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I.  Roviditések jegyzéke

2TDM = 2-es tipusu diabetes mellitus

ABPM = 24 6ras vérnyomasmérés és monitorozas

ALP = alkalikus foszfataz

BMI = Body Mass Index /testtomegindex

BMI SDS = Body Mass Index / testdmegindex deviaton score
BS-PCR = biszulfit szekvenald polimeraz lancreakcio

CGA = candidate gene approach / kandinans gének vizsgéalata
CPAP = continuous positive airway pressure / pozitiv Iégnyomast fenntartd késziilék
CpG = citozin-guanin dinukleotid

CYP24A1 = 24-hidroxilaz

CYP27BI1 = alfa-1-hidroxilaz

CYP2R1 = 25- hidroxilaz

DNMT = DNS metiltranszferaz

EMQN = European Molecular Genetics Quality Network
FGF23 = fibroblast growth factor 23 / fibroblaszt novekedési faktor 23
GH = growth hormone / névekedési hormon

HDL = high density lipoprotein

Hhal enzim = Hha I restrikcios enzim

HOMA = Homeostasis Model Assessment index

HRM = high resolutin melting / nagyfelbontasu olvadaspont elemzés
IGF1 = insulin like growth factor 1

IGF2 = insulin like growth factor 2

IGT = csokkent gliikdz tolerancia

INSIG2 = insulin induced gene 2

LDL = low density lipoprotein

LEP = leptin

LEPR = leptin receptor

MAGEL2 = MAGE Family Member L2 fehérjét kodolo gén
MC4R = melanokortin receptor 4

miRNS = mikroRNS

MRKN3 gén = Macro Ring-Finger Protein 3-t kodold gén



DOI:10.14753/SE.2019.2220

MSA = mikroszetellita analizis

MS-MLPA = metilacio fiiggd multiplex ligacio fiiggd proba amplifikacio
MS-PCR = metilaci6 specifikus polimeraz lancreakcio

MS-SB = metilacié specifikus southern blottolas

NAFL = non-alcoholic fatty liver / nem alkoholos zsirm4;

NDN = nekdin fehérjét kodold gén

OGTT = ordlis gliikéz tolerancia teszt

PC1 = prokonvertaz 1

PCOS = policisztas ovarium szindroma

POMC = proopiomelanokortin

PWLS = Prader—Willi like szindroma

PWS = Prader—Willi szindréma

RXR = retinoid X receptor

SGOT = szérum glutamat-oxalacetat aminotranszferaz

SGPT = szérum glutamat-piruvat aminotranszferaz

SNORD116 gén = small nucleolar RNA, C/D Box 116 Cluster
snoRNS = nuklearis RNS

SNRPN gén = small nuclear ribonucleoprotein polypeptide N gén
SNURF = SNRPN upstream reading frame

TG = triglicerid

Tm = (melting temperature) olvadasi hdmérséklet

udp(15)mat = materndlis uniparentalis diszomia

UKGMGS = United Kingdom Clinical Molecular Genetics Society
UKNEQAS = United Kingdom External Quality Assessment Scheme
UVB = ultraviola  sugarzas

VDR = D-vitamin receptor

VDRE = D-vitamin reszponziv element

WHO = World Health Organisation
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II. Bevezetés

I1.1. A gyermekkori elhizas jelentosége

Az utobbi években a gyermekkori elhizas el6fordulasa és annak mértéke drasztikusan
novekedik vilagszerte, igy Eurdpaban is. Ez az allapot egyre kordbbi ¢letkorban
jelentkezik, ennek kovetkeztében az elhizassal jaré metabolikus valtozasok és

szovédményeik egyre korabban kezdik kifejteni hatasukat [1].

I1.1.1. A gyermekkori elhizas definicidja, epidemiologiaja

Az Egészségligyi Vilagszervezet (WHO) a tulstly definidlasahoz a testtomeg indexet
(BMI) hasznalja, amely a testtomeg (kg) és a testmagassag négyzetének (m?) hanyadosa.
A BMI alapt definicié szerint felndtteknél 25 kg/m2 feletti BMI értéknél talstly, 30
kg/m2 BMI felett elhizas all fenn. Gyermekek esetében ehhez hasonldé nemzetkozileg
elfogadott hatarértékek nem allnak rendelkezésre. Gyermekkorban a meghatarozasok nem
abszolut értéket, hanem nemre és életkorra vonatkoztatott értéket adnak meg, ez az
ugynevezett percentilis. Jelenlegi ajanlasok szerint a gyermekkori talstly 85. és 95. BMI
percentilis érték kozott all fenn, 95. percentilis érték felett pedig gyermekkori elhizasrol
beszéliink [2-4]. A Magyar Csecsemd- és Gyermekgydgyaszati Szakmai Kollégium
ajanlasa szintén ezen hatarértékeket javasolja. Szamos kiilfoldi tanulmany azonban a 97.
vagy a 99. percentilist haszndlja, azonban ezen hatarértékek nem mutatnak szorosabb
A szakirodalomban gyakran fellelhetd6 BMI-n alapul6 definici6 még az un. ,,BMI Z-
score”, amely nem mas, mint a BMI SDS (BMI standard deviacié score) [6]. Ez a
metodika figyelembe veszi a referencia populdcid6 median értékét és standard
Kiszamitasa a kovetkezd képlet alapjan torténik:

BMI Z-score = [(adott egyén BMI-je) — (referencia populéci6 BMI medianja)] /

Ha a Z-score egyenld 0, akkor az egyén BMI-je megegyezik a referencia populacio
medianjaval, vagyis az 50. percentilis értékkel. Ha a Z-score +1,00 akkor az kb. a 84., ha
42,00 az kb. a 98. és ha +2,85 akkor az kb. a 99. percentilis feletti értéknek felel meg [7].



DOI:10.14753/SE.2019.2220

A BMI percentilis érték meghatarozasan feliil hasznalatosak még a korfogat méréseken,
testzsir méréseken alapuld eljarasok, am ezek kivitelezése Osszetettebb, kiterjedtebb
miiszerparkot, tobb iddt és szakképzettséget igényel [8-11].

A WHO adatai alapjan 2010-ben 43 milli6é gyermek (ebbdl 35 milli6 fejlodd orszagbeli)
volt tulstlyos vagy elhizott vilagszerte. 2015-ben az 5 éven aluli elhizott vagy tulstlyos
gyermekek szama 42 milliéra volt becsiilhetd. A gyermekkori elhizas prevalenciaja
1990- t61 (4,2%) 2010-ig (6,7%) folyamatosan emelkedett, 2020-ra pedig 9,1%-0s arany
varhato, azaz mintegy 60 milli6 gyermeket fog érinteni szerte a vilagon [12].

Egy 2010-ben tortént hazai felmérés szerint orszagszerte a 18 év alattiak 23%-a

legalabb tulsulyos [13].

I1.1.2. A gyermekkori elhizas lehetséges okai

A gyermekkori elhizas kialakuldsa igen Osszetett és heterogén, mind exogén mind
endogén tényezOk szerepet jatszanak benne. Kutatdsok bizonyitjak, hogy a legjelentdsebb
kiilsé befolyasold tényezé az Un. ,,obezogén kornyezet”, amely mind a helytelen
¢letmoddot, taplalkozast mind pedig az ezeket befolyasold kdrnyezetet magaba foglalja.
Egyéni szinten az elhizas kialakulasaban a legmeghatarozobb kiilsé dsszetevo a bevitt és a
felhasznalt energia mennyiség kozotti kiilonbség. A klasszikus definicid szerint,
amennyiben az elhizas kialakuldsa els6sorban az ,,obezogén kornyezet” kdvetkezménye,
idiopatids obezitdsrol van sz6, ez az esetek 95%-at jelenti. A méasodlagos elhizas,
amelynek gyakorisaga kb. 5%, egyértelmii génmiikddés zavar vagy valamilyen primer
betegség kovetkezménye (pl. agytumor, koponyatrauma, hypothyreosis, Chusing
szindroma, ndvekedési hormonhiany, izombetegségek, pszichiatriai zavarok, gyogyszerr
altal indukalt pl.: szteroidok). A hatdr azonban nem ilyen éles, mivel a gén-kornyezet
interakcio is fontos szerepet tolt be az elhizds kialakulasdban. Az elmult évek soran
elvégzett GWA (genome wide association) tanulmanyok alapjan tobb, mint 40 genetikai
varians mutatott Osszefliggést mind az idiopatids, mind pedig a masodlagos elhizassal és a

zsireloszlas megvaltozasaval [14-16].

I1.1.2.1 Az idiopatias gyermekkori elhizas

Az idiopatias gyermekkori elhizas kialakuldsa is elsésorban az ,,obezogén kornyezet”

kovetkezménye, amely magaba foglalja a kulturdlis- és kornyezeti tényezdket, a
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megvaltozott életmddot és a megndvekedett energia bevitelt. Amerikai felndttek kozott
végzett felmérés alapjan Osszességében az alacsonyabb jovedelemmel rendelkezd és
kevésbé iskolazott, valamint valamilyen etnikai kisebbhez tartoz6 emberek esetében
jellemz6 a nagyobb mértékii elhizds. Nagy valdszinliséggel ez a tendencia a rosszabb
tajékozottsaggal, az egészségligyhoz valo korlatozott hozzaféréssel, rosszabb taplalkozasi-
¢és sportolasi lehetdségekkel van Osszefiiggésben. Az elhizas kialakuldsdban az egyik
alapvetd tényez0 a mozgdsszegény és teljesitményorientalt életmod, amely az emberi
szervezetre igen karos, olykor visszafordithatatlan hatdssal van. A mai civilizalt
tarsadalomban tilsulyban van az iilémunka, a gyors étkezés, a nagyobb ételadagok, a
szocialis érintkezés hattérbe szoruldsa, a kevés szabadidds sporttevékenység. Mindezek
pedig alapvetden meghatarozzak a felndvekvd gyermekek életmodbeli dontéseit, ennek
kovetkeztében pedig a testsulyukat [17]. Ezt bizonyitja az kutatds is, amely alapjan az
elhizott 6vodasok 26-41%-a, az elhizott iskolasok 42-63%-a lesz elhizott felnott, tehat az
elhizott gyerekek kétszer akkora valosziniiséggel lesznek elhizott felndttek, mint a normal
alkatl gyerekek [18]. Mindezek mellett tarsadalmilag a tilstulyossag egyre elfogadottabba
valik, hidba jelent egyre ndvekvd népegészségligyi - €s egyben gazdasagi problémat
vilagszerte.

A legujabb kutatasok alapjan az idiopatias elhizds hatterében azonban nem csak és
kizarolag kiils tényezdk allnak, mivel a gén-kornyezet interakciok is fontos szerepet
toltenek be az elhizds kialakuldsdban. Az Un. ,elhizasra hajlamos alkat” tobb
komponensbdl all, egyik generaciordl a masikra atorokithetd. Az intrauterin anyai és
kornyezeti hatasok a magzati fejlédésre, a sziiletési sulyra ¢és egyéb sziiletési
paraméterekre, a késObbi nodvekedési ilitemre, és a késdbbi tulsuly ill. elhizas
kialakulasara mind hatassal lehetnek. Ezen DNS szekvenciat nem modositd 6roklodést

modulalé mechanizmusokkal foglalkozik az epigenetika tudomanya [16].

II. 1.2.2 A gyermekkori elhizas genetikai hattere

Vannak olyan esetek, amikor az elhizds kialakulasa egyértelmiien génekhez és azok
milkodészavarahoz, valamint egy adott szindromahoz kothetd. Az egy gén hibajabol eredd
obezitast monogénes obezitdsnak, mig a komplex, egyéb klinikai tiinetekkel jar6 elhizast,
szindromas elhizasnak nevezziik. A két csoport kdzott tobb atfedés is megfigyelhetd, mivel

egyes gének, génszakaszok hibas miikddése okozhat komplett szindromat is.
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A monogénes elhizas éltalanos jellemzdi az igen ritka el6fordulas, a korai kezdet és a
hiperfagia. Csaladfa elemzések soran tobb esetben deritheté fel konszangvinités.
Leggyakoribbak a taplalékfelvétel hipotalamikus szabdlyozasaban fontos szerepet jatszo,
teltségérzetért felelds anorexigén leptint kodold LEP gén, a leptin receptort kodolé LEPR
gén, az anorexigén neuropeptidet kodold proopiomelanokortin POMC gén, €s az ezen
peptidek jelatviteli tjaiban jelentds szerepet jatszd prokonvertdz 1-et kodolo PCI gén,
valamint a melanokortin 4 receptort kodolo MC4R gén hidnya vagy csokkent miikodése.
Mindez stlyos mértékii elhizas kialakuldsahoz vezet mar kora gyermekkorban, mindennek
hatterében pedig a teltségérzet és ezzel egyiitt a taplalékfelvétel sériilt hipotalamikus
szabalyzasa all. Ezen ritka esetek igazoldsara pontos anamnézis felvétel, csaladfa elemzés,
illetve jellemzd klinikai tiinetek regisztralasa, valamint az emlitett gének locusainak direkt
DNS szekvendlasa a legmegfelelobb technika. Terapids lehet6ségek jelenleg a
leptinpétlasban, a szigoru diétdban és a — kiilfoldon megfelelé indikacioval gyermekek
esetében is alkalmazhat6 — bariatrikus sebészi technikdkban meriilnek ki [19].

Szindromas elhizasrol van szo, ha az elhizds mas, jol koriilhatarolt klinikai fenotipussal,
példaul mentalis retardacioval, dysmorphidval vagy szervspecifikus fejlédési rendellenes-
ségekkel jelenik meg. Ugyan a klinikai megjelenés sokszor egyértelmii, szamos esetben
hasonl¢ fenotipussal jelennek meg genetikailag kiilonboz6 hattérrel rendelkezd szindromak.
A szindromdk hatterében nem Osszefiiggd genetikai hibdk vagy kromoszoma-
abnormalitdsok allhatnak, amelyek lehetnek autoszomalisak, azaz a hibas gén testi
kromoszoéman helyezkedik el, vagy nemi kromoszémahoz, az X-kromoszémahoz kotottek.
Napjainkban pedig egyre nagyobb jelentdsséggel bir egyes szindromék epigenetikai
hatterének feltardsa (pl.: imprinting defektus). A leggyakoribb obezitassal jard szindromak a
Prader-Willi-szindréma, a Bardet-Biedl szindréma és az Alstrom szindroma [20].

A poligénesként is gyakran emlegetett idiopatids elhizas akkor figyelheté meg, amikor
az egyén az erre alkalmas kornyezetben hajlamot mutat az energia raktarozasara, annak
felhaszndlasa helyett. A legtobb nyugai tarsadalomban megfigyelhetd ez az eltolodas.
Egyes elméletek szerint az elhizas kialakuldsa mogott a metabolizmust befolyasolo
egyes gének illetve génszakaszok egyiittes miikodésbeli valtozasa all, ilyen példaul az
endoplazmatikus retikulumban talalhaté membranproteint kodolo INSIG2 gén, amely az
energiahasznositasban jatszik foszerepet [21]. A kozelmultban elvégzett kandidans

génvizsgalatok alapjan az insulin-like growth factor 2 (/GF2) és a proopimelanokortin
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(POMC) gének expresszidja direkt Osszefliggést mutatott a novekedéssel, elhizassal,
valamint a testOsszetétellel. Az IGF2 ¢és a HI9 imprintdlt gének szabédlyozzdk a
novekedést €s a testosszetétel alakulasast. Az IGF2 az IGF1 receptoron keresztiil fejti ki
anabolikus folyamatokat medialo hatasat. Ezen gének egy-egy kopiaja anyai illetve apai
eredetli, azonban a két kopia koziil altaldban csak az egyik (apai) aktiv, a masik pedig
jelen van ugyan, de funkcidt nem lat el. Ezt a sziil6-specifikus gén aktivaciot a
genomialis imprinting okozza, amely olyan epigenetikai mechanizmusokon keresztiil is
kifejtheti hatasat, mint a DNS metilacio. Az IGF2 a sziiletés eldtti iddszakban
kifejezetten fontos szereppel bir, késébbiekben pedig a ndvekedést és a sejtproliferaciot
segiti eld, aktivitdsa az évek elérehaladtaval egyre csokken. Az IGF2 gén metilaltsagat
tobb tanulmany vizsgalta, elhizott felndttek és talsulyos gyermekek korében tobben a
szubkutan zsir vastagsdg, a nagyobb BMI ¢és a DNS metilacio mértéke kozott
egyértelmii Gsszefiiggést talaltak,mind pozitiv, mind negativ irdnyban, mindenezért a
magzatot az anyaméhben érd hatasokat tartjak feleldsnek.

A POMC gén az anorexigén proopiomelanokortin neuropeptidet kédolja, ami kardinalis
szerepet tolt be a testsuly hipotalamikus szabalyozasdban a teltségérzet és az
energiafelhaszndlds befolydsolasa révén. A POMC gén izolalt deficienciaja
fennallasakor a monogénes obezitas egy igen ritka fajtajarol van sz6. Egyéb elhizéssal
kapcsolatos esetekben legtobbszor a gén valamilyen miikddésbeli eltérésérdl lehet szo.
Allatkisérletekben igazolodni latszik, hogy magas zsirtatrtalmi étrend fogyasztasakor a
POMC gén hipermetilacidja a magas leptin szint altal kdzvetitett hatast blokkolja, igy
elhizashoz vezet. Kuehnen és munkatdrsai elsfként vizsgaltak és irtdk le a POMC gén
gyermekkori obezitas Osszefiiggését. [22-24].

A legtjabb kutatasok szerint a kdrnyezeti faktorok (pl.: stressz, taplalkozas mennyisége
¢s mindsége, intra uterin hatdsok) génmiikddésre gyakorolt hatdsa kovetkeztében is
kialakulhat obezités, ezen valtozasok legtobbszor epigenetikai modosulasokon keresztiil

jutnak érvényre [25].

