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I. Bevezetés

Az elmult években a gyermekkori elhizas el6fordulasa és annak mértéke
drasztikusan novekedik vildgszerte. Ez az allapot egyre korabbi
életkorban jelentkezik, amelynek kovetkeztében a rizikotényezok,
elhizéssal jar6 szovodményeik és azok kovetkezményei egyre korabban
kezdik kifejteni hatdsukat. A legfrissebb kutatdsok alapjan az elhizés
kornyezeti és genetikai hatdsok egyiittes eredménye, amelyeket
epigenetikai mechanizmusmok (pl.: DNS metilacio, hiszton modifikacio,
mikro RNS utvonalak) kapcsolnak 6ssze. A kandidans génvizsgélatok
(CGA) alapjan az insulin-like growth factor 2 (IGF2) és
proopiomelanokortin =~ (POMC)  gének  expresszidja  kozvetlen
Osszefiiggést mutatott a ndvekedéssel, az elhizassal €s a testosszetétellel.
AZ IGF2 és a HI9 imprintalt gének, amelyek a novekedést és a
testosszetételt szabalyozzak.

A D-vitamin-hidny és a gyermekkori elhizas eléfordulasa egyiittesen és
kiilon-kiilon is nagymértékben megndvekedett vilagszerte. A 250HD3
vitamin aktivacidja és metabolizmusa egy Osszetett folyamat, amely a
majban és a vesékben taladlhato citokrom P450 enzimek altal torténik
(pL: a vesében taldlhato 1-alfa-hidroxilaz (CYP27B1) aktivald enzim
részvételével). Ezen enzimeket kddolo gének aktivitasat és expresszidjat
olyan epigenetikai utvonalak is szabdlyozzék, mint a DNS metilacio. A
D-vitamin nukledris receptoran (VDR) keresztiil epigenetikai
utvonalakat szabalyoz és szdmos gén transzkripcidjara van hatéssal,
amelyek a metabolizmusban vagy éppen a sejtproliferacioban vesznek
részt. Egyes tanulmanyok alapjan az alacsony szérum 250HD?3 vitamin
szint Osszefiiggésben all a megndvekedett zsirtomeggel, BMI-vel,
mortalitassal, a kadiovaszkuléris betegségekkel és a diszlipidémidval.
Vizsgalatunk soran elhizott gyermekekben Osszefiiggést kerestiink az

elhizas mértéke (BMI SDS) ¢s a D-vitamin metabolizmusaban részt vevo
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(CYP27B1 és VDR), valamint a metabolikus statuszt befolyasoldé (/GF2,
POMC) gének DNS metilaltsagi szintje kozott. Tovabba az elhizéssal
kapcsolatos leggyakoribb szovOdmények gyakorisdgat vizsgaltuk
elhizott, de egyebekben egészségesnek gondolt gyermekekben.

A Prader-Willi szindréoma (PWS) egy ritka, komplex genetikai betegség,
amelynek klinikai tiinetei az életkorral valtoznak. A klinikai diagnozis
felallitasahoz Holm és munkatarsai kritériumrendszert dolgoztak ki,
amely életkor specifikusan segiti a PWS felismerését. A betegség
hatterében a 15. kromoszéma hosszii karjan talalhaté apai eredetii
15q11q13 régioban fellelhetd gének expresszidjadnak hianya all, amely az
esetek 70%-4ban a legsulyosabb format okozd paternalis delécio, 20-
30%-aban anyai uniparentalis diszomia, 4-5%-4aban imprinting defektus,
1-2%-aban pedig kiegyensulyozott, ill. kiegyensulyozatlan transzlokacio
eredménye. A diagnodzis lehetdsége a klinikai tlinetek alapjan meriil fel,
amelynek igazolasdhoz elengedhetetlen a genetikai vizsgalat, aminek
jelenleg a legérzékenyebb és leghatékonyabb forméja az Small Nuclear
Ribonucleoprotein- Associated Protein N (SNRPN) génlokusz promoter
99%-0s. Mind a nyugat-eurdpai orszdgokban, mind pedig az Amerikai
Egyesiilt Allamokban a legelterjedtebb DNS metilacios vizsgalat a
metilaciospecifikus multiplex ligaci6é fiiggd probaamplifikacios (MS-
MLPA) moédszer. Az MS-MLPA mddszer nemcsak a PWS igazolasara
ill. kizérasara alkalmas, hanem egyben tovabbi informacidval szolgal a
betegség molekularis genetikai hatterét illetéen. A nagy felbontast
olvadéspont-elemzéses (HRM) technika szintén nemzetkozileg elismert
és tamogatott. Vizsgalatunk sordn az Aaltalunk mddositott,
koltséghatékony, konnyen hozzaférhetd, metildcidszenzitiva. HRM
technikat hasonlitottuk 6ssze a leginkabb elterjedt, koltséges MS-MLPA
technikéaval.



