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Eloszo

A human populdcidgenetika célja kiilonbdzd népcsoportok genetikai kapcsolatanak és a
genetikai variabilitds hatterében 4all6 mechanizmusoknak a vizsgalata megfeleléen valasztott
genetikai markerek altal. Az elmult évtizedekben a hozzaférheté markerek alapvetéen megvaltoztak.
Mig korabban a kiilonb6z6é fehérje természetli markerek (vércsoport antigének, szérumfehérjék,
enzimek) polimorf tipusainak elemzésével probaltak adatokat nyerni, az elmult kb. 15-év
biotechnoldgiai attdrésének eredményeképpen a DNS vizsgélatan alapulé modszerek terjedtek el. A
DNS-markerek elemzése tobbnyire egyszeriibb és olcsobb, mindazonaltal informacidtartalmuk
(polimorfizmusuk) nagyobb, mint az emlitett fehérje tipusi markereké. A kiilonb6zo lokuszokhoz
tarsuld polimorfizmusok eloszlasanak vizsgalata mellett egyes 0roklodo betegségek genetikai
hatterének (génmutécioinak) populaciok kozti valtozasa is érdekes adat, mind a népcsoportok kozti
genetikai kapcsolat, mind az eltérések/mutaciok feltételezett eredetének vizsgalata szempontjabol.

Az értekezés els0 harom fejezetében hazai népességbdl vett mintdkon végzett

populaciogenetikai jellegli vizsgalatainkat 3 példan keresztiil megkdzelitve mutatom be.

Az 0oroklodé betegségek genetikai hatterének feltardsa, az elmult masfél évtized
biotechnoldgiai fejlodésének kovetkeztében, korabban szinte elképzelheteleniil gyors iitemben
zajlik. A fenotipus és genotipus kozti Osszefliggések megértését, az 6roklodo betegségek jelentds
részét jellemz6 allélikus és nem-allélikus genetikai heterogenités alaposan megneheziti. Kiillondsen
igaz ez az ideghartya valtozatos oroklésmenetet mutatd disztrofidira, amelyek hatterében koroki
tényezoként tobb tucat génben irtak le kiilonb6zé mutacidkat. A retina elfajulasaval kapcsolatba
hozhat6 gének tobbsége a fotoreceptorokban expresszalddik, tjabban azonban felismerték, hogy a
fotoreceptorok fiziologids miikodéséhez fontos struktardkban, mint példdul az ideghartya
pigmenthamjaban expresszalodd gének mutécioi is okozhatnak degenerativ eltéréseket a retinaban.

A hamburgi egyetem humangenetikai intézetében toltott tanulmanyutam sordn, Gal Andras
professzor ur vezetése alatt, a pigmenthamra jellemzé RPE65-gén szerepét vizsgaltunk sulyos foku,
6roklédo ideghértya-disztrofiaban szenvedd betegekben. Az RPE65-gén mutacidinak vizsgalatat az

értekezés negyedik fejezetében ismertetem.
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Intragénikus trinukleotid ismétlddések vizsgalata a DM, DRPLA,
HD, SBMA ¢és SCA-1 lokuszokon

Bevezetés

Az emberi genom, akarcsak a tobbi Osszetett eukariota szervezet, nagy ardnyban tartalmaz
rovidebb-hosszabb egységek tandem ismétlddéseibol allo szakaszokat, amelyek az ismétlodo egység
nagysaga, valamint az ismétlodések szama alapjan harom csoportba sorolhatok: a szatellita, a
miniszatellita és a mikroszatellita tipusu ismétlédésekre. A mikroszatellita ismétlédések 1-5bp
hosszii egységek viszonylag rovid (gyakran 150bp-néal rovidebb) sorozataibol allnak (Tautz és
Schlotterer, 1994). A mononukleotid sorozatok, amelyek tobbnyire adenin illetve timin nukleotidok
sorozatai, Osszeségiikkben a genom 0,3%-at, kb 10MB-t képeznek. A dinukleotid ismétlédések,
tulnyomorészt CA/TG és CT/AG sorozatok szintén gyakoriak, a genom kb 0,7%-at alkotjak, mig a
tri- ¢és tetranukleotid egységekbdl allo ismétlédések viszonylag ritkabbak, 300-500kb-onként
fordulnak el6. A mikroszatellitdk szerepe ugyan nem ismert, azonban nagyfoka polimorfizmusuk
miatt a genotipus-diagnosztikdban (indirekt géndiagnosztika), a géntérképezésben (Weissenbach és
mtsai, 1992) illetve a populaciégenetikdban (Deka és mtsai, 1995a; Deka és mtsai, 1995b; Pérez-

Lezaun €s mtsai, 1997) kiterjedten felhasznalhatok.

c sy

s

betegségek molekularis hatterét képezik (Caskey és mtsai, 1992; Timchenko és Caskey, 1996;
Reddy és Housman, 1997). Molekuldris szempontb6l ezen koérképek két részre oszthatok: az egyik
csoportba a génfunkcid elvesztését okozod kifejezetten expandalt ismétlddések, mig a masikba
poliglutamin szakaszt kodold, tobbnyire a mérsékelten kiterjedt trinukleotid sorozatok (CAG
ismétlddések) tartoznak. Az utobbi csoportban a mutacié (az ismétlddések koros expanzidja) egy
,tobblet funkciot” eredményez, amely a képzddott fehérje toxicitasa altal szelektiv sejtelhalast okoz
(Reddy és Housman, 1997; Rubinsztein €s mtsai, 1999).

A génfunkcid-vesztés révén keletkezd betegségek csoportjaba a fragilis X-szindroma
(FRAXA, FRAXE) (Verkerk és mtsai, 1991; Gu és mtsai 1996), a Friedreich-ataxia (FA)
(Campuzano és mtsai, 1996), a dystrophia myotonica (DM) (Brook ¢és mtsai, 1992) és spinocere-

bellaris ataxia 8-as tipusa (SCA-8) (Koob és mtsai, 1999) sorolhatok.



A ,funkcio-tobblet” kovetkeztében kialakulod betegségek kozé a Huntington-betegség (The
Huntington’s Disease Collaborative Group, 1993), a Kennedy-betegség (SBMA) (La Spada és
mtsai, 1991), a spinocerebellaris ataxidk (SCA-1, SCA-2, SCA-3, SCA-6, SCA-7 tipusok) (Orr és
mtsai, 1993; Imbert és mtsai, 1996; Pulst és mtsai, 1996; Sanpei és mtsai, 1996; Kawaguchi és
mtsai, 1994; Zhuchenko és mtsai, 1997; Gouw ¢€s mtsai, 1995) és a dentatorubralis pallidoluysian
atrofia (Koide és mtsai, 1994; Nagafuchi és mtsai, 1994 ) tartoznak.

Az atlag-populécioban ezen trinukleotid sorozatok ismétlédésszamai ugyan nagyfoku
valtozatossdgot mutatnak, tobbé-kevésbé jol meghatarozott értékek kozott mozognak. Az
ismétlodésszamok eloszlasa kiillonbozé népcsoportok kozott jelentds kiillonbségeket mutat, igy a
populaciok kozotti genetikai tavolsagok becslésére jol hasznalhatok (Edwards €s mtsai, 1992;
Watkins és mtsai, 1995;). Vizsgalataink egy részében az intragénikus trinukleotid ismétlddések
eloszlasanak meghatarozéasat thztik ki célul, a SCA-1, SBMA, DRPLA, HD és MD betegség-

lokuszokon.



Anyagok és modszerek

A vizsgalatokhoz a DNS-t periférids (vénas) vérmintakbol Gn. kis6ézasos (Miller és mtsai,
1988) modszerrel izolaltuk: 10ml EDTA-val alvadasgatolt vért 50ml-es centrifugacsoben 2000
percenkénti fordulatszdmmal (rpm) 10 percig centrifugaltuk, majd a feliiluszot leszivtuk. Az
iiledéket lizis-pufferrel (10mM Tris-HCI, 400mM NaCl, 2mM NaEDTA, pH 8,2) 45ml-re
feltoltottiik, az tiledéket felszuszpendalva 15 percig razattuk. A szuszpenzidt 2000rpm-el 15 percig
centrifugéltuk 4C°-on. Az elébbi 1épés megismétlését kovetden az iiledéket éjszakan at emésztettiik
37C°-on (5ml SE-puffer [75mM NaCl, 25mM Na,EDTA]+50ul Proteinaz-K, 500ul 10% SDS). 2ml
5M-os NaCl hozzdaddsa utdn 10 masodpercig vortexeltik, majd 15 percig 4000rpm-el
lecentrifugaltuk. A feliiliszét egy masik csébe toltottik és 20ml —20C°-os abszolut alkohollal
Osszekevertiik, majd fél orat allni hagytuk. A kicsapodott DNS-t egy steril kaniillel kinyertiik és
Eppendorf-centrifugacsébe helyeztiik. A DNS-precipitdtumot 70%-os alkoholban, enyhe razast
kovetden fél 6rdig hagytuk allni. Centrifugélast kdvetden a feliiluszot ledntottiik, az tiledéket kb. fél
oraig szaritottuk és 500ul TE pufferben (12,2% Tris és 3,4% Na,EDTA, pH 8,0) ¢jszakan at
oldottuk.

A SCA-1, SBMA, DRPLA, HD, MD lokuszok bazisharmas ismétlodéseket tartalmazo
szakaszait PCR-reakciokkal erdsitettiik fel. Az erdsitésekhez az irodalombdl ismert primereket
(Watkins €s mtsai, 1995) hasznaltuk. A PCR reakciokat PCT100 és PTC200 tipusi (MJ Research)
termo-ciklométerekkel végeztiik a kovetkezd koriilmények kozott: PCR-elegyek csovenként 25pul
végtérfogatban 100-200ng DNS-t, mindkét primerbdl 25pmol-t, minden egyes dNTPbdl (dATP,
dTTP, dGTP, dCTP) 20-20nmol-t, 3 egység Taq polymerase-t és Taq polymerase puffert (S0mM
KCl, 0,1% Triton X-100, 10mM Tris-HCL, pH 8,0) tartalmaztak. A vizsgalt lokusztol fliggéen, az
alkalmazott MgCl, koncentraciot 2,5-3,5mM kozott valtoztattuk, a Mg-optimalizacios teszt

eredményétol fiiggden.

A PCR-reakcidokhoz a kovetkezd héprogramot hasznaltuk: 2 perc 96C° (kezdeti denaturalas);
35 ciklusban 96C° 1 perc, 62C° 1 perc, 72C° 1 perc (ciklikus szakasz, erdsités); végiil 72C° 10 perc
(utols6 extenzids 1épés). A PCR-reakciok soran kapott végtermékeket agardz-gélelektroforézissel

(1,5-2,0%-o0s géleken) ellendriztiik.



A Dbazisharmasokat tartalmaz6 PCR-termékek hosszat poliakrilamid-gélelektroforézissel
(8%-0s poliakrilamid g¢l, acrilamid:bisakrilamid 29:1) hataroztuk meg. Az elektroforézishez
vertikalis rendszert alkalmaztunk (42x30x0,08cm, Stratagene BaseAce Jr ), a fragmenteket a jo
szétvalas érdekében viszonylag lassu futtassal (konstans 220V-os fesziiltségen, 22 o6ra alatt)
szobahoOn valasztottuk el. A géleket eziistozéssel hivtuk eld, a kovetkezd modon (Budowle és mtsai,
1991): az elektroforézist kdvetden a géleket 5-10 percig 10%-o0s alkoholban fixaltuk, majd 1%-o0s
salétromsavban 3 percig oxidaltuk. Desztillalt vizes Oblités utan 20 perces razatas kovetkezett
12mM-os eziist-nitrat oldatban, miutan a felesleget kétszeri desztillalt vizes moséssal tavolitottuk el.
Végiil, a DNS-hez kotddott eziistionokat 0,28M  natrium-bikarbonatot és 0,019% formalint
tartalmazo oldatban redukaltuk fémeziistté. Mikor a DNS-csikok festddése elérte a kivant intenzitast
(sotét barna, fekete), a redukald reakciot 10%-os ecetsavas mosassal (kb. 2 perc) allitottuk le. A

géleket szlir6papirra helyezve foliaval fedtiik és vakuumos gélszaritoval szaritottuk.

Vizsgalt népcsoport

A trinukleotid-ismétlddések eloszlasanak vizsgéalatdhoz a Pécsi Orvostudomdnyi Egyetem
Gyermekklinikdja molekularis biologiai laboratoriuméban Osszegyljtott egészséges, magyar
szdrmazasu Onkéntesek periférias (vénas) vérmintait hasznaltuk. A DRPLA-lokuszt 102, az SCA-1
lokuszt 71, a huntingtin-gént (HD) 69, az SBMA-lokuszt 54 ¢és az Mt-PK gént 88 egyénben

vizsgaltuk.

Statisztikai elemzés

A trinukleotid ismétlédések vizsgalatakor az egyes lokuszok kiilonboz6é alléljainak
gyakorisagdt a mérési eredmények alapjan hataroztuk meg. Az adott lokusz trinukleotid
ismétlédésére jellemzd heterozigozitasi index (k) becslését a hzl—z xi> formula segitségével

i=1

szamoltuk ki, ahol n az allélek szama, x; az i-edik allél mért gyakorisaga (Nei, 1987). A kiilonb6zo
trinukleotid ismétlédések (allélok) egyes lokuszonként észlelt gyakorisagat az azsiai €s kaukazusi
rasszok megfelelé adataival hasonlitottuk 6ssze y*-formulaval szamolva. Az Gsszehasonlitis alapjat
képez6 adatokat Watkins és mtsai (1995) tanulmanyabol vettiik, akik 90 kaukazusi (észak-eurdpai €s

francia szarmazasu) és 78 azsiai (kevert, tavol-keleti szarmazasuak) egyént tipizaltak.



Eredmények

A vizsgalt egészséges egyénekben a trinukleotid sorozatok ismétlédésszamai mindegyik
lokuszon a normal tartoméanyba estek. A heterozigotak becsiilt/varhato eléfordulasi gyakorisagat az
1. tabldzatban adjuk meg, a kaukdzusi és azsiai mintdk megfeleld adataival Osszehasonlitva

(Watkins és mtsai, 1995).

1. tablazat. A heterozigdtak becsiilt aranya az 6t betegség lokuszan

Népcsoportok DM HD DRPLA SBMA SCA-1
(%) (o) (o) (Y0) (%)
magyar 82 86 88 85 82
kaukazusi 79 87 77 89 72
azsiai 81 78 86 88 77

Az allélok gyakorisaganak eloszlasat az egyes lokuszokon a kontroll csoportokkal
Osszehasonlitva az 1-5. dbrakon mutatjuk be.

Az SCA-1 allélok eloszlasa (1. abra) a kaukazusi €s azsiai rasszhoz viszonyitva szignifikans
eltérést mutatott (P<0,001). Az allélok mindhdrom populdcidoban egy modusz koriil helyezkedtek el,
azonban a magyarok kozott a modusz a kaukazusi adatokhoz képest 5, mig az 4zsiai adatokhoz
képest 4 ismétlddéssel balra, az alacsonyabb ismétlddésszamok iranyaba tolodott.

Az SBMA allélok eloszlasa a hazai populdcidban unimodalisnak bizonyult, akarcsak a
kontroll népcsoportokban (2. dbra). Az allélok 17-29 ismétlédésszamok kozti értékeket mutatnak,
hasonldan a masik két populacidhoz (kaukdzusiak 15-30, azsiaiak 16-28). A magyaroknal a modusz
a 23-as ismétlédésszamnal van, ami szignifikansan eltér (P<0,05), magasabb, a megfeleld kontroll
értékektol. Ez magyarazza, hogy a heterozigotak becsiilt aranya ezen lokuszon kissé alacsonyabb
mint a masik két populdcidban. A 21 ismétlddésnél rovidebb allélok ardnya a kaukézusi csoporthoz

képest szignifikans eltérést mutat (P<0,02).
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1. abra. A trinukleotid ismétlédések eloszlasa az SCA-1 génben.
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2. abra. A trinukleotid ismétlédések eloszlasa az SBMA-génben.
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A DRPLA-allélek (3. abra) bimodalis eloszlast mutatnak mint a hazai, mint a kontroll
populédciokban. A trinukleotid sorozatok hossza 5-20 ismétlédésszamok kozti értéket mutat a
kaukazusi €és a hazai népességben, mig az azsiai mintdban az allélok kissé eltolodtak a nagyobb
ismétlddésszamok felé (7-22). A 15-22 ismétlddésszamok kozti tartomanyban a magyar mintdban az
allélek szignifikdnsan rovidebbek ¢és gyakorisaguk Osszeségében is kisebb, mint a kontroll
csoportokban (P<0,001). Ezzel szemben a 9, 12, 13 trinukleotidb6l allo6 sorozatok a masik két
populaciohoz képest Iényegesen gyakrabban fordultak el6 (P<0,05).

A huntingtin-génben a hazai mintdban a 17-es illetve 18-as, mig a kaukdzusi és azsiai
mintaban a 17-es ¢és 20-as ismétlodésszamu allélek a leggyakoribbak (4. abra). Az allélok eloszlasa
az azsiai mintdhoz képest egyenletesebb, ahol a 17-es és 20-as modusz képviseli az allélok csaknem
60%-at. Ez magyarazza, hogy ezen a lokuszon a heterozigotak becsiilt/varhaté gyakorisaga az
utoébbi mintaban a legalacsonyabb.

Az Mt-PK-génben az allélok hozzavetblegesen 3 modusz koriil csoportosulnak, tovabba
feltlind, hogy az 5 trinukleotid ismétlédést tartalmazé allélok a leggyakoribbak mind a hazai, mind a
kontroll népcsoportokban egyarant (5. abra). A statisztikai elemzés sordn ezen lokuszon nem
észleltiink szignifikans kiilonbséget a megfeleld allélek gyakorisagat illetden a magyar populacio,

illetve a kaukazusi és azsiai rasszok kozott.

45 |

40
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30 4
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3. abra. A trinukleotid ismétlodések eloszlasa a DRPLA-génben.
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4. abra. A trinukleotid ismétlodések eloszlasa a huntingtin-génben.
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5. abra. A trinukleotid ismétlddések eloszlasa az Mt-PK-gén 3°UT-régiojaban.
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Megbeszélés

A trinukleotid ismétlédések egyénenként nagyfoku variabilitast mutatnak, az egyes lokuszok
alléljeinek magas szama és valtozatos eloszlasa altal kiilondsen alkalmasak populaciok genetikai
kapcsolatainak vizsgélatara. Eldnyiik a viszonylag egyszerti tipizalhatosag, a genomban val6 elszort
elhelyezkedéstik, valamint az, hogy feltehetéen nem allnak szelekcids nyomas alatt (Edwards és
mtsai, 1992). Az elmult 10 évben a bazisharmas sorozatok a tudomanyos érdeklodés eldterébe
keriiltek, mivel felismerték, hogy egyes intragénikusan elhelyezkedd tipusaik kéros expanziojahoz -
Spada ¢s mtsai, 1991). Ezen intragénikus béazisharmas sorozatok a tiinetmentes atlagpopulacioban
meghatarozott, az adott lokuszra jellemz0 tartomanyban nagyfokt valtozatossagot mutatnak, mig -
egy a lokuszonként meghatdrozott ismétlodésszam feletti- expanzidjuk megbetegedést okoz. Ezen
felismerés egyben a kordbban ismert mutdcioktol alapvetden eltéré mechanizmust genetikai
elvaltozas felfedezését is jelentette.

Tobb korabbi tanulmany megallapitja, hogy az egyes betegség-lokuszok bazisharmas
ismétlddéseinek eloszlasa etnikai kiilonbségeket mutat (Watkins és mtsai, 1995; Zerylnick és mtsai,
1995). Ezen adatokra tdmaszkodva vizsgaltuk meg Ot betegség-lokuszon az intragénikus
ismétlddések eloszlasat a magyar populacidban.

A bézishdrmas-sorozatok ismétlddésszamai mind az 6t lokuszon a normal tartomanyon beliili
értékeket vettek fel. Az egyes lokuszok alléljeinek mért gyakorisagabol szamolva, a heterozigotak
varhato aranyéra a magyar népességben a kontrollcsoportokhoz hasonlo értékeket kaptunk. A HD és
MD lokuszokon az allélek eloszldsa a hazai mintdban nem tért el szignifikdnsan a kaukazusi és
azsiai kontrollcsoportokétol.