I1.1.2.2.1. A Prader-Willi-szindroma epidemioldgiaja és klinikai megjelenése

A Prader-Willi-szindroma (PWS) egy ritka (incidencia 1:30000 élve sziiletés), nemeket
egyenld aranyban érintd, komplex genetikai betegség, amelynek klinikai tiinetei az életkorral
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valtoznak. Ujsziilttkorban az izomhipotonia, a meglassult fejlodés és a taplalési nehézségek,
mig az id6 eldrehaladtaval a csillapithatatlan étvagy, az elhizés, alacsonyabb termet, scoliosis,
strabizmus, jellegzetes dysmorph arcvondsok, cryptorchismus, meglassult beszédfejlodés,
viselkedési zavarok, és az egyre inkdbb elmaradd szellemi fejlédés valik dominanssd. A
felndttkort megéld paciensek kozott a hipogonadizmus, az infertilitds, az extrém mértéki
elhizas,a szellemi érintettség, valamint az elhizds szovédményeinek (pl: diabetes mellitus)
megjelenése a jellemzd [26, 27]. A betegség hatterében a 15. kromoszéma hosszi karjan
talalhat6 apai eredetli 15q11q13 régidban fellelhetd gének expresszidjanak hidnya all. Ezen
szakaszon tobb, Osszetett funkcioju gén talalhato (pl.: IMRKN3, MAGEL2, NDN, SNURF-
SNRPN gén, valamint kiilonb6zé C/D boksz snoRNS-ek) [28, 29]. A PWS minimalis
kritikus régidja a SNORD 116 snoRNS génklaszter, amelynek funkcidja a hiperfagias
fenotipussal helyezhet6 Osszefliggésbe [30, 31]. A PWS kiilonb6z6 mechanizmusok folytan
alakulhat ki, amelyek tipusa egyes megfigyelések szerint szoros Osszefliggést mutat a
betegség lefolyasaval és annak sulyossagéval. Tehat a pontos genetikai diagndzis a korai
fejlesztéshez ¢és gyogyszeres terapidhoz igen fontos. Az esetek mintegy 70%-dban a
legstlyosabb format okozé paternélis delécid, 20-30%-aban anyai uniparentalis diszomia, 4-
5%-aban imprinting defektus, 1-2%-aban pedig kiegyensulyozott, ill. kiegyensulyozatlan
transzlokacio a betegség oka [32-34].

I1.1.2.2.2. A Prader-Willi-szindroma diagnozisa

A PWS diagnézis lehetésége a klinikai tiinetek alapjan meril fel, amelynek
igazolasdhoz elengedhetetlen a genetikai vizsgalat. A klinikai diagnozis felallitasahoz
Holm és munkatarsai kritériumrendszert dolgoztak ki, amely életkor-specifikusan segiti
a PWS felismerését. Ez a modszer elsdsorban sziirésre alkalmas, segitséget nyljt a
klinikusnak, hogy mely betegnél indokolt a genetikai vizsgalat (2. tablazat).

legérzékenyebb ¢és leghatékonyabb kezdeti 1épés a PWS gyanus betegek genetikai
vizsgalatakor [35]. Erre a célra leginkabb a metilacid specifikus multiplex ligacio fliggd proba
amplifikacio (MS-MLPA) mddszere terjedt el. Ezzel a technikdval mind a target 15q11q13
régi6 kopia szdma, mind pedig a metilacios statusz megallapithat, azonban az ehhez
sziikséges DNS szekvendld teszt igen komplex, iddigényes ¢és jelentds koltséggel jar. Az

uniparentalis diszomia illetve az imprinting defektus tovabbi elkiilonitésére a mikroszatellita
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analizis (MSA) alkalmas. A DNS metilacios statusz vizsgalatara tovabbi alternativ modszerek
is rendelkezésre allnak, mint példaul a metilacio specifikus polimeraz lancreakcié (MS-PCR),
a metilacio specifikus southern blot (MS-SB), vagy a nagyfelbontast olvadaspont elemzés
(HRM) [36-38]. A DNS metilacios vizsgalat eredménye a Prader-Willis szindromas esetek
99%-éaban pozitiv, alkalmazasaval mind a delécids, mind az anyai uniparentalis diszomia
illetve az imprinting defektus detektalhatd, mig a leginkabb hozzaférheté FISH (fluoreszcensz
in situ hibridizacio), csupan a delécids forma kimutatasara alkalmas (ez kb. a betegek 70%-at
fedi le). Az MSA, amely az UDP illetve delécios forma kimutatasara alkalmas, kevésbe
szenzitiv, elsddleges sziirésre csak korlatozottan alkalmas [33] (1. &bra). Hazdnkban Varjas
Timea és munkatarsai RNS-izolalas utdn cDNS-t szintetizaltak, majd PCR-reakciot végeztek
a teljes cDNS-mennyiséggel. A PCR-terméket agarozgélben futtattik, és a 15. kromoszoma
egészséges egyénnél ki tudtak mutatni, mig a klinikailag Prader-Willi-szindromas betegeknél
nem. Ez a modszer mindenképpen hatékony, am kivitelézese nem egyszerti, iddigényes [39].
A Prader-Willi-szindroma diagnézisa a korcsoport specifikus tiineteken és a genetikai
vizsgalaton alapszik. A European Molecular Genetics Quality Network (EMQN), a United
Kingdom External Quality Assessment Scheme (UKNEQAS), valamint a UK Clinical
Molecular Genetics Society (UKGMGS) konszezusa alapjan az SNRPN génlokusz promoter
lépés a Prader-Willi-szindroma gyantis betegek genetikai vizsgalatakor. Ezen modszerek
szenzitivitasa 99%-os. Mind a nyugat-eurdpai orszagokban, mind pedig az Amerikai Egyesiilt
Allamokban a legelterjedtebb DNS metilacios vizsgalat az MS-MLPA illetve az MS-PCR.
Az MS-MLPA mddszer nemcsak a PWS igazolasara ill. kizarasara alkalmas, hanem egyben
tovabbi informacioval szolgal a betegség molekularis genetikai hatterét illetden, mig az MS-
PCR esetében a betegség igazolédsara, illetve a diagnozis elvetésére van lehetdség. A HRM
technika szintén elismert és timogatott a fent emlitett tArsasagok altal. [27, 40].

A magyarorszagi Prader-Willi szindroma genetikai diagnosztikdjdban rendelkezésre all
a FISH, amely a delécids esetek igazolasara és az MSA technika, amely a uniparentalis
diszomia, illetve az imprinting defektus igazoldsasra alkalmas. Azonban egy nagy
szenzitivitasy, elsddleges igazolasra ill. kizardsra alkalmas, DNS metilacion alapuld
metodika a hazai rutin diagnosztikdban nem elérhetd. A metildcids szenzitiv nagy

felbontasu olvadaspont elemzés (MS-HRM) sorédn a biszulfittal kezelt DNS szalak PCR
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kozben torténd szétvalasat kovetketjiik nyomon. Ez a DNS szal metilaltsagatol illetve
egy¢eb tulajdonségaitol fiiggden mas és mas olvadaspontokon torténik meg. A Prader-
Willi szindroméban az anyai ill. az apai erdetli DNS szalak viselkedése megvaltozik, az
apai eredti DNS szél olvadasgorbéje nem detektalhatd. Az MS-HRM betegség pontos
genetikai hatterérél ( pl.: delécio, UDP vagy imprinting defektus) ugyan nem ad
informaciot, de egy egyszerli, konnyen hozzaférhetd metodika, az igazolo- ill. kizard

eredmény pedig egy olvadasgorbe grafikonrdl egyszertien leolvashato.

- Klinikai diagnézis:
Prader- Willi -
szindréma

DNS metilacion alapulo vizsgalat

pl.: MS-MLPA, HRM, MS-PCR

+ —

PWS igazolt PWS nagy
diagndzis tovabbi genetikai valészinlséggel
R kizrhaté

pl.: MSA

1. abra: Prader-Willi-szindroma sémas diagnosztikus algoritmusa
MS-MLPA: metilacio specifikus multiplex ligacio fiiggo proba amplifikacio,
HRM: nagyfelbontasu olvaddspont-elemzés, MS-PCR: metilacio specifikus polimeraz

lancreakcio, MSA: mikroszatellita-elemzés

II. 1.2.2.3. A Prader-Willi like fenotipus

Azokban az esetekben, amikor a fenotipus PWS-ra utal, azonban nem mutathat6 ki a
szindromara jellemz6 egyik genetikai eltérés sem, Prader-Willi like szindromarol (PWLS) van
sz0. Ennek hatterében az all, hogy a PWLS kapcsan érintett gének a klasszikus PWS fenotipus
kialakuldsaban szerepet jatszoé genetikai Utvonalakon helyezkednek el. A PWLS genetikai
hatterében szamos gén meghibasodasa, illetve hidnya allhat (pl.: 14. kromoszdéma uniparentalis
diszomiaja, MAGEL?2 gén de novo mutacidja, LEPR gén mutici6, POMC gén mutacidja),
amelyek azonositisa a legtobb esetben diagnosztikus kihivds. A PWLS-ben legjellemzdbb
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klinikai tiinetek a hipotonia, a hpyerphagia, az obezitas és a fejlédéselmaradas. Azonban mind
fenotipus alapjan, mind pedig genetikailag igen heterogén a PWLS csoport [41].

I1.1.2.2.4. A Prader-Willi-szindroma pognosztikaja, kezelési lehetoségei

A tudomany jelen allasa szerint PWS esetében tiineti kezelésre van lehetdség, azonban a
korai diagnézis ¢és megfelelden iitemezett terdpia jelent6sen javithatja a betegek
¢letmindségét. A szindroma tiineteinek hatékony kezelése, a betegség egészségligyi,
pszichologiai, ¢és szocidlis vonzatai kovetkeztében csakis  multidiszciplinaris
csapatmunkaval, kooperativ és tamogatd csaladi és iskolai kornyezet segitségével
lehetséges [42, 43]. A gyermekkorban jelentkezd csillapithatatlan étvagy miatt, az
¢lelmiszerekhez vald hozzaférés szigorda szabalyzésa, és ellendrzése sziikséges,
mindemellett az 0jsziilott korban jelentkezd hipotdnia és taplalasi nehezitettség miatt a
csecsemokori megfeleld taplalas kulcsfontossagu. Iddvel a fizikai aktivitds kontrollalt
novelése segit az erdnlét fejlesztésében [26]. A PWS betegek kozel 80%-anal fordul eld
eltérd mértékii novekedési hormon (GH) hidny, ezért a naponta alkalmazott alacsony dozisu
rekombindns GH adagoléds segiti a linearis novekedést, noveli az izomtdmeget, ezaltal
pozitivan befolyésolja a testosszetétel alakulasat [44-46].

A PWS-ben gyakori hipogonadizmus hormonalis kezelése a pubertds induldsara id6zithetd,
segitve a korai oszteoporozis megeldzését. A sulyos elhizas kovetkezménye lehet az alvasi
apnoe, amely alvas kozben hasznalt pozitiv légnyomast fenntarté (CPAP) késziilékkel
mérsékelhetd. A scoliosis konzervativ médon, extrém esetben mutéti beavatkozassal is
kezelhetd. A viselkedésbeli-, és pszichiatriai zavarok minél korabbi diagnosztizalasa fontos,
mivel ezen éallapotok hatékony kezelésének legmeghatarozobb része a szakorvosi segitség
mellett, a sziilok betegséggel kapcsolatos felvilagositasa, oktatdsa és a mindennapok szigoru
rendszerének kialakitdsa. Egyes esetekben a szerotonin agonistdk csokkentették a

diihkitorések és az agressziv viselkedés mértékét is [26].

I1.1.3. A gyermekkori elhizas szo6vodményei

A gyermekkori elhizéas jelentdségét az adja, hogy minél korabban jelentkezik és minél
hosszabb ideig tart, annal nagyobb a valdszinlisége a szovédmények kialakulasanak, sot

ezek megjelenése egyre korabbi életkorra lesz tehetd.
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Az anyagcsere megvaltozdsanak szempontjabol a hipertonia és a diszlidémia, a
szénhidrat anyagcserezavarok a legjelentOsebbek, mindezek mellett azonban a
hiperurikémia, ¢és a nem alkoholos zsirmdj (NAFL), lanyok esetében pedig a
mentrudcids zavar is gyakori szovédmény.

Az elsbédleges hipertonia kordbban igen ritka volt gyermekkorban, mara azonban egyre
gyakoribb jelenség elhizott gyermekek esetében. Jelen hazai gyakorlatban a 24 o6rés
vérnyomasmérés (ABPM) és az eredmények percentilis tablazatok segitségével valo
kiértékelése effektiv diagnosztikus modszernek bizonyult, bar a technika limitacidja,
hogy a vérnyoméasmérd mandzsettajat megfelelden kell rogziteni, és ez 6 éves kor alatt
kifejezett technikai nehézségeket okoz. Magas vérnyomasrol akkor besz¢liink, amikor a
gyermek vérnyomasértéke a 95. percentilis felett helyezkedik el [47]. Az elhizott
gyermekeknek haromszor nagyobb esélylik van a magas vérnyomads kialakuldsara, mint
normdl testalkati tarsaiknak. Egyes kutatasok szerint az 5 ¢és 11 év kozotti
korosztalyban az elhizott gyermekek 20-30%-anal figyelheté meg emelkedett szisztolés
vagy diasztolés vérnyomasérték. Illetve a serdiilékori tilsuly nyolcszoros rizikot jelent a
feln6ttkori magasvérnyomas betegség kialakuldsdban [48-51].

A diszlipidémia nem mas, mint a vérben taldlhatdo lipoproteinek aranydnak
metabolikusan nem kedvezd iranyba val6 eltolodasa, amely emelkedett 0sszkoleszterin,
low density lipotprotein (LDL) illetve triglicerid (TG) szintet €s csokkent high density
lipoprotein (HDL) szintet jelent. Ezen eltérések jelentéségét az adja, hogy a lipid-
anyagcsere eltérések az atheroscleoris kialakuladsat segitik, amelynek kialakuldsa mar
gyermekkorban elkezdddhet. Az emelkedett TG szinttel, illetve csokkent HDL szinttel
jellemezhetd diszlipidémidkat atherogen diszlipidémidnak hivjuk [52, 53].

A leggyakoribb szénhidrat anyagcserezavarok gyermekkori elhizdsban az inzulin
rezisztencia €s a gliikkdz intolerancia, valamint egyre gyakoribb a mar gyermekkorban
megjelend 2-es tipust diabetes mellitus (2TDM). A 2TDM kialakulésat megel6zden az
anyagcserezavart a glilkdéz tolerancia csokkenése (IGT) és az éhomi vércukorszint
emelkedése jelzi. IGT esetében a gliikoz bevitelhez kapcsolt inzulin valasz mar nem
elegendd a fennall6 inzulinrezisztencia miatt, igy a vércukorszint a fiziologiasnal nagyobb
mértékben emelkedik. Nagy, atfog6 kiilfoldi tanulmanyok soran az elhizott gyermekeknél
az esetek 10-25%-4ban igazoltak IGT-t, mig 4%-ban tiinetmentes, Un. ,,néma” diabetes

igazolodott. Egy vizsgdlat soran Osszevetették az OGTT és az ¢homi vércukorszint
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meghatarozas alapjan torténd szénhidrat anyagcserezavar szlirés hatékonysagat és a
2TDM betegek egy harmadaban, illetve az IGT-s betegeknél az ¢homi vércukorszint a
normal hatarértéken belill volt. Ezt alatdmasztva, tobb ajanlds a szénhidrat
anyagcserezavar diagnosztizalasara az oralis gliikz-tolerancia tesztet (OGTT) javasolja,
annak ellenére, hogy ez a modszer koltségesebb az ¢homi cukor mérésnél [54-56].

A htgysav egy antioxidans molekula, amelynek megemelkedett vérszintjekor
hiperurikaemiarol beszéliink. Ennek oka lehet a fokozott sejtszétesés, a vesén valo
kiiiriilés gatldsa, illetve maga az inzulinrezisztencia is. Magas hlgysavszint esetén a
hugysav nem a vesén keresztiil {iriil ki, hanem az urat transzporter segitségével bejut a
simaizomsejtbe vagy endothel sejtbe ¢€s sejt proliferaciot, vazokonstrikciot, renin-
angitenzin rendszer fokozott aktivitasat idézi eld. Kovetkezménye lehet fokozott oxidativ
stressz, szénhidrat anyagcserezavarok, endothel-diszfunkcid, magas vérnyomas, bal
kamra hipertrofia, valamint meglévd vesebetegség progresszioja is. Elhizott
gyermekekben egyre gyakoribb a hiperurikémia elforduldsa, ezaltal a metabolikus
szovédmények stlyossaga is fokozodhat [57, 58].

A nem alkoholos zsirmdj (NAFL) fogalma egy a setatosistdl, a steatohepatosison ¢€s a
stetohepatitisen at, egészen a majcirrhosisig tartd spektrumot olel fel. Megemelkedett
majenzim értékek, ultrahanggal vizsgalva hiperechogenitas jellemzi. Sokszor kizarasos
diagnozisrol van sz6. Pathogenezisében az inzulin rezisztencia, a hiperlipidémia és a
megemelkedett oxidativ stressz hatas jelentds, mivel az inzulin rezisztencia
kovetkeztében megemelkedett vér inzulinszint zsirsav szintézist és lipolizist indukal a
hepatocitakban, ami fokozott hipertrigliceridémidhoz és a majban fokozott zsirsav
felvételhez vezet. A trigliceridek felhalmozdédésa a mdjban szabad oxigéngyokok
keletkezését idézi eld, amelyek végsd soron sejthalalt illetve fibrézist indukéalnak. Az
NAFL az elhizds metabolikus kovetkezménye, amelynek kialakuldsa gyermekkorban
elkezdddik és elso jele lehet a majenzimek megemelkedése [59-61].

Az elhizott lanyok esetében gyakori a korai (10 év el6tti) menarche, azonban az elhizas
mértékével mind az oligo-, mind pedig az amenorrhoea eléfordulasa pozitiv Osszefliggést
mutat. Gyakori eltérés a policystds ovarium szindroéma (PCOS) és hiperandrogenizmus is,
amely a viscerdlis zsirszovet megndvekedett mennyisége miatti inzulinrezisztenciaval is

Osszefliggésbe hozhato [62].
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Az tulsuly kovetkeztében megjelenhetnek az Un. ,,mechanikus tiinetek”, mint az
orstruktiv alvési apnoe, a pseudotumor cerebri vagy az ortopédiai eltérések, mint pl. a
scoliosis vagy a genu valgum. Valamint nagy jelentdséggel birnak az elhizéssal
Osszefliggd, kordntsem latvanyos, am annal nagyobb jelentdséggel bird pszichoszocidlis
kovetkezmények is, mivel az elhizott gyermekek érzelmi fejlddése a kortarsaik altali
diszkriminacid, az esetleges verbalis bantalmazas, az elszigeteltség, a csokkent
onértékelés kovetkezében sériil [63-65].

A gyermekkori elhizas, mind a metabolikus, mind a mechanikus mind pedig pszichoszocialis
vonatkozasokat figyelembe véve, Osszességében negativan befolydsolja a gyermekek

¢letmindségét.

