A nemi diferencialodas zavarainak genetikai hattere

Bevezetes

A nemi kromoszomakon 1évé géneknek kulcsszerepe van azon génkaszkad
aktivalasaban vagy gatlasaban, aminek eredményeként az indifferens
gonadkezdeménybél here vagy petefészek alakul ki a korai magzati élet soran. A
belso és kiilsé nemi szervek differencidlddasanak irdnya a gonadalis hormonok
hatasatol fligg. A kilsé nemi szervek magzati maszkulinizacidjanak foka az
androgének termelési Utemétol es a célszervek érzékenysegétol fiigg.
Vizsgalatainkat két iranyban folytattuk.

1. Az Y-kromoszdéma génjeinek szerepe a gonad differencial6das zavaraiban.
Vizsgalataink konkreét targya az Y-kromoszoma DNS-szekvencidinak sziirése
volt Turner-syndromaba sorolt betegeknél.

Hattér. A Turner-syndroma (TS) gyakorisaga Ujszul6ttben 1:2500-3000 (Sybert
és McCauley 2004). A betegseg hatterében nemi kromoszoma rendellenesség és
a petefészekben a folliculusok korai apoptosisa (csikgonad) all. A klasszikus
kariotipus 45,X monoszomia, de a betegek kozel felében mozaicizmus
mutathato ki. A mozaicizmus kimutatasa fiigg a vizsgalt sejtszamtol (Hook és
Watburton 1983), a vizsgalt szovet tipusatdl, és az alkalmazott modszer
érzékenysegétol (Held és mtsai 1992). Ha a strukturalisan karosodott
kromoszomak kicsik vagy csak kevés sejtvonalban vannak jelen, hagyoméanyos
citogenetikai madszerrel nem mindig keruilnek detektalasra. A mozaik Turner
esetek egyrészeben Y-kromoszoma vagy annak toredéeke azonosithat6 (Lindgren
és mtsai 1992, Canto és mtsai 2004). Az Y-kromoszoma anyagot is hordozé
gonad dysgenesises betegek fokozott mértékben veszélyeztetetek gonad
neoplasia kialakulasara (Gravholt és mtsai 2000). A malignus elfajulas foleg a
serdilékor utén jelentkezik, és gyakorisaga a harmadik évtizedre 10-30
szazalékra emelkedhet.

Vizsgéalatunk célkitiizése az volt, hogy a magyar Turner-syndromas betegek
kozott is felmerjik az Y-kromoszéma ill. Y-kromoszoma szekvenciak
el6forduldsi aranyat, és a betegek adatainak elemzésével hozzajaruljunk a gonad
differencialodas zavarainak értelmezéséhez.

Betegek és modszerek. A magyarorszagi Turner-syndromas betegek
adatbazisanak kibovitésével és felhasznalasaval, a gyermekendokrin centrumok
segitségével vegllis 124 olyan Turner-syndromas beteg adatait dolgoztuk fel,
akiktol DNS mintat is tudtunk nyerni. A cytogenetikai vizsgalat periférias vér
limfocita-tenyészetébol tortént. Kariotipus vizsgalat mellett FISH vizsgalatra is
sor kerult teljes X- és Y-proba alkalmazasaval. A fehérvérsejtekbol izolalt DNS
mintakban négy Y-specifikus szekvencia jelenlétét vizsgaltuk. Ketté a rovid
karon (SRY, TSPY), ketté a hosszu kar proximalis részén helyezkedik el (DBY,



HSFY). Real-time PCR maodszert alkalmaztunk, melynek részleteit kdzlés alatt
allo cikkinkben ismertetjik (Sallai és mtsai 2006).

Eredmeényeink. A betegek kariotipusanak megoszlasa a kévetkezé volt: 45,X
monoszdémia 70 esetben (56,5 %), mozaicizmus 37 esetben (29,8 %), a hosszl
kar izokromoszomaja 9 esetben (7,3 %), a hosszu vagy rovid kar delécidja 7
esetben (5,6 %), monoszomia azonositatlan markerrel egy esetben (0,8 %). A
124 betegbdl tiznél volt kimutathato Y-szekvencia. Kézllik négynél mar a
citogenetikai vizsgalat alapjan is ismert volt Y-kromoszoma jelenléte. Egy
betegnél pedig marker kromoszdéma miatt végzett FISH vizsgalat tarta fel az Y-
kromoszoma anyag jelenlétét. Ot betegnél viszont csak a molekularis genetikai
vizsgéalat igazolta Y-szekvencia jelenlétét. Ezen 6t betegnél utdlag végzett FISH
vizsgalat azt mutatta, hogy az Y-probaval pozitiv sejtek aranya haromnal 22 és
58 % kdzott volt, kettonél azonban csak 3 % alatt. A betegek tovabbi adatainak
részletes leirasat tervezzik.