Az SCA-1 lokuszon az egyes ismétlodésszdmok gyakorisagai szembetling eltérést mutattak a
masik két mintatol, a magyar allélek eloszlasa 4-5 bazishdrmassal balra, a rovidebb trinukleotid
sorozatok irdnyaba tolddott.

Az SBMA-allélek eloszlasa a kaukazusi mintatdl szignifikdnsan eltért, mig az azsiai
mintdhoz viszonyitva statisztikailag kiilonbség nem volt kimutathat6. A DRPLA-lokuszon a magyar
mintadban az ismétlddések a kontroll mintakhoz képest rovidebbek voltak, illetve ennek megfeleléen

az egyes allélek gyakorisaga is eltért.
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A disztrofin-gén delécids toréspontjainak eloszlasa magyar

Duchenne-Becker szindromas betegekben

Bevezetés

Duchenne-féle (DMD) illetve a Becker-féle (BMD) izomdisztrofiak az X-kromoszémahoz
kototten recessziven oroklodé betegségek, amelyek, bar egyes tiineteik alapjan hasonlosagot
mutatnak, koérlefolyasukat illetéen nagyfokban kiilonboznek. A DMD legjellemzébb vonasa a
proximalis izomcsoportokban progredidldo disztrofia, amelyhez a ldbikra i1zomzatanak
pszeudohipertrofiaja tarsul. A vazizomzat mellett a szivizomzat és a simaizmok is érintettek, az
utdbbi a gyomor kitagulasahoz, illetve bélelzarodasszerii tinetekhez vezet. Erdekes modon a
szemmozgatd izmok megkiméltek (Kaminski €s mtsai, 1992), sem az egyéb izomcsoportoknal
¢észlelt izomelhalds, illetve a korosan emelkedett intracellularis Ca-szint sem alakul ki (Khurana és
mtsai, 1995). A klinikai tlinetekhez enyhe, illetve esetenként kozepesen sulyos szellemi
fogyatékossag ( 1Q <70 ) is tarsul.

A DMD tobbnyire 3 éves kor eldtt tiineteket okoz, a betegek 12 éves korunkra toloszékhez
kotottek €s atlagosan 20 éves korukig élnek. A BMD enyhébb korlefolyast és a tiinetek is késobb
jelentkeznek, gyakran a betegek 20-30 éves korukban keriilnek észlelésre és esetenként viszonylag
magas kort is megélnek.

A 80-as évek kozepe ota ismert, hogy mindkét betegség molekularis hatterében az un.
disztrofin fehérjét kodold gén hibai allnak (Kunkel és mtsai, 1986). A disztrofin fehérje a nevét a
kapcsolodd emberi betegségekrdl kapta, mint példaul Huntington-korrél a huntingtin, az Emery-
Dreifuss izomdisztrofiarol az emerin és az 1-es tipusu spinocerebellaris ataxiarol az ataxin. A
disztrofin-gént géntérképezéssel €s pozicionalis klonozassal is az X-kromoszoma rovid karjara
(Xp21) lokalizaltak (Lindenbaum és mtsai, 1979; Murray és mtsai, 1982; Fadda és mtsai, 1985;
Bodrug ¢és mtsai, 1987).

Idékozben a disztrofin-gén mutacidihoz kapcsolddoan egyéb korképek kialakulasat is leirtak,
mint példaul az X-kromoszémahoz kotott dilatativ cardiomyopathiat és egy sajatos, nem progredialo
gorcsos izomfajdalomban megnyilvanul6 izomdisztréfiat ( Towbin és mtsai, 1993; Gospe €s mtsai,

1989).
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A disztrofin-gén az emberi szervezet egyik legnagyobb génje (2,4Mb), legalabb 79 exonja
van, amelyek viszonylag révid mRNS-t kédolnak (kb. 14kb), amelyrdl az izomszovetben 3685
aminosavbol allo fehérje képzddik (1. abra). Az exonokat szokatlanul terjedelmes intronok
(atlagosan 30kb) valasztjak el. Ezidaig 8 promoter régid ismert, amelyek a szdvetenként eltérd
nagysagu fehérjék képzddését szabalyozzdk. A  szdvet-specifikus disztrofin-izomorfok
molekulatomege 427 ¢és 71 kilodalton kozott valtozik. A gén tovabbi érdekes vonasai a mutaciok
kivételesen nagy gyakorisaga, valamint az intragénikus rekombindciok ugyancsak magas szama

(Darras és mtsai, 1988; Oudet és mtsai, 1989).

a
L1CIM1IP1 2 5 10 15 20R130 40 CNS1 45 50 55 S160 G170 79
Dp427 Dp260 Dp140 Dpl116 Dp71

b

LCMP R CNS S G

- =p =) =) - - - -

| | | | | |
0 500 1000 1500 2000 2500

1. abra A disztrofin-gén. a. Az 0Orias-gén exon/intron szerkezete. A gén atirodasat legalabb nyolc,
sejt/szovet specifikus promoter szabalyozza. L:limfocita, C: agykéreg, M: izom, P: Purkinje-sejt, R:
retina, CNS: kozponti idegrendszer, S: Schwann-sejt, G: altalanos-promoter. Az egyes
promoterektdl nyilak utalnak a képzddd disztrofin-izomorfok molekulatomegére (Dp:disztrofin
fehérje). b. A promoterek elhelyezkedése a gén szekvencidjdhoz viszonyitva. A nukleotidok szdmat
kilobazisban tiintettem fel.
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A korokozoé mutaciok az esetek tobbségében (kb. 65%) a gén kiilonb6zd nagysagu delécioi,
amelyek mellett duplikaciokat (kb. 5%) valamint ,,splice site” és ,,nonsense” mutacidkat is leirtak
(Darras és mtsai, 1988; Hu és mtsai, 1988; Liechti-Gallati és mtsai, 1989).

A disztrofin-gén delécidinak toréspontjai az ezidaig vizsgalt populaciokban jellegzetes
eloszlast mutattak, fliggetleniil a betegcsoport etnikai/nemzeti hovatartozasatol. A tdéréspontok
talnyomo része a gén kozépsd harmadanak 3° végén, mig kisebb résziik a gén 5’ végén talalhato.
Ezen két région belill, a kiilonb6zé népcsoportokban, az intronok egymastol esetenként
szignifikdnsan eltérd gyakorisaggal érintettek. Ennek magyardzatdul sokan az adott mintara
jellemz0, esetlegesen a DNS-toréseire hajlamositd szekvencidk létezését feltételezik a szelekcios
hatastol mentes intronokban (Danieli és mtsai, 1993; Claustres és mtsai, 1991; Florentin és mtsai,

1995; Shomrat és mtsai, 1994; Todorova és mtsai, 1996; Gokgoz és mtsai, 1993).

Vizsgélataink célja a disztrofin-gén delécids toréspontjainak meghatarozasa, illetve a

toréspontok eloszlasanak elemzése a hazai DMD/BMD beteg-populacioban.
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Anyagok és modszerek

A disztrofin-gén delécioinak kimutatasa

A disztrofin-gén delécidinak kimutatasdra kétféle modszer terjedt el, a Southern-féle
hibridizacio és a multiplex PCR-moddszer. Gazdasagossaga, feloldoképessége és viszonylagos
egyszeriisége révén az utdbbi technika alkalmazdsa célszeriibb (Abbs €s mtsai, 1991), ezért a 159
magyar DMD/BMD beteg DNS-ének vizsgalatat mi is multiplex PCR-rendszerekkel végeztiik el. A
napjainkban 0sszegyult irodalmi adat alapjan a deléciok a disztrofin-gén exonjainak csak egy részét
érintik, igy megbizhaté kimutatdsuk korlatozott szdmu exon felerdsitésével elérhet6. A PCR-
reakciokhoz az eredeti kozleményekben (Chamberlain €s mtsai, 1988; Beggs és mtsai, 1990; Abbs

¢és mtsai, 1991), illetve Todorova és munkatdrsai (1996) altal leirt primereket hasznaltuk.

A PCR reakciokat PCT100 ¢és PTC200 tipusa (MJ Research) termo-ciklométerekkel
végeztiikk, a reakcioelegyek oOsszetétele 100ul-es végtérfogatban a kovetkezd volt: 250ng DNS,
0,5uM minden egyes primerbdl, minden egyes dNTP-bdl 0,5mM, 6,5mM MgCl,, 3 egység Taq
polymerase és Taq polymerase puffer (S0mM KCl, 0,1% Triton X-100, 10mM Tris-HCL, pH 8,0).
Az amplifikaciokat a kovetkezd héprogrammal végeztiik: 96C° 5 perc denaturalds utan 35 ciklusban
94C° 30s, 53 C° 30s, 72 C° 4 perc; végiil 72 C° 5 perc. A termékek elvalasztasa 1,4 %, illetve 3%-0s
agardz gélen, valamint 12%-os poliakrilamid-gélen tortént. A poliakrilamid gélelektroforézist
vertikalis készlilékben végeztiik. A reakcidtermékeket az agardzgélben etidium-bromid festéssel,
mig a poliakrilamid-gélben etidium-bromid festéssel és eziistozéssel vizualizaltuk (Budowle és

mtsai, 1991).

Az amplifikaciok soran képz6dott eltérd hosszusagu fragmentumok a disztrofin-gén
kiilonb6zd exonjainak felelnek meg, igy a vizsgalt mintdkban az egyes fragmentumok megléte
(kimutathatdsaga) illetve hianya alapjan a gén hidnyzo, deletdlodott szakaszanak nagysdga

kikovetkeztethetd.
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Beteganyag

A disztrofin-gén delécios toréspontjait Magyarorszagon, magyar sziilok héazassagabol
sziiletett Duchenne/Becker tipusu izomdisztrofidban szenvedd fit gyermekek vérmintdibol
vizsgaltuk. A betegek korismézése a jellegzetes klinikai kép, az elektromiogramm ¢és a kreatin-kinaz
értékek alapjan tortént. Egyes egyesetekben a diagndzist izombiopszidval és anti-disztrofin
antitesttel végzett immunhisztokémiai reakciokkal egészitettilk ki. Jelen tanulmanyba csak az
egyértelmiien diagnosztizalhatd eseteket vettiik be. 135 Duchenne tipusu és 24 Becker tipusu
izomdisztrofidban szenvedd (Osszesen 159) betegtdl vettiink vért molekularis vizsgalatokra. A
mintadkat harom hazai orvostudomanyi egyetem (Debrecen, Pécs, Szeged) laboratoriumaiban

elemezték.

Statisztikai elemzés

A disztrofin-gén toréspontjainak elhelyezkedését a multiplex PCR-reakciok sordn nyert
fragmentumok elektroforetikus mintazata alapjan hataroztuk meg. Az ismételten nem amplifikalhato
gyakorisagat és eloszlasat egyéb népcsoportok irodalmi adataival y>-formulaval szamolva
hasonlitottuk 6ssze (Danieli €s mtsai, 1993; Florentin és mtsai,1995; Shomrat €s mtsai, 1994;

Todorova és mtsai, 1996; Gokgoz és mtsai, 1993).
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Eredmények

A disztrofin-gén delécioit 159 DMD/BMD beteg DNS-mintajabol hataroztuk meg. 116
esetben ( a betegek 73%-a) sikeriilt deléciot azonositanunk (2. abra). Az észlelt delécio 37 betegnél
(31,9%) egy exont, 14 betegnél (12,1%) 2 exont, 17 betegnél (14,7%) 3 exont, 8 betegnél (6,9%) 4
exont, mig 40 gyermeknél (34,4%) 5 vagy tobb exont érintett. A deléciok 90 esetben (77,6%) a gén
3’ végét, 21 esetben (18,1%) a gén 5° végét érintették, mig 5 betegben (4,3%), mind az 5’-,illetve a
3’-régiokba beterjedd deléciokat talaltunk. Bar az alkalmazott mddszer nem nyujt informaciét a gén
kozépso részének érintettségére vonatkozdan, feltételezhetd, hogy az utdbbi 5 esetben Osszefiiggd,
szokatlanul hosszll szakaszok deléciojardl van sz6. A gén izom-specifikus promoter régidja egyik

beteg esetében sem volt érintett.

A toréspontok gyakorisdganak eloszlasat a 3. dbran mutatjuk be. Lathato, hogy a legtdbb
toréspontot a 44. (n=35, 15,1%), 50., illetve 52. (n=30, 12,9%, illetve n=29, 12,5%) intronokban

észleltiik.
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2. abra. A disztrofin-gén delécidinak elhelyezkedése és mérete magyar DMD/BMD betegek-
ben. A 2-td] 53-ig terjedd szdmsor a gén exonjait, a vizszintes vonalak az egyes betegekben
¢észlelt deléciokat reprezentaljak.
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3. dabra. A disztrofin-gén toréspontjainak intronok szerinti eloszlasa DMD/BMD betegekben. A
hazai adatokat a legfelsd grafikon mutatja, amit az irodalombdl vett nemzetkozi adatokkal
hasonlitunk 0ssze.
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Megbeszélés

Szamos korabbi nemzetkdzi és nemzeti tanulméany alapjan a Duchenne és Becker tipusu
izom-disztrofidk molekuléris hatterében, a betegek tilnyomd részében (40-70%) a disztrofin-gén
kisebb-nagyobb delécidi mutathatok ki (Claustres €s mtsai, 1991; Shomrat €s mtsai, 1994; Todorova
és mtsai, 1996; Gokgodz €s mtsai, 1993). A delécids toréspontok -a vizsgalt populacio eredetétdl
fiiggetleniil- jellegzetes eloszlast mutatnak, a betegekben a toréspontok tilnyomod részét a gén
kozépsd harmadanak 3° végén, mig kisebb hanyadat a gén 5° végén irtak le. A két régio egyes
intronjaiban a toréspontok eloszlasa azonban a vizsgalt populdcid szdrmazasatol fliggben eltér,
némely népcsoportokban populdcio-specifikusnak tiing, szignifikans kiillonbségeket mutat (Danieli

¢és mtsai, 1993; Florentin és mtsai, 1995)

Az altalunk vizsgalt 159 DMD/BMD betegnél 116 esetben (73%) sikertilt a disztrofin-gén
(18,1%) az 5’-régiot érintette. Eredményeink igy a nemzetkozi adatokhoz hasonld képet mutatnak
(Claustres ¢s mtsai, 1991; Danieli és mtsai, 1993; Gokgoz és mtsai, 1993; Shomrat és mtsai, 1994;
Florentin és mtsai, 1995; Todorova és mtsai, 1996). Amint a 3. abran lathat6, a magyar betegekben a
44. intronban talaltuk a toréspontok toObbségét, megegyezden az dsszevont nyugat-eurdpai adatokkal,
illetve a tordk €s az izraeli eredményekkel. A bolgar, torok €s izraeli betegeket az 50. intron magas
érintettsége jellemzi, ami hasonldsagot mutat a magyar eredményekkel. A nyugat-eurdpai adatok
szerint az 50. intron érintettsége nem kiemelkedden gyakori. Az 52. intronban észlelt viszonylag
nagy szamu toréspont magyar sajatsagnak tiinik, egyéb népcsoportokban ez nem figyelheté meg. igy

s

toréspontok eloszlasat.

A hazai betegekben a gén 5° végén a toréspontok viszonylag egyenletes eloszlast mutatnak,
ami eltér a kontrollcsoportok adataitdl. Az 5’ régidban a 2. exon szembetiinden gyakran deletalodott

a gorog, a 7. exon az izraeli, illetve mind a 2. és 7. exon a nyugat-eurdpai betegekben.
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Osszefoglalasul megallapithatjuk, a magyar DMD/BMD betegek tobbségében a betegség
molekularis hatterét, hasonléan a vizsgalt népcsoportok tobbségéhez, a disztrofin-gén delécioi
halmozddnak. A téréspontok intronok szerinti eloszlasa a magyar betegekben eltér -egyes intronok
esetében szignifikansan-a kontrollcsoportoktdl. Eredményeink, a korabbi tanulmanyokkal egyezden,
arra utalnak, hogy a DMD/BMD betegekben a disztrofin-gén delécids toréspontjai populaciod-
specifikus eloszlast mutatnak. Ezen megfigyelések alapjan felmeriil olyan intron-szekvenciak
1étezésének lehetdsége, amelyeknek szerepe lehet deléciok/mutacidk kivaltasaban (Danieli és mtsai,

1993; Florentin és mtsai, 1995).
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A galaktoz-1-foszfat-uridil-transzferaz gén Q188R ¢s N314D

mutacioinak eloszlasa magyar galaktozémias betegekben

Bevezetés

A galaktozémia azoknak az allapotoknak az 6sszefoglald elnevezése, amelyek a galaktoznak
glilkdzza torténd atalakuldsanak zavara kovetkeztében alakulnak ki (Segal és Berry, 1995). A
korképet eloszor Goppert, késdbb Mason és Turner (OMIM, 230400) irtdk le részletesen. A
klasszikus galaktozémia autoszomalis recessziv modon oOroklédik, molekuldris hatterében a
galaktoz-1-foszfat-uridil-transzferaz (GALT) enzim defektusa all, a betegek voOrdsvértestjeiben
enzimaktivitas gyakorlatilag nem mérhetd (Beutler és mtsai, 1966; Hsia és Walker, 1961). A GALT
enzim elégtelensége miatt gatolt reakcio kiindulasi terméke, a galaktdz-1-foszfat felhalmozodik (1.
abra). A szoveti karosodasokért valoszinlileg a galaktoz-1-foszfat és a galaktozbol alternativ

reduktiv metabolikus utakon kialakuld galaktitol tehetd felelossé (Segal és Berry, 1995).

GALAKTOZ
galaktitol / \ GALK\A galaktonsav
GALT
UDP-glikoz | + galaktoz-1-foszfat — | gliik6z-1-foszfat
N
Y\UDP-galakt6z l GALT
epimeraz
UDP-galaktéz
gliikoz-1-foszfat
‘A galaktoz

1. abra. A galaktdz-anyagcsere. GALK: galaktokindz, GALT: galaktdz-1-foszfat-uridil transzferaz.
Az 4bra jobb alsdé szélén szaggatott nyillal jeloltik az UDP-galaktozbol szénhidrat
makromolekuldkon keresztiil, részben ismeretlen metabolikus utakon képz6édé un. endogén
galaktozt (Segal, 1998).
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Az érintett Ujsziilotteknél, bar sziiletéslikkor egészségesnek tlinnek, a tejtaplalas bevezetését
kovetden hanyassal, hasmenéssel, sargasaggal ¢és majmegnagyobbodas tiineteivel jelentkezo
betegség alakul ki (Hsia és Walker, 1961), amely gyakran Escherichia coli szepszishez vezet (Shih
és mtsai, 1971). A korai felismerés végett Ujsziilottkori szlir6programot dolgoztak ki, amely
Magyarorszagon 1975 6ta miikodik (Schuler és mtsai, 1997). Mivel az emberben az exogén galaktoz
a taplalékkal bevitt tejcukor lebontasabol szdrmazik (Segal és Berry, 1995), a pozitiv teszt-
eredményt mutatd, potencidlisan beteg csecsemoOk taplalasara laktozmentes étrendet vezetnek be,
amellyel a korai szovodmények megeldzhetdk. A korainak nevezhetd kezelés ellenére a betegek egy
részénél szovodmények alakulnak ki, mint példaul szellemi fogyatékossag, beszédzavar, illetve
nékben hypogonadismus (Donnell, 1961; Kaufman ¢és mtsai, 1981; Waisbren ¢és mtsai, 1983;
Waggoner és mtsai, 1990; Schweitzer és mtsai, 1993; Segal ¢és Berry, 1995). A korlefolyas
megitélését tovabb neheziti, hogy egyes betegek a koran bevezetett laktozmentes diéta ellenére,
késobb neurologiai és pszicholdgiai eltéréseket mutatnak, masoknak a késon kezdett diéta, illetve a

diéta hianya ellenére is megtartott a pszichoszomatikus fejlddésiik (Hsia és Walker, 1961).

