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A Kklasszikus galactosaemia autoszomalis recessziv modon 6rokl6dé anyagesere-betegség, amelynek hitterében a galaktéz-1-fosztat-
uridil-transzferaz (GALT) enzim defektusa 4ll. Hazdnkban a betegséget az Gjsziilottkori tomegsziirés keretében, 1976 6ta szirik.
A p.N314D mutici6 asszocidl a GALT enzim Los Angeles és a Duarte varidnsaival, attdl fiigg&en, hogy a muticié mely polimorfiz-
musokkal 6roklédik egytitt cis helyzetben. Célkitiizés: Munkdnk célja volt a magyar egészséges populaciéban a p.N314D muticié,
valamint a Los Angeles ¢és Duarte variansok gyakorisigat meghatirozni. Médszerek: A 100 donor személybdl izoldlt genomidlis
DNS-mintit polimerdz lancreakcié sordn amplifikaltuk, majd restrikciés endonukledzzal emésztettiik. Eredmények: A p.N314D
mutdcid, a Los Angeles varidns és a Duarte varidns allélgyakorisaga az altalunk vizsgélt populdcioban 11,5%, 2,5%, illetve 9% volt.
Kovetkeztetés: A magyar populacioban a Los Angeles és Duarte varansok allélgyakorisaga jol korreldl mds kaukazusi populicidkban
detektilt gyakorisigokkal.
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Frequencies of the Los Angeles and Duarte galactose-1-phosphate
uridyltransferase variant alleles in the Hungarian population

Classical galactosaemia is an autosomal recessively inherited disorder caused by deficient activity of the enzyme galactose-1-
phosphate uridyltransferase (GALT), which can be detected by newborn screening. The p.N314D mutation defines two variant
forms of the GALT enzyme, the Los Angeles and Duarte, depending on the presence of additional base changes. Asm: The aim of
our study was to analyze a healthy Hungarian population for the frequencies of the Los Angeles and Duarte galactose-1-phosphate
uridyltransferase variant alleles. Methods: DNA samples from 100 subjects were analyzed by polymerase chain reaction, followed by
digestion with restriction endonucleases. Results: The frequencies of the p.N314D, the Los Angeles and the Duarte variants were
11,5 %, 2,5 % and 9 %, respectively. Conclusions: The allele frequencies of the Los Angeles and Duarte variant alleles in the
Hungarian population correlate well with the allele frequencies in other healthy Caucasian populations.
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Roviditések

GALT = galakt6z-1-foszfat-uridil-transzferaz; D1 = Duarte-1, Los An-
geles varidns; D2 = Duarte-2, Duarte varidns; IVS = intronszekvencia-
varidcio; PCR = polimeraz lancreakcié; RFLP = restrikcids fragmen-
tumhossz-polimorfizmus

A galactosaemia a szénhidrit-anyagcsere 6rokletes meg-
betegedése [1]. A galactosaemids beteg szervezete nem
képes a galaktozt glikdzza alakitani, amelynek hatteré-
ben — klasszikus galactosaemia esetében — a galaktoz-1-
foszfat-uridil-transzferiz enzim defektusa all (MIM#
230400, EC 2.7.7.12.). E rendkiviil stlyos enzimopi-
tidban mdr egy-két nappal a szoptatis megkezdését ko-
vetéen majfunkcidézavar, elhtizdédé sargasig, katarakta,
mijmegnagyobbodds, hanyas, hasmenés, idegrendszeri
karosodds, vesekarosodds, infekcid, Escherichia coli okoz-
ta szepszis és sulyos esetben exitus alakulhat ki, amely
tiinetekért a vérben és a szovetekben felszaporodd
galaktéz-1-foszfit felelGs [2, 3]. A tejtiplilds azonnali
leallitisa és specidlis diéta bevezetése utin a tiinetek
tobbnyire gyorsan javulnak. Magyarorszdgon a galacto-
saemia Gjsziilottkori tomegsziirése egészségiigyl minisz-
tériumi rendelet alapjan, 1976 6ta zajlik [4]. A szigora
diéta ellenére a betegeknél hosszti tavi komplikiciok
jelentkezhetnek: beszédproblémak, tanulasi nehézségek,
magatartaszavarok, motoros funkciés abnormalitasok,
kognitivfunkcié-zavarok, szellemi visszamaradottsig, il-
letve lanyokndl hypergonadotrop hypogonadismus [5, 6,
7, 8].

