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Bevezetés ésirodalmi hattér

A cisztas fibrézis (CF) a leggyakoribb autoszomalis recessziv 6roklodésu,
haldlos kimenetelu genetikai betegség a fehérboru népesség korében. Cisztas
fibrézisban megvatozik az epithelidlis membranok elektrolit transzportja, amely
pulmonalis (sulyos obstruktiv tldobetegseg), gasztrointesztindlis (intesztinalis
obstrukcio, emésztési zavar, hasnydmirigy enzimek elvllasztasi zavara, biliaris
cirrézis), endokrin (nonketotikus inzulin-dependens hyperglycaemia) és
reprodukciés (azoospermia) elvdaltozasokhoz vezet. A cisztas  fibrozis
transzmembran regulétor (CFTR) gént kodold gén kb. 250 kilobézis hosszisagu,
és 27 exont tartalmaz, a 7. kromoszoma hossz( karjdrek 31.2-es |6kuszan
helyezkedik €l. A CFTR génnek jelenleg tébb mint 1300 mutéacidja ismert. A CF
aleggyakoribb etiol6giai tényezo a gyermekkori stlyos, idult tidobetegsegben, és
jelentos forrasa az idult tldobeteg fiata felnottek morbiditésdnak és
mortalitdésdnak. A CF felelos szamos gyermekkori és kora felnottkori exokrin
hasnydmirigy-elégtelenségért, tovabba szamos orrpolyposisért, sinusitisert,
rectalis prolapsusért, nonketotikus inzulin-dependens hyperglycaemidért és
biliaris cirrhosisért ezekben a korosztdlyokban. Mindezen tényezok indokoljak,

hogy e genetikai defektus vizsgaataira nagy érdeklodés iranyul.

A congenitalis adrenalis hyperplasia (CAH) autoszomalis recessziv. médon
oroklodo betegség, amely a koleszterinbol indulé kortizol és adoszteron
bioszintézis 6t enzimatikus lépése kozul valamelyik zavaranak a kévetkezmeénye.
A congenitalis adrenalis hyperplasia oka az esetek 95%-aban a szteroid 21-
hidroxildz enzim defektusa (21-OHD), ami az enzim altal katalizalt progeszteron
— 11-dezoxikortikoszteron, ill. a 17-OH-progeszteron — 11-dezoxikortizol
atalakulas zavardt eredmeényezi (mind az aldoszteron, mind a kortizol keletkezése
eégtelenné vdlik). A 21-OHD betegséget a kortizol és aldoszteron csokkent
képzodése, valamint kdvetkezményes fokozott mellékvese androgén szekrécio

jellemzi. A hiba a 6-os kromoszoma révid karjan taldhatd CY P21 gén mutacioi



okozzak, amelyek az enzimaktivitas részleges, kozel teljes, illetve teljes mértéku
kieséséhez vezetnek. A genetikal szurés fontossagét indokolja, hogy a csaladban
korabban igazolt kéros CYP21 gén defektus eltérés esetén, éintett ledny
magzatnal, prenatalis szteroid kezeléssel a magzat intrauterin virilizécigja
csokkentheto (ill. a terhesség 5-6. hetétol adott glukokortikoid szuppresszios
kezeléssel megakaddlyozhatd). A mutécio kizérédsaval a megkezdett szteroid
kezel és abbahagyhato.

A natriuretikus hormonok (ANP és BNP) hatékony diuretikus, natriuretikus és
vazodilatativ  hatdssal birnak, amelyek szivizom hipertréfidban  korén
expresszalodnak. Az ANP gén dontoen, de nem kizarGlagosan a szivizomban
expresszal 6dik. Ragesalok és emlosok pitvaraban folyamatosan magas ANP gén
expresszios szint mérheto. Ugyanakkor, a kamrakban az ANP gén expressziot
inkabb neurohormonalis és hemodinamikai vatozasok idézik elo. A BNP gén
elsodleges expresszios helye az agy, emellett jelentos még a kamrai szivizomzat
BNP gén expresszidja is. A hANP és hBNP gének az 1p36.2 kromoszoma
szakaszon, egymashoz kozel helyezkednek €.