A galaktozémiat vilagszerte meglehetdsen ritka betegségnek tartottdk, azonban az
ujsziilottkori tomegsziirés elterjedésével kideriilt, hogy eldforduldsi gyakorisaga orszdgonként
jelentds eltéréseket mutat (Shih és mtsai, 1971; Schweitzer, 1995; Moammar €s mtsai, 1996). Egyes
orszagokban az alacsony el6fordulasi gyakorisag miatt a sziirdvizsgalatot nem vezették be, bar a
pozitiv esetek észlelésének hatékonysaga a szilir6vizsgalat révén kifejezetten javult (Schweitzer,
1995). A galaktozémia incidenciaja példaul Nyugat-Eurépaban: 1:40.000-100.000, frorszagban:
1:19.000, Szaud-Arabiaban 1:8.500, Japanban:1:1.000.000 (Ashino ¢és mtsai, 1995, Schweitzer,
1995; Moammar ¢s mtsai, 1996). A nemzetkézi adatok koziil kiemelkedik az irorszagi tUn.
"Traveller"-kozosségben észlelt 1:700 eléfordulasi gyakorisag (Murphy és mtsai, 1996). Vilagszerte
atlagosan 1:70.000-re becsiilik a betegség megjelenését. A kiilonbségek részben az egyes
kultardkban gyakori vérrokonhdzassagokkal magyarazhatok (Moammar és mtsai, 1996).

A GALT-enzim két, egyenként kb. 44.000D molekulasulyt monomerbdl épiil fel, dimer
formaban aktiv. Az enzim kimutatasara alkalmas modszerek fejlodésével tobb varianst kiilonitettek
el, az enzimaktivitas, gélelektroforetikus mobilitas, illetve késébb a genotipus kiillonbozdségei

alapjan (Segal és Berry, 1995).
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V44L

V44M

RSIL

Q54X

G55C

L62M

R67C

L74P

R80X

ABIT

0

D98N
del38fs

0

0

S112fsinsA K127E
D113N  W134fsdelT G179D

F117S
R123G

S135L
T138M
L139P
MI142K
M142V
S143L
R148W
R148Q
VISIA
W154G
Y165Y

0

F171S

H184Q
QIS8R

0

S192N
F194L
L195L
L195P
1198M
R201H
E203K
R204X
Y209C
Y2095
Q212H
G212X
L217P
L218L

T 7

R231H  K285N
W249R  E291K
W249X

Y251C
L256/P257fsdelGCC
R259W

R272G

0

E308K
N314D
W316X
Q317R
H319Q
A320T
Y323D
Y323H
P324S
P325L
L327fsdelC
S329F
A330V
R333W
R333G
R333Q
K334R
G338G
E340X
L349fsdelC
T350A
P351fsdelC
Q353X

0

Y336X
Q370X

2. abra. A GALT-gén muticioi galaktozémias betegekben. Az é&brdan a GALT-gén vazlatos
szerkezete mellett (11exon, 10 intron /A-J/) az exonokat (az abra also része) és az intronokat (az
abra felso része) érinté mutaciokat tlintettiik fel.

A normal GALT-enzim mellett, un. klasszikus galaktozémia varianst és Duart-, Afro-

amerikai-, Los Angeles-, Rennes-, Indiana-, Chicago-, Munich-variansokat kozoltek le (Mellmen és

mtsai, 1965; Baker és mtsai, 1966; Beutler és mtsai, 1966; Ng és mtsai, 1973; Ibarra és mtsai, 1979;

Elsas ¢és mtsai, 1994; Lai és mtsai, 1996; Langley és mtsai, 1997; Lin és mtsai, 1994; Shin és mtsai,

1998). A biokémiai fenotipus (enzimaktivitas és elektroforetikus mobilitds) €s a klinikai fenotipus

kozotti Osszefiiggések jobb megértéséhez, a GALT-gén szerkezetének meghatarozasat kdvetden

nyilt lehetdség (Leslie és mtsai, 1992).
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A GALT-gén a 9-es kromoszéma rovid karjan helyezkedik el (9p13), 4kb hosszu, amelyben
11 exon és koztiikk 10 intron kiilonithetd el. Maga a fehérje 379 aminosavbol all (Leslie és mtsai,
1992). A GALT-gén defektusainak felderitése mind a betegség prognozisa, mind a genetikai
besorolds szempontjabol is 1ényeges. A gén egyes anomalidinak felderitése folyamatosan zajlik, az

eddig észlelt mutaciokat a 2. abran foglaljuk Ossze (http://www.ich.bris.ac.uk/galtdb/). Az egyes

mutaciok, illetve esetenként az egyes allélokon koszegregalodd genetikai eltéréseknek a biokémiai,
klinikai fenotipussal és a betegség prognodzisaval vald kapcsolata ma is intenziv kutatdsok targya

(Wang és mtsai, 1998; Segal, 1998).

Az ismert mutaciok kozil a QI188R kiilondsen nagy jelentdséggel bir, az un. nyugati
vilagban a galaktozémiés betegek legalabb 60%-aban kimutathat6 (Leslie és mtsai, 1992; Elsas és
mtsai, 1993; Podskarbi és mtsai, 1994; Segal, 1998; Wang ¢és mtsai, 1998). A mutdcio
kovetkeztében érintett allélenként az enzim aktivitasa 50%-kal csokken (Elsas és mtsai, 1995). A
GALT gén egy masik érdekes eltérése az N314D mutacio, amelynek a prevalencidja a nem-
galaktozémias, in kaukazusi népcsoportban viszonylag magas, 5,9% (Elsas és mtsai, 1994). A
mutacié és a Duarte-allél kozott nagyon szoros kapcsolatot feltételeznek (Elsas €s mitsai, 1994;
Podskarbi és mtsai, 1994; Lin és mtsai, 1994; Elsas €s mtsai, 1995). Duarte-homozigéta egyénekben
az enzimaktivitas kb. 50%-ra csokken, klinikai kovetkezmények nélkiil (Beutler és mtsai, 1966). Ha
azonban, az N314D mutaciot hordozé allél egy masik mutans alléllel egyiitt fordul eld -az un.
kompound heterozigotdkban-, az enzimaktivitds jelentds csokkenéséhez vezet, példaul
N314D/Q188R, N314D/K285N egyénekben az aktivitas kb. 15-25%-ra csokkent (Elsas és mtsai,
1995; Greber-Platzer és mtsai, 1997).

Vizsgélataink céljaul az Osszes ismert hazai, galaktozémidban szenvedd beteg molekularis
analizisét tlztiik ki, aminek soran az emlitett két mutacid (QI88R és N314D) el6fordulési

gyakorisagat kivantuk meghatarozni.
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Anyagok és modszerek

Az ismert magyarorszagi, galaktozémidban szenvedd betegek listajat és cimét a budapesti és
szegedi anyagcsere gondozoktdl kaptuk meg. A betegek részére sziirOpapirt kiildtiink, azzal a
kéréssel, hogy a szlirOpapiron talalhatd koroket itassdk at teljes terjedelmiikben az ujjbegyiikbdl
szarmaz6 vérrel és a sziirépapirokat szobahdn valé megszaraddsuk utdn postai uton a POTE
Gyermekklinika laboratériumédnak cimére kiildjék el. A regiszterben szerepld 52 beteg koziil 45

betegtdl kaptunk beszaradt vérmintat.

A Guthrie-féle szlirOpapiron érkezett beszaradt vérmintdkbol a DNS-t a kovetkezéképpen
nyertiik ki: A sziir6papirokbol 4x4mm-es négyzeteket vagtunk ki, amelyeket 1 6ran at 100ul metil-
alkoholban inkubaltunk szobahdn. A sziir6papirdarabkakat ugyancsak szobahdn megszaritottuk,
majd 200ul desztillalt vizben 97C°-on 15 percig inkubaltuk. Centrifugalas utan (12.000rpm, 3perc) a
feliiluszot eltavolitottuk és a tovabbi vizsgalatokig -20 C°-on taroltuk.

Az extraktumokbol a gén 6-os és 10-es exonjat vizsgaltuk PCR-reakcioval, illetéleg RFLP-
analizissel. A PCR-reakciokhoz az irodalombdl (Elsas €s mtsai, 1993; Elsas és mtsai, 1994; Elsas ¢s
mtsai, 1995) vett primereket hasznaltuk (3. és 5. abra). A PCR-reakcioelegy Osszetétele S0ul
végtérfogatban a kovetkezd volt: 20ul DNS-extraktum, 10pmol minden egyes primerbdl, minden
egyes ANTP-bdl 10-10mmol, 2,5mM MgCl,, 2 egység Taq polymerase és Taq polymerase puffer
(50mM KCl, 0,1% Triton X-100, 10mM Tris-HCL, pH 8,0). Az amplifikaciokat a kovetkezo
héprogrammal végeztiik: 94C°—on torténd 5 perces denaturalas utan 30 ciklusban 94C° 1perc, 58C°
30s, 72 C° lperc; végiil 72 C° 10perc. A PCR-reakcio eredményességét 1%-os agardzgélen

ellendriztik.

A Q188R és a N314D mutaciokat RFLP-analizissel probaltuk kimutatni. A Q188R mutaciot
a gén 6-0s exonjaban, az 1470-es pozicidban levd A—G tranzici6 okozza, amely révén egy uj Hpall
hasitasi hely keletkezik (3. és 4. abra). Nem-galaktozémias egyén DNS-ébol amplifikalt 608bp
hosszii PCR-termék Hpall emésztés soran egy rendszerint meglevo hasitasi hely miatt egy 48bp és
egy 560bp hosszu fragmentumra hasad, mig a Q188R mutacid jelenléte esetén az utdbbi szakasz

tovabbi 287bp illetve 273bp hosszu fragmentumokra valik szét (7. abra).



CACCCCTGGT
GGCTGTTGTT
ACCCTTGGGT

agggggtgat
ggtgtggtca
gtatccctat
TCTAACCCCC
tttcttggct
ggatgggaca
acctgcctgt
TTTCCTGCCA
AGAGTCAGCA
CTCAGGAA

CGGATGTAAC
GATGCATGGG
GCAGgtttgt
gaagctttgg
ggagggagtt
ctgatagATC
ACCCCCACTG
gagtctgagc
gaggaaatat
tcttctctge
GATATTGCCC
TGGAGAGCCC

GCTGCCACTC
CCTCAGTCAC
gaggtcgccc
ttctggggag
gacttggtgt
TTTGAAAACA
CCRAGgtaagg
cagcactgtg
gccaatgatg
ttttgcccct
AGCGTGAGGA
CTGCTAATGG

ATGTCGGTCC
AGAGGAGCTG
cttcccctgg
taacatttct
cttttggcta
AAGGTGCCAT
gtgtcagggg
gacatgggaa
tggaggcttg
tgacagGTAT
GCGATCTCAG
AGTACAGCCG

CTGAGATCUCG 50bp

GGTGCCCAGT
atgggcaggg
gtttccacag
acagagctcc
GATGGGCTGT
ctccagtggg
caggattaat
gaggtaaagg
GGGCCAGCAG
CAGGCCTATA
CCAGGAGCTA

100bp
150bp
200bp
250bp
300bp
350bp
400bp
450bp
500bp
550bp
600bp
608bp
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3. abra. A GALT-gén 5-6s és 7-es exonjaiba tervezett primerekkel felerdsitett DNS-szakasz. A
szekvencia elején ¢és végén felkovérbetiik jelzik a primerek ("foward" illetve "reverse"
bekotddésének helyét. Az intronokat kis betlikkel, az exonokat nagybetiikkel tiintettiik fel. Az

crer

inverz karakterként jelolt A(—G) cseréje okozza a Q188R mutaciot.

Hpall
U
TGC CRG gta — TGC (G gta
Cys GIn = Cys Arg

4. abra. A Q188R mutacio. Az abran a GALT-gén 1470-es poziciojaban levo (6-os exon) A—G
csere okozta "missense" mutacio kovetkeztében kialakult aminosavcserét és a keletkez6 0y Hpall
hasitasi helyet mutatjuk be.

crcs

génben egy Uj Avall hasitasi helyet okoz (5. és 6. abra). A G és J jelzésii intronokban levd
primerekkel (Elsas és mtsai, 1994) végzett PCR-reakcido soran képzddd 949bp hossza termék
rendszerint 4 Avall hasitasi helyet tartalmaz, igy emésztve 581bp, 164bp, 91bp, 83bp és 30bp
hossza fragmentumokra hasad. A N314D mutaci6 esetén az 581bp szakasz tovabbi, 479bp és 102bp

fragmentumokra valik szét (7. dbra).



ttctgcttcc
ttgatgactt

AGTGAGCACT
GACACTGCTG
CTGCTGAGCG
tggatggagg
gtcaggctct
AAGTATGACA
TGgtgaggct
tcctgggcetc
cagttgctgg
gcagcaaact
cagctcttct
gttgggtttg
ctccccactg
CTGGGGCCAA
CTCCTGCGCT

TGCTCAGGCT
gtctggcegte

cttgcctatt
cctatccatt

GGTTAGTACT
CTGCCCCGTC
TGATGgtcag

ttgctcccag
gattccagAT
ACCTCTTTGA
tttcaagtac
agcctagtga
gggaagtggc
tggtgaaact
caagcagggg
ggagtaggtg
tctctcttct
CTGGRACCAT
CTGCCACTGT

CAGAGGUGACC TCACCCCTGA GCAGgtcagg actcagaaca

tgctgaccac actccggctc ctatgtcacc

ctgtcttcct agGAACGTCT GUGTCCTAACC
GUGTCCCCTTC TGGGCAACAT GGCCCTACCA

GGCATGTGCG

tctcccaagt

tagggtcagc
CTAGCCTCCA
GACGTCCTTT
ctatatttag
actgcaacct
cagagtagag
acatctccaa
atcctgggag
ctaacctgga
ttctgtcagG
TGGCAGCTGC
CCGGAAATTC

GCGGCTACCT
aggatcctgg

atctglgaccc caggctgaga

TCATGAAGAA
CCCTACTCCA
ccccaacacc
caaaggagca
atgctgggac
tgtgctttct
atgtagtttt
taactgtaaa
GGCTCCCACA
ACGCTCATTA
ATGGTTGGCT

GAGCTGACCC
ggctaggcac

GCTCTTGACC
TGGGCTGGCA
atttctgggc
agccttgaaa
tgagggtgga
aatctcctgc
cagatacctg
agggctctct
GGATCAGAGG
CTACCCTCCG
ACGAAATGCT

tccagactct cacatgcagt atgtgcaggc acctgatac

50bp
100bp

150bp
200bp
250bp

300bp
350bp
400bp
4520bp
500bp
550bp
600bp
650bp
700bp
750bp
800bp
850bp

900bp
949bp
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5. abra. A GALT-gén G ¢és J intronjaiba tervezett primerekkel felerdsitett DNS-szakasz. A
szekvencia elején ¢és végén feélkovérbetiik jelzik a primerek ("foward" illetve "reverse")
bekotddésének helyét. Az intronokat kis betlikkel, az exonokat nagybetiikkel tiintettiik fel. Az
amplikon 91-es, 121-es, 285-6s és 866-0s helyein U-kal jelsljiik az Avall enzim hasitasi helyeit. Az

crer

A Hpa Il és Ava Il enzimekkel az emésztést a felhasznalasi utmutato alapjan végeztiik, 35ul

végtérfogatban, 30ul PCR-elegy felhasznalasaval. A keletkezett fragmentumokat etidium-bromiddal

festett 3%-os agardzgélben valasztottuk el, allando fesziiltséggel, 60V-on.
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Avall

U
TGG BAC CAT = TGG [€AC CAT

Trp Asn Trp = Trp Asp Trp

6. abra. Az N314D mutacio. Az dbran a GALT-gén 2744-es pozicidjaban levd (10-es exon) A—>G
csere okozta "missense" mutacid kovetkeztében kialakult aminosav-cserét és a keletkezd 0j Avall
hasitasi helyet mutatjuk be.
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Eredmények

45 magyarorszagi, megsziiletése Ota regisztralt galaktozémids beteg beszaritott vérmintajat
vizsgaltuk a GALT-gén QI88R ¢és N314D mutacidinak kimutatdsa céljabol. A mutaciokat PCR-
modszeren alapuld RFLP analizissel hataroztuk meg. Az eredményeket az 1. és 2. tablazatokban
foglaltuk 6ssze. A vizsgalt 90 allélbdl 30 esetben talaltunk Q188R allélt (33,3%), amely 5 betegben
homozigéta formaban (G/G), 4 esetben un. kompound heterozigota forméaban (G/D) és 16 esetben
heterozigota formaban (G/Nd) fordult el6. 10 allél mutatott N314D mutaciot, amely egy betegnél
homozigéta formaban, 4 betegnél compound heterozigota formaban (G/D) és tovabbi 4 betegnél
heterozigota formaban fordult eld. A vizsgalt 90 allél koziil 50 allélnél nem talaltunk mutéciot az
emlitett modszerrel. A 7. dbran az Avall (Q188R) és a Hpall (N314D) enzimekkel végzett RFLP-

vizsgalatokat mutatjuk be.

A B

7. abra: A GALT-gén Q188R ¢és N314D mutacidinak kimutatasa PCR-RFLP modszerrel. A. Q188R
mutécio, Hpall-emésztés: 1. minta-heterozigéta, 2. minta-normal homozigdta, 3.minta-emésztetlen
amplikon. B. N314D mutacié, Avall emésztés. 1. minta-heterozigota, 2-4. minta-normal
homozigota.
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1. tablazat. A Q188R (G) és az N314D (D) genotipusok eloszlasa a magyarorszagi galaktozémias

betegek kozott.

Genotipus Betegek szama Genotipusok gyakorisaga
G/G 5 11,1%
G/Nd 16 35,5%
G/D 4 8,8%
D/D 1 2,2%
D/Nd 4 8,8%
Nd/Nd 15 33,3%
Osszesen: 45 100%

(klasszikus galaktozémia (G): Q188R allél, Duart (D):N314D allél, Nd: a PCR-RFLP analizissel mutaciot nem

észleltiink)

2. tablazat. A Q188R ¢s az N314D all¢lek eloszlasa a magyar galaktozémias betegek kozott.

Allél megjelolése Allélek szama Allélek gyakorisaga
QI188R 30 33,3%
N314D 10 11,1%

Nd 50 55,5%
Osszesen: 90 100%
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Megbeszélés

A galaktozémia a galaktdz-anyagcsere =zavara kovetkeztében kialakuld allapotok
Osszefoglald neve. Elsésorban hdrom enzim defektusa jatszik koroki szerepet a galaktoz-
anyagcserezavar kialakuldsaban, a galaktokindz (galaktozémia II, McK-230200), a galaktoz-1-
foszfat uridil transzferdz (galaktozémia [, McK-230400) és az UDP-galaktdz-4-epimeraz
(galaktozémia III, McK-230350) (Segal és Berry, 1995). Koziiliik a klinikai tiinetek sulyossaga és a
betegség eldforduldsi gyakorisdga alapjan legnagyobb jelentdségli a GALT-enzim defektusa
kovetkeztében kialakulo un. klasszikus galaktozémia (Segal és Berry, 1995).

A klasszikus galaktozémia autoszomalis recessziv oroklésmenetet mutatod betegség, sziiletési
prevalencidjat hazankban 1/50.000-1/70.000-re becsiilik (Schuler és mtsai, 1997). A betegség
tiinetei az Aaltalanos fejlddési visszamaradottsag, hasmenés, sargasag, hepatomegalia ¢és
sziirkehalyog-képzddés. A galaktdézfogyasztds fennmaradasa esetén tobbnyire haldlos kimeneteli
szeptikus allapot alakul ki (Segal és Berry, 1995). A laktézmentes étrenddel a korai szovédmények
megelézhetok, azonban a betegek egy részének hosszatavu prognodzisa a mai napig sem kielégito,
mert a diagndzis feldllitasanak idejétdl, az alkalmazott kezeléstdl (diétatdl) fiiggetleniil késoi
szovodmények alakulnak ki (Waggoner és mitsai, 1990). A késéi szovodmények elsdsorban
neurologiai zavarokban, hipergonadotrop amenorrhoedban nyilvanulnak meg (Kaufman és mtsai,
1981; Schweitzer és mtsai, 1993; Shield és mtsai, 2000; Guerrero és mtsai, 2000). A neuroldgiai
zavarok Osszetettek, a betegek értelmi képessége megtartott intellektustdl a sulyos foku szellemi
fogyatékossagig valtozhat, a retrospektiv tanulmanyokban a motoros beszéd zavarat, a tanulas és a
tarsadalmi beilleszkedés nehezitettségét, tovabba intencids tremort, ataxiat és microcephalia-t
észleltek a neurologiai zavarok részeként (Waisbren és mtsai, 1983; Schweitzer és mtsai, 1993;

Shield és mtsai, 2000).

