus, AAV), és olyat, amelyik nem
(adenovirus). Az integracié eldnye, hogy a bevitt gén tartdosabban expresszalodik a
célsejtekben, és tovabboroklédik a leanysejtekbe, viszont nagyobb a malignus atalakulas
kockazata onkogén aktivacion keresztiil. A nem integralodd vektorok alkalmazasdval csak
atmeneti (néhany hetes) expresszio érhetd el, valamint az ismételt alkalmazaskor a virus ellen
kialakuld6 immunvalasz is csokkenti a hatékonysagot. Kisérleteznek még vektormentes
rendszerrel is bejuttatni a CFTR-t: pl. liposomékba csomagolva, DNS-fehérje komplexben, €s
mas, a léghti epithel sejtek altal felvett fehérjékhez, illetve IgA-hoz kotve.
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