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I. Bevezetés és célkitiizések

Mas szaktertletekhez hasonléan a hematolégia és immunoldgia teriletein is folyamatosan
emelkedik azon kérképek szama, amelyek esetében bizonyitotta és ismertté valik a pontos genetikai
hattér. Ezeknél a betegségcsoportoknal szamos esetben deril fény monogénes genetikai
mechanizmusra. Bzek az altalaban viszonylag kis szamua beteget érinté koérképek hatékonyan
tanulmanyozhaték genetikai laboratériumi eszkozokkel. Egy masik fontos terillet a genetikai
kockazati tényezSk vizsgalata, amely altaldban jelentésebb szamu beteget érinté korképeknél mertl
fel, ugyanakkor a genetikai kockazati tényezék szerepe a betegségek kialakulasiban kevésbé
egyértelmd. A jelen dolgozatban bemutatott, mintegy 10 évet fel6lelé idészak soran az altalam
vezetett kutatécsoport alapfeladata a klinikai orientaltsagi genetikai kutatomunka eszkozeinek
meghonositasa, az Gjabb kisérleti moddszerek, eljarasok folyamatos atvétele, és a kiértékeléshez,
Osszehasonlitashoz elengedhetetlen feltételek (szamitégépes programok, statisztikai modszerek)
megteremtése volt. A kialakitott és folyamatosan fejlesztett infrastruktira segitségével a monogénes
betegségek, illetve populaciégenetikai kutatasok teriiletén a kovetkezs célkittzéseink voltak: (i)
Kozvetett és kozvetlen vizsgalatokra alkalmas molekularis genetikai médszerek beallitasa és sziiletés
elétti, illetve hordozé-diagnosztika végzése A és B tipusu 6rokletes hemophiliaban (HA és HB). (ii)
Olyan lehetséges mechanizmusok tanulmanyozasa, amelyek a VIII. véralvadasi faktor gén egyes
betegségokozd ritka szerkezeti valtozatai keletkezéséhez vezethetnek. (i) Koroki mutaciok
felderitése G6rokletes angioneurotikus oedemaban (HANO) és fiatalkori hemokromatézisban (JH).
(iv) A mutacio-keresési munkaban résztvevé csoportok nemzetkozi egylttmiikodését elésegitd
internetes adatbazis kifejlesztése, valamennyi k6zolt C1 inhibitor génmutacié 6sszegydjtése. (v) A
hazai populacidgenetikai mérésekhez szitkséges populaciés mintak OsszegyGjtése, és klinikai
szempontbdl fontos orokletes kockazati tényezék el6fordulasi gyakorisaganak megallapitasa a hazai
atlagpopulacioban. (vi) A valoés ideji PCR technikaval végzett genotipizalas korilményeinek

szisztematikus elemzése.
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II. Vizsgilt populiciok, alkalmazott modszerek

I1.1. Populicick
Az A, illetve B tipust hemophiliaban szenvedd betegek anyagait az Orszagos Hemophilia Kézpont-

bél és az orszagban mikédé Hemophilia Gondozoktdl kaptuk, ahol megtortént a betegek és csa-
ladtagjaik részletes fenotipusos kivizsgalasa és a csaladfa-adatok felvétele. A prenatalis vizsgalatokhoz
szitkséges chorion boholy mintak (CVS) vételét és citogenetikai vizsgalatat az OGYK Sziilészeti
Osztalyan végezték. Az 6rokletes angioedemaban szenvedé betegek és csaladtagjaik részletes kivizs-
galasa és gondozasa orszagos ellatasi tertilettel a SE Kutvolgyi Klinikai Témb Allergolégiai Ambu-
lanciajan tortént. A fiatalkori hemokromatézisban szenvedé beteg és csaladtagjai kivizsgalasat a F6-
varosi Szent Janos Korhaz III. Belgyogyaszati Osztalyan végezték. A populaciégenetikai vizsgalatok-
hoz hasznalt elsé csoport (277 személy) egymassal rokoni kapcsolatban nem allo, egészséges intézeti
dolgozokbdl, csontvelédonorokbdl és apasagi vizsgalatok résztvevéibdl, a masodik, nagyobb 1ét-
szamu (kozel 1000 személy) reprezentativ csoportunk pedig egészséges véradokbdl allt. A minta-
gytijtést az OVSZ Budai illetve Szegedi Teriileti Allomasai végezték. A myelodysplasidban (MDS)

szenvedd betegesoport Osszegytjtését és klinikai vizsgalatait a SE 111. Belklinikan végezték.

