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Bevezetés

A cisztas fibrozis (CF) a kaukazusi rassz leggyakoribb
autoszomalis recessziv 6roklodésti korképe, amely a tiid6, a
pankredsz, a maj, €s az exokrin mirigyek érintettségével jar. A
cisztas fibrozis tlineteinek kialakulasaért a cisztas fibrozis
transzmembran konduktancia regulator (CFTR) gén mutacioi
felelosek. A génnek ezidaig tobb mint 1900 varidnsat
azonositottak. Szamos CFTR mutéacié szerepe feltételezett
nemcsak CF-ben, hanem egyéb CFTR génhez kapcsolt
korallapotok tigymint disszeminalt bronchiectasia, allergias
bronchopulmonaris aszpergillozis, akut rekurrens vagy
kronikus idiopathias pankreatitisz, alkoholos pankreatitisz, és
kongenitalis bilateralis ductus deferens hiany (CBAVD)
kialakulasaban is. A CBAVD kétoldali ductus deferens hiany
kovetkeztében jon Iétre, normalis spermatogenezissel és
obstructiv azoospermiaval jar, és a férfi sterilitdsos esetek
mintegy 2-3%-anak all a hatterében. A CBAVD pontos
pathogenezise nem tisztazott, de a korkép bizonyitottan CFTR
mutaciokkal tarsul. A CFTR szekvencialtérések nagy szama
miatt azonban, szamos génhiba koroki szerepe a CBAVD-ben
egyelére nem tisztazott. A CFTR gén F508del mutacidja -
508-as pozicidban 1évé fenil-alanin aminosav delécid - a
leginkabb vizsgalt és leggyakoribb CF mutacio. Az F508del-n

kiviil egy masik mutaciot - F508C (fenil-alanin cisztein csere)



- is leirtak ugyanebben az aminosav-pozicioban, ezt azonban
olyan tiinetekkel nem jaré polimorfizmusnak véltek, amely
sem a CF, sem a CBAVD kialakuldsdhoz nem jarul hozza.
Kisérletes adatok szerint az F508del csokkenti a protein
folding hatékonysagat és korai CFTR fehérje degradaciot
eredményez, mig az F508C varians lehetévé teszi a CFTR
fehérje teljes érését. Du és munkatérsai azt tapasztaltak, hogy
in vitro koriilmények kozott az FSO8C-CFTR protein eléri a
sejtfelszint és mérhetd Cl ioncsatorna funkcioét mutat. Cui és
munkatarsai pedig azt talaltak, hogy az F508C aminosavcsere
megvaltoztatia a CFTR Cl' ioncsatorna kapu-aktivitasat.
Mivel még az egypetéjii iker CF-es betegek tiinetei is jelentds
variabilitast mutatnak, a CF 1étrejottében szerepet jatszo
genetikai modositd faktorok vizsgalata intenziv kutatas
targyat képezi. Drumm és munkatarsai 0sszefiiggést mutattak
ki a transzformal6 névekedési faktor (TGFB-1) gén 10. kodon
CC genotipusanak (rs1800470 korabban rs1982073)
gyakorisaga és a tiidGtlinetek stlyossaga kozott homozigota
CF betegek esetében. Egy, a TGFB-1 gén 25. kodonjara
lokalizalodé polimorfizmus (rs1800471) szerepe szintén
Emellett Darrah és munkatarsai szoros korrelaciot mutattak ki
az A-tipusi endothelin receptor (EDNRA) gén két

polimorfizmusa (rs1801708, rs5335) és a cisztas fibrozis tiidé



cres

egy kis hanyadaban nem lehet CFTR génhibat azonositani,
azonban az érintettek mintegy 80-97%-a egy, 50-93%-a pedig
két CFTR mutaciot hordoz. Egy CFTR mutaci6é jelenléte
azonban nem minden esetben vezet CBAVD-hez, ugyanis
férfiak millioi birnak egy hibas CFTR génnel, mégsem alakul
ki naluk ezen korkép. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a
CFTR mutaciokon kivill egyéb tényezok is sziikségesek a
korkép kialakulasdhoz, azonban ezek ma még nem ismertek.
Mindezek alapjan, kisérleteink f6 célja az volt, hogy cisztas
fibrozis genetikai modositdo faktorok CBAVD-ben betoltott

lehetséges szerepét megvizsgaljuk.

