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ELOSZO

2007-ben, nagyapam haldlakor Orosz Istvan akadémikus igy bucstztatta 6t a Magyar Hirlap méjus

21-ei szamaban:

"Balogh Istvdannal Debrecen miiltijanak egy darabjdt teszik sirba

Madjus 4-én, életének 95. évében elhunyt Balogh Istvan levéltdros, muzeologus, a
torténelemtudomdnyok doktora, cimzetes egyetemi tandr. Debrecen sziilotte és a vdros miiltjanak
legjobb ismerdje volt. Nagyon mélyrdl, a debreceni erdds pusztdk egyik tanyasi iskoldjdabol jutott
el a reformdtus kollégiumba, majd szerzett az akkor Tisza Istvdnrol elnevezett egyetemen
tortéenelem—foldrajz szakos tandri diplomdt és 1935-ben egyetemi doktori cimet. Torténeti temdbol
doktordlt, de a Déri Miizeum munkatdrsaként rovidesen néprajzi dolgozatokkal jelentkezett. Az
egyetemen, magdntandrként viszont szociologiai eléaddsokat tartott s az 1950-es években
miivészettorténeti tanulmdnyokat is publikdlt. A mdsodik vildghdbori borzalmai vették rd arra,
hogy politikai szerepet vdllaljon az uj, akkor demokratikusnak elképzelt Magyarorszdg
megteremtésében. Rokonszenvezett a népi irékkal — Veres Péterrel, Erdei Ferenccel kozeli
kapcsolatban volt —, igy a Nemzeti Parasztpdrtban vdllalt feladatokat. Elobb Szatmdr, majd Hajdu
megye és Debrecen féispdanja lett, de a "fordulat éve" radobbentette, hogy Magyarorszdgon nem
az dltala elképzelt rend formdlodik. Lemondott a foispdnsdgrol, visszatért a Déri Miizeumba, és
rovidesen igazgatoja lett. 1957-ben, nem fiiggetleniil a megtorldsoktol, elbocsdtottdk. Nyiregyhdza
fogadta be, elobb a Josa Andrds Miizeumban volt muzeologus, majd 1963 utdn igazgaté a
Szabolcs-Szatmdr Megyei Levéltdarban. Tudomdnyos életmiive rendkiviil szertedgazo. Aligha
kétséges azonban, hogy az alfoldi népélet legjobb ismerdi kozé tartozott. Tudatdban volt annak,
hogy a modern tdrsadalomnéprajz nem boldogulhat a torténeti forrdsok nélkiil, a
tarsadalomtorténet, benne a parasztsdg torténete nem vizsgdlhato szociologiai eszkozok s a
mentalitds elemzése nélkiil. Igy sziilethettek meg konyvei, tanulmdnyai a debreceni civisek
vildgadrol, a hajdiik tarsadalmdrol, a "debreceniségrol" mint a "legmagyarabb " vdros jellemzdirdl,
a két vilaghdboru kozotti paraszti miivelédésrol, az alfoldi tanyds gazddlkoddsrol, a dualizmus
kordnak paraszti életformdjdrol és termelési technikdjdrol, a hatdrhaszndlat sajdtossdgairol, a
16-19. szdzadi alfoldi népélet szamos kérdésérol a gabona betakaritdasdnak modjdtol az
dllattartdsig, a megyei kozigazgatds vdltozdsdtol Debrecen miiemlékeinek a bemutatdsdig. A

szakmai sikerek mellett a rendszervdltozds ifjusdga eszményeihez is kozelebb hozta, elnyerte a
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legjelentdsebb kitiintetéseket. Az Akadémidtol Eotvos-koszorut, vdrosdtol diszpolgdrsdgot, az
egyetemtdl a diszdoktori cimet kapott. Ha szakmai sokoldaliisdaga, munkabirdsa titkdt keressiik,
nem tekinthetiink el az elsé generdcios értelmiségiek moho tuddsvdgydtol. Beliilrdl ismerte az
alfoldi parasztvildgot, kiilonosen a debreceni civisek, a parasztpolgdrok gondolkoddsdt. Eppen
ezért 6 volt a legszigorubb kritikusa is ennek az életformdnak. Nem hamis nosztalgidval tekintett
rd, hanem az értd és elemzd tudos biztonsdgdaval. Nem félt megdllapitani, hogy a valaha
mintaképnek tekintett debreceni polgdri lét sokféle erényébdl a 20. szdzadra idejétmiilt kuriozitds
vdlt. Debrecen mdsik szerelmese, Szabo Magda vildgosan ldtta, hogy Balogh Istvdn nem
egyszeriien a vdros tuddsa, hanem "minden, hazdnknak haszndlo jonak hiiséges pdsztora, nemzeti
orokségiink katona bdtorsdgdval védelmezdje". A ritkdn elérzékenyiild, szikdr kdlvinista Balogh
Istvdn mesterének, Ecsedi Istvannak temetésérdl azt irta, hogy "Debrecen miiltjdnak egy darabjdt"
tették vele sirba. Mi, akik abban a szerencsében részesiiltiink, hogy munkatdrsai lehettiink s

bardtsdgaval is kitiintetett, rola sem mondhatunk mdst."

A nekrolégban irt, nagyapam rendkiviil széles érdekl6dési korét taglald részek szdmomra csak
most, e disszerticidora késziilve nyertek értelmet. Visszatekintve a tobb, mint 20 éves tudomanyos
tevékenységemre, a méltatlan utéd magéra ismer a torténelmi idéket megélt szilard hitl és
hihetetlen munkabirdsi el6dben. Esetemben a szertedgazd munkdim kotdanyaga, Orok
szenvedélyem, a genetika, mely minden tudomanyos tevékenységem alapja, legyen az monogénes
vagy multifaktorialis betegségek vizsgalata, molekularis genetikai modszerfejlesztés vagy RNS,
fehérje szintl vizsgalatok.

Munkam, mely palydm kezdete 6ta molekuldris genetikai diagnosztika, minden esetben klinikai

problémék megoldasara irdnyul. E tevékenységem Osszegzése a jelen disszertacio.
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age-related macular degeneration

acute myocardial infarction
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androgén receptor

age-related eye disease study
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Becker muscular dystrophy

body mass index
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congenital bilateral absence of vas deferens
Conformité Européenne - in vitro diagnostics
komplementer DNS

chromodomain Y-linked 1, 2 gének

cystas fibrosis

complement factor H protein, gén

congenitélis hypogonadotrop hypogonadismus
complement factor I

cystic fibrosis transmembrane regulator protein, gén
kreatin kinaz

copy number variation
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chorionic villus sampling, chorion biopszia
deleted in azoospermia, deleted in azoospermia-like gének
developmental delay epilepsy neonatal diabetes syndrome
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dimetilszulfoxid

dezoxiribonukleinsav

dezoxinukleotid trifoszfat

DAZ interacting protein 1-like gén
etilén-diamin-tetraecetsav

European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine

esélyhdnyados
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ELS
FI3A
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FBNI
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FV,F5
FX
Gas6, Gas6
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HCTD
HEK?293

hg19 NCBI37
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IVF
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KCNJ11
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LDL
LLC
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LTBP
MAC
MCC
MEFS
MLPA
MMP
MODY

enzyme linked immunosorbent assay
ectopia lentis szindroma

véralvadasi XIII-as faktor génje

Food and Drug Administration
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heritable thoracic aortic disease

high temperature requirement serine protease gén
inzulin gén

international normalized ratio
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International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes
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ATP fiigg6 kalium csatorna

potassium inwardly rectifying channel subfamily J member 11
potassium inwardly rectifier

knock out

latency associated peptide
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low density lipoprotein

large latent complex

Leiden open variation database

latent TGF-beta binding protein
membrane attack complex

maternal cell contamination

Marfan szindroma
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matrix metalloproteaz

maturity onset diabetes of the young
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mRNS
MID]I
miRNS
MS
mTOR
MVT
N-ABD
NDM
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NPHPI
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NPC1
NPC2
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PBS
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RFLP
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RT
RTK
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SDS
SHBG
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SLC
SLE
SLO
SnoRNA 202
SNP
SRY
STR
SU
SURI1
TAM

messenger RNS

midline 1 ring finger gén

mikro RNS

mass spectrometer

mechanistic target of rapamycin
mély vénas thrombosis

N-terminal actin binding domain
neonatalis diabetes mellitus

next generation sequencing
nonsense-mediated mRNA decay
nephrocystin 1 gén

Niemann Pick Type C disease
Niemann Pick Type C1 gén
Niemann Pick Type C2 gén

online Mendelian inheritance in men
o-phenylenediamine dihydrochloride
odds ratio

polyacrylamide gel electrophoresis
pancreas asszocialt protein
phosphate buffered saline
polymerase chain reaction

protein data bank

pozitron emisszids tomografia
polycystic kidney disease 1,2 gének
polycystic kidney and hepatic disease 1 gén
permanens neonatalis diabetes mellitus
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4-phenyl-1,2 4-triazoline-3,5-dione
polyvinylidene fluoride

quantitative multiplex PCR of short fluorescent fragments
restriction fragment length polymorphism
rekombinans huméan Gas6
ribonukleinsav

retina pigment epitélium

reverz transzkriptaz

receptor tirozin kinaz

Sertoli cell only syndrome

sodium dodecyl sulphate

sex hormone binding globulin
sorting intolerant from tolerant

small latent complex

systemic lupus erythematosus
Smith-Lemli-Opitz

small nucleolar RNA 202

single nucleotide polymorphism
sex-determining region gén

short tandem repeat

sulfonylurea

sulfonylurea receptor 1

Tyro3, Axl, Mer receptorok
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TBS
TGF-B
TI
TMEMG67
TNDM
TSC2
VEGF
VSGP
VUS
WDR19
WHO

tris buffered saline

transforming growth factor beta
trombin id6

transmembrane protein 67 gén
transiens neonatalis diabetes mellitus
tuberous sclerosis 2 gén

vascular endothelial growth factor
vertical supranuclear gaze palsy
variant of unknown (clinical) significance
WD repeat-contaning protein 19 gén
World Health Organization
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1. BEVEZETES

A klinikai laboratériumi genetika teriiletébe tartozik a klinikai, klinikai genetikai ellatdst végzd
specialistak altal betegek (csaladok) részére nyujtott orvosi genetikai szolgéltatdsokhoz
kapcsoldd6 genetikai laboratoriumi szolgéltatdsok minden eleme. A klinikai laboratériumi
genetika egy olyan komplex laboratériumi szakirdny, ami széles - gyakran sajat fejlesztést -
metodolégiai repertoarral vizsgdlja az 0Oroklott monogénes betegségeket valamint a
multifaktoridlis korképek genetikai meghatdrozottsagat. A szakma feladata minden esetben a
klinikailag relevans ismeret megszerzése és annak megfeleld interpretacidja a klinikum iranyaba.
A tesztelésnek szdmos kovetkezménye lehet a gyakori és ritka 6roklott/genetikai betegségekkel
rendelkez6 egyének, csaladok vagy populdcidk esetében: a klinikai laboratériumi genetikai
informécid jelenthet prognodzist, diagnozist, differencidl diagndzist, Uj vagy ismert genotipus-
fenotipus Osszefiiggéseket allithat fel és eredménye alapja lehet genotipus alapu kezelésnek és
prenatalis diagnosztikédnak is.

A Kklinikai laboratériumi genetika folyamatosan valtozé tesztrendszereket hasznal, a genetikai
metodoldgia fejlédése nagyon gyorsan bevonul a diagnosztika teriiletére. A DNS alapu
tesztrendszerek, melyek a human genom kiilonboz6 felbontdsban vald jellemzésére szolgdlnak,
kiegésziilnek RNS, s6t metabolit illetve fehérje alapi tesztrendszerekkel - mindig a
tudomdnyos/klinikai problémdnak megfeleléen. Az 1j tesztrendszerek klinikai diagnosztikdban
torténd optimalizdldsa, validdldsa €s alkalmazdsa a szakma feladata, beleértve a reprodukcids
dontéshozatallal és csalddvizsgdlatokkal kapcsolatos kérdéseket, kiilonds tekintettel az ilyenkor
alkalmazand¢ tesztek megfelel6 modszertanat €s azok korlatait.

A disszertacioban ismertetett tudomanyos munkdmban vizsgdlok monogénes betegségeket, azok
egyedi eseteit és kohorszokat is. Munkank sordn a diagnosztikai analizishez sziikséges genetikai
modszertani fejlesztéseket is végeztiink €s vizsgaltunk multifaktoridlis korképeket, minden
esetben szem elGtt tartva azt, hogy a tevékenységiink alapvetden a betegelldtdst, a betegségek
okainak jobb megértését és magas szinvonalu diagnosztikai eszkoztar kialakitasat szolgalja. A
disszertacioban vizsgélt egyedi monogénes betegségek €rintik a gliikdz metabolizmust (neonatalis
diabetes mellitus, fiatal feln6ttkori diabetes, hyperinsulinismus), a koleszterin metabolizmust (C-
tipusi Niemann Pick betegség), a véralvadast (faktor V hidny) és a véazizomrendszert
(Duchenne/Becker muscularis dystrophia). Négy stlyos monogénes betegség esetén (cystds
fibrosis, Marfan szindréma, autoszomalis recessziv polycystds vesebetegség és Smith-Lemli-

Opitz szindroma) magyar betegcsoportokban vizsgaltuk meg az adott betegség genetikai hatterét,
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mely tobb esetben Uj kutatdsi utak inditdsdnak lehet6ségét teremtette meg, akdr a mutdcio-
specifikus kezelés megalapozdsat, akdr a pathomechanizmus jobb megértését illetGen. A
multifaktorialis korképek vizsgdlata sordn az artérids és vénds thrombosis kialakuldsaban szerepet
jatsz6 Gas6 esetében eldszor igazoltuk, hogy a fehérje a plazmdban - ellentétben a thrombocytaval
- jelen van és kimutattuk kapcsolatat idéskori macula degenerdcidval, valamint vizsgéltuk a férfi

infertilitds genetikai hétterét.

1.1. Egyedi monogénes betegségek vizsgalata

A Kklinikai laboratériumi genetika egyik legfontosabb feladata a monogénes betegségek
diagnosztikdja. Ehhez széles mddszertani repertoart vonultat fel €s szdmos olyan helyzet adodik,
ahol a modszertan altal nyujtott lehetdségek vagy éppen azok limiticidi vagy a betegség
sajatossdgainak felismerése onmagaban tudomanyos értékkel bir. A disszertacioban hat olyan

esetet mutatok be, melyek a direkt diagnosztikdn tuli tanulsagokkal szolgélnak.

1.1.1. A véralvadas V-os faktoranak oroklott hianya

Az V-0s véralvadasi faktor (FV) egy olyan nélkiilozhetetlen véralvadasi faktor, amelynek aktiv
formdja a (FVa) a protrombin-trombin 4talakuldsban vesz részt. A FV a mdjban szintetizdlodik és
a keringésben A1-A2-B-A3-C1-C2 domén strukturdju egyszalu fehérjeként kering. A FV-6t a
trombin vagy az aktiv X-es faktor (FXa) aktivélja (1). Ebben az aktivadlodasi folyamatban a B
domén szabadda valik és kialakul a nehéz (ez A1-A2 domén szerkezet(i, 105 kDa) és konnyd
lancbdl 6sszealld (ami A3-C1-C2, 71/74 kDa) fehérje, melyeket kalcium ion tart 6ssze. A FVa a
FXa kofaktora a protrombin trombin atalakulas soran, amely atalakitdst 4 nagysagrenddel gyorsitja
meg (2). A FVainaktivicigjat az aktivalt protein C (APC) végzi proteolitikus emésztéssel 3 arginin
mellett (Arg3®, Arg>% és Argé”) (3, 4). Tracy és munkatdrsai 1982-ben kimutattdk (5), hogy a FV
kb. 80%-a a keringésben foglal helyet, mig 20 %-a a thrombocytdk o granulumaiban, ahova
receptor-medidlta endocitézissal keriil (6, 7). A thrombocyta FV a thrombocyta aktivacidja soran
az a granulumokbdl iiriil (5). A thrombocyta FV részlegesen aktivélt formaban tarolédik (8). A
thrombocyta FV akkor, ha a deficiencia miatt a keringésben detektdlhatatlanul kevés mennyiségii

szabad FV van, hozzéjarul a betegek tuléléséhez (9).
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A FV hidnyhoz vezetd mechanizmusok a kovetkezdk lehetnek:

(1) A leggyakoribb - de még mindig extrémen ritka - a FV hidny a homozigbta vagy Osszetett
heterozigéta F5 génmutaciok miatt alakul ki (Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM
227400)). A FV oroklott hidnyat, azaz a parahaemophilidt mint autoszomalis recessziv betegséget
Paul Owren irta le Norvégiaban 1940-ben (10). Ez 4ltaldban olyan tipusu hidnybetegség amikor
mind az aktivitds, mind az antigén szintek csokkennek. Az oki varidnsok lehetnek nonszensz
mutédcidk, misszensz muticiok, inzercidk, delécidk, splice helyet érintdk.

(2) A masodik tipusu genetikai hidnyban a FV mellett a FVIII szint is csokkent (11), ebben az
esetben az LMANI1 illetve MCFD?2 génekben bekovetkezd mutdcid okozza a kdzos hidnyt, ugyanis
kodolt fehérjék rendkiviil fontosak a FV és FVIII szekrécidjaban (12).

(3) A harmadik tipusu hidnybetegség esetében szerzett hidny van, ez lehet majbetegség vagy DIC
(disszeminalt intravascularis koagulacid, disseminated intravascular coagulation), de a leginkabb
el6forduld tipus az inhibitor antitest tipus FV-tel szemben.

A velesziiletett FV hidny el6forduldsa 1:10° (13, 14). A klinikai kép a silyos homozigéta vagy
Osszetett heterozigéta FV hidnyban az enyhe tiinetekt6l (pl. id6nkénti nydlkahdrtya vérzés)
egészen az életveszélyes vérzésekig terjedhet (15-17). Sulyos esetekben mdr sziiletéskor vagy kora
gyermekkorban el6fordulnak vérzések. A leggyakoribb klinikai tiinetek a nydlkahdrtya vérzés, az
epistaxis, a menorrhagia, ezt kovetik a sebészeti beavatkozdst kovetd vérzések. Kozponti
idegrendszeri vérzés, koldokzsinor vérzés, vissszatérd vetélések ritkdn vannak jelen a FV hianyban
(18,19). A rezidudlis plazma FV szint és a betegség silyossdga kozt nincs egyértelmi 6sszefiiggés.
A teljes hidny az élettel nem kompatibilis, ez a knock out (KO) egér kisérletekbdl egyértelmiien
latszik: a teljes KO totélis embriondlis vagy perinatalis letalitast jelent (20). Ugy tlinik azonban,
hogy az élet fenntartdsdhoz sziikséges minimdlis FV mennyiség b&ven 1% alatti (21-23). A faktor
V hiany kivizsgélasdnak elsd 1épése a rutin alvadasi tesztek elvégzése, mind az aktivalt parcialis
tromboplasztin id6 (APTI) mind a ptotrombin id6 (PI) megnyuldsa megfigyelhetd. Ezt kovetik a
specifikusabb alvadasi tesztek, mint pl. a FV aktivitas és antigén mérések. A thrombocytdkban
levé 20% FV o granulum fehérjeként 4,600-14,000 molekuldt jelent thrombocitdnként (24-26).
Jelenleg nincsen egyértelm( ajdnlds a FV hidny kezelésére vonatkozéan (27). A kezelés friss
fagyasztott plazmaval (FFP-vel) torténik. A FV szintet 20% {olott kell tartani. A kezelés
transzfizié-asszocidlt mellékhatdsokkal is jarhat (akut tiidé kdrosodds, inhibitor kialakuldsa). A
thrombocyta transzfuzi6 igéretes, hiszen magas prokoagulans aktivitdsa van €s a thrombocytdk a

sériilés helyére vandorolnak.
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1.1.1.1. A FV deficiencia klinikai laboratoériumi genetikaja

A F5 gén az 1-es kromoszoma hosszu karjan foglal helyet, 80 kb hosszusagu és 25 exont tartalmaz.
A mRNS 7kb hosszusagu, a cDNS szekvencia 6675 nukleotid hosszusagu, mig a szintetizalt V
faktor 2240 aminosavbdl all és 2196 aminosav hosszusagu fehérjeként cirkulal a keringésben 20
nM koncentracidban (12, 28). Jelenleg 149 patogén FV hidnyt okozé mutdcid ismert (1. dbra.

HGMD 2020.1).
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1. dbra. Az 6roklott FV hidny genetikai okai (HGMD 2020.1).

Az ultraritka FV hidny olyan teriileteken fordul el6 gyakrabban, ahol a rokonhazassag elfogadott
(27). A ritka vérzékenységek - igy a FV hiany - molekuldris diagnosztikdja a kéroki mutdcio
feltardsat jelenti, amely az aktudalisan érintett gén vizsgélatan keresztiil torténhet meg, kivéve a
kombindlt hidnyokat (FV/FVIII kombindlt hidny vagy a K vitamin fiiggd faktorok kombindlt
hianya). A prenatalis diagn6zis majdnem minden esetben felajanldsra keriil akar amniocentézis
akar chorion biopszia mintavételt kovetden és természetesen ebben az esetben az ismert csalddi
mutéacié jelenléte kritikus (29). A FV hidny esetében a prenatalis diagnosztika els6dleges
fontossagu (30). A prenatalis diagnosztikdn til a preimplanticids genetikai diagnosztika is
indokolt lehet ismert csaladi mutaciok esetén, midltal az IVF ciklusban csak az egészséges embridok

keriilnek beiiltetésre (29, 31, 32).
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1.1.2. A C tipusd Niemann-Pick betegség: klinikum, pathomechanizmus

A C tipusti Niemann-Pick betegség (NPC, OMIM 257220; OMIM 607625), egy lizoszomalis
taroldsi betegség amelyet az NPC1 vagy NPC2 génekben bekovetkez6 mutiaciok okoznak (33-35).
Rendkiviil széles tiinetspektrummal bir, a szdmos aspecifikus tlinet miatt nagyon nehéz
diagnosztizdlni. Sziiletést6l kezdve lehetnek tiinetek, de akdr kés6i felndttkori kronikus
neurodegenerativ betegség formdjaban is manifesztdlodhat. A betegség autoszomadlis recessziv
oroklodésmenetet mutat. A génmutdciok abnormalis kés6i endoszomalis -lizoszomalis koleszterin
transzport defektust okoznak, aminek az eredménye az lesz, hogy tobbféle lipid molekula
akkumuldlédik a lizoszomdkban. A két gén a két hasonld nevi fehérjét, az NPC1 és NPC2
fehérjéket kodolja (36, 37). Az NPC2 132 aminosavbdl felépiil6 kicsi szolubilis fehérje (37, 38).
Az NPC1 és az NPC2 fehérjék egyiitt dolgoznak, f6 szerepiik, hogy az LDL eredetli nem
észterifikdlt koleszterint a késéi endoszomabdl, lizoszomdlis kompartmentbdl intracelluldrisan
mozgassdk (39, 40). Az NPC gének nagy evolucidos konzervéltsaga (41, 42) és konstitutiv
expresszidjuk a legtobb emlds szovetben arra utal, hogy egyfajta hdztartdsi funkcidt latnak el. Az
NPC1 fehérje nagy, 1278 aminosavbol felépiild 13 transzmembrdan domént tartalmazoé fehérje,
amelynek szamos jol definidlt specializdlt régiéja van. A jelenleg érvényes modell szerint a
koleszterin a szolubilis NPC2 irdnydbdl adddik at a membrin kotott NPCl-nek. A betegség
pathogenezisének megértéséhez hozzatartozik az, hogy nem csak a koleszterin, hanem egyéb
lipidek is akkumulalédnak a sejtekben az NPC betegség esetén, sphingolipidek, beleértve a
sphingomyelint és a sphingosint, a gangliozidok, pl. GM2 és GM3, valamint a glycolipid
glucosylceramid és laktozilceramid (43). A betegek nagy részében koleszterin és sphingomyelin
akkumulalédik elsGsorban a periférids szovetekben, mig a glycosphingolipid az elsésorban az
agyban (43, 44).

Az életkilatdsok nagy mértékben a betegség tiineteinek jelentkezésétol fiiggenek és néhany naptdl
tobb évtizedig terjedhetnek.