II. 2. Modszerek
A DNS-izolalast els6sorban frissen vett, illetve fagyasztott allapotban tarolt, EDTA-val alvadasgatolt

vérmintakbol végeztitk kisdzasos modszerrel, majd gyari reagensekkel. A prenatalis vizsgalatokat CVS
mintakbdl izolalt DNS felhasznalasaval végeztik. A projektek tobbségében a IDNS-analizis
kiindulépontja a polimeraz lancreakcié (PCR) utjan végzett amplifikacio, amelyet standard médon az
adott szekvenciara specifikus, szintetikus oligonukleotid primerek, Taq polimeraz, dNTP, megfelel6
puffer és genomialis DNS-templat jelenlétében végeztik. A PCR termék analizise horizontalis
gélelektroforézissel, etidium bromidos festéssel és UV-megvilagitassal tortént. Mutaciok és/vagy
polimorfizmusok kimutatasa céljabol az elektroforézist megel6z6en tébb esetben restrikcios
endonukleazokkal emésztettik a PCR terméket (PCR-RFLP). A mutacio-kimutatas udjabb
modszereként valds idejit PCR és olvadaspont-elemzéssel megvaldsuld genotipizalast hasznaltunk. A
kozvetett marker-vizsgalathoz mikroszatellita-elemzéseket hasznaltunk, el6szor radioaktiv primer-
jeloléssel és akrilamid gélelektroforézissel, késébb fluoreszcens primer-jeloléssel és kapillaris
elektroforézissel. A nagyméretl génszerkezeti valtozasok kimutatasara a klasszikus radioaktiv jelolést
Southern blot technikat, illetve a specialis koértilmények kozott végzett hossza-PCR  technikat
alkalmaztuk. Mutacié-keresés vagy megerdsités céljabol kozvetlen szekvencia analizist, a Sanger-féle
didezoxi lancterminacios technikat alkalmaztuk, kezdetben radioaktiv didezoxi nukleotid-jel6léssel és
kilonleges akrilamid elektroforézissel, majd fluoreszcens didezoxi nukleotid-jeléléssel és kapillaris
elektroforézissel. A statisztikai modszerek kozil a mutaciok/variansok el6fordulasi gyakorisagainak

6sszehasonlitasahoz allél-frekvencia (a mutaciot tartalmazé kromoszomak aranya az Osszes vizsgalt
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kromoszémahoz képest) értékeket és 95%-0s megbizhatdsagi tartomanyt (95% CI) szamitottunk. Az

értékeket a khi-négyzet probaval vagy Fischer-féle exact teszttel hasonlitottuk dssze. A folyamatos
valtozok értékeit atlag £ SD-ként tlntettik fel, Gsszehasonlitasukat pedig kétmintas t-probaval

végeztik.

II1. Eredmények és kévetkeztetések

II1.1. Monogénes hematoldgiai/immunoldgiai korképek
Az A tipusu, Orokletes hemophilia (HA) a VIIL. véralvadasi faktor deficienciaja kovetkeztében