I1.1.4. A gyermekkori elhizas kezelési lehetdségei

Az gyermekkori elhizés kezelésének alappillérei a korai felismerés, a magas intenzitasu
¢s megfeleld hosszsagl intervencio, amely a taplalkozasra, a fizikai aktivitdsra, és a
viselkedés megvaltoztatasara is hatdssal van. Mindez természetesen a kezeldorvos, a
csalad, és a sziilok kozvetlen bevondsaval, tamogatisaval és utankovetéssel torténik.
Amennyiben a konzervativ, komplex terdpia nem jar sikerrel, illetve az elhizas extrém
mértékll, gyogyszeres terapia ill. mitéti megoldasok is szoba jonnek, de ezen
alternativak és esetleges kovetkezményeik vilagszerte megosztjak a szakértoket [66].

Az alapellatas feladata a gyermekkori tulstllyal, ill. elhizassal kiizd6k kisziirése, és ezen
személyek tovabbi ellatdsaban vald segitése. Sajnos hazankban az elhizott gyermekek
alapellatasahoz illetve tovabbi komplex kezelésé¢hez nem all rendelkezésre kidolgozott
stratégia. Idedlis esetben az alapellatas altal kiszlrt gyermekek korhazi kivizsgalasra
keriilnek az esetleges cardiovascularis ill. egyéb szovodmények felderitése, kezelése
céljabol. Itt dietetikai illetve életmddbeli tandcsadason, tornan vesznek részt, am
megfeleld teriileti szervezettség, valamint utankdvetés hidnydban a tartds
sulycsokkenéssel jaro, hossza tava eredmények igen ritkék [47].

A nemzetkozi szakirodalom sokat foglalkozik a hatékony és tartds gyermekkori
teststilycsokkentéssel és szamos kutatds aldtdmasztja, hogy a legjelentdsebb eredmények
korai ¢életkorban (2-6 éves kor), a csaladd, azon beliil is a sziil6k bevonéasaval érhetdk el.
Késobbi, adoleszcens életkorban az eredmények mar nem ilyen egyértelmiien sikeresek

[67, 68]. Az intervenciok az egész csalad taplalkozasat, életvitelét, fizikai aktivitasat
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célozzdk meg, megvaltoztatva a gyermek kozvetlen kornyezetét. Mindehhez megfeleld
szakemberek nyljtnak segitséget és ezen Un. ,,magas intenzitasu intervencionak™ szerves
része a folyamatos tandcsadas, kiilsd segitség és kovetés [69-72].

Alapvetden a tdpanyagok megfelelé mindségi €s mennyiségi bevitele hatdrozza meg az
Osszes elhizas kezelésében hasznalatos diétat. Az AHA taplalkozasi alapelvei a magas
zsir- és kaloria tartalmu ételek bevitelének csokkentését, illetve a cukor alapu édesitést
tartalmaz6 termékek fogyasztasanak korlatozasat hangstlyozzak. Tehat a gyiimolcsok,
zOldségek, teljes kidrlésti gabonafélék, az alacsony zsirtartalma tejtermékek,
hiivelyesek, halak és sovany husok fogyasztdsa, ezzel egyiitt pedig a kissé csokkentett
kaloria bevitel helyezddik elétérbe [73, 74]. Fontos, hogy az extrém, nagyon alacsony
kaldria (500-800 kcal/nap) illetve nagyon magas fehérjét tartalmazé diétakat ebben az
¢letkorban kertilni kell, mivel az ezek altal okozott vitamin- illetve 4svanyianyag hiany
a fejlédést, csont mineralizaciot, ndvekedést, menstruacios ciklust is befolyasolhatja.
Kifejezetten gyakorlati segitséget nyujt6 modszer az Un. ,,Traffic Light Plan”, azaz
kozlekedési ldmpa modszer, amely a magas kaloria tartalmu ételek bevitelének
csOkkentését és az alacsony energia tartalmu ételek bevitelének novelését hivatott
segiteni. A modszer az ételeket, ¢élelmiszereket a kozlekedési lampa szineinek
megfelelden, harom csoportra osztja: zold szinnel jelolt ételek alacsony
energiatartalmuak, fokozott fogyasztasuk ajanlott, a sarga szinnel jeloltek kdzepes
energia tartalmuak, mérsékelt beviteliik javasolt, a piros szinnel jeldltek pedig
kifejezetten energia gazdagok, beviteliik nem vagy igen korlatozott mértékben javasolt.
A legujabb kutatdsok alapjan ez a jelolési modszer kifejezetten hasznos az egészséges
taplalkozas gyakorlati kivitelezése szempontjabol [75].

Magyarorszdgon a Magyar Dietetikusok Orszadgos Szovetsége nemrég ,,Okostanyér”
néven Uj hazai taplalkozasi ajanlast adott ki. Az felndtt és gyermek lakossdgnak szant
utmutato a legfrissebb tudomanyos eredményeket figyelembe véve hatdrozza meg, hogy
a kiegyensulyozott taplalkozdshoz naponta milyen ¢élelmiszertipusoknak, milyen
aranyban kellene a tanyérunkra keriilnie. Az ,,Okostanyér” a korabbiaktol eltérden
tapanyagalapu ajanlas helyett élelmiszercsoportokat és ezek megfelelé aranyat adja
meg, hiszen a koznapi életben sem fehérjét, zsirt vagy szénhidratot fogyasztunk, hanem
ezek értékes forrdsait, példaul hust, tejet, kenyeret, zoldséget, gylimolcsot. Az 1Uj

abrazolas, a mindennapi életben valdé konnyl alkalmazés céljabol az eddigi piramis-
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vagy hazalak helyett az étkezéshez egyértelmiien kapcsolhatd tanyérforman jeleniti meg
az egyes ¢lelmiszertipusok egymashoz viszonyitott helyes aranyat. Minden abrazolt
tanyér mellett piktogram hivja fel a figyelmet a kevesebb so, cukor és zsiradék,
valamint a fokozott folyadék bevitelének fontossagara. Igy a vizualisan is rogziild
aranyok sokkal konnyebben betarthatok a gyakorlatban. A korcsoportok szerinti
ajanlasok, tablazatok és ,,okostanyérok” a Magyar Dietetikusok Orszagos Szovetsége
honlapjan elérhetdk (http://mdosz.hu/uj-taplalkozasi-ajanlasok-okos-tanyer/).

A sziilok bevonasaval torténd €életmod valtoztatds segit a latvanyos és tartds sulycsokkenés
hosszl tdvu fenntartasaban. A megfeleld, timogatd kornyezetben a gyermek 11j, egészséges
magatartasformakat sajatithat el, az egészséges étkezés és életvitel eldnyeit kozvetlen
kozelrdl tapasztalhatja. Mindekozben kifejezetten fontos a példamutatas, a pozitiv sziiléi
meger0sités, batoritds. Azonban fontos a minél kordbbi beavatkozas, mivel csaladi
kozremiikodéssel a legjelentdsebb eredmények korai életkorban (2-6 éves kor), a pubertés
beallta el6tt érhetoek el [67, 76].

Az extrém mértékli gyermekkori elhizas kezelésekor alkalmazott gyogyszeres kezelések
illetve miitéti megoldasok vildgszerte vitatottak. Az Egyesiilt Allamokban sulyos
mértékben elhizott adoleszcens kortaknal (12-16 éves kor), kiilon engedéllyel és szoros
kovetéssel engedélyezettek a gasztrointesztindlis zsirfelszivodast gatld orlisztat tartalmu
készitmények, amelyek alkalmazasakor kiilsé zsirban 0ldodé vitamin potlas sziikséges
(A, E, D, K- vitaminok) és igen gyakoriak a gasztrointesztinalis mellékhatasok [77].
Tovabbi igéretes eredményeket mutattak a szibutraminnal folytatott felndtteken végzett
kisérletek, amelynek metabolitja gatoljadk a noradrenalin, szerotonin és a dopamin
ujrafelvételét, azonban egy 6 éves vizsgalat sordn jelentds fokban fokozott sziv- és
koszoruérrendszeri mellékhatasok fordultak elé felndttekben, igy a szibutramin
hatéanyag tartalmu készitmények forgalomba hozatalat felfiiggesztették [70].

Az elhizas sebészi kezelési lehetdségeivel a bariatriai sebészet foglalkozik. Az
adoleszcens korban alkalmazhato6 technikak koziil a nemzetkdzileg a legelfogadottabb a
Lfoux en Y gasztrikus bypass (RYGB), a laparoszképosan felhelyezett gasztrikus
gylrli és a csdgyomor (sleeve gastrectomy) képzése, illetve alkalmazasa. Az American
Society for Metabolic and Bariatric Surgery Pediatric Committee altal kiadott legijabb
ajanlas szerint a potencialis betegnek szigoru kritériumoknak kell megfelelniiik. Az

adoleszcens koruak varhaté novekedésiik 95%-at el kell érjék, posztpubertasban kell
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lennitik, illetve tajékoztatds utani felelés dontéshozatalra is alkalmasnak kell lenniiik.
Ezen feliil a BMI 35 kg/m” < esetében legalabb két major tarsbetegség fennallasat (pl.:
2-es tipusu diabetes mellitus, sulyos alvasi apnoe, pszeudotumor cerebri, sulyos nem
alkoholos zsirmdj), BMI 40 kg/m2 < esetében pedig a tarsbetegség fennallasat (pl.:
hipertonia, diszlipidémia, gliikdz intolerancia) kell igazolni. Minden esetben sziildi
beleegyezés €s tdmogatas sziikséges, a miitétek pedig csakis az arra specializalodott
centrumokban végezhetdek el [78]. Annak ellenére, hogy a bariatriai megoldasok
latvanyos eredménnyel jarhatnak (egy éven beliil akar -17, 2 kg/m> BMI), és az
elhizassal kapcsolatos tarsbetegségekre gyors €s pozitiv befolyassal vannak, az esetleges
mitéti-, illetve  posztoperativ  idészakban  jelentkezd  komplikdciok  nem
elhanyagolhatok. A nem megfeleld mitét utani életvitellel pedig a visszahizas esélye
fokozott [79, 80]. A gyermekkori elhizas leghatékonyabb kezelése tehat a megeldzés. A
mar kialakult allapot kezelése tobbrétii, a kezeldorvos, valamint a csalad és a kozvetlen
kornyezet bevonasaval hatdsos lehet, am radikalis taplalkozasi, életmodbeli és
viselkedésbeli valtozasokat von maga utdn, amelyek hosszi tava kivitelezéséhez

elengedhetetlen az egylittmiikddés, a kitartas és a szakmai segitség igénybevétele.

I1.2. A D-vitamin jelentdsége

A klasszikus megkozelités szerint a D-vitamin endokrin szerepe az emberi szervezet
kalcium- és foszforanyagcseréjének, ill. ezen ionok szérumszintjeinek szabéalyozasa,
valamint a fizioldgids csontanyagcsere biztositasa. A klasszikus D-vitamin-hatasok a
csontok, a vese, a mellékpajzsmirigy €s a bélrendszer mitkddését befolyasoljak. A D-
vitamin azonban szdmos mas szovet miikodésének szabalyzdsiban is szerepet jatszik,
hatéssal van a sejtciklus szabalyzasra, a sejtproliferaciora, ill. — differenciaciora. Ezeket
a nem klasszikus hatasokat az intracellularisan termel6do 1,25(OH)2 D3 vitamin auto-
ill. parakrin moédon fejti ki. Egy masik felosztds szerint megkiilonboztetiink lassan
kialakulo, hosszu tava, megvaltozott génmiikddésen keresztiil hatdé genomidlis — illetve
gyorsan kialakuld, feedback mechanizmusokon keresztiil szabalyzott, nem genomidlis
D-vitamin hatast. Az elmult években pedig fény deriilt a D-vitamin epigenetikai
szabalyzasban betoltott fontos szerepére is. A D-vitamin ellatottsag szerepe egyre
nagyobb hangsulyt kap szdmos korképet tekintve, igy az elhizasban, ezen beliil a

gyermekkori elhizasban is [81].
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I1.2.1. A D-vitamin metabolizmusa

A D-vitamin szervezetiinkbe taplalékkal D2 vitamin (ergocalciferol) vagy D3 vitamin
(cholecalciferol) forméjaban juthat, illetve a bdériinkben UVB sugérzas hatdsara eldszor
nem enzimatikus Uton pre-D3 vitamin szintetizalodik 7-dehydrocholesterolbol, majd
izomerizacidé utan jon létre a D3 vitamin. A D3 vitamin a D-vitamin kotd fehérje
(vitamin D binding protein; DBP) segitségével jut el a majba, ahol citokrém P450
enzimek hatasara (pl: CYP27A1-D3 vitaminra specifikus, CYP2R1-D2 és D3 vitamint
egyarant atalakit) 2SOHD3 vitaminna alakul. A mindennapos klinikai gyakorlatban ezt
a stabil és viszonylag konnyen mérheté forma hasznalatos D-vitamint-szint
meghatdrozasra. Az aktiv 1,25(OH)2D3 vitaminformat a vese proximalis tubulusaban
zajlé Gjabb hydroxilacid révén nyeri el, ezért a folyamatért a CYP27B1 enzim felelds,
amelynek aktivitasat, mind a parathormon, mind az FGF23 mind pedig maga a
hormonalisan aktiv D3 vitamin, valamint a kalcium- és foszfat ionok vérszintje
szabalyozza. CYP27B1 nemcsak a vesében, hanem bdr-, tiid6-, mell-, bélrendszeri-
prosztata epithelias sejtekben, szdmos immunsejtben ¢és endokrin szervben is
megtalalhato [82, 83]. Az igy kialakult aktiv D-vitamin a célszerveket elérve a sejten
beliil a nuklearis D-vitamin-receptorhoz (VDR) kotddik, majd a VDR-ligand a retinoid
— X receptorral (RXR) komplex heterodimert képezve kotédik a célgének promoter
nem transzkripcionalis gyors sejtvalasz kialakitdsaban is részt vesz. A VDR hatés
szertedgazosagat bizonyitja, hogy megtalalhatd példaul endokrin mirigyekben,
endothelsejtekben, erek simaizomsejtjeiben és cardiomyocytdkban is [84]. Az aktiv D3
vitamin inaktivalasat a mitokondridlis CYP24Al1 citokrom P450 enzim végzi, amely
aktivitasat mind maga az aktiv D-vitamin, mind a parathormon, mind pedig a FGF23
befolyasolja. Szamos kronikus, illetve malignus betegség kialakuldsédban jelentdséget

tulajdonitanak a megnovekedett CYP24A1 enzim aktivitdsnak [85, 86] (2.4bra).
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2.dbra: D-vitamin szintézis és jelatvitel

A klasszikus (renalis calcitriol) D-vitamin-hatasok a csontok, a vese, a
mellékpajzsmirigy és a gyomor-bélrendszer miikédését befolyasoljak. A D-vitamin
azonban szamos mds szévet miitkodésének szabdlyozasaban is szerepet jatszik, hatdssal
van a sejtciklus szabalyzasra, a sejtproliferaciora, ill. — differencidciora (extra renalis
calcitriol hatas).

DBP: D-vitamin koté fehérje, CYP27A1: 25-hidroxilaz, CYP27BI: I-o- hidroxilaz,
VDR: nuklearis D-vitamin-receptorhoz, RXR: VDR-ligand a retinoid — X receptor

e rer

I1.2.2. A D-vitamin és a gyermekkori elhizas kapcsolata

Az utobbi évek egyik igen intenziven kutatott teriilete a D-vitamin elhizasban jatszott
szerepe, illetve, hogy ok vagy kovetkezmény-e a tobb izben megfigyelt alacsony D-
vitamint-szint az elhizott egyénekben. Mind a D-vitamin-hidny és mind pedig a
gyermekkori elhizds el6forduldsa egyiittesen ¢€s kiilon-kiilon is nagymértékben
megndvekedett vilagszerte, kozos rizikofaktoraik kozé tartozik az egyoldalt, nem
mindségi taplalkozas, illetve a fizikai inaktivitds [87, 88]. A D-vitamin-hiany
definicidja nem egységes, orszagonként és kontinensenként is eltérést mutat. Példaul a
tobb nemzetkdzi kutatas alapjaul szolgdlo Institute of Medicine (IOM) meghatarozasa

szerint D-vitamin-hiany, ill. hipovitaminézis 50nmol/L (20ng/mL) S-250HD3
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vitamint-szint alatt all fenn, mig az Endocrine Society ajanldsa szerint 75 nmol/L és
250 nmol/L (30-100 ng/mL) kozotti 250HD3 vitamin vérkoncentracié esetén
beszélhetiink megfeleld, a 52—72 nmol/L (21-29 ng/mL) kozotti értékek esetén pedig
elégtelen D-vitamint-szintrél [89]. Magyarorszagon normal D- vitamint-szintrél 30
ng/ml vagy 75 nmol/l felett, D-vitamin-hidnyrél 20 ng/ml vagy 50 nmol/l alatt, sulyos
D-vitamin-hidnyr6l pedig 10 ng/ml vagy 25 nmol/l alatt beszéliink. 2013-ban a
Semmelweis Egyetem Il.sz. Gyermekgyogyaszati Klinik4jan késziilt sajat felméréstink
alapjan a 3 éves kor alatti gyermekek 40%-a, mig Osszesitve, a 18 éves kor alatti
betegeink 60%-a rendelkezett nem megfeleldé D-vitamint-szinttel (S-250HD3
vitamint-szint <30 ng/ml).

Nemcsak az elhizas tényétdl, de annak mértékétdl is fiigg a D-vitamin-hidny jelenléte. Egy
egyesiilt allamokbeli tobb ezer gyermeket felmérd vizsgalat szerint a normal teststulytiak
korében 21%, a tulsulyosak korében 29%, az elhizott gyermekek korében 34%, mig a
morbid elhizott gyermekek korében 49% volt a D-vitamin-hidny eléfordulési aranya. Ezzel
parhuzamosan vizsgaltak a rassz szerinti eloszlast is, amelynek eredményeképpen a morbid
elhizott gyermekeknél a fehér bortiek korében 27%-os, a latin szarmazastak korében 52%,
mig az afroamerikaik korében 87%-os volt a D-vitamin-hidny el6forduldsdnak aranya.
Osszességében pedig az alacsonyabb D-vitamint-szint sszefliggést mutatott az idSsebb
korral, a kisebbséghez val6 tartozassal és a ndi nemmel [90].

Az alacsony D-vitamint-szint elhizassal egyiitt valo eléfordulasaval kapcsolatosan tobb teoria
s napvilagot latott. Egyik szerint a magas testzsir és az alacsony D-vitamint-szint kozotti
forditott Osszefliggés hatterében a D-vitamin zsirban vald szekvesztracidja all [91]. Mas
elképzelések szerint a megnovekedett testzsir befolyasolja a csontanyagcsere hormonalis
szabalyozasat, ezaltal kozvetetten hat a D-vitamint-szintet meghatdrozé feedback
mechanizmusokra [92]. Erre példa az adipocytak altal termelt leptin, amely az csontéptilésben
szerepet jatszo osteoblastokhoz kotddve a vesében torténd D-vitamin aktivalast gatolja. Illetve
mind az elhizas, mind pedig az alacsony D-vitamint-szint kialakuldsa visszavezetheté a nem
megfeleld taplalkozasra és a fizikai inaktivitasra is [93, 94].