A betegség nem mutat etnikai meghatdrozottsdgot, pdnetnikusnak mindsithetd, becsiilt
incidencidja 1:100.000 élvesziiletés (45). A betegséget tobb mint 95%-ban az NPCI génben
bekovetkezd mutdciok mig a maradék majdnem 5%-ot az NPC2 génben bekovetkezd mutdciok
okozzdk. Egy nemrégiben megjelent publikacio jol példdzza a mutaciok patogenitas megitélésének
a bonyolultsdgat, hiszen bizonyos exom és genom szekvenalasi adatokbdl a korabban 1ényegesen
ritkdbbnak vélt betegség esetében 1:19.000-1:36.000-es incidenciat hatiroz meg a betegségre,

némiképpen megkérddjelezve a ritkabb el6forduldst (46).
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Neonatilis illetve gyermekkori formdkban szisztémds betegségként jelentkezhet neuroldgiai
tiinetekkel, de a jelenlegi klasszifikdcios ajanlds a neuroldgiai manifesztdcidknak megfeleléen
osztja be, miszerint az 1. csoportba (korai infantilis forma) a viszcerdlis neurodegenerativ forma
tartozik, 2 évnél fiatalabb életkorban jelentkezd tiinetekkel, a 2. csoportba a neurodegenerativ
forma (késdi infantilis) 2-6 év kozott jelentkezd tiinetekkel, illetve gyermekkori még a juvenilis,
6-15 év kozott jelentkezd tiinetekkel. A pszichidtriai neurodegenerativ forma feln6tt korban
jelentkezik >15 éves életkori tiinetekkel (45). A korai betegcsoportokban elsdsorban
mdjbetegségként mutatkozik meg a betegség, hosszabb ideig fennall6 cholestasis, sdrgasag,
hepatosplenomegalia fémjelzi és el6fordulhat akut majelégtelenség is. Ez a sargasag 3-4 honapos
korra spontdn oldddik, de az organomegalia kiilonb6z6 mértékben fennmaradhat. A neurolégiai
tiinetek mindig késobb jelentkeznek, akar néhdny honapos kortdl indulva, akar a gyermekkor
késdbbi szakaszaban, de koriilbeliil az esetek 8-9%-dban nagyon gyorsan akut médjkdrosodds vagy
tobbszervi elégtelenség alakul ki melyek haldlhoz vezetnek 6 honapon beliil (45). Korai infantilis
esetekben a hypotonia €s a motoros képességek fejlédésének elmaraddsa a {6 tiinetek. Itt mar
megjelenhet a vertikalis tekintésbénulds (VSGP, vertical supranuclear gaze palsy), azonban ebben
az életkorban ennek a felismerése még rendkiviil nehéz. A kés6i infantilis formaban, 2-6 év kozotti
életkorban jelentkezd betegség esetén ligyetlenség, jardsi zavarok figyelhetk meg és a finom
motoros képességek érintettek. Késik a beszédfejlddés, a neonatdlis cholestasis és visceromegélia
szintén el6fordulhat. Tipikusan jelen van mar a VSGP, de nagyon gyakran nem keriil felismerésre.
Ebben a betegcsoportban az epilepszia meglehetdsen gyakori.

A juvenilis forma a mdsodik leggyakoribb. Els6sorban kognitiv érintettséget jelent, az iskolai
teljesitmény elmarad, tanuldsi nehézségek, beszéd nehézségek, koordindcids problémak,
tigyetlenség (gyakran elesik a gyermek), progressziv ataxia, dystonia és VSGP van jelen.

A felnbttkori, 15 évnél id6sebb NPC betegek koriilbeliil az 6sszes beteg harmadat adjak (47). Itt
minden esetben van kognitiv deficiencia és a pszichidtriai tiinetek egyiitt fordulhatnak el6 a
neurolégiai manifesztaciokkal. A korrekt diagndzis dltaldban rendkiviil kés6i, de nagy mértékben
gyorsithaté, ha a VSGP felismerésre keriil (48). A betegség akar a 70 éves életkorban is
manifesztalédhat (49).

A képalkot6 eljardsoknak fontos szerepe van az NPC menedzsmentjében. A betegségben a
leggyakrabban el6fordulé kimutathat6 elvdltozds a cerebellum volumen csokkenése, a
hippocampus volumen és a subcortikalis sziirkedllomany volumen csokkenése és vannak
elvaltozasok nagyon gyakran a fehérdllomanyban is. Természetesen ezek a neuroradioldgiai

jellemzdk els6sorban (fiatal) feln6ttkori betegekben keriiltek publikéldsra és el6fordul az is, hogy
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a betegség korai szakaszaban eltérések nem latszanak. A betegség lefolydsa sordn ezek a jellemzok
Osszefliggést mutatnak az ataxidval €s ocularis-motor funkcidkkal (50). A fehérdllomanyi
valtozasok gyakran széleskorliek €s akar a corpus callosum atrophidjaként is kimutathat6ak (51).
Bizonyos betegekben az agyi atrophia elsdsorban a frontdlis és tempordlis régidkat érinti (52).
Ezek az eltérések sokkal inkdbb a betegség kurzusanak biomarkereként foghatok fel, mint
onmagaban megall6 diagnosztikai tesztként.

Az NPC kezelésére vonatkozdan léteznek ajanlasok. A betegség szisztémas jellege miatt az
érvényes ajanlds 1 A szintli a kezelési csoport multidiszciplinaritdsat illetéen. Tagja kell(ene) hogy
legyen haziorvos, anyagcsere specialista, neurologus, pszichidter, neuroophtalmoldgus,
anesztezioldgus, neuropszicholégus, beszéd- és nyelvterdpidhoz érté szakember, rehabilitdcids
szakember, ortopéd sebész, gasztroenteroldgus, dietetikus, szocidlis munkds, genetikai tandcsado,
klinikai genetikus.

Az NPC esetében olyan gyogyszerek fejlesztésére van sziikség, amelyek atjutnak a vér-agy gaton,
hiszen az NPC neuroldgiai tiineteit csak ott lehet kezelni. Az egyik terapids fejlesztés pontosan azt
célozza meg, hogy nem csak a koleszterin, hanem egyéb lipidek is akkumuldlédnak a betegek
sejtjeiben, igy a miglustat - amely eredetileg Gaucher kérban hasznalt gydgyszer - reverzibilisen
gatolja a glucosylceramid szintdz enzimet (53) és at tud jutni a vér-agy gaton igy potencialisan
NPC kezelésére is hasznalhat6. A klinikai vizsgédlatok azt mutattak, hogy a terapiara adott valasz
a neuroldgiai tiinetek javuldsat/stabilizalasat jelenti, a viscerdlis patologidra viszont kis hatdssal
van (54-58). Minden beteg esetében, ahol az NPC diagnodzisa feldllitasra keriilt, érdemes
megfontolni a miglustat terdpia megkezdését, hiszen a neuroldgiai tiinetek a betegség természetes
lefolydsdnak analizise alapjan egyértelmiien progressziét mutatnak (59). Mivel a miglustat
késlelteti a neuroldgiai tiinetek progresszidjat, alkalmazasat NPC betegségben szamos orszagban

befogadtak, beleértve az Eurépai Uniét is (60).

1.1.2.1. Az NPC laboratériumi diagnosztikaja - biomarkerek

Tradicionalisan a tenyésztett fibroblasztokon alkalmazott koleszterint festd filipin festés volt az
els6dleges diagnosztikai teszt, azonban nehézkessége és id6igénye miatt - habar meglehetdsen
magas szenzitivitdssal és specificitdssal mutatja ki az NPC betegséget - mar nem elsévonalbeli
teszt, bar sokdig ez volt az arany standard (44, 61, 62). Uj, korabban nem leirt eltérés detektalasa

esetén ma is hasznos a filipin teszt annak igazolasdra, hogy a patogenitds valéban jelen van.
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Az élet els6é két évében torténd differencidl diagnosztikai korképek kozé tartozik a Wolman
betegség, a Niemann-Pick A/B, a 3-as tipust Gaucher kor, a cerebrotendinous xanthomatosis is.
Tobb klinikai pontrendszer keriilt kifejlesztésre (63-65). A diverz tiinetegyiittes és a betegség
tiineteinek valtozatos jelentkezési ideje nagy jelentGséglivé teszik a korai felismerést, amely
segitésére kiilonbozb biomarkerek fejlesztése tortént az elmiilt évtizedben. A diagnosztikdban és
a szlirésben hasznalt biomarkerek az oxiszterolok, a lyso-SM-509 és a lyso-sphingomyelin. A
biomarkerek ©nmagukban nem elegendéek a betegség diagnosztizaldsara, azt genetikai
vizsgdlatnak is kovetnie kell. Az oxiszterolok (cholestane-33, Sa, 6f-triol (C-triol) és a 7-
ketocholestrol (7-KC)) jol ismert biomarkerei az NPC-nek. Emelkedett szintjiik méds anyagcsere
betegségekben is megfigyelhetd, mint pl. savas sphingomyelinaz deficiencidban vagy Smith-
Lemli-Opitz szindromaban €s kisebb mértékben cerebrotendinous xanthomatosisban is, illetve fals
pozitiv értékeket kaphatunk akkor is, ha nem megfelel6 volt a minta tdrolds, széllitds illetve a
derivatizaciés  kinyerés  (45). A lyso-sphingolipidek  csoportja, amely szintén
tomegspektrometridval keriil meghatarozasra (lyso-sphingomyelint és lyso-sphingomyelin 509

(lyso-SM 509)) nagy reményeket ad6 szlirSteszt (66).

1.1.2.2. Az NPC Klinikai laboratériumi genetikaja

A betegség genetikai tesztelése 1A szintli (legmagasabb) ajanlds (45). Minden olyan egyén esetén
ahol az NPC diagndzis klinikailag felmeriil, a genetikai teszt elvégzése - ami NPC1 és NPC2 gének
vizsgalatat jelenti - mindenképpen sziikséges, valamint a klinikai genetikai tandcsadds is alapvetd.
A genetikai tesztek nem csak a betegség diagnosztizalasaban fontosak, hanem a csaldd nem érintett
tagjaindl a hordozé allapot meghatdrozdsaban is, valamint a prenatélis dignosztikaban is. Nincs
olyan genetikai tesztiink ami 100%-ban ki tudna mutatni a kéroki mutdcidkat, hiszen a mély introni
cserék vagy a nagy deléciok/duplikaciok kimutatdsa nem minden esetben torténik meg (61). A
transz Oroklédésmenetet igazolni kell, tehdt a sziil6i mintdk vizsgdlata egy beteg esetében
els6dleges fontossagu. Jelenleg tobb, mint 700 NPCI varidnst ismeriink amelyek kozott 475
patogén varidnsnak mindgsithetd (45) (2. dbra, HGMD 2020.1).

22



dc_1749 20

Nagyon kevés visszatéré6 muticié van (példdul ilyen az NPC1I p.Ile1061Thr és a p.Pro1007Ala).
A detektalt eltérések patogenitdsdnak igazoldsara standard mddszerek javasoltak, ez a
disszertacioban mashol kifejtésre keriil. A genotipus-fenotipus korrelacié meghatdrozdsa nem
egyszerli. A nagyon silyos kovetkezményekkel jar6 genetikai eltérések, amelyek a nagy inzerciok,
deléciok, a nonszensz mutdciok, vagy az olvasasi keret eltolddast okozé eltérések éltalaban korai
formékat okoznak. Az egyik gyakori mutaci6 a p.I1le1061Thr (67, 68) nagy szamu betegben kertiilt
kimutatasra homozigéta forméban is, ez leggyakrabban a juvenilis formdval mutat dsszefiiggést,
ritkdbban a kés6i infantilis neuroldgiai fenotipussal. Amennyiben heterozigéta és transz fordul el
egy mdsik patogén muticidval, gyakran a feln6tt korban manifesztdlodé betegség formét fogja
okozni (69). A masik, gyakoribb eltérés a p.Prol007Ala muticié juvenilis és feln6tt korban
jelentkezik gyakrabban (63, 70). Az NPC2 génben lényegesen kevesebb mutécidt irtak le, eddig
23 patogén eltérést sikeriilt kimutatni (HGMD 2020.1), ezek éltalaban sulyos fenotipussal jarnak,

@ nagy deléciék B nagy :)n‘%ercmk
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2. abra. Patogén NPC1 muticiok (HGMD 2020.1).

leggyakrabban olvasasi keret eltoldddst okoz6 vagy nonszensz mutaciok (45).
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1.1.3. A Duchenne/Becker izomsorvadas

A Duchenne izomsorvadds (OMIM 310200) a leggyakoribb izomsorvadas tipus, orokl6désmenete
X kromoszémdhoz kotott, incidencidja 1:5.000 fid sziiletésre nézve (USA: 15,9:100.000 fia
sziiletés, Egyesiilt Kirdlysag: 19,5:100.000) (71-73). A betegségben tipikus a proximalis
izomgyengeség, amely korai gyermekkorban mutatja el6szor a tiineteit (71, 74). A legtobb érintett
beteg esetében a tiinetek 3-5 éves életkor kozott jelentkeznek (74), ezek a nagymozgasok
késlekedése, rendellenes jards, a foldrdl vald feldllds nehezitettsége és a gyakori elesés. Ritkabb
tiinetek lehetnek az dltalanos fejlodésbeli elmaradds illetve a beszédkészség relativ fejletlensége.
A szérum kreatin kindz (CK) emelkedett (74). A betegek nagy része 11-12 éves korra toloszékbe
kényszeriil, a kardidlis manifesztdciok dilatativ cardiomyopathia és kiilonb6zé arrhythmidk
lehetnek. A cardiomyopathia 10 éves életkor utdn klinikailag egyértelmiien l4thatd, 14 éves korra
a betegek harmadat érinti és mindenkit 18 éves életkorra (74). Altaldnosan megfigyelhet a
krénikus tiidéelégtelenség, amely restriktiv tiidobetegség kovetkezménye. A betegek dtlagos 1Q-
ja 85, egy SD-vel az atlag populdcié alatt van (74). Az ortopédiai szovédmények nagyon
gyakoriak, a scoliosis majdnem minden esetben kifejlodik, a spindlis deformitdsok érintik a 1€gzési
kapacitést (75). Az atlag életkor a diagndzis idején az Egyesiilt Allamokban 5 év (76). A nagyon
hosszt diagnosztikai késedelem roviditése fontos lenne a reproduktiv dontéshozatal timogatdsa
miatt. A Duchenne izomsorvadds gyanuja akkor kell, hogy felmeriiljon ha (1) valamilyen nem
megmagyardzhaté okbdl a mdj transzamindzok/CK szint emelkedik, (2) amennyiben csalddi
halmozdédds van és az abnormdlis izommiikodés gyantja fenndll és (3) ha nincs csalddi
halmozddas, de a fid gyermek 16-18 honapos kordban nem jar, Gower's jelek vannak (nehezitett
foldrdl feldllés, el6szor hasra fordul, majd térdre, combra tdmaszkodva kel fel), vagy pedig 5 évnél
fiatalabb életkorban 1dbujjhegyen jaras figyelhetd meg.

A Becker izomsorvadas (OMIM 300376) allélikus betegség, azonban lényegesen jéindulatubb,
mint a Duchenne, sokkal kés6bbi kezdettel és jobb életkilatasokkal. A két forma kozt a kiilonbség
molekuldris szinten is magyardzhat6, mégpedig a dystrophin fehérje rezidudlis funkcigjaval (lasd
lentebb, illetve 3. abra). A Becker izomsorvadas prevalencidja kb. 7,3:100.000 (77). A 3B tipusu
dilatativ cardiomyopathia (OMIM 302045) szintén a DMD génhez kotott.

A Duchenne izomsorvadas elsévonalbeli kezelése a gliikocorticoid terdpia, ami meghosszabbitja
az ambuldns allapotot, javitja a 1égzésfunkcidt és a felsd végtagi erdt és késlelteti a scoliosis
operaciot (78). A Duchenne izomsorvadasban sokféle fejlett terapids probédlkozds tortént, lehet

génterdpia (79), lehetséges a korai stop kodont atugré kis molekula (80, 81). Vannak antiszensz
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oligonukleotid terapids probalkozasok, ahol exon skippinggel allitjak helyre a nyitott olvasasi
keretet (a betegek 13%-a olyan mutdcioban szenved, amely az 51-es exon skippingjével
helyreallithat6). Minden esetben nagyobb vizsgalatokra van sziikség (82, 83). 2014-ben az
atalurent az EU engedélyezte (a betegek 11%-nak segithet), mig 2016-ban az FDA engedélyezte
az eteplirsent (a betegek 13%-dnak segithet, (84)). Ezek az els6 gydgyszerek, amelyek muticié

specifikus terdpias beavatkozasokat jelentenek a Duchenne izomsorvadas esetén.

X-hez kotott cardiomyopathia -
a szivizomban térténé expressziot
blokkolé promoter mutaciok.

ﬁ%mrtﬁﬁrj-ﬁﬁ-ﬁﬁmrtﬁ

Promoterek T 4
Duchenne izomsorvadas. Becker izomsorvadas.
Deléciok és egyéb mutaciok, melyek Részlegesen funkcioképes
fehérje hianyt vagy trunkalt fehérjét fehérjét eredményezé
eredményeznek. deléciok és mas mutaciok.
A

Dhed VN 20000 « 197 1 000 Dystrophin
R AP A ARRENRAERERRED AR 20000 « . 1 OO fehérje

3. 4bra. A dystrophin betegségei. Forrds: Balogh et al. Molekuldris diagnosztika,
https://regi.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop425/0011_1A_Molelkularis_diagnoszitka_hu_book/adatok.html.

1.1.3.1. A Duchenne/Becker izomsorvadas klinikai laboratériumi genetikaja

A betegség a dystrophin (DMD) gén muticiok kovetkezményeképpen alakul ki. A DMD a human
genom legnagyobb génje, a dystrophin fehérjét kodolja. Funkcidja a sarcolemma mechanikai
megerOsitése. A DMD gén 79 exont tartalmaz, a mutdciok 1/3-a de novo. Az izomrost
degeneracidban a sarcolemma instabilitds €s az abnormalis kalcium homeosztazis is szerepet
jatszik (85). A dystrophin gén, amely az X kromoszoma rovid karjan foglal helyet (86) 2,5 Mb
hossziisagu, legaldbb 10-szer nagyobb, mint egy atlagos human gén. 79 exont, 7 promotert
tartalmaz, az intronok sszességében a dystrophin gén tébb, mint 99,5%-it jelentik (87). Altalanos
szabdaly az, hogy amennyiben a delécié/duplikacié olvasasi keret eltolodast eredményez, akkor
Duchenne, amennyiben nem, akkor Becker izomsorvadas lesz a kovetkezmény. A Duchenne

esetében trunkalt, instabil vagy nem miikodé fehérje lesz, ha egydltaldn expresszalodik, akkor is

gyorsan degradalédik, mig Becker esetében rovidebb a fehérje ami expresszalodik, viszont
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funkcigjat részlegesen megtartja. Ez az "olvasasi keret szabaly" az esetek 90%-ban igaz ez, de
10%-ban nem érvényesiil (88). A kis mutiaciok nem lokalizdlhatok egy teriiletre, barhol
el6fordulhatnak a génen beliil olyan kis, olvasdsi keret eltoléddst okozé mutdcidk, nonszensz
mutécid, splice helyet érint6 mutaciok, amelyek Duchenne izomsorvadast okozhatnak. A leirt
misszensz mutaciok fele az aktin kot doménben van (89).

A dystrophin myopathidkat harom szinten lehet vizsgalni:

(1) a szérum CK szint markansan, a referencia tartomany akér 10-20 szorosdra is emelkedhet (74),
ha ez nem emelkedett, a Duchenne izomsorvadas nagy val6szinliséggel kizdrhat6 (90),

(2) izom biopszia (immunhisztokémia és/vagy Western blotting (91)), amely a legtjabb ajanldsok
szerint mar nem ajanlott akkor, ha a genetikai tesztelés egyértelmiien igazolja a betegséget,

(3) a genetikai tesztelés, amely a diagnosztika févonala. Els6 1€pése az MLPA analizis, hiszen a
betegek 2/3-a delécid/duplikacio éltal okozott betegségben szenved, mig azok negativitdsa esetén
DNS szekvenalassal lehet vizsgalni a kis genetikai eltéréseket a génben. A gén mérete miatt az uj
generacids szekvenalasi technika nagymértékben javitotta az analitikai szenzitivitdst, hiszen a
diagnosztikai célu DNS analizis esetében az uj generacios szekvendlds kivaltja az MLPA tesztet,
ugyanis a hemizigéta deléciok egyértelmiien kimutathatok az Uj generdcids szekvendldsi
stratégidkkal azaltal, hogy delécio esetén szekvenalasi termék lefedettség az érintett régidban nem
detektdlhat6. Elonye még ennek a mddszernek, hogy egy kisérletbdl nem csak a kdpiaszambeli
valtozasokra hanem a kis skéldju mutédciokra is teljes képet kaphatunk, tehat megfontolandé a
DMD gén esetében az 1j generécids szekvendldsi gén vagy génpanelbe épitése. Igy kialakithaté
egy egyszerusitett diagnosztikus megkozelités - nem pedig az MLPA €és masodik vonalbeli
szekvendlds - amivel jelent6sen rovidithet a leletdtforduldsi id6. Az is nyilvanvald, hogy ha az dj
generacids szekvendldsi teszt alkalmas a heterozigéta delécid/duplikéacié kimutatasara, akkor a
hordozé tesztelés is realitdssad valhat egy tesztbol.

A genetikai tandcsadds nagy jelentdséggel bir, hiszen a mutacié de novo vagy 6roklott voltat meg
kell allapitani, mert az ismétl6dési kockazat megitélésében ez rendkiviil fontos. Amennyiben az
édesanya hordoz6, a reproduktiv dontéshozatalt prenatdlis genetikai tesztelés vagy
preimplantdcids genetikai diagnosztika is segitheti. Ugyan id6r6l-idore felmeriil, de a Duchenne
izomsorvadas nem része az ajanlott Recommended Uniform Screening Panelnek (92), azaz

Ujsziilottkori szlirése nem indokolt.
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1.1.4. A gliik6z metabolizmus monogénes zavarai

1.1.4.1. Neonatalis diabetes mellitus

A neonatdlis diabetes mellitus egy stlyos monogénes betegség, amely definicid szerint az élet elsd
6 honapjdban keletkezik. A hyperglycaemia dltalaban inzulin kezelést igényel. Két {6 form4ja van,
a permanens neonatdlis diabetes mellitus (PNDM) és a tranziens neonatdlis diabetes mellitus
(TNDM). Az utébbi esetében a diabetes néhdny honapon beliil elmulik, de késébb az élet sordn
visszatérhet. A neonatélis diabetes mellitus incidencidja kortilbeliil 1:100.000-1:400.000 élve
sziiletés (93,94). Az esetek fele PNDM, a masik fele TNDM. A neonatdlis diabetes mellitus esetek
kb. felét az ATP fiiggd kalium csatorna (Karp) gének, a SUR1-et kddol6 ABCC8-ban €s a Kir6.2-
t kédolé KCNJI1-ben bekovetkezd mutdcidok okozzdk (95). Ennek megértéséhez ismerni kell a
gliikéz altal indukélt inzulin szekrécié mechanizmusat. Az inzulin véraramba keriiléséért a
pancreas 3 sejtjei felelosek. A szignalizacids ut els6 1épése a gliikéz GLUT transzporteren
keresztiili 3 sejtbe jutdsa. A pancreas 3 sejtjének gliikéz szenzora a GCK gén daltal kdédolt
glikokinaz (GCK). A metabolizalédott gliik6z megemelkedett intracelluldris ATP
koncentraci6hoz vezet, amely ATP koncentracié emelkedés zdrja a Karp csatornét. E csatorna két
alegységbdl épiil fel, heterooktamer formdjaban a négy K;6.2 p6lus formdld belsé alegységet
kiviilr6l négy SURI1 alegység veszi korbe. E heterooktamer felelds a kdlium transzportért a f3 sejt
membranban. A csatorna zdrdsa membran depolarizacidhoz vezet, amelynek kovetkezménye a
kalcium koncentracio6 intracellularis megemelkedése. Ez a kalcium koncentracid emelkedés vezet

az inzulint tartalmazé granulumok exocit6zisdhoz (4. dbra).
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4. dbra. Az inzulin szekrécié mechanizmusa a [3-sejtben (Molndr et al (96) alapjan).

A PNDM leggyakoribb okai a KCNJI1 génben bekovetkezd aktivalé mutacidk (97), melyek az
esetek 30-%-aért felelosek (OMIM 606176). Erdekes, hogy a KCNJII muticiék mennyire
markdnsan kiilonb6z6 kovetkezményekkel jdarhatnak: a fenotipusos spektrum a TNDM-tdl
elindulva a PNDM-on keresztiil, a fejl6dési elmaraddssal, epilepszidval és neonatalis diabetes-szel
jar6é DEND szindromdig (developmental delay-epilepsy-neonatal diabetes syndrome, ez 20%-a az
eseteknek) terjed (95, 98, 99). Szintén funkcidnyerd mutéicidk vezetnek T/PNDM-hoz az ABCC8
génben (OMIM 606176) (100, 101). E mutaciok ebben a két génben felel6sek a PNDM esetek
0sszességében tobb, mint 40%-aért (102, 103).

1.1.4.1.1. A neonatalis diabetes klinikai laboratoriumi genetikaja

Ellentétben a masik gyakori monogénes diabetes formdval, a MODY-val (maturity-onset diabetes
of the young) a neonatélis diabetes esetén a genetikai tesztelés klinikai elldtdsba torténd bevonuldsa
rendkiviil gyorsan és gordiilékenyen ment, hiszen ezekben az esetekben a magas dozisu
sulfonylurea (SU) gydgyszeres kezelés rendkiviil j6 gliik6z kontrollt tesz lehetévé (104). A kezelés

fizioldgiai alapja az a tény, hogy a SUR1 valgjaban a SU receptor, €s a SU hatésa az intracellularis
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ATP koncentraciotol fiiggetlen csatorna zarasban nyilvdnul meg. A Karp csatorna génekben
bekovetkezd mutdcidknak hatdsa lehet a terhesgondozds menetére is, mint ezt a disszertdciéban be
is mutatom.

Az ADA (American Diabetes Association) €s az ISPAD (International Society for Pediatric and
Adolescent Diabetes) ajanldsa alapjdn minden olyan gyermeknek, aki esetében a diabetes az élet
els6 6 honapjaban jelentkezik, azonnal genetikai tesztelésen ajanlott dtesnie ("A"szintli bizonyiték)
(105, 106). E gyors genetikai analizis lehet6sége immadaron adott, mint azt a disszerticié

Osszefoglalasaban kiilon jelezni fogom.