A galaktéz-1-foszfit-uridil-transzferdz-hidny sulyos,
klasszikus formdja mellett 1étezik egy enyhébb, parcidlis
forma is [9]. A betegség ezen tipusdra jellemzé a kortil-
beliil 25% residualis GALT-enzimaktivitis. A részleges
enzimhidnnyal sziiletett gyermekek tiinetei az anyatejes
taplalast kovetGen enyhébbek, mint a teljes defektusban
szenvedBké. Vezetd tinetek az elhtzodéd sirgasig, az
esetleges sulyallas, a galaktéz és galaktoz-1-foszfat fel-
szaporoddsa a vérben, illetve enyhén emelkedett szabad
¢és konjugdlt bilirubin, valamint mdjfunkciés enzim érté-
kei.

A Klasszikus galactosaemia autoszomdlis recessziv
modon 6rokl6dé monogénes betegség. A galaktoz-1-
foszfat-uridil-transzferaz enzimet kédolé GALT géna 9.
kromoszéma rovid karjan talalhaté (9pl3), megkozeli-
t6leg 4,3 kb hosszt és 11 exont tartalmaz [10]. A szak-
irodalom 180-ndl is tobb klasszikus galactosaemiat oko-
z6 muticiot ir le [11]. Ezek koziil hirom misszensz
mutdcié (p.N314D, p.Q188R és a p.K285N) rendkiviil
gyakori a kaukazusi populdciéban. A hairom muticid 6sz-
szesitett allélgyakorisiga a betegekben, egyes orszagok-
ban eléri a 80-90%-ot [12].

A p.N314D (c.940A>G) muticié a 10. exonban,
a 314-es kodonban egy aszparagin /aszparaginsav cserét
eredményez. A p.N314D asszocial a Los Angeles (D1)
és Duarte (D2) variansokkal [13, 14, 15]. Attdl fuggd-
en, hogy a muticié mely polimorfizmusokkal 6roklédik
egytitt cis helyzetben, a fenotipus mds és mas lesz. Mig a
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Duarte-1 varians a p.L.218L csendes mutacioval 6rok-
16dik egytitt és GALT enzimaktivitas-novekedést ered-
ményez (a normilis aktivitds ~110-130%-a), addig
a Duarte-2 varidns 3 intronpolimorfizmussal (IVS4nt-
27G>C, IVS5nt+62G>A, 1VS5nt-24G>A) és  egy
tetranukleotid promoéter  deletidéval  (5’UTR-119del
GTCA) asszocial és csokkenti a GALT enzimaktivitdsit
(~50%-a a normal aktivitidsnak) [16]. Ha egy Duarte-2
varians és egy ,klasszikus” muticié fordul el§ kevert
(compound) heterozigéta formdban, a korilbelil 14-
25%-os residualis GALT enzimaktivitds mellett mér je-
lentkeznek a galactosaemiiban tapasztalhat6 tinetek,
ebben az esetben beszéliink parcidlis galactosaemidrol.

Munkdnk célja volt meghatirozni a magyarorszagi
egészséges populicidban a p.N314D mutacid, valamint
a Los Angeles és Duarte variansok gyakorisagat.

Moébdszerek

Populaciogenetikai vizsgalatban részt vevd
személyek

A p.N314D muticié, illetve az IVS5nt-24G>A polimor-
fizmus jelenlétét szaz egészséges, egymassal nem rokon,
magyar személynél analizltuk. A vizsgilatban a 18. élet-
éviiket betoltott személyek vehettek részt, a nemek ara-
nya megkozelitSleg 50-50% volt. A mintavétel a tajé-
kozott beleegyezés elvének figyelembevételével tortént,
a donor személyek beleegyezd nyilatkozatot irtak ala.
A kutatast az etikai el6irasoknak megfelelGen végeztiik.
A kutatds megkezdéséhez sziikséges etikai véleményt az
Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Ku-
tatdsetikai Bizottsiga (ad.84-344,/2088-1018-EKU;
ad.84-345,/2088-1018-EKU), valamint a Semmelweis
Egyetem Regionilis, Intézményi Tudomanyos és Kuta-
tasetikai Bizottsiaga (TUKEB 8 /2009; TUKEB 9,/2009)
is jovahagyta.

