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BEVEZETES

A klinikai laboratériumi genetika teriiletébe tartozik a klinikai, klinikai genetikai
ellatast végzd specialistdk altal betegek (csalddok) részére nyujtott orvosi genetikai
szolgéaltatdsokhoz kapcsolddo genetikai laboratdriumi szolgéltatdsok minden eleme. A
klinikai laboratoriumi genetika egy olyan komplex laboratoriumi szakirdny, ami széles
- gyakran sajat fejlesztésii - metodoldgiai repertodrral vizsgalja az 6roklott monogénes
betegségeket valamint a multifaktoridlis korképek genetikai meghatarozottsagat. A
szakma feladata minden esetben a klinikailag relevans ismeret megszerzése €s annak
megfeleld interpretdcidja a klinikum irdnydba. A tesztelésnek szamos kovetkezménye
lehet a gyakori és ritka oroklott/genetikai betegségekkel rendelkezé egyének, csaladok
vagy populdciok esetében: a klinikai laboratériumi genetikai informdcié érinthet
prognézist, diagnozist, differencial-diagndzist, 4j vagy ismert genotipus-fenotipus
Osszefiiggéseket dllit fel és eredménye alapja lehet ganotipus alapu kezelésnek és
prenatalis diagnosztikédnak is.

A klinikai laboratériumi genetika folyamatosan valtozé tesztrendszereket hasznél, a
genetikal metodoldgia fejlodése nagyon gyorsan bevonul a diagnosztika tertiletére. A
DNS alapu tesztrendszerek, melyek a humdn genom kiilonb6z6 felbontdsban valé
jellemzésére szolgdlnak, kiegésziilnek RNS, s6t metabolit illetve fehérje alapud
tesztrendszerekkel - mindig a tudoményos/klinikai problémdnak megfeleléen. Az uj
tesztrendszerek klinikai diagnosztikdban tortén6é optimalizdldsa, validdldsa és
alkalmazasa a szakma feladata, beleértve a reprodukcids dontéshozatallal és
csaladvizsgalatokkal kapcsolatos kérdéseket, kiilonOos tekintettel az ilyenkor
alkalmazando tesztek megfelel6 modszertanat €s azok korlatait.

A disszertacioban ismertetett tudomanyos munkdmban vizsgdlok monogénes
betegségeket, azok egyedi eseteit és kohorszokat is. Kutatbcsoportommal munkdnk
sordn a diagnosztikai analizishez sziikséges genetikai mddszertani fejlesztéseket is
végeztiink és vizsgaltunk multifaktoridlis kérképeket, minden esetben szem el6tt tartva
azt, hogy a tevékenységiink alapvetden a betegellatdst, a betegségek okainak jobb
megértését és magas szinvonalu diagnosztikai eszkoztar kialakitdsat szolgdlja. A
disszertacioban vizsgalt egyedi monogénes betegségek érintik a glilkdz metabolizmust
(neonatalis diabetes mellitus, fiatal feln6ttkori diabetes, hyperinsulinismus), a

koleszterin metabolizmust (C- tipusu Niemann Pick betegség), a véralvadast (faktor V
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hiany) €s a vazizomrendszert (Duchenne/Becker muscularis dystrophia). Négy stlyos
monogénes betegség esetén (cystds fibrosis, Marfan kor, autoszomalis recessziv
policisztas vese betegség €s Smith-Lemli-Opitz szindroma) magyar betegcsoportokban
vizsgéaltuk meg az adott betegség genetikai hatterét, mely tobb esetben uj kutatasi utak
inditdsdnak lehet&ségét teremtette meg, akdr a mutdcio-specifikus kezelés
megalapozasit, akdr a pathomechanizmus jobb megértését illetéen. A multifaktoridlis
korképek vizsgalata sordn az artérids €s vénds thrombosis kialakuldasdban szerepet
jatsz6 Gas6 esetében elOszor igazoltuk, hogy a fehérje a plazméban - ellentétben a
thrombocytédval - jelen van és kimutattuk kapcsolatdt id6skori macula degeneraciéval,

végiil vizsgaltuk a férfi infertilitas genetikai hatterét.

Egyedi monogénes betegségek vizsgalata

A klinikai laboratoriumi genetika egyik legfontosabb feladata a monogénes betegségek
diagnosztikdja. Ehhez széles modszertani repertoart vonultat fel és szamos olyan
helyzet adddik, ahol a médszertan dltal nydjtott lehet6ségek vagy éppen azok limitacioi
vagy a betegség sajitossdgainak felismerése dnmagaban tudomanyos értékkel bir. A
disszertacioban hat olyan esetet mutatok be, melyek a direkt diagnosztikan tuli

tanulsagokkal szolgalnak.

A véralvadas V-os faktoranak oroklott hianya

Az V-0s véralvadasi faktor (FV) egy olyan nélkiilozhetetlen véralvadasi faktor,
amelynek aktiv formdja a protrombin-trombin 4talakuldsban vesz részt. A velesziiletett
FV hiany a homozigéta vagy Osszetett heterozigdta F5 génmutdciok miatt alakul ki,
el6forduldsa 1:10°. A klinikai kép a FV hidnyban az enyhe tiinetektSl egészen az
életveszélyes vérzésekig terjedhet. A F5 gén az egyes kromoszoma hosszu karjan foglal
helyet 80 kb hossztisagu €s 25 exont tartalmaz. Jelenleg 149 patogén FV hianyt okoz6
mutacié ismert. A prenatalis diagnosztika minden esetben felajdnlasra keriil akdr
amniocentézis akar chorion biopszia mintavételt kovetéen és ebben az esetben kritikus

a csaladi mutacio ismerete.

A C tipusi Niemann-Pick betegség
A C tipust Niemann-Pick betegség (NPC) egy autoszomalis recessziv lizoszomalis

taroldsi betegség amelyet az NPCI vagy NPC2 génekben bekovetkezd mutéacidk
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okoznak. Széles tlinetspektrummal bir, a szamos aspecifikus tiinet miatt nagyon nehéz
diagnosztizdlni. Sziiletést6l kezdve lehetnek tiinetei, de manifesztdlédhat késbi
feln6ttkori  kronikus neurodegenerativ betegség formdjaban is. A génmutdcidk
abnormalis kés6i endoszomdlis -lizoszomalis koleszterin transzport defektust okoznak,
aminek az eredménye az lesz, hogy tobbféle lipid molekula akkumuldlédik a
lizoszomékban. Az életkilatasok a betegség tiineteinek jelentkezésétdl fiiggenek. A
betegség incidencidja 1:100.000 élvesziiletés. A betegséget tobb mint 95%-ban az
NPCI génben bekovetkez6 mutdcidk, mig a maradék 5%-ban az NPC2 génben
bekovetkezd mutdcidk okozzdk. Az eredetileg Gaucher kérban haszndlt miglustat
gyogyszer potencidlisan NPC kezelésére is hasznédlhatd. Mivel késlelteti a neuroldgiai
tiinetek progresszidjat, alkalmazdsat NPC betegségben szamos orszdgban befogadtak.
Minden olyan esetben ahol az NPC diagndzis klinikailag felmeriil, az NPC1 és NPC2
gének vizsgalata sziikséges. Fontos a csalad nem érintett tagjai hordozé allapotanak
meghatdrozdsa, valamint a prenatdlis diagnosztika lehet&sége is. Jelenleg tobb, mint

700 NPC1 varianst ismeriink, amelyek kozott 475 igazoltan patogén.

A Duchenne/Becker izomsorvadas

A Duchenne izomsorvadas a leggyakoribb izomsorvadés tipus, X kromoszéméhoz
kotott, incidencidja 1:5.000 fiu sziiletésre nézve. A betegségben tipikus a proximalis
izomgyengeség, amely korai gyermekkorban mutatja el6szor a tiineteit. A szérum
kreatin kindz (CK) emelkedett. A betegek nagy része 12 éves korra toloszékbe
kényszeriil, a kardidlis manifeszticiok dilatativ cardiomyopathia és kiilonb6z6
arrhythmidk lehetnek. Az atlag életkor a diagndzis idején 5 év. A hosszu diagnosztikai
késedelem roviditése fontos a reproduktiv dontéshozatal timogatdasa miatt. A Becker
izomsorvadas allélikus betegség, azonban lényegesen joindulatibb, mint a Duchenne,
sokkal késébbi kezdettel €s jobb életkildtdsokkal. A betegség a dystrophin (DMD) gén
mutaciok kovetkezményeképpen alakul ki. A DMD a humén genom legnagyobb génje,
a dystrophin fehérjét kodolja, melynek funkciéja a sarcolemma mechanikai
megerdsitése. A mutdcidk 1/3-a de novo. A genetikai tesztelés elsd 1€pése az MLPA
analizis, hiszen a betegek 2/3-a delécid/duplikaci6 dltal okozott betegségben szenved,
mig azok negativitdsa esetén DNS szekvenalassal lehet vizsgalni a kis genetikai
eltéréseket a génben. Az Uj generacios szekvendldsi technika nagymértékben javitotta

az analitikai szenzitivitdst. A genetikai tandcsadds nagy jelent6séggel bir, hiszen a
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mutéci6 de novo vagy 0roklott voltat meg kell dllapitani, mert az ismétl6dési kockazat

megitélésében ez rendkiviil fontos.

Neonatilis diabetes mellitus

A neonatalis diabetes mellitus (NDM) egy sulyos monogénes betegség, amely definicio
szerint az élet els6 6 honapjaban keletkezik. Lehet permanens (PNDM) vagy tranziens
(TNDM). Az utébbi esetében a diabetes néhany honapon beliil elmiilik, de kés6bb az
élet soran visszatérhet. A NDM incidencidja 1:100.000-1:400.000 élve sziiletés, az
esetek fele PNDM a masik fele TNDM. A neonatalis diabetes mellitus esetek kb. felét
az Kurp csatorna gének, a SUR1-et kédol6 ABCCS8-ban és a K;;6.2-t kédolé KCNJ11-
ben bekdvetkezd mutaciok okozzdk. A PNDM leggyakoribb oka a KCNJI1 génben
bekovetkezd aktivalé mutdciok melyek az esetek 30 %-aért felel6sek. Szintén funkcid
nyeré muticidk vezetnek T/PNDM-hoz az ABCCS génben. E mutdciok ebben a két
génben feleldsek a PNDM esetek 6sszességében tobb, mint 40%-4ért. A NDM-ban a
magas ddzisu sulfonylurea (SU) gydgyszeres kezelés rendkiviil j6 gliikkéz kontrollt tesz

lehetdvé.

Fiatal felndttkori diabetes (maturity-onset diabetes of the young, MODY)

A fiatal feln6ttkorban jelentkez6 MODY o6roklédése autoszomdlis domindns, a
betegség korai fazisdban nincs inzulindeficiencia. A MODY betegek kb. 80%-a
félrediagnosztizalasra keriil, akar 1-es akar 2-es tipusu diabetesnek és a korrekt -
altalaban a molekuldris tesztelést is magdaban foglald - diagnozisig akar 10 év is eltelhet.
A genetikai diagnézis a MODY altipustdl fiiggéen a betegek nagy részénél az
alkalmazott kezelés megvaltoztatdsat eredményezi. A MODY-nak tucatnyi altipusa

van.

A hypoglycaemias hyperinsulinismus

A hypoglycaemias hyperinsulinismus (HH) egy klinikailag, genetikailag és
morfoldgiailag heterogén betegségcsoport, mely hatterében minden esetben nem
megfeleléen szabdlyozott inzulin szekrécié all. A legsulyosabb és leggyakoribb
neonatdlis formdja esetén, a gyors diagnozis kritikus a megfeleld terdpids beavatkozas
megvalasztasa céljabol. A HH genetikai formdi az inzulin szekrécidt szabdlyozé gének

mutécidi kovetkeztében alakulnak ki. A megfelel6 terdpia megvalasztasa a kiilonb6zo
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neuroldgiai tiinetek és a neuroldgiai fejlédési rendellenességek megel6zése
szempontjabol fontos. A HH-nak hisztoldgiailag hdrom forméja kiilonithet6 el, a diffuz,
a fokalis és az atipusos forma (ez esetben csak bizonyos szigetsejtek mutatnak
hiperplazids jeleket). A diffiz forma az Gsszes pancreas [} sejtet érinti, mig a fokalis
formanal egy kisebb régid érintett. A fokalis HH altalaban sporadikus és egy apai
oldalrol 6roklott Karp csatorna gén mutdcidval jar egyiitt. Az 0sszes HH eset 60%-a
diffuz. Ekkor altalaban egy homozigéta recessziv mutdcié vagy Osszetett heterozigota
mutéacié kombinacio 4ll a hattérben. Ezek a betegek altaldban gydgyszeres terapidra
nem reagalnak, igy esetiikben a majdnem teljes pancreas eltavolitds az egyediili
megoldds. A HH monogénes nem szindromds forma 12 gén hibdjara vezethetd vissza.
Sok esetben a genetikai hattér feltardsa még mindig sikertelen. A mutacidk
leggyakrabban a Karp csatornat alkot6 fehérjék membréanba jutasat akadalyozzak meg,

vagy aktivitasukat csokkentik le drasztikus médon.

Genetikai diagnosztikai médszertani fejlesztések

A klinikai laboratoriumi genetikdnak ritkdn adatik meg, hogy elGregyartott,
optimalizalt, CE-IVD eszkozokkel dolgozzon a diagnosztikai eljards sordn. Ennek
kovetkezménye a szamos mddszertani fejlesztés, optimalizicid, melyek nagy része a
specifikus diagnosztikai esetek/kohorszok fejezetekben keriil bemutatdsra. Itt azt a két
esetet mutatom be, amely dltaldnos jelentoséggel bir, hiszen minden, a teriileten végzett
diagnosztikai eljards sordn van szerepe. Az egyik moddszertani fejlesztés az anyai
kontamindcié vizsgdlata prenatdlis mintavételt kovetden, a mdsik pedig a
piroszekvenalds analitikai teljesit6képességének analizise, kiilonds tekintettel a

homopolimer szakaszok vizsgalatara.

Az anyai sejt kontaminaci6 hatasa a molekularis genetikai diagnosztikai tesztekre
invaziv mintavételt koveto prenatalis diagnosztika soran

A prenatdlis diagnosztika f6 terepe jelenleg még mindig az invaziv prenatdlis
diagnosztika. Az anyai sejt kontamindci6 az invaziv beavatkozdssal nyerhetd, a chorion
biopszia (chorionic villus sampling, CVS) és a magzatviz mintakban kimutathato és
mind a két esetben silyos preanalitikai kockdzati tényez6t jelent. A prenatdlis
diagnosztika soran végzett genetikai tesztelés mindsége nagymértékben fiigg az anyai

kontaminéciotol (maternal cell contamination, MCC). Az anyai sejt kontaminacio rossz

10
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diagnozishoz vezethet tragikus terhességi kovetkezményekkel, valamint nem
konkluziv eredményre, utobbi miatt sziikség lehet egy megismételt invaziv
beavatkozasra. Az magzatvizhez képest a CVS magasabb anyai sejtkontaminacios
kockazattal bir, mert az anyai deciduit a magzati sejtekr6l nehéz teljes mértékben
eltavolitani. Az elfogadott ajanlas alapjan, minden egyes prenatdlis diagnosztika
esetében ajanlott anyai sejt kontaminacids vizsgalatot végezni. A genetikai
laboratériumnak tisztaban kell lenni a rutin médon alkalmazott diagnosztikai tesztek
anyai sejt kontamindcidra vonatkozd szenzitivitasdval, mely sziikséges a teszt
eredményének korrekt interpretacidjahoz, azonban ennek a kialakitdsa nagyon nehéz

és a nemzetkozi adatok is hidnyosak.

Piroszekvenaldsi alapi dj generacios DNS szekvenalasi rendszer analitikai
paramétereinek vizsgalata

A homopolimer (HP) egy olyan szekvencia mintazat, amely azonos nukleotid
bazisokbdl 4ll, majdnem minden exonban el6fordulnak. Legnagyobb résziik 4-6
nukleotid hosszi. A napjaink klinikai laboratériumi genetikai diagnosztikdjdban
haszndlt Uj generdcidos szekvenaldsi technoldgidk esetében néhdny nem képes a
homopolimereket megfeleléen szekvendlni a szekvendlds alapelve miatt. A
piroszekvenalds és az ion félvezetd szekvendlds esetében a jel - ami emittdlt fény vagy
hidrogén ionok - ergssége attdl fiigg, hogy hany azonos nukleotid bazis épiil be a DNS
szalba egy adott ANTP ciklus soran. Azonban az induld linearitds a HP mintazatokban
egyre inkdbb ellaposodik, ebbdl kovetkezden szdmos, mind tdl sok, mind tdl kevés
nukleotid olvasdsban megvaldsuld hiba kovetkezhet be. Ami ezt kiilondsen
problémadssa teszi, hogy a HP szekvencidk az inzercié és delécié mutaciok forrd
pontjaiként szerepelnek, ezért ezeknek a modszereknek a klinikai laboratériumi
genetikai diagnosztikai felhasznélasa a HP szekvencidk tekintetében kérdéses. Kevés
experimentalis adat all rendelkezésiinkre arra nézve, hogy mennyi az a pontos HP
nukleotid szdm, ahol a piroszekvendlds pontatlannd valik. Vizsgdlatiara két
tesztrendszert alakitottunk ki: plazmid vektorokban kiilonb6z6 homopolimereket
hoztunk létre és ezeket szekvenaltuk uj generacids szekvenalassal, valamint a CFTR
gént vizsgaltuk egy sajat fejlesztésli piroszekvendldsi tesztrendszerrel ismert

szekvencidju betegmintdkon.
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Monogénes kohorszok vizsgalata

A monogénes kohorszok genetikai vizsgalatdnak jelent6sége szertedgazd. A mutdcidk
ismerete lehetéséget nydjt pontos, koltséghatékony diagnosztikai protokollok
kialakitasara, segitheti a reproduktiv dontéshozatalt. A csalddoknak megnyugvast
hozhat, roviditi a diagnosztikus odiisszeiat. Adatokat szolgéltathat a populacié
torténetére, a genotipus-fenotipus kapcsolatra vonatkozdan, segitheti az ujsziilottkori
szlirés genetikai oldaldnak kidolgozdsit. Munkdnk sordn négy monogénes kohorsz

analizisét végeztiik el.

A cystas fibrosis (CF)

A cystas fibrosis (CF) a kaukédzusi népcsoport egyik leggyakoribb sulyos monogénes
betegsége. Oroklsdésmenete autoszomalis recessziv. A betegek varhaté élettartama 40
év. Szamos orszdgban a CF immunreaktiv tripszinogén (IRT) alapu sziirése bekeriilt az
Ujsziilottkori szlirbprogramokba, habar a sziirés ellentmondésos, hiszen a CF a
legutébbi id6kig az dsszes Wilson €s Jungner kritériumnak nem felelt meg, els6sorban
azért, mert nincsen olyan kezelési modja, amely érdemben befolyasolna a fenotipus
kialakuldsat és progresszi6jat. Evtizedeken 4t csak tiineti kezelés volt lehetséges, ami
els6sorban a légutakban kialakulé viszkézus nydk olddsat jelentette, illetve az
antibiotikum kezelés, amely az infekciok megel6zésére és kezelésére szolgdl. A
betegség altal érintett fehérje a CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulator) egy,
els6sorban a légutakban és a verejték mirigyekben expresszalodo klorid ion csatorna.
A betegség diagnosztikajat megneheziti az a tény, hogy a fehérjét kddoléo CFTR génben
tobb, mint 2000 mutécié okozhat CF-et és az egyes mutdciok el6forduldsa igen valtozo
a kiilonbozo vizsgélt populdciokban. A CF mutéacidk hazai prevalencia adatai igen
hianyosak voltak az ezirdnyd munkink megkezdése el6tt. A funkciondlis defektus
tulajdonsdgainak megfelel6en 7 muticids osztdlyt kiilonboztetiink meg CF esetében.
Az I. osztalyt mutaciok esetében fehérje nem keletkezik. A II. osztalyu mutaciok (ide
is tartozik a leggyakoribb CF mutéicié, a p.Phe508del) a CFTR fehérje érését
befolydsoljak és a végeredménye az lesz, hogy a fehérje csomagolddasa sériil, a mutans
fehérje korai degraddcioval elemésztédik. A III. osztdlyd mutdcidk esetében a CFTR
csatorna nyitasi funkcié érintett, mig a IV-es osztidlyd mutdciok esetében a klorid
vezetés csOkkent. Az V. osztilyd mutdciok esetében a CFTR fehérje mennyisége

csokkent. A VI. osztalyd mutaciok a citoplazma membranban levé CFTR életidejét
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csokkentik. A VII. osztdlyi mutacidk esetében a farmakoldgiai kezelésnek elvi
lehet&sége sincsen, hiszen oly mértékben sériil a genetikai dllomdny, hogy semmilyen
formaban nem alakulhat ki mikodoképes fehérje. Ilyen eltérések a nagy CNV-k. A
mutéci6é specifikus terapidk alapja olyan kis molekulasilyd modulator molekulak,
amelyek feladata az, hogy valamilyen mddon javitsdk a mutins CFTR fehérje
funkciéjat. A potencidtorok a csatorna nyitdsi valdszinliségét novelik meg, a
korrektorok az atir6dé CFTR fehérje plazma membranba vald kijutdsat segitik eld, a
stabilizatorok meghosszabbitjdk a mutdns CFTR fehérje plazma membranban eltoltott
idejét, az amplifikalok megnovelik a mutdns CFTR mennyiségét ahhoz, hogy utana mas
kis molekuléak tudjanak rajta hatni €s vannak a nonszensz mutaciok kezelésére szolgalo
atolvaso gyogyszerek. A modulatorok két osztalya kapott mar szabalyozasi hatosagtol
engedélyt: a potenciatorok, amely esetében a nyitdsi és a vezetési hibat okozé CFTR
mutdciokat lehet kezelni, valamint olyan varidnsokndl, ahol van rezidudlis funkci6 és
az bizonyitottan javul a potencidtor kezelés hatdsara, a korrektorok, amelyeknek az
érést elosegitd funkcidjuk a potencidtorokkal egyiitt értelmezhetd, azaz egyiitt fogjdk a
p-Phe508del homozigéta betegeknél vagy a p.Phe508del/mds mutdcié Osszetett

heterozigdta betegek esetében javitani a klinikai képet.