A tlinetek hatterében kordbban a GALT-enzim aktivitasanak teljes hidnya, illetve kifejezett
csokkenése kovetkeztében felhalmozodott galaktoz-1-foszfat (1. abra) és a galaktdzbol alternativ
metabolikus utakon képz6dd galaktitol toxikus hatdsat feltételezték, azonban az ijabb adatok szerint
az emlitett vegyiiletek szerepe, legalabbis a késoi szovodmények vonatkozasaban, nem egyértelmi

(Gitzelmann, 1995; Jakobs és mtsai, 1995; Segal, 1998).
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A késdi, elsésorban az idegrendszeri szovOdmények okaként felmeriilt az Osszetett
szénhidratok és zsirok galaktdzzal képzett konjugatumainak megkevesbedése, illetve koros
konjugatumok képzddése (Segal, 1995; Segal, 1998).

A korlefolyas megitélését €és a terapias megkdzelitést tovabb nehezitik azon jabb adatok,
hogy a laktézmentes étrend nem biztositja a galaktoz teljes mértékii kizarasat az étrendbdl, hiszen
szamos noveény (gabonafélék, hiivelyesek, gyiimolcsok és diofélék) tartalmaz galaktozt szabad, vagy
kotott formaban (Acosta és Gross, 1995; Wiesmann és mtsai, 1995). Tovabbi érdekes megfigyelés,
miszerint az emberi szervezetben naponta, ismeretlen forrdsbol 1.100-1.400mg galaktoz képzddik
(Segal, 1998). Ezt nevezik endogén galaktoz termelésnek, amely a GALT-elégtelenségben szenvedd
egyén autointoxikaciojahoz vezet.

Patkany-modellben végzett kisérletekben megfigyelték, hogy a GALT-gén expresszidja

szervenként l1ényeges eltér, amely Osszefliggésbe hozhato a galaktozémias betegekben észlelt késoi

crer

A betegség Oszetett klinikai megjelenéséhez hasonléan komplex molekularis hattér tarsul. A
GALT-génben napjainkig szdmos mutéciot leirtak, a tobbségiik ,,missense” mutacid, bar ,,stop”,
»splice site” mutaciokat, ,,frame shift”’-et okozd mutaciokat, illetve nagy delécidkat is kozdltek

(http://www.ich.bris.ac.uk/galtdb/). A mutaciok tobbsége ritka, azonban néhany egyes

népcsoportokban kimagaslo gyakorisaggal fordul eld, mint példaul a Q188R a kaukazusi rasszban,
illetve az S135L az afro-amerikaiakban (Podskarbi és mtsai, 1994; Ng ¢és mtsai, 1994; Lai és mtsai,
1996; Wang és mtsai, 1998).

A QI188R mutacid6 a GALT-gén talan legintenzivebben vizsgalt eltérése. A fokozott
érdeklodés részben a mutacid gyakorisagaval, illetve részben a mutaciohoz tarsuld sulyos klinikai
kovetkezményekkel magyarazhaté, miszerint ezen genotipus Osszefliggést mutat egyes késoi

szovodmények kialakulasaval (Elsas ¢s mtsai, 1993; Guerrero és mtsai, 2000; Shield és mitsai,

L SP4

crer

argininra cseré¢lédik (Leslie és mtsai, 1992). A mutacié igy az enzim feltételezett aktiv centruma

mellett (184-185-186; His-Pro-His) okoz egy pozitiv toltés-valtozassal jar6 aminosavcserét, amely

crer
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A gén ezen szakasza fejlédéstanilag rendkiviil konzervativ, az E. Coli, élesztégomba
(Saccharomyces cerevisiae), egér, ember vonatkozasaban 100%-0s homologiat mutat (Reichardt és
mtsai, 1991; Elsas és mtsai, 1993). gy érthetd, hogy a pontmuticié meglehetésen dramai
kovetkezményekkel jar, érintett allélonként az enzimaktivitds 50%-os csokkenését okozza. A
QI188R mutacid eléforduldsi gyakorisdga sajatos megoszlast mutat a kiilonb6zé orszagok kozott,

elsésorban a kaukazusi rasszra jellemzo (3. tablazat).

Vizsgalatainkban a Q188R mutaci6é eléfordulasi gyakorisagat hataroztuk meg magyar
galaktozémias betegekben. 52 regisztralt magyarorszagi galaktozémias beteg koziil 45 betegtol
sikeriilt vérmintat nyerniink. A szlrOpapirra szaritott vérmintakbol izolalt DNS-bol a Q188R

mutéaciot PCR-mddszeren alapuld RFLP analizissel hataroztuk meg.

3. tablazat. A Q188R mutécio gyakorisaga egyes népcsoportok

galaktozémias betegei kozott

Népcsoport megjelolése Allélok gyakorisaga

Németorszag (Podskarbi és mtsai, 1994) 62-66%
frorszag (Murphy és mtsai, 1996) 85%

irorszég, ,» T raveler”-kozosség (Murphy és mtsai, 1996) 95,5%
USA, angolszész (Elsas és mtsai, 1995) 62%
USA, afro-amerikai (Elsas és mtsai, 1995) 13%
Ausztria (Greber-Platzer és mtsai, 1997) 60%

Lengyelorszag (Zekanowski és mtsai, 1999) 51,2%
Cseh és Szlovak Kozt. (Kozak és mtsai, 1999) 46%
Japan (Ashino és mtsai, 1995) 0%

Magyarorszag 33,3%
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A QI88R allél 33,3%-os eldfordulasi gyakorisagot mutatott a vizsgalt betegekben,
kovetkezésképpen Q188R mutacid prevalencidja a magyar betegekben koztes értéket mutat a vilag
kiilonboz6 vizsgalt népcsoportjaihoz képest. A kaukazusi rasszban (amely a nyugat-eurdpai
populaciot jellemzi) észlelt atlagosan 60%-o0s gyakorisdgnal lényegesen alacsonyabb, mig japan
illetve az afro-amerikai betegeknél észlelt gyakorisdgoknal jelentésen magasabb (3. tablazat). A
lengyel galaktozémias betegekben a GALT-allélok 51,2%-4n (Zekanowski €s mtsai, 1999), a cseh és
szlovak galaktozémids betegekben (78%-ban cseh betegek) az allélok 46%-an (Kozak és mitsai,
2000) talaltak Q188R mutaciot, igy Kozak és munkatarsai feltételezték, hogy a mutacio gyakorisaga
Europan beliil nyugatrol kelet felé haladva csokken (Kozak és mtsai, 2000). A mi eredményeink is
ezt a feltevést tamasztjak ala.

5 betegben talaltunk QI88R/QI88R genotipust (1. tablazat), amely a GALT-aktivitas
gyakorlatilag teljes elvesztését okozza (Elsas és mtsai, 1993). Az irodalmi adatok alapjan ezen
genotipusu betegek progndzisa rossz, a késoi szovodmények kialakulasaval kell szamolni (Elsas és

mtsai, 1993; Guerrero €s mtsai, 2000; Shield és mtsai, 2000).

A GALT-gén egy masik sokat vizsgalt és vitatott eltérése a N314D muticio. A 10-es exon
aszparaginsavra cserélddik. A mutacidé viszonylag nagy gyakorisdggal (5.9%) fordul el a nem-
galaktozémias populacioban (Elsas és mtsai, 1994), igy polimorfizmusnak tekinthetd. Feltételezik,
hogy az N314D egy viszonylag Osi genetikai varians (Kozak és mtsai, 2000), amely még a
kaukazusi és azsiai népcsoportok szétvalasa elott kialakult (Ashoni és mtsai, 1995). Szamos
vizsgalattal igazoltdk azonban, hogy az N314D eltérés igen szoros kapcsolatot mutat a GALT-gén
un. Duarte-variansaval (Elsas és mtsai, 1994; Podskarbi és mtsai, 1994; Lin ¢és mtsai, 1994; Elsas ¢s
mtsai, 1995). Eldszor Beutler és munkatarsai ismerték fel, hogy egyes egészséges egyénekben a
GALT-aktivitas jelentdsen, koriilbeliil a galaktozémids betegek heterozigota sziileiben kimutathato
szintre csokkent (az atlagos enzimaktivitas kb. 50%-a). A csalddfak elemzése soran fedezték fel,
hogy ezen egyének csalddjaiban egy, a galaktozémiat okozd koéros ,,génnel” azonos helyen
elhelyezkedd (allélikus) masik ,,gén” szegregalodik a csokkent enzimaktivitassal. Ezt az allélt
Duarte-variansnak (Duart-allél) nevezték el, megléte esetén a GALT-aktivitds viszonylag kis

mértékben, homozigdta egyénekben kb. 50%-ra csokken (Beutler és mtsai, 1966).
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A Duarte-allélt, mint biokémiai fenotipust a csokkent enzimaktivitdas mellett a fokozott
elektroforetikus mobilitas is jellemzi (Segal és Berry, 1995). Az N134D mutacio kovetkeztében a
fehérje savi karaktere fokozodik, ami magyarazza a fokozott mobilitast az andd iranyaba (Elsas és
mtsai, 1995). Tobb vizsgalat igazolja, hogy az N314D mutacio kimutathaté a GALT-enzim un. Los
Angeles variansanak hatterében is (Leslie és mtsai, 1992; Lin és mtsai, 1994). Ezen varians a
Duarte-alléllel azonos elektroforetikus sajatsdgokat mutat, azonban az enzim aktivitasa az atlagos
GALT-aktivitast meghaladja. Ezen ellentmondas vizsgalatakor a Los Angeles varidnst kodolo
allélokon az N314D mellett egy Gn. néma mutaciot (L218L) talaltak (Podskarbi és mtsai, 1996;
Langley és mtsai, 1997; Greber-Platzer és mtsai, 1997; Shin és mtsai, 1998; ). A Duarte varidns
hatterében az N314D mutacidval azonos allélon tobb eltérést is kimutattak, leggyakrabban a 4-es
illetve 5-6s intronokban (1105g—c és 1391g—a) észleltek mutaciot (Podskarbi és mtsai, 1996;
Greber-Platzer és mtsai, 1997; Kozak ¢és mtsai, 2000), mig mas szerzdk ezt nem erdsitették meg

(Langley és mtsai, 1997).

A 45 magyar galaktozémids betegben az allélok 11,1%-dban sikeriilt N314D mutaciot
kimutatnunk. A betegek kozott 4 kompound heterozigota (Q188R/N314D) genotipust, egy
N314D/N314D homozigota genotipust, illetve 4 heterozigota (N314D/Nd) genotipust észleltiink (1.
tablazat). Az irodalmi adatok alapjan az utobbi 2 genotipus esetében feltételezhetd, hogy az
enzimaktivitdst onmagaban kisfokban érintdé N314D mutdciohoz legalabb az egyik allélen egy
tovabbi, modszeriinkkel nem kimutathaté mutacié tarsul.

A QI188R/N314D genotipus jelentdsége vitatott (Gitzelmann és Bosshard, 1995). Egyes
munkacsoportok az Un. genetikai kompound allapot (a Duatre-all¢l és galaktozémiat okozo allél
tarsuldsa) benignusnak vélik és nem tartjak sziikségesnek a laktozmentes diétat (Levy és mtsai,
1978). Masok szerint azonban a kompound genotipushoz, elsdsorban 0jsziilétt és kisgyermekkorban,

biokémiai eltérések €s klinikai tiinetek is tarsulhatnak (Kelly, 1979).

Mivel a vizsgalt 90 allél koziil 50 allélnél nem talaltunk mutaciot az emlitett modszerrel,
valoszini, hogy a magyar galaktozémias betegek kozott egyéb mutacido(k) dominal(nak). Az ezidaig
vizsgalt osztrak, cseh-szlovak, illetve lengyel betegeknél gyakori K285N mutécio igéretes jeldlt a

tovabbi vizsgalatok céljaul(Greber-Platzer és mtsai, 1997; Kozak €s mtsai, 2000).
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A betegek DNS-mintait megfeleléen valasztott primerekkel, PCR-SSCP mddszerrel
vizsgalva, a GALT-gén tovabbi eltérései meghatarozhatok, amely elvezethet a genotipusnak a

biokémiai ¢€s klinikai fenotipussal valé Osszefiiggésének jobb megértéséhez.
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Az RPE65-gén muticioinak vizsgalata retina-disztrofiaban

szenvedd betegekben

Bevezetés

A felnéttkori Orokletes lataskarosodds gyakori oka az ideghartya disztrofidja, amely a
vaksaggal jaro korképek kb 10%-ért tehetd felelossé (Kellner, 1997a; Inglehearn, 1998). Az
oroklodo ideghartya-disztrofiak eléfordulasi gyakorisaga Nyugat-Europaban €s az USA-ban 1:3000-
1:5000 ko6zott van (Krumpaszyk és Klausz, 1996; Inglehearn, 1998). Az ideghartya disztrofidjaval
jaro korképek koziil a leggyakoribb és a legismertebb a vildgszerte kb. méasfél millié6 embert érintd
retinitis pigmentosa névvel jeldlt tiinettegytittes ( Bunker és mtsai, 1984; Bundey és Crews, 1984;
Berson, 1996). A retinitis pigmentosa elnevezés Donders német orvostol szarmazik. Az elnevezés,
ami sz6 szerint a retina gyulladasara utal tulajdonképpen téves, hisz a korkép hatterében elsdsorban

oroklodo degenerativ eltérések allnak (Inglehearn, 1998).

A retinitis pigmentosa (RP) mind klinikailag, de kiilonosen genetikailag heterogén koérkép. A
klinikai képet sziirkiileti vaksag és a latotér fokozatos besziikiilése jellemzi, amelynek hatterében az
ideghartya periféridgjan kezd6do degeneracio all. A folyamat progresszidja soran eldbb-utobb
tobbnyire a sargafoltot is érinti (Berson, 1996; Inglehearn, 1998). A szemfenéki képet sargasfehér,
atrofias papilla, a retina ereinek beszilikiilése €és a retina periféridjan valtoz6 mértéki, jellegzetes,
csontsejtszerli pigmentacié jellemzi. A diagnozis a klinikai kép kifejlddése eldtt az
elektroretinogram (ERG) alapjan felallithatd, amely szubnormalis, csokkent amplitidoju, vagy
kialudt. A korkép sulyossaga széles spektrumot mutat, az egészen koran kezdddd ¢és fiatalkorban
teljes vaksaghoz vezetd esetek mellett felndttkorban is viszonylag jol megdrzott centralis latassal
jaré korlefolyds is ismert. A betegség a jelenleg rendelkezésre allo kezelési eljardsokkal nem

befolyasolhat6 (Kellner, 1997a).

Az esetek nagy részében az RP-hoz nem tarsul a latdszavaron kiviil egyéb tlinet, azonban
szdmos szindroma részjelenségeként is megnyilvanulhat, mint példaul a Laurence-Moon-Bardet-
Biedl szindréma, Usher-szindroéma, Kearns-Sayre-szindroma ¢s Refsum-szindroma (Kellner,

1997b).
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A RP oroklésmenete meglehetdsen 0sszetett. Az autoszomalis recessziv (arRP), autoszomalis
dominans (adRP), X-kromoszémahoz kotott (xRP), mitokondridlis és kétgénes oroklésmenetet is
leirtak (Kajiwara és mtsai, 1994; Dryja és Li, 1995; Hardcastle és mtsai, 1999). Az 6roklésmenet
esetenként nehézkesen, illetve nem egyértelmiien allapithaté meg (Haim, 1993). Egy németorszagi
tanulmany alapjan az esetek nagy része (48,4%) izolalt, 25,2% autoszomalis domindns, 16,4%
autoszomalis recessziv, 10,0% X-kromoszoémahoz kotott recessziv drokésmenetet mutat (Gerding és
Busse, 1994). Az izolalt esetek nagy része feltehetden autoszomalis recessziv 6roklésmenetd, illetve
az X-kromoszoman bekovetkezd 1j mutacio kovetkezménye. A RP szinte egyediilallo a hatterében
allo genetikai eltérések sokszintiségében. A folyamatosan ndvekvd szamu, RP-val kapcsolatba

hozhaté gének aktualis listdja a RetNet honlapon talalhato (http:/www.sph.uth.tmc.edu/RetNet/).

Az adRP hatterében 12, az arRP hatterében 15, az xRP-hez kapcsoléddan 5 gén ismert.

A retina elfajuldsdval kapcsolatba hozhatdo gének tobbsége a fotoreceptorokban
expresszalodik, zomiik a fototranszdukcidban szerepet jatszo fehérjét kodol. Ezek a rodopszin,
transzducin, a ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP), foszfodiészteraz alfa és béta alegysége, a
cGMP-szabalyozott kation csatorna, a rodopszin-kindz, az arrestin és a guanilat-ciklaz (Dryja és
mtsai, 1996; Huang és mtsai, 1995; McLaughlin és mtsai, 1995; Dryja és mtsai, 1995; Yamamoto ¢€s
mtsai, 1997; Fuchs és mtsai, 1995; Perrault és mtsai, 1996). Tovabbi fotoreceptor-specifikus,
struktarfehérjéket kddold gének mutacioi ugyancsak ideghartya degeneracidhoz vezethetnek, mint
példaul a ,lassu palcika-disztrofia” (rds/peripherin) és a ,,palcika kiils6-membran 1” (roml) nevi
fehérjék, (Shastry, 1997; Kajiwara és mtsai, 1994). Az el6bbiek mellett a fotoreceptorok karosodésat
okozhatjdk a retina pigmentham rétegében expresszalodé gének mutacidi is, ilyen példaul a
»celluléris retinaldehid-koté™ fehérjét (CRALB) és az RPE65 fehérjét kodold gén (Maw és mtsai,
1997; Gu és mtsai, 1997; Morimura ¢és mtsai, 1998). Az emlitett nem-allé¢likus heterogenitas mellett
allélikus heterogenitas is megfigyelhetd, a rodopszin-gén kozel 100 allélja okozhat RP-t (Dryja és
Li, 1995). A gének és a betegségek kozti kapcsolat heterogenitasat jellemzi, hogy mig az emlitett és
a RetNet honlapon szereplo gének karosodasai gyakran erdsen hasonld klinikai képet okoznak, ugy
egyes gének valtozasaihoz tobb, tobbé-kevésbé eltérd betegség is kapcsolodhat. Az ABC-
transzporter fehérjét kodold gén (ABCR) mutécidi négy kiilonbozd, 6roklédd retina-disztroéfidhoz
kapcsoloddan -Stargardt-betegség, fundus flavimaculatus, csap-palcika disztrofia és RP-

kimutathatok (Shroyer és mtsai, 1999).
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A retina pigmenthdmja (RPE), mint a retina kiils6 rétege, az érhartya és a fotoreceptorok
kozott helyezkedik el. A pigmenthdm sokoldalu feladata révén kulcsszerepet tolt be a latas
mechanizmuséban és a neuroretina miikodo- €s életképességének fenntartdsdban. A pigmentham a
kiilsé vér-retina gat része, igy részt vesz a retina taplalasban. Tovabbi lényegesebb feladatai a
kémiai OsszetevOinek képzése, valamint a fotoreceptorok kiilsd szegmenseirdl lefiiz6do
membrankorongok fagocitozisa és lebontasa (Schraermeyer és Heimann, 1999). A pigmenthdmnak
tovabba fontos szerepe van a neuroretina fejlddésének szabalyozasaban (Jeffery, 1998).

Az RPE-ben nagy mennyiségben kimutathatdé egy RPE-specifikus és fejlédéstanilag
konzervalt 61kD sulya fehérje, az RPE65-fehérje (Nicoletti és mtsai, 1995). A fehérje pontos
szerepe még nem ismert (Choo €és mtsai, 1998; Hooser és mtsai, 2000), azonban igazoltak, hogy a
11-cisz retinal képzddéséhez nélkiilozhetetlen (Redmond és mtsai, 1998). Az RPE65-fehérjét kodolod
gént karakterizaltak, mely soran kidertilt, hogy az 1-es kromoszdma rovid karjan (1p31) helyezkedik
el, 14 exonbdl all és 2,7 kb hosszu transzkriptumot kodol (Nicoletti és mtsai, 1995). Ez tette
lehetové, hogy felismerjék a gén mutacidinak koroki szerepét egyes retina-disztroéfidban szenvedd
betegekben. Az RPE65-gén volt az els6 RPE-specifikus gén, amelynek mutéacioi 6roklodo
betegséggel kapcsolatba hozhatok (Gu ¢és mtsai, 1997). Az elsé tanulmanyok utdn, tobb
munkacsoport k6zolt RPE65-gén mutéacidkat retina-disztrofias betegekben, akiknél a korlefolyés a
velesziiletett vaksagtol kezdédden a felnottkori RP-ig terjedd széles skalan valtozott (Morimura és
mtsai, 1998; Marlhens és mtsai, 1998; Perrault és mtsai, 1999a).