Alacsony D-vitamint-szint esetén az elhizds szovOdményei kordbban jelentkezhetnek
illetve stlyosabb format is Olthetnek a normal D-vitamint-szinttel rendelkezdkhoz
képest. Az elhizott egyéneknél gyakran megfigyelhetd inzulin rezisztencia, és az ehhez

kapcsolddo kronikus gyulladas korjelzéek a késébb kialakuldé metabolikus szindroma,
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2-es tipust diabetes mellitus, cardiovascularis megbetegedés, osteopenia illetve
osteoporosis szempontjabol [95, 96]. Mindennek bioldgiai hattere még nem egészen
tisztazott, az alacsony D-vitamint-szint feltehetden a glikémids szabalyzast a periférias,
ill. a m4j altali gliikéz felvételen, a kronikus gyulladads fokozéasan illetve hasnyalmirigy
B-sejtjei altal torténd az inzulinszintézis és inzulin-evalasztds moderalasan keresztiil,
komplex mddon befolyasolja [97]. Az egyik legelsé D-vitamint-szintet és az elhizas
szovédményeit egyiittesen vizsgalo tanulmany szerint az inzulinrezisztencia és az IGT
legnagyobb valdszinliséggel mar 50 nmol/L (20 ng/mL) S-25 (OH) D-vitamint-szintnél
megfigyelhet6 az elhizott betegekben [98].

Tehat az Osszefiiggés pontos részleteiben nem ismert, az egyes feltételezett
mechanizmusok biologiai hatterének kutatdsa nemzetkozi szinten folyamatosan zajlik,

az egyes eredmények pedig sokszor igen ellentmondésosak.

I1.3. Az epigenetikai szabalyozas jelentésége

Az epigenetikai szabalyozas olyan kiilsd és belsd kornyezeti hatasok (pl. anyai hatas,
taplalékbevitel, alvasmennyiség, dohdnyzas, stressz, mozgas, gyogyszerek) dsszességét
foglalja magéaba, amelyek a DNS-szekvencidt nem valtoztatjadk meg, azonban kovalens,
altalaban génexpresszidra hatd valtozasokat idéznek eld (pl. DNS metilacid, hiszton
acetilacio ¢és metilaci6, mikro RNS utvonal). Az epigenetikai hatdsok nyomdan
megvalosuld valtozasok egy része mitotikusan és/vagy meiotikusan is atorokithetd
folyamat.

Az epigenetika maga tehat a gének olyan 6roklédési formajanak vizsgéalata, amely nem
jar egyiitt a DNS nukleotid sorrendjének megvaltozasaval. Arra a kérdésre keres valaszt,
hogy a kdrnyezeti tényezok sziilokre gyakorolt hatdsa, milyen molekularisan igazolhato
valtozéasokat okoz az utdodok génkifejezddésében.

Illetve egy ¢l6lény fejlddésének olyan folyamatait vizsgalja, mint az emlds ndéstények
egyik X kromoszomajanak inaktivacioja (imprinting) vagy a gén csendesités (silencing).
Mindkét esetben a vizsgalat tdrgya azonos: egy gén informacidja hogyan keriil at egyik
generaciobol a masikba a DNS-szekvencia megvaltozasa nélkiil epigenetikai uton.
Mivel egy genom tobb epigenetikus utvonallal rendelkezik, a sejt ezen epigenetikai

tényezdinek 0sszességét epigenomnak nevezziik [99].
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I1.3.1. Az epigenetikai szabalyozas szerepe, utvonalai

Az epigenetikai Utvonalak donté szerepet jatszanak a génexpresszid szabalyozasaban,
amelyek f6 utvonalai a kovalens kotéseken alapuld6 DNS metilacid, a hiszton
modifikéacio (metilacids, acetilacid, foszforilacid, ubiquitinacid), valamint a mikroRNS-

ek altal kozvetitett hatasok (3.abra).

Hiszton modifikacio

A hiszton fehérjék a kromatin elsédleges, ,,korongszeri” szerkezeti elemei, amelyek
koril a DNS lanc feltekeredve, kompakt allapotban taldlhatd. A hiszton fehérjék poszt-
transzlaciés modosuldsai a hisztonok koré rendezddott DNS szerkezeti elrendezddését
Példaul a génatirds inicializalasakor (pl.: hiszton fehérjék acetilalodasakor, amit a
hiszton acetil transzferdz végez a kromatin szerkezete lazul, eukromatinna alakulva, az
adott DNS szakasz a transzkripcids faktorok ¢és enzimek szamdra hozzaférhetévé valik,
»aktivalodik”. Azonban, ha a kromatin feltekeredik, heterokromatin komplexet képezve
a hiszton fehérjékkel, inaktiv allapotba keriil, a transzkripci6 nem lehetséges (pl.:
deacetilalodaskor- hiszton deacetilaz altal). A hiszton fehérjék metilacioja minden
esetben gatldlag hat a génatirodasra. A kovalens hiszton modifikaciokhoz tartozik még a

foszforilacid és az ubiquitinacio is [86, 99].

DNS metilacio

A DNS metilacio a legszélesebb korben vizsgalt epigenetikai Gtvonal [100]. Valdjaban
egy biokémiai folyamat, amely soran a DNS meghatdrozott régidiban metil csoport kertil
az OrOkitdanyag citozin pirimidin gylirijének o6tddik szénatomjara (CpG). A sejtek
osztodasakor a DNS metildciés mintdzatat az utddsejtek altaldban megtartjadk, azonban
aszimmetrikus osztodasnal, a sejtek differencialodéasakor, vagy egyéb kornyezeti hatasra
ez a mintazat megvaltozhat. Emldsoknél a DNS metilaci6 az X kromoszoma
inaktivaciojdban, a genomidlis imprintingben, az egyedfejlodés szabalyozasdban és a
tumorok kialakulasaban, illetve fejléddésében jatszik szerepet A CpG helyek metilaciojat a
DNS metiltranszferdzok (DNMT) végzik. A CpG dinukleotidok 4altaldban a gének

crer

a DNS szerkezete génexpressziot gatld modon valtozik meg, tehdt a DNS éltal kodolt
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informacié nem valik hozzaférhetévé. A DNS metildciés mintdzat sejttipusonként, arra

jellemzd modon valtozik [101, 103].

Az mikroRNS utvonalak

A mikroRNS-ek (miRNS) génexpresszid finomhangoldi, révid, koriilbeliil 20-24 nukleotid
hosszisagt, fehérjét nem kodold, egyszali RNS molekuldk. Olyan alapvetd, életfontossaga
funkciok beallitasdban és szabalyzasaban vesznek részt, mint a mitozis-meiozis, az apoptozis
illetve a sejtdifferencidlodds. Az emberi gének 40-50%-a egyidejiileg tobb miRNS
Osszehangolt szabalyzasa alatt all, ugyanakkor egy miRNS tobb génhez is kotddhet szabalyzo
funkcidt betoltve. Az miRNS utak jelent6sége bizonyitottd valt szdmos daganatos
betegségben, mivel az onkogének, ill. tumorszuppresszor gének jelents része miRNS
szabalyzés alatt all. Ismertt¢ valt az is, hogy a régdta ismert transzkripcios faktor-DNS
kapcsolodas mellett a génmiikodés szabalyozasdban a mRNS-miRNS kdlcsonhatas is

ey ey

tavlatokat nyitott a gén-csendesités (gene silencing) génterapias eljaras fejlodésében [99, 101].

DNS metilacié
Citozin metilacioé

T ot

3. dabra: Az epigenetikai szabalyzas o utvonalai

DNS metilacio: metil csoport keriil a DNS citozin pirimidin gytiriijének otodik
szénatomjara, aposztranldcios hiszton modifikdacio: metilacio, acetildcio, foszforilacio,
ubiquitindcio, miRNS-ek altal kozvetitett hatdasok: kozvetleniil a DNS szalhoz kotédnek
az mi-RNS-ek [104]
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I1.3.2. Az epigenetika és az elhizas kapcsolata

A legfrissebb kutatdsok alapjan az elhizas kornyezeti és genetikai hatasok egyiittes
eredménye, amelyeket epigenetikai mechanizmusmok kapcsolnak 6ssze [15, 16]. A
szovetspecifikus epigenetikus mintazat DNS szekvencia modositasa nélkiil befolyéasolja
egyes gének transzkripcidjat és milkodését, igy moderalva egyes sejtfunkciokat,
molekuldris, ill. metabolikus folyamatokat [15]. Egyes taplalék Osszetevok epigenetikai
modositasok révén képesek befolyasolni az elhizdsban szerepet jatszo egyes gének
expresszidjat. Ezt bizonyitja az a kisérlet is, amely soran artalmas kornyezeti hatdsnak
(biszfenol A-val vald érintkezés) kitett, genetikailag azonos, vemhes egerek egyikének
metildonor molekuldkban szegény, mig masikanak metildonor molekuldkban gazdag
taplalékot adtak. Az utédok kozil a metilcsoporttal szupplementalt anya utoédai
egészségesek és vékonyak voltak, mig a metildonor hidnyos étrendii anyanak kovér és
szamos metabolikus eltéréssel rendelkezd utddai sziilettek. Mindez az Agouti gén
metilaltsagi fokara vezethetd vissza [25]. Tehat az in utero torténd elhizast befolyasolo
epigenetikai modosuldsok nagyban  fligghetnek kiils6 kornyezeti hatasoktdl,
meghatarozhatjak a sziiletendd fenotipusat és a késobbi elhizas kialakulasat is [16].
Utobbi iddben az ,, obezogén kornyezettel” dsszefiiggd epigenetikai modosulasok mellett,
az elhizassal kapcsolatba hozhat6 un. kandidans gének vizsgalata (CGA) is nagy szerepet
kapott az elhizas kutatdsaban. Ezek alapjan az insulin-like growth factor 2 (IGF2) és
proopiomelanokortin (POMC) gének expresszidja kozvetlen Osszefliggést mutatott a
novekedéssel, az elhizassal és testosszetétellel. AZ IGF2 és a HI9 imprintalt gének,
amelyek a novekedést és a testosszetételt szabalyozzak. Az IGF2 f6 jelatviteli itvonala az
IGF1 receptoron keresztiil valosul meg, amely anabolikus hatdst kozvetit. Huang és
munkatadrsai eredményei alapjan az IGF2/H19 régio fokozott metilaltsdga kovetkeztében
kialakul6d csokkent IGF2 expresszid megnovekedett subcutan zsirszovethez vezet fiatal
felndttek korében. Az anorexigén neuropeptidet kddoldé POMC gén kdzponti szerepet
jatszik a testsuly szabdlyzasaban a hipotalamikus teltségérzet és az energia hasznositas
szabalyzasan keresztiil. Marco és munkatarsai szerint elhizasban ez a hipotalamikus
jelatvitel karasodhat, mivel magas zsirtartalmt taplalékon tartott, elhizott patkanyok
munkatarsai. pedig a POMC gén 2-es intron és 3-as exon kapcsolddasi szakaszanak

hipermetilacidjat hoztak kozvetlen dsszefiiggésbe a gyermekkori elhizéssal [22-24]. Tehat
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az elhizas és az epigenetikai Utvonalak szdvevényes kapcsolata csak kis részleteiben

ismert, 4&m igen intenziven kutatott teriilet.

I1.3.3. Az epigenetika és a D-vitamin kapcsolata

A D-vitamin és az epigenom szamos szinten kapcsolddik egyméshoz. A D-vitamin
aktivacidja és metabolizmusa egy Osszetett folyamat, amelyet a vesében, majban és mas
szervekben talalhato citokrom P450 enzimek altal megy végbe (pl.: 25-hidroxilaz
(CYP2RI), la-hidroxilaz (CYP27B1), 24-hidroxilaz (CYP24A1). Ezen enzimek aktivitasat
¢és kodolo géneik expresszidjat olyan epigenetikai mechanizmusok is nagy mértékben
befolyésoljak, mint a DNS metilacio [105]. A D-vitamin nukleéris receptoran (VDR)
keresztiil olyan epigenetikai utvonalakat befolyasol, amelyek mind a metabolizmusban,
mind pedig a sejt proliferdcioban lényeges szerepet jatszanak. Ezeket a hatasokat a
VDR/RXR komplex foként hiszton modifikacio, ezen belill is leggyakrabban hiszton
acetilacio, tehat Iényegében transzkripcid aktivalas tjan fejti ki, &m szamos tanulmany
szamol be a VDR génen talalhaté DNS metilacios helyekrdl (un. CpG szigetekrol) és azok
eltérd metilacids mintazatairol, amelyek a VDR gén mikddésére lehetnek hatassal egyes
metabolikus, ill. daganatos korképekben [106, 107]. A legujabb kutatdsok alapjan
feln6ttekben az alacsony 250HD3 vitamint-szint megndvekedett testzsir mennyiséggel,
BMI-vel, mortalitassal, valamint gyakoribb 2-es tipusi  cukorbetegséggel,
kardiovaszkularis betegségekkel és diszlipidémidval hozhaté Osszefiiggésbe [108-113].
Ezen megfigyelések Osszeségiikben arra engednek kdvetkeztetni, hogy az alacsony D-
vitamint-szint és az azzal jard szovodmények kozvetett Osszefiiggésben éallhatnak a D-
vitamin metabolizmusédban szerepet jatszo enzimek epigenetikai szabalyzasaval, foként a
DNS metilacioval. A D-vitamin metabolizmushoz kapcsolt €s a D-vitamin receptor gének
expresszidjat szamos daganat-oriendlt tanulméanyban vizsgaltdk, de a metabolikus

eltérésekben, foként elhizott gyermekek korében szinte alig [114].
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II1. Célkitiizések

Célkitiizésiink volt az alabbi hipotézisek bizonyitasa:

III.1. Mire az elhizott gyermekek korhédzi kivizsgdlasra és ellatdsra keriilnek, jelentds

résziikben mar kialakultak az elhizéssal 0sszefiiggd koros laboreltérések és szovédmények.

II1.2. Betegeinkben a vérbdl meghatdrozhatdé 250HD3 vitamint-szint ¢és az elhizas
mértéke kdzott kapcesolat 4ll fenn.
Mivel a D-vitamin anyagcsere jellegzetesen megvaltozik az elhizasban ¢s az alacsony D-

vitamin-szint €s inzulinrezisztencia gyakran fordul el6 az elhizassal egyiitt.

II1.3. A D-vitamin aktivacidjaban és D-vitamin receptor medialt hatdsdban is szerepet jatszo,
CYP27B1 és VDR gének DNS metilaltsagi szintje és a gyermekkori elhizas mértéke osszefiigg.

Mivel az aktiv D-vitamin-szint kialakitasaban fontos 1-alfa-hidroxilaz génje, szdmos mas
génnel egylitt része az ,,obez epigenetikus mintanak”, a D-vitamin az epigenetikus
szabalyozason keresztiil kapcsolodik be az obezitdsban és metabolikus szindromaban

jellemzd mintazatba.

II1.4. A metabolizmust kozvetleniil befolydsold IGF?2 illetve POMC gének metilaltsagi
szintje, egyben ennek gyermekkori elhizds mértékére gyakorolt hatdsa jelentds szereppel
bir a gyermekkori elhizasban.

Mivel az ,.elhizasra hajlamos alkat” tobb komponensbdl tevodik Ossze, atorokitésében

epigenetikai mechanizmusok fontos szerepet jatszanak.

IIL5. A Prader-Willi-szindrémas és a Prader-Willi like fenotipusu gyermekek esetében a

Holm kritériumrendszer szerinti besorolas klinikailag hasznos.

szindromas és a nem szindrémas esetekben, ezért az altalunk kidolgozott, a Prader-Willi-
szindréma els6 vonalbeli sziirésére alkalmas.
Ez a DNS metilacion alapuld vizsgalati metodika validalhatd sajat Prader-Willi-

szindromas betegek bevonasaval.
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IV. Médszerek
IV.1. Betegek

IV.1.1. Elhizott gyermekek

Osszesen 82 (40 fiut és 42 lanyt), 95. percentil feletti kor- és nem specifikus BMI-vel
rendelkezd, egyebekben egészséges, 3 ¢és 18 év kozotti gyermeket vontunk be
vizsgélatunkba. Rogzitettiik az antropometriai (magassag, teststly, derékkorfogat, sziiletési
suly és -hossz) és a metabolikus paramétereiket (lipid profil, ¢homi vércukor — és inzulin
szint, oralis gliikkoz tolerancia teszt eredményei), a D-vitamin (250HD3 vitamin), a
parathormon ¢és a TSH szintjiiket, a pubertars statuszukat és 24 6ras vérnyomasmérést is
végeztliink. Minden egyes esetben BMI SDS-t szamoltunk annak érdekében, hogy az elhizas
mértékét relativizalni tudjuk. Meghatdroztuk a koéros metabolikus eltéréseket, az elhizéssal
kapcsolatban all6 szovédmények jelenlétét (1. tdblazat). Egy altalunk dsszedllitott kérddiv
segitségével az anamnesztikus adatok felvételekor kitértiink a terhesség soran felmeriild
komplikéacidkra, anyai stlyndvekedés mértékére, perinatilis eseményekre, fejlédés
menetére, a jelenlegi étkezési szokasokra és életmodra (1. melléklet). A gyermekek
kivizsgalasa és kovetése a Semmelweis Egyetem Il.sz Gyermekgyogyaszati Klinikéjan
tortént.

Megfeleld tdjékoztatds és sziildi irdsos belegyezés utan minden esetben periférias

vérmintat vettlink DNS izolalas céljabol.
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1. tdblazat: Elhizassal kapcsolatos szovodmények és megallapitasukhoz alkalmazott
hatarértékek

Az elhizassal egyiitt szovodménykent leggyakrabban a magas vérnyomas, a lipid profil
eltérések, a magas hugysavszint és az szénhidrat anyagcsere zavarok fordulnak elo. Az
alabbi tablazatban az altalunk vizsgalt gyermekek esetében hasznalt, diagnosztikus

hatarértékeket (cut off értékek) tiintettiik fel.