1.1.4.2. Fiatal feln6ttkori diabetes (maturity-onset diabetes of the young, MODY)

A MODY monogénes diabetes tipus eredeti kritérium rendszerét, mely nagyrészben ma is igaz,
Fajans és Tattersall éllitotta fel (107, 108). A diabetes kialakuldsdnak id6pontja fiatal felnttkorban
van, dltaldban 25 éves kor el6tt. Az 6roklodés autoszomdlis domindns, a betegség korai fazisaban
nincs inzulin deficiencia. A MODY betegek kb. 80%-a félrediagnosztizaldsra keriil, akar 1-es, akdr
2-es tipusu diabetesnek (109) és a korrekt diagndzisig - ami dltalaban a molekularis diagnozist is
magaban foglalja - val6 eljutdsi id6 akdr 10 év is lehet (110). A genetikai diagnézis a MODY
altipustdl fiiggben a betegek nagy részénél az alkalmazott kezelés megvaltoztatdsat (adott esetben
befejezését) eredményezi (111). A MODY-nak szamos altipusa van: HNF4A-MODY, GCK-
MODY, HNFIA-MODY, PDX1-MODY, HNFIB-MODY, NEURODI-MODY, KLF11-MODY,
CEL-MODY, PAX4-MODY, INS-MODY, BLK-MODY, ABCCS8-MODY, KCNJI1-MODY,
APPLI-MODY, RFX6-MODY . Ezen a helyen a részletes klasszifikaciotol eltekintek, de a MODY
altipusok kifejtése az éltalunk irt konyvfejezetben megtalalhato (112).

Mivel a MODY esetek nagy része félrediagnosztizdldsra keriil(t), az utébbi idében szdmos nagy
populdciét érint6 MODY genetikai vizsgdlat tortént. Egy 354 f6bol all6 gesztacids diabetesben
szenvedd betegcsoport 6%-a esetében MODY génmutéciot igazolddott (113). Egy tobb mint 4000
2-es tipusu diabeteses beteget vizsgdlé nagy tanulmdnyban 40 beteget talaltak, akik bizonyosan
MODY patogén mutdcidval rendelkeztek (114). Egy brit tanulmanyban, ahol az analizis
tartalmazta a DAD/IA2 autoantitest vizsgdlatokat és mas paramétereket is a genetikai analizist
megelézden, a gyermekkori diabeteses populdcié 2,5%-a monogénes diabetesben szenvedett
(115). Egy amerikai tanulmdnyban az autoantitest negativ fiatal diabeteses populacié 8%-a
MODY -nak bizonyult (116). A norvég regiszteren tortént analizis eredménye azt mutatta, hogy a

monogénes diabetes prevalencidja a norvég gyerekek kozott 3,1/100.000 (117) és ugyanennek a
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populdcidnak a vizsgalata azt is kimutatta, hogy az autoantitest negativ gyermekek 4,1%-a a
patogén vagy valdsziniileg patogén MODY gén eltéréssel rendelkezett (118). Egy retrospektiv
olasz tanulméany, amely majdnem 4000 gyermekkori diabetes esetet vizsgélt, a MODY
prevalencidt 5,5%-nak talélta (119).

Annak klinikai eldontésére, hogy ki keriiljon genetikai analizisre, MODY kalkulétort fejlesztettek
ki (120), mely a harom f6 MODY génre fokuszdl (HNFI1A, HNF4A, GCK). A tobbféle etnikai
csoport vizsgdlata sordn bebizonyosodott, hogy az eurdpai eredetli populdciéban a
leghatékonyabb. Akkor lehet haszdlni ezt a kalkuldtort, hogy a beteg diagndziskori életkora
kevesebb, mint 35 év.

Részletesebben - mivel a disszertacidban szerepel egy ilyen targyu kozlemény - a HNF4A-MODY -
t fejtem ki (OMIM 125850). A HNF4a egy szteroid hormon receptor fehérje, mely a majban, a
hasnyalmirigyben, a vesében és a vékonybélben expresszalodik (121). A génnek két promotere
van, a hasnyalmirigy a kettes promotert haszndlja (122). A HNF4A-MODY esetén a mutaciok
funkcidvesztéssel jarnak, a betegség kialakuldsanak mechanizmusa a haploinszufficiencia (123,
124). A génben mutécids forré pont nincs (5. dbra). A HNF4A-MODY és a HNFIA-MODY
klinikai megjelenését tekintve nagyon hasonl6. Van néhdny aprébb Kkiilonbség, példaul a
macrosomia el6fordul a HNF4A mutaciot hordozok kozott, illetve a neonatalis periddusban
megfigyelhetd egy dtmeneti hypoglycaemia (125). A HNF4a kiilonbozd lipid anyagcserében
jelentds fehérjék expresszidjat is befolydsolja (121). A HNF4A a MODY esetek kb. 5%-aért

felelss.
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5. dbra. Kis skaldju mutaciok a HNF4A génben.
HGMD, 2020.1 adatok. Referencia szekvencia: NM_175914 4.
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1.1.4.2.1. A MODY Klinikai laboratériumi genetikaja

Kevés olyan mutdcids forrépont van a MODY génekben, amelynél az analizist érdemes elkezdeni,
azaz a MODY gének teljes kodolo régidjanak analizise a legeredményesebb, kivéltva a korabbi
szekvencidlis vizsgdlatot (HNF1A-HNF4A-GCK sorrend) (126). Abban az esetben, ha a beteg
urogenitdlis malformdcidkkal rendelkezik és vesekdrosoddsa van, a HNFIB az els6ként
valasztand6 genetikai teszt. Napjainkban azonban az uj generdcids szekvenalds (NGS, next
generation sequencing) a rutin diagnosztikdba torténd bedlldsdval dramaian megvéltozott a
monogénes diabetes genetikai tesztelése, a génpaneleket (118, 127-129) széles korben hasznaljak
a molekularis analizisre. A Sanger szekvenalas még sziikséges a detektalt varidnsok konfirmalasa
céljabol. Fontos, hogy az analitikai teljesitd képességét ezeknek az egyedileg gyartott
génpaneleknek meg kell vizsgalni, mert nagyon gyakran az NGS moddszerek nem érik el bizonyos
mutécio tipusok esetében az elvart analitikai szenzitivitast (pl. a HNF 1B nagy delécigja esetében).
Szintén lehetséges megkozelités a teljes exom szekvenalas (126, 130-134). A MODY esetében a
prediktiv, illetve a preszimptomatikus klinikai genetikai tesztelés rendkiviili fontossdggal bir,
egyre tObb esetben tobb olyan biztosit6 és egészségiigyi dontéshozatali szerv dont ugy, hogy az
exom ¢és genom szekvendlds végsd soron valdjdban egy koltséghatékony megoldds az
egészségiigyben torténd dontéseldkészitéshez €s kiilonosen a genetikai meghatdrozottsagi
betegségek incidencidjanak csokkentésére. Erre a MODY nagyon jo példa, hiszen altaldban nem
egy korai megjelenésli betegség, tehdt olyan preventiv intézkedések tehet6k, amelyek a
szovédmények kialakuldsat késlelteik vagy akdr meg is sziintetik. A klinikai gyanu esetén az ADA
"A" szintli bizonyitékkal a MODY genetikai tesztelését javasolja (105). Ugyan az ACMG
(American College of Medical Genetics and Genomics) preszimptomatikus panelben, mely azokat
a géneket tartalmazza, amelyek esetében teljes exom szekvendlds esetén mindenképpen el kell
végezni az informatikai analizist patogén mutaci6 keresése céljabol, nem szerepelnek a MODY
gének, de belefoglalasuk megfontolandé lenne véleményem szerint, hiszen a preszimptomatikus
diagnozis egyértelmlien egészség nyereséggel jar. A kaszkad vizsgélatok szintén nagy klinikai
jelentéséggel birnak, hiszen csokkentik a stresszt és a sziikségtelen vizsgdlatok szdmét is a nem
érintett csaladtagok esetén. Ismert, hogy a MODY genetikai tesztelés azon egyének esetében, ahol
magas a preteszt prevalencia, a tesztelés koltséghatékony és megnoveli az életmindséget (127)
kiilonosképpen akkor, hogy ha félrediagnosztizélt 1-es tipusu diabetesesként van a beteg szamon
tartva. Egy tanulmény keretében, ahol 47 tjonnan diagnosztizalt MODY beteget vontak be, 94%-

uk volt inzulin terdpidn a diagndzis el6tt, amely kezelés a betegek zomében a diagnézist kdvetden
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elhagyhat6 volt (116). Osszefoglalva, az tij generdci6s szekvendldsi stratégidk sokkal magasabb

/////

2. 2

torténd beillesztésiik sordn mégis jelenetkeznek uj nehézségek, hiszen a muticidk nagy része
egyedi és nincs még funkcionalis tesztelés ra. Tény, hogy a molekularis genetikai diagnosztikai
rata napjainkra a klinikailag gyanis MODY betegek esetében elérheti a 40%-ot (127). Ez a koréabbi
években ritkdn érte el a 25%-ot, azaz a novekedés egyértelmlien az NGS génpanel analitikai
teljesitményének koszonhetd. Osszességében ez a technolégiai fejlédés lehet6vé teszi nagyon sok
klinkai helyzetben a preciziés medicinat. A varandossadg kimenetele nagy mértékben fiigghet a
magzati genotipustdl, amint kimutattdk GCK MODY esetében (135), igy a magzati DNS analizis
- kiilonos tekintettel a noninvaziv metédusokra, mint a kering6 sejtmentes DNS (136) - személyre

szabott kezelési stratégiat eredményezhet.

1.1.4.3. A hypoglycaemias hyperinsulinismus

A hypoglycaemids hyperinsulinismus (HH) egy klinikailag, genetikailag és morfoldgiailag
heterogén betegségcsoport. A hattérben minden esetben nem megfeleléen szabdlyozott inzulin
szekrécid 4ll. A legsulyosabb neonatdlis formdja esetén, a gyors diagndzis kritikus a megfeleld
terapids beavatkozds megvalasztasa céljabol. A HH genetikai formai az inzulin szekréciot
szabalyoz6 gének mutdciol kovetkeztében alakulnak ki. Az életet veszélyeztetd neuroldgiai
tiinetek magukban foglaljdk a gorcsoket, az eszméletvesztést, letargiat, komat és akar a halalt is,
amely az agy elégtelen gliikéz ellatdsdnak a kovetkezménye, A megfeleld terdpia megvélasztsa
illetve a beteg ellatdsa e kiilonb6z6 neuroldgiai tiinetek €s a neuroldgiai fejlédési rendellenességek
megel6zése szempontjabdl fontos (137). A HH leggyakrabban a neonatdlis periddusban
manifesztdlodik. Az intrauterin hyperinsulinaemia miatt a neonatdlisan jelentkezd
hyperinsulinismusban szenvedd udjsziilottek makroszomok lehetnek, de a makroszémia hidnya a
hiperinzulinizmus jelenlétét nem zarja ki.

A betegség menedzsmentjében nagy elérelépést jelentettek a kiilonbozd képalkotd technikdk,
amely ebben az esetben a 18 fluoro-DOPA PET-CT-t jelenti, hiszen a fokalis forma egészen
pontosan kizardlag ezen technika segitségével mutathaté ki €s ezaltal alapvetden véltoztatja meg
a korabbi terdpiat (138, 139).

A HH-nak hisztolégiailag harom formdja kiilonithet6 el, a difftiz, a fokdlis és az atipusos forma
(140, 141). A diffiz forma az Gsszes pancreas [} sejtet érinti, mig a fokalis formandl egy kisebb

régid érintett. Nemrégiben atipusos hisztologiai formakat is leirtak (142), mely esetben bizonyos

32



dc_1749 20

szigetsejtek mutatnak hiperpldzids jeleket, de hisztologiailag normdlnak tlin6 szigetsejtek is
vannak (143). A fokdlis formdban az abnormadlis régiok éltalaban 2-10 mm méretiiek (144). A
fokalis HH altalaban sporadikus és egy apai oldalrdl oroklott Kyrp csatorna gén mutdcidval jar
egylitt. Akkor kovetkezik be a betegség, ha heterozigdtasdg vesztés fordul el6 a 1lp
kromoszomalis régidjaban az anyai allélen (145). A fokalis 1éziok definidlasara az egyediili
megoldas a 18 fluoro-DOPA PET-CT (146). A képalkot6 eljaras szenzitivitasa 88-94%, mig a
pontossaga 100% is lehet (147). Az 6sszes HH eset 60%-a azonban nem a fokalis, hanem a diffiz
formdhoz kothets, ez esetben az Osszes hasnydlmirigy 3 sejt érintett a betegség dltal. Ekkor
altalaban egy homozigota recessziv mutacio vagy Osszetett heterozigdta mutacié kombindacio all a
hattérben, mely valamelyik Kurp csatorna gént érinti (140). Ezek a betegek édltaldban gydgyszeres
terapidra nem reagalnak, igy esetiikben a majdnem teljes (95-98%-0s) pancreas eltavolitds az
egyediili megoldas (148).

A terdpia célja a plazma gliik6z szint 3,5 mmol/L folotti tartdsa, a gyors terapiakezdés minden
form4ju hiperinzulinizmus esetében kritikus fontossagu. Ez a kezelés lehet gyogyszeres, sebészeti
vagy ezek kombinacidja. A hosszitavi menedzsment egyik legfontosabb szerepl§je a diazoxid,
ami a Karp csatorndt nyité gyogyszer. Sok esetben a megfelel6 mutdcié jelenlétében jé hatdssal
van a csatorndra (137, 149-151). Nagyon nehéz el6reldtni azt, hogy a diazoxid fog-e hatni a
betegnél, altaldban az olyan formakban hatékony, ahol a Krp csatorna funkcidja érintetlen, de sok
esetben a recessziv és néha a dominédns K,rp csatorna mutacié nem reagdl a diazoxidra, hiszen a
diazoxid hatdsmechanizmusa a SURI1 alegységhez valé kotddés, azaz egy funkciondlisan
érintetlen Krp csatornat igényel ahhoz, hogy tudjon hatni. A diazoxidra nem reagal6 esetek esetén
a gyors genetikai analizis ami az ABCC8 és KCNJ11 géneket foglalja magéban, egyiitt a 18 fluoro-
DOPA PET-CT vizsgalattal fontos azért, hogy megtalaljuk azokat a betegeket, akik a fokalis HH
formdban szenvednek. A diazoxid legsulyosabb mellékhatdsa a folyadékvisszatartds. Sajnos a
diazoxid éltal indukdlt pulmonalis hypertensio is egy életet veszélyeztetd mellékhatds, amely
esetenként a terdpia visszavonasat eredményezi (152-154). Masik terapias lehetdség az octreotid,
ami egy 8 aminosavbol all6 szintetikus hosszan hatd somatostatin analdég. Az inzulin szekrécigjat
a somatostatin receptor 2-es €s 5-0s tipusdhoz vald kotddéssel gatolja (155). A terdpids
lehet6ségekbe beletartozik még a hosszi hatdsi somatostatin analégok és egyéb hasonld

szintetikus peptidek hasznélata.
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1.1.4.3.1. A HH Kklinikai laboratériumi genetikaja

A HH monogénes nem szindromds forma 12 gén hibajara vezethet6 vissza, ezek az ABCCS,
KCNJI11,GLUDI,GCK,HADH,SLCI16A1,UCP2,HNF4A, HNFIA,HKI1,PGM1, PMM?2 gének.
A génhibdk az inzulin nem megfeleléen szabalyozott exocitzisat eredményezik (156-161). Sok
esetben a genetikai héttér feltardsa még mindig sikertelen. Leggyakrabban (162, 163) az ATP-
fiigg6 kalium csatorndt alkoté fehérjék génjeiben bekovetkezd mutdcidok okoznak stlyos
neonatélis HH-t (OMIM 601820, OMIM 256450), ezek a mutaciok minden esetben funkciévesztd
mutéacidk recessziv inaktivald formaban altalaban diffuz hyperinsulinismust okoznak, amely
gyogyszeres kezelésre nem reagal (156, 164-166). Ezek a mutaciok a csatorndt alkotd fehérjék
membranba jutdsat akadalyozzak meg, vagy aktivitasukat csokkentik le drasztikus médon (144).
A domindnsan 0rokl6dé mutédcidk a velesziiletett HH némiképp enyhébb formajat okozzdk (167,
168). Olyan kombindcidt is leirtak mar, hogy egyszerre az ABCC8 és a KCNJI1 génekben

bekovetkezett mutacid vezetett hyperinsulinismus kialakulasahoz (169).

1.2. Genetikai diagnosztikai médszertani fejlesztések

A klinikai laboratériumi genetikanak ritkdn adatik meg, hogy eldregyartott, optimalizalt, CE-IVD
eszkozokkel dolgozzon a diagnosztikai eljaras soran. Ennek kovetkezménye a szamos mddszertani
fejlesztés, optimalizaci6, melyek nagy része a specifikus diagnosztikai esetek/kohorszok
fejezetekben keriil bemutatdsra. Itt azt a két esetet mutatom be, amely éltaldnos jelent6séggel bir,
hiszen minden, a teriileten végzett diagnosztikai eljaras soran van szerepe. Az egyik modszertani
fejlesztés az anyai kontamindcié vizsgalata prenatdlis mintavételt kovetden, a mdsik pedig a
piroszekvendlds analitikai teljesitoképességének analizise, kiilonos tekintettel a homopolimer

szakaszok vizsgalatara.

1.2.1. Az anyai sejt kontaminacié hatasa a molekularis genetikai diagnosztikai tesztekre

invaziv mintavételt kovetd prenatalis diagnosztika soran

A non-invaziv technikdk dobbenetes térnyerése ellenére a prenatdlis diagnosztika {6 terepe
jelenleg még mindig az invaziv prenatalis diagnosztika. Annak ellenére igy van, hogy a sejtmentes
szabadon keringd DNS analizis felhasznaldsi teriilete egyre bdviil (170), els6sorban az anyai

vérben kimutathat6 magzati DNS esetében a triszOmidk vizsgélatdra, de kezdenek ezek a tesztek
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monogénes eltérésekre is vélaszt adni. Mindenesetre az anyai sejt kontamindcié az invaziv
beavatkozdssal nyerhetd, a chorion biopszia (chorionic villus sampling, CVS) és a magzatviz
mintdkban kimutathaté és mind a két esetben stilyos preanalitikai kockdzati tényez6t jelent (171).
A prenatalis diagnosztika soran végzett genetikai tesztelés mindsége nagymértékben fiigg az anyai
kontamindciotdl, hiszen a nem egyértelmli eredmények legnagyobb része vagy anyai sejt
kontamindciobol (maternal cell contamination, MCC), vagy a nem megfeleléen kezelt DNS
mintdk degradacigjabdl adodik (172). Az anyai sejt kontamindcié a rossz diagndzis vagy nem
informativ eredmények 0,1-3,8%-aért felelés (173). Az anyai sejt kontamindcié rossz
diagnozishoz vezethet tragikus terhességi kovetkezményekkel, valamint nem konkluziv
eredményre, utobbi miatt sziikség lehet egy megismételt invaziv beavatkozasra.

Amniocentézis sordn a mintdba keriil6 anyai vér okozza az amnion folyadékban az anyai sejt
kontaminéciot, habar 6nmagdban a vér jelenléte nem jelent anyai sejt kontaminaciot, mert az lehet
magzati eredet is (174). Tenyésztés sordn megtorténik a magzati sejtek pozitiv szelekcidja, azaz
azok novekszenek és elvesznek az anyai kontaminal6 sejtek a sejttenyésztés alatt (175).

A chorion biopszia a kiilsé cytotrophoblast és a belsé mesoderm rétegek mintavételét jelenti. A
mesodermadlis réteg egy kés6bbi magzati sejtvonalbdl szdrmazik, mig a cytotrophoblast egy sokkal
kordbbi vonalbdl, ebbdl kovetkezen kevésbé reprezentdlja a magzati szoveteket (174). Az e
sejtekbdl izoldlt DNS mind a cytotrophoblast, mind a mesenchymadlis eredet(i sejteket tartalmazza
(176). A direkt chorionboholy mintavétel csak a cytotrophoblast vonalat vizsgilja, mig a
sejttenyésztés elsésorban a mesodermadlis sejtvonalat, igy az ebb6l megallapitott kariotipus sokkal
inkdbb a magzatnak megfeleld (174). Az amnion folyadékhoz képest a CVS magasabb anyai
sejtkontamindcids kockdzattal bir, mert az anyai decidudt a magzati sejtekrdl eltdvolitani teljes
mértékben lényegesen nehezebb (177), a tenyésztett mintaanyag méginkdbb ki van téve
kontaminacids veszélynek. Az anyai sejtkontamindcié mértéke csokkenthetd az anyai decidua
chorion sejtekrol torténd pontos eltdvolitdsdval a sejttenyésztés megkezdése elbtt (178).

Az anyai sejt kontamindciét el6szor 1976-ban mutattdk ki, mint a genetikai diagnézist alapvetéen
zavardé tényez6t (179). Régota ismert az is, hogy ha az amnion folyadék elsé néhany milliliterét
kiontik, az anyai kontaminaci6 2,5-szer alacsonyabb lesz (180). Az anyai sejt kontamindci6 igen
nagy szorast mutathat: 0,1 és 21,4% kozotti aranyok ismertek (181). Jelenleg az alacsony szintii
mozaicizmus analiziséhez hasonldan az anyai sejtkontaminacio vizsgélatdra is ugyanaz a médszer
haszndlatos, mégpedig a rovid ismétlédé6 DNS szakaszok amplifikdcidja (short tandem repeat,
STR-PCR), mely mddszer hasznélata mind direkt mintdban, mind pedig tenyésztett sejtvonalakon

javasolt (181, 182). Az anyai sejtkontaminaci6 0,2% és 2,8% kozott szor tenyészett sejtvonalak

35



dc_1749 20

esetén (175, 183) és 0,1% - 21,4% kozott nem tenyésztett direkt mintdkban (173, 183). Minden
laboratériumnak meg kell hatdrozni az érzé€kenységi szintet, ameddig képes kimutatni a relevans
anyai kontamindcios szennyezettséget.

Egy kinai tanulmany adatai szerint, ahol 387 invaziv prenatdlis teszt eredményét dolgoztak fel,
Osszesen Ot (1,3%) minta esetében mutattak ki anyai sejt kontaminéciot, ahol kettd amnion
folyadékbdl, harom pedig chorion biopsziabdl szarmaz6 minta volt (177). Ugyanez a publikdcid
felhivja a figyelmet arra, hogy az anyai sejt jelenléte az amnion folyadékban egyaltalan nem
feltétleniil vezet diagnosztikus hibdhoz, mert az tobb tényez fiiggvénye: mi az adott genetikai
betegség, mi az orokl6désmenet, mi az apai és az anyai mutdcié. Osszességében az anyai
kontaminacié miatti eredménytelenséget Gvatosan kell kezelni, hiszen minden ilyen esetben az
alapvet6 cél a tiszta egyértelmi genetikai diagnézison til az invaziv beavatkozas ismétlédésének
elkeriilése. Nagy jelent6sége van a prenatdlis mintavételt végz6 tapasztalatdnak is: 1384 eset
vizsgdlatakor azt talaltdk, hogy azon orvosok esetében, akik évente kevesebb, mint 50
amniocentézist végeznek a magzat vesztés aranya 14 napon beliil 1:57, mig azok esetében akik
tobb mint 50-et végeznek, ott majdnem egy nagysagrenddel alacsonyabb, 1:415 (184). 30 napon
beliil ugyanez az adat az 50 beavatkozdsnal kevesebbet végz6 orvosok esetében 1:38, mig az 50
beavatkozdsndl tobbet végzd orvosok esetén 1:312. Az elfogadott ajanlds alapjan, minden egyes
prenatalis diagnosztika esetében a molekuldris diagnosztikai teszt elvégzésekor fliggetleniil attol,
hogy milyen 6rokl6désmenet €s milyen betegségrdl van szd, ajanlott anyai sejt kontaminéacids
vizsgélatot végezni (182). Az ajanlas szerint a legalacsonyabb érzékenységi szint az 5%, azaz
ekkora mértékl anyai sejt kontaminaciot ki kell tudni mutatni. Az ajanlas azt is megfogalmazza,
hogy az adott genetikai laboratériumnak tisztdban kell lenni a rutin mddon alkalmazott
diagnosztikai tesztek anyai sejt kontamindcidra vonatkozé szenzitivitdsaval, mely sziikséges a
teszt eredméyének korrekt interpretacigjahoz, azonban ennek a kialakitdsa nagyon nehéz. A
szignifikans anyai sejt kontamindcié az eredmény interpretacidjat egyértelmiien befolyasolja és
nagy mértékben fiigg az alkalmazott médszertdl, bar nem feltétleniil jelenti a teszt elvetését, sokkal
inkdbb csak a megfelel§ interpretdcidjat: egy korai vizsgédlat (185) multiplex PCR esetén
(Duchenne izomsorvadas vizsgalatara) azt talalta, hogy 5%-os anyai sejt kontaminacié még
tolerdlhat6 volt a megfeleld kisérleti koriilmények betartdsaval. Egy masik analizis azt mutatta,
hogy magasabb mint 20%-os anyai sejt kontaminéci6 volt az, ami valéban zavaré tényezd volt
(microarray analizis) (186). E tanulmdny szerint az anyai sejt kontaminaci6 akar a magzati mintdk
7,1%-ban is jelen lehet, ennek megfeleléen nagyon fontos a rutin médon haszndlt diagnosztikai

eljaras szenzitivitdsanak meghatarozasa (186).
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Fentiekbdl az alabbi kovetkeztetéseket vontam le:

(1) az anyai kontamindcié, annak minden, interpretativ és klinikai dontéshozatali
kovetkezményével egy komoly diagnosztikai probléma,

(2) az orszag egyik legnagyobb klinikai laboratériumi genetikai diagnosztikai laboratériumanak,
mely évente tobb tucat prenatdlis diagnosztikat végez monogénes betegségek teriiletén,
foglalkoznia kell az éltala hasznalt modszerek esetén a szignifikdins MCC mddszerenkénti
meghatarozasaval,

(3) szdmos modern mdédszer esetén (MLPA, 1ij generdcidés DNS szekvenalds) a nemzetkdzi adatok
is rendkiviil hidnyosak. Mindezek miatt dontdttem ugy, hogy egy szisztematikus kisérletsorozat
keretében megvizsgaljuk a Sanger szekvenalds, az MLPA teszt és egy Uj generdciés DNS

szekvendldsi modszer, a piroszekvendlas MCC érzékenységét.