DNS-izolalas

A genomidlis DNS izoldlasa DNS-izolal6 kit alkalmaza-
saval tortént, a megfelel6 protokollt hasznilva [High
Pure PCR Template Purification Kit (Roche, Mannheim,
Németorszag)|.

PCR-reakciok

A p.N314D muticié vizsgilata sorin a GALT gén 8.
és 9. exonjait és a koztes intronrégiét (forward:
CTTgATgACTTCCTATCCATTCTgTC; reverz: TgTg
AgAgTCTggAgACgCCA), mig az IVS5nt-24G>A poli-
morfizmus vizsgdlatakor a 5., 6. és 7. exonokat, illetve a
koztes  intronszakaszokat amplifikiltuk  (forward:
CAgCCAAgCCCTACCTCTCg; reverz: TTAgggACTC
CTTggggACAC). Standard PCR-koriilményeket alkal-
maztunk: a kezdeti denaturacié 95 °C-on 7 percig tar-
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tott, amelyet 94 °C-on, 1 perc denaturicio; 65 °C-on,
45 mp anelldlas; majd 72 °C-on, 30 mp linchosszabbitis
kovetett 40 ciklusban, a végs6 extenzido 72 °C-on 10
percig tartott. A PCR-reakcidhoz a Roche cég dltal gyar-
tott Bioline Immomixet hasznaltuk.

RFLP

A restrikciés emésztésekhez p.N314D muticié esetén
Ava II (hasitisi hely: 5> GYGWCC 3’; New England
BioLabs), IVS5nt-24G>A polimorfizmus esetén Sac I
(hasitdsi hely: 5° GAGCTYC 3’; Roche, Mannheim,
Németorszdg) restrikcids endonukledzokat hasznaltuk.
Az emésztéseket gyari puffer felhasznaldsival, 16 6ran
keresztiil végeztilk 37 °C-on. A detektildst 2%-os
agardzgélen, gélelektroforézis segitségével végeztiik el.

A p.N314D mutacié RFLP-analizise sordn az Ava II
enzim a keletkezett 875 bp hosszt PCR-terméket nor-
malis genotipus esetén négy ponton hasitja, igy a
gélelektroforézis sorin 6t fragmentum keletkezik
(30 bp+42 bp+58 bp+164 bp+581 bp). A p.N314D
muticié még egy tovabbi hasitasi helyet hoz létre a ter-
mékben, igy homozigéta személynél hat fragmentum
(30 bp+42 bp+58 bp+102 bp+164 bp+479 bp), mig
heterozigota személynél hét fragmentum (30 bp+42
bp+58 bp+102 bp+164 bp+479 bp+581 bp) keletkezik.
[A kisméretd fragmentumok nem joél vizualizdlhaték
gélelektroforézissel, de ez az értékelést nem zavarja
(1. dbra).] Az IVS5nt-24G>A polimorfizmus RFLP
vizsgalatakor a Sac I enzim a G/G genotipus esetén a
713 bp hossztt PCR-terméket egy ponton hasitja (311
bp+402 bp). Az intronpolimorfizmus A varidnsa a hasi-
tasi helyet ,,elrontja”, igy A /A genotipus esetén egy (713
bp), illetve G/A genotipus esetén hirom (311 bp+402
bp+713 bp) emésztési terméket lehet kimutatni
(1. abra).

2.000 bp
1.500 bp

1.000 bp

TE0 bp
S00 bp
300 bp
150 bp

20 bp

1. dbra

RFLP futtatdsi kép agardzgélen.
1 = 6. DNS marker; 2 = emésztetlen PCR-termék (875 bp);
3 = p.N314D vad; 4 = p.N314D homozigéta; 5 = p.N314D

heterozigéta; 7 = emésztetlen PCR-termék (713 bp);
8 = IVS5nt-24 G/G genotipus; 9 = IVS5nt-24 A /A genotipus;
10 = IVS5nt-24 G/A genotipus
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Statisztikai kiértékelés

A p.N314D mutici6 és a D1-D2 varidnsok gyakorisa-
ganak Osszehasonlitisa soran a y’-tesztet alkalmaztuk.
A szamitdsokat a GraphPad Prism szoftver (GraphPad
Software, Egyesiilt Allamok) segitségével végeztiik el.