I1. Célkitiizések

Célkitiizésiink volt az alabbi hipotézisek bizonyitasa:

I1.1. Mire az elhizott gyermekek korhazi kivizsgalasra és ellatasra
keriilnek, jelentds résziikkben mar kialakultak az elhizassal 6sszefliggd
koros laboreltérések ¢€s szovodmények.

I1.2. Betegeinkben a vérbdl meghatarozhaté 250HD3 vitamint-szint és
az elhizas mértéke kozott kapcsolat all fenn.

Mivel a D-vitamin anyagcsere jellegzetesen megvaltozik az elhizasban és az
alacsony D-vitamin-szint és inzulinrezisztencia gyakran fordul el az
elhizéssal egyiitt.

hatasaban is szerepet jatsz6, CYP27BI és VDR gének DNS metilaltsagi
szintje és a gyermekkori elhizds mértéke dsszefligg.

Mivel az aktiv D-vitamin-szint kialakitadsaban fontos 1-alfa-hidroxilaz génje,
szamos mas génnel egyiitt része az ,,obez epigenetikus mintanak”, a D-
vitamin az epigenetikus szabalyozdson keresztiil kapcsolodik be az
obezitasban és metabolikus szindroméban jellemzd mintazatba.

I1.4. A metabolizmust kozvetleniil befolyasold IGF2 illetve POMC
gének metilaltsagi szintje, egyben ennek gyermekkori elhizds mértékére
gyakorolt hatasa jelentds szereppel bir a gyermekkori elhizasban.

Mivel az ,.elhiz4sra hajlamos alkat” tobb komponensbdl tevédik Ossze,
atorokitésében epigenetikai mechanizmusok fontos szerepet jatszanak.
IL.5. A Prader-Willi-szindromaés és a Prader-Willi like fenotipusu gyermekek
esetében a Holm kritériumrendszer szerinti besorolas klinikailag hasznos.

eltér a szindromas és a nem szindromas esetekben, ezért az altalunk

kidolgozott, a Prader-Willi-szindroma els6 vonalbeli sziirésére alkalmas.



Ez a DNS metilacion alapuld vizsgélati metodika validalhat6 sajat
Prader-Willi-szindromas betegek bevonasaval.

II1. Modszerek

IIL.1. A vizsgalt betegek

Osszesen 82 (40 fitt és 42 lanyt), 95. percentil feletti kor- és nem specifikus
BMI-vel rendelkezd, egyebekben egészséges, 3 és 18 év kozotti gyermeket
vontunk be vizsgélatunkba. Rogzitettik az antropometriai (magassag,
testsuly, derékkorfogat, sziiletési suly és - hossz) és a metabolikus
paramétereiket (lipid profil, éhomi vércukor — és inzulin szint, oralis gliikdz
tolerancia teszt eredményei), a D-vitamin (250HD3 vitamin), a
parathormon és a TSH szintjilket, a pubertars statuszukat és 24 oOras
vérnyomdsmérést is végeztink. Minden egyes esetben BMI SDS-t
szamoltunk annak érdekében, hogy az elhizas mértékét relativizalni tudjuk.
Meghataroztuk a kéros metabolikus eltéréseket, az elhizassal kapcsolatban
allo sz6voédmények jelenlétét. Egy altalunk 6sszeallitott kérddiv segitségével
az anamnesztikus adatok felvételekor kitértiink a terhesség soran felmertild
komplikaciokra, anyai sulynovekedés mértékére, perinatalis eseményekre,
fejlodés menetére, a jelenlegi étkezési szokasokra és életmodra.