kialakul6, nemhez kotott, recessziv 6roklésmenett, mintegy 1:10.000 fidgyermeket érinté korkép,
amelyre ismétl6dd, iztileti, bor alatti, izmokon belili, illetve belsé szerveket érintd vérzések jellemzék.
A molekularis szintd hordozé-, és prenatalis diagnosztikai feladatok elvégzésére komplex genetikai
vizsgalati algoritmust dolgoztunk ki kozvetlen mutdcio-kimutatas és kozvetett marker-vizsgalatok
alkalmazasaval. A protokoll szerint silyos (1% alatti VIIL. alvadasi faktor szint) HA-betegeknél
els6ként Southern blotting, hosszi PCR és egyszert PCR modszerekkel elvégezzik a VIII. faktor
gén (FVII) 22. és 1. intronjait érinté inverzidk kimutatasat. A negativnak talalt sdlyos HA-
csaladoknal és valamennyi koézépsulyos, illetve enyhe HA-csaladnal koézvetett marker-vizsgalatokat
alkalmazunk a genetikai eltérés 6roklésmenetének megallapitasara. Els6ként két intragenikus marker
informativitasat teszteljik PCR-RFLP, illetve fluoreszcens PCR ¢és kapillaris elektroforézis
technikaval, és csak sziikség esetén alkalmazzuk a harmadik, extragenikus markert (1. cikk). A
dolgozat beadasanak id6épontjaig orszagos programunk keretében 158 csaladot vizsgaltunk, 95
esetben végeztink hordozo-vizsgalatot, ebbdl 31 esetben allapitottunk meg hordozo, és 64 esetben
nem hordozé statuszt. 16 fid magzat esetében igényeltek prenatalis vizsgalatot, ebbél 10 eset zarult
egészséges, 6 pedig beteg eredménnyel. Diagnosztikai algoritmusunk az esetek 95%-aban biztositott
informatfv markert. 138, sulyos, HA-ban szenved$ csaladnal vizsgaltuk két gyakori mutacio, a 22.,
illetve 1. intron inverzi6 el6fordulasat. 75 esetben mutattuk ki a 22. intron inverziéjat, amelybdl négy
atfpusos mintazatd, a 22. intront érinté nagyméretd szerkezeti varianst talaltunk. A fennmaradé 63
csalad kozul pedig egy esetben észleltiink pozitivitast az 1. intron inverziéra. A négy atipusos csalad
részletesebb jellemzése soran két esetben deriilt fény nagyméretd deléciora, két esetben pedig egy uj
keletkezési mechanizmust, a 22. intron homolég régié duplikacidjat feltételeztiik. Megfigyeléseink
alatamasztjak azt az elméletet, hogy a FI/1II gén 22. intron szerkezete el6segiti nagyméretd deléciok
¢és duplikaciok kialakulasat (2. cikk).

A HA-hoz klinikai szempontbdl sok hasonlésagot mutatd, a IX. véralvadasi faktor deficienciajaval
jar6 B tipusu hemophilidban (HB) szenvedé csaladok koézil a dolgozat készitésének id&pontjaig 26
csalad anyagat kaptuk meg. A program elsé szakaszaban négy, PCR-RFLP technikaval vizsgalhato,
kozvetett markert alkalmazé médszer-egyittest allitottunk be a IX. faktor gént (FIX) érinté mutaciok

oroklésmenetének kovetésére, amellyel 10 csaladot vizsgaltunk, és nyolc esetben talaltunk informativ
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markert, két esetben azonban egyik marker sem volt informativ (1. cikk). A FILX gén kisebb mérete
miatt az elmalt két évben lehetéségiink volt attérni a kozvetlen mutacid-elemzésre a  teljes
génszekvencia meghatarozasaval. A dolgozat készitésének idépontjaig 21, nem rokoni kapcsolatban
all6 HB-csalad esetében 19 betegségokoz6 mutaciét mutattunk ki, amely mutaciok kozil egy még
nem kozolt. A kozvetlen mutacid-elemzés révén lehetéség van a genetikai rendellenesség gyors,
célzott és definitiv kimutatasara még olyan esetekben is, ha a csaladtagok nem elérhetdk.