Eredmények

A p.N314D mutici6 PCR-RFLP analizisét szaz kauka-
zusi magyar személynél végeztiik el. Tizenkilenc donor
személy heterozigota, illetve két személy homozigota
volt a mutdcidra, amely 11,5%-os allélgyakorisigot ered-
ményezett (1. tablizat).

A D1 és D2 varidnsok megkiilonboztetésére a p.
N314D mutaciét hordozé mintakon elvégeztiik a
IVS5nt-24G>A polimorfizmus PCR-RFLP analizisét.
Az intronpolimorfizmus A (adenin) variansa a D2 tipus-
sal asszocidl, viszont nincs jelen a D1 tipusban. A tizen-
kilenc, a p.N314D muticiéra heterozigéta személy
koziil tizenotnél detektdltuk az IVS5nt-24G>A poli-
morfizmust, mig négy személy esetében az eredeti G
(guanin) varidns fordult el6 (1. tablizat).

A két p.N314D muticiéra homozigdta személy koziil
az egyik homozigota, a masik heterozigéta volt a vizsgalt
intronpolimorfizmusra, vagyis az egyik személy homozi-
gota volt a D2 varidnsra, mig a masik kevert (compound)
heterozigdta a D2 és a D1 tipusokra. A D2 /D2 genoti-
pus kortlbeltl 50%-o0s GALT enzimaktivitas-csokkenést
eredményez, és legtobbszor nincs fenotipusos kovetkez-
ménye. A D1/D2 genotipus esetében, érdekes modon,
amig a D2 varians csokkenti a GALT enzimaktivitst, ad-
dig a masik allélon 1évé D1 noveli, igy ez a genotipus
nem okoz klinikai manifesztaciot.

Osszesen a D2 varidns allélgyakorisiga 9%-nak, mig a
D1 varidns allélgyakorisiga 2,5%-nak adédott az dltalunk
vizsgilt populdciéban (1. tdblizar). A D2:D1 ariany
3,60:1 (2. tablazat).

1. tiblazat A p.N314D mutici6, a Durte-1 és Duarte-2 varidnsok allél-
gyakorisiga a magyar egészséges populacidban

p.N314D IVS5nt-24G>A

(D1 + D2) (D2) (D1)
Esetszam 100 21 21
Heterozigétak szama 19 16 5
Homozigétak szaima 2 1 0
Allélszam (Ossz) 200 200 200
Normial allélek szama 177 182 195
Mutéciot hordoz6 allélek 23 18 5
szama
Allélgyakorisag 11,5% 9% 2,5%
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2. tablizat
mids populdcidkban detektdlt eredményekkel
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A p.N314D muticié, a Duarte-1 és Duarte-2 varidnsok allélgyakorisaga kiilonbozé egészséges populdciokban. A sajat eredményeink 6sszehasonlitisa

p.N314D Duarte-2 Duarte-1

Orszig, populicio n Allélgyakorisig p Allélgyakorisag p Allélgyakorisig p D2:D1 ariny
Magyarorszag 100 11,5% 9% 2,5% 3,60:1
Horvitorszig 221 7,5% 0,127 3,6% 0,009 3,8% 0,526 0,94:1
Szlovénia 174 8,0% 0,235 5,7% 0,205 2,3% 0,887 2,50:1
Németorszag 289 14,9% 0,285 9,7% 0,884 5,2% 0,166 1,87:1
Cseh Koztarsasig 504 8,2% 0,176 5,4% 0,068 2,8% 0,986 1,93:1
Olaszorszag 802 7,7% 0,089 3,7% 0,001 4,0% 0,401 0,92:1
Nagy-Britannia 248 8,9% 0,357 - - - - -
Amerikai Egyestilt Allamok 4796 7,8% 0,073 5,1% 0,021 2.7% 0,962 1,89:1
(teljes populdcio)