A Smith-Lemli-Opitz szindréma

A Smith-Lemli-Opitz (SLO) szindréma egy monogénes, autoszomalis recessziv médon
0rokl6d6, mentélis retarddcidval jaré malformécids szindréma. A biokémiai eltérések
(emelkedett 7-dehidrokoleszterin (7-DHC)) hétterében a koleszterin bioszintézis utols6
1épését katalizdlé enzim, a 7-dehidrokoleszterin-reduktaz (DHCR7) defektusa 4ll. Az
enzimblokk eredményeképpen alacsony koleszterin szint, magas 7-DHC koncentracio
mérhetd a vérben és a szovetekben. A koleszterin embriondlis fejlédésben €&s
morfogenezisben jatszott szerepe hozzdjarul az SLO kialakuldsahoz. A korképre
jellemzd, tobb szervrendszert érintd, szertedgazd tiinetekért - mds velesziiletett
anyagcsere betegségekhez hasonldan - az enzimblokk el6tt felszaporod6 kozti termék,
a 7-DHC valamint a csokkent mennyiségli végtermék, a koleszterin egyiittesen
felel6sek. A 7-DHC sejtmembranba valé beépiilése megvéltoztatja a lipid raftok protein
Osszetételét, a sejtmembran struktirdjat. Az emelkedett koncentracioban 1évd 7-DHC
és annak metabolitjai ugyanakkor toxikus hatdsuak, mert a 7-DHC konnyen oxidalhat6

lipid molekula. A lipid peroxidécié sordn szdmos oxiszterol keletkezik bel6le, melyek
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feltételezhetden koroki szerepet jatszanak a szindromdban megfigyelhetd kodzponti
idegrendszeri tiinetek kialakuldsaban. Becsiilt incidencidja 1:10.000-1:70.000. A magas
hordozé gyakorisdgot (1:30) alapité hatdssal €s a heterozigétdk szelekcids elényével
magyarazzak. Utobbiban szerepet jatszhatott a D-vitamin fokozott keletkezése a bérben
1év6 elbanyagdbdl, a 7-DHC-b61, amely nemcsak az angolkdr kialakuldsdval, hanem az
autoimmun betegségek fellépésével €s bizonyos kérokozokkal szemben is védettséget
jelent. A hordozé gyakorisag alapjan becsiilt incidencia magasabb, mint a tényleges,
ami a sulyosan érintett magzatok prenatalis/perinatalis elhaldlozasabol, illetve a
betegség aluldiagnosztizaltsagabdl €s a hordozok csokkent fertilitdsabol adédhat. Az
SLO szindroma széles klinikai spektrummal rendelkezik. A fenotipusos jegyek, az
egészen enyhe tiinetektSl (viselkedési zavar, enyhe mentélis retarddcié) a
prenatdlis/perinatdlis  elhaldlozdshoz =~ vezet§  tobb  szervrendszert  érintd
rendellenességek jelenlétéig, rendkiviil valtozatosak lehetnek. A  kiilonb6zo
szervrendszerek érintettsége alapjan a betegség harom sulyossagi fokozata kiilonithetd
el: enyhe (<20 pont), tipusos/klasszikus (20-50 pont) és sulyos (>50 pont). Az SLO
szindromas betegeket tobbnyire fejlodésbeli elmaradas jellemzi. A mentélis retardacid
véltozé mértékli lehet. Gyakori a szenzoros hiperreaktivitds, a kiilonboz6 vizudlis,
auditoros ingerekre adott felfokozott vélaszreakcid. A betegek tobbségére jellemzd
kiilonb6z6 mértékii agresszivitds és onbantalmazas. Jellemz6 a suilyos alvdszavar. A
klinikai tiinetek alapjdn felmeriil6 SLO szindréma esetén els6ként biokémiai tesztek
elvégzésére keriil sor. Az SLO szindroma kialakuldsaért a DHCR7 enzimet kddol6 gén
mutécidi felel6sek. A mutdcidk a génben barhol el6fordulhatnak, jelenleg 169 SLO
szindromat okoz6 mutdcid ismert. Mds monogénes betegségekhez hasonldan itt is
megfigyelhetd, hogy az egyes populdcidkban kiilonb6zd a mutécids spektrum és az
egyes mutdciok gyakorisdga foldrajzi elhelyezkedéstdl fiiggben eltérd. SLO szindroma
esetén a genotipus-fenotipus Osszefiiggés gyenge korrelaciét mutat, kivétel, hogy a
legstlyosabb klinikai kép (akar magzati vagy perinatalis haldlozds) két null allélt
eredményezé muticié esetén fordul eld, mely genotipus az enzimaktivitdst kozel
nulldra csokkenti. A gyakori Osszetett heterozigétasag és az azonos genetikai hatter(
betegek alacsony szdma neheziti a genotipus-fenotipus Osszefliggések vizsgdlatat.
Amennyiben a csalddra jellemz6 mutacié ismert, ismételt terhesség alkalmaval
prenatalis genetikai diagnosztika lehetséges. Az SLO szindromds betegek kevesebb

koleszterint szintetizdlnak és az enzimblokk miatt jelent6sen emelkedik a vérben és a
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szovetekben a 7-DHC szintje. Az els6dleges terapids probalkozas a koleszterin szint
novelését célozza. A koleszterin potlas a legtobb beteg esetén emeli a koleszterin
koncentraciot a vérben. A koleszterin azonban a vér-agy giton nem jut at, igy az agyban
nem tudja a koleszterindeficitet, valamint a mar kialakult kdzponti idegrendszeri
eltéréseket korrigdlni. A masik kezelési méd a HMG-CoA reduktaz gatld sztatinok
alkalmazasa, melyek atjutnak a vér-agy giton €s paradox modon a rezidualis DHCR7
aktivitas novekedését okozva egyes SLO szindromas betegekben a koleszterin szint
emelkedéséhez, illetve a 7-DHC csokkenéséhez vezetnek. A 7-DHC-b6l
lipidperoxidéacids folyamatok sordn szamos oxiszterol keletkezik, mely terdpias
szempontbdl az antioxiddnsok potencidlisan elényos hatdsat feltételezi. Az E-vitamin
gitolja a 7-DHC-bd1 az oxiszterolok képzddését. Minden olyan prébalkozds, ami a
toxikus 7-DHC szintet csokkenti, potencidlis kezelési lehetdségként vizsgdlando.
Nemzetkozi kollaboracidoban végzett vizsgalataink sordn amerikai partneriink tobb
olyan kis molekulat azonositott, melynek hatdsa van a koleszterin bioszintézisre. A
hordozok enyhén emelkedett 7-DHC szinttel rendelkeznek. Kollaboracids partneriink
korabbi munkdibdl tudjuk, hogy az emelkedett 7-DHC szint heterozigéta egerekben is
kimutathat6 és a legmagasabb szinteket pedig az idegrendszerben talaltak, valamint az
is bizonyitast nyert, hogy bizonyos pszichiatriai betegek, akik aripiprazole vagy
trazodone gyodgyszert szednek, nagy mértékben megemelkedett 7-DHC-val
rendelkeznek. Az aripiprazole vagy trazodone gydgyszert szeddk esetében a 7-DHC
plazma szintjiik alapjan akar az SLO félrediagnosztizalas veszélye is fenndll. Az adatok
arra utalnak, hogy a DHCRY7 inhibitor expozicidnak hatdsa lehet a magzati egészségre.
Az a tény, hogy a populdcidban sem a heterozigétak sem az aripiprazole-t szeddk
ardnya nem extrémen alacsony, esetenként a 7-DHC szint toxikus tartomanyba

emelkedését is felveti.

Az autoszomalis recessziv policisztas vesebetegség

A rendlis ciliopathidk az elsddleges csill6t alkoté fehérjék génjeinek mutédcidjaként
alakulnak ki. Ide tartozik tobbek kozott az ADPKD (autosomal dominant polycystic
kidney disease) €s az ARPKD (autosomal recessive polycystic kidney disease),
valamint a nephronophthisis is. A policisztds vesebetegségek leggyakoribbja az
ADPKD, ami 4ltaldban egy felnbttkorban jelentkezd tobb szervi érintettséggel

rendelkez$ betegség, el6forduldsa 1:400 és 1:1000 élve sziiletés kozé tehetd, azaz az
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ADPKD t6bb mint 10 millié6 embert érint a vilagon. A betegek tobb, mint 90%-4ban a
PKDI és PKD?2 gének mutacidja okozza a betegséget. Az ARPKD sokkal ritkabb, de
sokkal sulyosabb betegség, mint a domindns forma. Tipikusan perinatdlisan vagy
gyermekkorban manifesztalodik, gyakran végzetes kovetkezményekkel. A betegség
érintheti a méajat is, m4j fibrosist okoz és nagy mértékben megnagyobbodott vesékkel
jar. Az ARPKD kombinélt méj és vese transzplantaciot igényelhet gyermekkorban. A
betegséget okozé génmutaci6 a PKHDI génben van, amely gén a
fibrocisztin/polyductin nev( fehérjét kodolja és ez a protein az elsédleges csilloban és
a bazdlis testben fordul el6. A fibrocisztin részt vesz a sejt-sejt adhézidéban és
proliferacié szabdlyozdsban is, illetve lehetséges az, hogy egy membrin kotott
receptorként is funkciondl. A PKHDI gén rendkiviil nagy méreti. Az ARPKD
incidenciaja 1:26.500 élve sziiletés. Pontos incidencidjanak megbecslése nehéz, hiszen
a kiilonboz6 kohorszok esetében kiilonbozéek a beteg bevélasztdsi kritériumok és
sokszor elo6fordul az, hogy a perinatalisan elveszitett definitiv diagndzis nélkiili
Ujsziilottek esetében nem torténik mutacio analizis. Az ARPKD 30-40%-os mortalitasa
a tiid6 hypoplasiara vezethetd vissza. Az ARPKD esetében is egy genetikailag
homogénnek gondolt betegségrdl van sz6, amely a PKHDI génben torténd recessziv
mutéciok kovetkeztében alakul ki, de vannak mar egy€b mds olyan ujonnan identifikalt
gének, mint pl. a DZIPIL, amelyek okozhatjak a betegséget. A PKHDI gén éltal
okozott ARPKD genotipus-fenotipus korrelaciéjat rendkiviil nehéz felallitani. Sok
Osszetett heterozigéta genotipus is megfigyelhet6, mely esetekben a két kiilonbozd
muténs allél hatdsa nehezen vizsgalhato, de altaldban a hypomort allél determinalja a
fenotipust, hiszen a funkcidveszt6 allél jelenléte egyértelmlien sulyos
kovetkezményekkel jar. Azokban az esetekben, ha két trunkdlé mutéacié van jelen,
akkor a betegség igen stlyos, altalaban halalos. Az aminosav cserékkel jar6 mutacidk
esetében el6fordulhat a trunkdlé mutdcioknak megfeleld, de enyhébb fenotipus is. A
definitiv diagnozis felallitasa 1élektanilag nagyon fontos a csaladoknak, a diagnézisnak
lehet szerepe az extrarendlis tlinetek meghatarozasidban, a komplikaciok
elorejelzésében. A teljes exom szekvendlds mddszertandnak széleskorli elterjedése
segiti a nagymértékben datfedd fenotipussal rendelkezd ciliopathidk diagndzisat.
Hagyoményosan a PKHD1 gén tesztelése Sanger szekvenalassal tortént, de ennek
szerepét ma mar atveszi az Uj generacios szekvenalds. A genetikai tesztelés a csaladok

95%-ban legaldbb egy mutdciét taldl. Bizonyos mutdcidk gyakrabban el6fordulnak
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minden populdcioban mint masok, pl. a p.Thr36Met misszensz mutdcié amely az
eurdpai betegpopulacié 10-15%-ban kimutathaté. A PKHDI mutécié hordoz6 sziil6k
esetében, akiknél a csalddban volt mar beteg gyermek, a prenatalis diagnosztika
lehetséges. Jelen lehetnek fenokdpidk 1is. A differencidl diagndzis sordn a
nephronophthisis, a korai jelentkezé€sti ADPKD illetve az ARPKD veend6 els6sorban
figyelembe. Ezekben az esetekben a vese ultrahang vagy egyéb képalkotd eljarasok
segithetnek, de végleges diagndzist a genetikai vizsgdlat jelent. A kiilonb6zd formak
kozti kiilonbségtétel kritikus a genetikai tandcsadds a reproduktiv tervezés

szempontjabol és a betegség kildtdsai szempontjabol is.

A Marfan szindroma

A Marfan szindréma az FBN1 génben bekovetkezé mutaciok miatt alakul ki, az érintett
fehérje a fibrillin-1, az extracellularis matrix fontos alkotd eleme, mely strukturalis
integritdst ad a kotszovetnek és hozzajarul elasztikus tulajdonsdgainak kialakitdsahoz
is. A Marfan szindréma szovédményei az aortagyok aneurysma disszekci6 és a mitralis
billenty(i prolapszusa. A Marfan szindréma genetikai diagnosztikdja nagy hatdssal van
a betegség menedzsmentjére, mert a diagndzis megel6zd sebészeti beavatkozdshoz
vezet abban az esetben, ha az aortagyok atmérdje eléri az 5 cm-t, vagy ha az aortagyok
novekedése évente nagyobb, mint 5 mm. A nagyon gyakran mar gyermekkorban
kimutathat6 és fontos diagnosztikai kritériumként szerepld mitrélis és tricuspiddlis
billentyl prolapszus hosszi tdvd klinikai kovetést igényel, évente echocardiogram
ajanlott. A Marfan szindroma az életmindséget nagymértékben rontja. A f6 mortalitasi
ok az aorta komplikacid, ami a Marfan szindromas betegek 80%-dnal kialakul. A
legstlyosabban érintett, neonatalis Marfan szindromds betegeket mdér sziiletéskor
diagnosztizaljak. A korai felismerés javithatja a menedzsmentet és a genetikai
tandcsadds sordn tdjékoztathatok a sziilok az esetleges kimenetelekr6l. A silyos
allapotd tjsziilottek esetén a mortalitds az els6 életévben elérheti a 15%-ot. A neonatdlis
Marfan szindroma stlyos mitralis és/vagy tricuspidalis billentyll elégtelenséggel és
pulmonalis emphysemaval jar. A mutdcidk kettds hatastak. Ha a fibrillin-1 nem
funkciondl, annak nemcsak szerkezeti kovetkezménye van, de a TGF-f szignalizacids
utvonal tdlzott aktivitdsa is, és mindkettd hozzdjarul az egyébként meglehetdsen
bonyolult patogenezishez. A Ghent kritérium rendszer nagyon hangsilyozza a

genetikai tesztelés fontossdgat a szemészeti és kardiovaszkuldris tiinetek mellett. A
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Ghent nozoldgiat vizsgélataink sordn mi is hasznéltuk. A csalddi halmozddas
hianyaban az aorta gyok tagulat és az ectopia lentis 6nmagdban felallitja a Marfan
szindroma diagnodzisit, mig ha csak egy ilyen manifeszticidja van, akkor a FBNI
patogén mutacio jelenléte vagy a 7 = szisztémds pont érték az, ami sziikséges ahhoz,
hogy a diagndzis feldlljon. Pozitiv csaladi anamnézis esetén ectopia lentis, a 7=
szisztémas pont érték vagy a kitagult aorta elegend6 a Marfan szindréma diagnézisanak
feldllitdsdhoz. A Marfan szindréma prevalencidja 1:5000 és 1:10.000 koz¢€ tehetd. A
Marfan szindromas betegek 75%-a esetében mutathat6 ki csaladi halmozddas (érintett
sziil6), 25% pedig de novo mutécié eredményeképpen alakul ki. A nagy méretli FBNI
gén 230 kb-t foglal magédba, 66 exont tartalmaz és eddig kb. 2400 kiilonb6z6 patogén
mutdciot irtak le, amelyek a teljes régioban el6fordulnak. A 25-33-as exonig terjedd
rész - ahol a cb-EGF domének vannak - kritikus régi6 a sulyos neonatalis Marfan
szindrémadt illetéen. Ugyan a penetrancia komplett, de mivel rendkiviil nagy varidbilitds
van mind csalddok kozott, mind csaladon beliil ugyanazon mutéicié esetében is. A
muticidok 2/3-a misszensz mutaci6. A Marfan szindroma klinikai laboratériumi
genetikai tesztelési stratégia els6 1épése a szekvendlds, amelyet CNV analizis kovet
abban az esetben, ha kis skaldju varidns nem mutathat6 ki. Az FBNI szekvencia analizis
Marfan szindréma esetén 90-93%-ban pozitiv. A patogén varidnsok tobb mint 90%-a
egyedi. Lehet6ség van prenatdlis és preimplantdcids genetikai diagnosztikdra is. A
preventiv sebészeti eljarasok nagy eldrelépést jelentenek a legfontosabb komplikécié
kivédése szempontjabol. A terhesség menedzsment fontos, hiszen a Marfan szindromads
ndk esetében a terhesség alatt 3 mm-el nd az aorta 4tmérd €s az alap kockdzathoz képest
az aorta komplikacioknak veszélye 6tszorosére novekszik. Marfan szindromads terhes

ndk esetében az aorta disszekcid kozvetleniil a sziilés utdn nagyon nagy kockdzatu.

Multifaktorialis betegségek vizsgalata

A multifaktorialis kérképek genetikai, laboratoriumi vizsgalatai tobb évtizedes multra
tekintenek vissza, elég, ha a leggyakrabban végzett - ellentmondasoktél nem mentes -
genetikai tesztre, a faktor V Leiden mutédcidra gondolunk. A nagy populaciot érintd
betegségek kialakuldsdnak megakaddlyozdsa, a kezelési lehet6ségek genetikai alapon
torténd alkalmazdsa és fejlesztése szdmos esetben bizonyitottdk helyiiket a
medicindban. A multifaktoridlis korképek vizsgalata sordn el6fordulhat, hogy ki kell

lépni a genetikai moédszertanbol, €s szélesebb kori metodologidt kell alkalmazni.
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Munkam soran korabban mar vizsgdltam thrombosis genetikai hatterét szertedgazo
modszertani megkozelitéssel, ezt a szemléletet probaltam alkalmazni a Gas6
vizsgdlatok sordn. A komplex betegségek genetikai analizisét Kkiterjesztettiik két
kifejezetten nagy népegészségiigyi problémara, az idoskori macula degeneracidra és

férfi infertilitasra is.