Szovodmények cut off értékek

Hiperténia 24 6ras ABPM alapjan szisztolés és /vagy disztolés
atlag érték 95. pc felett

Hiperkoleszterinémia Osszkoleszterin szint alapjan 4,9 mml/I <

Hiperurikémia 400 pmol/l <

Novekedett éhomi vércukor (IFG) | éhomi vércukor: 6,1 -6,9 mmol/l
120 perces vércukor: <7,8 mmol/l

Csokkent gliikéztolerancia (IGT) | ¢homi vércukor: <7mmol/l
120 perces vércukor: 7,8 -11 mmol/l

Diabetes mellitus (DM) ¢homi vércukor: 7mmol/I<
120 perces vércukor: 11,1 mmol/l <

IV.1.2. Prader-Willi-szindroma gyanius betegek

A markéns klinikai tlinetek alapjan (pl.: hipotonia, csecsemdkori taplalasi nehézségek,
hipogonadizmus, enyhe, ill. kdzepes fokt mentalis retardacid, viselkedési zavarok,
gyermekkori elhizas és hiperfagia) 17, a klinikdnkon valé megjelenéskor 18 év alatti,
PWS gyanis gyermeket vizsgaltunk retrospektiven. Az anamnesztikus adatgylijtés
kiterjedt a perinatalis anamnézisre, fejlédési adatokra, antropometriai paraméterekre,
illetve a Holm szerinti major é¢s minor kritériumok regisztralasara

Mind a 17 gyermektdl és 3 sziildpartdl friss vérmintat vettiink. Kontrollként két
egészséges egyéntdl szarmazd DNS mintat hasznaltunk. Minden esetben, az egészséges
kontrollokéban is, részletes tajékoztatason alapulo, irdsos, sziildi beleegyezést kértiink a
vizsgalathoz. A vizsgalat nem sértette a Helsinki Deklaraci6 emberi DNS vizsgélatokra

vonatkozo eldirasait.

IV.1.2.1. Holm score megallapitasa
A Prader-Willi-szindroma diagnozisa fizikalis vizsgalat sordn meriil fel, amelynek

igazolasara tovabbi genetikai vizsgalat sziikséges. A klinikai diagnozis a kor specifikus
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tiinetek regisztralasabol 4ll, amelyhez Holm és munkatarsai dolgoztak ki egy

pontozason alapul6 kritériumrendszert (2. tablazat).

2. tablazat: Holm szerinti major és minor kritériumok Prader—Willi szindroma
klinikai diagnosztizalasara

PWS diagnozisanak kritériumai sziiletéstol 3 éves korig: 5 pont pont elérése, amelybdl 4
pontot a major kritériumoknak kell kitennie, 3 éves kortol felnott korig: 8 pont elérése,

amelybdl legalabb 5 pontot a major kritériumoknak kell kitennie [27]

Major kritériumok (1 pont) Minor kritériumok (0,5 pont)
ujsziilottkori hipotonia csokkent magzati aktivitas
csecsemdkori taplalasi nehézségek stirti nyal
kifejezett silyndvekedés alvaszavarok / alvési apnoe
hipogonadizmus viselkedésbeli problémak
megkésett fejlodés alacsony termet
hiperfagia kényszeres borcsipkedés
jellegzetesen diszmorf arc hipopigmentaciod
kicsi kezek és/vagy labak
szem rendellenességek (esptropia, myopia)
artikulacios nehézségek
keskeny kezek egyenes ulnaris szegéllyel

IV.2. Molekularis genetikai vizsgalatok

IV.2.1 Elhizott és Prader-Willi-szindroma gyanus betegek mintain elvégzett

vizsgalatok

1V.2.1.1 DNS izolalas és biszulfit kezelés

Minden esetben a periférids teljes vérmintabol torténd genomialis DNS izolalas High
Pure PCR Template Preparation Kit-tel (Roche Biomedical Laboratories, Burlington,
NC, USA), az ezt kdvetd biszulfit konverzi6 EZ DNA Methylation™ Kit-tel (Zymo
Research, Irvine, CA, USA) tortént. 1 pg periférids vérbdl izolalt DNS kertilt

konverzidra, majd a biszulfit konvertalt mintakat 10 pl-re higitottuk a gyart6 utasitasa

crer

hataroztuk meg, ‘ssDNA’ beallitast hasznalva.
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1V.2.1.2 Biszulfit szekvenalé polimeraz lancreakcio (BS-PCR)

Mind az elhizott gyermekben vizsgalt gének (POMC, IGF2, CYP27B1, VDR), mind pedig a
Prader-Willi-szindroma kialakulaséért felelés SNRPN (Small Nuclear Ribonucleoprotein-
alkalmaztuk a BS-PCR technikat.

In silico CpG sziget azonositashoz CpG Plot EMBOSS Application

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/index.html) programot hasznaltuk.

Biszulfit-szekvenal6 PCR reakcidk a PyroMark Assay Design software (SW 2.0,
Qiagen Inc.,Valencia, CA, USA) segitségével tervezett, a metildciés mintdzatot
leginkdbb mutatdé CpG regidkra fokuszalo primerekkel zajlottak (forward primer és
biotinnal jeldl reverz primer)). A primerek specificitasat in silico BiSearch software-rel
(http://bisearch.enzim.hu) teszteltiik (3. tablazat).

A BS-PCR reakciokhoz AmpliTaq Gold 360 Master Mix-et (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA), LightCycler® 480 ResoLight Dye (Roche, Bazel, Svéjc) festéket hasznaltunk, a
primerek végkoncentracidgja 0,2 pM volt. 2040 ng biszulfit konvertalt DNS keriilt

reakcionként a 15 pl-es végtérfogatba. Az MgCl, végkoncentracija SNRPN gén esetében 3,5
mM, CYP27B1 és az IGF2 gén esetében 2,5 mM, a VDR és POMC gének esetében 1,5 mM
volt. A wvalos idejli PCR sordn a kovetkezd LightCycler® 480 System beallitasokat
alkalmaztuk: 95 °C 10 percig, utana 95 °C 30 masodpercig, 60 °C 0,4 °C-os ciklusonkénti
csokkenéssel 30 masodpercig, 72 °C 30 masodpercig 10 touchdown ciklus alatt, ezt kovetden
amplifikacio: 95 °C 30 masodpercig, 56 °C 30 masodpercig, és 72 °C 30 masodpercig 50
cikluson keresztiil. A PCR ciklusok befejeztével, a nagyfelbontdsti olvadaspont elemzés
(HRM) a kovetkezOképpen zajlott: denaturacié 95 °C-on 1 percig, 40 °C-ra hiités utdn a
homérsékletet tartva 1 percig, utdna folyamatos melegités 95 °C-ra. Olvadaspont mérés soran
folyamatos melegités kozben fokonként 20 alkalommal detektaltuk a fluoreszcens jeleket.

A metilaltsagi értékek becsléséhez a normalizalt MS-HRM gorbék negativ derivaltjat
vettiik alapul, ezekhez a LightCycler® 480 Software 1.5.0 és a LightCycler® Gene
Scanning software segitségével jutottunk hozza.

Az MS-HRM assay-k kalibralasa in vitro biszulfit konverzion atesett teljesen metilalt
(100%) és metilalatlan (0%) standard DNS-ek keverékébdl szadrmazo, kiilonb6zo
metilaltsaga (0%, 10%, 25%, 50%, 75%, 100%) mintakkal tortént, amelyek a MS-HRM

vizsgalat soran jelentették a viszonyitdsi pontokat. A metilaltsdgi szint megéllapitasa
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minden vérminta esetében, a beteg és a standard mintdk vizudlis Osszehasonlitasaval

tortént, két kiilonb6zo szakérté bevonasaval.

1V.2.2. Elhizott gyermekek mintajan elvégzett vizsgalatok

1V.2.2.1. Piroszekvenalas

A metabolizmussal kapcsolatos POMC és IGF2, valamint a D-vitamin anyagcserében
¢s jelatvitelben jelentOs szerepet jatsz6 CYP27BI ¢és VDR gének egzakt CpG
metilaltsagi mértékét hataroztuk meg piroszekvenaléassal.

A heterogén BS-PCR termékek bazisosszetételét direkt szekvenaldssal hataroztuk meg.
Az eredetileg metildlatlan citozinok helyén timin, mig a metilaltak helyén citozin
detektalhatd. Mivel csak a CpG citozinok metilalodhatnak, ezért ezek helyén a BS-PCR
termékben citozin és timin is eléfordulhat, DNS-en talalhatd 6sszes tobbi citozin helyén
timin marad. A Qiagen PyroMark System (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) altali
piroszekvenalassal megallapitottuk, hogy a vizsgalt génszakaszokrol amplifikalt BS-PCR
amplikonokban a CpG citozinok helyén milyen aranya a citozinoknak és a timineknek,
ebbdl szamitottuk ki az adott CpG metildltsagat. A maximum 100 bazispar hosszusagi
szakaszok elemzése a PyroMark Q24 (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) szekvenald
géppel, PyroMark Gold Q24 Reagens-t (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) alkalmazva, a
gyartd utasitasainak megfelelden tortént. A DNS tisztitas, valamint a biotinizalt egyszalu
DNS tovabbi vizsgalata a PyroMark Assay Design software, SW 2.0 (Qiagen Inc.,
Valencia, CA, USA) segitségével tervezett, specialis, CpG szigeteket lefedd szekvenald
primereket felhasznalod reakcidok soran tortént (3. tdblazat). A szekvenalds soran kapott
eredményeket a PyroMark Q24 software v2.0.6 (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA)
segitségével értékeltiik ki. A vizsgalt DNS szakasz atlagolt szazalékos metilacidjat

hataroztuk meg piroszekvenalés soran.
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3. tablazat: A biszulfit szekvenalo PCR reakcio és a piroszekvenalas soran vizsgalt

target gének, azokhoz tart6zo assay-k és primerek

A BS-PCR soran sajat tervezesii, forward — és biotinnal jel6lt reverz primereket, mig a

piroszekvenalas kivitelezésekor szekvenalo primereket alkalmaztunk. Mind a VDR, mind

pedig a CYP27 génekhez tobb Assayt terveztiink a promoter régio teljes lefedése
érdekében. CYP27BI: I-alfa-hidroxilaz gén, VDR: D-vitamin receptor gén, IGF2:

insulin like growth factor gén, POMC: proopiomelanokortin gén, SNRPN: Small

Nuclear Ribonucleoprotein-Associated Protein N gén

Target gén | Forward primer

és assay

Reverse primer (biotinnal

jeldlt)

Szekvenalo primer

IGF2 GGGATTGGGTTAG | CCCCCCCAAAAATAACC | GGGTTAGGAGAA
Assayl GAGAAGT AACAAT GTTTTA

POMC GTTGGAAAGGGGT | ACACCCACAAAACCACT | TTTAGGAAGAAT
Assay7 TGGAATTAGTA CCTAACTTCTAC TTAATTATGGAT
SNRPN GAGGGAGTTGGGA | AATAACCCCTCCCCAAA

Assayl TTTTTGT CTATCTCTT
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IV.2.3. Prader-Willi-szindroma gyanus betegek mintain elvégzett vizsgalatok

A PWS klinikai diagndzisat mutatd betegeken végzett metilacid specifikus multiplex
ligacio fiiggd proba amplifikacid (MS-MLPA) segitségével mind a target 15q11q13 régio
kopia szama, mind pedig a metilacids statusz megallapithato, tehat a betegség fennallasa
igazolhat6 vagy elvethetd volt. Az uniparentalis diszomia illetve az imprinting defektus
tovabbi elkiilonitésére, tehat a diagnozis genetikai hatterének pontositasara a

mikroszatellita analizist (MSA) alkalmaztuk.

1V.2.3.1 Multiplex ligacio fiiggé proba amplifikacio (MS-MLPA)

A SALSA MEO028 (lot B2-0413 ¢és B2-0811) MS-MLPA mixet az MRC-Holland-t61
(Amszterdam, Hollandia) rendeltiik. A proba mix 32 specifikusan a Prader-Willi-
/Angelman- szindromdban érintett 15q11q13 régiot lefedd probat tartalmazott. Ezek
koziil 5 MS-MLPA proba egy imprintalt szekvenciara és egyben a metilacio érzékeny
Hhal enzim felismerd helyére volt specifikus. 14 MLPA proba a PWS/Angelman région
kiviil helyezkedett el és kontrollként funkcionalt mind a kopiaszam kvantifikécio, mind
pedig az MS-MLPA soran torténé Hhal enzim altali emésztés teljességének
ellendrzésére. Minden minta esetében 100ng genomidlis DNS keriilt reakcionként
felhasznaldsra. A mintdkat 60 °C-on torténd 16 6ras hibridizacié utan két aliquot részre
osztottuk. Az els6t ligacionak, mig a masodikat ligacionak és enzimatikus emésztésnek
vetettiik ald. Ezek utdn PCR amplifikdciét hajtottunk végre a mintdkon. Minden PCR
termékhez (1 pl) belsé standardot (1 pl) és deionizalt formamidot (20 pl) adtunk, majd
ABI-3100 Genetic Analyzer DNS szekvenalé (Applied Biosystems, Life Technologies,
Waltham, MA, USA) segitségével analizaltuk a kapott eredményeket.

1V.2.3.2. Mikroszatellita analizis (MSA)

MSA soran mind a gyermekek, mind pedig a sziilék DNS mintdit megvizsgaltuk. A
15q11ql3 régiora specifikus 5 markert hasznaltunk (D15S8541, DI15S817, D15S5128,
DI15S51234 és D15S8822) a multiplex PCR utan, amelyet a Qiagen Multiplex PCR Kit-tel
(Qiagen, Valencia, CA, USA) végeztiink. A PCR reakci6 25 pL. végvolumene 100 ng DNS-
t és minden primerbdl 2 uM-t tartalmazott. Az amplifikaci6 elsé 1épése denaturacio volt,
95°C-on 15 percig, amelyet 35 ciklus kovetett (30 masodperc 94°C-on, 90 masodperc
58°C-on, 90 masodperc 72°C-on), végiil 10 percig 72°C-on, majd 4°C-on hiités).
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Harom, PWS/Angelman région kivill esdé 16kusz (D15S144, D15S1007 és D15S642)
genotipizalasa segitett kiilonbséget tenni a delécid és az uniparentalis diszomia kozott:
az apai kritikus régio hidnya és biparentalis megjelenés a région kiviil egyiittesen
deléciot jelentett, mig az uniparentalis 6roklddés mind a kritikus régidoban, mind pedig
azon kiviil, uniparentalis diszémidra utalt.

A MSA soran a floureszcensen jeldlt PCR termékeket ABI 3100 Automatic Capillary
Genetic Analyzer, GeneScan ¢és Genotyper software (Applied Biosystems, Life

Technologies, Waltham, MA, USA) segitségével detektaltuk.

I1V.3. Statisztikai modszerek

Az elhizott gyermekek esetében a vizsgdlt paraméterek jellemzésére leiro statisztikai
modszert (atlag+SD) hasznaltunk. Az elhizds mértékének, valamint a D-vitamint-szintnek
¢s a gyermekek antropometriai, valamint metabolikus paramétereinek Osszefliggéseit paros
Student #-teszttel és Pearson korrelacios analizissel vizsgdltuk Az egyes gének DNS
metilacidjanak az elhizassal és a D-vitamin statusszal vald kapcsolatat linearis regresszios
modellekkel irtuk le.

A Prader-Willi-szindromas esetekben a kis elemszam miatt statisztikai analizis nem

tortént.

1V 4. Statisztikai szoftverek

Tudoményos vizsgélataink elvégzéséhez sziikséges statisztikai analizisek sordn
GraphPad Prism 6 szoftvert (2015 GraphPad Software, Inc., California, USA) és SPSS
20.0 szoftvercsomagot (IBM Co., Armonk, NY, USA) hasznaltunk.

IV 5. Etikai engedélyek

Az epigenetikai vizsgdlatok az Egészségligyi Tudomanyos Tandcs Tudoményos és

Kutatésetikai Bizottsdganak engedélyével torténtek (5488/2012/EKU).
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V. Eredmények

V.1. Az elhizott gyermekek metabolikus statuszanak felmérése, illetve
az esetiikben el6forduld, a metabolikus statusszal szorosan osszefiiggo

szovodmények gyakorisaganak leirasa

Az antropometriai adatok elemzése soran egy betegnél extrém talsulyt (159,2 kg) és
BMI SDS (16,38) értékeket talaltunk, ezért az adattorzitas elkeriilése érdekében kizartuk
a tovabbi vizsgalatokbol.

A vizsgélatba torténd bevalasztasnal 42 lanybol 33, 41 fit koziil pedig 27 volt a pubertas
valamely stadiumaban, a két nem atlag életkora kozel allt egymashoz (lanyok: 12,5+3,1,
fink: 12,942.6). Az antropometriai ¢és metabolikus adatok nemek szerinti
Osszehasonlitasakor a lanyok a fiukhoz képest nagyobb BMI SDS-sel, birtak (4,5+0,3 vs.
3,94+0,2, p = 0,1571), a fiikk esetében a varandossag alatti anyai sulyndvekedés nagyobbnak
bizonyult, mint a ldnyok esetében (13,7£2,5 vs 11,9+1,5 , p = 0,5488), am ezen
kiilonbségek nem bizonyultak szignifikdnsnak. A lanyok glutamat-piruvat tanszaminaz
(GPT), valamint alkalikus foszfatdz (ALP) szérum szintjei szignifikdnsan alacsonyabbnak
bizonyultak a fiukénal (28,1£3,8 vs.18,23+1,3, p = 0,0228 ; 230,3+16,4 vs. 184,2+15,6, p =
0,0452) (4. tablazat).