A Prader-Willi szindroma genetikai vizsgalatdhoz kapcsolodé munkéank
soran a markans klinikai tiinetek alapjan (pl.: hipotonia, csecsemdkori
taplalasi nehézségek, hipogonadizmus, enyhe - ill. kozepes fokt mentalis
retardacid, viselkedés zavarok, gyermekkori elhizas és hiperfagia) 17,
Klinikdnkon val6 megjelenéskor 18 ¢év alatti, PWS gyantis gyermeket
vizsgaltunk retrospektiven. Az anamnesztikus adatgytijtés kiterjedt a
perinatalis anamnézisre, fejlodési adatokra, antropometriai paraméterekre,

illetve a Holm szerinti major és minor kritériumok regisztralasara.



II1.2. Genetikai modszerek

I11.2.1 Elhizott és Prader - Willi szindréma gyanus betegek mintiin
elvégzett vizsgalatok

I11.2.1.1 DNS izolalas és biszulfit kezelés

Minden esetben a periférias teljes vérmintabol torténd genomialis DNS
izolalas High Pure PCR Template Preparation Kit-tel, az ezt kdvetd
biszulfit konverzi6 EZ DNA Methylation™ Kit-tel tortént. A biszulfit

konvertalt mintdk koncentraciojat NanoDrop spektrofotométerrel
hataroztuk meg, ‘ssDNA’ beallitast hasznalva.

I11.2.1.2 Biszulfit szekvenal6 polimeraz lancreakceioé (BS-PCR)

Mind az elhizott gyermekekben vizsgalt gének (POMC, IGF2,
CYP27BI1, VDR), mind pedig a Prader - Willi szindroma kialakuldséaért
felelds SNRPN (Small Nuclear Ribonucleoprotein-Associated Protein N)
BS-PCR technikat.

In silico CpG sziget azonositashoz CpG Plot EMBOSS Application
programot hasznaltuk. Biszulfit-szekvenalé PCR reakcidk a PyroMark
Assay Design software (SW 2.0, Qiagen Inc.,Valencia, CA, USA)
segitségével tervezett, a metilaciés mintazatot leginkdbb mutaté CpG
regiokra fokuszald primerekkel zajlottak (forward primer és biotinnal
jeldl reverz primer). A primerek specificitasat in silico BiSearch
software-rel (http://bisearch.enzim.hu) teszteltiik (1.tablazat).

A BS-PCR reakciokhoz AmpliTaq Gold 360 Master Mix-et (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), LightCycler® 480 ResoLight Dye
(Roche, Bazel, Svajc) festéket hasznaltunk, a primerek végkoncentracioja
0,2 uM volt. 2040 ng biszulfit konvertalt DNS kertilt reakcionként a 15 pl-
es végtérfogatba. Az MgCl, végkoncentracioja SNRPN gén esetében 3,5
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mM, CYP27B1 ¢és az IGF2 gén esetében 2,5 mM, a VDR és POMC gének
esetében 1,5 mM volt. A valos idejiit PCR soran a kovetkezd LightCycler®
480 System beallitasokat alkalmaztuk: 95°C 10 percig, utdna 95°C 30
masodpercig, 60°C 0,4°C-os ciklusonkénti csokkenéssel 30 masodpercig,
72°C 30 masodpercig 10 touchdown ciklus alatt, ezt kdvetden amplifikacio:
95°C 30 masodpercig, 56°C 30 masodpercig, és 72°C 30 masodpercig 50
cikluson keresztil. A PCR ciklusok befejeztével, a nagyfelbontist
olvadaspont elemzés (HRM) a kdvetkez6képpen zajlott: denaturacié 95°C-
on 1 percig, 40°C-ra hités utdn a hémérsékletet tartva 1 percig, utana
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 kalibraldsa in vitro biszulfit konverzion atesett
teljesen metilalt (100%) és metilalatlan (0%) standard DNS-ek
keverékébdl szarmazo, kiilonbozé metilaltsagu (0%, 10%, 25%, 50%,
75%, 100%) mintakkal tortént, amelyek a MS-HRM vizsgélat soran
jelentették a viszonyitdsi pontokat. A metilaltsagi szint megallapitasa
minden vérminta esetében, a beteg és a standard mintdk vizualis

O0sszehasonlitasaval tortént, két kiilonbozo szakérté bevonasaval.
I11.2.2. Elhizott gyermekek mintajan elvégzett vizsgalatok
I11.2.2.1. Piroszekvenalas

A metabolizmussal kapcsolatos POMC és IGF2, valamint a D-vitamin
anyagcserében ¢&s jelatvitelben jelentds szerepet jatszo6 CYP27B1 és VDR



gének egzakt CpG metilaltsdgi mértékét hataroztuk meg
piroszekvenalassal.