1.2.2. Piroszekvenalasi alapi 1j generacios DNS szekvenalasi rendszer analitikai

paramétereinek vizsgalata

A homopolimer (HP) egy olyan szekvencia mintdzat, amely azonos nukleotid bizisokbdl 4ll. A
majdnem minden exonban el6forduld HP szekvencidk a rekombinacidban illetve a transzkripcio
szabdalyozasaban jatszanak szerepet (187, 188). Legnagyobb résziik (97%) 4-6 nukleotid hosszu.
A HP szekvenciak rendkiviil mutagének €s a hossz valtozassal jar6 mutacidk forré pontjanak
tekinthet6k (189-191). A napjaink klinikai laboratériumi genetikai diagnosztikdjaban hasznalt dj
generécios szekvendldsi technologidk esetében néhany nem képes a homopolimereket megfeleléen
szekvendlni a szekvendlds alapelve miatt. A piroszekvendlds (192) és az ion félvezetd szekvenalds
(193) esetében a jel - ami emittélt fény vagy hidrogén ionok - er&ssége attdl fiigg, hogy hany
azonos nukleotid bazis épiil be a DNS szalba egy adott ANTP ciklus soran. Azonban az induld
linearitds a HP mintdzatokban egyre inkdbb ellaposodik, ebbdl kovetkezden szdmos, mind tul sok,
mind tdil kevés nukleotid olvasdsban megvaldsulé hiba kovetkezhet be (194-196). Ami ezt
kiilonosen problémassa teszi, hogy a HP szekvencidk az inzercid és delécid6 mutaciok forrd
pontjaiként szerepelnek, ezért ezeknek a kémidknak a klinikai laboratériumi genetikai
diagnosztikai felhasznédldsa a HP szekvencidk tekintetében rendkiviil kérdéses (197). Szamos
bioinformatikai javitd eszkozt fejlesztettek ki, amelyek segithetnek a HP szekvencidk
megitélésében (198-203) viszont az adott 1j generaciés DNS szekvenalasi rendszer analitikai
képességeinek meghatdrozdsa a rutin diagnosztikdba torténé beillesztés el6tt elengedhetetlen

(204). Erdekes médon nagyon kevés experimentalis adat 4ll rendelkezésiinkre arra nézve, hogy
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mennyi az a pontos HP nukleotid szam, ahol a piroszekvendlds pontatlanna vélik, ezért két
tesztrendszert alakitottunk ki az altalunk hasznalt piroszekvenaldson alapuld Uj genericids
szekvenalasi rendszer analitikai képességének a vizsgélatdra:

(1) plazmid vektorokban kiilonb6z6 homopolimereket hoztunk létre és ezeket szekvendltuk uj
generacids szekvenalassal,

(2) a CFTR gént vizsgaltuk egy sajat fejlesztési piroszekvendldsi tesztrendszerrel ismert
szekvencidju betegmintdkon.

A CFTR gén esetében a 27 exonbdl 17 tartalmaz 24 homopolimer szekvenciit. Ami kiilondsen
fontossa tette ezt, hogy a 14-es exonban a 7 adenint tartalmaz6 HP régi6 a c2046_2052, kifejezett
mutdcids forré pontként miikodik hiszen ez a poli-A szekvencia az aldbbi patogén mutéciokat is
tartalmazhatja az irodalmi adatok szerint: ¢.2051_2052delAAinsG (2183delAAinsG) amely 5
adenint eredményez, mig a c¢.2052delA (2184delA) 6 adenint eredményez homopolimert, mig a
hazankban meglehetdsen gyakori ¢.2052_2053 insA (2184insA) egy 8 adenin hosszusagu HP

szekvencidt eredményez.

1.3. Monogénes kohorszok vizsgalata

A monogénes kohorszok genetikai vizsgdlatdnak jelentsége szertedgazd. A mutdcidk ismerete
lehet6séget nyujt pontos, koltséghatékony diagnosztikai protokollok kialakitdsara, segitheti a
reproduktiv dontéshozatalt. A csaladoknak megnyugvast hozhat, roviditi a diagnosztikus
odiisszeiat. Adatokat szolgéltathat a populdcid torténetére, a genotipus-fenotipus kapcsolatra
vonatkozodan, segitheti az ujsziilottkori szlirés genetikai oldaldnak kidolgozasat. Munkdnk sordn

négy monogénes kohorsz analizisét végeztiik el.

1.3.1. A cystas fibrosis (CF)

A cystas fibrosis (CF, OMIM 219700) a monogénes betegségek archetipusdnak nevezhetd. Az
egyik legjobban vizsgalt és a kaukdzusi népcsoport egyik leggyakoribb sulyos monogénes
betegsége. Oroklédésmenete autoszomdlis recessziv. Habdr a betegek varhat élettartama az
utébbi évtizedekben jelentdsen megndtt, €s napjainkra eléri a 40 évet is, a betegség igen nagy
terhet r6 az érintett csaladokra. Szdmos orszdgban a CF nem genetikai modszertannal valo,
altaldban immunreaktiv tripszinogén (IRT) alapi szlirése bekeriilt az tjsziilottkori

szlirbprogramokba, habdr a sziirés ellentmonddsos, hiszen a CF a legutébbi idékig az Osszes
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Wilson és Jungner kritériumnak (205) nem felelt meg, elsGsorban azért, mert nincsen olyan
kezelési mddja, amely érdemben befolyasolnd a fenotipus kialakuldsat és progresszigjat. A
betegség altal érintett fehérje a CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulator) egy, elsdsorban a
légutakban és a verejték mirigyekben expresszalodé klorid ion csatorna. A betegség
diagnosztikdjat megneheziti az a tény, hogy a fehérjét kodol6 CFTR génben tobb, mint 2000
mutdcié okozhat CF-et és az egyes mutdciok el6forduldsa igen véltozé a kiilonbozd vizsgélt
populdciokban. A CF mutaciok hazai prevalencia adatai igen hidnyosak voltak az eziranyu
munkdnk megkezdése elott.

Eurépédban tobb mint 30.000 beteg, mig vilagszerte tobb mint 80.000 beteg szenved CF-ben (206).
Ma mar tobb feln6tt beteg van mint gyermek, de a haldlozdskori medidn életkor még mindig csak
28 év (206). Az egészségiigyi rendszer fejlddésével azonban ez nagyon nagy mértékben kitolédhat,
a legutobbi 15 évben sziiletett betegek az Egyesiilt Kirdlysdgban mar hosszabb, mint 50 éves
sziiletéskor véarhatd élettartamra szdmithatnak (207). Hidba vezették be tobb orszdgban a CF
Ujsziilottkori szlirését, a varakozdssal szemben az nemhogy csokkentette az incidencidt, hanem
altaldban novelte, hiszen a korai felismerés jobb életmindséget és hosszabb élettartamot jelent. A
CFTR fehérje egy epithelialis klorid és bikarbonat transzmembran ion csatorna (6. dbra) (208,

209).

Extracellularis tér

™1 ™2

Szabalyozé
domén

Mas ioncsatornak ———»

Intracellularis tér O
Szignal - —
transzdukcio Cytoskeleton
fehérjéi

6. abra. A CFTR fehérje. Forrds: Balogh et al. Molekuldris diagnosztika,
https://regi.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop425/0011_1A_Molelkularis_diagnoszitka_hu_book/adatok.html.
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A klinikai manifesztdcié legnagyobb részben a progressziv tiid6betegség miatt alakul ki, ahol a
légutakat a hiperviszkézus nyak elzarja, igy baktériumok telepednek meg a kialakult biofilmen és
gyulladés alakul ki. A legutébbi id6kig tiineti kezelési mdd volt csak lehetséges, ami els6sorban a
viszk6zus nydk olddsdt jelentette, illetve az antibiotikum kezelés, amely az infekciok megel6zésére
és kezelésére szolgél, valamint a kronikus gyulladds lekiizdésére szolgalo gyulladas elleni
gyogyszerek. A mar emlitett archetipus abban is lefrhat6, hogy minden olyan genetikai,
molekuldris és a pathogenezist feltir6 folyamat illetve kutatdsi modszertan, ami a CF-nél
eredeztethetd, az bevonul(t) mas ritka monogénes betegségek kutatdsaba is. A tobb mint 1400
CFTR mutacié legnagyobb része, 40%-a misszensz, 15-16% olvasasi kereteltolddéssal jard
mutacid, 11% splicingot megzavaré muticié és 14% nonszensz muticié. Elég szdmottevs (8%) a
nagy genetikai eltérések ardnya is, mig a mutaciok kevesebb, mint 1% a érinti a promotert (6,74)
(HGMD Professional 2020.1). A leggyakoribb mutaci6 a p.Phe508del, amely a betegek 70-80%-
ban kimutathat6 foldrajzi lokaliz4ci6tél fiiggSen. Eszak-Eurépaban nagyon magas a frekvencidja,
megfigyelhet6 egy Eszak-déli csokkend gradiens (210). A CF f6 oka a cAMP-szabalyozta klorid
€s bikarbonat szekrécio sériilése az epithelidlis sejteken, de a konkrét molekularis ok
nagymértékben kiilonboz6 lehet. Eppen ezért a muticié-specifikus terdpidk kifejlesztése sordn
nagy jelentésége van ezeknek a kiilonboz6 pathomechanizmus utaknak. A funkciondlis defektus
tulajdonsdgainak megfeleléen 7 mutdcids osztalyt kiilonboztetiink meg CF esetében (206, 211,
212). Az 1. osztalyu mutaciok esetében fehérje nem keletkezik, melynek leggyakoribb oka a
nonszensz mutdcid, aminek a kovetkezménye a korai stop kodon miatti mRNS degradacio
(nonsense-mediated mRNA decay, NMD) vagy a trunkélt fehérje lebomlasa. A II. osztalyu
mutéciok (ide is tartozik a p.Phe508del) a CFTR fehérje intracellularis mozgasat, illetve érését
befolydsoljak és a végeredménye az lesz, hogy a fehérje csomagolddasa, foldingja sériil, a rosszul
kialakult fehérje az endoplazmds retikulumban marad és utdna korai degraddcioval elemésztodik
és ezért nem jut ki a sejtmembranba (213). A III. osztdlyt mutdcidk esetében a CFTR csatorna
nyitasi funkci6 érintett, mig a IV-es osztalyd mutdciok esetében a kloridion vezetés csokkent. Az
V. osztalyd mutaciok esetében a CFTR fehérje szerkezete normal, viszont a mennyisége csokkent,
mert olyan splicingot megzavaré mutiaciok kovetkeztében alakul ki, amelyek mind koros, mind
normdl mRNS képz&dését eredményezik, de csak a normdl mRNS képzddéssel kialakult fehérje
jut ki a membranba. A VI. osztdlyd muticidk a citoplazma membrdnban levé CFTR fehérjének
életidejét csokkentik, ezek destabilizdlé mutaciok vagy azért, mert az endocitdzis gyorsul fel, vagy
a fehérje membranba torténd djra kijutdsa sériil. A VII. osztdlyd mutdcidk esetében a farmakoldgiai

kezelésnek elvi lehetdsége sincsen, hiszen oly mértékben sériil a genetikai allomdany, hogy
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semmilyen formdban nem alakulhat ki m{ikod6képes fehérje. Ilyen eltérések a nagy CNV-k, mint
példaul az eredményeink alapjan (lasd lentebb) hazadnkban is jelentds frekvencidval el6forduld
nagy szlav eredetli delécid, a CFTRdele2,3(21kb) (214). Azaz, ezek mutécidspecifikus terdpidval
nem megkozelithetd eltérések.

Meég a CF esetében, mely az egyik legnagyobb er&fordsokkal kutatott monogénes betegség is alig
tobb, mint 300 mutaciot sikeriilt funkcionalisan tesztelni az ismert 2000 variansbdl
(www.cftr2.org). A nagy szdmu beteget érintd6 mutdcidk szdma meglehetdsen kevés, viszont a
mutdciék harmada 6t vagy kevesebb CF betegben keriilt eddig kimutatdsra. Epp ezért azok

karakterizalasa rendkiviil lassu.

1.3.1.1. Mutacié specifikus kezelés CF-ben

A mutédci6é specifikus terdpidk kb. 10 évvel ezel6tt kaptak lendiiletet. Alapjuk olyan kis
molekulasulyd CF modulator molekuldk, amelyek feladata az, hogy valamilyen médon javitsak a
mutdns CFTR fehérje funkcidjat (215). Kiilonboz6 tipusokat fejlesztettek, illetve vannak fejlesztés
alatt:

1. A potencidtorok, amely esetében a kis molekula hatdsa az, hogy a csatorna nyitdsi
valdszinliségét noveli meg.

2. A korrektorok, amelyeknek a funkcidja az, hogy az atir6dé6 CFTR fehérjének a plazma
membranba valé kijutdsat segitsék el6 egyfajta chaperon molekulaként.

3. A stabilizatorok, melyeknek meghosszabbitjak a mutans CFTR fehérje plazma membranban
eltoltott idejét.

4. Az amplifikalok, amelyeknek az a funkcidja, hogy megnoveljék a mutidns CFTR fehérje a
mennyiségét ahhoz, hogy utdna mas kis molekuldk tudjanak rajta hatni és a nonszensz mutaciok
kezelésére szolgdld dtolvaso gydgyszerek, amelyek a korai terminécids kodont tartalmazé mRNS-
nél ezt a korai stop kodont atugorva (pontosabban egy random aminosavat beépitve) haladjon
tovabb a fehérje szintézis a normadl stop kodonig, tehét egyfajta transzlacids atolvasast indukaljon
ariboszdmanak, hogy teljes hosszusagu fehérje keletkezhessen. Ez az utobbi nagyon nehéz, hiszen
a nonszensz mutacidk nem csak trunkalt fehérjét, de NMD-t is okozhatnak (216). A modulétorok
két osztdlya kapott mar szabalyozasi hatosagtol engedélyt:

(1) a potenciatorok, amely esetében a nyitasi és a vezetési hibat okozé6 CFTR mutécidkat lehet
kezelni, valamint olyan varidnsoknal, ahol van rezidualis funkci6 és az bizonyitottan javul a

potenciator kezelés hatdsara,
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(2) a korrektorok, amelyeknek az érést el6segité funkcidjuk a potencidtorokkal egyiitt
értelmezhetd, azaz egyiitt fogjak a p.Phe508del homozigbta betegeknél vagy a p.Phe508del/mas
mutacié Osszetett heterozigéta betegek esetében javitani a klinikai képet. A potenciatorokat,
amplifikdlokat, korrektorokat teszteld klinikai vizsgdlatok napjainkban folyamatosan folynak és
kombinécids terdpidk is vannak.

A betegség sulyossdgi fokatdl fiiggden, djsziilott vagy csecsemd, kisded korban jelentkezhet. A
legsilyosabb formdban meconium ileus alakul ki, de daltaldban a betegség kicsit késdbb
jelentkezik, fél-, egy éves életkorban, visszatérd tiidégyulladds illetve fels6léguti gyulladdsok
formdjaban. A CFTR-t expresszald szovetekben, a tiidében, a pancreasban cisztds kotdszovetes
elfajulds alakul ki, és a m{ikodési zavart els6sorban a viszkdzus nydk okozta obstrukcié fogja
jelenteni. Az jsziilottkori sz{irés tobb szinten valésulhat meg, kett6 vagy harom szintii lehet, de
az els6 1épés az majdnem mindig IRT, ezt koveti a pancreas asszocidlt protein (PAP)

meghatarozasa €s utdna kovetkeznek a DNS alapu tesztek (217, 218).

1.3.2. A Smith-Lemli-Opitz szindréma

1.3.2.1. Bevezetés és patofiziologiai hattér

A Smith-Lemli-Opitz (SLO, OMIM 270400) szindroma egy monogénes, autoszomalis recessziv
moédon 6rokl6dd, mentélis retarddcidval jard malformdcids szindroma, melyet 1964-ben irt le
Smith, Lemli és Opitz (219).

A betegség diagndzisa évtizedeken at kizardlag a klinikai tiineteken alapult. A kilencvenes évek
elején SLO szindromds betegekben alacsony koleszterin €s emelkedett 7-dehidrokoleszterin (7-
DHC) értékeket észleltek (220, 221). Kideriilt, hogy a biokémiai eltérések hatterében a koleszterin
bioszintézis utolso 1€pését katalizdlé enzim, a 7-dehidrokoleszterin-reduktiz (DHCR7) defektusa
all (222). Az enzimblokk eredményeképpen alacsony koleszterin szint, magas 7-DHC és izomer
formdja, 8-dehidrokoleszterin (8-DHC) koncentrdcié mérhet6 a vérben és a szovetekben. Az SLO
szindroma biokémiai hétterének felfedezése megdontdtte az addig fenndllé dogmat, miszerint
metabolikus betegség nem vezet velesziiletett malformécids szindréma kialakulasadhoz.

A DHCR?7 enzimet k6dolo gén klonozdsa lehetové tette a molekuldris genetikai diagnosztikat
(223-226). A DHCR7 gén (11q12-13) kédol6 régidja 9 exonba rendezddik és egy 54,5 kDa
molekulatomegii, 475 aminosavbdl all6 fehérjét kodol (227). Jelenleg 169 SLO szindromét okozd

mutacid ismert (HGMD, 2020.1). A koleszterin szdmos fontos bioldgiai funkcidval rendelkezik.
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A sejtmembran un. lipid ,tutajainak” (raft) alkotéeleme, részt vesz a myelinhiively kialakitasdban,
eldanyaga a szteroid hormonoknak, epesavaknak €s neuroaktiv szteroidoknak. A koleszterin
embrionalis fejlédésben és morfogenezisben jatszott szerepe hozzajarul az SLO kialakulasahoz
(227). A test koleszterin tartalmanak 25%-at az agyban (myelin) talalhaté koleszterin képezi,
melynek szabalyozasa fiiggetlen a periférids koleszterin regulaciotol (228). Az SLO szindroma
patofiziolgiai hattere Osszetett és csak részben tisztdzott. A kérképre jellemzd, tobb
szervrendszert érintd, szertedgazd tiinetekért - mds velesziiletett anyagcsere betegségekhez
hasonldan - feltehet6en az enzimblokk el6tt felszaporodé kozti termék, a 7-DHC és izomerje a 8-
DHC, valamint a csokkent mennyiségii végtermék, a koleszterin egyiittesen feleldsek (229).

A 7-DHC a koleszterintSl csupdn egy, a szterol gyfir(i 7.-8. szénatomja kozott 1€v6 kettds kotésben
kiilonbozik, mégis a sejtmembranba vald beépiilése megvaltoztatja a lipid raftok protein
Osszetételét, a sejtmembran strukturajat és funkciodjat (230, 231). Az emelkedett koncentraciéban
1év6 7-DHC és annak metabolitjai ugyanakkor toxikus hatdsiak: a 7-DHC csokkenti az
intracellularis koleszterin transzportot (232) és a hidroxi-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA)
reduktdz fokozott degradacidjahoz vezet (233). A 7-DHC az egyik legkonnyebben oxidalhaté lipid
molekula. A lipid peroxidacié sordn szdmos oxiszterol keletkezik belSle, melyek feltételezhetGen
koroki szerepet jatszanak a szindromaban megfigyelhetd kozponti idegrendszeri tiinetek

kialakuldséban (234-236).

1.3.2.2. Epidemiolégia

A betegség leggyakoribb Eszak- és Kozép-Eurépaban, mig extrém ritka Azsidban és Afrikdban.
Becsiilt incidencidja kiilonb6z6 populdcidkban véltozé, 1:10.000-1:70.000 (237). A leggyakoribb
oki mutdci6 (c.964-1G>C) hordoz6 gyakorisdga kb. 1%-ra tehetd, mely eltérés a kérképet okozd
allélek mintegy 30%-aért felelds. Ezen adatok igen magas hordoz6 gyakorisdgra utalnak (1:30)
(238). Az uj generacios DNS szekvenalasi technika az utébbi id6ben uj adalékokkal szolgalt a
(patogén) muticidk prevalencidjat illetéen. Egy amerikai adatelemzés, mely 17836 kromoszéma
analizisen alapul, a heterozigéta formdban hordozott patogén DHCR7 mutédcidk aranyat osszesen
1,01%-ra teszi, ami a betegség incidenciajat 1/39125 terhességben dllapitja meg (239). A magas
hordozé frekvencidt az alapitd hatdssal és a heterozigétak szelekcids elényével magyardzzdk.
Utébbiban szerepet jdtszhatott a D vitamin fokozott keletkezése a bérben 1€v6 el6anyagabdl, a 7-
DHC-b6l, amely nemcsak az angolkér kialakuldsdval, hanem az autoimmun betegségek

kialakulasaval és bizonyos korokozokkal szemben is védettséget jelent. Szamos tanulmény szerint
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a hordozd gyakorisdg alapjan becsiilt incidencia magasabb, mint a tényleges. Ez a kiilonbség

leginkabb a stlyosan érintett magzatok prenatalis/perinatalis elhaldlozasabdl, illetve a betegség

aluldiagnosztizaltsdgabdl és a hordozok csokkent fertilitasabol adddhat (240, 241). Az érintett

csaladokban a magzati haldlozas €és a spontan vetélés gyakorisiga kétszerese az dtlag

populdciéénak (242).

1.3.2.3. Fenotipusos jellemzok

Az SLO szindroma rendkiviil széles klinikai spektrummal rendelkezik. A fenotipusos jegyek, az

egészen enyhe tiinetektdl (viselkedési zavar, enyhe mentdlis retarddcid) a prenatdlis/perinatalis

elhaldlozdshoz vezet§ tobb szervrendszert érintd rendellenességek jelenlétéig, rendkiviil

valtozatosak lehetnek. A klinikai tiinetek valamennyi szervrendszert érinthetik (1. tdblazat).

Az Smith-Lemli-Opitz szindroma jellegzetes klinikai tiinetei

Craniofacialis eltérések

microcephalia

keskeny homlok

felfelé néz6 orrnyildsok

széles orrgyok

kicsi alsé allkapocs

ptosis

epicanthus red

alacsonyan iil6, hatrafelé rotalt fiilek

Kozponti idegrendszeri érintettség

agykamra tagulat

hidnyz6 vagy hypoplasids corpus callosum
cerebellaris hypoplasia

hypoplasids frontalis lebeny holoprosencephalia
mentdlis retarddcié

Cardiovascularis rendellenességek

atrioventricularis septumdefektus
ductus arteriosus persistens

LégzGszervi érintettség

abnormadlis tiidSlebenyezettség

tiid6 hypolasia

laryngedlis és trachedlis porcok eltérései
alvési apnoe

Viselkedés

gyakori autisztikus jegyek
hiperreaktivitds
onbantalmazé magatartds

Oralis manifesztacio

magasan ivelt, keskeny kemény szdjpad
szajpadhasadék

bifid uvula

zstfolt fogazat

széles alveoldris szegélyek

Vazrendszeri eltérések

postaxidlis polydactylia
tenyéren hardantbarazda
2. és 3. 14bujj kotoszovetes dsszendvése

Urogenitalis eltérések

rendlis hypo-/aplasia

fiigyermek esetén nem egyértelmiti/néi genitdlidk
hypospadiasis

cryptorchismus

Gasztrointestinilis rendszer

pylorus stenosis

intestindlis dysmotilitds aganglionosis a vastagbélben constipacié
nyelési/taplaldsi nehézségek

gasztrooesophagealis reflux

dys- vagy aplasids epehdlyag

cholestasis

Bor

eltérd mértéki fotoszenzitivitas
ekcéma

1. tablazat. Az SLO klinikai tiinetei.
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A leggyakoribb rendellenesség, mely majdnem minden betegben jelen van, a 2-3. ldbujjak
részleges Osszendvése. Fiigyermekben a genitdlék eltérései igen gyakoriak, megjelenhetnek
micropenis, kiilonb6z6é fokd hypospadiasis, bizonytalan vagy ndéi kiils6 genitalék formdjaban.
Jellegzetes az SLO-s arcdysmorphia (microcephalia, ptosis, micrognathia, elSretekintd
orrnyilasok, széles orrgyok, dysplastikus fiilkagyld). A arcdysmorphia mértéke jo korreldciot
mutat a biokémiai és egyéb fizikalis eltérésekkel (229). A betegség stlyossdganak megallapitasa
pontozdsi rendszer alapjan torténik, melyet Bialer és munkatarsai fejlesztettek ki 1987-ben (243),
majd Kelley és Hennekam 2000-ben mddositottdk (244). A kiilonb6z6 szervrendszerek
érintettsége alapjdn a betegség hdrom silyossdgi fokozata kiilonithetd el: enyhe (<20 pont),
tipusos/klasszikus (20-50 pont) és sulyos (>50 pont) (244).