A cisztas fibrozisos megbetegedések klinikailag stlyosabb formaiban a tlidoben
fenndllé krénikus gyulladds talgjan a kiserek szaménak csokkenése és
periarteriolaris fibrozis alakul ki. Ennek kovetkeztében megndvekszik az artéria
pulmonalisban uralkodé nyomas, no a jobb szivfé terhelése (megndvekedett
afterload). Kompenzatérikusan a jobb szivfél hipertréfigia aakul ki, ami secunder
dilatativ cardiomyopathiét is okozhat, s igy az ANP és BNP génexpresszi ¢janak
vétozésat idézi elo.

Az anthracyclinek a gyermekkorban is a leghatasosabb citosztatikus szerek kozé
tartoznak, amelyeket kiterjedten haszndlnak szamos szolid tumor, akut lymphoid
és myeloid leukémidk kezelésére. A gybdgyszer adasanak legfontosabb korldtozd
tényezoje cardiotoxikus mellékhatdsa. A cardiotoxicitas korai felismerése,

kezelése és a megelozése vitalis kérdés, hiszen a cardiomyopathia mortalitasa



magasabb, mint 6% és a ndvekedésben |évo szervezetben évekkel a terdpia
befejezése utan is manifesztdlodhat. Az ANP és BNP szdmos vazoaktiv anyag
szekrécidjat, effektusdt gatolni  képes, amelyek az anthracyclin
cardiomyopathidban szerepet jatszanak.

Cékituzések

Ertekezésemben négy gén, a cisztas fibr 6zis kialakuléséért felelos CFTR
gén, a congenitalis adrenalis hyperplasia kialakulaséért felelos 21-(szteroid)-
hidroxilaz enzim defektust okozo CY P21 gén mutacidinak vizsgaatét, valamint a
iatrogén cardiomyopathidban meghataroz6 human natriuretikus hormonok
(hANP, hBNP) génjeinek szekvencia elemzését ismertetem. A CF és CAH
korképek esetében vizsgdltuk a Klinika tlnetek és a betegség kialakulaséért
felelos genetikai elvaltozasok, azaz a genotipus és a fenotipus kozotti |ehetséges
Osszefliggéseket is.

Beteganyag és modszer

Munkénk soran a cisztas fibr6zisos betegek klinikai tlineteinek és laboratériumi
eltéréseinek egységes szempontrendszer szerinti leirasat és osztdlyozasanak
bevezetését végeztik e Magyarorszdgon. Elkészitettlk az  egységes
szempontrendszeren alapul 6, Orszégos Cisztas Fibrézis Regisztert. 276 betegen
vizsgaltuk a CFTR gén mutécios spektrumat (32 féle mutécio vizsgdataval) az
1998. és 2000. évek kozott. A magyarorszégi CF Regiszter epidemiol0giai adatait
Osszehasonlitottuk a kérnyezo és més eurdpai orszagokéval. Elkészitettik a
cisztas fibrozis kialakulasagrt feledlos CFTR gén mutéciok magyarorszagi
spektrumat, valamint 276 cisztés fibrozisos beteg genotipus — fenotipus
Osszefliggéseinek elemzését.



Munkénk soran a magyarorszagi 21-OHD okozta CAH-os betegek mutécios
spektrumanak meghatarozasahoz 167 betegen végeztik € az aktiv CYP21 gén
mutécios vizsgaatdt alélspecifikus amplifikécioval (ASA). A leggyakoribb 8
mutécio vizsgdataval a 306 kromoszOmabol 282-ben (92.1%) azonositottuk a
CYP21 gén mutaciojat. Elkészitettik a 21-OHD betegek genotipus — fenotipus
Osszefliggéseinek elemzését.

A hANP és hBNP gének szovetspecifikus génexpresszidjd meghatarozd
génszakaszok azonositésahoz a natriuretikus peptidek génjeinek nukleotid
szekvencigat tartaimazd expresszidés vektorokat tranziens transzfekcidkkal
juttattunk be egynapos Sprague-Dawley patkényok szivének mechanikus
homogenizalasa és enzimes emésztésével nyert pitvari és kamrai szivizom

tjeibe.