A heterogén BS-PCR termékek bazisosszetételét direkt szekvenalassal
hatéroztuk meg. Az eredetileg metilalatlan citozinok helyén timin, mig a
metilaltak helyén citozin detektalhato. Mivel csak a CpG citozinok
metiladlodhatnak, ezért ezek helyén a BS-PCR termékben citozin és timin
is el6fordulhat, DNS-en talalhatd sszes tobbi citozin helyén timin marad.
A Qiagen PyroMark System (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) altali
piroszekvenaldssal megallapitottuk, hogy a vizsgalt génszakaszokrol
amplifikalt BS-PCR amplikonokban a CpG citozinok helyén milyen
aranya a citozinoknak és a timineknek, ebbdl szdmitottuk ki az adott CpG
metilaltsdgat. A maximum 100 béazispar hosszisagu szakaszok elemzése a
PyroMark Q24 (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) szekvenalé géppel,
PyroMark Gold Q24 Reagens-t (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA)
alkalmazva, a gyartd utasitdsainak megfelelden tortént. A DNS tisztitas,
valamint a biotinizalt egyszali DNS tovabbi vizsgalata a PyroMark Assay
Design software, SW 2.0 (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) segitségével
tervezett, specidlis, CpG szigeteket lefed6 szekvenalé primereket
felhasznald reakciok soran tortént (1. tdblazat). A szekvenalas soran kapott
eredményeket a PyroMark Q24 software v2.0.6 (Qiagen Inc., Valencia,
CA, USA) segitségével értékeltiik ki. A vizsgalt DNS szakasz atlagolt

szazalékos metilaciojat hatdroztuk meg piroszekvenalas soran.



Target gén és
assay

Forward primer

Reverse primer
(biotinnal jelolt)

Szekvenalé primer

IGF2 GGGATTGGGTTA | CCCCCCCAAAAA | GGGTTAGGAGAAG
GGAGAAGT TAACCAACAAT TTTTA

Assayl

POMC GTTGGAAAGGGG | ACACCCACAAAA | TTTAGGAAGAATTT
TTGGAATTAGTA | CCACTCCTAACTT | AATTATGGAT

Assay7 CTAC

SNRPN GAGGGAGTTGGG | AATAACCCCTCC
ATTTTTGT CCAAACTATCTCT

Assayl T

1.tablazat: A biszulfit szekvenalé PCR reakcid és a piroszekvenalas

soran vizsgalt target gének, azokhoz tart6zo assay-k és primerek

A BS-PCR soran sajat tervezési, forward — és biotinnal jelolt reverz

primereket, mig a piroszekvendlas kivitelezésekor szekvendlo primereket
alkalmaztunk. Mind a VDR, mind pedig a CYP27 génekhez t6bb Assayt
terveztiink a promoter régio teljes lefedése érdekében. CYP27B1: 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



I11.2.3. Prader - Willi szindréma gyanus betegek mintiin elvégzett
vizsgalatok

A PWS klinikai diagnoézisat mutatd betegeken végzett metilacio
specifikus multiplex ligaciéo fiiggd proba amplifikdci6 (MS-MLPA)
segitségével mind a target 15q11q13 régi6é kopia szama, mind pedig a
metilacios statusz megallapithato, tehat a betegség fennallasa igazolhato
vagy elvethetd volt. Az uniparentalis diszémia illetve az imprinting
defektus tovabbi elkiilonitésére, tehat a diagndzis genetikai hatterének

pontositasara mikroszatellita analizist (MSA) alkalmaztunk.