Az SLO szindrémds betegeket tobbnyire fejlédésbeli elmaradds jellemzi. A mentdlis retardacio
véltozé mértéki lehet, egyes esetekben kdzel normadl intelligencia hdnyadost figyeltek meg igazolt
DHCR7 gén mutaciok és emelkedett 7-DHC jelenléte mellett (237). Gyakori a szenzoros
hiperreaktivitas, a kiilonb6z6 vizudlis, auditoros ingerekre adott felfokozott védlaszreakci6. A
betegek tobbségére jellemzd kiilonbozd mértékli agresszivitds és Onbantalmazas. Az SLO
szindrOma gyakran autisztikus magatartas zavarral tarsul (245). Jellemz6 a sulyos alvdszavar, ami
az alvasigény igen kifejezett csokkenésében, ami esetenként csupan 2-3 dra éjszakai alvast jelent
(246). A betegek tobb mint felében gastrostomén keresztiili taplalas sziikséges. Sulyos fenotipus
esetén Ujsziilott korban elektrolit eltérések és hipoglikémia jelentkezhetnek a mellékvesekéreg
elégtelen miikodése miatt. Az 6nallé mozgasra képtelen gyermekekben gyakoriva valnak az iziileti
kontraktirdk. Mind csecsemd-, mind korai gyermekkorban gyakoriak a kiilonb6z6 infekcidk (otitis
media, fels6légiti infekciok, pneumonia). A fényérzékenység, néha igen silyos megjelenésii

ekcéma sem ritka (237, 244).

1.3.2.4. Biokémiai diagnosztika

A Klinikai tiinetek alapjan felmeriil6 SLO szindréma esetén els6ként biokémiai tesztek elvégzésére
keriil sor. A koleszterin szint altaldban alacsony, de lehet normadl is, fontos korspecifikus referencia
tartomany hasznalata. A szindromdra nagymértékben specifikus az emelkedett szérum 7-DHC
koncentracio (229), kimutatdsa lehetséges UV spektrofotometrids (247) vagy gdzkromatografias-

tomegspektrometrias (GC-MS) mddszerrel (248).
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1.3.2.5. A betegség molekularis genetikaja — mutacios spektrum

A Smith-Lemli-Opitz szindroma kialakulasdért a DHCR7 enzimet kodold gén mutécidi felelosek
(223-226), emelkedett 7-DHC koncentracio esetén a betegséget okoz6 mutaciok kimutatdsa DNS
szekvendldssal torténik. A kddolo6 szakaszok (exonok) és az exon-intron hatdrok bazissorrendjének
meghatarozasaval a betegek mintegy 95%-aban detektdlhat6 koroki mutacio (229). A mutécidk a
génben barhol el6fordulhatnak, némelyek csak egy/néhdny betegben mutathaték ki, mig mas
eltérések bizonyos populdciékban gyakran megfigyelhetSek az alapité hatdsnak koszonhetden. Ot
mutdcié (p.Thr93Met, p.Trpl151*, p.Arg404Cys, p.Val326Leu, c.964-1G>C) tehet6 feleldssé a
betegséget okozo allélok kozel 60%-ért, melyek koziil a ¢.964-1G>C splicing-ot befolyasolo
muticié onmagdban dtlagosan 30%-ban fordul eld (229). Mds monogénes betegségekhez
hasonldan itt is megfigyelhetd, hogy az egyes populdcidkban kiilonb6z6 a mutacids spektrum és
az egyes muticiok gyakorisdga foldrajzi elhelyezkedéstdl fliggden eltérd (249).

SLO szindroma esetén a genotipus-fenotipus Osszefiiggés gyenge korrelaciot mutat, kivétel, hogy
a legsulyosabb klinikai kép (akdr magzati vagy perinatdlis haldlozas) két null allélt eredményezd
mutdcié esetén fordul eld, mely genotipus az enzimaktivitdst kozel nulldra csokkenti (227). A
gyakori Osszetett heterozigdtasag és az azonos genetikai hétter(i betegek alacsony szdma neheziti
a genotipus-fenotipus Osszefiiggések vizsgalatait. A szakirodalombdl ismert, hogy azonos
genotipussal rendelkez6 betegek esetén a klinikai kép az enyhét6l az egészen stilyosig terjedhet.
Ez a megfigyelés azt valészindsiti, hogy szimos még nem ismert illetve részben ismert médosito
gén hatds, epigenetikai és kornyezeti faktor tehetd felel6ssé a nagyfokd fenotipusbeli

variabilitasért (229).

1.3.2.6. Prenatalis diagnosztika, genetikai tanacsadas

Az SLO szindroma gyanuja felvetddhet prenatdlisan, amennyiben az anyai vérben alacsony a
konjugélatlan 6sztriol, B-HCG, alfa-fotoprotein szint a 15-20. terhességi héten (250) és az
eredmény ultrahang vizsgalat sordn talalt kiilonbozd eltérésekkel tarsul (intrauterin retardacio,
agy-, sziv-, vese- vagy végtagfejlodési rendellenességek, bizonytalan/n6i genitdlia XY kariotipusu
magzatban). Enyhe esetekben azonban mind a konjugélatlan 6sztriol szint, mind az ultrahang

vizsgélat eredménye normalis lehet (237).
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Rizikébecslés esetén ajanlott 2%-o0s hordoz6 frekvenciat figyelembe venni (229). Amennyiben a
csaladra jellemz6 mutacié ismert, ismételt terhesség alkalmaval prenatalis genetikai diagnosztika

sziikséges a betegség ismétlddésének megeldzéséhez.

1.3.2.7. Kezelés

Az SLO szindromds betegek kevesebb koleszterint szintetizdlnak és az enzimblokk miatt
jelent6sen emelkedik a vérben és a szovetekben a 7-DHC szintje (251). Az els6dleges terdpids
probalkozas a koleszterin szint novelését célozza. A koleszterin potlés a legtobb beteg esetén emeli
a koleszterin koncentraciot a vérben és a HMG-CoA reduktdz enzim gatlasan keresztiil csokkenti
a 7-DHC és 8-DHC szintet. A koleszterin azonban a vér-agy gaton nem jut at, igy az agyban nem
tudja a koleszterindeficitet, valamint a mar kialakult kozponti idegrendszeri eltéréseket korrigdlni
(252). Az egyetlen kettds-vak, placebo-kontrollalt koleszterin pétlas hatdsat vizsgalo tanulmany
nem igazolt viselkedésbeli javulast a kezelés 2,5 honapos periddusa utan (253). Egy 6 éven dt tarto
longitudindlis vizsgdlat nem tudott fejlédésbeli javuldst kimutatni 14 SLO szindrémds gyermekben
koleszterinpdtlas mellett (254). A masik kezelési mod a HMG-CoA reduktdz gatl sztatinok
alkalmazasa, melyek atjutnak a vér-agy gaton €s paradox moédon a rezidualis DHCR?7 aktivitas
novekedését okozva egyes SLO szindromas betegekben a koleszterin szint emelkedéséhez, illetve
a 7-DHC és 8-DHC koncentricidjanak csokkenéséhez vezetnek. Egyéb tanulmanyok ezt a hatdst
nem tudtdk megerdsiteni. Ismeretes a sztatinok szisztémads antioxiddns hatdsa is. Jelenleg kutatdsi
céli vizsgdlatokon kiviil a sztatinok rutinszeri alkalmazdsa SLO szindromdban nem ajanlott
(attekintve (252)).

A 7-DHC-b6I lipidperoxidécids folyamatok sordan szamos oxiszterol keletkezik (234, 235), mely
terdpids szempontb6l az antioxiddnsok potencidlisan el6nyds hatdsat feltételezi (236). SLO
szindromas betegek fibroblasztjaiban és DHCR7-KO egerekben a vizsgalt antioxidansok koziil az
E vitamin 6nmagéban hatékonynak bizonyult, gitolta a 7-DHC-bd] az oxiszterolok képzddését és
ezen keresztiil helyredllitotta a lipidbioszintézist érintd génexpresszids valtozasokat. Az Egyesiilt
Allamokban  2007-ben  kezdSdott és  jelenleg is folyamatban 1év6  vizsgilatban
(smithlemliopitz.org, current studies, Dr. Ellen Roy Elias, The Children's Hospital Colorado,
Denver, Colorado) SLO szindrémds betegeknek specialis vitaminkészitményt (AquADEKSs,
Yasoo Health Inc.) adnak a koleszterinp6tlas mellett, mely konnyen felszivodé formaban tartalmaz
zsiroldékony vitaminokat, a betegeknél jol ismert tdpldlasi nehézségek és emésztdrendszeri

problémdk miatt. A készitményt az Eurépai Unié szamos orszagdban forgalmazzak.

47



dc_1749 20

Munkacsoportunk 2014. méjus 1-én kezdeményezett klinikai tanulményt a fenti vizsgalat és az
emlitett kozlések (234, 236, 255) alapjan. A bevont betegek koleszterin p6tlas mellett kizardlag E
vitamin cseppeket kapnak. Minden olyan prébalkozas, ami a toxikus 7-DHC szintet csokkenti,
potencidlis kezelési lehetdségként vizsgdland6. Nemzetkozi kollabordcidban végzett vizsgalataink
sordn amerikai partneriink tobb olyan kis molekulat azonositott, melynek hatdsa van a koleszterin

bioszintézisre.

1.3.2.8. Gyégyszer interakciok

Az SLO-s betegek egészséges (obligat) hordozé sziilei, illetve vérszerinti rokonai esetében
lényegében teljes mértékben hidnyoznak a biomarker vizsgélatok. Annyi ismert, hogy a hordozék
kicsivel emelkedett 7-DHC szinttel rendelkeznek (256). Kollaboracids partneriink koréabbi
munkdibdl tudjuk, hogy az emelkedett 7-DHC szint heterozigdta egerekben is kimutathato és a
legmagasabb szinteket pedig az idegrendszerben talaltdk (257), valamint az is bizonyitast nyert,
hogy bizonyos pszichidtriai betegek, akik aripiprazole vagy trazodone gydgyszert szednek, nagy
mértékben megemelkedett 7-DHC-val rendelkeznek (258). Egy korabbi klinikai vizsgélat azt
igazolta, hogy az aripiprazole vagy trazodone gydgyszert szed6k esetében a 7-DHC plazma
szintjlik alapjan akar az SLO félrediagnosztizalas veszélye is fenndll (259). Az adatok arra utalnak,
hogy a DHCR7 inhibitor expozicionak (pl. aripiprazole és trazodone) fontos hatdsa lehet a magzati
egészségre €s a magzati fejlodésre, kiilonos tekintettel arra, hogy az aripiprazole egy rendkiviil
sz€les korben hasznalt antipszichotikum az USA-ban, €s terhesség alatt is adjdk ezt a gydgyszert.
Az a tény, hogy a populdciéban sem a heterozigétdk sem az aripiprazole-t szed6k ardnya nem
extrémen alacsony, arra utal, hogy azok esetében, akik a Venn-diagram koz9s metszetében vannak,

a 7-DHC szint mér toxikus tartoményba is emelkedhet.

1.3.3. Az autoszomalis recessziv policisztas vesebetegség

1.3.3.1. Csillok - ciliopathiak

A csillok mikrotubulus alapu struktdrak, amelyek kiilonbozo sejtek felszinét boritjak, lehetnek
mozgékonyak illetve nem mozgékonyak. A nem mozgékony elsddleges csillok sejt antennaként

funkciondlnak, sejt szignalizaciét koordindlnak, meghatarozzdk a sejt polaritdsat és kiilonboz6 mas

érzékelési és funkcionalis szerepiik is van (260). A vesén beliil a tubularis sejtek tartalmaznak
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els6dleges csillokat, amelyek a nephron iirege felé néznek. Szerkezetét tekintve az elsddleges
csillo bazdlis testbdl, tranzicids dtmeneti zondbol és az axonémdabdl all, ezek a képletek az evolicid
sordn nagy mértékben konzervalddtak. A ciliopathidk az elsédleges csillot alkoté néhdny 100
fehérje génjeinek mutdcidjaként alakulnak ki, ezek koziil azok, amelyek a vesét érintik, a rendlis
ciliopathidk (261). Ezek kozé a vese ciliopathidk kozé tartozik tobbek kozott az ADPKD
(autosomal dominant polycystic kidney disease) és az ARPKD (autosomal recessive polycystic
kidney disease), valamint a nephronophthisis is.

A cilidris aplasia széles fenotipus spektrummal jarhat egyiitt. Bizonyos esetekben ezek végzetesek,
maskor tiléléssel is jarhatnak (262). Abban az esetben, ha az érett csillo teljes vagy részleges
elvesztése torténik, nagyon sulyos tobb szervrendszert érintd betegségek fejlédnek ki €s bizonyos
esetekben, amikor a csillé morfoldgiailag normadl, leggyakrabban a kés6i jelentkezésti ADPKD és

retinitis pigmentosa jelez ciliopathiat (262).

1.3.3.2. ADPKD

A policisztas vesebetegségek leggyakoribbja az ADPKD, ami altaldaban egy felnéttkorban
jelentkezo tobb szervi érintettséggel rendelkezd betegség. A folyamatosan ndvekvd vese cisztak
in utero elkezdenek kialakulni, és a vese barmelyik részében jelen lehetnek, de altalaban a nephron
disztdlis régidjaban és a gy(ijtd csatorndkban alakulnak ki (263). Az ADPKD betegek 2-5%-4dban
a cisztdk gyermekkorban vagy akdr prenatdlisan is jelentkezhetnek (264). Az ADPKD el6fordulédsa
1:400 és 1:1000 élve sziiletés kozé tehetd (263, 265, 266). Ezen el6forduldsi adatok alapjin az
ADPKD t6bb mint 10 milli6 embert érint a vildgon, minden etnikai csoportba tartozok érintettek
lehetnek (263). Az ADPKD esetén majdnem minden beteg tiinetmentes marad a 3. vagy 4.
életévtizedéig (262). Az ADPKD esetében a betegek tobb, mint 90%-ban a PKD1 és PKD?2 gének
mutécidja okozza a betegséget (260), melyek mellett vannak egyéb mas ujonnan identifikalt gének
is. Erdekes, hogy az ADPKD esetében a PKDI (OMIM 601313) és a PKD2 (OMIM 173910)
recessziv modon is 6roklodhet, homozigbta vagy dsszetett heterozigdta formdban és ilyenkor ezek
a betegek sokkal inkdbb ARPKD fenotipusnak megfelel6 klinikai képet mutatnak (264). Az
ADPKD esetében a PKDI felel6s a betegek 85%-aért és 15%-aért a PKD2 (262). Domindns
esetben elképzelhet6 az, hogy az 6roklott mutdcié mellett akkor alakul ki a ciszta, ha szomatikus
mutdcié kovetkezik be a madsik allélen, ez a two-hit tedria (267). Sok esetben van csaladi

halmozddas, de ez nem mindig mutathatd ki, hasonléan a recessziv médokhoz, ha hypomorf
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inkomplett penetrancidval rendelkez6 allélekr6l van sz6 (268). Az ADPKD esetek 15-20%-4dban

de novo mutaci6 okozza a betegséget (264).

1.3.3.3. ARPKD

Az ARPKD (OMIM 236200) sokkal ritkdbb, de sokkal sulyosabb betegség, mint a domindns
forma. Az ARPKD tipikusan perinatalisan vagy gyermekkorban manifesztalodik, gyakran
végzetes kovetkezményekkel. A betegség érintheti a majat is, maj fibrosist okoz és nagy mértékben
megnagyobbodott vesékkel jar. Altaldban a gyjt6 csatorndkban alakulnak ki a cisztik. Az
ARPKD esetében a hypertensio a sziiletés utdni els6 hénapokban jelentkezik az dsszes betegnek
akar 80%-at is érintve (262). Az ARPKD kombinalt m4dj és vese transzplantaciot igényelhet
gyermekkorban (264).

A betegséget okoz6 génmutacié a PKHDI génben (OMIM 606702) van, amely gén a fibrocisztin
/polyductin nev{i fehérjét kddolja és ez a protein az elsddleges csilloban és a bazilis testben fordul
el6. A fibrocisztin részt vesz a sejt-sejt adhézidban és proliferdcié szabdlyozdsban is, illetve
lehetséges az, hogy egy membran kotott receptorként is funkcional (264, 269). A PKHDI gén
rendkiviil nagy méretii, ennek megfeleléen az atir6d6 mRNS is nagyon nagy. Sok kiilonb6z6
transzkript ismert (269), melyek koziil a legnagyobb egy 4074 aminosavas fehérjét kodol, ami egy
transzmembran doménnel, valamint egy rendkiviil hosszu extracellularis N- terminalis doménnel

és egy nagyon rovid C-termindlis citoplazmatikus doménnel rendelkezik (263) (7. abra).
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7. abra. A fibroystin/polyductin fehérje. Az ismert domén szerkezeti homoldgok szines alakzatokkal jelolve (TIG,
TIG-szerli domének piros hatszoggel, TMEM?2 homol6g kék ovalissal, DKFZ homoldg z6ld hatszoggel).
Citoplazmamembran: vildgos z6ld. Forrds: Balogh et al. Molekularis diagnosztika,
https://regi.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop425/0011_1A_Molelkularis_diagnoszitka_hu_book/adatok.html

C-terminusan talalhat6 a csill6 membran targetalé motivum (270). A fibrocisztin proteolitikusan
hasithatd, igy a citoplazmatikus farok a sejtmagba transzlokdlodik és kiilonboz6, a cisztdk
kialakuldsét segitd (271) cél gének expresszidjat befolyasolja (263).

Az ARPKD incidencidja az amerikai adatok szerint 1:26.500 élve sziiletésre, ami 1:70 es hordoz6
frekvencidt jelent (272), el6fordulhat azonban, mint oly sok mds recessziv megbetegedés esetén,
hogy izolalt populacié esetén sokkal magasabb prevalencia alakulhat ki. Erre példa Finnorszag,
ahol 1:8000 incidenciardl szamoltak be (273). Az ARPKD pontos incidencidjanak megbecslése
nehéz, hiszen a kiilonb6z6 kohorszok esetében kiilonbozéek a beteg bevalasztdsi kritériumok €s
nagyon sokszor el6fordul az, hogy a perinatdlisan elveszitett definitiv diagnézis nélkiili jsziilottek
esetében nem torténik muticié analizis (264). Ez utobbi emlitése azért fontos, mert a sajit
adatainkban is vannak indirekt diagnézisra vonatkozé eredmények (ldsd a megfelel6 fejezetben

lentebb).
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7 2z

A mortalitas legfontosabb oka tjsziilott korban a tiido allapota, az ARPKD 30-40%-o0s mortalitasa
a tiid6 hypoplasiara vezethet vissza (274, 275). Akkor azonban, ha a gyermek a perinatdlis
periddust tuléli, a betegség hosszutavu progndzisa lényegesen jobb, az 1 éves tulélés 85%-os, mig
a 10 éves tulélés 82%-os (274-277). Az ARPKD esetében is egy genetikailag kordbban
homogénnek gondolt betegségrdl van sz, amely a PKHDI génben torténd recessziv mutdciok
kovetkeztében alakul ki, de vannak mar egyéb mds olyan ujonnan identifikalt gének, mint pl. a
DZIPIL, amely okozhatja a betegséget (260). A PKHDI gén altal okozott ARPKD esetében
genotipus-fenotipus korrelaciét rendkiviil nehéz feldllitani. Ez nem csak amiatt van, mert
egyszerre tobb mutdcid is lehet ugyanazon a génen, s6t ugyanazon az allélen is, amely okozhatja
a fehérje funkcid csokkenését vagy teljes funkcidvesztését, de nagyon sok Osszetett heterozigéta
genotipus is megfigyelhetd. Ezekben az esetekben a két kiilonb6z6 mutédns allél hatdsa nehezen
vizsgélhato, de éltaldban a hypomort allél determinalja a fenotipust, hiszen a funkcidveszt6 allél
jelenléte egyértelmiien silyos kovetkezményekkel jar. Azokban az esetekben, ha két trunkald
mutécié van jelen, akkor a betegség igen sulyos, altaldban halalos (263). Az aminosav cserékkel
jaré mutdciok esetében el6fordulhat a trunkdlé muticioknak megfeleld silyossdgi fenotipus és
el6fordulhat enyhébb fenotipus is (264). Nagy fenotipusbeli kiilonbség lehet csalddon beliil
ugyanazon mutaciés kombinacié esetén is, ami arra utal, hogy mds genetikai vagy kornyezeti
tényezOk is részt vehetnek a fenotipus meghatdrozasaban (277). A PKHDI annak példaja, hogy
nem az adott mutdciora, hanem az adott mutdcid tipusra probalunk meg felallitani genotipus-

fenotipus korrelaciot (278).

1334. A Kklinikai laboratériumi genetika szerepe az policisztas vesebetegségek

diagnosztikajaban

Az interdiszciplinaris kollaboracié a gyermekgydgyaszok, nefrolégusok, klinikai genetikusok €s
klinikai laboratériumi genetikusok kozott elengedhetetlen. Mint minden ritka betegség esetén, a
genetikai tesztelés rendkiviil fontos a diagnosztikus odiisszeia roviditésében, a sziikségtelen egyéb
diagnosztikai tesztelések, pl. biopsziak elkeriilésében. A definitiv diagndzis feldllitasa 1élektanilag
nagyon fontos a csalddoknak, a diagnézisnak lehet szerepe a vdrhatd extrarendlis tiinetek
meghatarozasaban, a komplikaciok elorejelzésében. A predikcidban is, a betegség lefolyasanak a
becslésében és az ismétlodési kockdzat meghatdrozasdban is elsédleges fontossdgi a klinikai

laboratériumi genetika szerepe (264).
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A legtijabb adatok szerint a teljes exom szekvendlds mddszertandnak széleskor( elterjedése segiti
a nagymértékben 4tfeds fenotipussal rendelkezé ciliopathidk diagnézisat. Ugy tiinik, hogy révid
id6n beliil a teljes exom szekvendlds lesz ezen betegségeknek az els6dleges diagnosztikai eszkoze
(260, 279). A genetikai tesztelést a korai jelentkezés(i policisztds vesebetegségek esetében minden
csaladnak fel kell ajanlani (276). A preszimptomatikus diagndzis ebben az esetben a kockéazatnak
kitett csaladtagok esetében indokolt mind képalkoté eljardsokkal, mind pedig genetikai
teszteléssel.

Az ADPKD genetikai diagnosztikdja nem konnyd, hiszen a PKDI gént is érintd régidban egy
intrakromoszomalis duplikacié tortént az emberi evolucid sordn amely 6 pszeudogént
eredményezett, tobb mint 99%-os szekvencia homoldgidval a PKD1-el (263). Ebbol kdvetkezben
a teljes exom szekvendlds nem minden esetben megfelel6 a PKDI analizis sordn (263). Azonban,
ha a teszt fejlesztése ennek figyelembevételével torténik, akkor az j generacidés DNS szekvenalasi
technikak kivdléan hasznalhatéak az ADPKD diagnosztikara, legyen az hibridizacios konyvtar
készitéssel kialakitott technologidk vagy fejlett informatikai eszkozok, vagy akar teljes genom
szekvendlds (280-282).

Az ARPKD fenotipusosan rendkiviil varidbilis, jelei mar in utero lathatok. Sziiletéskor és
gyermekkorban is éltaldnos a mindkét oldalon megnagyobbodott echogén vesék jelenléte. Az
ARPKD-ben a legsilyosabb esetekben megfigyelhetd a Potter szekvencia. Az ARPKD diagnézisa
sordn fontos a szindromas ciliopathiak kizardsa. A betegség diagnosztikdjaban a molekularis
genetikai tesztelés az arany standard a fenokopidk miatt (283). Hagyoméanyosan a PKHDI gén
tesztelése Sanger szekvenalassal tortént (284), de ennek szerepét ma mar atveszi az uj generacios
szekvenalds. Napjainkban a panel tesztelés vagy az exom szekvenalds a legfontosabb (281). Fontos
megemliteni azt, hogy CNV analizisekre is fel kell késziteni a genetikai tesztet (263). A mutéciok,
amelyek a rendkiviil nagy, 67 exont tartalmazé (470 kb) (269) génben barhol lehetnek, a
fibrocisztin/polyductin teljes hosszat érinthetik, ez arra utal, hogy a leghosszabb, 4074 aminosavat
kodolo transzkript is sziikséges a megfelel6 fibrocisztin funkci6 ellatdsahoz (264). A genetikai
tesztelés a csaladok 95%-ban legaldbb egy mutaciot talal (264), de el6fordulhat, hogy csendes
exoni mutdciok vagy olyan nem vizsgdlt introni szekvencia varidnsok is okozhatnak
funkcidvesztést akdr a splicing sériilése sordn, amelyek splice eldsegitd (enhancer) vagy csendesitd
(silencer) helyeket jelentenek. Ezekben az esetekben mRNS vizsgélatok lennének az idealisak
annak eldontésére, hogy az adott eltérés patogén vagy nem (285), illetve mutacidk lehetnek olyan
szabdalyoz6 elemekben is amelyeket nagyon nehéz kimutatni és kiilondsen nehéz bizonyitani a

patogenitast, valamint a PKHDI génben el6fordulhatnak nagy genomikai atrendezddések is.
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Bizonyos muticidk gyakrabban el6fordulnak minden populdciéban mint mésok, pl. a p.Thr36Met
misszensz mutacid, amely az eurdpai betegpopuldcid 10-15%-ban kimutathaté (278, 286).
Természetesen a PKHDI mutacid hordoz6 sziil6k esetében, akiknél a csaladban volt mar beteg
gyermek, a prenatalis diagnosztika nagyon fontos. Ez csak klinikai laboratériumi genetikai
teszteléssel valdsithato meg és elsGsorban akkor, ha az érintett gyermek genetikai stdtusza
tisztdzott (263). A prenatdlis diagnosztikai lehet6ségek kiboviilése varhaté még a non-invaziv

prenatalis tesztelés fejlédésével (287).