A Gas6 és receptorai

A Gas6 fehérje az azonos nevili génnek a terméke. Multimoduldris K-vitamin fiiggd
fehérje, nagy homoldgiat mutat a véralvadds szabdlyzo fehérjéjével, a protein S-sel.
Expresszidja széleskorii, expresszdlodik az endothelidlis sejtekben, a vasculdris
simaizomsejtekben, a csontvel6ben. A Gas6 harom kiilonb6z6 receptor tirozin kindz
ligandja (Tyro-3, Axl, MerTK (TAM csalad)). A receptor-ligand kotéskor a receptor
dimerizalédik, autofoszforilalédik az intracellularis tirozin kindz doméneken. A Gas6
szamos €lettani folyamatban jatszik szerepet, beleértve a sejt migraciot, adhéziét, a sejt
novekedését és tulélését. A Gas6 aktivitas y-karboxildciot igényel. A TAM csalad tagjai
olyan egyes tipusu transzmembran receptor tirozin kindzok, melyek nagy funkcionalis
homoldgiat mutatnak onkogenitds, apoptotikus sejtek eltavolitdsa és a velesziiletett
immunitds szabdlyozdsa szempontjdbol. A Gas6 szdmos kiilonbozd betegség
etiologidjanak részese lehet, mint a rheumatoid arthritis, nephrotoxikus nephritis és
eml6daganat. A Gas6-nek lehet szerepe az inzulinrezisztencidban, a kettes tipusi
diabetesben és a gyulladasban is. Az emelkedett Gas6 szint kapcsolatba hozhato vénas
thromboembolids betegségekkel, diabeteses nephropatidval és idiopathids ismétl6dd
vetéléssel is. A Gas6 szint emelkedett lehet gyulladdsos allapotokban, mint
szepszisben, SLE-ben. Kiilonosen érdekes a Gas6 egy introni polimorfizmusa, a
c.834+7G>A. A Gas6 c.834+7G>A SNP-nek a kettes tipusu diabetesben betoltott
potencidlis patogenetikai szerepét illetéen azt taldltdk, hogy az AA genotipus védd
hatasu kettes tipusu diabetes-szel szembeni ki. A Gas6 KO egér mind arterids mind
vénas thrombosistl védettnek bizonyult. Célom volt a Gas6 esetében a genetikai
meghatarozottsagot fehérjeszinten mérni képes kisérleti rendszer(ek) kifejlesztése.
Hazatérve a Gas6 munkat immadron ismét DNS szinten folytatva, jelolt gén analizissel
egy eset-kontroll tanulmany keretében vizsgaltuk a Gas6 c.834+7G>A SNP esetleges

hatdsdt az id6skori macula degenerdciéra nézve.
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Id6skori macula degeneracio (age-related macular degeneration, AMD)

Az AMD a retina kozéps0, az €les latasért felel6s teriiletét, a maculdt érinté komplex
progressziv betegség. Kialakuldsdhoz hdarom {6 tényez6 jarul hozzd. A Kkor
elérehaladtdval a kockdzat nd, jelentés a kornyezeti faktorok (dohdnyzds, oxidativ
stressz) valamint a genetikai kockdzati tényezOk szerepe. A korai és koztes AMD
allapotokban tipikus a lipidekben és fehérjékben gazdag depositumok, az ugynevezett
drusenek megjelenése, diagndzisuk nagy kockdzatot jelent arra, hogy a betegség tovabb
fejlédik €s kialakul a kés6i AMD, ami szdraz vagy nedves tipust lehet. A szdraz tipus
esetében ugynevezett geografiai atrophia mutathatd ki, fotoreceptor vesztés és egy
kifejezett retindlis pigment epithelium atrophia figyelhet6 meg. A nedves vdltozat
esetében neovascularizicié figyelhet6 meg. Amikor ezek az erek eltornek, a vér a
retindba jut €s latasvesztést eredményez. A neovascularizdcié az AMD esetek 15-20%-
aban mutathato ki, mégis sokkal sulyosabb forma, a latasvesztésért nagyrészt ez felel.
A betegség kovetkezménye a centralis 14tds elvesztése. Az AMD a fejlett orszagokban
az id6skori vaksag vezet6 oka, 2020-ban méar majdnem 200 milli6 embert érint a
vilagon. A terdpias beavatkozasi lehet6ségek korldtozottak, a leginkdbb kezelhetd
valtozat a kés6i exudativ forma, ahol a kezelés az intravitredlis anti-vasculdris
endothelidlis novekedési faktor (anti-VEGF) terdpia. A szédraz korai vagy kés61 AMD
esetén jelenleg nincsen olyan kezelési mod, amely a kérfolyamatot megéllitana vagy
visszaforditand. Addig amig 1997-ben egy genetikai prediszponald gén volt ismert, ma
mar harmincnal is tobb olyan egymadstdl fiiggetlen 10kuszt ismeriink, amelyek az AMD
kialakulasadhoz vezethetnek. Az AMD genetikai okainak feltardsaban 2005-ben tortént
oridsi elérelépés, amikor egymdstdl fiiggetleniil tobb tanulmdny igazolta a komplement
faktor H (CFH) egy polimorfizmusanak az Osszefiiggését az AMD kialakulasaval.
Komplement-asszocialt gének polimorfizmusait szdmos esetben Osszefiiggésbe hoztak
AMD-vel. Vannak azonban mds, a komplement rendszertdl fiiggetlen gének is amelyek
szerepet jatszanak az AMD kialakuldsaban, mint pl. az LOC387715/HTRAI 16kusz.
Mias AMD-vel kapcsolatba hozott gének érintik az angiogenesist, az extracelluldris
kollagén matrixot és a lipid metabolizmust. Az AMD, mely tipikus példdja a kés6n
manifesztalodé multifaktoridlis betegségeknek, szamos genetikai komponenssel bir,
igy minden olyan adat, ami a genetikai diagnosztikdban felhaszndlhatd, legyen az a
kezelés hatékonysaganak megbecsiilése, a genetikai hattér feltardsa, beleértve a

poligénes kockazat meghatarozasat, klinikai hasznossaggal birhat. Célunk volt az
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esetleges magyar populacio-specifikus sajatossdgok feltardsan tul a korabban masok

......

Az infertilitas, mint multifaktorialis korkép genetikai meghatarozottsaga

Az infertilitds valodi népegészségiigyi probléma, a gyermeket vallalni kivan6 péarok
14%-4at érinti és az esetek feléért a férfi oldal a felel6s. Multifaktoridlis kérkép, melynek
heterogén fenotipusos megjelenései lehetnek. A nagy genetikai eltérések koziil
megemlitend6 a kromoszémdk szdmbeli és struktirdlis eltérése, illetve az Y
kromoszéma mikrodelécidk, melyek 15%-ban mutathatok ki a sulyos férfi infertilitds
esetek hatterében. A monogénes okok sokkal szertedgazobbak, de rutin genetikai
tesztelésiik sokkal korlatozottabb. Az Y kromoszdma olyan géneket tartalmaz, amelyek
a here fejlodéséhez és funkcigjahoz elengedhetetlenek, ilyenek pl. az AZF régidban
levé gének illetve az SRY gén. Az AZF régiét deletdld Y kromoszéma mikrodelécidk a
spermatogenezis hibdjanak fontos okai. Az obstrukcids eredetli infertilitds
leggyakoribb oka a CF.

A mikroRNS-ek olyan rovid, 20-23 nukleotidbdl 4ll6 rendkiviil konzervélt egyszalu
nem kédolé RNS molekuldk, amelyek gén expresszié szabalyozasban vesznek részt.
Ez a szabdlyozds poszt-transzkripciondlis szinten torténik meg, a cél mRNS-ek 3' le
nem forditott szakaszdhoz torténd kotddéssel és a mRNS degradicidjdnak vagy
transzlacids represszidjanak kovetkezményével. Egy miRNS tobb 100 cél mRNS
szabdlyozdsdban vehet részt, mig egy mRNS-nek is tobb miRNS kotohelye lehet.
Ennek megfelel6en a miRNS-ek szdmos élettani folyamatot szabdlyoznak, legyen az
proliferacio, differencidcid, fejlédés, apoptosis. Ellentétben az mRNS-sel a miRNS-ek
rendkiviil stabilak a kiilonboz6 testfolyadékokban, miRNS-eket megtaldltdk a
spermiumokban, az onddban és a here szovetben is. Tobb vizsgalat tortént a miRNS-
ek férfi infertilitassal tortén6 kapcsolatdnak feltardsara. A miRNS expresszids
mintdzatban vald eltérést kapcsolatba hoztdk a spermatogenezis hibaival
(asthenozoospermia, oligozoospermidval) €s feltételezik azt is, hogy a férfi infertilitas

biomarkereiként is funkcionalhatnak.
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CELKITUZESEK

1. Stlyos, az életmindséget nagyban befolydsol6 monogénes betegségek genetikai
okainak feltardsa, a személyre szabott kezelés illetve a reprodukcios dontéshozatal
tamogatasa egyedi esetekben. Vizsgéltunk anyagcsere betegségeket (monogénes
diabetes, hyperinsulinismus, C-tipust Niemann-Pick betegség), véralvadasi zavart
(Fakor V deficiencia) illetve a vazizomrendszer megbetegedését (Duchenne/Becker

izomsorvadas).

2. Sulyos monogénes betegségek magyarorszagi mutacid spektrumanak felmérése. A
genotipus alapu mutacid-specifikus kezelés alapjainak megteremtése, a prenatalis
diagnosztikai lehetdségek kialakitasa. A vizsgalt betegségek a cystés fibrosis, a
Smith-Lemli-Opitz szindroma, az autoszomalis recessziv polycystas vesebetegség és
a Marfan szindréma. A Smith-Lemli-Opitz szindréma vizsgélatok kapcsdn kiilonboz6

gyogyszerek koleszterin bioszintézisre kifejtett hatdsanak vizsgalata.

3. Multifaktoridlis betegségek populdcids szintii vizsgalata, kiilonos tekintettel a
thrombosissal kapcsolatba hozhaté Gas6 mérési rendszerének kifejlesztésére, az
id6éskori macula degenerécié genetikai komponenseinek vizsgdlatdra és a férfi

infertilitds hatterében 4llo strukturdlis és szabdlyozdsi genetikai tényez6k vizsgdlatara.

4. A klinikai laboratoriumi genetikai diagnosztikai gyakorlatban hasznalt eljarasok
fejlesztése, optimalizdldsa és tesztelése. Piroszekvendlasi alapon miikodo 4j
generacios DNS szekvenalasi modszer analitikai paramétereinek vizsgdlata. Az
invaziv mintavétellel nyert magzati minta anyai sejt kontaminacié diagnosztikai

teszteket zavard hatdsanak vizsgalata.
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BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

Monogénes egyedi esetek vizsgalata

A genetikai vizsgdlatokat minden beteg esetében megelézte a klinikai vizsgalatot
kovetd laboratériumi/képalkotd diagnosztika.

Faktor V deficiencia: A beteg tiinetei ujsziilott/csecsemdkorban subduralis haematoma
és intramuscularis injekcidkat kovetd silyos haematomdk voltak. A laboratériumi
tesztek Faktor V hianyt valdszinisitettek.

Niemann-Pick C: A beteg neuroldgiai tiinetei serdiilékorban jelentkeztek. A
splenomegdlia, a vertikdlis tekintésbénulds és a folyamatosan visszafejlédé motoros
képességek iranyitottak a kivizsgdldst Niemann-Pick C irdnyaba. A beteg klinikai
diagnozisanak felallitgja, a kezelés elinditja Dr. Szakszon Katalin volt.
Duchenne/Becker izomsorvadds: A 6 hdénapos csecsemd enyhe generalizélt
izomgyengesége, hypotonia, megkésett motoros fejlédés és az emelkedett szérum CK
aktivitas indikalta a genetkai analizist. A beteg klinikai diagndzisanak felallitdja Dr.
Merd Gabriella volt.

Neonatalis diabetes mellitus: A vizsgdlt eset egy olyan nébeteg, aki a KCNJII
c.685G>A (p.Glu229Lys) mutacidval rendelkezett €s korabbi klinikai diagndzisa
neonatalis diabetes volt. Ez 3 és 10 éves életkora kozott tobbszor remisszidba keriilt,
ekkor inzulinterapiat alkalmaztak. Genetikai diagndzisa 13 évesen tortént meg, ekkor
sulfonylurea terapiara keriilt. 16 évesen terhes lett, az inzulinterdpia nem eredményezett
megfelel6 gliikéz kontrollt, igy gliclazid kezelést vezettek be. A klinikai vizsgalatok és
a beteg menedzsmentje Dr. Gadl Zsolt iranyitasa alatt torténtek.

HNF4A-MODY: A vizsgalatok soran két beteget vizsgaltunk, édesanyat és lanyat. Az
édesanya 20 éves kordban gesztacids diabetest diagnosztizéltak, 16 éven keresztiil volt
inzulin terdpidn a genetikai vizsgdlatok elvégzését megel6zoen. Lanya esetében 13 éves
korban diabetest édllapitottak meg, 6 €ven keresztiil részesiilt inzulinterdpidban. A
csaladfa felvétele soran kideriilt, hogy a csalddban szamos diabeteses rokon volt. Az
eredmények klinikai értékelését, a csalddfa analizist Dr. Jermendy Gyorgy végezte.
Hypoglycaemias hyperinsulinismus: A fia Ujsziilott esetében egy Ords életkorban
hypoglycaemia keriilt detektdldsra. 6 napos korban a vércukorszint normalizalddott,
tranziens hypoglycaemia diagndzist allitottak fel. Két hdonapos életkorban keriilt

koérhazba hypoglycaemias epizédok miatt, melyek sordn a plazma gliik6z szint 1,1-1,9
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mmol/L kozott ingadozott. A klinikai vizsgalatok és a beteg menedzsmentje Dr. Balogh

Lidia iranyitdsa alatt torténtek.

Monogénes kohorszok vizsgalata

Cystés fibrosis: A CF diagndzisat az elfogadott klinikai €s laboratoriumi kritériumok
altal allitottuk fel. A betegség genetikai hatterét két tanulmanyban vizsgaltuk, 6sszesen
85 beteg esetén.

Smith-Lemli-Opitz szindréma: Osszesen 13, az SLO tiineteit mutat6 beteg mintdjdnak
vizsgalatdra keriilt sor. Egy beteg az els6 életnapon, egy madsik 12 napos kordban
1égzési elégtelenségben meghalt, harom maésik beteget két éves kora elott vesztettek el.
A vizsgélt kohorszban volt két testvér. A legiddsebb és egyben legenyhébb fenotipusu
beteg vizsgdlatainkkor 18 éves volt.

ARPKD betegek: 36, egymassal rokoni kapcsolatban nem all6 beteget vizsgaltunk.
Esetiikben ultrahangos vizsgalattal igazoltak 2 cm-nél kisebb atmérdjli mikrocisztakat
tartalmaz6 hiperreflektiv veséket, a vese hossz legalabb 1 oldalon 50 percentilisnél
nagyobb volt, a betegség 6roklédésmenete autoszomadlis recessziv oroklodésmenettel
kompatibilis volt, hugyuti malformacidjuk, mas ciliopathidra utald extrarendlis vagy
m4j érintettségilk nem volt. Egyetlen egy csalad esetében sem volt ismert rokon
hazassag.

ARPKD obligit heterozigétdk: Hat hazaspar genetikai vizsgalatara is sor keriilt.
Ezekben az esetekben vagy terhesség termindcid, vagy ARPKD okozta perinatalis
haldlozds volt a vizsgdlat indikdcidja, azonban az érintett betegektSl mintaanyag nem
allt rendelkezésre, igy indirekt médon, a sziil6k vizsgdlatdval probaltuk a genetikai
diagnozist feléllitani.

Marfan szindroma: Vizsgdlataink sordn 26 beteg adatait dolgoztuk fel. A klinikai
diagndzis minden esetben Marfan szindroma gyanuja vagy valamilyen ezzel rokon
kotoszoveti betegség volt. A klinikai diagnézist klinikai genetikus, gyermekgyogydsz
vagy belgyogydsz éllitotta fel a mddositott Ghent nozoldgia alapjan. A betegek atlag
életkora 19 év volt (tartomdny: 0,1-52 év), 17 beteg esetében alacsonyabb, mint 20 év

és két beteg esetében alacsonyabb, mint 1 éves életkor.
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Populacids szintii vizsgalatok

Betegek és referencia populaciéo a Gas6 ELISA tesztelésére: 94 egészséges nem
antikoagulalt 6nkéntes kérhdzi dolgozébdl nyertiink plazma mintdt (57 n6 és 37 férfi).
A warfarin hatdsanak megitélésére a plazma Gas6 szintek meghatarozdsiahoz 96 mintat
warfarin terdpidban résztvevo egyéntdl nyertiink (46 férfi és 50 n6). Az INR értékei
ezeknek a betegeknek 2.0 és 4,5 kozott voltak.

Id6skori macula degenerdcid: E targyban két epidemioldgiai munkdt végeztiink kelet-
magyarorszagi populaciok vizsgalataval eset-kontroll tanulmany keretei kozott. Az
elsében 105 AMD beteg és 95 rokoni kapcsolatban nem all6 etnikailag ugyanolyan
csoportba tartozé egészséges kontroll populdcidt vizsgéltunk. A betegek atlag életkora
74,2 £ 10 év, a kontrolloké 78,1 +£ 6,3 év, (p=0,001) volt. A kontrollok 50,5%-a, mig a
betegek 54,1%-a volt férfi. Az AMD alapjan csoportokba osztva a betegeket 48 korai
és 57 késoi vagy el6rehaladott AMD alcsoport beosztast eredményezett. A korai €s a
késbi alcsoportok esetében a korban nem volt szignifikdns kiilonbség. A kontrollok
37,5%-a mig a betegek 38,4%-a dohanyzott. A masodikban 213 exudativ AMD-ben
szenvedd beteget, 67 szdraz AMD-ben szenvedd beteget és 106 egészséges kontrollt
vizsgaltunk meg. Nem volt szignifikans kiilonbség a szaraz €s nedves alcsoportokban
a betegek kordt illetéen, a kontrollok szignifikdnsan id6sebbek voltak mint a betegek,
de ez a bevdlasztdsi kritériumoknak megfelel6en szdndékosan tortént igy. Nem volt
statisztikailag kimutathatd kiilonbség a betegek €s kontrollok kozott a magas
vérnyomds, a mélyvénds thrombosis, a myocardialis infarctus, a dohdnyzas és a BMI
tekintetében sem. A kiiltéri munkavégzés gyakoribb volt a kontrollokban mint a
betegekben.

Infertilitas hatterének vizsgélata: Az Y kromoszoma mikrodeléciok vizsgalata sordn a
betegcsoport 347 infertilis férfi mintajat tartalmazta, akik koziil 101 azoospermids és
246 oligozoospermids volt. A kontroll csoport 111 normozoospermias egészséges férfi
mintdjét tartalmazta. A spermium analizise a WHO ajanlasok alapjan tortént. A miRNS
analizisekhez 10 oligozoospermids egyént6l, 10 asthenozoospermids egyéntdl és 10

egészséges kontrolltol nyert minta anyagot dolgoztunk fel.
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DNS szintii modszerek

Célzott mutacié analizis

A leggyakoribb CFTR mutacidkat az Elucigene CF29 v2 Kittel vizsgéltuk, amelyet a
CFTRdele2 3(21kb) delécid analizisével egészitettiink ki. Az ApoE, CFH Y402H, a
LOC387715 1s10490924 illetve a HTRAI rs11200638 polimorfizmusok vizsgélatit
kiilonb6z6 molekuldris genetikai médszerekkel végeztiik. 3 polimorfizmus esetében
sajat fejlesztési PCR-RFLP mddszert dllitottunk be. A FI3A Val34Leu
polimorfizmust, a Gas6 rs8191974 (c.834+7G>A) polimorfizmust és a MerTK rs86016
(2.2920G>A) polimorfizmust hibridizéciés probakkal vizsgéltuk. A komplement C3
1s2230199 (p.Argl02Gly) polimorfizmust PCR-RFLP mddszerrel vizsgaltuk. A CFI
génben levd rs10033900 polimorfizmust, a MerTK 11b rs17835605 (g.4916C>T),
MerTK Ilc rs10496440 (g.8809A>C) és a MerTK 14 rs7573344 (g.60127A>QG)

polimorfizmusokat TagMan SNP genotipizal¢ teszttel vizsgaltuk.

Sanger DNS szekvenalas

Sanger szekvendldst alkalmaztunk a F5, az NPC1, a NDM (KCNJ11) analizis és a
HNF4A-MODY (HNFI1A, HNF4A és GCK), a DMD e4 analizise sordn, a DHCR7,
CFTR, PKHDI, FBN1 gének vizsgalata soran. Minden olyan esetben, ahol a mutacié
kimutatasa 1j generacios szekvenalassal tortént, a detektalt mutéacid jelenlétét Sanger

szekvenalassal konfirmaltuk.