A 82 elhizott, de egyebekben latszolag egészséges gyermek kozil 27-nél taldltunk
legalabb egyet az alabbi harom, elhizashoz kapcsolhatd szovodmény koziil: 24 oras
vérnyomasmérés (ABPM) soran megallapitott hipertonia, szénhidrat anyagcserezavar
(orélis gliikdéz tolerancia teszt alapjan — csokkent gliikéz tolerancia), diszlipidémia
(emelkedett Osszkoleszterin érték). Egy gyermeknél a megemelkedett higysavszint
mellett mind a harom, mar emlitett szovoddmény egyszerre volt jelen. Eredményeink
alapjan a hipertonia és a diszlipidémia 6nalloan 18,29-18,29%-ban, mig a szénhidrat
anyagcserezavar 13,41%-ban fordult eld. Az 55 vizsgélt gyermek koziil, akinél e harom
sz6védmény nem volt kimutathato, 9 esetben igazoltunk izolalt hiperurikémiat. Osszesen
36 esetben volt jelen legalabb egy, az elhizdshoz kapcsolhatd szovodmény (ez a vizsgalt

gyermek 43,9 %-a), 46 gyermeknél pedig nem volt kimutathaté szo6védmény (4. abra).
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4. tdblazat: Az antropometriai ¢és a metabolikus paraméterek nemek szerinti

osszehasonlitasa

SD: standard devidcio, BMI SDS: body mass index standard deviation score, HDL:

high-density lipoprotein, ALP: alkalikus foszfataz , SGOT: szérum glutamat-oxdlacetat

aminotranszferaz, SGPT: szérum glutamdat-piruvat aminotranszferdaz

Pubertas statusz (pub / 6sszes; %

33/42 (78,57%)

27/40 (67,5 %)

Kor (évek) 12,5£3,1 12,9+2.6 0,5819
BMI SDS 4,5+0,3 3,9+0,2 0,1571
Derékkorfogat (cm) 99,3+17,7 104,2+14,4 0,2547
Terhesség alatti anyai sulynovekedés (kg) 11,9+1,5 13,7£2,5 0,5488
OsszKkoleszterin (mmol/l) 4,58+ 0,9 4,55+0,9 0,2214
HDL (mmol/l) 1,15+ 0,3 1,17+0,3 0,7863
Triglicerid (mmol/l) 1,4+0,6 1,46+0,7 0,6837
ALP (IUN) 184,2+15,6 230,3+16,4 0,0452*
SGOT (1UN) 20,29+6,1 22,17+£7,1 0,3130
SGPT (IU/) 18,23+1,3 28,10+£3,8 0,0228*
éhomi vércukor (mmol/l) 4,97+0,4 5,11+0,5 0,1818
250HD3 vitamin (ng/ml) 18,25+6,4 19,26+7,5 0,5146

*p< 0,005

4 )

Szénhidrat anyagcsere zavar
n=11
4
55
- J

4. abra: A metabolikus szovodmények prevalenciaja elhizott gyermekekben (N = 82)
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V.2. A 250HD3 vitamint-szint és a metabolikus paraméterek, valamint az elhizas

mértékének és az altalunk vizsgalt gének metilaltsagi fokanak kapcsolata

Megvizsgaltunk, hogy a szérumbol legegyszeriibben vizsgalhaté 250HD3 vitamint-szint
illetve az altalunk vizsgélt metabolikus paraméterek, valamint az elhizds mértéke kozott
fennall-e szignifikdns pozitiv vagy negativ irdnya Osszefliggés, azonban kozvetlen
kapcsolatot statisztikailag igazolni nem tudtunk. Nem taldltunk szignifikdns Osszefliggést
sem a metabolizmust befolyasold gének (POMC, IGF2), sem pedig a CYP27B1 gén
metilaltsaganak mértéke és a 250HD3 vitamint-szint kozott sem, azonban a VDR gén
metilaltsagi foka tendencidzus pozitiv dsszefliggést mutatott a szérum 250HD3 vitamint-

szintjével (r =0,2053 , p = 0,066) (5.tablazat).

5. tablazat: A 250HD3 vitamint-szint Osszefiiggése egyes antropometriai és
metabolikus paramétekkel, valamint a vizsgalt DNS szakaszok metilaltsagi szintjével
BMI SDS: body mass index standard deviation score, HDL: high-density lipoprotein,
ALP: alkalikus foszfataz, SGOT: Serum glutamic oxaloacetic transaminase, SGPT: Serum
glutamate-pyruvate transaminase, VDR: D-vitamin receptor gén, CYP27BI:lI-alfa-
hidroxilaz gen, IGF2: insulin like growth factor gén, POMC: proopiomelanokortin gén

osszefiiggésnél vizsgalt r érték p érték
paraméterek

250HD3 vitamin (ng/ml) | BMI SDS -0,1191 0,2866
Derékkorfogat (cm) -0,1193 0,3682
Osszkoleszterin (mmol/1) -0,01635 0,8848
HDL(mmol/1) -0,1465 0,1946
Triglicerid (mmol/1) -0,0764 0,5061
ALP (IU/T) 0,03449 0,7705
SGOT (IU/N) 0,1546 0,2786
SGPT (IU/1) 0,04095 0,787
¢homi vércukor (mmol/l) 0,002146 0,9847
¢homi inzulin (mIU/1) -0,02664 0,8145
HOMA index -0,04825 0,6669
hagysav (umol/l) 0,05179 0,6482
VDR 2 metilacios % 0,2053 0,066
VDR 3 metilacios % 0,1649 0,1388
CYP27B1 1 metilacios% 0,1245 0,2652
CYP27BI1 2 metilacios % | 0,1033 0,3618
IGF2 metilacios % -0,05146 0,6503
POMC metilacios % 0,1664 0,1352

p<0,05
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5.abra: A 250HD3 vitamint-szint 0sszefiiggése a vizsgalt gének DNS metilacios
mértékével

Szignifikans correlacio nem igazolodott a 250HD vitamin szint és a DNS metilaltsagi
dllapot kozott. Egyediil a VDR gén DNS metilaltsaga mutatott tendenciozus

osszefiiggest a D vitamin szinttel. (p<0,05)

V.3. Az elhizas mértékének és a D-vitamin metabolizmussal kapcsolatos (VDR,

CYP27BI) gének DNS metilaltsagi fokanak osszefiiggései

Az elhizds mértékét a BMI SDS értékek kiszamitasaval relativizaltuk. Ezutan
megvizsgaltuk, hogy milyen 6sszefliggés figyelhetd meg az elhizas mértéke és az altalunk
vizsgalt gének DNS metilaltsagi foka kozott (Pearson korrelacios analizis). A D-vitamin
metabolizmusban szerepet jatszo gének kozil a VDR metilaltsdga nem mutatott
Osszefliggést az elhizédssal, azonban az 1-alfa-hidroxildz aktivitasért felelos CYP27B1 gén
metilaltsagi szintje, az altalunk vizsgélt promoter régioban pozitiv korrelaciot mutatott az
elhizas mértékével. Tehat minél nagyobb foku volt az elhizés, annal nagyobb mértékben

metilalodott az adott génszakasz (6. tablazat).

V.4. Az elhizas mértékének és a metabolizmussal kapcsolatos (POMC, IGF2) gének

DNS metilaltsagi fokanak osszefiiggései

Az elhizds mértékét BMI SDS-ben fejeztik ki és megvizsgaltuk a metabolizmust
befolyasold gének metilaltsagi szintjével valo osszefliggését (Pearson korreldcios analizis).

Az anorexigén hatast kozvetitd neuropeptidet kodoldo POMC gén metilaltsagi foka nem
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mutatott kapcsolatot az elhizas mértékével, mig a névekedést kdzvetleniil befolyasolo IGF2
gén esetében szignifikdns negativ Osszefliggést talaltunk. Tehat minél nagyobb volt az
elhizas mértéke, anndl kevésbé volt metilalt az IGF?2 génszakasz (6. tablazat, 6. dbra).

A statisztikai elemzések soran a potencidlis outlierek kizarasa nem modositotta a talalt

korrelaciok szignifikancidjat.

6. tablazat A BMI SDS és metabolikus paraméterek, valamint a DNS metilacio
mértékének osszefiiggése

Szignifikans pozitiv korrelacio igazolddott a BMI SDS és a derékkorfogat (r = 0,5655,
p<0,0001) , az €¢homi inzulinszint (r = 0,3539, p = 0,0013), a Homeostasis Model
Assessment (HOMA) index (r = 0,2757,p = 0,0122), a hagysavszint ( r = 0,2333, p =
0,0373), valamint a CYP27B1 gén metilaltsagi mértéke (r = 0,2371, p = 0,0342) kozott.
Szignifikans negativ korreldciot mutatott az elhizas mértéke és az IGF2 gén metilaltsagi
statusza (r = -0,305, p = 0,0059).

BMI SDS: body mass index standard deviation score, HDL. /high-density lipoprotern,
ALP: alkalifus foszfatdz, SGOT: Serum glutamic oxaloacetic transaminase, SGPI Serum
Llutamate-pyruvate transaminase, VOR: D-vitamin receptor gen, CYP27B/: [-alfa-
hidroxilaz gen, IGF2. insulin life growth factor gén, POMC: proopiomelanofortin gen

BMI SDS Derékkorfogat (cm) 0,5655 <0,0001*
Osszkoleszterin (mmol/1) 0,1545 0,1684
HDL(mmol/l) -0,07089 0,532
Triglicerid (mmol/l) 0,02641 0,8185
ALP (IU/) -0,1698 0,1481
SGOT (IU/N) -0,0574 0,6891
SGPT (IU/1) 0,01273 0,9331
¢homi vércukor (mmol/1) -0,1765 0,1127
¢homi inzulin (mIU/1) 0,3539 0,0013*
HOMA index 0,2757 0,0122*
htugysav (umol/l) 0,2333 0,0373*
VDR 2 metilacios % -0,06579 0,5595
VDR 3 metilacios % -0,1531 0,1697
CYP27B1 1 metilacios% 0,1816 0,1025
CYP27B1 2metilacios % 0,2371 0,0342*
IGF2 metilacios % -0,305 0,0059%*
POMC metilacios % 0,1334 0,2321

*p<0,05
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6. abra A BMI SDS és metabolikus paraméterek, valamint a DNS metilacio
mértékének osszefiiggése

Szignifikans pozitiv korreldcio igazolodott a BMI SDS és a derékkorfogat, az éhomi
inzulinszint, a Homeostasis Model Assessment (HOMA) index, a hugysavszint, valamint
a CYP27B1 geén metilaltsagi meértéke kozott. Szignifikans negativ  korrelacio

mutatotkozott az elhizds mértéke és az IGF2 gén metilaltsagi statusza kozott. (p<0,05)

A CYP27BI és IGF2 gének metilaltsagi mértékének és a 250HD3 vitamin, valamint a
BMI SDS kapcsolatanak tovabbi elemzése céljabol linedris regresszids modellt
alkalmaztunk. Mivel ismert, hogy az IGF2 befolyasolja a ndvekedést €s a testosszetételt
¢s a D-vitamin-hidny tarsulhat magasabb BMI-hez, a CYP27BI1 pedig az 250HD3
vitamin aktiv 1,25(OH)2 D-vitaminna alakitja, ezeket a valtozdkat hasznaltuk
elemzésiink soran. Linedris regresszios modelliinket 1€pésrdl 1épésre (stepwise)
bovitettik a fenti valtozokkal, ha egy valtozO nem javitotta a modell
magyarazhatdsagat, akkor kizarasra keriilt (backward elimination) (7. tablazat). Tehat a
végsd modell alapjan a BMI SDS ¢és a CYP27B1 valamint az IGF2 gének metilaltsagi

statusza kozott statisztikailag igazolhat6 a kapcsolat.
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7. tablazat: Linearis regresszios modellek osszefoglalasa

Az 1. modellben a CYP27B1, IGF2 metilaltsagi szintje és a D-vitamint-szint szerepeltek
valtozoként. A CYP27BI és az IGF2 gének metildacios statusza szignifikans osszefiiggest
mutatott a BMI SDS-sel, mig a D-vitamint-szint és a BMI SDS kozott dsszefiiggés nem
volt igazolhato. Tehat a D-vitamin nem javitotta a modell magyardzhatosagat, ezert
kizardsra keriilt (adjusted R> = 0,96 vs 0,98). A végsd, CYP27B1 és IGF2 gének
metilacios statuszat és BMI SDS-t tartalmazo 2. modell a variancia 9,8%-at tette ki és

statisztikailag szignifikans volt (F(2,78) = 5,246 p = 0,007).

Modell t koefficiens | regresszid | regresszio | R2 adjusted
Szig. F Szig. R2

1.

BMI SDS | 2,735 | 0,007 3,766 0,014 0,130 | 0,096

(konstans)

IGF2 metilacios % | -2,423 | 0,018

CYP27B1 1,899 | 0,061
metilacios %
250HD3 vitamin | 0,912 | 0,365

(ng/ml)

74,

BMI SDS 2,899 | 0,005 5,246 0,007 0,121 | 0,098
(konstans)

IGF2 metilaciés % | -2,329 | 0,023

CYP27B1 2,032 | 0,046

metilacios %

V.5. Prader-Willi-szindromas, illetve Prader-Willi like fenotipusu gyermekeknél a

Holm kritériumrendszer klinikai jelentoségének bizonyitasa

A genetikai vizsgalatok eredményeit az altalunk regisztralt Holm score-ral dsszevetve, a
genetikailag igazolt PWS betegek esetében a kritériumrendszer szerinti pontszam
nagyobbnak bizonyult a Prader-Willi like fenotipussal rendelkezd, de a Prader—Willi
szindromara jellemzd genetikai eltérésekkel nem rendelkezék pontszamanal (8.
tablazat). Felmértiik azt is, hogy major és minor kritériumok az altalunk vizsgalt

betegekben milyen gyakorisagi sorrendben jelentkeztek (9. tablazat).
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V.6. A Prader-Willi-szindroma elsédleges igazolasara alkalmazhato, altalunk

kidolgozott DNS metilacios vizsgalat eredményei

A BS-PCR ¢és nagyfelbontasi olvadaspont elemzés eredménye alapjan egyértelmiien
elkiiloniilt az SNRPN régid metilaciés mintdzata a PWS és a nem-PWS esetekben. (7.
abra). A sajat tervezésit HRM ¢és a nemzetkozileg elterjedt MS-MLPA modszerekkel 17
PWS-gyants beteg DNS mintajat teszteltiik, Prader-Willi-szindréma 6 esetben igazolodott.
Ezekben az esetekben a tovabbi besorolds érdekében MSA vizsgélatot végeztiink, amellyel
1 betegnél deléciot, 2 betegnél pedig uniparentalis diszomiat igazoltunk. Egy beteg esetében
az imprinting defektust az uniparentdlis diszomiatél nem tudtuk elkiiloniteni, mivel a
hidnyz6 sziil6i DNS-minta miatt MSA nem volt kivitelezhet6 (8. tdblazat). A HRM és az

MS-MLPA vizsgalatok eredményei minden esetben megegyeztek.

8.tablazat: Prader-Willi-szindroma gyanus betegek klinikai és molekularis
genetikai jellemzoi

0: nem elvégzett vizsgalat, DEL-classl: class I delécio, DEL-class2: class Il delécio,
HRM: nagyfelbontasu olvadaspont elemzés, ID: imprinting defektus, MSA:
mikroszatellita analizis, MS-MLPA: metildacio fiiggé multiplex ligacio fiiggo proba
amplifikacio, NEG: PWS nem igazolhato, non-DEL: nincs delécio; POZ: igazolt PWS,

PWS: Prader—Willi-szindroma upd(15)mat: maternalis uniparentalis diszomia

Beteg HOLM

sorszama pontszam | HRM MS-MLPA MSA

1 4 NEG NEG 0

2 7,5 POZ POZ DEL-class 2 0

3 3 NEG NEG 0

4 4,5 NEG NEG 0

5 2,5 NEG NEG 0

6 5 NEG NEG 0

7 3,5 NEG NEG 0

8 2 NEG NEG 0

9 11 POZ POZ DEL-classl DEL

10 2 NEG NEG 0

11 3,5 NEG NEG 0

12 2,5 NEG NEG 0

13 0 NEG NEG 0

14 7,5 POZ POZ DEL-class1 0

15 7 POZ POZ - non-DEL upd(15) mat vagy ID
16 6 POZ POZ - non-DEL upd(15)mat
17 11 POZ POZ - non-DEL upd(15)mat
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9. tablazat: Holm szerinti tiinetek megjelenése gyakorisagi sorrend alapjan

|
|
|
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7. abra SNRPN lokusz HRM vizsgalat soran detektalt metilacios gorbéi

A BS-PCR és nagyfelbontasu olvadaspont elemzés eredménye alapjan : A: két olvadasi

csucs (nem metilalt apai: T = 80,63+0,2°C, metilalt anyai: Tm = 84,97+0,35 °C)

detektalhato egészségesekben, Jarulékos minor olvadasi csucsok LISI lokuszra (Tm

76,0 °C) illetve anyai és apai SNRPN heteroduplex produktumokra utalnak, B: Delécios
PWS (Tm = 84,48+0,99 °C), C: nem delécios PWS (Tm = 84,5+0,6 °C), Minden Prade-
Willi-szindromds esetben hianyzik az apai (nem metilalt) csucs, BS-PCR: biszulfit

szekvenalo ploimeraz lancreakcio, Tm: olvadasi homérséklet = melting temperature

47



DOI:10.14753/SE.2019.2220

VI. Megbeszélés

VI.1. Az idiopatias gyermekkori elhizas, annak mértékének és szovodményeinek

jelentosége

A gyermekkori elhizés el6fordulasanak gyakorisdga az elmult években vildgszerte
hatalmas léptékben emelkedett, Magyarorszagon az elmult 20 évben minden
korcsoportban megharomszorozddott az elhizott gyermekek szama [115]. Nemzetkdzi
felmérések alapjan elsdsorban az ,,obezogén kornyezet” jatszik szerepet kialakulasdban,
amely szamos tényezdt foglal magéba, mint a kulturdlis- és kornyezeti jellemzdket, a
megvaltozott, mozgasszegény ¢letmodot ¢és ezzel parhuzamosan megndvekedett
energiabevitelt. Ez az allapot mar egész korai életkorban megjelenhet, ugyanakkor az
elhizott gyermekek a késObbiekben is nagyobb mértékben vannak kitéve a kdzvetlentil
elhizashoz kapcsolhatd szovédmények, mint magas vérnyomads, diszlipidémia, 2-es
tipusu diabetes mellitus kialakuldsanak, mint normal testalkat( tarsaik. Ezek a koros
metabolikus eltérések hosszl évek alatt fejtik ki hatasukat és beavatkozas nélkiil fiatal
felndttkorban mar komoly, felndttekre jellemzd sulyossdgi szovodményekkel kell
szamolnunk. Szamos elhizott gyermeknél figyeltek meg kozvetleniil a thlstulyhoz
kapcsolhat6, mechanikus eredetii eltéréseket, mint példaul a scoliosis, az arthropathia,
vagy az obstruktiv alvdsi apnoe. Tehat a komoly metabolikus eltérések mellett, a
mindennapokat megnehezitd mechanikus eredetli panaszok is szerepet jatszanak az
elhizott gyermekek allapotanak romlasaban [51, 116]. A talsuly mértékét tobbek kozott
jelentdsen befolyasolja a gyermek kornyezete, életvitele, az otthoni étkezési szokasok,
¢s ezaltal a sziilok testalkata. Szdmos tanulmany soran megfigyelték, hogy a korai
gyermekkorban mar tilstlyos vagy elhizott gyermekek nagyobb valosziniiséggel valnak
elhizott és egyben betegebb felndttekké [18, 117].