1.3.3.5. Differencial diagnosztika: fenokoépiak

A nephronophthisis is a ciliopathia csoportba tartozik, tobb mint 20 kéroki gént identifikéltak mar.
Ezek az evoluci6 sordan nagy konzervativizmust mutaté nefrocisztinek (262). A betegség infantilis,
juvenilis és adolescens formaban jelentkezhet, az infantilis 1 éves korig, a juvenilis 13 éves korig,
mig az adolescens 19 éves korig manifesztalodik. A juvenilis froma a leggyakoribb (262), mely
esetében az NPHPI a kéroki tényezd, ez a betegség az Osszes nephronophthisis 20-40%-aért
felels (262). A genetikai tesztelés elsddleges fontossdgl a nephronophthisis esetén is, bizonyos
kozlések az uj generacidos DNS szekvenalast a gold standard, sét, a teljes exom szekvenalast
jobbnak {télik, mint a gén paneleket (288, 289). A differencidl diagndzis soran a nephronophthisis
esetében a korai jelentkezésti ADPKD illetve az ARPKD veend§ elsésorban figyelembe. Ezekben
az esetekben a vese ultrahang vagy egyéb képalkoto eljarasok segithetnek, de mindenképpen a
genetikai vizsgalat az, ami definitiv diagnoézist jelent (288). Bergmann 2015-ben vazolta a
fenokopidk lehetdségét. A PKD fenokdpidk a HNF 1B, illetve bizonyos nephronophtisis tipusok is
lehetnek (283). Természetesen ez forditva is igaz, azaz hogy mds génekben bekovetkezé mutécio,
legyen az HNF'IB vagy az ADPKD-t okoz6 és mas ciliopétidkat okoz6 gén mutdciok az ARPKD-
hez hasonlé fenotipusos tiineteket eredményezhetnek (264). A MODY-t okoz6 HNFI1B-hoz
kapcsolhato betegség is vese cisztakkal jelentkezik (290), igen gyakran megeldzve a diabetest. Az
oroklodésmenet autoszomdlis domindns rendkiviil nagy varidbilitdsi penetrancidval és
expresszivitassal és gyakori a de novo mutdcidk kialakulasa (264) (112). Az esetek fele nagy
delécidt hordoz, ami megint felhivja a figyelmet arra, hogy a genetikai tesztelésnél a teszt
megfeleld analitikai képességére oda kell figyelni. Hasonl6an az ARPKD-hoz is, a HNFIf}
érintettség, de a nephronophthisis esetén is lehetséges Potter szekvencia vagy ARPKD-szer(ien
megnagyobbodott vese (264). A kiilonboz6 formdk kozti kiilonbségtétel kritikus a genetikai

tandcsadas a reproduktiv tervezés szempontjabol és a betegség kildtasai szempontjabol is.
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1.3.3.6. Vizsgalataink ARPKD-ben

Vizsgalataink, melyeket az ARPKD teriiletén végeztiink, tiz éves multra tekintenek vissza €s életre
hivojuk egy sziilész-n6gyogydszi klinikai genetikusi kezdeményezés volt. Dr. Torok Olga
motivacidja az volt, hogy végre lehessen érdemleges valaszt adni az érintett gyermekiiket mar
elvesztd csalddoknak az ismétl6dési kockdzatrdl, a prenatdlis diagnosztika bevezetésével. A
munka ez esetben igencsak sziszifuszi volt, a gén hatalmas mérete, a hazai molekularis genetikai
diagnosztikai lehetdségek teljes hidnya, a nagy klinikai igény miatt. Az ebbdl az igen széleskor(
kollaboraciés munkabdl sziiletett publikdci6 megmutatja a genetikai tesztelés évtizedes
evolucidjat, a Sanger szekvenalastdl az Uj generacids szekvenalasig, beleértve a gén paneleket és

az exom szekvenalast is és adalékkal szolgal at ARPKD fenokopidit illetden is (291).

1.3.4. A Marfan szindroma

1.3.4.1. A Marfan szindroma és betegségbesorolasa

Az mellkasi aorta 0roklott betegségeivel (heritable thoracic aortic disease, HTAD) tobb mint 30
gén hozhaté kapcsolatba (292). Az aorta disszekcidban szenvedd betegeknek 5%-a Marfan
szindrémds (293). A Marfan szindréma (OMIM 154700) az FBNI génben (OMIM 134797)
bekovetkezd mutdciék miatt alakul ki, az érintett fehérje a fibrillin-1, az extracelluldris matrix
fontos alkoté eleme, mely strukturdlis integritdst ad a kotoszovetnek és hozzdjarul az elasztikus
tulajdonsagainak kialakitasahoz is (294). A Marfan szindroma kardiovaszkuldris szovodményei az
aortagyOk aneurysma disszekcid és a mitralis billenty(i prolapszusa. A Marfan szindroma genetikai
diagnosztikdja nagy hatdssal van a betegség menedzsmentjére, mert a diagndzis megel6z6
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 (294). A Marfan szindrémds betegek 40-
54%-ban kimutathaté a mitrdlis billenytd prolapszusa (295), mely silyos esetben sziikségessé
teheti a sebészeti beavatkozdst. A nagyon gyakran mar gyermekkorban kimutathatd és fontos
diagnosztikai kritériumként szerepld mitralis és tricuspiddlis billentyli prolapszus hosszui tavi
klinikai kovetést igényel (296), évente echocardiogram ajanlott. A Marfan szindroma az
életmindséget nagymértékben rontja, beleértve a munkaképességet (faradtsagérzet), befolydsolja
a reproduktiv dontéshozatalt és az élettel vald elégedettséget (krénikus fajdalom) (297). A {6

mortalitasi ok a kardiovaszkularis komplikéacié (298), a Marfan szindromas betegek 80%-anal
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alakul ki aorta komplikdcié (299). Szintén megfigyelhetd a hosszi csontok tulzott linedris
novekedése €s az iziiletek lazasaga (300). A Marfan szindromas betegek magasabbak az étlag
populdciondl. Megfigyelhetd az arachnodactilia és a scoliosis (300). Az ectopia lentis a Marfan
szindromds betegek felében fordul el6 (301). A 6 tiid6artéria tdgulata a Marfan szindromads
gyermekek 10%-ban mutathat6 ki és dltaldban stilyos kardiovaszkuldris szovodményekkel egyiitt
fordul el6 (302). Pneumothorax a betegek 5-10%-ban fordul el6 (303). A legsilyosabban érintett
betegeket mdr sziiletéskor diagnosztizaljak, 6k a neonatdlis Marfan szindromasok. Az infantilis
forma felismerése az elsd életévben torténik. A korai felismerés javithatja a menedzsmentet és a
genetikai tandcsadds sordn tdjékoztathatdk a sziilok az esetleges kimenetelekrdl. A sulyos édllapoti
Ujsziilottek esetén a mortalitds az els életévben elérheti a 15%-ot (304). A neonatdlis Marfan
szindroma stlyos mitrdlis és/vagy tricuspiddlis billentyl elégtelenséggel €és pulmondlis
emphysemaval jar (305).

A HTAD csoportba tartozik a mar kiilonallé szindroma néven illetett Loeys-Dietz szindroma,
amelyet el6szor a TGFBRI és TGFPR2 génekben bekovetkez6 muticiok miatt kialakuld
betegségként irtak le (306), majd harom masik, a TGFf dtvonalban résztvevd génrdl deriilt ki,
hogy mutécidjuk Loeys-Dietz szindromét okoz: TGFB2, TGFB3 és SMAD3 (307). A Loeys-Dietz
esetében hypertelorismus, craniosynostosis mds sziv- és érrendszeri rendellenességek is
el6fordulhatnak, és ami nagyon fontos kiilonbség, hogy nem csak az aortagyok vagy a felszallo
aortaban lehet aneurysma, hanem az aorta oldaldgakban €s a cerebralis erekben is. Gyakoribb az
allergia is, illetve a gyulladasos bélbetegség is gyakrabban el6fordul a Loeys-Dietz szindromaban
(307) viszont nincs ectopia lentis (308). Az dtfedd tiinetek a scoliosis, a mellkas deformitds, a
pectus excavatum és carinatum, a spontan légmell és a dura ectasia. A masik ilyen betegségcsoport
az Ehlers-Danlos szindréma, ami szintén kot6szoveti betegség, mind klinikailag, mind
genetikailag heterogén csoport, 1:5,000 és 1:25,000 kozé tehetd prevalencidju (309). Az Ehlers-
Danlos szindromas betegek 1/4-e aorta aneurysmdval rendelkezik (310). A HTAD csoport
betegségei esetében az elmilt idészakban a sebészeti technikdkban tapasztalhaté rendkiviili
fejlédés nagy sziiletéskor varhaté élettartam novekedésben mutatkozik meg: az eddigi 30 éves
sziiletéskor varhatd élettartam tobb, mint 70 éves korra nétt (305). Mig a HTAD a betegség
kovetkezménye fel6l keriilt meghatdrozasra, a gének szempontjabdl szdmos dtfedés van az 6roklott
kotoszoveti betegségek (hereditary connective tissue disorders (HCTD)) csoporttal, melybe tobb,
mint 200 betegség tartozik (308). Ezek a gének érinthetnek strukturdlis fehérjéket, enzimeket,
illetve a TGFf utvonalnak a tagjait. A f6 betegségek amelyek ide tartoznak a Marfan szindréma,

az Ehlers-Danlos szindréma és a Loeys-Dietz szindroma, ezek példak arra amelyeknek egymdssal
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komoly klinikai atfedésiik van, legyen kardiovaszkuldris, csontot érintd, craniofacidlis, szemészeti

vagy bor tiinetekrdl sz6 (308).

1.3.4.2. Pathomechanizmus

A mutaciok kettds hatasdak. Ha a fibrillin-1 nem funkciondl, annak nemcsak szerkezeti
kovetkezménye van, de a TGF-f szignalizdciés dtvonal tdlzott aktivitdsa is, és mindketts
hozzdjarul az egyébként meglehetdsen bonyolult pathogenezishez (305, 311). A struktuirdlis
szerepén kiviil tehat a fibrillin szerepet jatszik a 3 transzformal6 névekedési faktor (transforming
growth factor (3, TGF[) szignalizaciés utvonalban. A TGFf csaldd tagjai pre-pro-peptid
prekurzorként szintetizdlodnak, az un. latency associated peptide (LAP) és az érett TGFf-t
tartalmazva, de egyiittesen inaktiv formdban, a small latent complex-et (SLC) formalva. Ehhez a
komplexhez kapcsolédik a latent TGF-f3 binding protein (LTBP) és a kialakul6 large latent
complex (LLC) fog kotodni az extracelluldris matrixhoz az LTBP-n keresztiil. Az inaktiv TGF-f3
igy a mikrofibrillumokhoz kozel lokalizalédik és kapcsolatba keriil a fibrillinnel és ez az interakcio
érinti az aktivaciés allapotit (312). A diszfunkciondlis fibrillin megnoveli a TGFf
hozzaférhet6ségét (azaz proteolitikus aktivdlhatésdgat) és annak kocentricidja megnd az
extracelluldris matrixban. Ez a megnovekedett TGF[ szignalizicié fontos része a
pathomechanizmusnak (299). A TGFf} szupercsaldd ligandjai a TGF2 receptorhoz (TGFBR2)
kotédnek. Ez a TGFP1 receptor foszforilaciohoz vezet, amelynek a receptor-szabélyozott R-
SMAD-ok foszforilacigja lesz a kovetkezménye. A foszforildlt R-SMAD coSMAD-okhoz val6
kotodése dltal kialakult komplex transzlokalodik a magba €s transzkripcids faktorként szabdlyozza
bizonyos gének atirédasat (312). Végso soron ezek a torténések vezetnek a megnovekedett matrix
metalloproteindz expresszidhoz és olyan citokinek megnovekedett expresszidjahoz, amelyek
szabdlyozzdk az aortdba torténd makrofag infiltraciét (313). Az aorta ruptirdval kapcsolatban 4llé
matrix metalloprotdzok az MMP2 és MMP9 (314). A komplex pathomechanizmushoz hozza
tarozik az is, hogy a TGFp reaktiv oxigén specieseknek akkumulaciéjit eredményezi, amelyek
szintén hozzajarulnak a rost degraddcidhoz (315). Osszességében ezek a mechanizmusok vezetnek

az aorta rupturahoz.
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1.3.4.3. A Ghent nozologia

A 2010-ben publikalt atdolgozott Ghent kritérium rendszer nagyon nagy mértékben hangsilyozza
a genetikai tesztelés fontossdgat a szemészeti és kardiovaszkuldris tiinetek mellett (296). A Ghent
nozoldgiat vizsgalataink sordn mi is hasznéltuk (8. dbra). A csaladi halmozddés hidnydban az aorta
gyok tagulat és az ectopia lentis onmagaban felallitja a Marfan szindroma diagndzisat, mig ha csak
egy ilyen manifesztacidja van, akkor a FBN1 mutacio jelenléte vagy a 7 = szisztémds pont €rték
az, ami sziikséges ahhoz, hogy a diagndzis feldlljon. Pozitiv csalddi anamnézis esetén ectopia
lentis, a 7= szisztémds pont érték vagy a kitdgult aorta elegendé a Marfan szindréma diagnézisdnak

felallitasahoz (296).

CSALADI ANAMNEZIS
Marfan szindromads elsé fokd rokon OJ igen ] nem [J nem ismert

Ectopia lentis ] igen ] nem

Z-pontszam kiszamitasahoz sziikséges adatok
Aortagyok (cm): Testmagassdg: Testsuly:

Szisztémas tiinetek pontozasa

Tiinet Erték Pozitivitas

Hiivelykujj- ES csukldtiinet 3

Hiivelykujj- VAGY csuklétiinet

Pectus carinatum

Pectus excavatum vagy mellkas aszimmetria

Labdeformitds (sarok valgus dlldsa)

Pes planus

Pneumothorax

Dura ectasia

Protrusio acetabuli

Csokkent felsé szegmens/alsé szegmens ES emelkedett
karfesztavolsdg/magassdg ardny stlyos scoliosis NELKUL

Scoliosis vagy thoracolumbalis kyphosis

Csokkent konyok extensio 1

Arckarakter (3/5 pozitiv)
Dolichocephalia
Malaris hypoplasia 1
Enophthalmus
Retrognathia
Lefelé ivelS szemrés

Stridk a béron 1

Myopia > 3 dioptria 1

Mitralis billentyd prolapsusa 1

DD D = N —| | —

U

Osszpontszam (maximum 20 pont, >7 pont=szisztémas érintettség)

P

8. dbra. A Ghent-nozoldgia kérdéiv.
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1.3.4.4. A Marfan szindroma genetikaja

A Marfan szindréma prevalencidja 1:5000 és 1:10.000 koz€ tehetd. A Marfan szindrémds betegek
75%-aban mutathaté ki csaladi halmozddas (érintett sziilo), 25% pedig de novo muticid
eredményeképpen alakul ki (311). Pozitiv pedigré esetén is tlinhet negativnak a csalddi anamnézis,
mert nem ismerték fel a betegséget, vagy mert kordn meghalt az a sziil8, aki a betegség éltal érintett
volt (316). Autoszomadlis domindns 6roklédésmenetet mutat, nagyon nagyon ritkdn el6fordulhat
homozigdta vagy dsszetett heterozigéta genotipus (317). A nagy méretli FBNI gén 230 kb-t foglal
magaba, 66 exont tartalmaz és eddig kb. 2400 kiilonb6z6 patogén mutdciot irtak le, amelyek a

teljes régidban el6fordulnak (311) (HGMD 2020.1, 9. 4bra).

@ nagy deléciék | B nagy inzerciék @ komplex zitr(;ndez6dések
o kis indelek _ 4% 0% 0%

1%

@Emisszensz

o kis

nonszensz inzerciok

splicing

kis deléciok
kis delécick
18%

O misszensz

mkis inzercidk 47%

mkis indelek

@nagy deléciok

splicing
12%
mnagy inzerciok
@ lfomplex” N nonszensz
atrendez6dések 12%

9. dbra. Patogén FBNI muticick (HGMD 2020.1).

A génben mutécids forré pont nincs. Régdta ismert az, hogy az els§ 16 exonban levd cisztein
reziduumot €rint6 misszensz mutacidk esetében nagyobb valdszinliséggel fordul eld az ectopia
lentis (305) és a 25-33-as exonig terjedd rész - ahol a cb-EGF domének vannak - kritikus régi6 a
stlyos neonatdlis Marfan szindrémadt illetGen. Az is valdszindi, hogy az aorta torténések kockazata
a trunkdl6 vagy haploinszufficiencidt eredményezd varidnsok esetén (nonszensz vagy splicing
helyet érint6 varidnsok) nagyobb valdsziniiséggel fordul el6 (318). Ugyan a penetrancia komplett,
de mivel rendkiviil nagy variabilitds van mind csaladok kozott, mind csaladon beliil ugyanazon

mutécio esetében is, igy a Marfan szindromas betegeket pusztan a genotipusuk alapjan nem lehet
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monitorozni, a genotipushoz nem lehet klinikai predikciot tarsitani. A mutdcidk 2/3-a misszensz
mutacié (319). Kis inzercidk, deléciok, duplikdciok 10-15%-ban felelések a betegségért,
tobbségiik korai lanctermindcidt okoz, mig mdasik 10-15% kiilonb6z6 splicing hibdt eredményez
az exon-intron hatdrokon levd invaridbilis dinukleotidok mutéciéja folytdn (319). El6fordulhat
nonszensz medialta mRNS lebontés is (320). A csirasejtes mozaicizmus igen ritka (316). A
betegség kialakuldsanak egyik formdja a domindns negativ hatds, ahol is az expresszalodo
abnormalis forma pathogenetikai szereppel bir, de ugyanigy a funkcidveszto allélek altal eldidézett

haploinszufficiencia is oka lehet a dominéns betegségnek (316).

1.3.4.5. Genetikai tesztelés

A genetikai tesztelés gén panelek formdjdban mind a szindromas, mind a nem szindroméas HTAD
formdk esetében hasznalhatd. Az egyediili kivétel ezek kozott éppen az FBNI gén analizis, amelyet
a Marfan szindréma gyanuja esetén hasznalunk és mig ebben az esetben az egyedi gén tesztelés
az elfogadott standard, minden mas esetben a panel tesztelés (294). A Marfan szindroma klinikai
laboratériumi genetikai tesztelési stratégia elsd 1épése a szekvencia analizis, amelyet a CNV
(delécid, duplikacid) analizis kovet abban az esetben, ha kis skél4ja varidns nem mutathato ki, bar
CNV maximum 5%-ban van jelen (316). Az FBNI szekvencia analizis Marfan szindréma esetén
90-93%-ban pozitiv (316). A patogén varidnsok tobb mint 90%-a egyedi (299). Lehetdség van

prenatalis és preimplanticids genetikai diagnosztikara is (316).

1.3.4.6. Terapia, menedzsment

A Marfan szindroma esetén a génterdpia nem egyszer(i feladat. Nagy kihivds a megfeleld vektor
rendszer kialakitasa, mely hatékony és hosszutdvi gén transzferre képes a vasculatira falaba
juttatva (299). A madsik probléma az a betegség domindns jellegébdl adédik. Nem feltétleniil
elegendd potolni a normal fehérjét akkor, ha dominans negativ hatas alakitotta ki a betegséget
(321). Terapias megkozelités lehet a domindns negativ hatds lekiizdésére a mutans fibrillin
expresszigjanak csokkentése (299). Mindazonaltal a preventiv sebészeti eljarasok génterdpia
hidnydban is nagy elérelépést jelentenek a legfontosabb komplikécio6 kivédése szempontjabol. A
terhesség menedzsment nagyon fontos, hiszen a Marfan szindrémds ndk esetében a terhesség alatt
3 mm-el n az aorta 4tméro (322) és az alap kockazathoz képest az aorta komplikacidknak veszélye

Otszorosésre novekszik meg, az aorta disszekcié kockdzata 10%-ra n6 abban az esetben, ha az
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aorta dtmér§je meghaladja a 4 cm-t (323). Marfan szindrémds terhes nok esetében az aorta

disszekcio kozvetleniil a sziilés utan nagyon nagy kockazatu (324).

1.3.4.7. Vizsgalataink Marfan szindromaban

Hasonl6an mads sulyos monogénes betegségekhez (pl. ARPKD), vizsgalatainkat a klinikai igény
hivta életre, hiszen mikor bedllitottuk a teszteket, hazdnkban nem volt lehetdség a rendkiviil
munkaigényes, Sanger DNS szekvenalasi alapu klinikai laboratoriumi genetikai diagnosztikara.
Késobb, az dj generdciés DNS szekvendldsi technoldgia implementdldsa sordn el6szor a
piroszekvendldst (Roche), kés6bb a szintézis alapu (Illumina) szekvendlast allitottuk be az FBNI
gén analizisére. A publikaci6 alapjaul szolgdl6 hazai beteg kohorsz 26 f6s volt, Debrecenen kiviil
az orszag tobb pontjarél (Miskolc, Budapest). Ugyan genetikai hattér felderitése egyedi hazai
esetben mar kertilt kozlésre (325), hasonl6 1étszamu kohorsz még nem (PubMed keresés 'Marfan'
és 'Hungary' kulcsszavakkal, 2020.04).

A Marfan szindréma, ellentétben a tobbi altalunk vizsgélt silyos monogénes betegséggel (pl. SLO,
CF, ARPKD), nem csak korai kezdetli betegség lehet, s6t, tiinetei dltaldban felnGttkorban
jelentkeznek. Ez mas, a diagnosztikai genetikai tesztelésen tuli perspektivdkat nytjt. A Marfan
szindroma (€s rokon betegségei) esetén lehet mérlegelni a prediktiv/preszimptomatikus genetikai
tesztelést, és kiilonos jelentoséget kap a kaszkad vizsgdlat is (azaz a vér szerinti csalddtagok célzott
analizise). A Marfan szindroma azon betegségek csoportjaba tartozik, ahol az id6ben (akar a
tiinetek megjelenése el6tt) feldllitott genetikai diagndzis a megfeleld beavatkozési lehetdségek
(sziv ultrahang, aorta sebészet) birtokdban életmentd lehet. A prediktiv/preszimptomatikus
genetikai eredmény fontossagat timasztja ala az a tény is, hogy a Marfan szindréma (egyiitt Loeys-
Dietz szindromaval, mint HTAD betegségek) szerepel az ACMG (Americal College of Medical
Genetics and Genomics) olyan listdjan, amelyet az USA-ban minden, exom vagy genom
szekvenaldson atesett beteg esetében meg kell vizsgadlni, patogén mutaciok preszimptomatikus

keresése céljabol (326), fliggetleniil attol, hogy eredetileg milyen célbdl tortént a szekvenalas.
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1.4. Multifaktorialis betegségek vizsgalata

A multifaktorialis kérképek genetikai, laboratdriumi vizsgdlatai tobb évtizedes multra tekintenek
vissza, elég, ha a leggyakrabban végzett - ellentmonddsokt6l nem mentes - genetikai tesztre, a
faktor V Leiden mutéaciéra gondolunk. A nagy populaciot érintd betegségek kialakulasanak
megakaddlyozdsa, a kezelési lehet6ségek genetikai alapon torténd alkalmazdsa és fejlesztése
szamos esetben bizonyitottdk helyiiket a medicindban. A multifaktoridlis korképek vizsgalata
soran eldfordulhat, hogy ki kell 1épni a genetikai modszertanbdl, és szélesebb korli metodologiat
kell alkalmazni. Munkam soran korabban mar vizsgéltam thrombosis genetikai hétterét (327-330)
szerteagaz0 modszertani megkozelitéssel, ezt a szemléletet probdltam alkalmazni a Gas6
vizsgélatok sordan. A komplex betegségek genetikai analizisét kiterjesztettiik két kifejezetten nagy

népegészségiigyi problémadra, az idéskori macula degeneréciora és férfi infertilitdsra is.