CNYV vizsgalatok

A delécié/duplikaci6 analizisre MLPA mddszert haszndltunk (CFTR, DMD, ARPKD).
Az Y kromoszéma mikrodelécid analizisre minden régiét két primer parral
amplifikdltunk. A delécio jelenlétét az amplifikalt termékek hidnya jelezte. A gr/gr, a
b2/b3 és a bl/b3 delécid tipusokat az sY marker kombinacidk jelenlétével illetve
hianyaval hataroztuk meg. A DAZ és CDY1 gének kopiaszamanak meghatdrozasara
kvantitativ tesztet végeztiink. A kvantitalas a gorbe alatti teriiletek 6sszehasonlitasaval
tortént a DAZ és DAZL, illetve a CDY1 és a CDY2 kozott. Az Y kromoszdma haplotipus
meghatarozas soran minden esetben elvégeztiik a YAP, 1212 és 92R7 polimorfizmusok
vizsgalatat, mig a részleges AZF delécidval és duplikdcidval rendelkez6 egyének esetén

tovabbi genotipizalast végeztiink.
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Uj genericiés DNS szekvenalas vizsgalatok

Uj generdciés szekvendldst alkalmaztunk a DMD, FBNI kédol6 régiGjanak
szekvenalasara. Gén panel szekvendldst haszndltunk a hypoglycaemias
hyperinsulinismus esetében (ABCCS8, GCK, HNFIA, HNF4A, HNFIB,INS és KCNJ11
gének). Klinikai exom szekvendldst hasznaltunk egy ARPKD esetben. A cél
szekvencidk tobb, mint 95%-a legalabb 20-szoros lefedettséggel birt, a szekvenalasi
leolvasdsokat a hg19 NCBI37 referencia genomhoz illesztettiik. A DNS szekvencia
variansokat a NextGene 2.4.2 (SoftGenetics, State College, PA) szoftverrel végeztiik.
A betegben taldlt mutdciokat a kodolo €s splicing régidra sziikitettiik, virtudlis gén
panelként ismert vagy gyanitottan cystds vesebetegségekkel kapcsolatba hozhat6

géneket vizsgaltunk.

Anyai sejt kontaminacié szimulaciés kisérletek

Az MCC szimulécigjat genomialis DNS-sel végeztiik el ugy, hogy vad tipusu (un.
magzati) DNS-t heterozigéta (in. anyai) DNS-sel kevertiik 0ssze. Meghatdroztuk a
Sanger szekvendlds, az MLPA (egy tobb exont érintd deléci6 és egy tobb exont érintd
duplikdcié analizisével) és az 0] generdciés DNS szekvenalds (heterozigéta pont

mutéacié) MCC érzékenységét. Minden mintat duplikdtumban vizsgaltunk.

Piroszekvenalas analitikai teljesitoképességének vizsgalata

A plazmid kisérletekben pcDNA3.1 plazmid vektort hasznaltunk. Osszesen 12 klént
gyartottunk: 4, 5, 6 tagd homopolimereket dllitottunk el6 a négy nukleotiddal
helyspecifikus mutagenezis segitségével. Mindségi kontrollként a helyspecifikus
mutagenezis utdn Sanger szekvenaldssal vizsgéltunk két telepet minden mutacid
esetében. A plazmid rendszerben minden homopolimert hdrom primerparral
vizsgéltunk annak a hipotézisnek a tesztelésére, hogy a szekvenalas kezdetekor a jel-
zaj ardny magasabb mint késébb, ezért ott még lehetdvé teszi a pontos HP hossz
meghatarozasat. A HP klonok hossza amplifikdlt amplikonok hossza 366 és 387 bp
kozott volt. A masodik kisérleti beallitisban a CFTR gént vizsgaltuk. 17 klinikai mintdt
vizsgaltunk ismert CFTR mutéciés stitusz mellett. Osszesen 33 homopolimert
tartalmaz6 amplikont vizsgéltunk betegenként. Primereket terveztiink azokra a CFTR
exonokra is amelyek nem tartalmaznak HP szekvencidkat, hogy képesek legyiink a

teljes CFTR gén vizsgalatara. A gén legkritikusabb szekcidjat (e14) tovabbi analizisnek
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vetettiik ala: 11 olyan human DNS mintat vizsgdltunk, ahol 4 vad tipusu és 7
heterozigéta volt a 2184insA mutdcidra nézve. A genotipizalasi pontossagot ugy
hatdroztuk meg, hogy a pontos szekvencia olvasasokat %-ban adtuk meg az ismert
genotipusok esetében. Az elfogadhatd genotipizalasi pontossidgot a legalabb 75%

pontos olvasas esetén fogadtuk el.

Vizsgalatok RNS szinten

mRNS vizsgalatok

Az SLO esetében az 6ssz RNS-t Trizol reagenssel (Invitrogen) izolaltuk, a reverz
transzkripcié High Capacity cDNA kittel (Life Technologies) tortént. A DHCR7
cDNS-t 4 4tfedd fragmens forméjaban amplifikdltuk Pfu DNS polimerazzal. Egy
Marfan szindréma gyanus beteg esetében bdr biopszids mintavételre keriilt sor. A
fibroblast tenyésztést kovetGen (3-5. passzdlds) a fibroblastokbdl totdl RNS-t
izolaltunk, ezt reverz transzkripcidval irtuk 4t cDNS-sé. A reverz transzkripci6 utdn a
26-o0s exon €s a mellette korbe fogd exon-exon kapcsolati pontok amplifikalasra és
Sanger szekvenalasra keriiltek. A mutdns/vad tipusu allél ardnyokat a cDNS-ben és a

genomidlis DNS-ben piroszekvenalassal hataroztuk meg.

miRNS vizsgalatok infertilitasban

Ossz RNS-t izoldltunk mind a spermium sejtekb6l, mind az ondé folyadékbél. A
miRNS mennyiségi meghatarozasokra egy kis RNS specifikus stem-loop RT-qPCR
tesztrendszert hasznéltunk. Endogén kontrollként SnoRNA 202-t haszndltunk, minden
kisérletet triplikatumban végeztiik. A cél miRNS-ek koncentraci6jat az SnoRNA 202-

re normalizaltuk.

Vizsgalatok fehérjeszinten

FV aktivitas és antigén tesztek, FV immunprecipitacié, SDS-poliakrilamid (SDS-
PAGE) gél elektroforézis és immunblotting

A FV koagulans aktivitis mérése egyfazisi PI alapu teszttel keriilt kivitelezésre.
Hasonl6an, a thrombocytalizatumbdl is ilyen modszerrel mértiik a FV aktivitast. A FV

antigén szinteket szendvics ELISA moddszerrel mértiik kiilonboz6 antitest
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kombinacidkkal. A vérplazmdb6l  immunprecipitaltuk a @ FV-6t. Az
immunprecipititumokat és a teljes plazma mintat SDS-PAGE analizissel vizsgaltuk,
amelyet Western blotting kovetett kiilonboz6 antitestekkel. Ezeket a méréseket Dr.

Ajzner Eva végezte.

Izom hisztolégia, dystrophin immunhisztokémia

Az izombiopsziabdl 7 mikrométeres vastagsagu fagyasztott szekcidkat készitettiink,
ezeket standard protokolokkal vizsgaltuk. Immunohisztokémiat a dystrophin 1 (centrél
core domén), 2 (C-termindlis), 3-as (N-termindlis) epitép ellen termeltetett
monoklondlis antitestekkel végeztiink. Az els6dleges antitest 1:20 higitdsban keriilt
felvitelre, vizsgaltuk a sarcoglycan alfa, béta, gamma, delta alegységeket, a merosint

és a spektrint. Ezek a vizsgélatok Dr. Hortobagyi Tibor iranyitdsaval torténtek.

Gas6 analitikai mddszerek

A HEK293 sejtekben stabilan transzfektdlt modon termeltetett rhGas6-et
immunaffinitds kromatografidval tisztitottuk szérum mentes médiumbodl. Az
antitesteket  teszteltik ELISA-val és immunoblotting mddszerrel, annak
figyelembevételével, hogy jelolik-e a rhGas6-et. A human plazma Gas6 izolalasa és
tisztitasa soran egy liter citrat foszfat dextréz-antikoaguldlt friss fagyasztott plazman
barium citrat precipitaciot végeztiink. A visszaoldott precipititumbdl a Gas6-et
immunaffinitas oszlopon tisztitottuk. Az eludlt frakciokat SDS-PAGE elektroforézissel
vizsgaltuk. A tisztitott rhGas6-et hasznéltuk az aminosav 0sszetétel analizisre a molaris
extinkcios koefficiens kalkuldldsara. A kalkuldcioban 82 kDa molekulastlyt
hasznéltunk. A kiszdmolt molaris extinkcids koefficiens 83676 Lxmol-'cm™'-nek
adddott. A tisztitott rhGas6 funkcionalisan aktiv volt.

A mintdkat el6készités utdn tOmegspektrometridval vizsgédltuk. Bizonyos peptid
ionokat, amelyek jelen voltak mind a rhGas6-ben és a gyanitott, gélbol kivagott Gas6-
nek tlind sdvban is, tovabb analizéltuk tandem tomegspektrometridval (MS/MS), hogy
aminosav szekvencia adatokat nyerjiink beldliik.

A sajat fejlesztésti Gas6 ELISA teszt sordn mindvégig 100 pL teszt térfogatot
haszndltunk. Minden inkubécids 1épés - ha mdshogy nem irjuk - szobahdmérsékleten
tortént. Az antitestek optimalis koncentracidjanak meghatarozdsa sorozat higitassal

tortént. Az ELISA lemezt AB885 antitesttel fedtiik, majd teszt pufferrel blokkoltuk,
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ezutdn a mintakat 10- és 20-szoros higitdssal adtuk hozzd. A lemezt 4 °C-on egy
éjszakan keresztiil inkubdltuk és utdna a biotinalt POS masodlagos antitestet adtuk
hozza és 5 oran keresztiil inkubaltuk. Ez az inkubdcids periddus egy ABC szigndl
amplifikdcié 1épéssel folytatodott. Az abszorbanciat OPD szubsztrat hozzdadasat
kovetden 490 nm-en mértiik spektrofotométeren.

A thrombocyta kisérletekhez ACD csdben levett vénds vért hasznaltunk. A mosott
thrombocyta szuszpenziot standard modszerekkel alakitottuk ki. A thrombocytaszamot
1000-1400x10°/L-re éllitottuk be. A thrombocytaoldat felét lizaltuk nyugvé allapotban,
a masik felét aktivaltuk 5 U/mL végsé koncentracidji trombinnal. A feliildszot
szeparaltuk a maradék csapadéktol, amit szolubilizdltuk TBS 1% Triton X-100
segitségével. A thrombocyta mosasi €s aktivacidos miuveletek hatékonysagat
immunblottinggal ellendriztiik, ahol kiilonb6z6 Gas6 antitesteket €s mint pozitiv
kontrolt egy poliklonalis nyul anti protein S-t hasznaltunk.

A thrombocyta és plazma immunprecipiticiés kisérletekhez 5x108 thrombocytat
haszndltunk (nyugvé vagy aktivalt thrombocyta lizatumbdl vagy feliiliszobol) és 120
pL citrat-antikoaguldlt plazmat. Immunprecipitaciét kovetden a hozzakotédott anyagot
eludltuk SDS minta pufferrel, majd SDS-PAGE szeparalas kovetkezett, melyet
blottolds kovetett és utdna kiilonbozo antitestekkel torténd vizualizdlds.

A Gas6 c.834+7G>A polimorfizmus esetleges hatdsit a Gas6 szintre svéd
kollaboréacidban végeztiik. 300 anonim egészséges véradd plazmamintdjanak mérése
tortént meg a Lundi Egyetemen az altalam kifejlesztett ELISA moddszer segitségével,

mig a genetikai analizist én végeztem.

Egyéb biomarkerek vizsgalata

Az SLO szindroma soran klinikai kémiai analiziseket végeztiink. A szérum mintakbol
7-DHC szintet hataroztunk meg. A szérum total koleszterin szint mérése enzimatikus
kolorimetrias teszttel tortént. Az alpha, beta-lipoproteinek és kilomikron frakcidk
meghatarozasa agaréz gél elektroforézissel tortént. Az enzim aktivitdsok
meghatarozasa UV kinetikus modszerrel tortént sz€rum minta felhasznalasaval. Ezeket
a méréseket Dr. Oldh Anna végezte.

A kis molekuldk hatdsa a koleszterin bioszintézisre k6zos munkdnkban a sejt- €s
szubsztrat mérési vizsgalatokat kollabordcids partneriink, a Dr. Mirnics Karoly

(Vanderbilt Egyetem) vezette kutatdcsoport végezte, mig a mi feladatunk a genetikai
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tesztelés volt. Az amerikai kutatdcsoport olyan sejtkultira modellt illetve uj analitikai
folyadék kromatografiaval Osszekotott tomegspektrometrids mddszert fejlesztett ki,
amely alkalmas arra, hogy a kis molekuldk koleszterin bioszintézis utra kifejtett hatasat
vizsgdlja. Mi magyar Smith-Lemli-Opitz szindromds betegekbdl izoldlt fibroblaszt
tenyészeteket bocsatottunk rendelkezésre. Az analitikai protokol PTAD altal torténd
szterol derivatizdcion alapul, rendkiviil megbizhat6an képes mérni a 7-DHC szintet, igy
ezt a mddszert a kutatdcsoport arra alkalmazta, hogy egy farmakoldgiailag aktiv kis
molekula sulyu anyagok hatdsat a koleszterin szintre mérje. A masik sejtvonal alapu
tesztrendszer Dhcr7- deficiens Neuro2a sejttipusbol allt. Ennek a tanulménynak
tovabbvitele sordn a vizsgalataink célja az volt, hogy DHCR7 null mutéaciéra nézve
heterozigdta egyének, azaz az altalunk koradbban diagnosztizalt betegek sziileinek a
fibroblaszt sejtvonaldt hasonlitsuk Ossze normal fibroblasztokkal aripiprazole és
trazodone expoziciot kovetden. A sejtvonalak kezelése, a de novo lipid bioszintézis
vizsgdlata és a szterol mérés a Vanderbilt Egyetemen, mig a genetikai tesztelés a mi
laboratériumunkban tortént. A fibroblaszt mintak biokémiailag és genetikailag igazolt
SLO szindromds betegek sziileibdl szarmaztak. A heterozigéta sziil6k genotipusa az
alabbi volt: ¢.[1097G>T];[=], c.[964-1G>C];[=], c.[1295A>G];[=], c.[1328G>A];[=],
c.[730G>A];[=], c.[976G>T];[=]. Hat heterozigdta fibroblaszt analizisére kertilt sor hat
kontroll minta mellett. A kontrollok kozott az altalunk végzett DHCR7 gén DNS
szekvenadlds két ismeretlen jelent6ségli varidnst igazolt, az egyik egy misszensz mutacid
(c.1012G>A heterozigéta formdban, ami p.Val338Met cserét jelentett), a masik pedig
ac.1341C>T, ami egy potencialisan splicingot befolyasol6 csendes genetikai eltérés. A
masik négy kontroll fibroblasztban a DNS szekvenalasunk DHCRY7 genetikai eltérést

nem igazolt.

Statisztikai analizisek

A mintak eloszlasdnak vizsgdlata Shapiro-Wilk vagy Kolmogorov-Smirnov teszttel
tortént. A mennyiségi valtozokat Kruskal-Wallis, Mann-Whitney vagy Student t
teszttel hasonlitottuk Ossze. A korreldcid vizsgélatot Pearson korreldcid teszttel
végeztiik (Sperman's tho kalkuldcid). A genotipus frekvencidkat chi-négyzet probaval
teszteltik. Az eset-kontroll tanulmédnyokban a relativ kockézatot kiilonb6zo
genotipusok és allélek esetén logisztikus regresszidval hatdroztuk meg és

esélyhdnyadosként irtuk le. A potencialis zavar6 tényezdket vizsgaltuk €s amennyiben
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statisztikailag kimutathatéan asszocidltak bizonyos genotipusokkal, korrigaltunk rajuk
a logisztikus regresszid sordn. A statisztikai analiziseket GraphPad Prism 7.03
szoftverrel (GraphPad, San Diego, CA) valamint SigmaStat és SPSS szoftverrel
végeztiik (Systat Software Inc, San Jose, CA, és SPSS Inc, Chicago, DE). p<0,05 alatti

értéket fogadtuk el statisztikailag szignifikansnak.

In silico analizisek

A dystrophin in silico vizsgélata soran a dystrophin €s rokon fehérjéi aktin kotd
doménjeinek a kristalyszerkezetét a Protein Adatbankbdl haszndltuk fel mig, mas
fehérje informacidkat az UniProt adatbazisbdl. A strukturalis képeket a PyMOL
Molecular Graphics Systemmel készitettiikk el (Version 1.3 Schrodinger, LLC). A
stuktura alapu szekvencia 0sszehasonlitdsokat a SALIGN webszerverrel végeztiik. A
masodlagos struktdra predikcidjat a JPred4 szerverrel végeztik. A fehérje
stabilitdsdban bekovetkezd valtozdsokat a FoldX algoritmus és az SDM webszerver
haszndlataval végeztiik el a dystrophin ABD kristalyszerkezetének felhasznaldséaval.
Az aggregacios tulajdonsag predikcidja az N-ABD A lanc szerkezete alapjan az
Aggrescan3D szerver dinamikus predikciés modjanak felhaszndldsaval tortént. Az in
silico szerkezeti/predikcids vizsgalatokat Dr. Métyan Janos végezte.

A kordbban le nem irt mutdciok patogenitdsdnak megitélésére kiilonb6zé predikcids
algoritmusokat hasznaltunk: Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org/), SIFT
(http://sift.jevi.org), PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2) és Human
Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF3/) algoritmusokat. A detektalt mutacidk

el6forduldsat a gnomAD és az 1000 Genom Projekt adatbdzisban vizsgaltuk.

EREDMENYEK ES MEGBESZELES

FV deficiencia

Az FV aktivitds szint a beteg plazmdjaban és thrombocyta lizatuméban is
detektalhatatlanul alacsony volt. Az apa, az anya és az egyik nagymama esetében az
enyhén csokkent FV aktivitds szint a heterozigéta dllapotnak felelt meg. A DNS
szekvendlds két koroki eltérést definialt, a beteg genotipusa c.[2952delT];[5493insG]
volt. Mindkét koroki mutacié olvasasi keret eltolodast é€s korai terminacidt okoz, az

egyik a 930., a mdasik az 1776. aminosav poziciéban. A FV antigén szint a beteg
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plazmdjaban rendkiviil csokkent, de detektdlhaté mennyiségben volt mérhets. Az
ELISA rendszerek a FV N-termindlisat (nehéz lanc és B-domén) tudtdk csak kimutatni.
A sziilok 50% koriili antigén szinttel rendelkeztek. A beteg plazmdjaban
immunprecipitdcidval szdzszorosra koncentralt FV antigént egy nagyon halvany 236
kDa koriili sav formajaban lehetett kimutatni, ez megfelelhet a 16-os exonban mutans
fehérjének. Az igen kevés kimutathaté antigén elegendd a tdléléshez sziikséges
prokoaguléans aktivitdshoz. Ennek a tanulmanynak a publikéltakon tuli tanulsidga az,
hogy egyik els6 példdja volt a diagnosztikai tudomdnyos tevékenységiink sordn, hogy
a csalddra jellemzd detektalt mutdciok vizsgélatat prenatdlis diagnosztikai eljardsban is
fel tudtuk kindlni a sziiloknek. Ebben az esetben a prenatdlis diagnosztika chorion
biopszidbdl tortént és a magzat esetében az egyik mutaciod heterozigéta voltat a masik
mutécio esetében a vad allél jelenlétét igazolta, ezaltal a FV hiany kizarhat6 volt, amely

tény egyébként sziiletés utdn megerdsitést is nyert.

HNF4A-MODY els6 hazai esete

A szekvenalas a HNF4A génben a c.869G>A, p.Arg290His misszensz mutdciot
detektalt heterozigéta formdaban. Ez a mutacio a szakirodalomban korabban leirt, ismert
patogén eltérés. Eredményeink alapjan mindkét beteg esetében az inzulin terapia
felfiiggesztésre kertilt, diéta tartasa mellett sulfonylurea (gliclazid) adasa indult meg. A
terapia valtast kovetd egy évben a betegek kovetése sordn a klinikum kival6 anyagcsere
helyzetet észlelt, a betegek panaszmentesek voltak. Az eset kivaldan példazza azt a
nehézséget, amellyel a klinikum szembesiil a (monogénes) diabetes diagnosztikaja €s
klasszifikacidja sordn. A két beteg 16 éven, illetve 6 éven keresztiil részesiilt inzulin
terapidban, miel6tt a MODY genetikai diagndzisa feléllitasra keriilt volna és ezdltal az
inzulinterdpia elhagyhatéva vélt, nagy mértékd életmindség javuldst eredményezve. A
két beteg esetében kordbban mind 2-es, mind 1-es tipusu diabetes diagndzisit
felallitottdk, annak ellenére, hogy a csaladi halmozddéds, valamint a diabetes

sajatossdgai egyértelmiien a MODY iranyaba mutatnak.