Megbeszélés és kdvetkeztetés. Turner-syndromas betegeinknél talalt Y-
kromoszoma szekvencia gyakorisdg a mas tanulmanyokban kdzolt gyakorisagok
kdzépmezoényében van. A hagyomanyos citogenetikai modszer alapjan Y-
negativ TS-s betegek kdzott az Y-kromoszoma DNS szekvencia hordozast
6/120-nak talaltuk (5 %). A citogenetikai mddszerrel is azonositott TS
betegekkel egyutt az Y-szekvenciat hordozd TS-s betegek aranyat 10/124-nek (8
%) talaltuk. Gonadoblastomara valé fokozott hajlamuk miatt, ezen betegek
specialis ellatasa indokolt. A 45,X/46,XY mozaik betegek egy részénél a kiilsé
nemi szervek mérsekelt maszkulinizéacioja figyelheté meg. Vannak azonban
olyan klasszikusan TS-nak diagnosztizalt betegek is, akiknél Y-szekvencia
azonosithatd. Ezért javasolt az 6sszes TS-s beteg sziirése Y-kromoszoma gén
allomany irdnyaban. Az Y-pozitiv betegeknél gonadectomia elveégzése javasolt
mar a gyermekkorban.
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2. Az androgen érzékenység szerepe a genitalis differencialédas zavaraiban.
Vizsgalataink aktualis targya androgen insensitivitasban syndroméban szenvedd
gyermekek fenotipusa és genotipusa kozti kapcsolat elemzése volt.

Hattér. Az androgen insensitivitas a férfiak elégtelen virilizaciéjanak
leggyakoribb oka (Hughes 2002). Az androgen insensitivitas syndroma (AIS)
jellemzéi: ferfi kromoszomalis nem (46,XY Kariotipus), férfi gonadalis nem
(mindkét oldalon normalisan differencialodott herék), férfira jellemzé nemi
hormon termelés (tesztoszteron és Miller-cs6-gatlé hormon), megfelel6
androgen aktivalodas a célszervben (dihidrotesztoszteronna alakulas) ellenére
elégtelen androgen hatas (elégtelen intrauterin maszkulinizacio és posztnatalis
virilizacid). A betegseget az androgen receptor (AR) gén hibajaval magyarazzak
(Quigley és mtsai 1995, Ahmed és mtsai 2000). Az androgen insensitivitas az
egy gén egy betegség elve alapjan klinikai entitasnak tekintheté, tiineti
megjelenése azonban szeles spektrumot alkot, amit a mutéciok kiilénb6zo
jellegével, az androgen receptor mikodésének kilénbdz6 mértekével, azaz az
androgen érzékenység ill. rezisztencia killénb6zé fokozataival magyaraznak
(So6lyom és mtsai 2001). Az androgen receptor génje az Xgl11-12 régioban
helyezkedik el. Ez magyarazza a betegség X-hez kotott 6roklésmenetét. A gén 8
exonbdl all. Az 1. exon az androgen receptor modulator régidjanak kialakitasaért
felelés. A 2. és 3. exon a DNS-kot6, a 4-8. exon pedig az androgenkoté régidért
felel6s génszakasz.



Vizsgélatunk célkitiizése az volt, hogy az AlS-re klinikailag gyanus betegeknél
az AR-gén vizsgalataval 6sszefliggést keressunk a genotipus és a fenotipus
kozott. Az egyedi eredmények a betegellatast is segitik, amennyiben a mutécio
azonositasa esetén magasabb szintii genetikai tanacsadas végezheté, ill. ha
mutaciot nem talalunk, akkor a klinikai diagndzis helyességenek mérlegelése
indokolt.

Beteganyag és madszerek. A vizsgéalatok els6 fazisaban 8 csalad 6sszesen 10
olyan gyermekét vizsgaltuk, akiknél AIS diagndzisat allitottuk fel. A periférias
vér limfocitaibol extrahaltuk a DNS-t. Az AR-gén vizsgalata PCR-alapu SSCP-
vel és direkt fluoreszcens szekvenalassal tortént. A modszer részletes leirasat
kdzleményunk tartalmazza (Scheiber és mtsai 2003). Vizsgalataink masodik
fazisaban DNS-t izolaltunk hypospadiasisos betegekb6l (n=20), valamint
tovabbi AlS-nek tartott betegekbél (n=13). Naluk az AR-gén mutacids analizise
folyamatban van.

Eredmeények. Az els6 fazisban vizsgalt 8 csaladbdl 6tben azonositottuk az AR-
gén hibajat. Kozuluk egy novel mutaciot talaltunk (868insM). Harom beteg AR-
génjében nem talaltunk eltérést a vad tipustol, bar a klinikai és laboratériumi
adataik alapjan az AIS diagndzisa valoszinii. A masodik fazisban vizsgalt
betegek kozil egy klinikailag inkomplett AIS-nek megfelelé beteg DNS-ében
olyan AR-gén mutéciot talaltunk (D690G), ami nem szerepel a nemzetkozi
adatbazisban. A beteg tovabbi adatai kdzlés alatt vannak (Luczay és mtsai
2006).

Megbeszélés és kdvetkeztetés. Eddig mar tobb mint 500 fajta mutaciot irtak le az
AR-génben (Gottlieb és mtsai 2004). Megfigyeléseink az irodalmi kozlésekkel
egyutt arra utalnak, hogy AlS-ben a genotipus és a fenotipus korrelacioja nem
szoros (Deeb és mtsai 2005, Holterhus és mtsai 2005). Az AR-gén mutacids
analizise azt sugallja, hogy vannak olyan AlS betegek, akiknél az androgen
érzekenyseég elégtelensége nem az AR struktur gén hibajara vezethet6 vissza.
Ezért ajovobeni kutatasok feladata az, hogy tisztdzzak, melyek azok a jarulékos
molekularis mechanizmusok, amelyek csokkentik az AR expressziojat a
celszervben.
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