A hemophilia-projektekben sikeresen beallitott mddszerek lehetévé tették, hogy Magyarorszagon
els6ként megkezdjik az o6rokletes angioneurotikus oedemaban (HANO) szenved6 betegek
molekularis vizsgalatait. A komplement rendszer egyik fontos gatld fehérjéje, a C1 észteraz inhibitor
(C1-INH) deficiencidja miatt kialakul6, autoszomalis dominans 6roklésmenetti, mintegy 1:50.000
gyakorisagu korképre rohamokban jelentkez6, bér, illetve nyalkahartya alatti, léguti valamint
gastrointestinalis oedema jellemz6. A komplement rendszer laboratériumi vizsgalataval elkiilonithet
az 1. tipust (csokkent C1-INH fehérje szint), illetve a II. tipust (normalis vagy emelkedett fehérje
szint, kéros fehérje funkcid) rendellenesség. Az 6sszes HANO-beteg mintegy 85%-at kitevo, joval
gyakoribb I. tipusi HANO (HANO-I) esetében a hét, aminosavat kodolé és egy nem kodold
exonbdl all6 C7-INH gén barmely régidjat érintheti a mutacio, s6t 10%-s gyakorisaggal nagymérett
szerkezeti eltérések is el6fordulhatnak. A II. tipust HANO (HANO-II) esetében viszont a DNS-
eltérés a reaktiv centrum régiojat kédold rovid szakaszt érinti. A fentiecknek megfelel6en az altalunk
kidolgozott DNS-vizsgalati algoritmus szerint HANO-I esetében els6ként Southern blotting
elemzést végzink a C7-INH gén 1 kb-nal nagyobb méretd szerkezeti eltérései kimutatasara. A negativ
esetekben elvégezzik a teljes kodold régié és az mRNS-hasitasi (splicing) helyek kozvetlen
szekvencia analizisét. A HANO-II esetekben viszont kézvetlentiil a reaktiv centrumot kédold 8. exon
szekvencia analizisét végezziik. Diagnosztikai algoritmusunkat 26 HANO altal érintett csalad (23
HANO-I, és 3 HANO-II csalad, 6sszesen 64 beteg) esetében alkalmaztuk. A 23 HANO-I csalad
kozul négy esetben mutattunk ki nagyméretd deléciot. Utdbbiakbdl egy csaladnal mintegy 9 kb
méreti, a masik haromnal pedig 2-4 kb méretd delécidkat észleltink. A harom kisebb kiterjedést
eltérés esetében valés ideji PCR-rel és relativ mennyiségi elemzéssel bizonyitottuk a 4. exon
érintettségét. A fennmaraddé 19 HANO-I csaladnal 16, egy bazist vagy néhany bazisos DNS-
szakaszokat érinté koroki mutaciot azonositottunk a C7-INH gén szekvencidjaban. A 16 koroki
mutacié kézil 13 még korabban nem ismert eltérés volt, a koévetkezé mechanizmus szerinti
megoszlasban: 2 non-sense (stop-kodont eredményez6 bazis-csere); 4 kisméretl deléci6/duplikacio;
4 mis-sense (aminosaveserét eredményezd bazis-csere); és 3 mRNS-hasitasi (splice) varians. Az
emlitett négy mechanizmus koézil a non-sense mutaciok és a delécidk esetében egyértelmten
valészinasithet6 a fehérjelanc jelentés megrovidulése. Az altalunk felfedezett mis-sense mutaciok
koéroki szerepének bizonyitasa soran csaladon belili betegség-szegregaciot észleltink, azaz csak az