Célkitiizések

Vizsgalataink koézponti hipotézise az volt, hogy a) egy
»enyhe” CFTR muticié (FS08C) hozzijarulhat a CBAVD
fenotipushoz és b) cisztas fibrézis modosité gének
nemcsak a CF manifesztaciéjat befolydsoljak, hanem
hozzijarulnak a CBAVD kialakulasahoz is. Céljaink kozt
szerepelt, hogy:
1. A CFTR gén F508C variansanak gyakorisagat és

feltételezett korokozd szerepét CF hordozd, cisztas

fibrozis ¢s CBAVD-s betegekben meghatarozzuk.



2. Ismert cisztds fibrézis modositd polimorfizmusok -
rs18004700, rs1800471, rs1801708, rs5335 - szerepét
CBAVD-s beteganyagon meghatarozzuk.

3. Bebizonyitsuk azt a feltételezést, miszerint CF modositd

s

Beteganyag és médszerek

F508C polimorfizmus vizsgalatunkban azon férfiak mintait
hasznéltuk fel analizisra, akiknél Ambry Test'™:CF genetikai
teszt felhasznalasaval teljes CFTR génanalizis tortént 2002.
januar és 2007. junius kozott az  Ambry Genetics
laboratoriumaban, Kalifornidban. A vizsgalati populaciot 6970
férfi alkotta, akik koziil 850-et CF hordozo sziirésre, 5938-at
cisztas fibrozis megalapozott gyanujaval és 182-t CBAVD
klinikai diagnézisaval kiildtek genetikai analizisre. A CBAVD
genetikai vizsgalatat minden esetben fizikalis vizsgalat eldzte
meg. Kutatdsunkat az érintett betegek beleegyezésével
végeztilk. A genomialis DNS izolalasa leukocytakbodl tortént,
majd az izolalast kovetden a DNS mindségi és mennyiségi
vizsgalatat agaroz gélelektroforézissel végeztiik. A mintak
analizise Ambry Test'""CF hasznalatival tortént, amelynek
soran a minta analizise eldszor modositott hdmérséklet
gradiens elektroforézissel (mMTTGE), majd ezt kovetden DNS

szekvenalassal torténik. A teszt a CFTR gén Osszes exonjanak



vizsgalatara, valamint az exon-intron hatarokon 1év6 20 bazis
és néhany fontosabb intronban elhelyezkedd mutacid
azonositasara alkalmas. A vizsgalni kivant exonok ¢és
intronikus régiok felerdsitése polimeraz lancreakcioval (PCR)
tortént. A PCR termékeket el6szor denaturaltuk majd - a
maximalis heteroduplex kialakulasahoz sziikséges optimalis
koriilményeket biztositva - lassan lehutottik. A felerdsitett
szakaszokat ismert, normalis CFTR szekvencidgji DNS
mintakkal kevertiik Ossze, hogy az -eltéréseket analizalni
tudjuk. A PCR termékeket ezutdin DCode rendszeren
modositott hémérséklet gradiens elektroforézisnek vetettiik
ala. A mintak elektroforézise utan a poliakrilamid géleket
ethidium-bromiddal festettik meg, majd UV fénnyel
megvilagitva GelDoc rendszerben értékeltiik ki. Amennyiben
az ismert szekvenciaji kontrollokhoz képest eltérés volt a
viszgalt PCR produktum mintazataban, a kérdéses minta DNS
szekvencidja meghatarozasra keriilt. A mintdkat egy ujabb
PCR reakcioban szekvenald primerekkel felerdsitettiik, majd
ExoSAP-It kittel megtisztitottuk. A szekvenalds standard
lancterminaciés modszerrel  tortént Beckman  Coulter
CEQ8000 kapillaris elektroforézis késziiléken.

A CBAVD modosité gén-vizsgalatunk soran 80 CBAVD-s
beteg valamint 51 kontroll férfi DNS mintajat analizaltuk.