A hamburgi Humdangenetikai Intézetben Osszegylijtott nagy szdmu, retina-disztrofidban
szenved0 beteg mintaiban megvizsgaltuk az RPE65-gént, annak esetleges patogén mutacidinak

meghatarozasa céljabol.
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Anyagok és modszerek

Beteganyag

Retina-disztroéfidban szenvedd betegek vérmintdit vizsgaltuk az RPE65-gén muticidinak
céljabol. A hamburgi Humangenetikai Intézetben dolgoz6é munkacsoport altal korabban vizsgalt
betegek a betegség széles spektrumat mutattdk, az én bekapcsolodasomkor elsésorban a koran
manifesztalodo, stlyos foku retina-disztrofiaban szenvedd betegeket vizsgaltunk. A mintavétel a
betegek hozzajaruldsaval tortént, miutdn eldzetes tajékoztatast kaptak annak céljarol. A kutatasi
tervet a mintavétel helye szerinti egyetemek (Hamburg, Régensburg, Tiibingen) etikai bizottsaga
jovahagyta. A klinikai vizsgalat a csalddi anamnézis felvételébdl, a latasélesség, a szinlatas és
periférias latas vizsgalatabol, szemfenéki réslampa vizsgalatbol €s elektroretinogram felvételébol
allt.

Osszesen 33 beteg DNS-ét vizsgaltuk, akik koziil 24 betegnél ez volt az els ilyen iranyt
genetikai teszt. A tovabbi 9 betegnél az els6 szlirés sordn egy-egy mutdciot kimutattak, célunk egy
esetleges masodik mutacié megkeresése volt.

A betegek ¢€s csaladtagjaik mintai mellett 50 egészséges egyén vérmintaibol izolalt DNS-t is

vizsgaltuk, mint kontrollcsoportot.

Mutacio-keresés

DNS-izolalas
A Dbetegektol 5-10ml EDTA-val alvadasgatolt vénas vér érkezett vizsgalatra. A magvas
vérsejtekbol a DNS-t Miller és munkatarsai altal kidolgozott modon izolaltuk, az els6 fejezetben

leirt moédon (Miller és mtsai, 1988). A tovabbiakban 100ug/ml koncentracidju oldatbol dolgoztunk.

A kodolo szekvenciak felerésitése PCR-ral

A RPE65-gén kodolo szakaszait (GenBank U20476-88, AF039855, U20510) 10 primer par
segitségével erdsitettiik fel (1. dbra). A PCR reakciokat PCT100 tipusi (MJ Research) termo-
ciklométerekkel végeztiik. Az egyes exonok felerdsitéséhez hasznalt PCR-reakcidk koriilményeit az
1. tablazatban foglaltam 0ssze. Az erésitésekhez a Promega GmbH ¢és Qiagen GmbH cégek altal
forgalmazott Tag-polimerdz enzimet, reakcio-puffert és MgCl,-t torzsoldatot hasznaltuk. A

primereket az 1. dbrén feltiintetett szekvencidk alapjan a Metabion GmbH cég szintetizalta.



1. exon

gagagctgaa
ctccttttaa
GTGCCAGAAC
aaacaccttc

2. exon

ctatctctgc
CCTGCTGGTG
CAGgttggtc

3. exon

ggcagggata
TCTCCTTCGA
GCCCTCCTGC
gccactcectce

ag

4-5. exon

ctgtacggat
TTACGTACGG
TGCAAGAATA
tttctctcat
GAGGAGTAGA
AGAGACCAAC
aggtgatgtt
tatgattcta

6. exon

tataatgtat
GTCTCTGTCA
GCTTTGGAAA
caatctgtcc

7-8. exon

aaataagagg
AGAGATCGTT
ctgctatgaa
acaatatttt
ctgagcatac
gtgtttctga
TGTTCAAGTT
CATGGGGgta

1. abra. Az

jelzi. A PCR-reakciokhoz hasznalt primerek kapcsolodasi helyeit (“forward” és “reverse”) félkovér
betiikkel jeloltik. Az 1, 2, 3, 6, 9, 10, 14 exonokat kiilon, mig a 4-5, 7-8 ¢és 11-12-13 exonokat

agcaacttct
gggatttaga
TCTGGATCCT
atggattcat

ggactttgag
GTTACAAGAA
tcgccecatct

agaagcaatg.

TGTGGGCCAG
ACAAGTTTGA
ctcctcaaag

tgctcctgtc
GCAATGACTG
TATTTTCCAG
ggcttgaaaa
GGTTACTGAC
TTTATTACAA
caggaattta
a

cttccttctc
ATGGGGCCAC
AAATTTTTCA
tcttctgaaa

ctgttccaaa
GTACAATTCC
tcttcaggaa
tttgcagaaa
cacatatata
acagTTTTGG
CCTTTCTTCA
agtcttagat

gttcccccte
aggcataaaa
GAACTGGAAG
gataaatgtg

catcaacatg
ACTGTTTGAA
tgaagccatc

ttctgtctce
GACTCTTTGA
CTTTAAAGAA
tagggcctag

tatactcttc
AGAAAAGGAT
gttactgaac
ttactggact
AATGCCCTTG
AGATTAATCC
gaatttggaa

tcaactggag
TGCTCACCCC
ATTGCCTACA
ataagtgtct

gccttttaaa
CCTGCAGTGA
aactcaagtt
actaaattta
caaatttgtc
TCTGACTCCC
TGGAGTCTTT
atatttgtca

RPE65-gén exonjainak ¢és
exonokat nagy, az intronokat kis betiik, a transzlacio iniciacids €s terminacios kodonjat aladhtizas

egylitt erdsitettiik fel.

cctcagctga
aggcccctgg
AAAATGTCTA
ctat

ggcttcttcc
ACTGTGGAGG
ctcttttatg

ccttcatcac
AGTTGGATCT
GGACATGTCA
cttggctcct

cctatgtttc
CGTCATAACA
ccaaactgaa
gaaaaattca
TTAATGTCTA
AGAGACCTTG
cttaaaatta

gacattcact
CACATTGAAA
ACATTGTAAA
atattgtgag

accactttat
CCGATTCAAG
taaagatttg
aacataatta
tgtggcttga
AACTATATCG
GGGGAGCCAA
agtttgtgat

a kornyezé intron-szakaszoknak a nukleotid-sorrendje. Az

aggggtggagy
ctgagaactT
TCCAgtaagt

ttattcttcc
AACTGTCCTC
tcagtctctc

agGCAGGATC
GAGCCATTTT
CATACCACAG
cctcccatgt.

aatgtccttc
GAATTTGGCA
tgttactcaa
tttgtttcta
CCCAGTGGGG
GAGACAATTA
attcaacata

ttacttccgt
ATGATGGAAC
GATCCCACCA
aaagttactg

ttcagACAAG
CCATCTTACG
ctttgcctac
atttcatgta
gaatcagccc
TTTTTGTGGA
CTACATGGAT
tctgaagaag

aagggctccc
CCTTCTTCAT
atctctggga

accatttcag
GCCGCTCACA
ttctctggce

CCCCTCTGGC
ACCACCTGTT
AAGgtaaagc
gagttttcac

agGTTCATCC
CCTGTGCTTT
gacattttat
cagGTTTTTT
GAAGATTACT
AGCAGgtggg
aattattcat

agGTTGATCT
CGTTTACAAT
CTGCAAGCAG
tattgtgag

GAAGATCCAA
TTCATAGgta
ctttgatacc
ggcactgttg
tttcattcac
GACACCAGTC
TGTTTTGAGT
atgtgtttaa

aaagccataa
TCTGCAGTTG
gactttttta

GGTTGAGCAT
GCTCATGTAA

TCACCGGCAG
TGATGGGCAA
agcactccat
ctctgaactc

GCACTGATGC
CCCAGATCCC
attagccctt
TCTTACTTTC
ACGCTTGCAC
acacagtgct
gctgcgaatg

TTGCAACTAT
ATTGGTAATT
gtgagtttac

TAAGCAAGTC
acttgaaggc
aatcctgatc
attcttgtaa
aagcccattt
AAAATTAACC
CCAATGAAAC

43



9. exon

gtacactttt
GACAAAAAAA
ACACCTATGA
caaatgggac
cacatctaaa

10. exon

ttgtcattgc
TTAGCCAATT
GGAGATATGT
tgtttcatct

ttccttttta
GGAAAAAGTA
AGACAATGGG
acctcccatt
ac

ctgtgctcat
TACGTGAGAA
ACTTCCTTTG
ctctca

11-12-13. exon

gtttgaattc
GTCACGCTCC
TTCTCTTTTC
ctttcaaaga
TTACCAGAAG
AGGgtaatta
gactgattgc
TTGGGTTTGG
GAAGATGATG

14. exon

agtcagaaaa
tgacattcaa
AGTTCTGAGT
GACTTAAGTG
AATCTTGAGC
TCAAATTCTG
GTTTTACAGA

tttcctgcte
CCAATACAAC
AGGGCCTCGT
gattaagagt
TATTGTGGGA
atccttctta
ttgattgatt
CAAGAGCCTG
gtaatgaaag

agaagtcagg
tctatagett
GTGGTGGTGA
AAGTTGCCCG
ATACTCCAGC
TTCAATTTTA
AAGCACTGAG

1. abra. (Folytatas.)

aatgcatcaa
CCTCAATAAT
TTTCTGATTG
gttcctggaa

gtttgacttt
CTGGGAAGAG
AATATTGACA

actgaggttt
TGCCACTGCA
CAAGgtgaga
tttcctaagc
AACCTTACAC
ctaatatttg
tttctttctc
ATTCATACCC
caattgttgt

tcatatggtt
gggcttttaa
GCCCAGGAGC
GGCTGAAGTG
AAGATATGTT
GCCTGCTATA
TTGAGCAAGC

aatattttcc
AAATACAGAA
TGGATCTCTG
attacggggt

ttatttttgc
GTGAAAAAAA
AGtgaacctg

ctgttatctt
ATTCTGTGCA
tgatctagag
atgtgctcta
ATATGCGTAT
aacagtgctt
acaaacagCT
ATCAGAACCC
gtctgaatac

ttctatattt
aaactcaata
AGGACAAAAG
GAGATTAACA
TTTGGTAGCA
TGTCATGGTT
AAT

tcatttttca
CTTCTCCTTT
CTGCTGGAAA
ttttacagag.

agATTTGAGT
ATGCCAGAAA
cttctctgta

ctctcctagG
GTGACGAGAC
aaaacttcac
tttcgtagCA
GGACTTGGCT
tgagtatatg
CTGTAAGCTG
ATCTTTGTTT
tcttcttact

gtcaatgtaa
ttgcctaatt
CCTGCTTATC
TCCCTGTCAC
AAACTGAGAA
TTAACTTGCA

agGTTTGGCT
CAACCTCTTC
GGgtaagaaa
ctgctgcact

TTGTTTATAA
GGCTCCCCAA
gatttcagat

CTGACACAGG
TATCTGGCTG
acgggagtga
TTTGAGTTTC
TGAATCACTT
ctagtcaagt
AATGTCAAAA
CTCACCCAGA
gcagttctgt

tacctcctat
tacttctgat
TCCTGATTCT
CTTTCATGGA
AATCAGCTTC
GATGCGCACA

TCATATTGCT
CATCACATCA
ggacactgga
caatctgaat

TTACTTATAT
CCTGAAGTTA
ttaaccagaa

CAAGAATTTA
GAGCCTGAAG
acaaatgttt
CTCAAATCAA
TGTTCCAGAT
aaagcatatt
CTAAAGAAAC
TGCCTTGGAA
atgttagttc

attatttcaa
aaacagGTGT
GAATGCCAAG
CTGTTCAAAA
AGGTCTGCAA
ATTTTGCAAT
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A PCR-reakciokhoz a kovetkez6 héprogramot hasznaltuk: 2 perc 94C° (kezdeti denaturalas);
30 ciklusban 94C° 1 perc, 55 C° 1 perc, 72 C° 1 perc (ciklikus szakasz, erésités); végil 72 C° 10
perc (utolsd extenzids 1épés). Az optimalis ,,annealing” hémérséklet az 1. tablazatban megadott

moédon  exononként  véltozott. A PCR-reakciok sordn kapott végtermékeket agardz-

gélelektroforézissel (1,5-2,0%-os géleken) ellendriztiik.
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1. tablazat. RPE65-gén exonjainak felerdsitésére végzett PCR-reakcidk paraméterei.

Annealing ~ DNS- Primer Buffer MgCl, DNTP Taq H,O amplikon
hémérséklet  oldat 20uM)  (u) (25mM) (20mM) (ul)  (ul) (bp)

Exl 55 C° 1,0l 05-0,5u1 2,5 1,501 0,54 0,1 184  279bp
Ex2 60 C° 1,0l 05-05ul 255  1,5u0 05 0,1 184  199bp
Ex3 57 C° 1,0l 0,5-05u1 2,5 075ul 05 0,1 184  297bp
Ex4-5 57 C° 1,0 05-05u 25 1,511 05 01 184  501bp
Ex6 57 C° 1,0 0,505u 25 15u 05 01 184  269bp
Ex7-8 54 C° 1,0 05050 25 15ul 05 01 184  550bp
Ex9 57 C° 1,0 05-05ul 25 1,511 0,5 01 184  292bp
Ex10 57 C° 1,0 0,505u 25 15u 05 01 184  226bp
Ex11-13  55C° 1,0 05050 25 15u 05 01 184  671bp
Ex14 60 C° 1,0 05-05ul 25 1,511 05 0,1 184  453bp

A kodolo szekvencidkat tartalmazé amplikonok vizsgalata SSCP-analizissel

8ul PCR-elegyhez 10ul formamidos oldatot (98% deionizalt formamid, 20mM EDTA, 0,05%

brémfenolkék, 0,05% xylene cyanol) kevertiink, a kapott keveréket 5-6 percig 95C°-on denaturaltuk,

majd hirtelen vizes jégen lehiutottik. A denaturalt, egyszalu, illetve a renaturdlt (vagy nem

denaturalt), kettds szalu fragmenteket vertikalis rendszerben (GibcoBRL, S2 Sequencing

Apparatus), poliakrilamid-gélelektroforézissel valasztottuk el, harom kiilonb6z6 modon (Orita és

mtsai, 1989; Bunge és mtsai, 1996).

1. 8%-os, glicerinmentes poliakrilamid-gélben (akrilamid:bisakrilamid 29:1), szobah6én, 14-16 6ran
at allando 8-9W teljesitménnyel futtatva

2. 10% glicerint tartalmaz6 8%-os poliakrilamid-gélben (akrilamid:bisakrilamid 29:1), szobahdn,
16-18 6ran at alland6 11-12W teljesitménnyel futtatva

3. 5% glicerint, 5% szachar6zt tartalmazo 8%-os poliakrilamid-gélben (akrilamid:bisakrilamid
29:1), 4 C°-on, 19-24 6ran at allando 21-22W teljesitménnyel futtatva

Minden egyes PCR-amplikont elemeztiink mindharom leirt koriilmény mellett.
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Az SSCP-analizist megel6zéen a 4-5. exonokat tartalmaz6 PCR-amplikonokat Sfcl-
enzimmel (258bp és 243bp szakaszok), a 7-8. exonokat és a 11-13. exonokat tartalmazé amplikont
az SSpl-enzimmel (215bp és 235bp szakaszok, illetve 255bp és 416bp szakaszok) emésztettiik. Az

emésztéseket a forgalmaz6 altal biztositott itmutatot kdvetve végeztiik.

A géleket eziistozéssel hivtuk eld, a kovetkezd modon (Budowle és mtsai, 1991): az
elektroforézist kovetéen a géleket 5-10 percig 10%-os alkoholban fixaltuk, majd 1%-os
salétromsavban 3 percig oxidaltuk. Desztillalt vizes oOblités utdn 20 perces razatas kovetkezett
12mM-os eziist-nitrat oldatban, miutan a felesleget kétszeri desztillalt vizes moséssal tavolitottuk el.
Végiil, a DNS-hez kotodott eziistionokat 0,28 M natrium-bikarbonatot és 0,019% formalint
tartalmazo oldatban redukaltuk fémeziistté. Mikor a DNS-csikok festddése elérte a kivant intenzitdst
(sOtétbarna, fekete), a redukald reakcidt 10%-os ecetsavval mosassal (kb. 2 perc) allitottuk le. Ezt
kovetden a gélt 10-15 percig desztillalt vizben mostuk, majd a megdrizni kivant részletrdl a
felesleget eltavolitva, azt légmentesen, folia-lapok kozé csomagoltuk, a folidk széleit vakuum-
foliahegesztovel zartuk le. A géleket mind foliaba csomagolt forméban, illetve mind a készitett
fekete-fehér fotok formajaban megdriztiik.

Az SSCP-géleken az egyes szalu DNS-szakaszok mobilitasi eltérései mellett (2. abra) a
renaturdcio soran képzddott Un. heteroduplexek mobilitasi eltéréseit is vizsgaltuk (3. abra). Az
eltérést mutatd szakaszok (PCR-amplikonokat) bazis-sorrendjét automata szekvenaloéval (ABI

PRISM 310 Genetic Analyser, Applied Biosystems) hataroztuk meg.

$ e g A o B e el Bl W

Y L N N
1 23 45 6 7 8 9 1011 12 13 14
2. abra. SSCP-analizis. Az 1-es, 2-es ¢s 4-es jelzési

mintdkban az egyes szalt DNS-ek mobilitasi eltérést
mutatnak.
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3. abra. Heteroduplex-analizis. A 2-es és 5-0s jelzési
mintakban heteroduplex képzddése lathato. MM a molsuly
marker egy szakasza.

A kodolo szenvenciak eltéréseinek kimutatasa szekvenalassal

Az SSCP-analizis és a heteroduplex analizis alapjan a normal mintadkhoz képest eltérést
mutaté mintak kérdéses szakaszainak bazissorrendjét automata szekvenaloval hataroztuk meg. A
25ul-es PCR-elegybdl 3ul-t 2%-os, etidium-bromiddal festett agardz gélen futtattunk meg, ezzel
ellendrizve a reakcio sikerességét. A maradék 20-21ul-t Genommed oszlopon lecentrifugalva
tisztitottuk, mely soran a PCR-amplikonokat nyertiik ki a PCR-elegybdl. A tisztitott PCR-
termékekbdl ismételten PCR-reakcidt végeztiink, amely soran fluorescens-festékkel jelolt
dideoxynukleotidok épiiltek a végtermékbe. A reakciét minden vizsgalt exon esetében mindkét

iranybol, mind a ,,forward”, mind a ,,reverse” primerrel elvégeztiik.

A reakcid protokollja (Gn. cycle sequencing):

1-5pl tisztitott PCR-termék
0,5ul of 8-10pmol/ul primer
1,5u BDT
H,0 (steril) ad 20pl
egy csepp asvanyi olaj (kb 20ul)
Héprogram: 1. 96C° 20s, 2. 50C° 7s, 3. 60C° 4perc, 4. Ismétlés az 1. 1épéstdl 25-szor. 5. 4C°
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A fluorescens-festékkel jelolt dideoxynukleotidokat tartalmazé PCR-elegybdl a végterméket
a kovetkezé modon kiilonitettiik el.

Alkoholos kicsapés:

az olajmentes PCR-elegyhez 2l 3M-o0s Na-acetatot (4C°-0s) és 50ul abszolut etanolt
(-20C°-0s) adtunk
- ezt kovette egy centrifugalas, 13.000-es fordulatszammal 25 percig , a feliiliszot
ledntottiik
- aziledékhez 700ul 70%-o0s (-20C°-0s) etanolt adtunk, enyhén Gsszeraztuk
- ismét centrifugalas kovetkezett, 13.000-es fordulatszammal, 25 percig
- afeliiluszo leontését kovetden az eppendorf-csoveket lezart (sotét) dobozban szaritottuk
meg.
- aszekvenalas eldtt a beszaritott iledéket 20ul TSR-al kevertiik 6ssze
Az automata szekvendloval mért bazissorrendet a referencia szekvenciaval vetettiik 6ssze (Genbank
U20476), az eredményeket nyomtatott formaban taroltuk. Az észlelt mutacidk létezését egyéb

modszerekkel erdsitettiik meg.