Amerikai Egyestilt Allamok 3244 8.,8% 0,232 6,0% 0,110 2.8% 0,968 2,14:1
(kaukazusi populacio)

n = vizsgilt személyek szdma; p = y*-teszt dltal kapott p-érték; a szignifikins kiilonbség vastag betiivel szedett (p <0,05)
Megbeszélés pidjanak megfeleléen — miel6bb el kell kezdeni a

A p.N314D a GALT génen detektalhat6 leggyakoribb
mutacio. Az dltalunk vizsgilt kaukdzusi magyar popula-
ciéban a muticié allélgyakorisiga 11,5%-nak adddott,
amely gyakorisaig megfelel a mds kaukazusi populaciok-
ban tapasztalt, korabban publikalt adatoknak (p >0,05).
A horvat, szlovén, német, cseh, olasz, angol és az ameri-
kai adatokat a sajat eredményeinkkel osszehasonlitva,
schol nem talaltunk szignifikins kiilonbséget az allél-
gyakorisigokban [16, 17, 18, 19, 20] (2. tiblizat).

A Los Angeles varians esetében a p.N314D mutici6 a
p.L218L csendes muticidval 6roklédik egytitt cis hely-
zetben. A sajat adataink alapjan a D1 varidns hazai gya-
korisaga 2,5%, amely korrelal a horvat, szlovén, német,
cseh, olasz és az amerikai populacidkban leirt allél-
gyakorisagokkal. Szignifikdns kiilonbséget sehol nem ta-
pasztaltunk [16, 17, 18, 19, 20] (2. tdblizat).

A Duarte varidnsra jellemz8, hogy a p.N314D muta-
cié mellett cis helyzetben tovibbi hiarom intronpoli-
morfizmus (IVS4nt-27G>C, IVS5nt+62G>A, IVS5nt-
24G>A), illetve egy tetranukleotid promoter deletio
(5’UTR-119delGTCA) is megtalalhaté az allélon. A D2
varidns gyakorisiga a magyar populicidéban 9% volt,
amely korrelal a szlovén, a német, a cseh, valamint az
amerikai kaukazusi populdcidkban leirt adatokkal. Vi-
szont szignifikdns kiilonbséget (p <0,05) mutat a horvat,
az olasz és a teljes amerikai populdcidkban detektalt
allélgyakorisigokkal [16, 17, 18, 19, 20] (2. tablizat).

Az Gjszilottkori tomegsziirésben emelkedett galak-
tozszinttel kiszirt Gjsziilottek kozott gyakran talalko-
zunk a Duarte varidnsra, illetve egy ,klasszikus”
galactosacmidt okoz6é muticiéra kevert (compound)
heterozigota genotipussal (DG), amely fenotipusosan
parcialis galactosaemidt eredményez, korilbeliil 14-25%-
os residualis GALT enzimaktivitdssal [21]. Parcialis
galactosaemia esetén is — a klasszikus galactosaemia terd-

laktézmentes, galaktézszegény diétit. Azonban egyéves
kor utan, a gondoz6 szakorvos feltigyeletével — a gyer-
mek pontos GALT enzimaktivitisinak ésamutacidanalizis
eredményének ismeretében — sor keriil az tgynevezett
laktozterhelésre, amely sorin fokozatosan emelkedd,
meghatarozott mennyiségl laktoztartalma tiplilékot
adunk a gyermeknek, és nyomon kovetjiik a szérum és
vizelet galakt6z- és galaktdz-1-foszfit-koncentricidjinak
valtozasat. A terhelés eredményének fiiggvényében lehet
sz6 a diéta teljes vagy részleges elhagydsarol.

Eredményeink alapjin, a magyar kaukazusi populacié-
ban a Los Angeles és a Duarte varidnsok allélgyakorisiga
jol korreladl mas kaukdzusi populicidkban tapasztalt
allélgyakorisagokkal. A Duarte varidns magas ardnya pre-
desztindlja a galactosaemids betegek kozott a parcialis
galactosaemia gyakori el6forduldsat.
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