1.4.1. Multifaktorialis betegségek vizsgalata - a Gas6 és receptorai

A Gas6 fehérje az azonos nevii génnek a terméke, mely gén szérum megvonds koriilmények kozott
tartott fibroblastokban feliilszabalyozott expresszidji (331). A Gas6 multimodularis K-vitamin
fiiggd fehérje, rendkiviil nagy homol6gidt mutat a véralvadds szabélyzé fehérjéjével, a protein S-
sel. Expresszidja széleskorli, expresszdlédik az endothelidlis sejtekben a vasculdris
simaizomsejtekben és a csontvel6ben (331-333). A Gas6 hdrom kiilonboz6 receptor tirozin
kindznak (RTK) a ligandja, melyek az Tyro-3, Axl és MerTK (TAM csaldd). A receptor-ligand
kotéskor a receptor dimerizalodik, autofoszforilalddik az intracelluléris tirozin kindz doméneken
(334). A Gas6 szamos élettani folyamatban jatszik szerepet, beleértve a sejt migraciot (335, 336),
adhéziot (334, 337), a sejt novekedését €s tulélését (338-342). A Gas6 aktivitas y-karboxilaciot
igényel, tehat olyan Gla domént, amely y-karboxiglutaminsavakat tartalmaz (343).

A TAM csalad tagjai olyan egyes tipusu transzmembrdan receptor tirozin kinazok, melyek nagy
funkciondlis homoldgiat mutatnak mind onkogenitas, mind pedig apoptotikus sejtek eltavolitasa
€s a velesziiletett immunitas szabalyozasa szempontjabdl (344-346). Az Axl bona fide ligandja a
Gas6 (347, 348). Ligand és a receptor kozott a kotddés nagyon erds (349), két-harom
nagysagrenddel magasabb, mint a Gas6-Mertk €s a Gas6-Tyro3. A Tyro3 inkéabb a protein S-hez
mutat nagyobb affinitdst, a Mertk pedig mindkettd irdnydba alacsonyabbat (350, 351). A Tyro3 és
a Mertk a foszfatidil-szerin pozitiv apoptotikus sejtek jelenlétében aktivalodik, ezért elképzelhetd,

hogy foszfatidil-szerin szenzorként miikodnek az apoptotikus és tumor sejtek mikrokornyezetében
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(352). A knock out egér modellekben nem kell6en hatékony az apoptotikus sejtek eltdvolitdsa, a
harmas receptor knock-out stlyos kovetkezményekkel jar, SLE-szeri autoimmun betegség alakul
ki (353,354), illetve az RPE elhalasa vaksdghoz vezet (355). A Gas6 a sAxl-lel komplexben kering
(356). A Gas6 deficiencidja egérben preventiv a méj gyulladassal és fibrosissal szemben (357), de

a colitis-asszocidlt tumorgenezist az egér modellekben eldsegiti (358).

1.4.1.1. A Gas6 betegségekkel valé kapcsolata

A Gas6 szamos kiilonboz6 betegség etiologidjanak részese lehet, mint a rheumatoid arthritis (359),
nephrotoxikus nephritis (360) és eml6daganat (361). A Gas6-nek lehet szerepe az
inzulinrezisztencidban, a kettes tipust diabetesben és a gyulladasban is (362-364). A Gas6/TAM
szignalizdci6 fontos szerepet jatszik a szisztémds gyulladds kialakuldsdban kiilonb6z6 betegségek
esetén, mint pl. a stroke, az akut coronaria szindréma, az elhizds vagy a fert6zések (365, 366).
Szamos tumorban az Axl receptor tirozin kindz overexpressziot mutat (367), ami 0sszefliggésben
van a metasztazissal (368) és rossz prognézist jelent (369, 370). Az emelkedett Gas6 szint
kapcsolatba hozhat6 vénas thromboembolias betegségekkel (371), diabeteses nephropétidval (372)
és idiopathids ismétl6dd vetéléssel is (373). A Gas6 szint emelkedett lehet gyulladdsos
allapotokban, mint szepszisben (374), SLE-ben (375, 376). Kiilonosen érdekes a Gas6 egy introni
polimorfizmusa, a c.834+7G>A. A Gas6 c.834+7G>A SNP-nek a kettes tipusu diabetesben
betoltdtt potencialis pathogenetikai szerepét illetden azt talaltdk, hogy az AA genotipussal
rendelkez6kben magasabb Gas6 szintet és alacsonyabb HbA 1c¢ szintet lehetett detektalni, mint GG
genotipus esetén, valamint az AA genotipus ritkabban fordult el6 a kettes tipusu diabetesben
szenvedd betegekben Osszevetve az egészséges normdl gliikdz tolerancidt mutaté egyénekkel.

Végsd soron az AA genotipus kettes tipust diabetes-szel szembeni védd hatdsat mutattdk ki (363).

1.4.1.2. A Gasé6 és a véralvadas

Nincs konszenzus arra nézve, hogy melyik RTK expresszalodik a thrombocytan (377). A Gas6
knock-out egér normdlis fejlédést mutat, fenotipusos eltérésekkel nem rendelkezik (378), a
véralvadasi faktor szintek €s a véralvadasi idok a normal tartomanyban vannak, a thrombocytdik
morfoldgidja is normal (378). Spontdn vérzés vagy thrombosis nem figyelhet meg, viszont a Gas6
knock-out egér mind arterids mind vénds thrombosistdl védettnek bizonyult (378). A Gasb6 €s az

RTK (TAM) egy ugynevezett outside-in szignalizacids utvonalnak lehet része, azaz a Gas6-RTK
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ttvonal nem els6dleges aktivdtora a thrombocytdknak, hanem sokkal inkdbb a mds agonistak 4ltal
elinditott aktivacids folyamatot potencidlja (379, 380). Osszességében a jelenlegi ismeretek arra
utalnak, hogy a Gas6/TAM ttvonal gatlasa csokkenti az artérids és vénas thrombosist - legalabbis
az egerek esetében - és ez egy igéretes gydgyszerkutatasi iranyt jelenthet.

Posztdoktori munkamat 2001-2003 kozott a Lundi Egyetemen Malmoben végeztem, a véralvadas
genetikdjanak egyik legfontosabb felfedezését, az APC rezisztencidt felismerd Bjorn Dahlbick
laboratériumédban. A genetikai érdekl6désemnek megfeleléen egy olyan munkdba kezdhettem
bele, ami érintette mind az artérids, mind a vénas thrombosist. A munka a Gas6-re vonatkozott,
mert egy kordbbi megfigyelés, melyben Dahlbéck professzor is tirsszerz6 volt, azt mutatta ki,
hogy a Gas6 knock-out egér érdekes médon mind vénds, mind artérids thrombosis ellen védett
(lasd fentebb) (378). Feladatom az volt, hogy a Gas6 esetében a genetikai meghatarozottsagot
fehérjeszinten mérni képes kisérleti rendszer(eke)t fejlesszek ki. Hazatérve a Gas6 munkat
immadron ismét DNS szinten folytatva, jelolt gén analizissel egy eset-kontroll tanulmdny keretében
vizsgaltuk a Gas6 génben levd c.834+7G>A SNP esetleges hatdsat a nedves tipusd idoskori

macula degeneraciora nézve.

1.4.2. Multifaktorialis betegségek vizsgalata - idéskori macula degeneracié (age-related

macular degeneration, AMD)

Az AMD a retina kdz€psd, az éles latasért felelSs teriiletét, a maculat érinté komplex progressziv
betegség (381). Kialakuldsdhoz harom f6 tényezd jarul hozza. A kor el6rehaladtdval a kockazat
nd, jelentds a kornyezeti faktorok (dohdnyzds, oxidativ stressz), valamint a genetikai kockdzati
tényez6k szerepe (382, 383). A macula fundus megjelenése alapjan az AMD-t harom f6
kategéridra lehet osztani, melyek a korai, a koztes és a késoi dllapotok. A korai és koztes AMD
allapotokban tipikus a lipidekben €s fehérjékben gazdag depositumok, az ugynevezett drusenek
megjelenése. A korai és koztes AMD diagndzisa nagy kockdzatot jelent arra, hogy a betegség
tovabb fejlodik €s kialakul a kés6i AMD (384). A kés6i AMD vagy szdraz vagy nedves tipusu
lehet (10. abra). A szaraz tipus esetében ugynevezett geografiai atrophia mutathato ki, fotoreceptor
vesztés €s egy kifejezett retinalis pigment epithelium (RPE) atrophia figyelhet6 meg. A nedves
valtozat esetében - amit exudativnak vagy neovascularisnak is neveziink - neovascularizacid
a retinat. Amikor ezek az erek eltornek, a vér a retinaba jut €s ez latasvesztést eredményez (10.

abra). Ugyan a neovascularizaci6 az AMD esetek 15-20%-dban mutathaté ki, mégis sokkal
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sulyosabb forma, a latdsvesztésért nagyrészt ez felel. A betegség kovetkezménye a centralis 1atas
elvesztése. Az AMD a fejlett orszdgokban az id6skori vaksdg vezet6 oka (385), a 2020-as évben
mdr majdnem 200 milli6 embert érint a vildgon (386). A terdpids beavatkozdsi lehetdségek
korldtozottak, a leginkdbb kezelhet6 vdaltozat a kés6i exudativ forma, ahol a kezelés az
intravitredlis anti-vasculdris endothelidlis novekedési faktor (anti-VEGF) terapia (387). A szdraz
korai vagy kés6i AMD esetén jelenleg nincsen olyan kezelési méd, amely a korfolyamatot

megallitana vagy visszaforditana (388).

10. dbra. A széraz (bal oldal) és nedves (jobb oldal) tipusi AMD.
Forras: Balogh et al. Molekuldris diagnosztika,
https://regi.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop425/0011_1A_Molelkularis_diagnoszitka_hu_book/adatok.html

Addig amig 1997-ben egy genetikai prediszpondld gén volt ismert, 1998-ban ketts, addig 2015-
ben mir 34 olyan egymadstdl fiiggetlen I0kuszt ismertek fel a kiilonbozé tipusti genetikai
asszocidcids vizsgalatok sordn, amelyek az AMD kialakuldsdhoz vezethetnek (389). Az AMD
genetikai okainak feltdrdsdban 2005-ben tortént Oridsi elérelépés, amikor egymdstdl fiiggetleniil
tobb tanulmany igazolta a komplement faktor H (CFH) egy polimorfizmusanak az 6sszefiiggését
az AMD kialakuldsaval (390-392). A CFH a komplement ut egyik fontos szabdlyz6 fehérjéje. Egy
CFH kockazati allél altal jelentett populdcios jarulékos kockazat a korai AMD esetében 10%, mig
a kés6i esetében 53% (393). Ez a polimorfizmus az Y402H (a helyes, de nem elterjedt
nomenklatira szerint p.Tyr402His) a hetedik SCR (short consensus repeat) doménben foglal
helyet, amelyr6l ismert, hogy a heparin, gliik6zaminoglikdn és C-reaktiv protein (CRP) kotShelyét
tartalmazza (394, 395). A gyakori SNP-ken kiviil ritka mutaciok is 6sszefiigésbe hozhatok AMD-
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vel, az SCR 19-20-ban, illetve az SCR 1-4 kozott (396). A jelenleg €16 hipotézis (397) szerint a
MAC (membrane attack complex) kialakuldsa vezet a choroid endothelium kirosodaséhoz és
kovetkezményesen az RPE csokkent vérelldtdsahoz. Ez a csokkent vérellatds vezet hypoxidhoz és
az RPE illetve a fotoreceptorok karosoddsdhoz. Valdszin(, hogy a C5a faktor a mononukledris
fagocita odavonzashoz és a choroid neovaszkularizaciohoz is hozzdjarul, mig a C3a (398) és a
CFH (399) szerepet jatszik a szub-RPE depozit formdk kialakuldsdban és a choriokapilldris jellegii
MAC kialakuldsdban, és ez vezethet a choriokapillarisok kdrosoddsahoz, és a latdscsokkenéshez
(400). A csaladvizsgélatok alapjan azt talaltak, hogy az AMD betegek elsd foku rokonai kozott az
AMD 2 4-szer gyakoribb (401). Komplement-asszocialt gének polimorfizmusait szamos esetben
Osszefiiggésbe hoztadk AMD-vel: C2/CFB (402), C3 (403), C7 (404), CFI (405) és SERPING
(406). A velesziiletett immunitds rendkiviil fontos részét képezé komplement kaszkad rendszer
tobb, mint 30 fehérjét foglal magdba. A komplement kaszkdd aktivacidja végs6soron a MAC
(membrane attack complex) kialakuldsat jelenti, ez fogja a tamado sejtek lizisét elvégezni. A retina
sejtek megszintetizdljdk a sajat komplementjiiket (407). A kronikus intraocularis komplement
medidlta gyulladds a genetikailag érzékeny kockdzati tényez6vel rendelkezd egyénekben, akik
rdaddsul kornyezeti kockdzatnoveld mechanizmusoknak is ki vannak téve, mint példdul a
dohanyzds vagy az oxidativ stressz, egylitt okozza a progressziv retina valtozdsokat (408). A CFH
Y402H polimorfizmus esetén a minor allél tobbek kozott a CRP kotddést befolyésolja (409). A
minor allél-asszocidlt szabdlyozdsi defektus megemelkedett MAC depozicihoz és ebbdl
kovetkez6en az endotelidlis sejtek haldldhoz vezet, €s karositja a choriokapillarisokat, melyek a
sejtmaradvanyokat nem tudjak megfelelden elszallitani, igy ezek a salakanyagok akkumulalédnak
a drusenben (410). Vannak azonban mads, a komplement rendszertdl fiiggetlen gének is amelyek
szerepet jatszanak az AMD kialakulasdban, mint pl. az ARMS2/HTRAI 16kusz, amelyben a két
gén egymadssal rendkiviil szoros kapcsoltsdgban van (411, 412). Nemrégiben kimutattdk azt, hogy
valdszintileg inkdbb az ARMS?2 és nem a HTRA I amely az AMD kockazati tényezdjét jelenti (413),
de a funkciondlis hatds még mindig nem tisztazott. Mas AMD-vel kapcsolatba hozott gének érintik
az angiogenesist (TGFBRI, VEGFA), az extracelluléris kollagén matrixt (COLI0AI, COLSAI) és
a lipid metabolizmust (APOE, CETP, LIPC) (414-416). Végs6 soron tehét azok a gének, amelyek
az AMD-vel kapcsolatba hozhatéak 5 lényeges (sejt)élettani folyamathoz kapcsolhatok: (A)
gyulladés és immunvalasz, (B) lipid metabolizmus €s transzport, (C) angiogenezis, (D) sejt stressz
vélasz, (E) extracelluldris matrix és sejt adhézi6 (417). A lipid transzportban résztvevé ApoE jelen
van a retinaban is (418). Az ApoE 3 gyakori genetikai varidnsa (€2, €3, €4) két polimorfizmus

(rs429358 és rs7412) kombinicidja eredményeképpen 4ll el (419). Az €2 esetében cisztein van
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mind a 112-es mind a 158-as pozicidban, az €3 esetében cisztein a 112-es mig arginin a 158-as
helyen és €4, ahol arginin a 112-es és a 158-as helyen is. Osszesen igy 6 biallélikus genotipus
lehetséges, melyek koziil a €3/e3 a leggyakoribb, a tovabbiak pedig a €3/e4, €2/€3, ed4/e4, €2/e4 és
€2/e2 tipusok. A drusenek tartalmaznak ApoE fehérjét. Az utébbi években szaimos ApoE AMD
eset-kontroll vizsgalat tortént, beleértve metaanaliziseket is (420).

Fentiekbdl l4thatd, hogy az AMD, mely tipikus példdja a késén manifesztdlddé multifaktoridlis
betegségeknek, szamos genetikai komponenssel bir. Ennek megfeleléen minden olyan adat, ami a
genetikai diagnosztikdban felhaszndlhatd, legyen az a kezelés hatékonysdganak megbecsiilése, a
genetikai hattér feltarasa, beleértve a poligénes kockazat meghatarozasat, klinikai hasznossaggal
birhat. Ezirdnyu vizsgdlatainkat két publikdcioban foglaltuk Ossze (421, 422). Mindkét esetben
Jjelolt gén eset-kontroll tanulmény keretei kozott vizsgaltuk a potenciélis genetikai prediszponald
faktorok el6forduldsat érintett és kontroll populdcidkban. Célunk volt az esetleges magyar

populdcid-specifikus sajatossagok feltdrasan til a korabban masok altal nem vizsgdlt Gas6

......

1.4.3. Multifaktorialis betegségek vizsgalata - az infertilitas, mint multifaktorialis korkép

genetikai meghatarozottsaga

Az infertilitas valodi népegészségiigyi probléma, a gyermeket vallalni kivané parok 14%-at érinti
€s az esetek feléért a férfi oldal a felels (423). A férfi infertilitds multifaktoridlis korkép, melynek
heterogén fenotipusos megjelenései lehetnek. Négy etioldgiai kategoriat kiilonboztethetiink meg:
(1) a hipotalamusz-hipofizis tengely diszfunkcidi, (2) a spermatogenezis mennyiségi eltéréset, (3)
a spermatogenezis mindségi eltérései, (4) ductalis obstrukcid/diszfunkcié (424). Mind a négy
esetben szerepet jatszhatnak genetikai tényez6k. A nagy genetikai eltérések koziil megemlitendd
a kromoszomadk szambeli €s strukturalis eltérései, illetve az Y kromoszéma mikrodelécidk, melyek

15%-ban mutathat6 ki a sulyos férfi infertilitds esetek hatterében (423).

1.4.3.1. Az infertilitas monogénes formai

A monogénes okok sokkal szerteagazobbak, de rutin genetikai tesztelésiik sokkal korlatozottabb.
Monogénes okok lehetnek a congenitalis hypogonadotrop hypogonadismus (CHH), a vas deferens

hiany (CBAVD, congenital bilateral absence of vas deferens), az enyhe androgén inszenzitivitas

€s a monomorf terato/asthenozoospermia (423). Az esetek 40%-a idiopatids. A himivarsejtek
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fenotipusa alapjan 4 csoportot kiilonithetiink el: (1) azoospermia esetében az ejakulatumban
spermiumok nem taldlhatdk, (2) cryptozoosperima: <1 millié spermium/mL, (3) oligozoospermia:
<15 millié spermium/mL, (4) normozoospermia: >15 millié spermium/mL. Azoospermia esetében
35 olyan, a GnRH neuronok fejlodéséhez, migricidjdhoz vagy hatdsdhoz kapcsol6dd gént
ismeriink, amely a CHH-val kapcsolatba hozhat6 (424, 425). A CHH valtoz6 expresszivitasu €s
penetrancidju ritka betegség 1:8000 incidencidval (425). Megkésett pubertds, eunuch-szer( kiils,
ritka vagy hidnyz6 sz0rzet, gynecomastia, cryptochidismus, micropenis jellemzi, azonban néhany
esetben kizarolag a csokkent spermium termelés és az enyhe hypoandrogenismus az egyediili jelei,
ami kés6i diagndzishoz vezet (423). A spermatogenezis menniységi eltérései koziil a legjobban
ismert az androgén receptor gén (AR) (OMIM: 313700) defektusai. A mutdcidok kovetkezménye a
kering6 tesztoszteronnal szembeni rezisztencia és ez az androgén inszenzitivitds szindroma (AIS)
az a szexudlis nemi fejl6dési zavarok leggyakoribb oka. Tobb mint 1000 AR mutéci6 ismert (426).
Az Y kromoszéma olyan géneket tartalmaz, amelyek a here fejlodéséhez és funkcigjahoz
elengedhetetlenek, ilyenek pl. az AZF régidban levé gének illetve az SRY gén (OMIM:480000). A
részletesebb lentebb ismertetett AZF régiot deletdld Y kromoszoma mikrodelécidok a
spermatogenezis hibdjanak fontos okai (423). Tobb olyan gén, van ami kapcsolatba hozhat6 a
spermatogenezis mindségi eltéréseivel, de valdjadban rutinszerlien csak a globozoospermia gént
(DPYI9L2, OMIM 613893) szoktdk vizsgdlni. Mutdcioéi az infertilis férfiak 0,1%-at érintik, a
betegség rendkiviil ritka koralakd fejli acrosomamentes spermatozodval jar. Az obstrukcids
eredetli infertilitds leggyakoribb oka a CF, mely esetben az oki muticick CBAVD-t
eredményeznek. Ezek el6fordulhatnak izoldltan és cystds fibrosissal egyiitt, de az obstruktiv
azoospermids betegek 25%-aban CFTR gén mutaciok allnak (427), igy vizsgalatuk CBAVD
betegekben ajanlott (428). Fontos a genetikai tandcsadas illetve a reproduktiv tervezés
szempontjabol, hogy a CFTR gén mutaciok miatt kialakul6 CBAVD esetében a testicularis funkcio

nem érintett, igy az in vitro fertilizdcionak nincs akadalya.

1.4.3.2. Y kromoszoma mikrodeléciok és infertilitas

Az emberi Y kromoszoma méretében, szerkezetében és gén tartalmaban is nagyon kiilonbozik a
tobbi kromoszomatdl (429). A két pszeudoautosomdlis régidval (PARI1 és PAR2) kozrefogott
MSY (male-specific Y) régiobdl épiil fel, amely MSY régi6 a teljes Y kromoszoma 95%-ét foglalja
el (430). Az Y kromoszéman nagyon kevés, dsszesen 54 protein kddold gén van, mig a masik

nemi kromoszéman, az X kromoszémén 700 (430). Az Y kromoszomén levé géneknek fontos
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szerepiik van a spermatogenezisben. Ezek a gének alapvetd funkcidju fehérjéket kddolnak, legyen
az transzkripcionalis csendesités, ubikvitinacié vagy DNS repair rendszer. Az MSY région beliili
géneknek két f6 csoportja van, az egy kdpiaszdmban jelen levo €s a sokszoros kdpiaszdmban jelen
levé gének (430). Az egy kopiaszamban jelen levo géneknek van az X kromoszoman homolégjuk.
Ezek a gének els6sorban az AZFa és AZFb régidkban helyet foglal6 gének, pl.: USP9Y és DDX3Y
(AZFa régidban), EIFIAY, RPS4Y2, KDM5D (AZFb régiéban) (430), ezen gének egyiittes
delécidja a spermatogenezis elmaraddsdhoz vezet. Az AZF région kiviil fekvd gének szerepe is
felmeriil, mint a spermatogenezisben résztvevd gének és fehérjék. A sok kopiaszamban levé MSY
gének 5 fontos funkciét toltenek be, (1) kromatin médositds (2) transzkripcid, (3) splicing, (4)
transzlacid, (5) ubikvitinacid (430). Ide tartozik a DAZ az RBMY1, CDY, HSFY (430). Az MSY
géneknek akdr alapvetd, akdr finom moduldlé szerepiik van a spermatogenezisben, de még mindig
rendkiviil keveset tudunk a pontos bioldgiai funkcidjukrdl. Az 'Y kromoszémahoz kotott CNV-k 3
f6 csoportra oszthaték: (1) teljes vagy részleges AZF deléciok (AZFa, AZFb delécidk), (2)
részleges AZFc deléciok/duplikaciok, (3) TSPY array (430). A teljes AZF régio kiesését jelentd
Y kromoszéma mikrodeléciok a spermatogenezis elmaraddsdnak vezetd okai, és ezért a silyos
oligozoospermia/azoospermia esetén ennek a mikrodelécionak a vizsgélata a rutin genetikai
diagnosztika részét képezi (431). Ezek a deléciok tobb tucat génkodpia deletalodasat jelentik. A
leggyakoribb az AZFc régi6 delécidja, ez kb. 80%, ezt koveti az AZFa (0,5-4%), az AZFb (1-5%)
és az AZBbc (1-3%) (431). A hatas egyértelm, hiszen teljes AZF deléciét normozoospermias
férfiakban nem mutattak még ki (430). A delécidok meghatarozasanak klinikai klinikai jelentdsége
az,hogy a teljes AZFa deléci6 az az ugynevezett SCOS (Sertolli cell-only syndrome) mig az AZFb
teljes delécigja a spermatogenic arrest (SGA) jelenséget okozza, melyek azoospermidval jarnak,
mig aritka részleges AZFa és AZFb delécidk ersen csokkent, de 1étez6 spermium sejt termeléssel
jarnak. A teljes AZF delécio valtozatos tiinetekkel jar, lehet oligozoospermia, de azoospermia is.
A spermium extrakcié a teljes AZFa és AZFb delécidkban nem ajanlott, mig a AZFc delécio
esetében 50% esély van megfelel6 mindségli spermium sejtek kinyerésére (432, 433), igy
asszisztalt reprodukcids technoldgidval sajit bioldgiai sziilo lehet az oligo- vagy azoospermids
férfi. A deléciok legnagyobb része de novo. A sokszoros kopiaszamu génekben igen gazdag AZFc
régioban duplikéciok és delécié/duplikdcié kombindcid is lehet. Ezek klinikai jelent6sége nem
tisztdzott. Ami bizonyosan fontos részleges AZFc delécid, az az ugynevezett gr/gr (434). Ez a
delécid varidbilis fenotipussal jir, kovetkezménye lehet azoo- vagy normozoospermia is,
el6forduldsa azonban oligozoospermids férfiakban lényegesen magasabb (435, 436). A gr/gr

delécion tul két részleges AZFc delécid van, a b2/b3 és bl/b3. Mindkét delécié 12 génkopiat
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deletdl és dgy tlinik, hogy ezek nincsenek markdns hatdssal az férfi infertilitdsra (436, 437).
Osszességében ldthaté, hogy az Y kromoszémat érints, férfi infertilitdst eredményezd
mechanizmusok fontos egészségiigyi problémadt jelentenek, ezért ezek populacios szintli felmérése

els6dleges fontossagu az adott populdcidra nézve.