A mutaciok ellenérzése

A szekvenaloval észlelt muticidkat ismételten, fiiggetlen moddszerrel is kimutattuk. A
DNASTAR programcsomag EditSeq és MapDraw programjaival az észlelt mutacidnak megfeleléen
egy RFLP-t terveztiink, amellyel a hasitasi hely keletkezése, illetve elvesztése alapjan a mutaciora
kovetkeztethettiink. Azon betegeknél, ahol a csaladtagoktdl is sikeriilt DNS-t nyerniink, RFLP-vel

Az IVS1+5g—a mutéacié kimutatdsdhoz az 1. abran feltiintetett ,.forward” primer mellett
Lreverse” primerként ,,mismatch” primert hasznaltunk, amely révén Sspl hasitasi hely keletkezett a
mutans allélon (a ,,mismatch” primer: ttaaaaaagtctcccagaaata).

Azon esetekben, ahol a mutaci6é helyén (sem a normal, sem a mutans allélon) nem volt
restrikcios enzim hasitasi hely, lehetdség szerint a csaladtagoknak €s a betegnek a mintait egytitt
vizsgaltuk ismételt SSCP-vel. Itt az egyszalu DNS-lancok mobilitasi eltéréseinek a fenotipussal vald

koszegregacidja altal ellendriztiik a mutacidé meglétét.
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A promoter régio vizsgalata
A betegek egy részénél (arRPL, arRP76, arRP95, arRP188, arRP192, arRP476, arRP816,
szekvencia-variansokat keresve. Az alkalmazott primer-parokat a transzkripciés faktorok

feltételezett kotési helyének megfelelen terveztiik (Nicoletti és mtsai, 1998):

RPEG65P1forward:5’ctattcgtatccatccctcag3’ RPE65P1reverse:5’aacatcataaaccatttacag3’
RPE65P2forward:5’cagagagcagacaggcattag3®  RPE65P2reverse:5’caccctcattcattaactcac3’
RPE65P3forward:5’tctetgtctggttcataggtg3’ RPE65P3reverse:5’ ggcttgctgttcccataacag3’
RPE65P4forward:5’agctcctttctttctaatetg3’ RPE65P4reverse:5’gacattttcttccagttcagg3’

A fenti primer-parokkal végzett reakciokkal a promoter régi6 -2577bp és -2381bp; -631bp ¢és
-368bp; -395bp és -168bp; -218bp és +38bp pozicidk kozti szakaszait erdsitettiik fel. A PCR-
reakciok eredményét agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik. Az amplikonokat a leirt
koriilményeket mellett SSCP-vel vizsgaltuk, az egyes szali DNS-szakaszok mobilitasi kiilonbségeit

¢s a heteroduplex-képzddeést értékeltiik.

Mikroszatellita analizis
Egyes mutaciokhoz kapcsolddd haplotipus vizsgalatdit az RPE65-gén transzkripcios
kezddpontjatol 5’ iranyba 2,8kb tavolsagra levé DI1S2803 mikroszatellita polimorfizmus

elemzésével végeztik el.

A kapott szekvenciak-elemzése
A mutacidk soran megvaltozott szekvenciakra és a mutaciokat kornyezo természetes ,,splice

site”’-okra vonatkoz6 ,,splice site” konszenzus értékeket nemzetkozileg elfogadott tdblazatok alapjan

szamoltuk ki (Cooper és Krawczak, 1994).

Az aminosav-valtozéassal jar6 mutaciok bioldgiai kovetkezményeinek vizsgalatakor 6 faj
RPE65-fehérjéinek aminosav-sorrendjét hasonlitottuk Ossze: human (GenBank AAC14586),
szarvasmarha (Genbank A47143), kutya (GenBank CAA76290), patkdny (Genbank NP 446014),
tytk (GenBank BAA75667) és szalamandra (GenBank AF047465).
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Az RPEG65 fehérje masodlagos szerkezetének és a ,,missense” mutaciok altal moédositott

variansok szerkezetének becslését a PSIPRED szerveren (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) és az

Eurépai Bioinformatikai Intézet Jpred szerverén (http://jura.ebi.ac.uk:8888/) végeztem el.

Az RPEG65-fehérje esetleges poszttranszlaciéos modosulasanak helyei kozil az N-
mirisztilezés, N-gliikozilalas, valamint a tirozin-, szerin- €s treonin foszforilalas helyeit vizsgaltuk.
A foszforildlas  helyeinek  becslése a  Prosite  adatbazis  NetPhos  szerverén

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) tortént (Bairoch és mtsai, 1997).
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Eredmények

A 33 beteg DNS-mintajaban vizsgaltuk meg az RPE65 gén kodolod szakaszait SSCP
modszerrel. Az egyes szalia DNS-szakaszok mobilitasi eltérései €s a heteroduplex-képzddés
elemzése soran a normal szekvencidkhoz viszonyitva 15 egyén DNS-mintajaban, 29 amplikonban,
Osszesen 30 eltérést talaltunk. A kivalasztott 29 amplikon szekvencidjat automata szekvenaldval
meghataroztuk, amelynek soran a referencia szekvencidhoz képest (Genbank U20476) 30 eltérést
sikeriilt azonositanunk. Az észlelt mutaciokat a betegek azonosité kodjaval és az eltérés varhatod
hatasaval a 2. tablazatban tlintetem fel. A feltiintetett mutaciok koziil 3 (E352E, 697+22c—t,
1297+29g—a, Osszesen 10 amplikon) nagy valdszinliséggel szekvencia-polimorfizmusnak felel
meg. A 1110G—A szekvencia-varians (E352E) varhatéoan nem okoz aminosav valtozast és egyéb
tanulmanyok alapjan az egészséges egyének kozott hasonld gyakorisdggal mutathaté ki, mint a
retina-disztrofids betegekben (Morimura és mtsai, 1998). A 697+22c—>t és a 1297+29g—a
szekvencia-variansok az exon/intron hataroktol tavol az intronban helyezkednek el és a kdrnyezo
nukleotidok alapjan valdszintitlen, hogy rejtett ,,splice site”-ot képviseljenek. Az 50 tiinetmentes
kontrollként vizsgélt egyén mintaiban ezen szekvencia-variansok legalabb 2 allélon el6fordultak.

Az észlelt 6sszes szekvencia-varians koziil kiilon tablazatban (3. tablazat) foglaltam Ossze, a
gén 5°—>3° iranya szerint csoportositva azokat, amelyek varhatéan aminosav-valtozast, korai
terminaciot, illetve az olvasasi keret eltolodasat okozzak. A feltiintetett betegek koziil 8-nal talaltunk
mindkét allélen feltehetden biologiai jelentdséggel bird mutéciot, 7 betegnél heterozigodta, egynél
homozigdta formdban. Tovabbi 4 betegnél csak ilyen eltérést észleltiink. Az arRP870 jelzésu
betegnél csak egy, aminosav-cserével jaré6 mutaciot észleltiink, ami kiilonosen érdekes, hisz a beteg
vérrokon sziilok gyermeke. A IVS6+5g—a mutécié kdvetkeztében a 6-os intron donor ,,splice site”-
janak konszenzus értéke Iényegesen csokken (4. tablazat), igy feltételezhetd, hogy a hogy ,.splice
site” inaktivalodik, ami funkcioképtelen mRNS-t/fehérjét eredményez. A tovabbi 2 mutacid
(IVS1+5g—a és A132T) feltehetéen Oszefiigg a betegséggel. Az A132T mutéacio koroki szerepét
korabbi vizsgalatok soran igazoltdk (Morimura és mtsai, 1998) és id6kdzben mas munkacsoportok is
kozolték (Lotery és mtsai, 2000). A IVS1+5g—a mutacidé nem-rokon retina-disztrofids betegeknél is
kimutathatd kevert heterozigéta formaban, illetve tovabbi betegeknél homozigota formdban is
észleltek (arRP181 jelzésli beteg a hamburgi Humangenetikai Intézet anyagabol; Lotery és mtsai,

2000).
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Beteg
arRPL

arRP 76

arRP 95

arRP 188

arRP192

arRP 476

arRP816

LCA 821

LCA 826

847
849
850

870
879
886

Exon/Intron
Ex4
Ex10
Ex10

Ex4
Ex3

Ex5
Ex10

Ex8&
EX6

Ex4
Ex1
Ex10

Ex6

Ex6
Ex14

Intl
Ex12
Ex10

Int6

Intl
Int6

Ex10
Ex4

Intl
Ex13
Ex10

Int6

Ex4
Ex11
Ex10

Eltérés
325C—>T
1156T—>C
1110G—>A

337G—>C
289T—->C

448G—>A
1110G—>A

831del8
553G—>T

325C>T
56T—>C
1110G—>A

697+5g—a

669delCA
1637G—>T

65+5g—a

1361G—>T
1110G—A
697+22¢c—t

65+5g—a
697+22¢c—t

1110G—A
358G—->T

65+5g—a

1424C—>A

1114delA
697+22¢c—t

308G—A
1297+29g—a
1110G—>A

Varhato hatas
RI1W
Y368H
E352E

E95Q
Y79H

A132T
E352E

,,frame shift”
D167Y

RI1W
MIT
E352E

»splice site” inaktivalasa

,,frame shift”
G528V

»splice site” inaktivalasa
G436V
E352E

polimorfizmus

»splice site” inaktivalasa
polimorfizmus

E352E
E102X

,»splice site” inaktivalasa
T457N
,.frame shift”
polimorfizmus

R85H
polimorfizmus

E352E

genotipus
heterozigota
heterozigota
heterozigota

heterozigota
heterozigota

heterozigota
heterozigota

heterozigota
heterozigota

heterozigota
heterozigota
heterozigota

heterozigota

heterozigota
heterozigota

heterozigota
heterozigota
heterozigota
heterozigota

heterozigota
heterozigota

heterozigota
homozigdta

heterozigota
heterozigota
heterozigota
homozigota

heterozigota
heterozigota

heterozigota




3. tablazat. Az RPE65-gén varhatoan bioldgiai kdvetkezménnyel jaré mutacioi retina-disztréfidban
szenvedd betegekben.

Exon/ Mutacio A mutacié varhaté hatisa  Emésztési hely Beteg Genotipus
Intron
E-1 56T—>C MIT +Maell arRP192  heterozigbta
I-1 IVS1+5g—a ,.splice site” inaktivalasa +Sspl* LCAS821  heterozigbta
LCA826  heterozigdta
arRP850  heterozigdta
E-3 289T—>C Y79H nincs valtozas arRP76  heterozigbta
E-4 325C»T RIIW -Rsal arRPL heterozigota
arRP192  heterozigota
E-4 337G—>C E95Q +Hinfl arRP76  heterozigbta
E-4 358G-H>T E102X -Apol arRP849  homozigota
E-5 448G—A A132T nincs valtozas arRP95  heterozigbta
E-6 553G->T D167Y -Mbol arRP188  heterozigdta
E-6 669delCA Hframe shift” +Munl LCA816  heterozigdta
I-6 IVS6+5g—>a ,.splice site” inaktivalasa nincs valtozds  arRP476  heterozigéta
E-8 831del8 ,frame shift” +Apol arRP188  heterozigdta
E-10 1114delA ,,frame shift” nincs valtozds  arRP850  heterozigbta
E-10 1156T—>C Y368H +Nlalll arRPL  heterozigdta
E-12 1361G>T G436V +Rsal LCA821  heterozigéta
E-14 1637G->T G528V +Rsal LCAS816  heterozigbta

* Az RFLP-vizsgalathoz az 1. exon ,reverse” primere helyett ,,mismatch” primert hasznaltunk. Félkdvér betiikkel
jeloltiik a kdzleménytlinkben ko6zolt G szekvencia-variansokat.

Az arRP850 betegnél 4 szekvencia varians talaltunk, amelyek kozil egy (IVS6+22c—t)
polimorfizmusnak felel meg. A tovabbi 3 mutacio kozil kettot (1114delA és T457N) az apatol (11.
abra) 6rokolt. Az utobbi jelentdsége nem becsiilheté meg, mivel a 1114delA mutacid mar korabban

az olvasasi keret elcsuszasat okozza.

A promoter régio vizsgalata

A promoter régidé fentiekben megjelolt szakaszainak vizsgélatakor az arRP76, arRP476
betegekben a —2483pozicidban a—g és a -2480 pozicioban c—t szekvencia varidnsokat azonosi-
tottunk, heterozigota allapotban. A tobbi mintdban SSCP- és heteroduplex analizissel eltérést nem
észleltiink. Az arRP76 és arRP476 mintdkat a Taa I és Bsm I enzimekkel emésztettiik. A kettds
emésztéssel vizsgalva azt talaltuk, hogy az arRP76 mintdban az emlitett a—g és c—t nukleotid-

cserék kiilonbozo allélokon, mig az arRP476 mintaban azonos allélon vannak.
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Az aminosav-valtozast okozo mutaciok

Az aminosav-valtozast okozd mutaciok az esetek nagy részében az aminosavak jellegének
megvaltozasaval jarnak. A R91W, E95Q, D167Y, Y79H ¢és Y368H mutéciok esetében megvaltozott
az aminosavak oldallancanak toltése, a 91-es pozicioban a pozitiv tdltésti arginin helyett az apolaros
triptofan, a 95-0s pozicidban a negativ toltésii glutaminsav helyett neutralis glutamin, a 167-es
helyen az ugyancsak negativ toltésti aszparaginsav helyett a neutrdlis tirozin szerepel a mutans
fehérjében. A 79-es és 368-as pozicidkban a neutrdlis oldallanct tirozin helyét pozitiv toltési
hisztidin foglalja el a mutacio kovetkeztében. Egy esetben az aminosav oldallancanak polaritasa
valtozik meg (A132T), az apolaros alanin helyén polaros oldallanct treonin lesz. Egy mutéci6 a
transzlacié kezddpontjat modositja (MIT). A tovabbi mutdciok esetében az aminosavak
megvaltozdsa nem eredményezi az adott helyen az aminosav jellegének egyértelmii megvaltozasat

(R85H, G436V, G528V, T457N).

A fentiekben emlitett ,,missense” mutaciok az RPE65-fehérje konzervalt szekvenciait érintik.
Az elemzett 6 faj (human, szarvasmarha, kutya, patkany, tylk, szalamandra) RPE65-fehérjéi a fenti
mutaciok helyein azonos aminosavat tartalmaznak (4. abra). Kivételt képez a T457N mutacid, mivel
a 457-es pozicidban, a tobbi fajban levo tirozin helyett, a patkanyban isoleucin talalhato. 50
egészséges egyén DNS-mintainak vizsgélatakor a felsorolt eltérések egyikét sem sikeriilt
azonositanunk. Az aminosav-cserét okozo mutaciok és az un. ,splice site” mutaciok esetében
meghataroztuk az un. konszenzus értékeket (CV) (4. tablazat). Eredményeink alapjan a mutaciok
kovetkeztében kialakult szekvencia variansok a kornyezo, természetes ,,splice site”’-ok konszenzus

értékeinél kisebb értékeket adnak.
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4. abra. Az RPE65-fehérje szekvenciaja kiilonbozé fajokban. A retina-disztrofias betegekben
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észlelt, aminosav eltéréssel jaro mutacidkat félkovér betiikkel jeldltiik.
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4. tablazat. A ,missense” ¢€s ,splice site” mutaciok altal modosult szekvencidk lehetséges konszenzus értékeinek és a természetes
exon/intron hatarok konszenzus értékeinek dsszehasonlitasa.

Mutacio A mutacio lehetséges konszen- 5’ természetes A mutacio lehetséges konszen- 3’ természetes
zus értékei mint 5’ ,,splice site”  ,,splice site” CV zus értékei mint 3’ ,,splice site” »splice site” CV
(CVmin-CVmax) (CVmin-CVmax)

MIT (E1) 0,097-0,508 0,792 0,014-0,384 -

Y79H (E3) 0,011-0,299 0,810 0,113-0,647 0,936
R85H (E4) 0,016-0,191 0,758 0,191-0,589 0,967
RI1W(E4) 0,095-0,707 0,758 0,129-0,489 0,967
E95Q (E4) 0,153-0,534 0,758 0,107-0,776 0,967
A132T (ES) 0,031-0,357 0,803 0,06-0,516 0,967
D167Y (E6) 0,031-0,643 0,967 0,067-0,439 0,828
Y368H (E10) 0,026-0,705 0,799 0,01-0,666 0,936
G436V (E12) 0,144-0,674 0,778 0,124-0,511 0,714
T457N(Ex13) 0,031-0,552 0,732 0,021-0,511 0,706
G528V (E14) 0,022-0,568 - 0,134-0,747 0,792
IVS1+5g—a 0,648 0,792 - -
IVS6+5g—a 0,823 0,967 - -
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Az RPEG65 fehérje masodlagos szerkezetének becslésekor (PSIPRED és Jpred szerverek

alapjan) azt taldltam, hogy a fehérje nagy része instabil szerkezetli (C), mig egyes rovidebb

szakaszai varhatoan alfa-helikalis (H) illetve béta szerkezetiiek (E) (5. abra).

MS1QVEHPAGGYKKLFETVEELSSPLTAHVTGRIPLWLTGSLLRCGPGLFEVGSEPFYHL
CCEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCEEEEECCCCCCCCCCCCCCC
941126766432223554333357510158986188535058955688677888888776

FDGQALLHKFDFKEGHVTYHRRFIRTDAYVRAMTEKRIVITEFGTCAFPDPCKNIFSRFF
CCHHHEEEEEEEECCEEEEEEEEECCHHHHHHHHCCCEECCCCCCCCCCCHHHHHHHHHH
332231457885288899999632278889887528611256776678730134677665

SYFRGVEVTDNALVNVYPVGEDYYACTETNFITKINPETLET IKQVDLCNYVSVNGATAH
HHCCCCCCCCCCCCEEEEECCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEC
420456788876411797288389932499773206665200003465674678712103

PHIENDGTVYNIGNCFGKNFSTAYNIVKIPPLQADKEDP I SKSE1VVQFPCSDRFKPSYV
CCCCCCCCEECCCCCCCCCCEEECCCEECCCCCEEEECCCCCEEEEEEEECCCCCCCEEE
761888640123111133420200320057530220057785014788756888887047

HSFGLTPNY 1VFVETPVKINLFKFLSSWSLWGANYMDCFESNETMGVWLH I ADKKRKKYL
EECCCCCCEEEEEECCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCC
872467405999717862057787235887666433454446778747998768888312

NNKYRTSPFNLFHHINTYEDNGFL IVDLCCWKGFEFVYNYLYLANLRENWEEVKKNARKA
CEEEECCCCEEEEEEEEEEECCEEEEEEEECCCCCHHHHHHHCHHHCCCCCCCCCCCCCC
206772883399864766408868999987588621455430101002343223334446

PQPEVRRYVLPLNIDKADTGKNLVTLPNTTATAILCSDET IWLEPEVLFSGPRQAFEFPQ
CCCCCCEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCLceeeececeececcececece
776543058843467676655200367752056515775200112101355444567885

INYQKYCGKPYTYAYGLGLNHFVPDRLCKLNVKTKETWVWQEPDSYPSEP IFVSHPDALE
CCHHHCCCCEEEEEEEEECCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEECCCCCCCCCEEEECCCCCC
165454773010588840588778617999831881778625997442310630888887

EDDGVVLSVVVSPGAGQKPAYLL ILNAKDLSEVARAEVE INIPVTFHGLFKKS
CCCCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCEEECC
78858999987788898721599976698772689995652576664000119

Seq60
Str
Konf

Seql20
Str
Konf

Seql80
Str
KonfF

Seq240
Str
Konf

Seq300
Str
Konf

Seq360
Str
KonfF

Seq420
Str
Konf

Seq480
Str
Konf

Seq533
Str
Konf

5. abra Az RPEG65 fehérje elsddleges €s becsiilt masodlagos szerkezete. Str: masodlagos szerkezet,
H:helikalis, E: béta-szal, C: instabil, Konf: a becslés megbizhatdsagi foka (0-9). A félkovér betlikkel

¢és alahuzassal jelolt aminosavak az aminosav-valtozassal jaré mutaciok helyét jelzik.
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A vizsgalt, aminosav-valtozassal jar6 mutaciok kozil a Y79H, R85H, ROIW, DI167Y,
G436V, T457N és G528V mutacidk esetében az aminosav-valtozas az elemzés alapjan varhatdan
nem okoz valtozast a masodlagos szerkezetben (az adatokat nem mutatom be).

Az M1T mutéci6é kovetkeztében a 13-as és 14-es helyen levé K aminosavaknal a normal

fehérje instabil szerkezete varhatdan (alacsony konfidencia szinten) helikéalissa modosul (6. abra).