Ebbdl 19 beteg és 20 kontroll minta Spanyolorszagbol, 31



CBAVD-s ¢s 31 kontroll minta Térokorszagbol, és tovabbi 30
CBAVD-s minta Portugalidbol szarmazott. A vizsgalatok
soran portugal kontroll mintdk nem alltak rendelkezésiinkre.
Kutatasunkhoz olyan CBAVD-s betegek DNS mintait
hasznaltunk, akiknél legalabb egy CFTR gén mutécié volt
kimutathaté. A kontroll csoportba azonos régiobol szarmazo,
egészséges férfiak mintai keriiltek. A vizsgalati protokollt
mind a University of Alabama at Birmingham, mind pedig a
helyi portugal, spanyol és torok egyetemek etikai bizottsagai
jovahagytak, és a résztvevOk hozzajarultak ahhoz, hogy
mintajukat kutatasunkhoz felhasznalhassuk. A TGFB-1 gén
(NT _011109) 5° végén elhelyezkedd 453 bazis hosszusagu
szakaszat az alabbi sajat tervezésli primerek felhasznalasaval
erfsitettik  fel: 5’-GAGGACCTCAGCTTTCCCTC-3’
(forward) és 5’-CTCCTTGGCGTAGTAGTCGG-3’
(reverse). A felerositett szakasz mind az rs1800470, mind
pedig az rs1800471 TGFB-1 génpolimorfizmusokat magaban
foglalta. Az EDNRA gén (ENSG00000151617) promoterének
480 bazist feloleld szakaszat, amely az rs1801708
polimorfizmust foglalja magéaba, a kovetkezd sajat tervezési
primerekkel erdsitettiik fel: 5’-
GTGGAAGGTCTGGAGCTTTG-3’ és 5’-
TTCCCAGCTCTCGTCTTCTC-3. Az EDNRA gén 8.
exonjaban 1évé SNP (rs5335) detektalasahoz az alabbi



(szintén sajat) primereket alkalmaztuk: 5’-
CTGCTGCTGTTACCAGTCCA-3’ és 5’-
TGACCAGTTCCCATTGAACA-3’. A PCR reakci6
szekvenalas elotti tisztitasat QIAquick PCR Purification
Kittel végeztik, majd a tisztitott PCR termékeket a
szekvenalas el6tt BigDye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing
Ready Reaction kit-tel erdsitettiik fel. A szekvenaldsi reakciod
a gyartd elbirdsai szerint tortént Applied Biosystems 3730
Genetic Analyzer késziilékén, POP-7 polimer alkalmazésaval.
A szekvencidk  analizisét ¢és  referenciaval  torténd
Osszeillesztését a Chromas Lite és Clustal W Multiple
Sequence Alignment szoftverekkel végeztem.

Az F508C allél-frekvencia kiilonbségek jelentOségét
harmas kontingencia teszttel hataroztuk meg az alabbi
csoportokban: 1. cisztas fibrozis gyanujaval genetikai
vizsgalatra kiildott mintak; II. CFTR mutéacié hordozo-sziirés
csoport; ¢és III. klinikailag igazolt CBAVD csoport. A
statisztikai  analizisek a VassarStats internet alapl
programjaval torténtek. Mivel harom vizsgalati csoportunk
koziil kettében az FS08C varians kevesebb mint 5 mintaban
volt jelen, harmas Monte Carlo szimulacids tesztet futtattunk
10000 mintara. Emellett paronkénti 6sszehasonlitasokat és

esélyhanyadosok meghatarozasat végeztik el.



Az EDNRA ¢és TGFB-1 polimorfizmusok genotipus
eloszlasanak osszehasonlitasa y* proba, az allél-frekvencia
kiilonbségek meghatarozasa pedig t-proba alkalmazasaval
tortént. Az Osszehasonlitasokat az Osszes beteg és Osszes
kontroll csoportok, valamint az egyes alcsoportok (spanyol,
portugal, torok) kozott is elvégeztik. A  statisztikai
analiziseket SPSS statisztikai szoftvercsomag

felhasznalasaval végeztiik.

Eredmények

A CF hordozd-sziirés csoportban (n=850) 3 esetben
detektaltuk egyediili eltérésként az FS08C varianst. Ebben a
csoportban nem talaltunk olyan mintat, amelyikben az F508C
eltérés egy masik CFTR mutacioval tarsult volna. A
klinikailag bizonyitott CBAVD csoport (n=182) analizise
soran 3 betegben az FS08C mutacioé egy masodik pathologias
CFTR eltéréssel tarsult (1. Tablazat).