érintett csaladtagoknal volt kimutathaté a mutacié. Szintén megallapitottuk, hogy konzervalt
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aminosavat érintd, toltésvaltozassal is jard cserék kovetkeztek be. A tovabbi bizonyitas érdekében, az
esetleges polimorfizmus-jelleg kizarasira a harom djonnan felfedezett mis-sense mutacio
szempontjabdl vizsgaltunk egy 50 egészséges személybdl allé kontroll csoportot és mindharom
esetben negativ eredményt kaptunk. A harom Gj mRNS-hasitasi varians kozil két bazis-csere a
leginkabb konzervalt, exon-hatarral szomszédos bazist érinti, mig a harmadik egybazisos inszercié
(beékel6dés) eltolja a konszenzus hasitasi donor szekvenciat. A pozitiv csaladon belili szegregacié
mellett az mRNS-hasitasi mutaciok hatasat egy szamitogépes program segitségével is vizsgaltuk, és
eredményeink valészintsitették a hasitasi variacié létezését. Mind az djonnan felfedezett mis-sense
mutaciok, mind az mRNS-hasitasi variansok esetében elvégeztiik a teljes kédold régid szekvencia-
elemzését, és tovabbi szekvencia eltérést nem taldltunk. Osszefoglalva, az éltalunk beillitott
molekularis genetikai médszerekkel hazankban els6ként végeztik el sikeresen a kéroki mutaciok
azonositasat egy jelentés szami HANO-betegcsoportnal. A nagy szamua Gj mutacié felfedezése
alatamasztja a C7-INH gén fokozott genetikai instabilitisat, el6segitheti a hazai és nemzetkozi
tovabbi molekularis diagnosztikai tevékenységet, és szerkezet-funkcié kutatasokat (3. cikk).

A HANO szakteriletén folyé eurdpai egylittmikodés keretében létrehoztuk a C7-INH gén
internetes lokusz-specifikus mutacios adatbazisat, amely a dolgozat {rasakor 148 kilonb6z6 C7-INH
génmutaciét tartalmazott. A rendszer barki szamara hozzaférhet6 részében tobbféle szempont
szerint kereshetk, csoportosithatok, illetve letSlthet6k a mutaciok és egyéb informaciok, valamint a
teljes C7T-INH gén kodolo régidit, a mutaciok elhelyezkedését és alapveté adatait tartalmazo térkép is
rendelkezésre all. Az adatbazis korlatozott hozzaférhet6ségl részében a regisztralt felhasznaloknak
lehet6ségiik van 4j mutaciok rogzitésére, a mar 1étez6 rekordok adatainak modositasara, illetve
megjegyzések flizésére masok altal rogzitett mutaciokhoz. A rendszer a valtozasokrdl értesitést kild
elektronikus levél formajaban. A dinamikus és interaktiv rendszer segitséget adhat 4j mutaciok
lokalizacibjaban, esetleges koroki szerepik meghatarozasaban, és megkonnyitheti a ko6zos
adatfeldolgozast, illetve nemzetkozi populaciés tanulmanyok végzését (4. cikk).

Az utébbi néhany évben valdésult meg a fiatalkori vasfelhalmozoddassal jard, recessziv
oroklésmenett betegség (juvenilis hemokromatoézis, JH) hatterében allo6 két gén, a hepcidin és a
hemopnvelin teltedezése. Az igen ritka, ugyanakkor a klasszikus hemokromatoézisnal salyosabb, a
masodik évtized kézepe tdjan jelentkezd, gyorsan progrediald koérkép esetében a leggyakrabban a
sziv-érintettség dominal. Az altalunk vizsgalt fiatal férfi beteg is gyorsan sulyosbodd, majd a
késébbiekben halalos kimeneteld sziv-panaszok miatt fordult orvoshoz. A vasfelhalmozddas
egyértelmid diagnozisat a szivizom szovettani vizsgalataval allapitottak meg, de mas szervek (maj,
hasnyalmirigy, endokrin szervek, bér) érintettsége is egyértelmid volt. A molekularis szintd diagnézis
felallitasa és esetleges csaladvizsgalat érdekében kozvetlen szekvencia-elemzéssel végeztiink mutacio-
kimutatast a korkép hatterében allo, nemrégiben felfedezett két gén bazissorrendjének vizsgalataval.