Az Anthraciklineknek a hANP génexpressziora gyakorolt szelektiv hatésa in vivo
tanulmanyozésa céjdbol 1994-tol 2000-ig a Semmelweis Egyetem Il. sz
GyermekgyOgyaszati Klinikan kezelt 6tven hematoldgiai (ALL, AML, NHL,
Hodgkin limfémas) és szolid tumoros (oszteoszarkémas) beteget vizsgaltunk.
Mértik a szérum ANP szintjét a kezelés megkezdése elott, kilonbozo
anthracyclin dézisok utén, illetve fél, 1 és 2 éves kontroll idopontokban.

Parhuzamosan EK G, szivultrahang, vesefunkcios felmérés is tortént.

Eredmények és megallapitasok

A cisztas fibrézis megbetegedéssel kapcsolatos, a klinikai gyakorlatban is
hasznosithatd, a betegség klinikai és genetikai 0Osszefliggéseit elemzo

megallapitasok:

1. Magyarorszagon elsoként vezettik be a cisztés fibrozisos betegek klinikai

tineteinek és laboratoriumi eltéréseinek egységes szempontrendszer szerinti

leirését és osztdlyozasat. A Semmelweis Egyetem 1l. sz. Gyermekgyogyaszati



Klinikan létrehoztuk a fenti egységes szempontrendszeren alapulo,

Magyarorszégi Cisztas Fibrozis Regisztert (orszagos |efedettség).

. Leird datisztika mutatokkal elsoként jellemeztik a teljes, nyilvantartott hazai
CF beteg populéciot. Elsoként kozoltik a magyarorszagi CF-es popul &ciét
jellemzo statisztikai méroszam véltozasét az ido fliggvenyében.

. Magyarorszagon elsoként elemeztik és mutattunk ki szignifikans (p<0.005)
Osszefliggéseket a CF-es betegek szomatikus klinikai tlinetei, ill. laboratoriumi

eltérésa és abetegek kozérzete, szocializacidja és nemi érése kdzott.

. Elsoként kozoltik a magyarorszagi ismert CF-es betegek CFTR génjének
mutacids spektrumat (orszégos feldolgozottsag). A CFTR gén leggyakoribb
,eurépa” mutacidjat, a 2508 mutéciot 766 allél esetében vizsgaltuk, amelyek
kozll 52.2%-ban volt kimutathatdé a mutécié jelenléte. A, mediterran”
orszagokra jellemzo mutéciok (G542X, R553X és N1303K) 1% felett fordulnak
elo (2.3%, 1.4% és 2.7%) a magyarorszagi CF-es popul &cidban.

. A nemzetktzi irodami gjanlasoknak megfeleloen, elsoként végeztik € a hazai
genotipus — fenotipus Osszefliggések orszagos elemzését. A ?F508 mutacio és a
FEV: (eroltetett kilégzés térfogata), FVC (vitdkapacitas), kohogés, kopet,
kdpet mikrobiolégiai tenyésztése, mellkas aakja, felso 1éguti szovodmeények,
kéz ujjvég, széklet és a DIOS (disztdlis bélszakasz obstrukcidja okozta
szindréma) stlyosségét leird klinikai tinetek megléte kozott szignifikans

Osszefliggés volt.

. A ?F508 és az N1303K mutéaciéra homozigota betegek nagyobb szazal ékanak
van sulyosabb pancreas-érintettsege, mint azoknak a betegeknek, akiknek csak

az egyik mutacigja sikertilt azonositani.

. Sga vizsgdataink aapjan igazoltuk, hogy a cisztas fibrozisban szenvedo
betegek klinikai progndzisanak megitélésében szignifikansan meghatarozd a



kéros hasnyamirigy-mukodés. Amennyiben a betegnédl a tlnetek
hasnydmirigy-elégtelenségre utalnak, Ugy a tldo rosszabb dllapotara is

szamitani kell.

. A congenitalis adrenalis hy perplasiat okozé 21-(szteroid)-hidroxildz enzim

defektussal kapcsolatos klinikai és genetikai megallapitasok:

1. Magyarorszégon elsoként, orszagos lefedettséget biztositd program keretében
167, a CAH regiszterben nyilvantartott 21-hydroxilaz enzim defektusos beteg
Klinika adatait és a CYP21 gén genetika andizisét végeztik e. Ez a
legnagyobb genetikai elemzés K 6zép- Eurépaban ezen betegek kdrében.