De novo ABCC8 mutacié kimutatasa hypoglycaemias hyperinsulinismusban
Az ABCCS8 génben egy heterozigdta introni mutaciot detektaltunk, a c.4415-13G>A
mutdciot heterozigdta formaban. A sziil6k genetikai analizise a mutdcid de novo voltét

bizonyitotta. A ¢.4415-13G>A mutéciét tobb velesziiletett hyperinsulinismusban
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szenvedd betegben leirtdk mar. A HH esetében a kezelés célja az agyi kdrosodds
megel6zése. A klinikai menedzsmentben kritikus a gyors genetikai tesztelés. A kezelési
algoritmusok a Karp agonista diazoxid elsé vonalbeli terdpidjat javasoljak, a mi

betegiink octreotid reszponziv volt, hasonl6an ahhoz az elso leirt beteghez.

Terhesség alatti mutacié-specifikus kezelés KCNJ11 mutacié altal okozott
diabetesben

Az ismert KCNJI1 mutéciét hordozé csalad tagja, stabil sulfonylurea kezelés alatt
normoglycaemidssa vélt, a HbAlc szintje 5,8, 5,2 és 5,2% volt a terhessége alatt. Az
Ujsziilott koldokzsindrvér mintajabol elvégeztiik a genetikai analizist és kimutattuk a
mutdcid jelenlétét. A kislany nem diabeteses és normaélisan fejlédott, mely helyzet még
8 éves kordban is fennallt. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a K. csatorna gén
mutacioknak és azok ismeretének fontos szerepe lehet a terhesség menedzsmentjében,
hiszen az anyai genotipusnak szamottevd a magzatra gyakorolt hatdsa. Abban az
esetben, ha az édesanya neonatalis diabetest okozé mutaciot hordoz és a magzat erre
nézve vad tipusu, a sulfonylurea kezelés macrosomidhoz ¢és neonatalis
hyperinsulinaemids hypoglycaemidhoz vezet, mig abban az esetben, ha az édesanya
mutécidja mellett a magzat is mutacié hordozd, normélis sziiletési suly varhato, sot
nagyon sokaig a diabetes nem is jelentkezik. Az eredményeink arra utalnak, hogy a
sulfonyluredk inzulin alternativaként szerepelhetnek az érintett varandds ndk esetében,
abban az esetben, ha a KCNJ11 K spp csatorna mutacio altal okozott diabetesr6l van szg,

és kiilonosen akkor, ha az érintett beteg visszautasitja az inzulin kezelést.

Uj misszensz mutécié detektalasa dystrophinopathidban

Az MLPA-val végzett delécid/duplikdcid analizis a beteg mintajaban a DMD gén 4-es
exonjanak teljes (hemizigota) hianyat irta le. A 4-es exonra specifikus primerekkel
végzett PCR amplifikaci6 azonban a 4-es exon delécidjat nem tdmasztotta ala. A 4-es
exon Sanger szekvendldsa egy Uj hemizigdta pontmutaciét irt le (c.227A>T,
p-Asn76lle). Az édesanya célzott genomidlis DNS analizise a mutdcid de novo voltat
igazolta. A teljes DMD ko6dolo régid szekvenalasa mds koroki mutdciét nem igazolt.
Az izombiopszia enyhe dystrophids jeleket irt le. A dystrophin expresszié az N-
termindlis elleni antitesttel az izomrostok zomében negativ volt, a kozépsd régio elleni

antitesttel valtozo intenzitasunak addédott, mig a C-terminalis elleni antitesttel intenziv
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linedris sarcolemmalis expressziot, normdl mintazatot mutatott. A kristalyszerkezet
alapjan a 76Asn reziduum az N-ABD aktin k6t6 doménben van, de kozvetleniil az
aktinhoz nem kotédik. Az Asn76 oldalldnc atomok hidrogén kotési tdvolsdgban vannak
az Asp46 és Glu65 f6 linc atomjaival. Ezek a hidrogén hidak elképzelhet6, hogy
stabilizalo interakciokat jelentenek a CH1 szubdoménben. A humdén dystrophin
szekvencia Osszehasonlitisa homoldg fehérjékkel az Asn76 reziduum nagyfoku
konzervaltsdgat mutatja. A masodlagos szerkezet predikcid alapjan a mutans fehérje
fenntartja a teljes masodlagos szerkezetét a vad tipushoz hasonl6 médon. A muténs
dystrophin fehérje a konzervalt hidrogén hidjat, amely az Asn76 és az Asp46 valamint
a Glu65 kozott van, nagy valdszinliséggel elvesziti azéltal, hogy a poldros aszparagin
reziduum hidroféb izoleucinna véltozik. Ez a mutéci6 a predikcid alapjan rendkiviil
destabilizdlé (AAG > 3 kcal/mol), ami fehérje funkcié sériilést jelezhet. A misszensz
mutéciok ritkak a Duchenne/Becker izomsorvaddsban, de nagy résziik pontosan az N-
ABD domént érinti. Ebben az esetben a fenotipust illetd hossziitavu eldrejelzést igen
nehéz adni, hiszen egy kordbban le nem irt mutacié rendkiviil korai detektdldsa béven
a Duchenne/Becker izomsorvadés klasszikus klinikai tiineteinek jelentkezése el6tt
tortént. Az in silico analizis igazolja a patogenitést, de nem tud informaciét adni a

betegség sulyossagara nézve.

Kezelést megalapozo genetikai tesztelés - Niemann-Pick C

A Kklinikai laboratériumi genetikai diagnosztika Osszetett heterozigéta misszensz
mutéacidkat mutatott ki az NPCI génben: ¢.3019G>C (p.Pro1007Ala) és ¢.3182T>C
(p-Ile1061Thr) Oszetett heterozigéta formdban. Mindkét muticié szakirodalomban
szerepel, bizonyitottan patogén eltérés. A sziil6k vizsgdlata igazolta az Osszetett
heterozigdta genotipust. 20,5 éves koraban pszichiatriai fekvObeteg elldtdsra volt
sziikség, ahol az alkalmazott kezelések 1ényegében hatdstalanok voltak. Az agyi MRI
kozepes difftiz cerebelldris atrophiat irt le. A beteg terdpidja - kozvetleniil a gyogyszer
magyarorszagi engedélyezését kovetden - miglustat formdjaban folytatédott, amely a
pszichotikus betegség kurzusa alatt kezd6dott. 3 hénappal a miglustat terdpia kezdete
utan €s 2 héttel az Osszes tobbi antipszichotikum terdpia befejezése utan a pszichotikus
tiinetek oldodtak €s azota sem tértek vissza. 22 és 23 éves korban az agyi MRI nem
mutatott betegség progressziot. Jelenleg 31 éves, €s ugyan teljes id6ben feliigyeletet

igényel a sziil6k 4ltal, de ambuldns maradhatott. Onelldtdsra képes, minden nap sportol.
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Az MRI azéta sem mutat betegség progressziot. Ennek a tanulmdnynak a legfontosabb
tanulsdga az, hogy egy ritka neuroldgiai betegség korai felismerése célzott terapidban
nyilvanulhat meg. A ritka betegségek, és kiilondsen igaz ez a NPC betegségre,
rendkiviil nehezen diagnosztizalhatoak. Ebben az esetben a vertikdlis tekintésbénulds,
mig az izolalt splenomegalia és a pszichotikus tiinetek egyiittesen iranyitottak a

klinikum gyanujat az NPC felé.

Az anyai sejt kontaminaci6 hatasa a molekularis genetikai diagnosztikai tesztekre
invaziv mintavételt koveto prenatalis diagnosztika soran

A Sanger DNS szekvendlds MCC érzékenységre vonatkozoé kisérleteket 6 kiilonb6zo
mutécidval végeztiik el. A detektalasi hatarértékek 2,5%-os és 15%-0s mutans allél (5-
30%-os anyai sejt kontaminacid) kozott voltak. Az MLPA kisérleteket két kiilonbozo
mutdcid tipusra, egy tobb exont érint6 delécidra és egy tobb exont érint6 duplikdcidra
hatdroztuk meg. Delécid esetén a genotipizdlds eredményére az anyai sejt
kontaminécionak 30%-ig nem volt hatasa. 40%-os anyai sejt kontaminacid vezetett
diagnosztikai bizonytalansiaghoz. A duplikacidé analizis sordn akar egy 40%-os
szimuldlt anyai sejt kontamindcionak sem volt hatdsa a genotipizalas eredményére,
minden esetben itt normdl tartomdnynak adddott, azaz eddig a hatérig a teszt a CNV-t
normdl tartomanyba mérte. A piroszekvenalas alapu 4j DNS szekvendlds kisérletek
sordn nagy lefedettségi adat esetén mar 0,5%-os mutans allél is kimutathat6 volt. Ebben
a tartomédnyban 2,5%, 5%, 10%, 15% ¢és 20%-os mutans allél frakciok esetén a
mennyiségi meghatarozas rendkiviil pontosnak adddott, a vart és a megfigyelt mutins
allél frakcié nagyon jol korrelalt egymassal. A Sanger DNS szekvendlds esetében a
muticié MCC szempontbdl torténd megitélése fiigg a mutdcio tipusatol, a szekvencia
kornyezett6l, az alapvonal varidbilitdsatdl, az 6roklédés tipusitdl és akdar a DNS
mindségétdl is. Eredményeink alapjan az MLPA érzéketlen anyai kontamindciora,
ellentétben az 0 generdcids szekvenaldssal, ami rendkiviil pontos kvantitalast tesz
lehet6vé és igen érzékeny az anyai sejt kontaminacidra. Az allél ardnyok pontos
meghatarozasa igy még az anyai sejt kontaminacio jelenlétében is mindig lehetdveé teszi
a diagnosztikai eredmények korrekt interpretacigjat. Ezeket a vizsgélatokat Dr. Koczok

Katalin PhD hallgatom végezte.
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Piroszekvenalason alapulé 1j generacios DNS szekvenalas analitikai
paramétereinek vizsgalata

A plazmid rendszerben negativ korreldcié volt megfigyelheté a homopolimer hossz és
a leolvasds pontossaga kozott. Az atlagos pontos lefedettségi rata a 4 nukleotid esetében
95,8 (tartomany: 79,6-99,3%), 874 (tartomdany: 36,9-98,4%) és 72,1% (tartomany:
14,5-93,8%) volt a 4, 5 és 6 nukleotid hosszak esetében, ahol a fels6 értékek arra
utalnak, hogy egy gondosan megtervezett a szekvencia kontextust figyelembe vevd
optimalizacid soran megtaldlhato a legpontosabb, a teszt rendszerben jol hasznalhat6
valtozat. A primer lokalizdcid nem mutatott Osszefiiggést a genotipizalas
pontossagaval. Hat ismert genotipust CF betegben vizsgéltuk a CFTR kddol6 régiot és
az exon-intron hatdrokat. Habar az egyedi pontossag nagy tartoméanyban szort (52,2-
99,1%) az atlagos pontossdg nagyon jonak adddott (89,3%). A tesztrendszer képes volt
kimutatni a kis skél4ju mutdciok koziil a misszensz, nonszensz, splice helyeket érintd
mutaciokat, az olvasasi keret eltolédast, €s olvasasi keret eltolédast nem okozd
delécidkat és inzercidkat, amelyeket kordbban Sanger szekvenaldssal mutattunk ki,
100%-os szenzitivitassal és specificitassal. A 24 homopolimer vizsgalata sordn a sajat
tervezésli primerek jO teljesimtényt mutattak, tobb mint 80%-os genotipizdlasi
pontossaggal egy kivétellel minden homopolimer esetén. Ez a kivétel a 7A
homopolimer mintdzat (el4, c.2046_2052) volt, ahol nem volt elérhet§ az elvart
genotipizdldsi pontossdg. A piroszekvendlds komoly limitidcidja a homopolimerek
pontatlan analizise. Azt talaltuk, hogy a piroszekvenalas elfogadhatobb a rovidebb
homopolimerek esetében és ahogy nd a hossz, egyre pontatlanabbd valik. A
vizsgdlataink masodik részében CFTR klinikai laboratériumi genetikai diagnosztikai
tesztfejlesztést végeztiink és annak analitikai teljesitoképességét vizsgdltuk klinikai
mintdkon. A teszt kifejezetten jO szenzitivitdst €s specificitast mutatott, az Osszes
varianst (misszensz, nonszensz, splice hely mutaciok, kis delécidk, inzerciok), amelyet
korabban Sanger szekvenaldssal kimutattunk, képes volt konfirmédlni mind a
homopolimert tartalmazé, mind a homopolimert nem tartalmazé régiok esetében.
Ennek kivétele volt a 2184insA mutdcid kornyezete, ahol nem sikeriilt elérni az elvart
pontossagot semmilyen optimalizdcids metddussal. Ebben az esetben a piroszekvendélds

mellett még mindig kénytelenek vagyunk Sanger szekvenalassal vizsgdlni ezt a régiot.

37



dc_1749 20

CFTR mutaciok magyarorszagi CF betegekben

Az els6 kohorsz vizsgalata sordn az Elucigene CF29 v2 teszttel a p.Phe508del mutaciot
56/80 CF allélen sikeriilt kimutatnunk (70%). Gyakori muticiok voltak a
p-Asnl1303Lys (4x; 5%), p.Gly542X (3x; 3,75%), 1717-1G>A és p.Arg347Pro (1x
mindkettd; 1,25%). A CFTRdele2,3(21kb) muticié 4 CF allélen volt jelen (5%). Egy
muténs allélt sikeriilt kimutatnunk 11 minta esetén igy ezeket tovabb vizsgaltuk DNS
szekvenalassal. 4 betegben a p.GIn685ThrfsX4 (2184insA, 5%) mutaciot tudtuk
kimutatni. Egyetlen egy betegben a mdsodik CFTR muticié definidldsa nem volt
sikeres. Ebben a vizsgdlatunkban egy évtizedes elmaradast kivantunk pétolni, hiszen a
korabbi vizsgalatok, amelyek a magyar mutacid spektrumot fedték le az a legfrissebb
is 1996-ra datalhatd. Vizsgalati kohorszunk Magyarorszdgnak egy kb. 2 millids
lakossagszamu régidjabol szarmazott. A mutaciok heterogenitdsa az észak-déli eurépai
gradiensbe beleilleszthetdk. Rendkiviil érdekes és kordbban nem ismert tény volt az,
hogy a szldv eredeti CFTRdele2,3(21kb) 5%-ban fordult el§, mely a harmadik
leggyakoribb Csehorszag (6,4%) és Oroszorszag (5,7%) mogott. A magyarazat erre az
lehet, hogy a honfoglalds idején a Karpat-medencét szlav torzsek népesitették be €s
ezek a szlav torzsek asszimildlodtak az § teriileteiket elfoglalé magyar torzsekbe.
Szintén érdekes a 2184insA magas frekvencia (5%), amely szintén szldv eredetd,
Nyugat-Ukrajndban ez a masodik leggyakoribb mutaci6é. A vizsgdlatainkra kaszkad
megkozelitést alkalmaztunk, mely sordn el6szor a gyakoribb mutdcidkat vizsgaljuk,
majd pedig szekvendldst és a nagy atrendezddések vizsgdlatat. A CF29v2 teszttel a
mutéacidk 81,25%-at tudtuk kimutatni, mig a szlav delécié vizsgalata a detektalasi
szenzitivitdst 86,25%-ra emeli. A CFTR gén szekvenalas pedig ahhoz sziikséges, hogy
kimutassuk a tovdbbi mutdcidkat. Osszességében a CF-t okozé patogén mutdcick
98,75%-at sikeriilt kimutatni. A kiterjesztett betegcsoport CFTR mutacié analizise
sordn 27 kiilonb6z6 mutdcidt taldltunk, az p.Phe508del 53,3%-ban volt jelen. Négy
mutacidét (W1282X, N1303K, CFTRdele2,3(21kb) és 2184insA) mutattunk ki 4,4%-
ban, mig masik 4 mutdciét (G542X, Y1092X, 621+1G>T, és 2143delT) mutattunk ki
tobb, mint egy allélen. Az MLPA analizis a 2-es exont érint6 delécidt mutatott ki egy
betegben heterozigéta formaban. Munkank sordn sikeresen bdvitettiik ki a magyar CF
adatbdzist. 31 kiilonboz6 mutaciot taldltunk a két vizsgalatban, kettd ezek koziil dj volt.
Ezek az 1j mutdciok minden valdszinliség szerint patogén eltérések, az egyik olvasasi

keret eltolédést okoz és egy korai terminaciot (c.1037_1038insA, p.Leu346Hisfs*17),
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a masik misszensz (c.1394C>T, p.Thr4651le). Konkluzioként levonhatjuk, hogy a
vizsgdlatok azon tul, hogy megéllapitja a muticidk eloforduldsat a magyar CF
betegekben, nagyon j6 alapul szolgdlhatnak az ujsziilottkori szlirésben, amennyiben
olyan teszt kombinaciot lehet elérni, hogy a 85-90% elvart szenzitivitdst az
Ujsziilottkori sziiré teszt DNS oldala tudja biztositani. Vizsgdlataink megkezdésekor
nem alltak még rendelkezésre mutdcié specifikus terdpidk, de az elmult id6szakban a
molekuldris epidemioldgiai felméréseink megnyitottdk a lehetGséget egy sokkal
kiterjesztettebb, teljes attekintést ado olyan vizsgdlat sorozatra, amely jelenleg is folyik
¢és amelynek feladata a teljes magyar CF regiszter tobb, mint 500 f6s betegcsoportjanak
genetikai revizidja. Meggy6z6désem, hogy ez a genetikai revizié hozzdsegitheti a
magyaroszagi CF betegeket is ahhoz, hogy megkaphassdk a legmodernebb mutacié
specifikus kezeléseket abban az esetben, ha azok Magyarorszagon engedélyeztetésre
keriilnek. Azt gondolom, hogy a kordbbi molekularis epidemioldgiai felméréseink
nélkiil ez az osszefoglald, standardizalt médszerekkel torténd genetikai analizis nem
Jjohetett volna létre, ami felhivja a figyelmet arra, hogy a sulyos monogénes betegségek
molekuldris epidemioldgiai felmérése, a mutdcidé spektrum meghatirozasa, direkt

transzlacidval rendkiviil gyorsan terdpias kezelési informéacidkra fordithatd le. A CFTR

genetikai vizsgalatokat Dr. Ivddy Gergely PhD hallgatom végezte.

SLO kutatomunka

Az SLO kohorsz vizsgalata soran minden beteg esetében extrém emelkedett szérum 7-
DHC szintet tudtunk mérni. A koleszterin szintek dltalaban alacsonyak voltak. A 13-
bol 12 beteg esetében sikeresen allitottuk fel a molekuléris genetikai diagnozist. Az
ismert nonszensz, misszensz €s splicing defektust okoz6 mutaciok mellett egy korabban
nem leirt, patogénnek mindsitett misszensz muticidt, a ¢.374A>G (p.Tyr125Cys)
mutdciét mutattuk ki heterozigéta formaban. Egy esetben egy hdrom szinti genetikai
analizist végeztiink el. Az els6 szintli a kddold régié vizsgdlata egy kordbban leirt
patogén mutdciét mutatott ki (c.452G>A (p.Trpl51%*)). A mdasodik szintli genetikai
tesztelésben a nem kodolé exonokat és a szabdlyzd régidkat vizsgaltuk meg, ez
eredménytelen volt, a harmadik szinten pedig cDNS szekvenalast végeztiink a beteg
mintdjdban, amely alapjan nem volt kimutathatd mas mutacio, ami érintené a kddolo
régiot, ami arra utal, hogy inkdbb az mRNS mennyisége, mint mindsége érintett a

masik, nem identifikalt genetikai eltérés altal. Vizsgalataink bebizonyitottdk a
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nonszensz medidlta mRNS lebomlds jelenlétét, hiszen a fehérvérsejtekbdl nyert mRNS-
ben nem volt kimutathatd p.Trp151* allél.