1. Tablazat. F5S08C hordozé CBAVD-s betegek

Beteg | Mutécio 1 Mutécid 2 Klinikum Eletkor
1 F508del F508C CBAVD 39
2 F508del F508C CBAVD, sinusitis,| 34
asztma
37 L206W F508C CBAVD 40

A CF Kklinikai gyanuval genetikai vizsgéalatra kiildott
(n=5938) csoportban 18 esetben az F508C varians volt az

egyetlen kimutathatd eltérés. Ezen vizsgalati csoport 5




tovabbi mintdjaban az F508C eltéréshez egy masik korokozo
CFTR mutacié is tarsult (2. Tablazat).
2. Tablazat. CF gyanis FS08C hordozo betegek

Beteg| Mutacié | Mutacid Klinikum Eletkor
1 2
1 G551D F508C Pozitiv ujsziilottkori >1 hoénap
szlirés

2 V574M | F508C CF alapos klinikai 1 hénap
gyanuja

3 F508del | F508C CF alapos klinikai 24 év
gyanuja

4 F508del | F508C CF alapos klinikai 11¢év
gyanuja

5 F508del | F508C CF alapos klinikai 32 ¢év
gyanuja

Az F508C allél-frekvencia a Kklinikailag igazolt CBAVD
csoportban mintegy 4,68-szor volt magasabb, mint a CF
hordoz6-sziirés populaciéban (3. Tablazat). A kétiranya
proba azt mutatta, hogy az F508C varidns frekvencidja
szignifikdnsan magasabb a CBAVD-s csoportban, mint
barmelyik mas vizsgalati populacioban. (3. Téablazat) Ezen
harmas dsszehasonlitas soran, a CBAVD csoport FS08C allél-
frekvenciaja (3/363) szignifikdnsan magasabbnak bizonyult
mind a CF hordozo-sziirés csoport (3/1700), mind pedig a CF
klinikai gyanuval vizsgalatra kiildott csoport (23/11876) allél-
frekvenciajanal (x*=6,95, p=0,031). A 10000 mintas Monte
Carlo szimulaci6 0,0486 kummulativ valdsziniiséget

eredményezett.
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3. Tablazat. Az FS508C allélek megoszlasa vizsgalati

csoportjainkban
CBAVD CF CF gyanus mintak
(F508C egy hordoz6é | F508C egy Csak Osszes
masik szlirés masik F508C
mutacioval) (csak CFTR mutacio
F508C) | mutacidval
F508C
mutaciot .
hordozo 3 3 5 18 29
betegek
%isézs 182 850 5938 5938 6970
Allslok 364 1700 11876 11876 13940
F508C 0,824% 0,176% 0,042% 0,151% | 0,208%
allél- 0,193%
frekvencia
' () 2,38 21,94 5,87
(0,073) 0,002) | (0,023)
4,01 (0,04)
Esélyhanya 4,701 4,283
dos (OR)

A y* és az esélyhanyados értékek a klinikailag igazolt CBAVD
csoport és a CF hordozo-szlirés csoport, valamint a klinikailag
igazolt CBAVD csoport és az Osszes tobbi betegcsoport kozotti
Osszehasonlitasokra vonatkoznak. A p értékek a 10000 mintds Monte
Carlo szimulécids 0sszehasonlitasra lettek korrigalva.

*Az F508C mutécié mellett egy tovabbi pathologids CFTR mutaciot
hordoznak.

Modositdé gén tanulmanyunkban az EDNRA gén rs5335
SNP CC genotipus emelkedett gyakorisagat talaltuk a
CBAVD-s betegcsoportban (4. Tablazat). A CC genotipus
szignifikansan gyakrabban fordult el6 a legnagyobb 1étszamu
alcsoportunkban (t6rok betegek 45,2% vs. torok kontrollok
19,4%, p<0,05 xz—pr()ba), és az Osszes beteg és Osszes kontroll

kozotti kiilonbség megkdzelitette a statisztikai szignifikanciat
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(27,5% versus 15,7%, p=0,06). Az EDNRA promoter SNP
(rs1801708) nem befolyasolta a CBAVD penetranciat
(p=0,39) (4. Tablazat).