2. A 167 megvizsgdlt beteg kozil 101 fo (60.5%) volt klinikailag sdveszto (SW),
45 fo (26.9%) szimpla virilizal6 (SV) és 21 fo (12.6%) nem klasszikus (NC)
formaba besorolhat6. Mivel a genetikai vizsgdatba bevont betegek nemi
megoszlasa és klinikai spektruma megegyezett a teljes magyarorszégi CAH
regiszterben szereplo betegek adataival, ezért a vizsgadatbdl levont
kovetkeztetések kiterjeszthetoek ateljes magyar CAH popul &cidra.

3. Meghatéroztuk a magyarorszégi 167 szteroid 21-hidroxildz enzimdefektusos
beteg CYP21 génjének mutacios spektrumat (306 flggetlen kromoszéma
vizsgdlataval). A leggyakoribb 8 mutécio vizsgdlatédval a 306 kromoszémahol
282-ben (92.1%) azonositottuk a CY P21 gén mutécidjat. Osszesen 12 betegben
(7.2%) nem sikerilt mutéciot azonositani, és 17 betegben (10.2%) csak az egyik
alléon tudtunk mutéciét igazolni. A leggyakoribb genotipus formdk a
kovetkezok voltak: 1n2 / In2 vagy delécid 30.5%-ban; | 172N / | 172N vagy
deléci6é 10%-ban és deléci6 / delécio 9% ban.

3. Meghataroztuk a magyarorszagi 167 21-OHD CAH beteg genotipusanak és
fenotipusdnak Osszefliggéseit. Eredményeink szoros genotipus — fenotipus
Osszefliggést mutattak: a nulla enzimaktivitast eredményezo mutaciok (delécio,
Q318X, R356W, 1761Tins és ClusterE6) nagyon sulyos, soveszto formét



okoznak; a 2%-0s maradvany enzimaktivitast eredményezo mutécié (1172N)
kozépsulyos, egyszeru virilizdé formé okoz; a mérsékelt (20-50%-09)
enzimaktivitéssal jaré mutécio (V281L) enyhe, késon manifesztdl6do
betegségekre vezet. 21-OHD-nd a két allé mutacidjdbol az enyhébb

enzimhibat okozo mutacié hatarozza meg a fenotipust.

5. Osszehasonlitottuk a hazai és a kornyezo, ill. més eurdpai orszégok 21-OHD
betegel genotipus elemzéseinek eredményé. A magyarorszdgi CAH
regiszterben szereplo betegek CYP21 génjének mutéacios spektruma
megegyezik a hasonl6 nemzeti szurési programok soran nyert svéd-, lengyel-
ill. gorogorszagi adatokkal .

Emberi natriuretikus hormonok (hANP, hBNP) génexpresszidjat befolyasold

mehanizmusokkal kapcsolatos megéllapitasok:

1. Tranziens transzfekciokkal — azonositottunk egy  szovetspecifikus, a
transzkripciora gatlé (negativ) hatéssal bir6 eemet a -1206 és -1152
nukleotidok kozotti (54 bazispar) hosszl szakaszon a hANP gén leolvasasanak

kezdopontja felett, , folyasirannyal szemben” (upstream).

2. Bizonyitottuk, hogy ezen régi6 monolayer fibroblaszt-tenyészetben
kapcsolatban al tobb szolubilis proteinnel. DNS — fehérje footprint analizis 4
db , fedett” terlletet igazolt az 54 bézispar szakaszon.

3. Az 54 bazispa&r hosszi hANP génszakasz egy Eboxot (CAACTG) tartalmazé
elemének , site-directed mutageneis’-sal térténo megvaltoztatasa cstkkentette a

fehérje kotést, valamint a génszakasz szovetspecifikus aktivitasat.

4. Tranziens transzfekcidkkal igazoltuk, hogy a teljes hBNP prométer, a gén
leolvasasanak kezdopontja felett, ,folyasirannyal szemben” (upstream) (-1818



és +100 bp. kozott) szignifikansan aktivabb a kamrai, mint a pitvari monolayer

szivizom sgit tenyészetben és teljesen inaktiv fibroblaszt tenyészetben.

. A hBNP prométer génszakasz disztdlis része tartalmaz mind negativ, mind

pedig pozitiv regul &ci6s elemeket.

. A hBNP promoter génszakasz proximalis része (-127 és -40 bp. kozott) felelos

a szovetspecifikus génexpresszi dért.