A foldrajzi kiilonbségek jelen vannak az SLO mutdcié spektrumaban is. Az
irodalomban leirt leggyakoribb ¢.964-1G>C mutdcid, amely valésziniileg brit eredet(
és gyakran kimutathat6 a Mediterrdneumban, viszont szinte teljesen hianyzik a szlav
eredet(i népességbdl a mi beteganyagunkban a mdsodik leggyakoribb volt, négy allélen
volt jelen. A leggyakoribb mutdcié a p.Trp151* volt (6 eset). Egy csalad kivételével a
patogén muticid kombindciOk nonszensz-misszensz, miSSZENsz-misszensz vagy
splicing-misszensz mutédciok, ami azt jelenti, hogy egyfajta rezidudlis enzim aktivitas
ezekben az esetekben nem zdrhaté ki. Egy nonszensz muticié bizonyosan, mig egy
splicing mutécié nagyon valdsziniien teljes funkcidvesztést jelent, de egy misszensz
mutécio esetében valamilyen foku aktivitds megtartott maradhat. Az egyediili eset, ahol
kettd igazolt null allélt mutattunk ki (c.964-1G>C) az elsé érintett gyermek, az elsd
életnapon halt meg €s a masodik €és harmadik terhessége az édesanyanak spontan
vetéléssel végzédott a 7. és 14. héten. Osszességében ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a korabbi megfigyelések valoszintlileg helytalléak, miszerint két sulyos null allélt
eredményezd mutdcid nagyon ritka kivételtdl eltekintve nem kompatibilis az élettel.
Eddigi munkédnk sordn 6t csalad esetében kilenc alkalommal végeztiink prenatalis
genetikai diagnosztikdt (hét esetben chorion biopszia, két esetben magzatviz
mintavétel). Két esetben detektdltunk koros genotipust, mig a megsziiletett hét gyermek
koziil mind a vizsgélt 6t esetben egyezett a pre- €s posztnatélis molekularis diagnosztika
eredménye. A prenatdlis molekularis diagnosztika esetén a minta laboratériumba
érkezése és az eredmény kozti leletdtforduldsi id6 atlagosan 2,55 nap (legrévidebb 1,
leghosszabb 4 nap) volt.

Biomarker vizsgalataink sordn azt talaltuk, hogy kezdeti koleszterin/7-DHC réta a
klinikai stulyosséagi fokkal egy hasonlé gyenge inverz kapcsolatot mutatott (r=0,669). A
harom SLO sulyossagi csoport statisztikai analizise szignifikdns kiilonbségeket
mutatott a kezdeti koleszterin szintekben és az enyhe €s siulyos csoportok kozott
(p=0,01). A koleszterin /7-DHC ratak a csoportok kozt szintén kiilonbséget mutattak
(p=0,004).

A kollaboracids partneriink altal végzett kisérletekben 727 kis molekula sulyt anyagbodl
30 anyag csokkentette a 7-DHC szintet az egyik alapvetd sejtvonal alapu

tesztrendszerben, a Dhcr7- deficiens Neuro2a sejtekben. Ezek a kisérletek azt mutattak,
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hogy sztatinok, 0sztrogén receptor modulatorok €s bizonyos antifungalis szerek a 7-
DHC szintet csokkentik. A normal kontroll NeuroZ2a sejteken tesztelve a kutatocsoport
kimutatta, hogy az aripripazole és a trazodone a 7-DHC szint emelkedését eredményezi
ezen a sejtvonalon. A 7-DHC csokkentd terdpia felé vezetd dton a 7-DHC szint
csokkentd kis molekulastlyd anyagok felmérése jelentSs 1€pés lehet. Az aripripazole
és a trazodone, melyek nagyon gyakran hasznalt antipszichotikumok 7-DHC szint
emeld hatdsanak megfigyelése egy ujabb kutatasi iranyt inditott.

A kiilonbozd koncentracioval tesztelt aripiprazole €s trazodone expozicid 6 napos
tenyésztést kovetden szignifikdnsan megemelkedett 7-DHC szintet mutatott ki mind a
heterozigdta, mind a kontroll fibroblasztokban, a heterozigéta fibroblasztokban ez a 7-
DHC szint atlagban kétszerese volt a kontrollokhoz képest. Az 6ssz koleszterin szintet
a kezelés mindkét esetben enyhe mértékben csokkentette. Az aripiprazole és trazodone
kezelés a koleszterin bioszintézis utjt érinti. A heterozigdtak esetében szignifikdnsan
kevesebb koleszterin keletkezett a vad tipusuakhoz képest mind aripiprazole, mind
trazodone kezelés esetén, mig a 7-DHC magas szintje volt kimutathato, kiilondsen a
heterozigétikban. A két VUS (kontrollnak induld) fibroblaszt esetében érdekes
eredményeket kaptunk. A c.1341C>T genotipusu sejtvonal, amely esetében egy
potencidlisan splicingot érint6 mutdciét mutattunk ki, a heterozigétikhoz hasonl6
modon reagdlt az aripiprazole kezelésre, de a trazodone-ra inkabb kontrollként. A
c.1012G>A mutdcidét hordozd sejtvonal mindkét kezelésre normal kontrollnak
megfeleléen valaszolt, ami azt mutatja, hogy kevéssé valdszindi, hogy a hatdsa patogén
lenne, mig a c.1341C>T mutdci6 némiképp 4tmeneti lehet. Osszességében
megallapithatd, hogy az aripiprazole és trazodone kezelés dézisfiiggben szignifikdnsan
megemeli a 7-DHC szintet a heterozigéta fibroblasztokban, a DHCR?7 vad tipusu €és
heterozigéta fibroblasztok a human terdpids tartomdnyu aripiprazole €s trazodone
kezelésre kiilonféleképpen reagdlnak. A heterozigéta genotipusu fibroblasztoknak a 7-
DHC szintekre nézve sokkal hatarozottabb valasza van, mint a kontroll
fibroblasztoknak. Az izotdpos mérések bizonyitottdk azt, hogy a kezelések sordn a
koleszterin bioszintézise érintett, nem pedig a stabilitdsa vagy a korforgdsa. Mivel a
koleszterin prekurzor profil nem véltozott a kezelés sordn, az elsédleges aripiprazole és
a trazodone hatds a 7-DHC-koleszterin &talakuldsban érhetd tetten. Ugyan az
eredményeink heterozigdta fibroblasztokon torténd kisérletekbdl jottek 1étre, de

konnyen lefordithaték a betegségben érintett egyik kritikus szervrendszer, a kozponti
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idegrendszer nyelvére is, hiszen a neuronok jelentds koleszterin szintetizatorok, a
DHCR7-nek rendkiviil er6s expresszidja van az agyban. A 7-DHC emelkedés kéros,
hiszen rendkiviil reaktiv lipid molekula. A mi megkozelitésiink a személyre szabott
medicina irdnyaba tett erdfeszitésként értelmezhetd. Ezekkel a vizsgalatokkal keretbe
foglalva az SLO tanulmanyokat lathat6 az, hogy egy sulyos monogénes betegség
molekuldris epidemioldgiai felmérése milyen uj kutatasi iranyokat nyithat meg.

A genetikai tesztelés bedllitasa (2008) ota végzett prenatdlis diagnosztika az, amit
ebben az esetben felkindlhatunk a sziiloknek és célzott diagnosztikdval az egészséges
gyermekek sziiletése biztosithatd. Ezen tdlmenden, a sokkal nagyobb populéciét érintd
kitekintések is, akdr a patomechanizmus jobb megértése, akar a szinte népegészségiigyi
jelent6ségli kovetkeztetések levondsdban rejlo lehetGségeket is jelentheti. Az SLO
munkdénk jelent6s része kollaboraci6 keretében zajlott. Ez magaban foglalta a klinikai
(Dr. P. Szab6 Gabriella), a laboratériumi diagnosztikai (Dr. V. Oldh Anna) és az
alapkutatdi (Dr. Zeljka Korade, Dr. Mirnics Karoly, Dr. Ned Porter, Vanderbilt

Egyetem) egyiittm{ikodéseket egyarant.

Monogénes kohorsz vizsgalatok: Fenoképiak ARPKD-ben

A 36 ARPKD klinikai diagnoézissal rendelkezd beteg esetében 27 esetben (75%)
talaltunk két PKHD1 koroki mutéciot, ezek koziil 25 beteg biallélikus pont mutacidkat
tartalmazott, kettd pedig Osszetett heterozigétanak bizonyult egy pont muticiora és egy
CNV-re (dupe33-35 és delel-55). Egy beteg egy heterozigéta olvasasi keret eltolodast
eredményezd muticidval rendelkezett. Egyetlen egy PKHDI muticiét sem sikeriilt
talalni nyolc csaladban. Két mutdcidt, a p.Thr36Met és a p.Ser2639* taldltunk
gyakoribbnak a tobbinél, 15/54 (28%) és 8/54 (15%) arannyal rendelkeztek a mutdns
allélek kozott. 7 uj, kordbban le nem irt mutaciét sikeriilt kimutatnuk, a fentebb
bemutatott két CNV mellett 3 trunkdlé mutaciét (c.5_8delCTGC, p.Ala3Glyfs*2;
c.5088delTG, p.Glyl1696fs*1; c.12036delA, p.Gly4013Alafs*24) és két aminosav
cserével jard eltérést (c.4328G>A, p.Cysl443Tyr és c.10621A>T, p.Asn3541Tyr).
Indirekt ARPKD diagnosztikat végeztiink obligat heterozigétakban (nem publikalt
adat). A PKHD] analizis a hat érintett par minden tagjaban igazolta a patogén PKHD1
eltérést, utat nyitva a kovetkezd terhesség esetén a prenatdlis diagnosztika felé.

Mind a nyolc csaldd esetében, ahol PKHD1 muticiét nem sikeriilt kimutatnunk, més

génekben bekovetkezd koroki mutdciokat sikeriilt detektalnunk. Harom esetben de
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novo HNF'IB deléciot, két esetben de novo PKDI mutdcidkat sikeriilt detektalni. Egy
beteg de novo TSC2/PKD1 deléciot hordozott. Egy beteg Osszetett heterozigétanak
bizonyult egy teljes és egy részleges NPHPI deléciora nézve. Egy testvérpar a
leggyakoribb TMEM67 p.Cys615Arg mutaciéra nézve volt homozigéta (a
szamitasokban csak az egyik testvér adatait vettiik figyelembe). Egy beteg esetében,
aki heterozigéta PKHDI mutécidra nézve, mas génben bekovetkezd patogén mutdciot
nem tudtunk kimutatni az igen alapos genetikai tesztelés ellenére sem (klinikai exom
szekvendlds). A kohorsz betegei esetében megéllapitottuk a fenotipusos jellemzdket is.
A PKHDI mutéciét hordozé 27 betegb6l 19 gyermeknél (70%) perinatélis 1€gzési
elégtelenség volt kimutathaté. Kilenc beteg (33%) 3 hoénapos életkor el6tt elhunyt.
Ezzel ellentétben a mds génekben bekovetkez6 mutaciét hordozd 8 csaladbdl 9
betegbdl Osszesen egy beteg mutatott &tmeneti perinatalis 1égzési elégtelenséget, amely
egyébként infekcio kovetkeztében alakult ki. A perinatalis periddust tiléldé PKHDI
mutdcidval rendelkezd 10 gyermekbdl 9 esetében egy éves korra hypertensio fejlédott
ki, mig a mds génekben bekovetkezd muticiot hordozé betegek esetében egy sem
mutatott hypertensiot. A diagndziskori +4 SD-nél nagyobb atlagos vese hossz a
PKHDI ARPKD-re volt specifikus. Ezen adatoknak alapjan a beteg, akinél nem
sikeriilt tisztdzni a genetikai hattért, valdszinlsithetben a PKHDI altal okozott
kozepesen sulyos ARPKD-ben szenved (korai hypertensié, nagy mértékben
megnagyobbodott vese és maj fibrozis volt jelen).

Ebben a vizsgalat sorozatban, az ARPKD genetikai hatterét deritettiik fel a
magyarorszagi ARPKD betegekben. A PKHD1 pozitiv esetek aranya 78% volt, ami jol
korrelal a nemzetkozi adatokkal. Biallélikus CNV-t nem sikeriilt kimutatnunk, mely
eredményiink is jOl korrelal mds betegcsoportok vizsgalataval. Detektaltunk egy 3
exonos duplikdciot és egy nagy méretli deléciot. A duplikdciok a PKHDI génben
rendkiviil ritkdk, mi publikdltuk a masodik ilyen esetet. Ezek az eredmények azt
hangsulyozzak, hogy a CNV-k analizise a heterozigta PKHDI pontmuticidval
rendelkez6 ARPKD betegek esetében elkeriilhetetlen. Minden olyan betegben, akiben
nem volt PKHDI muticid, a fenotipus re-evauldciéjit kovetd genetikai vizsgdlat
kimutatta a kéroki tényezd(ke)t, azaz a kiinduldsi klinikai ARPKD diagnézis 22%-a
fals diagnézisnak adddott. Az utolsé beteg fenotipusa alapjan a PKHDI biallélikus
mutdcidja valészindsithetd. Ez felhivja a figyelmet arra, hogy még a jelenleg elérhetd

legmélyebb genetikai analizis sem képes 100%-os diagnosztikai szenzitivitds elérésére
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bizonyos lokalizdciéju mutdcidk esetén. A PKHDI-t6] fiiggetlen génekben torténd
eredményes genetikai analizisiink a betegek fenotipusos szempontbdl torténd re-
evaludcidjanak jelentdségére vilagit ra. A differencidl diagndzis a diagnozis idején
nagyon nehéz lehet az enyhe és kozépstilyos formak esetében. A betegcsoportunkban a
csecsemd korban bekovetkez6 hypertensio nagyon jol korreldlt a PKHDI mutdcidk
jelenlétével. A szakirodalommal egybehangzéan a PKHD1 mutéciot hordoz6 betegek
fenotipusa erdsen korreldl a koroki mutacié tipusaval, olyan beteget nem taldltunk, aki
til élte volna a perinatdlis peridédust, a bizonyosan funkcié veszt6 biallélikus mutdcidk
jelenléte esetén.

Osszefoglaldsképpen, elséként vizsgdltunk Magyarorszdgon egy nagy ARPKD
kohorszt. Az ARPKD esetek negyedében fenokdpidkat igazoltunk, amelyek mads
génekben bekovetkez6 mutdciok miatt alakultak ki. Az adataink azt tdmasztjak ald,
hogy a perinatdlis 1égzési elégtelenség, a +4 SD-nél nagyobb vese hossz €s a korai
jelentkezésli hypertensio a PKHDI 4ltal okozott ARPKD-re utal. Azokban az
esetekben, ahol PKHDI muticié analizis negativ, fontos, hogy a fenotipus re-
evaludciora keriiljon és javasoljuk a PKHDI koépiaszam analizist is azokban a
betegekben, akik heterozigéta kis skaldju mutacioval rendelkeznek, és azokban a
csaladokban, ahol nem kérdéses a fenotipus. Az obligat heterozigdta sziilok
eredményes genetikai analizise lehetdséget nyujt a kovetkezd terhességben a prenatlis
diagnosztika elvégzésére. Ez az indirekt diagnosztika rendelkezésre dll az olyan
egyértelmli ARPKD esetekben, ahol az érintett betegt6l minta mar nem hozzaférhetd.
Ez a munka nagy hazai kollabordcidéban valdsult meg, a legfontosabb partnerek Dr.
Szab6 Tamas (Debreceni Egyetem) és Dr. Tory Kalman (Semmelweis Egyetem)

voltak.

Monogénes kohorsz vizsgalatok: Marfan szindréoma

A kohorszba a betegek bizonyosan Marfan szindréma, Marfan szindréma gyanu vagy
ezzel rokon fibrillinopathia klinikai diagndzisaval keriiltek be. Genomialis DNS, illetve
egy esetben RNS mintdt vizsgdltunk 26 betegben. Osszesen 23 koéroki vagy
lehetségesen koroki tényezo6t definidltunk 23 betegben. A 23 betegbdl 7-ben (30.,4%)
Uj, kordbban le nem irt mutaciét, mig 16 esetben (69,6%) kordbban leirt varidnst
talaltunk. 23 beteg esetében 4llt rendelkezésiinkre csalddfa adat. Hét betegben 7/23

(30%) a betegség sporadikus el6forduldsi volt, mig 16 esetben familidris forma.
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Misszensz mutdciot definidltunk 69,6%-ban (16/23), kis delécié/duplikaciot 13%-ban
(3/23) és splicing mutdcidt 17.4%-ban (4/23). Egy visszatérd csendes mutdciot
definialtunk hdrom nem rokoni kapcsolatban 4ll6 betegben, amely mutdciét az mRNS
analizist kovetéen benignusnak mindsitettiink. A 16 misszensz mutdciét hordozé
betegbdl 11 esetben a konzervalt cisztein reziduumokat érinté mutécié volt. Koziiliik
harom kordbban le nem irt volt. Az esetek kb. 1/3-ban (5/16, 31,2%) olyan misszensz
mutédcidkat talaltunk, amelyek nem cisztein aminosavakat érintenek. Egy mutacio
(c.3038G>T, p.Glyl013Val) kordbban le nem firt, 4j volt. A kimutatott misszensz
mutéicidk besoroldsa a modositott Ghent nozoldgia és az ACMG ajanlasa alapjan
tortént. Harom betegben talaltunk kis duplikacié/deléciot. Mindegyikiik olvasasi keret
eltolodast €s nagy valoszintiséggel trunkalt fehérjét vagy NMD altal lebontott mRNS-t
eredményez, igy mind a hdrmat patogénnek mindsitjilk. Két varians uj volt, mig egy
korabban publikalt egy Marfan szindromds betegben. Négy splice mutaciot
detektaltunk (4/23, 17,4%). Két mutacio, a c.1468+5G>A és a ¢.4337-2A>G korabban
leirt. Egy kordbban az irodalomban mar leirt csendes varidns, a ¢.3294C>T
(p-Asp1098=) harom betegben keriilt kimutatasra, mindhdrom beteg enyhe fenotipussal
birt. A varians jelen van a HGMD-ben €s a Universal Mutation Database-ben. A
mutéci6 €s a fenotipus kapcsolatardl kevés adat 4ll rendelkezésre. A patogenitasnak
nincs egyértelm{ bizonyitéka, de nem volt kizdrhat6 a splicing defektus a predikcidk
alapjan. A minor allél frekvencidja alacsonyabb, mint 0,01% a GnomAD-ban és az
1000 Genom Projektben. A Human Splicing Finder potencialisan splicingot érintd
mutéacionak definialja. Ezt a mutaciot részletesebben mRNS szinten is megvizsgéltuk.
A fibroblasztokbdl izoldlt mRNS-t Sanger szekvendldssal vizsgaltuk, a 26-0s exont €s
az exon-exon kapcsolddasi pontokat, és kimutattuk, hogy ez a mutaci6 kb. 50%-ban
van jelen a beteg cDNS szekvencidjaban. A pontos allél ardnyokat piroszekvenalasi
modszerrel végpontos mennyiségi meghatdrozdassal hataroztuk meg. A gDNS-ben 750-
szeres lefedettség mellett az allélek aranya 57,47%:42,53% (C:T) volt, mig a cDNS
mintaban 611-szeres lefedettség mellett 43,86%:56,14% (C:T). Nem volt kimutathat6
sem NMD sem pedig exon 26 skipping. Ezek alapjan a varidnst mi jéindulati benignus
varidnsnak mindsitjiik, a kovetkez6k miatt: (A) az allél frekvencidja ennek a varidnsnak
magasabb, mint amit elvarndnk egy betegséget okozd varidnstl, (B) aberrdns

splicingot detektdlni nem tudtunk, habdr elvégeztiik az ez iranyu analiziseket.
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Ebben a vizsgélatsorozatban mi 23 FBN/ varianst detektaltunk Marfan szindroméban
vagy vele rokonithatd kotdszoveti betegségben. A mddositott Ghent nozoldgia
rendkiviil jo specificitdst mutat a Marfan szindromas betegek identifikdldsaban,
meghatarozza a koroki FBNI mutécidkra szolgald kritérium rendszereket és ez nagy
mértékben segiti a 25-30%-ban talélt tj mutaciok klasszifikalasat. A Marfan szindroma
klinikai diagnézisa nem egyszer( az atfedd fenotipusu betegségek esetében, a korfiiggd
klinikai tiinetmegjelenés miatt, illetve az erGteljes intra- és interfamilidris
expresszivitdsbeli kiilonbség okén. Osszesen 23 kéroki vagy val6szin(isithetéen kéroki
FBNI varianst talaltunk amelyeknek egyharmada uj mutécié volt. A mutaciok 2/3-a
misszensz mutacid volt, a nagy résziik a cbEGF motivumokban foglalt helyet és kb.
70%-uk a konzervalt cisztein aminosavakat érintette, j0 0sszhangban az irodalommal.
Ot olyan misszensz mutéciét taldltunk, ahol nem volt cisztein aminosav érintett. Az
FBNI mutécidkat a teljes kodolo régidban ki tudtuk mutatni, 6sszesen egy forrd pont
definialhat6. A legsulyosabb €s gyors progressziét mutatd forma esetén a 24-32 exon
kozott halmozédnak fel a mutdcidk. Nekiink két 1 éves kor elbtt tesztelt betegiink volt.
Egy misszensz (c.3038G>T, p.Glyl013Val, a 24-es exonban), és egy splicing
(c.3082+1G>A, a 24-es intronban) mutaciokrdl van szé. Az utébbi beteg esetében a
sziil6k nem voltak érintettek, igy valdsziniisithetéen de novo muticids torténés volt,
mig az el6bbi beteg esetében az édesapa a genetikai tesztelésbe nem egyezett bele, de
fenotipusosan marfanoid jegyeket mutatott. A p.GlylO13Arg egy meglehetésen
gyakori visszatér6 mutdcid, silyos cardiovascularis, skeletdlis manifesztdcidkkal és
ectopia lentissel jar egyiitt. A ¢.3082+1G>A splicing mutacio esetében a 24-es intron
donor splicing helye érintett, igy tugy gondoljuk, hogy a muticié a 24-es exon
skippingjéhez vezethet. Mindkét betegiink a spektrum sulyosabb felén helyezkedik el,
0sszhangban az irodalommal. Exonban levd csendes mutécié okozhat exon skippinget.
Megvizsgaltuk a ¢.3294C>T mutdcid hatdsat a mRNS splicingra. Ezt a mutaciot
kordbban olyan kotszoveti betegségben szenvedd betegekben irtdk le, akik nem
egyértelmiien mindsithetok Marfan szindromdsnak. A mutacié esetében exon skipping
nem volt igazolhat. Az allél rata vad tipusu és mutdns allél esetében azonos volt,
nagyon kozel volt az 1:1 ardnyhoz mind a genomidlis, mind a cDNS-ben. Meglepd,
hogy ez a mutécid 3 egymassal rokoni kapcsolatban nem all6 betegben volt kimutathat6

és az irodalomban is hasonl6 klinikai tiinetekkel rendelkezd betegekben, ectopia lentis
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és aortagyok tagulat nélkiil. Amennyiben ez a mutacid mégis patogén, egy eddig
ismeretlen mechanizmus vezethet a tiinetek kialakuldsahoz.