A bepeidin gén szekvenciajaban nem talaltunk eltérést, ezzel szemben a hemojuvelin gént magaban
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foglal6 DNS-szakaszon egy korabban még nem ismert, csonkolt fehérje keletkezését eredményezd
mutaciot (G66X) fedeztiink fel a betegnél homozigéta, mig két tiinetmentes testvérénél és anyjanal
heterozigéta formaban. Az Gjonnan leirt mutacié az addig ismert legkdzelebbi a gén 5° végéhez, és
felfedezése kizarja azt a korabbi elképzelést, hogy a gén 2-5. exonjait tartalmazo alternativ, kisebb

méretd mRNS valtozatok funkcionalis fehérjét kodolhatnak (5. cikk).

II1.2. Genetikai kockdzati tényezbk populdcios vizsgdlatai

Az 1. tipusu (klasszikus) 6rokletes hemokromatdzis tobb szervet érintd, progressziv, altalaban a
negyedik-6todik évtizedben jelentkez6, monogénes, recessziv Oroklésmenetli vasfelhalmozodassal
jar6 betegség. Régota keresett génjét (HFE) 1996-ban sikerilt felfedezni, és ezt kovetéen valt
ismertté a gén koéroki pontmutacidjanak (C282Y) szokatlan, a kaukazusi populaciora jellemzé
elterjedtsége. Ennek alapjan sokan a betegség korabban ismertnél joval nagyobb gyakorisagat
valészinusitették. Ebben az Osszefiiggésben fontos volt a HFE gén C282Y pontmutacié regionalis
gyakorisagi adatainak megismerése. Ujszer PCR-RFLP médszert is alkalmazva, egy jelentés szamua
egészséges hazai populacié korében mértitk a HFE C282Y és H63D pontmutacidinak el6fordulasi
gyakorisagat. Adataink az eurépai atlagot meghaladé elterjedtségre utaltak, ami meglepé volt, tekintve
a C282Y mutaci6 kelta eredetét. Eredményeink ugyanakkor jelezték, hogy Magyarorszagon is fontos
szerepe lehet a HFE gén mutacidinak a klasszikus vasfelhalmozodas kialakulasaban, és a koéros
fenotipus esetében jelentds diagnosztikai szerepe lehet a DNS-vizsgalatnak (6. cikk). A kontroll-
adatok boévitésével parhuzamosan a vasfelhalmozodassal rendelkezé betegeknél megkezdtik a
molekularis diagnosztikai vizsgalatokat, amely munka pillanatfelvételét a 7. cikk tartalmazza. A jelen
dolgozat készitésekor végzett Gsszesités szerint 464 betegnél végeztiink diagnosztikai céli molekularis
vizsgalatot a HFE gén C282Y és H63D pontmutacidinak kimutatasara, és 28 C282Y homozigotat,
illetve 21 C282Y/HG63D kettds heterozigbtat azonositottunk. A muticié-pozitiv betegek egy
alcsoportjanal volt lehet6ségtink a klinikai paraméterek elemzésére, amely az irodalmi adatokhoz
hasonlé eredményeket mutatott.

A hemokromatézis populacids aspektusait tovabb vizsgaltuk egy jelentds esetszamu, véradoknal
végzett genetikai szlrévizsgalat keretében. Alapkérdésiink az volt, hogy kimutathaté-e gyakorisagi
kilonbség a HFE-mutacidkat illetéen a killonb6zé szamu véradason részt vett egészséges véradok
alcsoportjai k6zott, masként fogalmazva: jelenthet-e védelmet a HFE-mutacio(k) jelenléte az ismételt
véradasok soran felmeriil§ vasveszteséggel szemben. A munka masik célkittizése egy jelent6s szamd,
egészséges magyar referencia-populacié mintainak 6sszegydjtése volt, amely kontrollként szolgalhat
kilonb6z6 genetikai variansok gyakorisagi mérései soran. A budapesti és szegedi 1égiobdl szarmazo,
kozel ezer, kilonb6z6 szamu véradason részt vett véradonal végzett mutacid-elemzés eredményeinek
Osszesitése utan nem talaltunk jelentés kilonbséget az elsé, illetve sokszoros véradok kozott a HFE