4. Tablazat. EDNRA genotipusok eloszlasa CBAVD -s
betegekben és kontrollokban

EDNRA polimorfizmus Betegek Kontroll
irik CC | 14| 452% | 6 | 19,4%
oro CG | 12 | 38,7% | 20 | 64,5%
GG 16,1% | 5 | 16,1%

o ; CC | 4 | 21,1% | 2 | 10%
- exon spanyo CG | 11| 578% | 13| 65%
(rs 5335) GG | 4 | 21,1% | 5 | 25%

il CC | 4 | 133% | - -

portuga CG | 12| 40% | - -

GG | 14 | 46,7% | - -

Osszes™ 80 51

AA | 5 | 16,1% | 8 | 25.8%
1616k AG | 18 | 58,1% | 10 | 32.3%
GG | 8 | 25.8% | 13 | 41,9%

AA | 0 | 09 2 | 109

P“;‘;‘(;’lt%s spanyol AG | 7 36,2?:% 8 4002
(rs ) GG | 12 | 632% | 10 | 50%

AA | 3 | 10,7% | - -

portugadl AG 9 | 32,1% | - -

GG | 16 | 57,1% | - -

Osszes 78 51

Portugal kontroll mintak nem alltak rendelkezésiinkre. *p<0,05 A

torok alcsoportok és az 9sszes beteg-Osszes kontroll kdzott

Az rs1800470 (TGFB-1 10. kodon) SNP T allélja nagyobb

gyakorisaggal fordult el6 a CBAVD betegek kozott, mint a

kontroll csoportban (0sszes beteg: 57%, Osszes kontroll:

45%), de szignifikans kiillonbséget nem sikeriilt kimutatni sem

az alcsoportok és megfeleld kontrolljaik, sem az dsszes beteg
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és Osszes kontroll Osszehasonlitdsa soran. A TGFB-1 25.

kodonra lokalizalodd6 SNP (rs1800471) és a kongenitalis

ductus deferens hiany kozott semmilyen asszociacidt nem

tudtunk azonositani (5. Téablazat).

5. Tablazat. TGFB-1 genotipusok eloszlasa CBAVD-s

betegekben és kontrollokban

TGFB-1 polimorfizmus Betegek Kontroll
10. kodon torok CC | 8 | 258% | 13 | 41,.9%
(rs1800470 CT |12 | 38,7% | 8 | 258%
korabban TT 11 | 35,5% | 10 | 32,3%
rs1982073) spanyol CC | 4 |21,1% | 6 30%
CT | 6 | 31,6% | 10 | 50%
TT | 9 | 474% | 4 20%
portugdl” cC | 7 1233% | - | 153%
CT |13 | 433% | - | 58,1%
TT | 10 | 33,3% | - | 26,6%
Osszes 80 51
25. kodon torok GG | 26 | 83,9% | 28 | 90,3%
(rs1800471) GC | 5 [161% | 3 9,7%
CC | 0 0% 0 0%
spanyol GG | 19 | 100% | 17 85%
GC | 0 0% 3 15%
CC | o0 0% 0 0%
portugdl” GG | 27] 90% | - | 84,7%
GC | 3 10% - 1153%
CC | 0 0% - 0%
Osszes 80 51

Portugal kontroll mintdk nem alltak rendelkezésiinkre.

"Portugél kontroll adatok: Alves H, Histocompatibility Center,

University of Porto, Portugalia
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Kovetkeztetések
1. Az F508C allél-frekvencia szignifikansan gyakoribb volt a
CBAVD-s betecsoportban mind a CF betegek mind pedig a
CF hordozokhoz viszonyitva. Az F508C csere CBAVD-t
vagy CF-et is eredményezhet, mivel azonban szignifikansan
gyakoribb volt a CBAVD-s betegekben, ezért az eltérés
nagyobb valoszinliséggel fog CBAVD-t eredményezni, mint
CF-et, amennyiben egy masodik pathologias CFTR
mutacidval tarsul.
2. A vizsgalt TGFB-1 poliformizmusok - rs1800470 ¢és
rs1800471 — nem befolyasoltak a CBAVD penetranciat. Ezek
alapjan feltételezhetjiik, hogy a TGFB-1 nem CBAVD
modosito gén.
3. Az EDNRA exon 8 CC genotipus (rs5335) emelkedett
gyakorisagat talaltuk mind a torok, mind pedig a teljes
betegcsoportban. Az EDNRA promoter SNP (rs1801708) nem
volt hatassal a CBAVD fenotipusra a betegeinkben.
Eredményeink alapjan feltételezhetjilk, hogy az EDNRA
szerepet jatszik a CBAVD létrejottében.

Osszefoglalva azt mondhatjuk, hogy a CBAVD egy
multifaktoridlis betegség, amelynek létrejottében szamos
modositd tényezd szerepet jatszik, amelyek vizsgalatdhoz
tovabbi nagyobb populacidkon végzett kutatasok és genom-

szintll asszociacios vizsgalatok (GWAS) sziikségesek.
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