Ebben a munkdban 26 egymassal rokoni kapcsolatban nem 4ll6 egyén esetén, 7 uj és
16 visszatér6 mutdciét definidltunk 23 betegben. A mutdciok zome Marfan
szindréméval volt rokonithaté, két esetben korai jelentkezésli €és nagyon stlyos
formdjaval a betegségnek. Egy csendes mutacid esetében a patogenitdst igazolni nem
tudtuk. A munkank jelent6ségét az aldbbiakban ldtom: (A) ez volt az els6 hazai nagy
Marfan genetikai kohorsz, (B) genetikai diagnosztikai protokollt dolgoztunk ki, melyet
folyamatosan alakitottunk a mddszertan fejlodésének  megfeleléen, (C)
megallapitottuk, hogy egy kivételtdl eltekintve a magyar betegekben mutécids forrd
pont nincs, igy mindenkor a teljes gén vizsgdlat indokolt, (D) a Marfan szindréma rutin
genetikai tesztelése megnyitja az utat a pontos klinikai genetikai tanacsadas felé, (E) a
preszimptomatikus  (kaszkdd) tesztelés életmentd megfigyelési/beavatkozasi
lehetséget jelent, (F) a Marfan szindroma részét képezi az exom/genom szekvenalas
sordn kotelezéen vizsgdlandd véletlen taldlati listanak (tin. ACMG panel), igy
eredményeink hozzajarulnak a megfelel6 interpreticids protokoll kialakitdsdhoz az
egyre inkdbb teret nyer§ exom/genom szekvendldsi alapd klinikai laboratériumi
genetikai diagnosztika esetében. Az FBN1 genetikai vizsgalatokat Madar L4szl6 PhD

hallgatom végezte.

Gas6 vizsgalatok

A human thrombocyta Gas6 tartalmdnak vizsgalatara izolalt thrombocytakat
vizsgaltunk Western blottinggal két monoklonalis €s 4 poliklonalis Gas6 elleni antitest
segitségével. Kontrollként a thrombocytdkban igazoltan jelen levd protein S-t
haszndltuk. A Gas6 nem volt kimutathaté a thrombocyta lizitumban €s az aktivalt
thrombocyték feliiliszéjdban. Ezzel ellentétben, a protein S egyértelmiien detektalhatd
volt a nyugvo thrombocytdkban, az aktivalt thrombocytak feliiliszgjaban, de nem volt
kimutathat6 a trombin aktivalt thrombocyta lizatumban, amely arra utal, hogy a trombin
aktivacio soran a protein S kikeriil a granulumokbdl. Hogy tovéabb vizsgaljuk a Gas6
esetleges jelenlétét a thrombocytdkban vagy a plazmdban, immunprecipitaciot
végeztiink 5x10® thrombocytdval, amely ekvivalens 1-2 mL teljes vér thrombocyta
tartalmdval. Ezt a mintét, valamint 120 pLL plazmat SDS-PAGE-en futtatva és blottolva,

a Western blotting membrant biotindlt poliklondlis anti-Gas6 antiszérummal
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inkubéltuk. Gas6-et nem tudtunk kimutatni a thrombocyta extraktumbdl, viszont egy
nagyon halvany savot tudtunk detektdlni a Gas6 plazma immunprecipiticids mintabol,
amely olyan molekulastlyban vandorolt, ahol a rhGas6. Ezt a Gas6 immunprecipitaciot
két masik antitest kombindcidval is megismételtiik. Gas6 nem volt kimutathaté a
thrombocytakban, egyik immunprecipitacié-immunblotting kombinacidval sem. Hogy
tovabb vizsgaljuk a Gas6 potencidlis - meglep0 - jelenlétét a plazmdban, egy tisztitdsi
protokolt haszndltunk a plazma Gas6-re. Bérium citrdt adszorpciét kovetéen a
precipitdtumban egyértelmiien tudtuk detektdlni a Gas6-et, de a mosé frakciéban nem.
Monoklondlis antitestet hasznaltuk affinitds kromatografiara. Az eluélt proteineket
SDS-PAGE-en futtattuk meg, €s azt a sivot amely a rekombinans Gas6-nek megfeleld
molekulasulyban vandorolt, gélen beliili tripszin emésztésnek vetettiik ald, és utana
tomegspektrometridval vizsgéltuk. Az els6dleges tomegspektrum szdmos human Gas6
frakcio tomegét allapitotta meg, Osszességében az identifikalt peptidek az érett Gas6
szekvencia 28%-at lefedték. Az elsédleges tomegspektrum adat megerdsitésére 8
peptidet valasztottunk tovabbi MS/MS szekvencia analizisre. Az Osszes szekvencia
meger0sitette, hogy a vizsgélt anyag valéban Gas6 volt, azaz egyértelmiien igazoltuk,
hogy a Gas6 jelen van a humdn plazmédban. Azért, hogy a Gas6-et mérni tudjuk
kiilonboz6 sejt folyadékokbdl és sejt extraktumokbdl, egy rendkiviil érzékeny ELISA
rendszert fejlesztettiink ki. Mivel a plazma Gas6 koncentraciot alacsonynak taldltuk,
egy tovabbi szigndl amplifikacié a streptavidin-biotindlt torma peroxidaz 1€pést is
beiktattunk. A tesztrendszert tisztitott rekombindns Gas6-el standardizédltuk. A teszt
szenzitivitasi limitje 0,4 ug/mL Gas6 volt és 6,25 ug/mL-ig linearisnak adédott. Az
optimalis plazma vagy szérum higitas 10- illetve 20-szorosnak adddott. A visszanyerés
az elméleti 100%-hoz nagyon kozel volt, ami arra utal, hogy szdmottevs zavaré tényezd
a plazma mintdban, illetve a tesztrendszerben nincsen. A protein S-el torténd
keresztreakciot oly modon zértuk ki, hogy plazma mintahoz 20 és 40 pg/mL protein S-
t adtunk. Ez a protein S kortilbeliil 1000 - 2000-szeres molaris tulsulyt jelent a normél
Gasb6 szinthez képest és kortilbeliil 200-300%-0s novekedést a normél protein S plazma
szint folott. Ez a protein S hozzdadasa nem befolydsolta a mért Gas6 szintet. A teszt
teljesitoképességének vizsgalata soran az intra-assay CV 10% alattinak, mig az inter-
assay CV 14% koriilinek adodott. A fentebb részletezett ELISA mddszert hasznéltuk a
Gas6 thrombocyta tartalom mérésére. Higitatlan, illetve 10-szeresen higitott mintabodl

(1400x10°/L koncentraciéra bedllitott nyugvé thrombocyta lizdtumbdl), valamint
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aktivalt thrombocyta feliildsz6 vizsgalata sordn nem tudtunk jelet detektalni. A
referencia tartomdny meghatarozasira Gas6 koncentraciot mértiink 94 egészséges
egyén citrat antikoaguldlt plazma mintajan. A megallapitott referencia tartomany 13-
23 pg/mL-nek adddott. Négy kiilonbozd vérvételi csovet teszteltiink 5 onkéntestdl,
citrat, K5-EDTA, litium-heparin és szérum csoveket, mindegyik hasznalhatonak
bizonyult. Azért, hogy a warfarin esetleges Gas6 expressziora kifejtett hatasit
megvizsgaljuk, 96 warfarin kezelt betegt6l szdrmazé plazma mintat teszteltiink. A
plazma Gas6 szignifikdnsan csokkent volt a kezelt csoportban (4tlag 18,0 pg/mL vs.
154 pg/mL, p<0,0001). A Gas6 szint progressziven csokkent az emelkedd INR-el.
Ezzel a tanulmédnnyal egy nagy ellentmondast probéaltunk meg tisztdzni. Korabban
bemutattak Gas6 jelenlétét patkany, egér €s emberi thrombocytakban. Ennek ellenére
immunblotting, kombindlt immunprecipitacié-immunblotting €és egy rendkiviil
szenzitiv és specifikus ELISA moddszer kifejlesztését kovetden sem voltunk képesek a
Gasb6-et tisztitott izolalt human thrombocytdkban detektédlni. Ezzel szemben a Gas6-et
meg tudtuk mérni a humdn plazmdban teljesen egyértelmien, ugyanezzel az
immunprecipiticié-immunoblotting kombinacioval. Ha azt feltételezziik, hogy az
immunprecipiticié hatékonysaga hasonlé a plazma és a thrombocyta mintdkban,
képesek lettiink volna mérni 2 pg Gas6-et 5x10® thrombocytdban. Ez 2 mL teljes vér-
ekvivalens thrombocyta tartalom ezek szerint kevesebb, mint 2 ug Gas6-et tartalmaz.
A visszanyerési kisérletek minden esetben az ELISA mddszer miikodéképességét
igazoltdk. Endogén thrombocyta Gas6-et nem lehetett kimutatni ezekben a
thrombocyta mintakban még akkor sem, ha azokat nem higitott formédban vizsgaltuk.
Az altalunk optimalizalt tesztrendszer szenzitivitasat figyelembe véve azt a konkliziot
vontuk le, hogy a Gas6 vagy nincsen jelen a thrombocytikban, vagy a Gas6 a
thrombocytdkban kevesebb, mint 0,04 ng/1,4x10® thrombocyta, ami kb. 1mL vérben
levé thrombocyta tartalom. Amennyiben ez igaz, akkor ki lehet mondani, hogy a vérben
kering6 Gas6 kevesebb mint, 1%-a van jelen a thrombocytdkban, azaz habér az ELISA
rendszer szenzitivitasa akdr két nagysagrenddel is nagyobb volt az immunprecipiticio-
immunblotting kisérletének, ennek ellenére Gas6-et nem tudtunk kimutatni human
thrombocytdkban. Ezen szamitasok alapjan minden thrombocyta kevesebb, mint két
Gas6 molekuldt tartalmaz, ami a thrombocyta eredeti Gas6 cafolja barmilyen
fiziologiai jelentdségét. Osszehasonlitdsul, 1,4x108 thrombocyta kb. 230 ng protein S-

t tartalmaz, azaz 12000 protein S molekulat thrombocytanként. Mivel a koncentracio a
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plazméban is nagyon alacsony, ezért nagyon kevéssé valdszinii, hogy a thrombocyta
preparalds sordn hasznalt plazma kontaminalta volna ezt a mintat. Ismert az, hogy a
Gas6 a sejt felszinhez mind N-, mind C-termindlisdval tud kot6dni. Az N-termindlis
Gla domén a foszfatidilszerint (PS) tartalmaz6 foszfolipidekkel, mig a C-terminalis
SHBG-szerli doménje pedig a TAM receptorokkal keriil interakcioba. A Gas6 a Gla
doménjén karboxildlva kell hogy legyen, hogy tudjon funkcionalni in vitro és in vivo.
Val6szin(i, hogy a Gas6 lokdlis koncentricidja emelkedik meg PS expozici6 sordn,
példaul az apoptotikus sejtek vagy aktivélt thrombocytdk felszinén, tehat elképzelhetd,
hogy az aktivalt thrombocytak - habar nem tartalmaznak Gas6-et - képesek a membran
feliiletiikon, illetve az éltaluk expresszélt receptorokon keresztiil a Gas6 megkotésére
igy a lokdlis kornyezetben a Gas6 koncentricié valdban megnéhet. Ebben a
tanulmanyban azt taldltuk, hogy a humén vér plazma alacsony koncentracioban
tartalmaz Gas6-et (13-23 ng/mL, ami megfelel 160-280 pmol/L-nek), de azt kimutattak
mar, hogy a Gas6 angiogenezis inhibitor aktivitdsa még ennél is alacsonyabb (1 ng/mL)
koncentricioban is megfigyelhet6. Ebben a kontextusban vizsgdlva a keringé Gas6
lokélisan akkumuldcié hidnyaban is fontos fizioldgiai medidtor lehet. A Wistar
patkdnyok széruméaban mért 1-10 ng/mL Gas6 szint j6l egyezik a mi eredményeinkkel.
Statisztikailag kimutathaté csokkenést tapasztaltunk a Gas6 szintekben a warfarin
kezelés soran, ami arra utal, hogy a warfarin kezelés a Gas6 expressziot vagy szekréciot
hasonldan a tobbi K-vitamin fiiggd faktorhoz negativan szabalyozza.

Osszességében, kiilonbozé médszereket haszndlva, amelyek magukba foglaltdk az
immunprecipiticidt, a Ba-citrat precipitdcidt, az immunaffinitds kromatografiit,
tomegspektometriat, kimutattuk azt, hogy a Gas6 szubnanomoldris koncentracioban
jelen van a human keringésben, ezzel ellentétben nem tudtunk Gas6-et detektdlni
humén thrombocytdban extenziv vizsgdlddas ellenére sem, kiilonb6z6 mddszerekkel
sem, ezért ugy gondoljuk, hogy a Gas6 thrombocyta aggregacidban igazolt szerepe az
eredetileg a keringésben levé Gas6-nek koszonhet6. Ezt kovetéen egy rendkiviil
szenzitiv ELISA immunoassayt fejlesztettiink ki, teszteltiink €s bemutattuk azt, hogy a
teszt klinikai mintdk vizsgélatdra is tokéletesen alkalmas, ahogy ezt a kovetkezd
években (posztdoktori periodusom leteltével az én Dahlbédck-laboratériumbdl torténd
tdvozdsom utdn) sziiletett szdmos publikdcié igazolja. Az ELISA teszt egyik elsd
klinikai felhaszndldsaként egy, a disszertdcibban nem szerepl6 a munkdnkban

Osszefiiggést mutattunk ki a Gas6 szint és a magzati novekedés restrikcié kozt. Ez
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abban az esetben 4llt fenn, ha abnormalis k6ldokzsinor artéria Doppler értékeket lehet
mérni. Ez az eredmény alatdmasztotta azt a hipotézisiinket, miszerint a Gas6 szerepet
jatszhat a novekedésben visszafogott magzatok esetén a fiziologiai véraram
redisztribiciéban. A Gas6 plazma normdl tartomédny az elmdilt években - el6szor
altalunk - meghatarozasra keriilt, a legtobb tanulmény szerint 15-65 pg/L kozott van.
Mi nem talaltunk fizoldgiailag relevans Gas6 mennyiséget a human thrombocytakban.
Az mRNS detektdlhat6 és masok a fehérjét is megtalalni vélték 40 Gas6 molekula per
thrombocyta mennyiségben (a mi adataink szerint kevesebb, mint 2 Gas6 molekula per
thrombocyta). Mivel ugyanazon tesztrendszer a plazma Gas6 meghatirozdsara
tobbszorosen igazoltan megbizhatéan miikodik, nincs okunk azt feltételezni, hogy mas
analitikai képességekkel rendelkezne thrombocyta lizitum mérése esetén, sokkal
valdsziniibb, hogy a thrombocyta-pozitiv adatok a rossz mindségli, protein S-sel
keresztreakciét adé antitesteknek koszonhetéek (mi ezt megvizsgaltuk és igazoltuk,
épp ezért valasztottunk mads antitestet). Abban viszont konszenzus van, hogy a

thrombocytara kifejtett Gas6 hatas a plazma Gas6-nek tulajdonithato.

CFH Y402H, LOC387715, HTRAI és ApoE vizsgalata id6skori macula
degeneracioban

Az ApoE gént kivéve mindenhol feliilreprezentélt volt a betegekben a minor allél. Hat
esetben nem volt teljes a kapcsoltsdg a HTRAI és a LOC387715 polimorfizmusok
kozott. A CFH esetében a CC genotipus 7,3-szoros kockazatot jelentett (95%-os
confidencia intervallum (95%CI): 2,8-18,7 (p<0,001), mig a legaldbb egy kockdzati
allélt hordozok 1,8-szeres kockdzatot jelentettek (95%CI: 1,0-3,3; p=0,046) az AMD-
re nézve. A homozigéta CC genotipus 4,9-szeres (95%Cl: 1,7-14,2; p=0,003) és 10,7-
szeres (95%CI: 3,7-31; p<0,001) megnovekedett kockdzat a korai és kés6i AMD-re
nézve. A LOC387715 TT genotipusa 9,1-szeres kockdzatot jelent AMD-re nézve
(95%CI: 2,9-28.8; p<0,001), 74-szeres kockdzatot a koraira (95%CIl: 2,1-26,2;
p=0,002) mig 11,3-szeres kockézatot a késdire (95%CI: 3,2-40 4; p<0,001). A HTRAI
minor allél homozigétdk 11,6-szeres kockazatot szenvedtek el az AMD-re nézve
(95%CI: 3,2-42,3; p<0,001), mig a legalabb egy kockdzati allélt hordozok 2,2-szeres
kockézattal rendelkeztek (95%CI: 1,2-4; p=0,009). A kockézati allélre nézve
homozigéta genotipus 10,1-szeres (95%CI: 2,5-40,8; p=0,001) a koraira, és 13,5-szeres
(95%CI: 3,3-554; p<0,001) kockézatot jelentett a kés6i AMD-re nézve. Az ApoE
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allélek esetében a kontroll és beteg csoportokban nem volt kimutathatd szignifikans
kiilonbség. A dohanyzas nem moddositotta a polimorfizmusok hatasat.

Vizsgalataink egyik f6 motivécidja az volt, hogy megallapitsuk a magyar populacioban
a fent emlitett polimorfizmusok el6forduldsat, mert kiilonboz6 populdcidk nagy
kiilonbségeket mutatnak ezeknek a genetikai tényezdknek a frekvencidjat illetden és
ezdltal az aktudlis daltaluk jelentett kockdzat is elképzelhet6, hogy kiilonb6zd
populdcidkban, kiilonbozd. Azt taldltuk, hogy a polimorfizmusok nagyobb kockézattal
birnak a kés6i AMD kialakuldsidban a koraival szemben. Ugy gondoljuk, hogy
kifejezettebb hatdsuk van a késébbi patogenezis folyamatokat 6sszehasonlitva a korai
stadiummal, azaz nem csak a betegség kialakulasaban, hanem - hasonl6an mas irodalmi
adatokhoz - a betegség progresszidjdban is szerepet jatszhatnak.

Osszefoglaldsképpen megdllapithaté, hogy a CFH és a LOC387715/HTRAI génben
levé polimorfizmusok Magyarorszdgon markdns kockdzati tényezdként szerepelnek

AMD kialakulasara, kiillonosen a kés6i formara.