gén C282Y mutacio el6fordulasi gyakorisagat illetGen, ami arra utalt, hogy ez a genetikai kockazati
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tényez6 nem jatszik jelentés szerepet a sokszoros véradokat veszélyeztet6 esetleges vashiany elleni
védelemben. Az eredeti hipotézistinket alatamasztani latsz6 adatokat mindéssze a nék alcsoportjaban
mértiink, amennyiben a tobbszoros véradé nék kozott tapasztalt HFE C282Y gyakorisag tobb mint
kétszerese volt az elsé véradoé nék csoportjaban észlelt gyakorisagnak, a kiillonbség azonban nem volt
szignifikans mértékd (8. cikk). A szarévizsgalat keretében Osszegyujtott, egészséges véradoktol
szarmazé DNS-mintakat a késébbiekben hazai egyuttmikodés keretében tébb tanulmanyhoz
hasznaltuk referencia-csoportként.

A vérképzé Gssejtek egyik klonalis, rosszindulata elvaltozasa a myelodysplasias szindréma (MDS),
amely korképben az ineffektiv vorosvérsejt-képzés és a gyakori transzfuzios kezelések miatt jelentSs
vasterhelés éri a szervezetet. Ezért egy klasszikus asszociacios vizsgalat keretében MIDS-ben szenvedd
betegek korében vizsgaltuk a vasfelhalmozoédasra hajlamosité  HFE-mutaciék — el6fordulasi
gyakorisagat. Az 50 betegbdl all6 csoportban a HFE gén C282Y és/vagy H63D muticidinak
Osszesitett gyakorisaga szignifikins mértékben magasabb volt, mint az egészséges kontroll,
véradokbdl allé csoportban. Az eredmény arra utal, hogy a HFE gén C282Y és H63D mutacioi
feltehet6en akar heterozigbta formaban is hozzajarulhatnak az MDS kialakulasahoz vagy
progresszidjahoz. A HFE-mutaciok szempontjabdl pozitiv, illetve negativ beteg-alcsoportok kezelés
el6tti vasparamétereinek (szérum vas és transzferrin szaturacio) osszehasonlitasakor a mutacié pozitiv
csoportban magasabb értékeket mértiink, de valdszindleg a kis esetszam miatt a kiilonbség nem volt
szignifikans mértéka (9. cikk).

Kozvetlen népegészségligyi jelentéségli és nagy visszhangot kivalté volt az a felfedezés, hogy a
mélyvénas tromboézis kockazatat jelentés mértékben novel6 genetikai eltérés, az V. alvadasi faktor
Leiden mutacié (F1” Leiden) heterozigota formajanak el6fordulasi gyakorisiga mintegy 10%-o0s egyes
kaukazusi csoportokban. Tekintve, hogy Magyarorszagon is gyakori a mélyvénas trombozis, fontos
kérdés volt a relevans magyarorszagi adatok megismerése. Ebben az Osszefiiggésben elséként
hataroztuk meg az F1” Leiden magyarorszagi gyakorisagat (mintegy 10%-os heterozigdta-gyakorisag),
amely az altalunk vizsgalt elsé csoportban a magasabb tartomanyba helyezte hazankat. A
késébbiekben altalunk a véradoé kontroll csoportban megismételt genotipizalas, valamint tébb magyar
régioban mért eredmények Osszesitése alapjan a valodi hazai allél-frekvencia 4,1%-ra teheté. Ezek
alapjan indokoltta valt a F1” Leiden-kimutatas rutinszerd végzése érintetteknél és vérrokonaiknal, és
az eredmény kozvetlen hatassal van a betegek ellatasara és a megelézésre (10. cikk).