93212566752022046554456751026888608853505896568867 Konf-m
CCEECCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCEEEEECCCCC Str-m
TSIQVEHPAGGYKKLFETVEELSSPLTAHVTGRIPLWLTGSLLRCGPGLF Seql-50m
CCEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCEEEEECCCCC Str-n
94112676643222355433335751015898618853505895568867 Konf-n

6. abra. Az M1T mutaciot (félkovér, alahuzott karakter) tartalmazé RPE65-fehérje és a normal
varians becsiilt méasodlagos szerkezete. Konf-n(m): a becslés megbizhatdsagi foka (0-9)(normal,
mutans), Str-n: a normal fehérje masodlagos szerkezete, Seql-50m: a mutans fehérje szekvencia-
janak részlete az 1-50. poziciok kozott, Str-m: a mutans fehérje masodlagos szerkezete. A
masodlagos szerkezetben eltérést mutatd szakaszt félkovér betiik jelzik.

A 95-6s pozicioban E helyett Q-t tartalmazé6 RPE65-fehérje (E95Q mutacid) masodlagos
szerkezete a normal szerkezethez képest eltérést mutat. A becsiilt eltérések jelentdsége az alacsony

konfidencia értékek alapjan megkérddjelezhetd (7. abra).

6087541577777775012346776643124677878764027971881898206997623167761010 Konf-m
HCCCEEECCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCEEEECCCEEEEEECCCCCCEECCCCCHHC Str-m
TOKRIVITEFGTCAFPDPCKNIFSRFFSYFRGVEVTDNALVNVYPVGEDYYACTETNFITKINPETLETI  Seq94-163m
HCCCEECCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCEEEEECCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCC Str-n
5286112567766787301346776654204567888764117972883899324997732066652000 Konf-n

7. abra. Az E95Q mutacidt tartalmazd RPE65-fehérje és a normal varians becsiilt masodlagos
szerkezete.

Az A132T mutacidt hordozé RPE65-fehérje masodlagos szerkezete a 154-155-0s és a 201-

208-as poziciokban mutat eltérést normal varianshoz képest (8. abra).
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775027960883899524997614166662. . . .23111355530334104447 Konf-m
CCCCEEEEECCEEEEEECCCCCCEECCCCC. . . .CCCCCCCCCCEEEEEEEECC Str-m
NTLVNVYPVGEDYYACTETNFITKINPETL. . . .NIGNCFGKNFSTAYNIVKIP Seql131-210m
CCCCEEEEECCEEEEEECCCCCCCCCCCCC. . . .CCCCCCCCCCEEECCCEECC Str-n

764117972883899324997732066652. . . .23111133420200320057 Konf-n

8. abra. Az A132T mutéciot tartalmazd RPE65-fehérje és a normal varians becsiilt masodlagos
szerkezete.

Az Y368H mutacidt hordozd RPE65-fehérje méasodlagos szerkezete a 352-357-es és a 372-

373-es poziciokban mutat eltérést normal varidnshoz képest (9. abra).

3223432011011111001467777733787123667667 Konf-m
HHHHHHHCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCC Str-m
LYLANLRENWEEVKKNARKAPQPEVRRHVLPLNIDKADTG Seq341-380m
HHCHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCC Str-n
3010100234322333444677654305884346767665 Konf-n

9. abra. A Y368H mutaciot tartalmaz6 RPE65-fehérje és a normal varians becsiilt masodlagos
szerkezete.

Az aminosav-valtozassal jar6 mutdciok nem érintették az RPE65-fehérje esetleges
poszttranszlacios modosuldsanak (N-gliikozilalas, N-mirisztilezés, szerin-, treonin- és tirozin-
foszforilalas) helyeit. Az N-gliikkozilalas az aszparagint modositja, a muticiok nem érintettek
aszparagint. Az N-mirisztilezés az N-terminalis glicinen torténhet, ilyen pozicidoban szintén nem
észleltink mutaciot. A foszforildlds helyei a Prosite adatbazis NetPhos2.0 szervere
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) alapjan:

Szerin-foszforilalas helyei: 121, 221, 238, 307, 410, 465, 474, 492

Treonin-foszforilalas helyei: 27, 94, 162, 255, 379

Tirozin-foszforilalés helyei: 58, 89, 144, 171, 239, 299, 318, 338, 466, 501
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A varhatoan funkcioképtelen fehérjét kodolo szekvencia eltérések

Az észlelt mutaciok koziil kettdé az RPE65-gén intronjaiban helyezkedett el, kozel az
exon/intron hatarhoz (IVS1+5g—a, IVS6+5g—a). A mutaciok kovetkeztében a ,splice site”-ok
konszenzus értékei Iényegesen csokkentek (4. tablazat), igy varhato, hogy a természetes ,,splice site”
ezaltal inaktivalodott. A IVS1+5g—a mutécio esetében az 1-es intronban +122 helyen elhelyezkedd
tggtgggg szakasz lehet az j donor, un. rejtett “splice site”, mivel konszenzus értéke mint
esetleges “splice site” 0,7358, amely a természetes (CV=0,792) és mutans (CV=0,648) “splice site”
konszenzus értékei kozott van. Ez esetben az mRNS 40 kodonnal hosszabb lenne és a +2-4
pozicidkban levé taa kodon a transzlacié korai terminacidja révén az 533 aminosavbol allo fehérje
helyett MSIQ tetrapeptidet eredményezne. A IVS6+5g—a mutdcié esetében azonban a 6-os
intronban és a 7-es exonban sem taldlhatd olyan szakasz amelynek konszenzus értéke (mint
esetleges ,,splice site”) elérné a mutans ,,splice site” konszenzus értékét (CV=0,823). A 6-0s intron
donor ,,splice site”-jatol 3’ irdnyban a kovetkezd, magasabb konszenzus értéket mutatod szekvencia a

7-es intron 5’ ,,splice site”-ja (CV=0,858).

A kis deléciokat okozo mutaciok (669delCA, 831del8, 1114delA) az olvasasi keret
eltolodasat eredményzik. A 669delCA mutacié kovetkeztében a 7-os exon 750-751-752 pozicidiban
TGA kodon keletkezik, amely -feltételezve, hogy az 1) mRNS félélet-ideje nem csdkken jelentdsen-
a transzlacio korai terminécidjahoz, 205 normal és 26 idegen aminosavbol allo, csonkolt €és igen
valoszintiien funkcidképtelen fehérje képzddéséhez vezet. A 831del8 mutacidé a 8-as exon
TAACCTGT szakaszanak delécidja révén ugyancsak TGA kodon képzddését eredményezi, a 891-
893. poziciokban. Eredményes transzlacio esetén 277 aminosavbdl allo (ebbdl az utolsé 17 idegen)
csonkolt fehérje képzddne. A 1114delA mutéacid szintén TGA kodon képzddéséhez vezet a 1168-
1170. poziciokban. Sikeres transzlacié esetén 372 aminosavat (a C-terminalis végén 16 idegen

aminosavat) tartalmazé csonkolt fehérje képzddne.

Az E102X mutdcid6 a transzlacid korai befejezése révén ugyancsak csonkolt, 102

aminosavbdl allo, funkcioképtelen fehérje képzodéséhez vezet.
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10. abra. Mikroszatellita-analizis. Az RPE65-gén R91W, illetve
IVS1+5g—a mutacidit hordozo, retina-disztrofidban szenvedd
betegek genotipus analizise a D1S2803 markerrel.

Genotipus analizis

Az RPE65-gén egyes mutacioi tobb retina-disztroéfidban szenvedd betegben is kimutathatok.
Az LCAS820, arRP192, arRP341, arRP181, arRP713 betegek adatait a hamburgi Humangenetikai
Intézet anyagéabol vettem. Az arRPL és arRP192 betegek kompound heterozigétak, az LCA820
jelzésti beteg homozigdta az RI1W mutaciora. Az arRP341 és az arRP713 jelzési mintdk
heterozigotak, az arRP181 minta homozigota az IVSI+5g—a mutaciora. Az RPE65-géntdl 5°
iranyba levé D1S2803 mikroszatellita markerrel elemeztiik az emlitett két mutaciot hordozo betegek
DNS-ét (10. abra). A haplotipus analizis eredményeképpen megallapithatjuk, hogy mind az R91W

¢és az IVS1+5g—a mutacio legalabb két kiilonbozo genetikai hattérre vezethetd vissza.

A vizsgalt betegek klinikai adatai

A retina-disztrofidban szenvedd, a betegség lefolydsanak és sulyossaganak széles skalajat
mutatd betegek koziil egy eldzetesen szelektalt csoportot vizsgaltunk. A vizsgalt betegeknél a
betegség viszonylag koran, csecsemd, vagy gyermekkorban keriilt felismerésre. A lataszavarokhoz
tobbnyire szemtekerezgés, sziirkiileti vaksag és a fényforrasra valo fixalas tarsult. Tobbnyire mar
gyermekkorban mérhetd volt a 1atotér besziikiilése. Szemfenék-tiikkrozéssel a retina sapadtsagat és a
pigmentham periférias elvékonyodasat észlelték, pigment-felhalmozodas nélkiil. Ha végeztek a
korkép felismerésekor elektroretinogramot (ERG), akkor a palcikakrol nem, mig a csapokrol is csak
csokkent amplitadoju elektromos jelet sikeriilt elvezetni. A folyamat progresszidja kovetkeztében

iskolaskoru betegeknél mar a csapok sem adtak értékelhetd elektromos jelet. Az ERG-lelet ellenére



62
megfelelden erds fényben a betegek latasteljesitménye meglepden megtartott volt, ami lehetové
tette, hogy az altalanos iskolai tanulmanyaikat normal osztdlyokban kezdjék. Késobb, esetleg
kozépiskolas korra a latasteljesitmény tobbnyire nagyfokban romlott, huszonéves korban mind
centralisan és perifériasan csak latotér-szigetek maradtak. Az RPE65-gén kiilonb6zo tipust patogén
mutécioit hordozé betegeknél észlelt klinikai kép nem mutatott 1ényeges kiilonbséget, példaul a két
»missense” mutaciot hordoz6é arRPL jelzésti beteg és két potencialisan funkcidképtelen fehérjét

kodolo allélt hordozd arRP850 jelzést beteg korlefolyasa er6sen hasonlé.

A mutans allélok és a betegség koszegregacioja csaladokban

Azon mutans RPE65-allélt hordozd betegeknél, ahol a csalddtagoktol is sikeriilt DNS-t
csaladot mutatok be, RFLP (és SSCP) mddszerekkel kimutatva a mutans és normal allélokat (11-15.
abrak). Az észlelt RPE65-mutaciok koroki szerepét a fentiek mellett ezen adatok is megerdsitik,
minthogy a betegek a mutans allélokra homozigétdk, vagy kevert heterozigotak, a sziildk
heterozigotak, az egészséges testvérek pedig vagy heterozigotdk, vagy a normal allélre

homozigotak.

Az arRP850 jelzésii beteg és csaladja

Az arRP850 jelzésii beteg nem vérrokon sziilok egyetlen gyermeke. Az apa masodik
hazassagabol egészséges lanygyermek sziiletett. A korelozményben szerepld adatok szerint
eseménymentes terhességet és sziilést kdvetden csecsemdkorban jelentds latdszavart és nystagmust
észleltek. Félhomanyban a gyerek gyakorlatilag vak volt. 4 éves kordban keriilt a
munkacsoportunkkal kollaboralé szemészorvoshoz. A szemfenék vizsgalat soran a sargafolt enyhe
fokll szemcsézettségét, a retina ereinek minimalis mértékii besziikiilését, a periférian a pigmentham
fokozott szemcsézettségét és peripapillarisan a szemfenék elhalvanyodésat talaltdk. 6 éves korban
készitett ERG-n a csapok ¢€s palcikak elektromos tevékenysége nem volt kimutathat6. 7 éves korban
a latasteljesitmény és a szemfenéki kép a 4 éves kori lelethez képest valtozast nem mutatott. Az
RPE65 génben észlelt 3 mutaciot RFLP és SSCP moddszerekkel mutatom be a betegben és a
sziilokben (11. abra).
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11. abra. Az arRP850 jelzésii betegben és sziileiben észlelt mutdciok kimutatasa. a. A T457N
mutacié 0j Tsp509 I hasitasi helyet eredményez. A 11-13-as exonokat tartalmazoé amplikonbol
keletkezd 226bp hosszu szakasz tovabbi szakaszokra hasad (93bp és 133bp). A mutacié az apaban
¢és a betegben mutathato ki. b. A 1114delA mutacié a 10-es exont tartalmaz6 amplikon egyes szalu
DNS-ének mobilitasi eltérését (SSCP) és heteroduplex képzddését okozza. Az apaban és a betegben
azonos elektroforetikus mintazat lathato, az anyaban a normal allélre jellemzé mintazat lathat6. c.
amplikonban a mutaci6 j Ssp/ hasitasi helyet okoz. Az anya és a beteg hordozzak a mutécidt, mig
az apaban nem mutathato ki.
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12. abra. Az arRP849 jelzésti betegben és csaladtagjaikban észlelt E102X mutaci6 RFLP
vizsgalata. A mutécid egy Apol hasitasi hely elvesztésével jar. A normal allél Apol
enzimmel emésztve 190bp, 133bp, 111bp 60bp hosszu szakaszokra hasad. A mutécio
kovetkeztében a 111bp és 133bp hosszt szakaszok nem valnak el, igy egy 10j, 244bp hosszi
szakasz keletkezik. A beteg sziilei és lednytestvére a mutacidra nézve heterozigotak, mig a
beteg homozigdta. K:emésztetlen kontroll, N: normal kontroll, mm: molstly marker

Az arRP849 jelzésii beteg és csaladja

A sziilok kozott rokoni kapcsolat nem ismert. A csecsemdkorban észlelték betegségét, amely
nagyfokt lataszavarral, nystagmussal ¢és sziirkiileti vaksaggal jelentkezett. 6 éves koraban gyliri
alaku latotérkieséseket mértek, a palcikdk ERG-jele kioltott volt. 12 éves kordban a csapokrdl sem

tudtak ERG-jelet elvezetni. Az RPE65-gén mutéaciojat RFLP modszerrel mutatom be a 12. abran.

Az arRP816 jelzésii beteg és csaladja

Nem vérrokon sziilok gyermeke. 6 honapos kordban észlelték nagyfoka lataszavarral,
nystagmussal és sziirkiileti vaksaggal jelentkez0 betegségét. 15 éves koraban latotere nagyfokban
besztkiilt, a retinarol ERG-jelet nem tudtak elvezetni. Latoszervi fogyatékosok szamara fenntartott
specidlis iskoldba jart, 30 éves kordra a latdtere felvehetetlen volt a nagyfoka beszikiilés miatt,
gyakorlatilag megsziint a fényérzékelése. Az RPE65-gén mutéacioit RFLP mddszerrel a 13. abran

mutatom be.
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13. abra. Az arRP816 jelzésti betegben és sziileiben észlelt RPE65-gén mutaciok RFLP
vizsgalata. a. A 14-es exon G528V mutacidja. A mutacié kovetkeztében 0j Rsal hasitasi
hely keletkezik, a 453bp amplikon 269bp és 184bp fragmentumokra hasad. Az apa és a
proband heterozig6ték, az anyadban a mutacié nem mutathaté ki. A G528V mutaciot a beteg
az apatol orokolte. b. A 6-os exon del669CA mutacidja. A mutacid egy tovabbi, 0j Munl
hasitasi helyet eredményez, 269bp hosszu amplikon normal allélja 159bp és 110bp
fragmentumokra hasad, mig CA delécio esetén a 110bp hosszl szakaszbdl tovabbi 10bp és
100bp hosszl szakaszok keletkeznek. Az anya ¢€s a proband heterozigotak, mig az apdban a
delécido nem mutathat6 ki. e. A b. dbran lathatd, agardzgélen szeparalt fragmentumokat a
jobb felbontas érdekében poliakrilamid-gélen is megfuttattuk, a gélt eziistozéssel festettiik.
K: emésztetlen kontroll, mm: moélsuly marker
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14. abra. Az arRP188 jelzésii betegben (nyil) és csaladtagjaiban észlelt D167Y és
831del8 mutaciok RFLP vizsgalata. a. A 6-os exon D167Y mutacidja egy Mbol hasitasi
hely elvesztését okozza, amelynek kovetkeztében az 55bp hossza és 125bp hosszu
szakaszok nem valnak el, egy j 180bp hosszu szakasz keletkezik. Az anya ¢és a két
beteg fiutestvér heterozigotak a mutaciéra nézve, mig a tovabbi két fiutestvér és a
lednytestvér a normal allélre homozigotak. b. A 8-as exon 831del8 mutacidja révén az
550bp hosszti PCR-amplikonban 0j Apol hasitasi hely keletkezik. A normal allélbol
Apol emésztéssel kapott 248bp hossza fragmentum tovabbi 110bp és 138bp hossza
szakaszokra hasad. Mind az 5 testvér heterozigdta, mig az anya a normal allélre nézve
homozigoéta. K:emésztetlen kontroll, mm: molsuly marker

Az arRP188 jelzésii beteg és csaladja

Sziiletése utan nem sokkal megfigyelték, hogy latasa jelentosen karosodott, tekintetével csak
a fényld targyakat kovette. Iskolds kordban mar sulyos foku lataszavara volt, 20 éves korara mar
csak ismert kornyezetben tudott tdjékozodni. 25 éves korara teljesen elvesztette fényérzékeld

képességét. Az RPE65-gén mutécidit a 14. 4bran mutatom be.

Az arRPL jelzésii beteg és csaladja

A haromgyermekes csaladban a két idésebb testvér szenvedett retina-disztrofiaban. A sziilok
nem voltak vérrokonok. Mindkét beteg gyermek esetében a terhesség és a sziilés eseménytelen volt.
Az 1iddsebb fiutestvér lataszavarat csecsemd koraban észlelték, 7 honapos koraban csak a

fényforrasra valo fixalast tudtak kivaltani. A munkacsoportunkkal kollaboralé szemészorvos 4 éves
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kordban vizsgalta eloszor. Ekkor nystagmusa nyilvanvald volt, a heteroanamnézisben sziirkiileti
vaksag is szerepelt. A szemfenék-vizsgalat soran elhalvanyult papillat, a sargafolt enyhén fokozott
szemcsézettségét, szabalyos érrajzolatot és a periférian a pigmentham fokozott szemcsézettségét
talaltak. 7,5 éves kordban az ERG kialudt volt. A gyermek a latoszervi fogyatékosok szamara
fenntartott specialis iskolaba jar, szellemi fejlddése atlagos. Az RPE65-gén mutécidit a 15. dbran

mutatom be.
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15. abra. Az arRPL jelzésli betegben (nyil) és csaladtagjaiban észlelt RO1W és Y368H
mutaciok RFLP vizsgalata. a. A 4-es exon R91W mutacidja egy Rsal hasitasi hely
elvesztését okozza, amelynek kovetkeztében egy ) 497bp hosszu szakasz keletkezik
(72bp ¢és 425bp szakaszokbol). Az apa ¢€s a két beteg testvér heterozigdtak, az egészséges
leanytestvér és az anya két normal allélt hordoznak. b. A 10-es exon Y368H mutacidja a
226bp hosszt PCR-amplikonban uj Nlalll hasitasi helyet okoz. A normal allélbdl Nialll
emésztéssel kapott 205bp fragmentum tovabbi szakaszokra (77bp és 128bp) hasad. Az
anya ¢€s a beteg testvérek heterozigotak, mig az apa €s az egészséges leanytestvér a normal
allélre homozigotak. K:emésztetlen kontroll, mm: molsuly marker, Ho: homozigdta
mutans kontroll, He:heterozigdta mutans kontroll, N: normal homozigdta

68



69
Megbeszélés
Az ideghartya oOrokletes disztrofidit klinikai és genetikai (allélikus és nem-allélikus)

heterogenitas jellemzi. Napjainkig legalabb 114 lokusz és 51 gén hozhatd Gsszefliggésbe a retina

kiilonboz6 degenerativ elvaltozasaival (RetNet honlap, (http://www.sph.uth.tmc.edu/RetNet/). Az

RPE nélkiilozhetetlen a neuroretina fejlédéséhez ¢s muiikodéséhez, igy varhaté volt, mint ahogy
allatkisérletek soran igazoltak (Mullen és Lavail, 1976), hogy az RPE funkcidzavara a retina
karosodasahoz, elfajulasahoz vezethet. Az RPE65 fehérjét kodold gén volt az els6 RPE-specifikus
gén, amelynek mutécidit kapcsolatba hoztak emberi megbetegedéssel. Az RPE65-gén mutécioi
valtozatos korlefolyast mutatd ideghartya-elfajulast okozhatnak, a kiilonb6z6 munkacsoportok altal
észlelt szekvencia-variansok Osszefoglald listaja a Mutation Database honlapjan tekintheté meg
(http://www.retina-international.com/sci-news/rpe65mut.htm). Az RPE65 fehérje funkcidja
pontosan nem ismert, az eddigi adatok alapjan miikodése a 11-cisz retinol képzéséhez
nélkiilozhetetlen (Redmond és mtsai, 1998). Vizsgalatainkban retina-disztrofias betegekben észlelt
RPE65-gén mutéciokat és a tarsuld fenotipust hasonlitottuk dssze.