Sajat eredményeink alapjan a magyar, 3 és 18 év kozotti elhizott gyermekekben a BMI
SDS pozitiv Osszefliggést mutatott a derékkorfogattal, éhomi vércukor— ¢és
inzulinszinttel, a HOMA indexszel, a hugysavszinttel valamint a vérnyomasértékekkel.
Tehat minél nagyobb volt a tulsily mértéke, annal inkabb volt jellemzé a koros
metabolikus értékek megjelenése. Mindemellett megvizsgalva, ezen gyermekek kdrében
a leggyakoribb szovodmények el6fordulasat, a latszolag talsulyon kiviil maés

problémaval nem kiizdd gyermekek igen nagy részében is mar kialakultak koros
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metabolikus eltérések. Betegeink 18,9-18,9%-aban magas vérnyomas, illetve szénhidrat
anyagcserezavar, 13,41%-aban diszlipidémia, mig 10,7%-aban hiperurikémia volt
igazolhato. Osszesen tehat az Adltalunk vizsgilt, elsd korhazi megjelenéskor a
sulytobbleten kiviil mas panaszt nem emlitd gyermekek 43,9%-aban mar kimutathatok
voltak az elhizdshoz szorosan kapcsolhaté metabolikus szovédmények. Eredményeink
azt bizonyitjak, hogy a gyermekkorban kialakult elhizas soran az azzal kapcsolatos
szovédmények is hamarabb jelennek meg, koran megkezdve a szervezetre kartékony
hatasuk kifejtését [118]. A gyermekkori elhizas esetében nagyon fontos az idében vald
felismerés, a mar fennalld szovédmények azonositasa és lehetséges kezelése, valamint a
még ki nem alakult szovédmények megelézése. Mindemellett tobb tanulmany
valdsziniisiti, hogy az atlagosnal nagyobb teststly kialakuldsaban, valamint abban, hogy
mely gyermekben milyen szovédmények alakulnak ki, a kornyezeti faktorok mellett,
mind a korai hatdsok 4ltal kozvetitett imprinting jelenség, mind pedig egyéb

epigenetikai Gitvonalak (pl.: DNS metil4cio) is szerepet jatszanak [118-121].

VI1.2. A D-vitamin vitatott szerepe a gyermekkori elhizasban

Az alacsony D-vitamint-szint és a gyermekkori elhizds egyre nagyobb mértékii elterjedése
kiilon-kiilon és egyiittesen is vilagméreteket oOltott. Ez a két allapot szamos kozos
rizikofaktorral rendelkezik, mint példaul az egyoldal, nem megfeleld taplalkozas,
valamint a fizikai inaktivitds. Mindazonaltal egy tanulméany sem tudott a két allapot kozott
kozvetlen ok-okozati kapcsolatot bizonyitani, illetve az sem egyértelmi, az egyik allapot
valtozasa, magéval vonna a masik allapot valtozasat is, példaul, hogy a magasabb
250HD3 vitamint-szint a teststly-, illetve a BMI csokkenésére kdzvetlen hatassal lenne.
Megfigyelték viszont, hogy nagyobb mértékl testsulycsokkenés esetén, a szérumban
mérhetdé 250HD3 vitamint-szint atmenetileg emelkedik, de a hosszii tavli hatdsok
bizonyitdsa még varat magara. A fenti jelenség hatterében legnagyobb valdszinliséggel a
D-vitamin zsirban valo szekvesztracidja allhat [87, 88, 122]. De szamolni kell olyan
lehetdséggel is, ami egymastol fliggetleniil mindkét paramétert befolyasolja. Ilyen lehet
példaul az elhizashoz vezetd talzott taplalékfelvétellel egyiittjaro thlzott foszfatbevitel is,
ami viszont csokkenti a D-vitamint-szintet.

Tobb tanulmany is aldtdmasztotta, hogy alacsony D-vitamint-szinttel rendelkez6 elhizott

egyénekben az elhizas szovodményei korabban jelentkezhetnek, illetve stulyosabb format
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oOlthetnek a normal D-vitamint-szinttel rendelkez6khoz képest. Ezen elhizott betegeknél
gyakran figyelhetd meg inzulinrezisztencia, és az ehhez kapcsolodo kronikus gyulladas,
amelyek eldre vetithetik a késobb kialakulo, sulyos szovodményeket, mint metabolikus
szindroma, 2-es tipust diabetes mellitus, cardiovascularis megbetegedés, osteopenia,
illetve osteoporosis kialakulasat. Mindennek hatterében a D-vitamin vagy hidnya okozta
immunmodulalo, ezaltal a nagy mennyiségii zsirszovetben fennalld kronikus gyulladést is
fenntart6 szerepe feltételezhetd [95, 96].

Sajat vizsgalatunk soran a szérum 250HD?3 vitamint-szint illetve az altalunk vizsgalt
metabolikus paraméterek, vérnyomasértékek, valamint az elhizds mértéke (BMI SDS)
kozott kozvetlen szignifikans pozitiv vagy negativ iranyu Osszefliggést igazolni nem
tudtunk. Tehat az alacsony D-vitamint-szint feltételezett negativ metabolikus hatasat
nem sikeriilt aldtdmasztanunk [123]. Pusztan a VDR gén metilaltsagi foka mutatott
tendencidzus pozitiv 0sszefliggést a szérum 250HD3 vitamin szintjével, ami annyit
jelent, hogy minél magasabb a D-vitamin szérumszintje, anndl inkdbb metilalt a D-
vitamin receptor gén, tehat annal kevesbé hozzaférheté a DNS polimerazok szdmara és
végeredményben kevesebb D-vitamin receptor keriil a véraramba. Ez a folyamat
teljesen beleillik a D-vitamin receptor mennyiségét modulalé epigenetikai ttvonalon
torténd feedback mechanizmusaba.

Azonban az altalunk vizsgalt 250HD3 vitamin aktivacidjaban szerepet jatszo 1 —a-
hidroxilaz enzimet kodolé CYP27BI1 gén DNS metilaltsdgi szintje kdzvetlen pozitiv
Osszefliggést mutatott az elhizds mérték mutaté BMI SDS-sel. Tehat minél nagyobb
mértékii volt az elhizas, a CYP27B1 gén metilacidja annal kifejezettebb volt, csokkentve
illetve megakadalyozva az altala kodolt atirodd 1 —a- hidroxilaz enzim termelddését,
amely kozvetetten csokkent aktiv 1,25(OH)2 D-vitamint-szinthez vezethet. A
nemzetko6zi irodalom alapjan eddig nem vizsgaltdk a CYP27B1 gén DNS metilaltsagi
allapotanak ¢és a tobblet testsuly mértékének kapcsolatat elhizott gyermekekben.
Wamberg és muntatarsai csokkent CYP27B1 expressziot figyeltek meg felndtt, elhizott
egyének szubkutdn zsirszovetében [105]. Ezen eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy a szérumbdl nagyon nehezen, és kdltségesen kimutathato, gyulladas
aktiv 1,25 (OH)2 D-vitamint-szintje mind elhizott felnéttek, mind pedig elhizott

gyermekek esetében csokkent lehet.
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VI1.3. Epigenetikai mechanizmusok jelentdsége a gyermekkori idiopatias elhizas

kialakulasaban

Vilagszerte egyre inkabb elfogadott nézet, hogy az idiopatids elhizas kornyezeti és
genetikai hatasok egyiittes eredménye, amelyeket a DNS szekvenciat kozvetleniil nem
befolydsold epigenetikai mechanizmusmok kapcsolnak 6ssze [15, 16]. Az epigenetikai
utvonalak (pl.: DNS metilacio, hiszton modifikacid, mikroRNS utvonalak) dontd szerepet
jatszanak a génexpresszio szabalyozasaban, ezaltal a metabolikus allapotot, névekedést és
testosszetételt modulalo gének miikddését is nagymértékben befolydsolhatjadk. Az
epigenetikai utvonalakat olyan kiilsé tényezOk is befolyasolhatjak, mint példaul az
elfogyasztott ételosszetevok, azok mennyisége, a fizikai aktivitds, a napfény, a stressz, az
intrauterin hatdsok. Mindezen behatdsok modositjdk az adott egyén epigenetikus
mintazatat, amely a kovetkezd generaciora atorokithetd, igy példaul az elhizott
gyermekek esetében nemcsak a sziil6i ¢életvitel mintdja, de annak epigenetikai hatdsai is
jelentds szereppel birnak.

Azokat a géneket, amelyek feltételezetten kozvetlen szereppel birnak az elhizas
kialakuldsédban, kandidans géneknek nevezziik. Ezen gének vizsgalata alapjan az
insulin-like growth factor 2 (IGF2/HI19) és proopiomelanokortin (POMC) gének
expresszioja kozvetlen Osszefiiggést mutatott a novekedéssel, az elhizassal és a
testosszetétellel. Fiatal felndttekben az IGF2 gén hipermetilacidjat nagy mennyiségii
szubkutan zsirszOvettel hoztdk Osszefliggésbe, mindemellett azonban a BMI, a
magassag, a testsuly, a derékkorfogat és a visceralis zsirszovetre nem volt hatassal [22].
Chen és munkatarsai eredményei alapjan elhizott holgyek /GF2 metilacids szintjét
vizsgalva, a szubkutan zsirszovetben volt a legalacsonyabb, a visceralis zsirszovethez,
illetve az izomszovethez képest [124]. Hernandez-Valerio és munkatarsai elhizott és
normal testalkati mexikéi-amerikai gyermekek vizsgélatakor megfigyelték, hogy azok a
gyerekek, akiknél a IGF2/H19 régio metilaltsdga alacsonyabb volt, nagyobb sziiletési
sullyal rendelkeztek, mint a magasabb metildltsdgi szinttel rendelkezd tarsaik [125].
Heijmans és munkacsoportja pedig negativ 0Osszefliggést igazolt a HI9 régid
metilaltsaga és az elhizas kozott [126].

A fenti eredményeket megerdsitve, jelen vizsgalatunk sordn szignifikdns, negativ
Osszefiiggést talaltunk az /GF2 metilacids szintje €s a talsuly mértéke (BMI SDS) kozott.

Tehat az elhizas mértéke forditottan aranyosnak bizonyult a /GF2 metildltsagaval, amely a
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régid génatirasi aktivitasinak megnovekedésére utal. Igy az IGF2 gén alacsonyabb
metilaltsagi statusza nemcsak a sziiletési sulyt, hanem a testosszetétel és a ndvekedés
befolyasolasan keresztiil, a késobbi gyermekkorban BMI SDS-sel kifejezhetd elhizés
mértékét is befolyasolhatja [125].

Vizsgaltuk tovabba az anorexigén neuropeptidet kodolo, és egyben a hipotalamusz altali
testsuly szabalyzasban részt vevd POMC gén metildltsdganak és a BMI SDS
mértékének Osszefliggését is, de kozvetlen kapcsolatot igazolni nem tudtunk. Ennek
hatterében az allhat, hogy egy génen belil a kiillonbozé CpG szigetek eltérd
mig mas vizsgalatok, ahol a POMC gén és az elhizas mértéke kozott Osszefliggést
igazoltak, a gén 2-es és 3-as exon kozotti régidjara fokuszaltak [60].

A CYP27BI ¢és az IGF2 gének DNS metildltsdgi fokanak BMI SDS-re gyakorolt
esetleges hatasat a linearis regresszio soran elemeztiik. CYP27B1 és IGF2 metilaltsagi
statusza és a BMI SDS kozott szignifikans dsszefliggés mutatkozott, mig a 250HD3
vitamin szint és az elhizds mértéke kozott ilyen kapcsolat nem volt megfigyelhetd. A
fentiek alapjan tehat az /GF2 gén hipometilaltsaga és a CYP27B1 gén hipermetilaltsaga
pozitivan befolyasolja a BMI SDS mértékét elhizott gyermekekben. Mindez Gsszefiigg
azzal, hogy az IGF2 gén hipometilacidja megnovekedett IGF2 expresszidhoz vezet,
amely mind a novekedést, a testi fejlodést befolydsolja és kapcsolatban hozhatd a
megnovekedett viscerdlis zsirszovet mennyiséggel is [22]. Feltevésiink szerint a
CYP27B1 gén hipermetilaltsagabol fakado alacsonyabb aktiv 1,25 (OH)2 D-vitamint-
szint és megemelkedett IGF2 szint egyiittesen olyan modon modositjak a zsirszovet
miikodését és metabolizmusat, hogy az végeredményben a BMI és kozvetetten a BMI

SDS novekedéséhez vezet [129].

VI.4. Epigenetikai vizsgal0 modszerek Prader-Willi-szindroma igazolasara, hazai

lehetéségeink

A Prader—Willi szindréma diagndzisa a korcsoport specifikus tiineteken és a genetikai
vizsgalaton alapszik. A European Molecular Genetics Quality Network (EMQN), a
United Kingdom External Quality Assessment Scheme (UKNEQAS), valamint a UK
Clinical Molecular Genetics Society (UKCMGS) konszezusa alapjdan az SNRPN

crer
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leghatékonyabb kezdeti 1épés a Prader-Willi-szindroma gyanus betegek genetikai
vizsgalatakor. Ezen mddszerek szenzitivitasa 99%-os. Mind a nyugat-eurdpai
orszagokban, mind pedig az Amerikai Egyesiilt Allamokban a legelterjedtebb DNS
metilacios vizsgalat az MS-MLPA illetve az MS-PCR. Az MS-MLPA modszer
nemcsak a PWS igazolasara, ill. kizardsara alkalmas, hanem egyben tovabbi
informacioval szolgal a betegség molekularis genetikai hatterét illetéen, mig az MS-
PCR esetében a betegség igazolasara, illetve a diagndzis elvetésére van lehetdség. A
HRM technika szintén elismert és tdmogatott a fent emlitett tarasagok altal [27, 40].
Jelen munkank egy alternativ metilacids specifikus HRM technikdt mutat be PWS
igazolasara, valamint aldtamasztja a Holm szerinti kritériumrendszer klinikai
hasznalatanak jelentdségét.

A Kklinikai tiinetek alapjan 17 PWS gyanuts betegbdl 6 esetben igazoltuk a betegség
jelenlétét mind a sajat tervezésit HRM, mind pedig az altalanosan elfogadott MS-MLPA
technikaval. A két modszer sordn kapott eredmények minden esetben megegyeztek. Az
MS-MLPA soran egyszerre volt detektalhatd mind a kopiaszam-valtozas (delécional
csokkent), mind pedig a 15q11q13 target régio metilacids statusza (imprinting defektus,
uniparentalis diszoOmia), &m a modszer hazankban — technikai és anyagi forrasok
hidnyéban — nehezen hozzaférhetd.

Eredményeink alapjan, az altalunk tervezett primereket és modositott biszulfit-
szekvenald6 PCR technikéat haszndlva, a HRM egyszerii, gyors, koltséghatékony, kis
mennyiségli DNS rendelkezésre allasa esetén is kivitelezhetd, megbizhatd és hatékony
modszernek latszik a Prader-Willi-szindroma igazolasara. Vizsgéalatunk alapjan a HRM
megfeleld elsddleges genetikai vizsgalat lehet, amennyiben az MS-MLPA technikai
vagy anyagi okok miatt nem elérhet6 [40, 127, 128].

A genetikai vizsgalatok eredményeit az altalunk regisztralt Holm score-ral 6sszevetve, a
genetikailag igazolt PWS betegek esetében a kritérium rendszer szerinti pontszam
nagyobbnak bizonyult a nem betegek pontszamanal. Tehdt a Holm score szerinti
besorolas valoban segitség lehet a klinikai diagnozis felallitdsaban és abban, hogy a
tovabbiakban mely betegeknél sziikséges a genetikai vizsgalat elvégzése [130].

A vizsgalt mintdk mennyiségét figyelembe véve, mivel ritka betegségrél van szo,
tovabbi nagyobb elemszamu, statisztikai elemzéseknek is aldvethetd vizsgalatokra van

szlikség az altalunk javasolt vizsgalat hatékonysaganak bizonyitasara.
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VLS. Limitaciok

A DNS metilacios vizsgalatok sordn a genomidlis DNS-t periférids vérmintabol
izolaltuk, ami tobb kiilonféle sejttipust is tartalmaz és az egyes mintdk pontos
sejtosszetétele nem volt ismert. Mivel a DNS metilacid szovetspecifikus, a zsirsejtek
metilacios mintazata eltérhet az altalunk vizsgalt vérsejtekétdl. Az elhizés
kialakulasdban szerepet jatszo epigenetikai mechanizmusok koziil mi csak a DNS
metilaciot vizsgaltuk, am egyéb epigenetikai utvonalak, igymint, hiszton modifikacio,
ill. miRNS altali szabalyzas is szerepet jatszhatnak a pathogenezisben. Az éltalunk
vizsgalt elemszadm realtiv kicsi, illetve a D-vitamint-szint jelentdsen fligg az évszaktol
¢s az etnikai hovatartozastol, ezért tovabbi, nagyobb elemszadmu vizsgalatok
szliikségesek eredményeink alatamasztasaira. A PWS genetikai diagnosztikéjara
kidolgozott metodikank szintén nagyobb elemszdmu vizsgalatban torténd ellendrzése

javasolt.
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VII. Kovetkeztetések

1. Jelen munkank sordn vizsgélt elhizott gyermekek mire korhazi kivizsgalasra és
ellatasra kertiltek, jelentds résziikkben mar kialakultak az elhizassal Osszefliggd koros
laboreltérések és szovodmények. Eredményeink alapjan a hipertonia és a diszlipidémia
onalldan 18,29-18,29% -ban, mig a szénhidrat anyagcserezavar 13,41%-ban fordult eld.
Osszesen 36 esetben, tehat az dsszes altalunk vizsgalt elhizott gyermek 43,9%-4ban volt

jelen legaldbb egy, elhizdshoz kapcsolhatd szovodmény.

2. Annak tényét, hogy bar a D-vitamin anyagcsere jellegzetesen megvaltozik elhizdsban
¢s az alacsony D-vitamint-szint gyakran fordul eld elhizassal egyiitt, valamint, hogy a
betegeinkben a vérbol meghatarozhaté 250HD3 vitamin szintje €s az elhizds mértéke

kozott szignifikans kapesolat all fenn, nem sikeriilt bizonyitanunk.

3. A D-vitamin aktivacidjdban szerepet jatsz6 CYP27B1 gén DNS metilaltsagi szintje
szignifikdnsan pozitiv korrelaciot mutatott a gyermekkori elhizas mértékével. Tehat az
aktiv D-vitamint-szint kialakitdsdban fontos 1-alfa-hidroxilaz génje (CYP27B1I), szdmos
mas génnel egyiitt részét képezheti az ,,obez epigenetikus mintanak™. Ezéltal a D-
vitamin az epigenetikus szabalyozason, ezen beliil is a DNS metilacidos ttvonalon
keresztiil kapcsolodhat be az obezitdsban és metabolikus szindrémaban jellemzd
mintazatba. A D-vitamin receptor (VDR) gén DNS metilaltsagi szintje és az elhizas

mértéke kozott szignifikans dsszefiiggést igazolni nem tudtunk.