I11.2.3.1 Multiplex ligaci6 fiiggé proba amplifikacié (MS-MLPA)

A SALSA MEO028 (lot B2-0413 és B2-0811) MS-MLPA mixet az MRC-
Holland-t6l (Amszterdam, Hollandia) rendeltiik. A préoba mix 32
specifikusan a  Prader—Willi-/Angelman-  szindromaban érintett
15q11q13 régiot lefed6 probat tartalmazott. Ezek kozil 5 MS-MLPA
proba egy imprintalt szekvencidra és egyben a metilacio érzékeny Hhal
enzim felismeré helyére volt specifikus. 14 MLPA proba a
PWS/Angelman région kiviil helyezkedett el és kontrollként funkcionalt
mind kdpia szdm kvantifikacid, mind pedig az MS-MLPA soran torténd
Hhal enzim altali emésztés teljességének ellendrzésére. Minden minta
esetében 100ng genomialis DNS keriilt reakcionként felhasznaldsra. A
mintakat 60°C-on torténd 16 6ras hibridizacié utan két aliquot részre
osztottuk. Az els6t ligacionak, mig a masodikat ligacionak és
enzimatikus emésztésnek vetettik ald. Ezek utan PCR amplifikaciot
hajtottunk végre a mintdkon. Minden PCR termékhez (1 pl) bels6
standardot (1 pl) és deionizalt formamidot (20 pl) adtunk, majd ABI-
3100 Genetic Analyzer DNS szekvenaldé (Applied Biosystems, Life
Technologies, Waltham, MA, USA) segitségével analizaltuk a kapott
eredményeket.



I11.2.3.2. Mikroszatellita analizis (MSA)

MSA sordan mind a gyermekek, mind pedig a sziilék DNS mintait
megvizsgaltuk. A 15ql11ql3 régiora specifikus 5 markert haszndltunk
(D15S8541, D15S817, D15S128, D1551234 és D155822) 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 amplifikéacio elsd 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). Harom, PWS/Angelman région kiviil es6é lokusz
(D15S5144, D1551007 és D155642) genotipizalasa segitett kiilonbséget tenni
a delécio és az uniparentalis diszomia kozott: az apai kritikus régié hianya és
biparentalis megjelenés a région kiviil egyiittesen deléciot jelentett, mig az
uniparentalis 6roklédés mind a kritikus régioban, mind pedig azon kiviil,
uniparentdlis diszomiara utalt. A MSA soran a floureszcensen jelolt PCR
termékeket ABI 3100 Automatic Capillary Genetic Analyzer, GeneScan és
Genotyper software (Applied Biosystems, Life Technologies, Waltham,
MA, USA) segitségével detektaltuk.

II1.3. Statisztikai modszerek

Az elhizott gyermekek esetében a vizsgalt paraméterek jellemzésére
leir6 statisztikai modszert (4tlag = SD) haszndltunk. Az elhizés
mértékének, valamint a D-vitamin szintnek ¢és a gyermekek
antropometriai, valamint metabolikus paramétereinek Osszefiiggéseit
paros Student #-teszttel és Pearson korrelacios analizissel vizsgaltuk Az
egyes gének DNS metilacidjanak az elhizéssal és a D-vitamin statusszal
val6 kapcsolatat linearis regresszids modellekkel irtuk le.
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IV. Eredmények

IV.1. Az elhizott gyermekek metabolikus statuszinak felmérése,
illetve az esetiikben el6fordulé, a metabolikus stiatusszal szorosan
osszefiiggod szovodmények gyakorisaga leirasa

A vizsgélatba torténd bevalasztasnal 42 lanybol 33, 41 fia koziil pedig 27
volt a pubertas valamely stddiumaban, a két nem atlag életkora kozel allt
egymdshoz (lanyok: 12,5 + 3,1, fiak: 12,9 + 2.6). Az antropometriai és
metabolikus adatok nemek szerinti §sszehasonlitdsakor a lanyok a fiukhoz
képest nagyobb BMI SDS-sel, birtak (4,5 + 0,3 vs. 3,9+ 0,2, p=0,1571), a
fiuk esetében a varandossag alatti anyai sulyndvekedés nagyobbnak
bizonyult, mint a ldnyok esetében (13,7 £ 2,5 vs 11,9 £ 1,5, p = 0,5488),
illetve a lanyok glutamat-piruvat tanszaminaz (GPT), valamint alkalikus
foszfataz (ALP) szérum szintjei szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyultak
a fitkénal (28,1 + 3,8 vs.18,23 = 1,3, p=0,0228 ; 230,3 = 16,4 vs. 184,2 £+
15,6, p = 0,0452).