A hamburgi Huméngenetikai Intézet RP-munkacsoportjaval kollaboral6 német és amerikai
munkacsoportok 0Osszesitett eredményei alapjan a kordn manifesztalodod, stlyos foka retina-
disztrofia hattérében az RPE65-gén mutacioi gyakran, az esetek 11,4%-aban kimutathatok. Ezen
adat hozzavet6legesen egyezik az RPE65-gén mutacidinak, mas munkacsoportok altal a Leber-féle
velesziiletett vaksagban szenvedd betegeknél észlelt eléfordulasi gyakorisagaval (Morimura és
mtsai, 1998; Perrault és mtsai, 1999a).

Az RPE65-gén mutacioi altal okozott betegség autoszomalis recessziv természetébol
kovetkezik, hogy a missense mutaciok a fehérje funkcidjanak nagymérvii csokkenését,
funkcidképtelenségét eredményezik. Az RO1TW mutacid igen valosziniien patogénnek tekinthetd,
mivel Morimura és munkatarsai (Morimura és mtsai, 1998) és mi is észleltiik betegekben,
homozigdta formaban. A MIT és A132T mutaciok hasonldan, igen valosziniien Gsszefliggenek a
retina-disztrofijaval, mivel betegekben homozigota formaban is kimutattdk (Morimura és mtsai,
1998). A tovabbi mutaciok (Y79H, E95Q, D167Y, Y368H, G436V, G528V) valosziniien koroki
jelent6séggel birnak, a fenotipussal valo koszegregacio alapjan.

Az R85H ¢és a T457N mutécidk bioldgiai jelentdsége nem vilagos. Feltehetd, hogy RPE65-
gén ritka szekvencia-varidnsainak felelnek meg, amelyek Onmagukban nem jatszanak koroki
szerepet, azonban egyéb (meg nem hatarozott) eltérésekkel egyiitt egy késon manifesztalodo

multifaktorialis retina-megbetegedéshez vezethetnek (Halushka és mtsai, 1999).
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A kozelmultban megjelent tanulmany szerint (Danciger és mtsai, 2000) egyes aminosav-
valtozassal jar6 mutaciok az RPE65 fehérje aktivitasat kismértékben modositjak. Beltenyésztett
egerek ideghartyajanak fokozott, illetve csokkent fogékonysaga a fény karositdé hatasaval szemben,
kapcsolatot mutat az RPE65-gén egyes szekvencia-varidnsaival (Wenzel és mtsai, 2001). Ahogy az
A-vitamin metabolizmusanak molekularis mechanizmusait az RPE és fotoreceptorok kozott egyre
jobban megismerjiik, egyre inkabb tudunk olyan kisérleteket tervezni, amelyekkel tobb gén
szimultan eltérésének interaktiv, betegséget okozo hatasa megismerhetoveé valik.

Azon molekularis mechanizmus(ok), amely(ek) altal az RPE65-gén mutacidi patogénné
valnak egyenlére nem ismert(ek). A patomechanizmus megismerésének eldfeltétele lenne a fehérje
¢lettani szerepének pontos tisztdzasa, ami azonban eziddig még nem sikeriilt. Az észlelt aminosav-
valtozassal jaro mutaciok a fehérje konzervalt szakaszait érintik, a fehérje elsddleges szerkezetében
nem mutatnak egyértelmii halmozodast, tovabba nem befolyéasoljak az esetleges poszttanszlaciods
modosuldsok helyeit valamint nem, illetve csak bizonytalan mértékben valtoztatjdk meg a fehérje
masodlagos szerkezetét. Ezek a mutaciok befolydsolhatjadk a fehérjék kozti kolcsonhatasokat, a
sejten beliili elhelyezkedést, a jelatviteli anyagok megkotését, illetve a 11-cisz retinol képzésében
fontos ,,intrinsic” enzimaktivitast. Az emlitett feltevések vizsgalatdhoz elengedhetetlen az RPE65

fehérje funkcidjanak mérésére alkalmas modszerek kifejlesztése.

Két betegnél, az egyik allélt érintd, nagyon valosziniien patogén mutaciok mellett
(IVS1+5g—a, A132T) a masik allélen nem sikeriilt egy feltehetden koroki szereppel bird
szekvencia-varidnst azonositani. Ez egy viszonylag altalanos, mas munkacsoportok altal is észlelt
probléma (Morimura ¢€s mtsai, 1998; Perrault és mtsai, 1999a; Lotery ¢és mitsai, 2000).
Magyarazatdul szolgalhat egy, az alkalmazott modszerekkel (SSCP, szekvenalas) nem kimutathato
viszonylag nagy delécid, illetve el6fordulhat, hogy a promoter régié nem vizsgalt szakaszain van az
eltérés. A promoter aktivitdsért felelds szakaszok az emberi RPE-génben nem teljesen ismertek
(Nicoletti és mtsai, 1998), ezen lehetdség vizsgalatara csak ezt kovetden keriilhet sor. A tovabbi
elméleti lehetdség, hogy ezen esetekben a betegség kétgénes Oroklésmenetet mutat (Kajiwara és
mtsai, 1994) és az észlelt RPE65-gén mutacidhoz egy masik gén mutacioja tarsul. Nem zarhato ki
tovabba, hogy a betegségért egy altalunk nem vizsgalt, az RPE65-géntd] fiiggetlen gén karosodasa
felelds. A tovabbi vizsgalatok érdekes célja lehet, hogy az észlelt heterozigdta mutaciok jelentenek-e

fokozott kockazatot a hordozok latoképességére, kiilonosen idosebb korban.
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A vizsgalt betegekben az RPE65-gén mutéacioi okozta betegség korlefolydsa nem mutat
Osszefiiggést a korokozd mutacid tipusaval. Korabbi tanulmanyok azt sugalljak, hogy a mindkét
allélt érint0, varhatéan funkcioképtelen fehérjét kodold eltérések (az Gn. ,,null” mutacidk) sulyosabb
lataskarosodassal jaro betegséget okoznak, mig ha egyik, vagy mindkét allél aminosav-valtozassal
jar6 mutacidt hordoz, illetve ha az aminosav-valtozds nem jar az aminosav jellegének
megvaltozasaval, a korkép enyhébb tiinetekkel jelentkezik (Marlhens és mtsai, 1998; Morimura ¢€s
mtsai, 1998). Az ABCR-gén muticiéi és az okozott betegség sulyossaga kozott hasonlod
Osszefliggést feltételeznek, miszerint a mutaciok tipusdnak fiiggvényében autoszomalis recessziv
Stargardt-betegség, fundus flavimaculatus, csap-pélcika disztroéfia és RP alakulhat ki (Shroyer és
mtsai, 1999). A mi adataink alapjan azonban mint a ,,null”, mint az aminosav-valtozassal jar6
mutaciok kapcsolodhatnak sulyos latdskarosodast mutatd fenotipushoz. Ezen koriilmény arra
utalhat, hogy egyes ,,missense” mutaciok gyakorlatilag funkcioképtelen fehérjét eredményeznek,
mig masok a fehérje aktivitdsat mérsékelten befolyasoljak. A megfigyelés egy masik magyarazata
lehet, hogy az RPE65-génhez kapcsolodd molekularis mechanizmusokat egyéb gének modositjak. A
kérdés megvalaszolashoz ismét az RPE65 fehérje ¢€lettani szerepének tisztdzasa €s a mutans fehérje

mikodésének vizsgalatara alkalmas modszerek kifejlesztése sziikséges.

Az RPE65-gén és a retina-disztrofiak kozti kapcsolatot leird els6é kézlemények (Gu és mtsai,
1997; Marlhens ¢és mtsai, 1997) az RPE65-gén mutacidihoz kapcsolodo fenotipust gyermekkori,
sulyosfoku retina disztréfianak és a Leber-féle velesziiletett vaksagnak (LCA) nevezték. Ezt
kovetden egyes szerzok javasoltak, hogy az RPE65-gén és a fotoreceptor-specifikus guanilat- ciklaz
(RetGC1) gén mutécioihoz kapcsolodd LCA esetek a klinikai kép alapjan megkiilonboztethetok
(Perrault és mtsai, 1999a; Perrault és mtsai, 1999b). Vizsgalataink alapjan ugy véljiikk, hogy az
RPE65-gén patogén mutacioit hordozd betegek fenotipusa meglehetosen hasonld, amit fiatal
gyermekkorban nagyfokban karosodott, de megfeleld fényviszonyok mellett jol hasznalhato
latoképesség ¢és ERG-vel a csapok kimutathatd elektromos tevékenysége jellemez. A betegek
latasteljesitménye az iskolas évek alatt tobbnyire jelentésen romlik, azonban a betegek egy részénél
latotér-szigetek megmaradnak a huszas éveik végére is. Igy, a mutaciokhoz tarsuld fenotipus
nagyfoku hasonlosaga alapjan valodszinii, hogy a kiilonb6zd tipusi mutaciok hasonld mértékben

befolyasoljak az RPE65 fehérje miikodését.
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Az RPE65-gén mutacioi kovetkeztében kialakuld korkép megjeldlésére kiillonbozo klinikai
elnevezések hasznalatosak, mint példaul LCAII; korai, stlyos foku retina-disztréfia; autoszomalis
recessziv RP; korai, stlyos foki RP. Eredményeink alapjan felmeriil annak a lehetdsége, hogy az
emlitett diagnozisok nem az észlelt korképek klinikai megjelenéseinek 1ényeges eltéréseire utalnak,
hanem inkdbb a szemész szakorvosok altal alkalmazott diagnosztikus elnevezések egyéni
kiilonbségeit jelzik.

Az RPE65-génhez kapcsolodo retina-disztrofiat allatmodellekben is vizsgaltak, a betegséget
leirtdk természetes koriilmények kozott kutyaban és kisérleti koriilmények kozott egérben
(Redmond ¢és mtsai, 1998; Veske és mtsai, 1999). Az A-vitamin metabolizmusdnak allat-
modellekben valo vizsgalata és befolyasolasa alapjan varhatéan a gyogykezelés lehetoségei is
korvonalazhatok. Mivel ezen betegekben a betegséget tobbnyire kora gyermekkorban felismerik és a
latasteljesitményiik viszonylag hosszi ideig megtartott, az esetleges terapias beavatkozasok
megfeleld alanyai lennének. Jelenleg szdmos laboratdriumban vizsgéljdk a terdpia kiilonbozd
lehetdségeit. A génterapia alkalmazéasaval egy kozelmultban megjelent tanulmany szerint sikeriilt a
beteg allatok latoképességét visszaallitani, kutya modellben (Acland és mtsai, 2001). A RPE65-
fehérje hidnyaban a trans-retinil észterek felhalmozodnak ¢€s a 11-cisz retinol képzodése 1ényegesen
csokken (Redmond és mtsai, 1998). Az A-vitamin anyagcserében észlelt blokk alapjan felmeriil a
gyogyszeres beavatkozas lehetdsége (Van Hooser és mtsai, 2000). A metabolikus funkcioit megtartd
RPE-sejttenyészetek kialakitasaval, az RPE-atiiltetés ezen betegség gyogyitasanak egyik kézenfekvo
modszere lehet (von Recum és mtsai, 1999).

A kezelés lehetdségének reményében (Bessant és mtsai, 2001) tovabbra is kiillondsen fontos
a retina-disztrofias betegek fenotipusanak, a betegséget okozd genetikai eltéréseknek és ezek

kapcsolatanak mind pontosan jellemzése.
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Az eredmények osszefoglalasa

A populécidgenetikai targyt vizsgalatainkat az alabbiakban foglalom 6ssze:

s

lokuszan vizsgaltuk (HD, MD, SCA-1, SBMA, DRPLA). A HD ¢és MD lokuszokon az

allélek eloszlasa nem tért el szignifikdnsan a kontroll csoportokétol.

e Az SCA-1 lokuszon az allélek eloszlasa mindkét kontroll csoporttdl eltért, a rovidebb

trinukleotid sorozatok iranyaba eltolodott.

e Az SBMA-allélek eloszldsa a kaukdzusi mintatdl szignifikdnsan eltért, mig az &zsiai

mintahoz viszonyitva statisztikailag kiilonbség nem volt kimutathato.

e A magyar Duchenne/Becker izomdisztrofids betegekben a disztrofin-gén delécios
toréspontjai a nemzetkdzi adatokkal egyezden sajatos megoszlast mutattak, a toréspontok

nagy része (77,6%) a gén 3°-végén, mig kisebb hanyaduk az 5’-végen helyezkedett el.

crer

intronok kombindacioja jellemzi.

e Eredményeink felvetik, a korabbi tanulmanyokkal egyezden, a disztrofin-gén téréspontjainak

populacio-specifikus eloszlasat.

crer

nyugat-europai adatokhoz képest Iényegesen alacsonyabb, valdszinii, hogy a hazai a

populacioban a kaukéazusi rasszra nem jellemzo mutaciok dominalnak.

e A szomszédos orszagokban végzett hasonld vizsgéalatokkal dsszhangban valoszintisithetjiik,

crer

haladva csokken.
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Az ideghartya orokletes disztrofiai nagy szadmu, részben ismeretlen gén kéarosodéasara
vezethet6k vissza. A gének karakterizaldsa, a génmutdciok és a betegség kozti kapcsolat intenziv
kutatasok targya. Az ideghartya pigmentham rétege alapvetéen fontos szerepet jatszik a neuroretina
fejlodésében ¢és milkodésének fenntartisaban. Egyes RPE-specifikus gének mutacioi a RPE
génmutaciok és a betegség kapcsolatanak megismerése a gyogykezelés egyéb lehetdségei

(génterapia, RPE-atiiltetés) eldtt is megnyitja az utat.

Az RPE65-gén vizsgalatanak eredményei alapjan a kovetkezoket allapitom meg:

e A sulyos foku, korai ideghartya-disztrofidk viszonylag gyakran az RPE65-gén mutéciodira
(11,4%) vezethetdk vissza.

e Az RPE65-gén ideghartya-elfajulassal kapcsolatba hozhatd mutaciéi lehetnek aminosav-

valtozassal jar6 mutéciok, kis deléciok, inszerciok és ,,splice site” mutaciok.

e Az RPE65-gén kiilonbozd tipusi mutdcionak kovetkeztében kialakuld retina-degeneracio

nagy fokban hasonl6 klinikai képet eredményez.

e A fentiek alapjan feltételezhetd, hogy az észlelt aminosav-cserével jar6 mutaciok nagy
mértékben karositjdk az RPE65-fehérje miikddését, gyakorlatilag funkcioképtelen fehérje
képzdédik. A patomechanizmus feltardsahoz az RPE65-fehérje miikddésének pontos

megismerése ¢s a funkcionalis vizsgaldémodszerek kialakitasa sziikséges.

e A PCR-SSCP technikaval a betegek egy részében csak az egyik allélen talaltunk valdsziniien
biologiai jelentdséggel bird szekvencia-eltéréseket, igy feltételezhetd, hogy az RPE65-gén
egyenlére pontosan nem ismert promoter régiojanak mutacioi, illetve nagy gén-deléciok is

szerepet jatszanak a retina-disztrofiakban.



ABC
arRP
adRP
BMD
DMD
DRPLA
GALT
HD
IVS
LCA
MD
Mt-PK
mRNS
dNTP
PCR
RFLP
RP
RPE
SBMA
SCA
SSCP
UDP
UTR
xRP

Roviditések:

ATP binding cassette

autoszomalis recessziv retinitis pigmentosa
autoszomalis dominans retinitis pigmentosa
Becker muszkularis disztrofia

Duchenne muszkularis disztrofia
Dentatorubralis pallidoluysian atrofia
Galaktoz-1-foszfat-uridil-transzferaz
Huntington-betegség

intron szekvencia

Leber-féle velesziiletett vaksag

Dystrophia myotonica

myotonin-protein kinaz

hirvivé ribonukleinsav
dezoxiribonukleotid

Polimeraz lancreakcid

Restrikcios fragmentum hosszusag polimorfizmus
Retinitis pigmentosa

a retina pigmenthamja

Spinalis és bulbaris muszkularis atrofia
Spinocerebellaris ataxia

Single strand conformation polymorphism
Uridin-difoszfat

nem-transzlalodo régiod

X-kromoszémahoz kotott retinitis pigmentosa
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Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt Melegh Béla professzor tirnak szeretnék koszonetet mondani. Nehéz
néhany mondatban osszefoglalni mindazt, amit neki koszonhetek. 1996-ban az O
segitségével nyertem betekintést a molekuldris biologiaba, igy kezdeti probalkozasaimtol
fogva, az altala szervezett kiilfoldi tanulményuton at, mindmaig a tanitomesterem volt.
Folyamatos szakmai ¢és lelki tamogatasa, biztatdsa nélkiil ez a dolgozat nem késziilhetett
volna el.

1997/98-ban a Pécsett toltott egy €év alatt kaptam izelitét a genetika tudomanyabol.
M¢éhes Karoly professzor ur ¢és Kosztolanyi Gyorgy professzor Ur vezetése alatt
kiegyensulyozott és kollegialis 1égkorben dolgozhattam, ezuton is koszondm tdmogatasukat
¢s segitségiiket. Kozvetlen munkatarsaimnak ugyancsak sokat koszonhetek, nélkiilik ezen
1d6szak sokkal nehezebb lett volna. Kiilondsen jo érzéssel gondolok vissza Molnar Jéanos,
Czako Marta és Nadasi Edit barati timogatasara.

Hamburgban, Gal Andrds professzor ur altal vezetett humangenetikai intézetben
eltoltott 20 honap alatt mind gyakorlati, mind elméleti téren nélkiilozhetlen ismeretekre
tettem szert. Koszonom Gal professzor urnak, hogy altala megismerhettem egy modern,
sokoldalu, nyugati genetikai intézet munkajat ¢s a hozza kapcsolédo tudomanyos kozéletet.
A hamburg-eppendorfi humdéngenetikai intézet dolgozo6i sokban hozzajarultak szakmai
fejlodésemhez, azzal, hogy befogadtak, nagyban mérsékelték otthonom iranti
hianyérzetemet. Kiilondsen sokat koszonhetek Andres Veskenek, aki id6t és faradsagot nem
kimélve tanitott, tOle a modszertan és a szemléletmodd terén is sokat tanultam. Maro6ti Zoltan
gyakorlatilag velem egy idében dolgozott a hamburgi intézetben, az informatikai problémak
lekiizdéseében nytjtott segitségét nagyon kdszonom.

Halaval és koszonettel tartozom a Petz Aladar Megyei Oktaté Korhaz igazgatd
féorvosanak, Dr. Bugovics Elemérnek és a Patologia Osztaly osztalyvezetd foorvosanak, Dr.
Goda Miridnak, amiért hosszira nyult tanulményutamat lehetévé tették és mindvégig
tamogatasukat élvezhettem.

Az elmult évek akadalyainak lekiizdésében Bock Ildik6é bardtomtol is nagyon sok
segitséget kaptam. A modern kommunikéacionak hala, a nagy tavolsag ellenére is, szinte
folyamatosan szadmithattam szakmai tandcsaira és barati timogatésara.

Az elkovetkezd évek nem kis feladata lesz, hogy megprébaljam feledtetni
csaladommal azt a sok idSt, amit elvettem Téliik. Igen koszonom Anikém, Adikam és
Bogikdm, hogy ilyen tiirelmesek voltatok, Erzsikének és Imrének, hogy a hossza
tanulmanyutam alatt a mi gondjainkat tekintették elsdnek. Sziileimnek kdszondm, hogy az
egyetemes emberi értékeknek, a munka és a tudas megbecsiilésnek szellemében neveltek fel
¢s a nehéz iddszakok lekiizdéséhez minden t6liik telhetd segitséget megadtak.