A mutacié-kimutatas néhany éve hozzaférhetd, alternativ médszere, a LightCycler elnevezési, valds
ideja  PCR-készulékkel végzett genotipus-meghatirozas beallitisa soran részletes vizsgalatokat
végeztink a legkedvez6bb amplifikaciés primer-aranyok megismerése céljabol. A korszerl eljaras
lényege, hogy jeldletlen amplifikdciés primerekkel végzett PCR-reakciot kévetSen fluoreszcens
festékekkel jelolt oligonukleotidokkal (szonda) végziink hibridizaciét és olvadaspont elemzést. A

genetikai varians jelenlétében, illetve hianyaban eltéré hoémérsékleten torténik meg a jelolt
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oligonukleotidok levalasa, és ennek alapjan kilonboztetheté meg a haromféle lehetséges genotipus.
Tobb genetikai varians vizsgalata soran kimutattuk, hogy 1:6,7 aranyban alkalmazott amplifikacids
primerek esetén a szignal-intenzitas atlagosan 11,2-szeres emelkedése érhet6 el. Az aszimmetrikus
PCR-reakcioban mindig annak a primernek kell a mennyiségét névelni, amely az alkalmazott
hibridizaciés oligonukleotidokkal komplementer DNS-szal szintézisét teszi lehetévé. Hipotézisink
bizonyitasara az F1” Leiden kimutatasi rendszerben az eredetivel egyezé szakaszt, de az ellentétes
szalon felismerd hibridizacios oligonukleotidokat is készittettiink, és ebben az esetben pontosan
forditott aranyd aszimmetria mellett kaptunk az eredeti aszimmetrikus rendszerhez hasonlithat6
eredményeket. A valos idejd PCR-rel és hibridizaciéval megvalosuld genotipizalasi rendszerben tehat
kimutattuk, hogy a megfelel6 iranyban eltolt aranyd amplifikaciés primerek alkalmazasa jelentésen
néveli a hatékonysagot, és ez bizonyos esetekben fontos kérilmény lehet a sajat tervezésa reagensek
optimalis alkalmazasi korilményeinek beallitasa soran (11. cikk).

Osszefoglalasként elmondhaté, hogy az értekezésben bemutatott projektek révén az eltelt 10 évben
egy uj szakterilet, a klinikai molekularis genetika két fontos tertletén sikertlt megvaldsitani az
alapvet6 laboratoriumi, statisztikai, szamitogépes és logisztikai modszerek beallitasat és szamos
jelentés modszertani fejlesztést. A betegségokozé mutaciok azonositisa iranti igény a jévében
bizonyosan fokozédik mind a targyalt, mind 4j korképek esetében, igy valdszinGsithetd, hogy a
bemutatott munkdk kévetkeztetései és tapasztalatai a targyalt korképek mellett djabb konkrét
betegségek vizsgalatanal is hasznosulni fognak. A monogénes betegségek elemzésével parhuzamosan
sikertilt megteremteni a populacidgenetikai vizsgalatok és adatelemzés modszertani alapjait. Jelent6s
eredmény a néhany fontos genetikai eltérésre vonatkozé elsé regionalis adatszolgaltatds, amely
nemzetkoézi illetve hazai referenciaként hasznalhat6. A populacids adatok és a kialakitott modszerek
j6 kiindulasi pontként szolgalhatnak tovabbi, a jelenlegi id6szakban igen népszer asszociacids

vizsgalatokhoz.
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VI. Roviditések jegyzéke

CI: megbizhat6sagi (konfidencia) tartomany JH: fiatalkori hemokromatozis

CVS: chorion boholy minta kb: kilobazis

DE: Debreceni Egyetem MTA: Magyar Tudomanyos Akadémia

DNS: dezoxiribonukleinsav OGYK: Orszagos Gyogyintézeti Kézpont

EDTA: etilén diamin tetraecetsav OVSZ: Orszagos Vérellaté Szolgalat

FV Leiden: V. alvadasi faktor Leiden mutaciéja PCR: polimeraz lancreakcié

HA: A tipust haemophilia RFLP: restrikciés fragment hosszusag polimorfizmus
HANO: 6r6kletes angioneurotikus oedema SD: standard deviacio

HB: B tipust haemophilia SE: Semmelweis Egyetem

HFE: a felnéttkori (klasszikus) hemokromatdzis génje
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