A 82 elhizott, de egyebekben latszolag egészséges gyermek koziil 27-nél
taldltunk legaldbb egyet az alabbi harom, elhizdshoz kapcsolhatd
szovodmény koziil: 24 o6rds vérnyomasmérés (ABPM) sordn
megallapitott hipertonia, szénhidrat anyagcserezavar (oralis gliikoz
tolerancia teszt alapjan — csokkent gliikoz tolerancia), diszlipidémia
(emelkedett Osszkoleszterin érték). Egy gyermeknél a megemelkedett
hugysavszint mellett mind a hdrom, mar emlitett sz6védmény egyszerre
volt jelen. Eredményeink alapjan a hipertonia és a diszlipidémia 6nalléan
18,29 -18,29 % -ban, mig a szénhidrat anyagcsere zavar 13,41% - ban
fordult eld. Az 55 vizsgalt gyermek koziil, akinél e harom szévédmény
nem volt kimutathatd, 9 esetben igazoltunk izolalt hiperurikémiat.
Osszesen 36 esetben volt jelen legalabb egy, elhizishoz kapcsolhatd
szovodmény (ez a vizsgalt gyermekek 43,9 %-a), 46 gyermeknél pedig

sz6védmény nem volt kimutathato.
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IV.2. A 250HD3 vitamin szint és az elhizas mértékének kapcsolata
Nem taldltunk szignifikdns Osszefliggést sem a metabolizmust
befolyasoldo gének (POMC, IGF2), sem pedig a CYP27BIl gén
metilaltsaganak mértéke és a 25SOHD3 vitamin szint kdzott sem, azonban
a VDR gén metilaltsagi foka tendencidzus pozitiv dsszefiiggést mutatott
a szérum 250HD3 vitamin szintjével (r=0,2053, p=0,066).

IV.3. Az elhizds mértékének és a D-vitamin metabolizmussal
kapcsolatos (VDR, CYP27BI) gének DNS metilaltsagi fokanak
osszefiiggései

A D-vitamin metabolizmusban szerepet jatszo gének kozil a VDR
metilaltsdga nem mutatott Osszefiiggést az elhizassal (p=0,5595, r=-
0,06579), azonban az 1-alfa-hidroxilaz aktivitasért felelés CYP27B1 gén
metilaltsagi szintje, az altalunk vizsgalt promoter régidban pozitiv
korrelaciot mutatott az elhizds mértékével (p=0,0342, r=0,2371). Tehat
minél nagyobb fokt wvolt az elhizds, anndl nagyobb mértékben
metilaléodott az adott génszakasz (1.4abra).

IV.4. Az elhizds mértékének és a metabolizmussal kapcsolatos
(POMC, IGF2) gének DNS metilaltsagi fokanak osszefiiggései

Az elhizds mértékét BMI SDS-ben fejeztiik ki és megvizsgaltuk a
metabolizmust  befolyasold gének metildltsdgi szintjével valod
Osszefiiggését (Pearson korrelaciés analizis). Az anorexigén hatést
kozvetitdé neuropeptidet koédoldé POMC gén metilaltsagi foka nem
mutatott kapcsolatot az elhizds mértékével (p=0,1334, r=0,2321), mig a
novekedést kozvetleniil befolyasolo /GF2 gén esetében szignifikans
negativ Osszefliggést talaltunk (r= -0,305, p=0,0059). Tehat minél
nagyobb volt az elhizds mértéke, annal kevésbé volt metilalt az IGF2
génszakasz (1.4bra).
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A CYP27BI1 ¢és IGF2 gének metilaltsagi mértékének és a 250HD3
vitamin, valamint a BMI SDS kapcsolatanak tovabbi elemzése céljabol
linearis regresszids modellt alkalmaztunk. Mivel ismert, hogy az 1GF2
befolydsolja a ndvekedést és a testdsszetételt és a D-vitamin hidny
tarsulhat magasabb BMI-hez, a CYP27B1 pedig az 250HD3 vitamint
aktiv 1,25(OH)2 D-vitaminna alakitja, ezeket a valtozokat hasznaltuk
elemzésiink soran. Linedris regresszids modelliinket 1€pésrél 1épésre
(stepwise) bovitettiik a fenti valtozokkal, ha egy valtoz6 nem javitotta a
modell magyarazhatosagat, akkor kizarasra keriilt (backward
elimination). Tehat a végsé modell alapjan a BMI SDS és a CYP27BI
valamint az I/GF2 gének metilaltsagi statusza kozott statisztikailag
igazolhato a kapcsolat.
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1.abra: A BMI SDS és metabolikus paraméterek, valamint a DNS
metilaciéo mértékének osszefiiggése
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IV.5. Prader-Willi szindrémas illetve Prader-Willi like fenotipusu
gyermekeknél a Holm kritérium rendszer klinikai jelentdségének
bizonyitasa

A genetikai vizsgélatok eredményeit az altalunk regisztralt Holm score-
ral 0sszevetve, a genetikailag igazolt PWS betegek esetében a kritérium
rendszer szerinti pontszam nagyobbnak bizonyult a Prader- Willi like
fenotipussal rendelkezé, de a Prader — Willi szindrémara jellemzd

genetikai eltérésekkel nem rendelkezdk pontszamanal.