. Elsoként igazoltuk hBNP génexpresszidjanak ndvekedését mechanikus, ciklikus

stressz hatasara

. lgazoltuk MAPK (mitogénaktivat fehérje kindz) és INK (c-Jun N-termina
kinaz) szerepét hBNP génexpresszidjanak ndvekedésében mechanikus, ciklikus
stressz hatésara.

. Elsoként azonositottuk a natriuretikus peptideket (hANP és hBNP), mint

doxorubicin toxicitas okozta cél molekulakat szivizomsejtekben.

10. Doxorubicin gatolja a natriuretikus hormonok (NP) szekrécigjat, az mRNS

termel odését, valamint a hANP és hBNP génexpressziojét.

11. A doxorubicin okozta NP gatlas kifejezettebb hBNP mint hANP szekrécio és

génexpresszi6 gatlés esetében.

12. Anthraciklinnel kezelt malignus betegségben szenvedo gyermekek szérum ANP

szintjének szignifikdns emelkedését mutattuk ki, megelozve a cardiomyopathia
szivultrahanggal (ECHO) kimutathato elvatozasait (p=0,005).



K Ovetk eztetések

A cisztas fibrozis kiaakuldsaért feledlos CFTR gén mutécidinak vizsgdata
alapjan megdllapitottuk, hogy a magyarorszégi CF-es betegek mutacios spektruma
megegyezik a kornyezo orszagok CFTR gén mutacios spektrumaval. A CF-es betegeknél
elvégzett genotipus — fenotipus elemzése aapjan megallapitottuk, hogy a betegségben
igazolhat6 a genotipus és a fenotipus kozotti Osszefiiggés. A CFTR gén mutéci6inak
ismeretében, a kezeloorvosok szamara megbizhatd eloregjelzés készitheto a betegsegre
jellemzo klinikai tinetek, szervi manifesztécidk sUlyossagardl. A ?F508-as és az
N1303K mutécidra homozigota betegek nagyobb szézalékanak van siilyosabb pancreas-
érintettsége, mint azoknak a betegeknek, akik csak egy ismert mutéciot hordoznak.

A congenitalis adrenalis hyperplasia kialakulésaért felelos 21-(szteroid)-
hidroxilaz enzim defektust okoz6 CYP21 gén mutécidinak vizsgdata alapjan
megadl lapitottuk, hogy a 21-OHD-o0s betegek mutacios spektruma megegyezik a kdrnyezo
orszégok CYP21 gén mutécios spektruméval. Megdlapitottuk, hogy a vizsgdlt
betegszam nagysaga aapjan vizsgdlataink az egész magyarorszagi  21-OHD-os
populéciodra kiterjeszthetoek. A 21-OHD-os betegeknd elvégzett genotipus — fenotipus
elemzése alapjan megallapitottuk, hogy a betegségben magas korrelécid igazolhato a
genotipus és a fenotipus kdzott. A CY P21 gén mutacioinak ismeretében, a kezel oorvosok
szaméra megbizhatd elorejelzés készitheto a betegségre jellemzo klinikai tiinetek, szervi

manifesztaciok stlyossagarol.

A human pitvari és az agyi natriuretikus hormonok génexpresszi¢jat
befolyasol6 tényezoket vizsgalva megdlapitottuk, hogy a natriuretikus hormonok
promoter régidin elhelyezkedo negativ és pozitiv ciszhatasi elemek felelosek a NP-ek
szovetspecifikus szabdyozaséért. A NP szekrécigja, mMRNS termelését és
génexpresszigjét is befolyasol6 — a gyermekkrori daganatos betegségek kezelése
szempontjabdl alapveto — doxorubicin estében eloszor mutattuk ki ennek specifikus
hatésdt hANP és hBNP génekre. Ennek aapjan megdllapitottuk, hogy a szérum ANP és
BNP vdaltozas korai és érzékeny jellemzoje a CF megbetegedésben kialakul 6 dilatativ-,

10



és az anthracyclin terdpia kapcsan kialakuld6 akut és  kronikus toxikus
cardiomyopathianak. Az értekezésben elemzett, in vitro alkalmazott mechanikus stressz
terhelésre jelentkezo hANP és hBNP génexpresszids valtozasok tobbek kozott az
elozoekben ismertetett in vivo elvaltozasokat modellezik.

11
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