4. A metabolizmust, a ndvekedést és a testosszetételt kozvetleniil befolydsold /GF2 gén
metilaltsagi szintje és a gyermekkori elhizas mértéke kozott szignifikdns negativ
Osszefiiggést igazoltuk, igy az IGF2 metilaltsagi foka jelentds szereppel birhat a
gyermekkori elhizasban. Tehat az ,elhizdsra hajlamos alkat” tobb komponensbdl
tevddik Ossze, atorokitésében epigenetikai mechanizmusok is fontos szerepet jatszanak.
Az anorexigén neuropeptidet kodolo POMC gén metiléltsaga és a gyermekkori elhizas

mértéke kozott szignifikans dsszefiiggést igazolni nem tudtunk.

5. A Prader-Willi-szindromads és a Prader-Willi like fenotipusti gyermekek esetében a
Holm kritériumrendszer klinikai hasznossagat igazolni tudtuk azaltal, hogy a

genetikaliag igazolt Prader-Willi-szindromas betegek Osszesitett pontszdma lényegesen
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magasabbnak bizonyult, a Prader—Willi like fenotipussal rendelkezd, am PWS-re

jellemzd genetikai eltérést nem mutatod betegekénél.

6. A SNRPN génlokusz promoter régiojanak DNS metilacidos mintdzata magas
olvadaspont elemzés soran egyértelmiien elkiiloniilt a Prader-Willi-szindromads és a nem
Prader—Willi szindrémas esetekben. Az altalunk kidolgozott, magas olvadaspont
elemzésen (HRM) alapuld molekuléris biologiai eljards a Prader-Willi-szindroma els6
vonalbeli szlirésére alkalmas. Validalds sordn a nagy pontossagl, nemzetkozileg
elterjedt a multiplex ligacio fiiggé proba amplifikaci6 (MS-MLPA) metodika
eredményeit vetettiik 0ssze sajat eredményeinkkel, ennek sordn a diagnézis minden

esetben megegyezett.
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VIIL. Osszefoglalas

A legfrissebb kutatdsok alapjan az elhizas kornyezeti és genetikai hatdsok egyiittes
eredménye, amelyeket epigenetikai mechanizmusmok kapcsolnak 6ssze. A kandidans
génvizsgalatok szerint az insulin-like growth factor 2 (IGF2) és proopiomelanokortin
(POMC) gének expresszidja kozvetlen 0Osszefiiggést mutatott a novekedéssel, az
elhizassal és a testdsszetétellel. A D-vitamin nukledris receptoran (VDR) keresztiil
epigenetikai Utvonalakat szabdlyoz ¢és részt vesz a metabolizmus szabalyzasaban.
Vizsgalatunk soran célunk volt valaszt talalni, hogy az elhizds mértéke (BMI SDS) és a
D-vitamin metabolizmusaban részt vevé (CYP27B1 és VDR), valamint a metabolikus
statuszt befolyasoldo (IGF2, POMC) gének DNS metildltsagi szintje kozott
megfigyelhetd-e 0Osszefliggés elhizott gyermekekben. Tovabba célul tlztik ki az
elhizassal kapcsolatos leggyakoribb szovodmények gyakorisaganak felmérését az
elhizott, de egyebekben egészségesnek gondolt gyermekekben. Osszesen a vizsgalt
gyermekek 43,9 %-aban volt jelen legaldbb egy, elhizdshoz kapcsolhatd szovédmény. A
CYP27BI gén DNS metilaltsaga pozitiv, az IGF2 gén DNS metilaltsdga pedig negativ
Osszefliggést mutatott a magasabb BMI SDS-sel. Az IFG2 gén hipometilacidja és a
CYP27BI1 gén hipermetilacidja tehat jelentds szereppel birhat a gyermekkori elhizés
mértékének alakulasaban. Feltevésiink szerint a CYP27BI gén hipermetilaltsagabol
fakad6 alacsonyabb aktiv 1,25 (OH)2 D-vitamint-szint és megemelkedett IGF2 szint
egylittesen, olyan mdédon moédositjak a zsirszovet mitkddését és metabolizmusat, hogy
az a BMI SDS novekedéséhez vezet. A Prader-Willi-szindroma (PWS) lehetdsége a
klinikai tlinetek alapjan meriil fel, amelynek igazoldsdhoz elengedhetetlen a genetikai
jelenleg a legérzékenyebb és leghatékonyabb kezdeti 1épés. Célunk a Holm szerinti
pontrendszer klinikai hasznossaganak bizonyitdsa, valamint a PWS igazoldsara egy
egyszerli, megbizhatd, konnyen hozzaférhetd, elsddlegesen diagnosztikus eljaras
kidolgozasa volt. Eredményeink alapjan az altalunk modositott, kdoltséghatékony,
metilacidszenzitiv, nagy felbontdsti olvadaspont-elemzéses (HRM) megfeleld elsddleges
genetikai vizsgalatnak bizonyult. Az altalunk regisztralt Holm score, a genetikailag
igazolt betegek esetében nagyobbnak bizonyult a nem betegek pontszamanal. Tehat
valoban segitség lehet a klinikai diagnozis feldllitasaban és abban, hogy a tovabbiakban

mely betegeknél sziikséges genetikai vizsgalat.
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IX. Summary

Recent studies show that obesity results mainly from interactions between
environmental and genetic factors, which are linked together by epigenetic mechanisms.
According to candidate gene approach, expression of insulin-like growth factor 2
(IGF?2) and proopiomelanocortin (POMC) genes correlate directly with growth, obesity
and body composition. Vitamin D through its nuclear receptor (VDR) regulates
epigenetic pathways and transcription of a number of genes involved in regulating
metabolism. Therefore the aim of our study was to investigate whether there is a
correlation between the rate of obesity (Body Mass Index (BMI) and Standard
Deviation Score (SDS) and the methylation status of genes related to vitamin D
metabolism (CYP27B1, VDR) and metabolic status (/IGF2, POMC) in children with
obesity. We also aimed to estimate the prevalence of the most frequent obesity
associated comorbidities in these obes, but otherwise healthy considered children.
According to our results 43.9% of the examined children presented at least one of
obesity associated comorbidities. Our results did not show any significant correlations
between 250HD and BMI SDS, metabolic status describing parameters, blood pressure
increasement or VDR or POMC methylation status. However the increased methylation
of 250HD activating CYP27B1 enzyme’s gene and the decreased DNA methylation of
IGF2 gene was associated with higher BMI SDS. Hypomethylation of /GF2 and
hypermethylation of CYP27B1 genes might positively influence the rate of obesity in
obese children. We speculate that potential lower active vitamin D and increased IGF2
levels alter adipose tissue function and metabolism towards the direction of increasing
BMI SDS. The diagnosis of Prader-Willi syndrome (PWS) is based on age-specific
clinical features and it should be confirmed by genetic analysis. DNA methylation
analysis of the promoter region of SNRPN locus is the most efficient way to start
genetic investigation Our aim was to prove the clinical use of Holm score and to
develop a simple, reliable first-tier diagnosis to confirm PWS.According to our results
high-resolution melting analysis (HRM) could be used as a rapid, firstier genetic
analysis. While comparing the results of genetic analysis and Holm scores, we found
that patients with proved Prader-Willi syndrome scored higher. Therefore we claim, that
using Holm’s diagnostic criteria to establish the clinical diagnosis of PWS could be

helpful to decide, which patients sould undergo further genetic investigation.
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XIII. Mellékletek

XIII. 1. A vizsgalt gyermekek sziilei altal kitoltott kérdoéiv

Tisztelt Sziilo!

A kérdoiv kitoltésével a Semmelweis Egyetem Il. sz. Gyermekklinikan folyo, a célzott és
hatékony gyogyitast segito kutatdshoz jarul hozza. Az adatokat bizalmasan kezeljiik, az
adatvédelmi szabdlyokat és a betegjogokat mindvégig figyelemben tartjuk.

Koszonjiik kozremiikodését!

Gyermek neve: ...t

Sziiletési datuma: ...t

A TERHESSEG ALATT AZ EDESANYA

Volt-e beteg?
OO Igen (Mi: ..o e )
O Nem

Volt-e magasabb vérnyomasa?
O Igen (Mennyi: .......c.cccoviiiiiiiiiiiiiiie e, )
O Nem

Mértek-e magasabb vércukrot?
O Igen (Mennyi: .........cccoviiiiiiiiiiiiiiiie e, )
O Nem

Voltak-e gyakori hanyésai?

O Igen
O Nem
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5. Szedett-e gyogyszert?
O Igen (Mit: .....c.ooiniiiiii e, )
O Nem

6. Szedett-e terhesvitamint?
O Igen
O Nem

7. Szedett-e folsavat?
O Igen
O Nem

8. Szedett-e vasat?
O Igen
O Nem

9. Szedett-e D-vitamint?
O Igen
O Nem

10. Dohéanyzott-e?
O Igen
O Nem

11. A kismama kornyezetében dohanyoztak-e?
O Igen
O Nem

12. a) Mennyi volt a terhesség alatti testsulynovekedése?
b) Sikeriilt-e leadni?

O Igen Mennyi idé alatt? .............c.cooiiiiiiiiiiiiiiiiii
O Nem
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13. Sziilés modja:
O sima (hiivelyi)
O csdszarmetszés

D0 @@YED: ..o

14. Ha nem sima, hiivelyi sziilés volt, miért, milyen beavatkozasra volt sziikség?

AZ UJSZULOTT
1.  Mennyi iddre sziiletett? ...................
sulya: .....cccooeeenen.
hossza: ........ccceeee.
Apgar érték: ....................
2.  Hanyadik napon adtak haza a korhazbol? ..........

3. a)Besargult?
O Igen
O Nem
b) Ha igen, igényelt-e kezelést?
O Igen
O Nem

4. Az elsd 6rakban, napokban volt-e sziikség orvosi beavatkozasra
(PIC, oxigén, gyogyszer, stb)?
O Igen

O Nem

5. Miota észlelik, hogy tilstilyos a gyermek? ............cccooviiiiiiiiiiiiiiiiceee e
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6. Mi tortént ekkor a gyermek életében (pl. koltozés, iskolavaltas, stb)?

A GYERMEK JELENLEG

1. a) Sportol-e a tornadran kiviil?
O Igen
O Nem
b) Ha igen: Mit, MENNYIL? ....ccoeoiiiiiiiiiiieiiieiieeie ettt et st saee e staesaseesaeeenseees

2. HANYSZOT €SZIK ©ZY NAP?....iiiiiiiieiieeiieiie ettt ettt e e te e eebeessaeenbeesaaeenseennnas

3. Irjale a gyermek tipikus étkezéseit!
REGGELL ...ttt ettt st sb ettt be et st e b enne s
TIZORAL ..ot
EBED: .occoutiteetteeiseetseets st
UZSONNA: <ttt ettt b e et e bt e b e s it sbe et e et e eb e e beeatesbe e bt et e sbeenees
VACSORA: ...ttt ettt ettt ettt b et et sbe e bt et saeeaes
EGYEB:

A CSALADBAN FORDULT ELO/VAN-E?

a)  Magas vérnyomas:

O Igen (Ki:...oooooooveeieiieiieieieeeece e, )
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O Nem

Cukorbetegség:

O Igen (Ki:...o.coooveeeeiieeeeeieeeeeee e

O Nem

Szivinfarktus:

O Igen (Ki:.....coooveeeeiiieeceieeeeeee e

O Nem

Agyvérzés:

O Igen (Ki:..oooooooveeieiieiieieeeeeeee e, )

O Nem

Erszikiilet:

O Igen (Ki:..oooooooveeeeiieiieiiceeeeece e, )

O Nem

Tulsuly:

O Igen (Ki:..oooooooeeeieiieiieiecieeeee e, )

O Nem

Dohanyzés:

O Igen (Ki:..oooooooveeeeiieiieiiceeeeece e, )

O Nem

JATUIN: o
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XIV. 2. A gyermekek sziileinek sz0l6 betegtajékoztato

BETEGTAJEKOZTATO

A téma cime:
Biomarkerek oOsszefiiggése a metabolikus és kardiovaszkularis szovodményekkel

gyermekkori elhizasban. Epigenetikai tényezok és a D-vitamin szerepe.

Vizsgalohely neve: Semmelweis Egyetem, II. szamu Gyermekklinika
Vizsgalohely cime: Budapest, 1094, Ttizolt6 u. 7-9.

Projektvezet6: Prof. Dr. Szabo Andrés intézetvezetd

Tisztelt Sziilok!

Az elhizas, ezen belill a gyermekkori elhizas egyre tobb gyermeket érint, akik mar korai
¢letkortdl ki vannak téve az elhizas kéros, végsd soron az életet megroviditd egészségi
kovetkezményeinek (magas vérnyomds, cukorbetegség, érbetegségek, szivinfarktus). A
mindennapi tapasztalat is azt mutatja, hogy az elhizas kialakuldsaban nem csak életmodbelli,
hanem ,alkati” tényezOk is szerepet jatszanak. A kozelmult genetikai vizsgalatai
azonositottak drokletes elemeket, amik az elhizas nagyobb rizikojahoz hozzajarulnak, de az
,clhizasra hajlamos alkat” egzakt, természettudomanyok szdmara megfoghaté biokémiai
alapja részleteiben ismeretlen.

Kutatasaink a testsuly szabalyozasénak és az elhizas folyamatdnak jobb megismerését
célozzak. A Klinikankon foly6 kutatds keretében arra a kérdésre szeretnénk valaszt kapni,
van-e Osszefliggés egyes anyagcsere-paraméterek, D-vitamint-szint és genetikai tényezok
kozott. Eredményeinkkel az elhizds és annak szovédményeinek megel6zéséhez,
gybgyitasahoz, a tilsulyos gyermekek jobb ellatasahoz szeretnénk tovabbi tudast gyiijteni.
Ehhez a munkahoz sziikségiink van arra, hogy a klinikai, betegellatasi célu vizsgélatok utan
megmaradd vérvételi mintdbol DNS-t vonhassunk ki, és ezt kutatdsi célokra
felhasznalhassuk.

Az igy nyert DNS-t kizar6lag kutatasi célokra kivanjuk felhasznalni, 0j orvosi eljarasok és
gyogyszerek kifejlesztésére.

A kutatasok eredményeibdl elérelathatolag betegeinknek azonnali kdzvetlen elénye nem
szarmazik, hosszatdvon remélhetd az eredmények gyakorlati hasznositésa.

A vizsgélat betegeinknek plusz megterhelést vagy kockazatot nem jelent, mivel

egyébként megsemmisitésre keriild, maradék vérmintat hasznalunk fel.
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A Nyilatkozat aldirasaval On hozzajarul ahhoz, hogy kezeldorvosa az alabbi személyes
adatokat Osszegyijtse: a gyermek sziiletési datuma, neme, kordbbi és jelenlegi
betegségeire vonatkozd adatok, csalddban el6forduld betegségek.

A DNS-minték egy koddal lesznek védve, személyes adatok a mintavételi csévekre nem
keriilnek. Betegeink adatait a hatilyos adatvédelmi jogszabalyoknak megfeleléen
kezeljiik. A vizsgalat eredményei a szakirodalomban megjelenhetnek, de a betegek
személye nem lesz azonosithato. A DNS-mintdt anonimizalt médon taroljuk és a
fentiektd] eltérd célra nem hasznalhatjuk az On irasbeli beleegyezése nélkiil.

Kérjiik, hogy a mellékelt Beleegyezd nyilatkozat aldirdsaval adja hozzajarulasat a
maradék vérminta kutatasi célu felhasznalasahoz, DNS kivonasahoz, valamint a minta
tarolasdhoz az elhizas jovébeni gydgyitdsdnak tdmogatasa céljabol.

Hozzajarulasaval a ,Biomarkerek Osszefiiggése a metabolikus és kardiovaszkularis
szovédményekkel gyermekkori elhizasban. Epigenetikai tényezdk és a D-vitamin
szerepe” cimii 2012-2017 kozott zajlo kutatasi témat tdmogatja.

A vizsgalatban valé részvételrol On dont. Ha tgy dont, hogy visszautasitja a
vizsgalatban vald részvételt, semmilyen hdtranya nem fog szdrmazni, gyermeke
tovabbra is jogosult marad az Ot megilletd orvosi ellatasra.

Beleegyezését késobb is barmikor visszavonhatja akar szoban, akar irasban, indoklas
nélkdl is anélkiil, hogy ebbdl gyermekének hatranya szarmazna.

A résztvevd szamdra a kutatassal Osszefiiggd kar bekovetkezése esetén nyujtandd
kezelést, kartéritést és kartalanitast a Semmelweis Egyetem Allianz Biztositoval kotott
feleldsség-biztositasa fedezi.

A vizsgalat soran a Helsinki Deklaracid elvét minden tekintetben betartjuk.

A fenti vizsgélatok az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Kutatasetikai Bizottsag
engedélyével torténnek.

A Semmelweis Egyetem Intézményi Kutatasetikai Bizottsag elndke Prof. Sétonyi Péter,
telefon: +36 1 215-7300

Fiiggetlen orvos: Dr. Veres Gabor egyetemi docens, telefon: +36 1 459-1500/52650
Segitségét nagyon koszonjiik!

Budapest, 201.....................

Téjékoztatast végzd orvos aldirdsa Prof. Dr. Szabé Andras
kutatasvezetd
Semmelweis Egyetem
II. sz. Gyermekklinika Igazgatoja
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XV. 3. A gyermekek sziilei altal alairt beleegyezo nyilatkozat

BELEEGYEZO NYILATKOZAT

A mellékelt betegtdjékoztatot elolvastam és hozzajarulok, hogy gyermekem vizsgélata
soran megmaradd vérmintabol kinyert DNS a ,Biomarkerek Osszefliggése a
metabolikus  és  kardiovaszkuldris szovédményekkel gyermekkori elhizasban.
Epigenetikai tényezOk és a D-vitamin szerepe” cimt 2012-2017 kozott zajlo kutatasi
téma megvalositasa soran, kutatasi célra valo felhasznalasahoz

b, a mintak tarolasahoz anonimizalt formaban

c, a vizsgalatokra a Semmelweis Egyetem II. szamu Gyermekklinikan keriil sor

d, a kutatas vezetdje Prof. Dr. Szabd Andrés klinika igazgatd

A mintat ad6 neve (nyomtatott betii):
Anyja neve:

Sziiletési helye, ideje:

TAJ szdm:

Kijelentem, hogy a kutatasban torténd részvételre vonatkozd beleegyezésem a fenti
kutatasi témdara vonatkozd tajékoztatd elolvasasat kovetden, Onként, befolyastol
mentesen adom, annak tudatdban, hogy az barmikor, széban vagy irdsban, indoklas

nélkiil visszavonhato.

Budapest, 201.....................

T4ajékoztatast végzo orvos alairasa A sziil6, vagy torvényes képviseld

Alairasa

Neve nyomtatott betlikkel

Sziiletési helye, ideje

A két példanyban alairt Tajékoztatd és Beleegyezé Nyilatkozat egyik példanya az Oné, a maésikat a
vizsgalohely Orzi.
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