IV.6. A Prader-Willi szindréma elsédleges igazolasara alkalmazhaté,
altalunk kidolgozott DNS metilacios vizsgalat ereményei

A sajat tervezési HRM és a nemzetkdzileg elterjedt MS-MLPA
modszerekkel 17 PWS-gyanus beteg DNS mintajat teszteltiik, Prader—
Willi-szindroma 6 esetben igazolddott. Ezekben az esetekben a tovabbi
besorolas érdekében MSA vizsgalatot végeztiink, amellyel 1 betegnél
deléciot, 2 betegnél pedig uniparentalis diszomiat igazoltunk. Egy beteg
esetében az imprinting defektust az uniparentélis diszomiatol nem tudtuk
elkiiloniteni, mivel a hianyzé sziil6i DNS minta miatt MSA nem volt
kivitelezhet6. A HRM és az MS-MLPA vizsgéalatok eredményei minden
esetben megegyeztek (2.4bra).

IV.7. Limitaciék

A DNS metilaciés vizsgalatok sordn a genomidlis DNS-t periférias
vérmintabol izolaltuk, ami tobb kiilonféle sejttipust is tartalmaz és az egyes
mintdk pontos sejtdsszetétele nem volt ismert. Mivel a DNS metilacio
szovetspecifikus, a zsirsejtek metilaciés mintdzata eltérhez az altalunk
vizsgalt vérsejtekétdl. Az elhizas kialakuldsaban szerepet jatszo epigenetikai
mechanizmusok koziil mi csak a DNS metilaciot vizsgaltuk, &m egyéb
epigenetikai Utvonalak, ugy mint, hiszton modifikaci6 ill. miRNS altali
szabalyzés is szerepet jatszhatnak a pathogenezisben. Az altalunk vizsgalt
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elemszam realtiv kicsi, illetve a D vitamin szint jelentdsen fiigg az évszaktol
és az etnikai hovatartozastol, ezért tovabbi, nagyobb elemszamu vizsgélatok
sziikségesek  eredményeink  aldtdmasztdsara. A PWS  genetikai
diagnosztikajara kidolgozott methodikank szintén nagyobb elemszamu

vizsgalatban torténd ellendrzése javasolt.
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2.abra: SNRPN lékusz HRM vizsgalat soran detektalt metilacids
gorbéi
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A: két olvadasi csucs (nem metildlt apai: Tm = 80,63 = 0,24°C, metilalt
anyai: Tm = 84,97 = 0,35°C) detektdlhato egészségesekben, Jarulékos
minor olvadasi csucsok LIS1 [okuszra (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 PWS esetben hianyzik az apai (nem metildlt) csucs, Tm: olvadasi

homérséklet = melting temperature

V. Kovetkeztetések

1. Jelen munkank soran vizsgalt elhizott gyermekek mire korhazi
kivizsgalasra és ellatasra keriiltek, jelentOs résziikben mar kialakultak az
elhizdssal Osszefiiggd koros laboreltérések és  szovodmények.
Eredményeink alapjan a hipertonia és a diszlipidémia 6nalléan 18,29-
18,29 % -ban, mig a szénhidrat anyagcsere zavar 13,41% - ban fordult
elé. Osszesen 36 esetben, tehat az dsszes (82) altalunk vizsgalt elhizott
gyermek 43,9 %-aban volt jelen legalabb egy, elhizashoz kapcsolhato
szovoédmény.

2. Annak tényét, hogy mivel a D-vitamin anyagcsere jellegzetesen
megvaltozik elhizasban és az alacsony D-vitamin-szint gyakran fordul
el6 elhizassal egyiitt, valamint, hogy a betegeinkben a vérbdl
meghatarozhaté 250HD3 vitamin szintje és az elhizas mértéke kozott
szignifikans kapcsolat all fenn, nem sikertilt bizonyitanunk.