A Gas6 c.834+7G>A és mas jelolt gén polimorfizmusok szerepe az AMD
kialakuldsaban

A minor allélek az ismert AMD génekben gyakoribbak voltak a betegekben. A MerTK
receptor polimorfizmusok (kivéve az rs86016) rendkiviil alacsony minor allél
frekvenciat mutattak €s nem volt kimutathat6 kiilonbség betegek és kontrollok kozott.
Az ApoE esetében E3 allél enyhén magasabb frekvencidval fordult el a betegekben
mint a kontrollokban, mig a potencidlis kockdzati tényez6 E2 allél a betegekben
alacsonyabb frekvenciaval fordul el6 a kontrollokhoz képest. Az ApoE E4 allél hasonld
frekvencidval fordul el6 mindkét csoportban. Interakcié mind a C3 és CFH, mind a C3
és HTRAI esetében megfigyelhet6 volt. A C3 heterozigéta’homozigdta genotipusa
szignifikans kockazatot jelentett vad tipussal szemben, de csak akkor, ha a homozigota
CFH vagy HTRAI polimorfizmus nem volt jelen. Ebben az esetben egy majdnem 5-
sz0ros kockazat volt az esélyhanyadosban a szdraz tipusui AMD esetében (EH: 4,93
(95%CI: 1,98-12,25, p=0,0006)). A CFH és HTRAI mutécid jelenléte a C3 vad tipus
esetében mind szdraz, mind nedves AMD-re jelentds kockdzatot jelentett, amely
kockdzat eltlint a C3 polimorfizmust nézve hetero-, illetve homozigdta genotipusok
esetében a szdraz tipusi AMD-ben, de megmaradt a szignifikdns kockazat a nedves

tipusi AMD-ben. Kiilonosen figyelemre méltd Osszefiiggése volt a nedves tipusu
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AMD-vel a Gas6, CHF és HTRAI géneknek. A Gas6 rs8191974 polimorfizmus
protektivnek adodott teljesen fiiggetleniil att6l, hogy milyenek voltak az egyéb
genotipusok (p=0,04), felére csokkentve a nedves tipusi AMD kialakuldsdnak
kockazatat. A HTRAI hatds modositasra keriil a C3 genotipus altal, a HTRAI-ben a
homozig6ta vs. vad tipusu vagy heterozigdta genotipus csoport sszehasonlitasa soran,
a kalkulalt esélyhdnyadosok EH: 55,04 (95%CI: 5,30-382,83, p=0,0005) a C3 vad tipus
esetén mig EH: 4,34 (95%CI: 1,09-17,28, p=0,04) a C3 hetero/homozigéta genotipus
esetén. A homozigéta CFH polimorfizmus jelentds kockdzati tényez6 a nedves tipust
AMD-re, 6-9-szeres kockézatot jelentve attdl fliggden, hogy a C3-ban van-e mutacio
vagy nincs. A C3 genotipus érdemleges hatdssal a CFH dltal jelentett kockazatra -
ellentétben a HTRAI-el - nincs. A genotipus szerinti megoszldsok alapjan
megallapitottuk, hogy a Gas6 c.834+7G>A polimorfizmus a Gas6 szintre nincs
hatdssal. Osszességében tigy tiinik, hogy a C3-nak fontos szerepe van a szdraz AMD
kialakulasdban, valamint a CFH és a HTRAI genotipusok lehetnek hatassal a C3
p-Argl02Gly polimorfizmus 4ltal kifejtett kockdzatra a komplement szabalyozé
aktivitason keresztiil. Az altalunk vdlasztott jelolt gén megkdzelités a FXIII, Gas6 és
az egyik Gas6 receptor MerTK esetében az aldbbi eredményeket adta: a FXIII
p-Val34Leu polimorfizmus neutrdlis mind a szdraz, mind a nedves AMD kifejlodésére
nézve, a Gas6 c¢.834+7G>A polimorfizmusa az Oszesitett korai és kés6i AMD
populdciéban nem mutatott Osszefiiggést AMD-vel. Amikor a szdraz és nedves
alcsoportokat kiilon analizaltuk, egy protektiv védd hatdst sikeriilt kimutatni a nedves
AMD alcsoportban (p=0,04). Mivel az angiogenezis a nedves tipusi AMD-nek tipikus
sajatossdga, ezért lehetséges az, hogy a Gas6-nek ezen funkcidja értelmezhetd a
betegség kontextusaban. A Gas6 képes gatolni a VEGF szignalizicidt és a metasztazis-
indukélt angiogenezis gétldsaban is szerepe van. Elképzelhetd, hogy a Gas6-nek van
egy fontos negativ szabalyzo szerepe a patoldgids angiogenezisben, igy lehet hatasa
egy a nedves tipusi AMD kialakuldsdra nézve. Osszességében az eset kontroll
tanulmanyunkban sikeriilt igazolnunk genetikai epistasist a CFH, HTRAI és C3
génekben, bemutatva azt, hogy a C3 polimorfizmus a szaraz AMD egy fontos kockdzati
tényezGje, de csak mds polimorfizmusoknak a hidnydban, viszont a nedves AMD-re
nincsen hatdsa. Ez arra utal, hogy a C3 inkdbb a szaraz, mint a neovascularis AMD
pathogenezisében jdtszik szerepet, és a hatdsa egyértelmiien feliilirhaté mas, er6sebb

kockazati tényezOk altal. Kimutattunk egy protektiv hatast a Gas6 c.834+7G>A
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polimorfizmus esetében a nedves AMD-t illetéen, viszont a polimorfizmus nincs
hatdssal a keringd Gas6 koncentricidjara, azaz valdsziniileg nem befolydsolja a Gas6
splicing folyamatat. Az AMD munkdk klinikai koordindldja Dr. Losonczy Gergely

volt.

mikroRNS vizsgalatok férfi infertilitasban

Ebben a tanulmanyban 11 spermatogenezissel kapcsolatba hozhaté miRNS (let-7a,
miR-7-1-3p, miR-15b, miR-16, miR-34b, miR-122, miR-141, miR-181a, miR-200a,
miR-429, miR-449a) szintjét hataroztuk meg spermium sejtekben és ondo folyadékban,
mind infertilis férfiakban, mind egészséges kontrollokban. A miRNS szintekben a
legtobb esetben az ond6 folyadékban alacsonyabbnak taldltuk a miRNS relativ
expressziot a spermium sejthez viszonyitva. Ez azonban nem volt igy a miR-141, miR-
181a, miR-200a (asthenozoospermids csoportban) esetében, mig a miR-34 és miR-122
oligozoospermids csoport expressziés mintdzatdban. Ot miRNS esetében statisztikailag
kimutathatd expresszi6 novekedés volt az infertilis oligozoospermids és
asthenozoospermids egyénekben a normozoospermidas kontroll csoporthoz viszonyitva.
Robosztusan feliilszabalyozott miRNS-ek voltak a let-7a, miR-7-1-3p, miR-141, miR-
200a és a miR-429 (p<0,0001). A miR-15b, miR-34b és miR-122 esetében alacsonyabb
expresszids szintet figyeltiink meg az infertilis egyénekben a normdl kontrollhoz
viszonyitva mind a spermium sejtekben, mind az ondé folyadékban. A miR-16, miR-
181a és miR-449a esetében nem volt a harom csoport kozott statisztikailag kimutathatd
kiilonbség. Az ond6 folyadékban statisztikailag kimutathat6 kiilonbséget talaltunk az
oligozoospermids és normozoospermids csoportok kozott: a miR-181a esetében
feliilszabalyozast, mig a miR-16 és 449a esetében alulszabalyozast. Statisztikailag
szignifikans negativ korrelaciot talaltunk a spermium koncentraci6 és 6 miRNS
expresszid szintje (let-7a, miR-7-1-3p, miR-141, miR-181a, miR-200a és miR-429)
kozott mind a spermium sejtekben mind a ondé folyadékban. Egy esettdl eltekintve
(miR-16) pozitiv korrelaciét mutattunk ki a spermium koncentracié és 4 miRNS (miR-
15b, miR-34b, miR-122 és miR-449) esetében spermiumokban. Szignifikdns pozitiv
korrelaciot mutattunk ki a spermium koncentracié és a miR-15, miR-16b és miR-34b
expresszids szintjében az ond6 folyadékban. A miRNS-eknek fontos szerepe van a
spermatogenezisben. Méréseinkben az ond6 folyadék és a spermium sejtek kozott

kiilonbségtételt azért tartottuk sziikségesnek, mert az ondofolyadék miRNS-ei csak
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részlegesen szarmazhatnak a spermiumbdl, ugyanis a plazma 90%-a az urogenitalis
traktus mirigyeibdl szekretdlodik. A mi tanulmanyunk az elsd, amely kiilonbséget
mutat ki a spermium €s az ondo folyadék miRNS expresszids szintje kozott, valamint
korrelaciot allit fel a spermium sejt koncentracié és a miRNS expressziok kozott. Mivel
a miRNS-ek az érett spermiumban illetve az ond6 folyadékban is el6fordulnak és az
expresszios szintjiik egyértelmiien kiilonbséget mutat a spermatogenezis problémaval
szenvedd betegekben, ezért ugy gondoljuk, hogy potencidlis biomarkerekként
foghatjuk fel a férfi infertilitds diagndzisa és klasszifikdcidja sordn. Osszefoglalva, ez

a 8 feliil- vagy alulszabdlyozott miRNS noninvaziv biomarkernek tekinthetd.

Y kromoszéma mikrodelécidok Kelet-magyarorszagi infertilis férfiakban

A 101 azoospermids férfibol 10 esetben detektaltunk Y kromoszoma mikrodeléciot
(9,9%). AZFbc 4 esetben (3,99%), AZFc delécid 6 esetben (5,94%) volt kimutathatd.
A 246 oligozoospermids esetben két teljes AZFc mikrodeléciét mutattunk ki (0,8%). A
normozoospermids kontrollok ko6zott mikrodeléciét nem detektaltunk. Az AZFbc
deléci6 csak azoospermids betegekben fordult eld, az AZFc delécié pedig
szignifikdnsan gyakrabban fordult el6 azoospermids férfiakban oligozoospermidsokkal
Osszehasonlitva, (p<0,01). A kovetkezd részleges AZFc deléciokat mutattuk ki: gr/gr
(17/458, 3,7%), b2/b3 (12/458, 2,62%), b1/b3 (2/458, 0,44%). A gr/gr és a b2/b3
delécié mind az infertilis, mind a normozoospermids csoportban el6fordult, kiilonb6z6
gyakorisdggal. A gr/gr el6forduldsa az oligozoospermids csoportban a
normozoospermidsokkal Osszehasonlitva magasabb volt (13/246 (5,3%) vs. 2/111
(1,8%), p<0,01). Az azoospermids €s normozoospermids gr/gr delécid
el6forduldsokban nem volt szignifikdns kiilonbség. A gr/gr delécié az
oligozoospermids csoportban gyakrabban fordult el§, mint az azoospermids csoportban
(p<0,05). A b2/b3 delécié eléforduldsa nem kiilonbozott. A b1/b3 deléciét csak az
azoospermids csoportban tudtuk kimutatni (2/101, 1,98%). Az AZFc régidban
részleges duplikdcidk el6forduldsa 2,4% volt (11/458), a kiilonb6z6 csoportokban nem
volt kiilonbség. Az AZFc régi6 pontos karakterizalasa soran meghataroztuk a deletalt
DAZ és CDY1 génkopiakat. Az infertilis, azoospermids €s oligozoospermids férfiakban
és a normozoospermids csoportban hasonlé Y haplocsoport el6forduldst figyeltiink
meg. Az AZFa deléciok esetén a megfigyelt fenotipus a Sertoli cell-only syndromatol

(SCOS) az azoospermidig terjed. Ezekben az esetekben lehetetlen biopszids anyagbdl
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spermatozodt nyerni a betegb6l. Az AZFb és AZFbc teljes deléciok SCOS-t vagy
spermatogenezis hibdit okozzdk, aminek ugyanigy azoospermia lesz a vége és
hasonléan az AZFa régi6 deléci6hoz, nem lehet biopsziat végezni, spermatozoa nem
nyerhets. Az AZFc régié deléciok esetén a klinikai fenotipus rendkiviil varidbilis, de
ezekben az esetekben 50%-os valdszinliséggel lehet spermatozoodt taldlni testicularis
spermium extrakcidval. AZFbc és AZFc delécidkat kizardlag azoospermids €s sulyosan
oligozoospermids betegekben definialtuk. Ezek az adatok arra utalnak, hogy az Y
kromoszéma mikrodelécidk vizsgdlata a testicularis spermium extrakcié el6tt ajanlott,
a sziikségtelen, bizonyosan eredménytelen mddszer kivitelezésének elkeriilése céljabol.
A részleges AZFc deléciok esetén a genotipus/fenotipus korreldcidok lényegesen
komplexebbek a teljes AZFc delécidhoz képest. A gr/gr €s b2/b3 delécidk kimutathatok
normozoospermids egyénekben, ami arra utal, hogy nincs meghatdrozé szerepiik a
spermatogenezisben, de tény, hogy a gr/gr deléciét hordozd egyének esetében
magasabb az oligozoospermia kockédzata. A mi vizsgélati kohorszunkban a gr/gr
delécid szignifikdnsan magasabb frekvencidval fordult el6 az oligozoospermias
csoportban a kontroll csoporthoz képest. A gr/gr delécid €s a spermium koncentracio
kozotti kapcsolat nem egyértelmii. A klinikai genetikai tandcsadds szempontjabol
fontos tény, hogy a részleges AZFa, AZFb és AZFc deléciok orokithetdk. Jelentdsége
abban all, hogy potencialis kockdzat az utédok esetében a Turner szindroma, mert
bizonyos AZFa delécidk jelenléte a teljes Y kromoszoma instabilitdsdval jarhat, amely
Y kromoszoma vesztéssel a 45,X sejtvonal kialakuldsat is eredményezheti. Az infertilis
esetekben elvégzendd genetikai vizsgdlatok a kariotipuson tul az Y kromoszoma AZF
mikrodeléciok vizsgalatat is magukban foglaljdk. A mikrodelécidk vizsgélata az
5x10%mL spermiumkoncentracié alatt ajanlott, ezeknek a vizsgdlatoknak mind
diagnosztikus mind prognosztikus jelentdségiik lehet, és a megfeleld spermium
kinyerési eljarasok meghatarozasdban is szerepiik van. Az infertilitassal kapcsolatos

méréseket Dr. Mokanszki Attila végezte.
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UJ MEGALLAPITASOK

1. Egyedi klinikai kérdésekre kerestiink vélaszt genetikai modszerekkel. Oroklott faktor
V hidnyos betegben a FV deficienciat két olvasési keret eltoloddst okozé mutacid
Osszetett heterozigéta fransz szegregicidja okozta. Eredményeink lehetdséget
nyujtottak célzott prenatalis diagnosztikara. Sikeresen tartuk fel NPC betegség
molekuldris hatterét. A genetikai diagndzis személyre szabott kezelést eredményezett.
Harom gliikéz metabolizmust érinté gén mutéciot és kovetkezményiiket vizsgaltuk. A
HNFIA-MODY esetében a genetikai vizsgalat az inzulin kezelés elhagyasat
eredményezte, a hyperinsulinismus esetében a genetikai eredmény a fokdlis format
valdszin(sitette, mig eredményeink szerint a sulfonyluredk inzulin alternativaként
szerepelhetnek a KCNJI1 muticiét hordozé neonatélis diabeteses varandds ndk

esetében. Uj misszensz mutdciét frtunk le dystrophinopathiaban.

2. Klinikai laboratoriumi genetikai modszerfejlesztést €s evaluaciot végeztiink.
Megvizsgaltuk a leggyakrabban haszndlt molekularis genetikai diagnosztikai
modszerek érzékenységét anyai sejt kontaminaciora, ami kritikus fontossagu az invaziv
mintavételt kovetd prenatdlis diagnosztika sordn. Megallapitottuk egy Uj generacids
DNS szekvendldsi rendszer, a piroszekvendlds homopolimerek detektaldsat illetd

analitikai teljesit6képességét.

3. Kiilonb6z6 modszereket haszndlva felmértiik magyar CF kohorszok mutdcid
spektrumdt. Két, a magyar populdcioban kordbban nem vizsgélt muticié meglepéen
magas frekvencidval fordult el6. Eredményeink alapjdn lehetévé valik mutécié
vizsgdlati panel kialakitdsa, kidolgozhat6é molekuléris genetikai diagnosztikai stratégia

7 7

Ujsziilottkori szlirdprogram és genotipus alapi mutacio-specifikus kezelés esetén.

4. Felmértiik a magyar SLO betegek mutéacié spektrumat. Kimutattuk, hogy az SLO
esetében a nonszensz-medidlta mRNS lebomlds jelenségét fehérvérsejtekbdl izolalt
mRNS-ben is lehet igazolni. Biomarkerek segitségével genotipus-fenotipus
Osszefiiggéseket allitottunk fel, és eredményeink alapjan 9 esetben végeztiink célzott
prenatalis diagnosztikat. Nemzetkozi kollaboracioban kimutattuk kis molekulasulyu

anyagok 7-DHC szintre kifejtett hatasat. Kimutattuk, hogy az aripiprazole és trazodone
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kezelés szignifikansan megemeli a 7-DHC szintet heterozigdta fibroblasztokban, azaz
e gyogyszerek valamelyikét szedd varandds heterozigéta ndk potencidlisan

veszélyeztetettek, mert esetiikben a 7-DHC szint toxikus tartoméanyba emelkedhet.

5.36 betegbdl 4116 ARPKD kohorsz vizsgalatit végeztiik el, 27 beteg esetén biallélikus
PKHDI mutaciot, 8 beteg esetén fenokopiat mutattunk ki. Indirekt genetikai

diagnosztikat végeztiink 6 obligat heterozigéta par esetén.

6. Az els6 hazai nagy, 26 betegbdl 4116 Marfan genetikai kohorsz genetikai analizisét
végeztiik el. 7 4j mutdcidt irtunk le. Megallapitottuk, hogy egy kivételtdl eltekintve a
magyar betegekben mutdcids forré pont nincs, igy mindenkor a teljes gén vizsgalat
indokolt. Eredményeink hozzdjarulnak a megfelel6 interpreticiés protokoll
kialakitdsdhoz az egyre inkdbb teret nyer6 exom/genom szekvendldsi alapd klinikai
laboratoriumi genetikai diagnosztika esetében, ugyanis a Marfan szindroma részét
képezi az exom/genom szekvendlds sordn kotelezben vizsgdlandé véletlen taldlati

listanak.

7. Els6ként mutattuk ki a Gas6 jelenlétét humdn vérplazmdban bdrium citrét
precipitacid, immunblotting és tomegspektrometria hasznalataval. ELISA mddszert
fejlesztettiink a Gas6 mennyiségi meghatdrozdsara. Felallitottuk a plazma Gas6
referencia tartomanyat. Kimutattuk, hogy Gas6 nincs jelen a human thrombocytakban
bioldgiailag értelmezhetd mennyiségben. Megadllapitottuk, hogy - hasonléan tobb K-
vitamin filiggd fehérjéhez - a plazma Gas6 koncentracid csokken tartds antikoagulacio

esetén és magasabb INR nagyobb mértékii csokkenéssel jar.

8. Megallapitottuk, hogy a CFH, LOC387715 és HTRAI gének polimorfizmusai er6s
kockdzati tényez6k a magyar AMD betegekben, mig az apoFE allélek nem. Az altaluk
jelentett kockéazatnovekedés elsésorban a polimorfizmusok homozigéta formajaban
jelentkeznek és erSteljesebb a betegség kés6i stddiumaiban. Genetikai interakciot
igazoltunk a CFH, HTRAI és C3 génekben, kimutattuk, hogy a C3 rs2230199
polimorfizmus a szdraz AMD egy fontos kockdzati tényezbje, de csak mds
polimorfizmusoknak a hidnydban, viszont a nedves AMD-re nincsen hatésa.

Kimutattunk egy protektiv hatast a Gas6 ¢.834+7G>A polimorfizmus esetében a
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nedves AMD-t illeten, viszont a polimorfizmus nincs hatdssal a keringd Gas6

koncentracigjara.

9. Férfi infertilitast vizsgaltunk szerkezeti €s funkcionalis szempontbdl. Y kromoszoma
mikrodelécidkat mutattunk ki azoospermias férfiakban. Kiilonbséget mutattunk ki a
spermium €s az ondo folyadék miRNS expresszids szintje kozott, valamint korrelaciot

allitottunk fel a spermium sejt koncentracio €s bizonyos miRNS expresszidk kozott.
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