3. A D-vitamin aktivacidjdban szerepet jatsz6 CYP27B1 gén DNS
metilaltsagi szintje szignifikdnsan pozitiv korreldciét mutatott a
gyermekkori elhizds mértékével. Tehat az aktiv D-vitamin-szint
kialakitdsdban fontos 1-alfa-hidroxildz génje (CYP27BI), amely szdmos
mas génnel egyiitt részét képezheti az ,,obez epigenetikus mintanak”. igy
a D-vitamin az epigenetikus szabalyozason, ezen beliill is a DNS
metilacios utvonalon keresztiil kapcsolodhat be az obezitdsban és

metabolikus szindrémaban jellemzd mintdzatba. A D-vitamin receptor
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(VDR) gén DNS metilaltsagi szintje és az elhizds mértéke kozott
szignifikans Osszefiiggést igazolni nem tudtunk.

4. A metabolizmust, novekedést és testOsszetételt kozvetleniil
befolyasolo IGF2 gén metildltsagi szintje és a gyermekkori elhizés
mértéke kozott szignifikdns negativ Osszefliggést igazoltunk, igy az
IGF2 metilaltsagi foka jelentds szereppel birhat a gyermekkori
elhizdsban. Tehat az ,.elhizdsra hajlamos alkat” tobb komponensbdl
tevodik Ossze, atorokitésében epigenetikai mechanizmusok is fontos
szerepet jatszanak. Az anorexigén neuropeptidet kodolo POMC gén
metilaltsiga és a gyermekkori elhizds mértéke kozott szignifikans
Osszefiiggést igazolni nem tudtunk.

5. A Prader- Willi szindromés és a Prader - Willi like fenotipusu
gyermekek esetében a Holm kritérium rendszer klinikai hasznossagat
igazolni tudtuk azaltal, hogy a genetikaliag igazolt Prader- Willi
szindromas betegek Osszesitett pontszama lényegesen magasabbnak
bizonyult, a Prader — Willi like fenotipussal rendelkez6, am PWS-re
jellemzd genetikai eltérést nem mutato betegekénél. A SNRPN génlokusz
elemzés soran egyértelmiien elkiiloniilt a Prader-Willi szindrémas és a
nem Prader — Willi szindrémas esetekben.

6. Az altalunk kidolgozott, magas olvadaspont elemzésen (HRM)
alapulé molekuléris biologiai eljaras a Prader- Willi szindroma elsd
vonalbeli szlirésére alkalmas. Validalds sordn a nagy pontossagu,
nemzetkdzileg elterjedt multiplex ligacio fiiggd proba amplifikacio (MS-
MLPA) metodika eredményeit vetettiik Ossze sajat eredményeinkkel,
ennek sordn a diagndzis minden esetben megegyezett.

Vizsgalatunk alapjan az /FG2 gén hipometilacidja és a CYP27BI gén
hipermetilacidja jelentds szereppel birhat a gyermekkori elhizés
mértékének alakuldsdban. Feltevésiink szerint a CYP27B1 gén
hipermetilaltsagabol fakaddé alacsonyabb aktiv 1,25(OH)2 D-vitamin
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szint és megemelkedett IGF2 szint egyiittesen, olyan mdédon moédositjak
a zsirszOvet mikodését és metabolizmusat, hogy az a BMI SDS
novekedéséhez vezet.

Prader-Willi szindréma gyantja esetén eredményeink alapjan, az
altalunk hasznalt DNS-metilacion alapuldé modszer, amelyben egyiittesen
alkalmaztunk egyedi tervezésli primereket és modositott biszulfit
szekvenald polimerdz-lancreakcidt, egyszerli, gyors, megbizhato és
hatékony vizsgalatnak bizonyult a Prader—Willi-szindréma elsddleges
igazolasara. Vizsgalatunk alapjan a HRM megfeleld els6dleges genetikai
vizsgalat lehet, amennyiben az MS-MLPA technikai vagy anyagi okok
miatt nem elérhetd. A Holm score szerinti besorolas pedig valoban
segitség lehet a klinikai diagnozis felallitisaban és abban, hogy a
tovabbiakban mely betegeknél sziikséges a genetikai vizsgalat elvégzése.
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