1.4.3.3. A mikroRNS-ek kapcsolata a férfi infertilitassal

A mikroRNS-ek olyan rovid, 20-23 nukleotidbdl all6 rendkiviil konzervalt (438, 439) egyszalu
nem kodolé RNS molekuldk, amelyek gén expresszid szabdlyozasban vesznek részt. Ez a
szabdalyozds poszt-transzkripciondlis szinten torténik meg, a cél mRNS-ek 3' le nem forditott
szakaszahoz torténd kotddéssel és a mRNS degradicidjanak vagy transzldcids represszidjanak
kovetkezményével. Lokalizacidjuk lehet fehérjét kodolé géneken beliili, illetve gének kozotti
régidban (440). Egy miRNS tobb 100 cél mRNS szabalyozasaban vehet részt, mig egy mRNS-nek
is tobb miRNS kotohelye lehet. Ennek megfeleléen a miRNS-ek szdmos élettani folyamatot
szabdlyoznak, legyen az proliferdcid, differencidciod, fejlodés, apoptosis. A fehérje kodold
génekhez hasonldéan a miRNS gének is mutatnak szovet specificitast. Ellentétben az mRNS-el a
miRNS-ek rendkiviil stabilak a kiilonbozd testfolyadékokban, miRNS-eket megtalaltdk a
spermiumokban, az onddban és a here szovetben is. TObb vizsgalat tortént a miRNS-ek férfi
infertilitdssal tortén6 kapcsolatanak feltarasara (441-444). A miRNS expresszids mintazatban valo
eltérést kapcsolatba hoztak a spermatogenezis hibdival (asthenozoospermia, oligozoospermiaval)

és feltételezik azt is, hogy a férfi infertilitds biomarkereiként is funkcionélhatnak (441, 445-448).
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2. CELKITUZESEK

1. Sulyos, az életmindséget nagyban befolydsold monogénes betegségek genetikai okainak
feltardsa, a személyre szabott kezelés illetve a reprodukcids dontéshozatal tdmogatisa egyedi
esetekben. Vizsgaltunk anyagcsere betegségeket (monogénes diabetes, hyperinsulinismus, C-
tipusi Niemann-Pick betegség), véralvadasi zavart (Fakor V deficiencia) illetve a

vazizomrendszer megbetegedését (Duchenne/Becker izomsorvadas).

2. Sulyos monogénes betegségek magyarorszdgi mutacid spektrumanak felmérése. A genotipus
alapu mutacio-specifikus kezelés alapjainak megteremtése, a prenatélis diagnosztikai lehetoségek
kialakitdsa. A vizsgalt betegségek a cystds fibrosis, a Smith-Lemli-Opitz szindréma, az
autoszomadlis recessziv polycystas vesebetegség €s a Marfan szindroma. A Smith-Lemli-Opitz
szindroma vizsgalatok kapcsan kiilonbozd gyodgyszerek koleszterin bioszintézisre kifejtett

hatasanak vizsgalata.

3. Multifaktoridlis betegségek populdcids szintli vizsgdlata, kiilonos tekintettel a thrombosissal
kapcsolatba hozhaté Gas6 mérési rendszerének kifejlesztésére, az idéskori macula degenericio
genetikai komponenseinek vizsgalatira €s a férfi infertilitds hatterében allo strukturalis €és

szabalyozasi genetikai tényez6k vizsgdlatara.

4. A klinikai laboratériumi genetikai diagnosztikai gyakorlatban haszndlt eljarasok fejlesztése,
optimalizdldsa és tesztelése. Piroszekvendldsi alapon m{ikodd dj generdcios DNS szekvendldsi
modszer analitikai paramétereinek vizsgalata. Az invaziv mintavétellel nyert magzati minta anyai

sejt kontaminaci6 diagnosztikai teszteket zavard hatasanak vizsgélata.
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3. BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Betegek

3.1.1. Faktor V deficiencia

A fit djsziilott sziiletéskor subduralis haematoma jelentkezett. K&€sdbb intramuscularis injekcidkat
kovetd stlyos haematomdk voltak megfigyelhetok.

A diagnozis elsd 1€pése soran mért PI, APTI nagyfokd megnyuldst mutatott. A PI 58,1 mdsodperc
volt (kontroll: 8,7-11,5 sec), az APTI pedig 198,8 masodperc (kontroll: 29,5-42,7). A plazmaban

mért alvadasi faktorok aktivitasa referencia tartoméanyon beliili volt, kivéve a FV esetében.

3.1.2. Niemann-Pick C

Az altalunk vizsgdlt férfi beteg egymadssal rokoni kapcsolatban nem 4ll6 egészséges sziilok
gyermekeként sziiletett. Perinatalis periddusa és gyermekkora emlitésre méltd esemény nélkiil
zajlott. Pszichomotoros fejlédése felndtt kordig megfeleld volt, habdr figyelemzavart és a
kornyezeti stimulusokra adott késleltetett reakciot mar Svoddskortdl megfigyeltek. 14 éves
kordban elkent beszéd és koordindcids problémdk miatt gyermek neurolégus vizsgélta. A sziil6k
gyakori elesésekrdl és egyenstlyvesztésrdl szamoltak be. Az agy MRI normdl mintdzatot mutatott.
Késobb dyslexia és dysgraphia alakult ki, de a 17 éves kordig a beteg a normdl tanrendben tanult
és megfeleld jegyeket szerzett. A gyermekpszicholdgus az intellektusdt normdlnak taldlta, a
szobeli képességeit az atlagosnak megfelelonek, a motoros képességeit pedig enyhén az étlag
alattiként irta le. A finom motoros képességek csokkenése gyorsuld iitemben indult meg. 17 éves
korban dysphagia alakult ki. A megismételt neuroldgiai vizsgélat, enyhe centrdlis facialis paresist
irt le, csokkent pharyngealis reflexeket, dysarthriat, dysphagiat, enyhe cerebelldris ataxiat, a kezek
dystonidjat és a lefelé nézéskor vertikalis tekintésbénulast. Neurodegenerativ betegség mertilt fel,

de az MRI nem mutatott abnormalitast (11. dbra A).
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11. dbra. 17 (A), 20,5 (B) és 23 (C) éves korban felvett axidlis sikd T2 silyozott MRI felvételek.
Dr. Berényi Ervin felvétele, forrds: http://dx.doi.org/10.1016/j.ejpn.2013.08.002.

A hasi ultrahang izolalt splenomegdliat irt le 440 mL-es térfogattal. Ez, egyiitt a vertikalis
tekintésbénuldssal és a folyamatosan visszafejlédé motoros képességekkel Niemann-Pick C irdnyt
kivizsgdlast tett sziikségessé. A csontveld biopszia CD68 pozitiv habos makrofdgokat irt le. A
filipin festés fibroblast mintabdl a Mayo Klinikdan (Rochester, MN) tortént, mely nem volt

konkluziv.

3.1.3. Duchenne/Becker muscularis dystrophia

A 6 honapos csecsemd a neuroldgiai vizsgdlat alapjan enyhe generalizdlt izomgyengeség,
hypotonia és megkésett motoros fejlédés jeleit mutatta. Tiinetek nem javultak, igy felmeriilt
neuromuscularis betegség gyanuja. Az elektromyografia myopathids jeleket irt le. A szérum
kreatin kindz (CK) aktivitasa egy éves kordban 1497 U/L volt, (referencia tartomany: 24-195 U/L),
igy dystrophinopathia/Duchenne izomsorvadas gyanuja meriilt fel. Genetikai analizise 14 honapos
kordban indult, csalddi halmozddés nem volt. A fizikai vizsgélatok késébbiekben fekvésbol vald
feliilés nehezitettségét irtak le, scapula alata-t, a fels6 végtagok csokkent izomtomegét és a vadli
enyhe hypertrophidjat. A CK szint progressziven emelked6 tendencidt mutatott (12. dbra). A beteg

klinikai menedzsmentje és a CK mérés a Jésa Andrds Megyei Koérhdzban tortént (Dr. Merd

Gabriella, Gyermekosztaly, Dr. Ajzner Eva Kozponti Laboratérium).
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12. dbra. A kreatin kindz (CK) aktivitds véltozdsa a beteg széruméban.
Referencia tartomany: 24—195 U/L. Dr. Ajzner Eva (J6sa Andrds Megyei Kérhdz) adatai.

3.1.4. Neonatalis diabetes mellitus

A vizsgdlt eset (449) egy olyan nébeteg, aki a KCNJI1 c.685G>A (p.Glu229Lys) muticival
rendelkezett és korabbi klinikai diagndzisa neonatélis diabetes volt. Ez 3 és 10 éves életkora kozott
tobbszor remisszidba keriilt, amikor is inzulinterapiat alkalmaztak. Genetikai diagndzisa 13 évesen
tortént meg, ekkor gliclazid (sulfonylurea) terdpidra keriilt. 16 évesen terhes lett és 11 hetes
terhesen keriilt a klinikéara, ekkor a HbA,. 8,2% volt. Az inzulinterdpia nem eredményezett
megfeleld gliik6z kontrollt (Gn. brittle diabetes), ami arra a dontésre sarkallta a Gaél Zsolt féorvos
altal iranyitott klinikai csoportot (J6sa Andrdas Megyei Korhaz, Nyiregyhédza), hogy gliclazid
kezelést vezessenek be a terhesség alatt is. Az eljards megkapta a korhéazi etikai bizottsag

engedélyét.

3.1.5. HNF4A-MODY

A vizsgalatok soran két beteget vizsgaltunk, édesanyat és lanyat. A 42 éves édesanya esetében 20
éves koraban gesztacios diabetest diagnosztizaltak, ekkor diéta indult, ami a vércukor szintet
megfeleld tartomdnyban tartotta. 26 éves kordban egy tiid6gyulladds kapcsan taldltak magas
vércukor értéket, ekkor inzulin terapidt inditottak. A beteg 16 éven keresztiil volt inzulin terapian
a genetikai vizsgélatok elvégzését megel6z6en. Lanya esetében 13 éves korban észlelték, hogy
folyadék igénye megnétt. Diabetest dllapitottak meg, amit kezdetben 2-es tipusinak véltek, ekkor

egy évig csak diétat tartott. Egy év utdn inzulin kezelést vezettek be. 6 éven keresztiil részesiilt
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inzulinterdpidban. A csaladfa felvétele sordn kideriilt, hogy a csaladban szamos diabeteses rokon

volt.

3.1.6. Hypoglycaemias hyperinsulinismus

A beteg, egy kisfiud, aki az édesanya els6, eseménytelen terhességébodl sziiletett 4050 gr (95-97
percentilis) sziiletési sullyal. Az egy perces Apgar score 9 volt, az 5 perces 10. Diszmorfoldgia
nem volt megfigyelhet6. Az édesanyédnak a terhesség alatt diabetese nem volt. Mivel az djsziilott
a gesztacids kordhoz képest nagy méretii volt, rutinszer(i vércukor monitorozds kezd6dott, és egy
oras életkorban hypoglycaemia keriilt detektdldsra, mely intravénds gliik6z infuzidval és
hydrocortisonnal kezeltek. A mellékvese elégtelenséget kizartak. 6 napos korban a vércukorszint
normalizdlddott és az ujsziilott semmilyen tovabbi gydgyszeres elldtast nem igényelt, melynek
megfeleléen tranziens hypoglycaemia diagnézist allitottak fel. Két honapos életkorban keriilt
kérhdzba az alsé és késdbb a felsé végtagoban jelentkezOk gyakori myoclonus miatt. A
hypoglycaemias epizédok sordn izzadt és sdpadt volt, a plazma gliik6z szint 1,1-1,9 mmol/L kozott
ingadozott. A hypoglycaemia sordn 1,6 mmol/L-es gliikdz szintnél a mért inzulin szint 16,65 mU/L
volt, mig a C-peptid szint 243 ng/mL-nek adddott. Diazoxid terdpiat kezdtek, amelyre nem
megfelelGen reagilt, tovdbbra is fenntart6 gliikéz infiiziéra volt sziikség. Igy a gliikéz szint 2,1-
2,3 mmol/L kozott volt tarthatd, az inzulin 4,5 mU/L, a C-peptid pedig 0,76 ng/mL volt (2.
tablazat).

Felvételkor 1. nap 2.nap Referencia tartomany
Gliik6z
1,6 2,1 5,6 3,6-6,0
(mmol/L)
Inzulin 2,6-24
16,65 446 ért ’ ) )
(mU/L) fiem mer (normoglycaemia esetén)
C-peptid 243 0,76 nem mért 04850
(ng/mL) (normoglycaemia esetén)
Kezelés }glu,k(.)% diazoxide | octreotide
inflizié

2. tablazat. Gliikdz, inzulin és C-peptid szint a kezelés korai id6szakaban.
Dr. Balogh Lidia (Semmelweis Egyetem) adatai
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Octreotid terdpia inditdsa utdn a gliikdz szint emelkedni kezdett, a subcutan octreotidot sikeresen
valtottdk ki lancreotiddal, amelyet minden negyedik hétben adtak a gyermeknek. A klinikai
vizsgélatok és a beteg menedzsmentje a Semmelweis Egyetem I. szamu Gyermekgydgyaszati

Klinikdjan torténtek, Dr. Balogh Lidia tandrné irdnyitdsa alatt.

3.1.7. Cystas fibrosis

A CF diagnézisat az elfogadott klinikai €s laboratoriumi kritériumok 4ltal allitottuk fel. A verejték
klorid mérés Wescor vagy Sanasol verejték analizdtorral (Sanasol, Magyarorszdg) konduktivitas
méréssel tortént. A betegség genetikai hatterét két tanulmdnyban vizsgaltuk. Az elsben (450) 40
beteget vizsgaltunk, atlag életkoruk 14,4 év volt (= SD: 8,7 év). A betegek Kelet-Magyarorszagrol
szarmaztak. A masodikban (451) 45 beteget (22 férfi és 23 nd) vizsgaltunk, 4tlag életkoruk 10,1
volt (= SD: 8,1 év). A mintagy(ijtés €s analizis 2010 és 2014 kozott tortént, a betegek klasszikus
CF fenotipussal rendelkeztek, és azokat vontuk be ebbe a tanulmanyba, ahol mindkét mutdciét
identifikaltuk. Ebben az esetben a beteg mintdk a CF klinikai ellat6helyeirdl érkeztek, els6sorban

a budapesti régiobol, Szegedrdl é€s Debrecenbdl.

3.1.8. Smith-Lemli-Opitz szindréma

1. Beteg

Az ujsziilott a 37. gesztdcids hétre (2510 gr) sziiletett csdszdrmetszéssel az édesanya elsd
terhességébdl. A terhesség sordn pre-eclampsidat €s diabetest diagnosztizéltak. Tiinetek:
generalizalt enyhe 0déma, generalizalt izom hypotonia, microcephalia, microphthalmia, rovid
szemrés, bal oldali cataracta, alacsonyan iil fiilek, hypoplasids nyelv, foginy hypertrophia, a jobb
oldalon komplett, bal oldalon részleges choana atresia, micrognathia, postaxialis polydactylia
minden végtagon, négy ujjredd, asszimetrikus nagyajkak, hidnyzé kisajkak, anus atresia, és
sacralis sinus pilonidalis. Az els6 életnapon 1€gzési elégtelenségben meghalt. Fontos megjegyezni,
hogy ezt kovetden az édesanydnak két terhessége volt, és mindkett6 spontan vetéléssel végzodott

a7.ésa l4. héten.
2. Beteg

Az édesanya 5. terhességéb0l, a 39. terhességi hétre sziiletett ujsziilottnél csaszarmetszéssel,

tobbszoros fejlddési rendellenességet észleltek. Az édesanydnak ezt megel6z6en hdrom spontdn

76



dc_1749 20

vetélése volt és egy egészséges Kkisldnya sziiletett. A perinatdlis asphyxia sziilést kovetden
ujraélesztést igényelt. A fejkorfogat 32,5 cm, a sziiletési hossz 46 cm €s a sziiletési suly 2810
gramm volt. Sziiletéskor generalizdlt izom hypotonia és bizonytalan genitalidk voltak
megfigyelhet6k (micropenis, hasadt scrotum, perineoscrotalis hypospadias, bilateral
cryptorchidismus). A citogenetikai vizsgalat 46,XY kariotipust igazolt. Microcephalia, kicsi orr és
széles lapos orrgyok volt megfigyelhetd, valamint elérenézé orrnyildsok, micrognathia, magasan
ivelt szdjpad lagyszdjpad hasadékkal és széles alveoldris szegélyek. A csontrendszert érintd
abnormalitasok érintették mindkét kezet és a jobb ldbat, postaxialis polydactilidaval €s kétoldali
részleges bort érintd syndactylidval és ebben az esetben is négyujjredd volt megfigyelhetd. Az
egyéb eltérések koziil emlitésre méltd a kétoldali cataracta, a corpus pineale cysta, az oldalkamra

tagulat és pylorus stenosis.

3. Beteg

A masodik beteg testvére, 6. terhességbdl sziiletett az édesanya 37. terhességi hetében
csaszarmetszéssel. Fejkorfogat 33,5 cm, testhossz, 46 cm, testsily 2700 gramm volt. Ugyan néla
a fenotipus rogzitése kevésbé volt részletes, mint a testvérénél, de a klinikai tiinetek miatt az SLO
szindroma hamar gyanuba keriilt. Tipikus craniofacidlis jellegzetességeket mutatott, mint a
micrognathia, magasan {velt szdjpad lagyszdjpad hasadékkal, kicsi orr széles orrgyokkel,
elérenézd orrnyildsok és ebben az esetben is bizonytalan genitdlidk voltak megfigyelhetdk,
postaxidlis polydactilia a jobb kézen, clinodactylia az 5. ujjon a bal kézen, kétoldali részleges bort
érintd 2-es 3-as ujj syndactilidja és majdnem teljes 4-5 ujj syndactilia a bal labon, itt is négyujjredd
volt megfigyelhetd, vesicoureterdlis reflux és kovetkezményes pyelectasia, izom hypotonia és

adrendlis hyperplasia.

4. Beteg

Ez a kislany a 35. terhességi héten sziiletett az édesanya elsé terhességébdl, sziiletési sily 2000
gramm, testhossz 36 cm, fejkorfogat 31 cm volt. Tobbszoros fejlédési rendellenességeket figyeltek
meg; arc dysmorphia (micrognathia, ldgyszajpad hasadék, szajpadhoz tapadt nyelv), postaxialis
polydactilia, részleges 2-3 és teljes 5-6 ujj syndactylia, vertebralis deformacio, atrioventricularis
septum defektus, nyitott ductus arteriosus, tricuspiddlis billenty( elégtelenség és a bal vese
agenézidja. A beteg 12 napos életkorban keringési elégtelenség miatt meghalt (az Ujraélesztés
eredménytelen volt). A postmortem vizsgdlat a tiid6 lobuldcidjanak hidnydt és hypoplasidt irta le,

hepatomegaliat, pneumoniat €s uterus bicornist igazolt.
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5. Beteg

A kisldny a 38. terhességi hétre sziiletett 3090 grammos testsullyal. Minor rendellenességeket
figyeltek meg: kétoldali 2-3-as ujj részleges syndactylidja, clinodactylia, a jobb kezén négyujjred?,
microcephalia, magasan {velt szajpad, uvula bifida, hosszu philtrum, alacsony széles orrgydk €s

enyhe hypertelorizmus volt megfigyelhetd.

6. Beteg

A kislany a 38. terhességi hétre sziiletett 2840 grammos testsullyal és 52 cm-es testhosszal,
fejkorfogat 32 cm volt. Alacsonyan iil6 fiilek, kemény szdjpad hasadék, postaxidlis polydactylia a
jobb kézen, bilateralis 2-3 ujj syndactylia, dongalab a bal oldalon, 11 borda a bal oldalon, jobb
kamra hypertrophia, tricuspiddlis billentyl elégtelenség, gastroesophagealis reflux, tapldldsi
nehézségek, dystopids vese és agyi atrophia. 1,5 éves kordban halt meg nagy val6szinliséggel

anesztéziat kisér adverz reakciok kovetkeztében.

7. Beteg

Az édesanya els6 terhességébdl sziiletett a 39. terhességi hétre csdszdrmetszéssel meconiummal
festenyzett magzatviz miatt. Az aldbbi eltérések voltak megfigyelhetok: microcephalia,
szajpadhasadék, retrognathia, alacsonyan iil6 fiilek, postaxidlis polydactylia, négyujjredd,
részleges 2-3. ujj syndactylia, micropenis, hypospadias, corpus callosum részleges dysgenezis,

atrioventikuldris szeptum defektus és taplalasi nehézségek.

8. Beteg

42. terhességi hétre sziiletett elsd terhességbdl 3160 grammal. Minor anomdlidk voltak
megfigyelhetéek: micrognathia, epichanthus, rovid szemrések, hypertelorismus, magasan {velt
szdjpad, gingiva hypertrophia, kétoldali négyujjredd, 2-3 ujj syndactilia, tdvol {il6 mellbimbdk,
hasadt scrotum, micropenis, flexibilis iziiletek és b6r. Szomatomentdlis fejlédése lassd volt. 8

hoénapos koraban halt meg tobbszervi elégtelenségben, amely szeptikus eredetii volt.

9. Beteg
A kislany 38. terhességi hétre sziiletett 2710 grammos testsullyal. Izom hypotonia, micrognathia,
epicanthus, széles orrgyok, elérenézé orrnyildsok, részleges 2-3 ujj syndactilia, négyujjredd, bifid

uvula jellemezte, valamint tdplalasi nehézségek és megnagyobbodott oldalkamrak.
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10. Beteg

A fiagyermek a 36. hétre sziiletett csaszarmetszéssel preeclampsia miatt. Esetében intrauterin
retardacid miatt amniocentézist és kromoszoma vizsgalatot végeztek 46,XY kariotipust igazolva.
A megfigyelt abnormalitisok a kovetkezok voltak: intersex genitdlidk, hypospadiasis,
hypertelorismus, alacsonyan iil6 fiilek, magasan ivelt szdjpad, postaxidlis polydactylia a jobb
oldalon, 2-3 ujj syndactylia, nyitott ductus arteriosus, enyhén megnagyobbodott jobb oldalkamra

€s sulyos Hirschsprung betegség.

11. Beteg

A lanygyermek a 38. hétre sziiletett, kordbban az édesanyanak harom spontan vetélése volt és egy
egészséges fiu gyermeket sziilt. Sziiletési suly 2350 gramm volt, postaxidlis polydactylia minden
végtagon, négyujjredd bal oldalon, hypertonids végtagok, rovid felkar és comb, mindkét oldalon
részleges 2-3 ujj syndactylia, magasan ivelt szdjpad, rovid nyak, tavol iil6 mellbimbok, intersex
genitalidk, kariotipus 46,XY, pylorus stenosis, biliary cirrhosis €és atrioventikularis
szeptumdefektus. A pylorotomia a taplalasi nehézséget nem oldotta meg. 3 honapos kordban

tobbszoros infekcidt kovetéen hunyt el.

12. Beteg

A fiigyermek a 35. terhességi hétre sziiletett diabetessel €s magas vérnyomdssal komplikalt
terhességbdl preeclampsia miatt csdszarmetszéssel. 1725 gramm volt a sziiletési silya, inguinalis
sérv a bal oldalon, kétoldali részleges 2-3 ujj syndactylia, hypospadias, hasadt scrotum és pitvari

szeptumdefektus kertilt leirdsra.

13. Beteg

Ennek a noébetegnek volt a legenyhébb fenotipusa az Osszes koziil. Klinikailag postaxidlis
polydactylia, 2-3. ujj syndactylia, pitvari szeptumdefektus, mentdlis retarddcid, scoliosis,
strabismus és nagyothallds. Vizsgdlatainkkor 18 éves volt. Volt egy idésebb névére aki 38.
terhességi hétre sziiletett acut asphyxias dllapotban 2500 grammos sziiletési sullyal, eredményesen
Ujraélesztették. A minor anomadlidk miatt és a velesziiletett szivfejlodési rendellenesség miatt
Turner szindréma lehetsége meriilt fel ndla, de a kromoszéma analizis normal kariotipust igazolt.
Silyos kardiovaszkuldris rendellenességek  voltak megfigyelhetéek: atrioventriculdris

szeptumdefektus, nyitott ductus arteriosus, részleges tiidovéna transzpozicid, hidnyzo
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tiid6lobuldcié és epehodlyag agenesia. Fejlodésben elmaradt a stlyos cardialis dekompenzacid

miatt. Egy honapos kordban meghalt (SLO szindroma irdnyu kivizsgalas esetében nem tortént).

3.1.9. ARPKD betegek

36, egymdssal rokoni kapcsolatban nem 4ll6 beteget vizsgaltunk, akik magyarorszdgi gyermek
nefroldgiai centrumokban keriiltek (Debreceni Egyetem, Semmelweis Egyetem, Szegedi
Tudoményegyetem, Josa Andras Megyei Korhaz, Nyiregyhaza) felvételre. A bekertilési
kritériumok az alabbiak voltak:

1. ultrahangos vizsgdlattal igazolt 2 cm-nél kisebb atmérdjli mikrocisztdkat tartalmazé
hiperreflektiv vesék.

2. A vese hossz legaldbb 1 oldalon 50 percentilisnél nagyobb.

3. A betegség oroklodésmenete autoszomalis recessziv oroklédésmenettel kompatibilis legyen.
4. Ne legyen hugyuti malformacio.

5. Ne legyen mas ciliopathidra utal6 extrarendlis vagy maj érintettség.

Egyetlen egy csaldd esetében sem volt ismert rokon hdzassdg. A betegek és/vagy a sziil6k

beleegyezésiiket adtdk a vizsgélathoz.

3.1.10. ARPKD obligat heterozigotak

Hat hazaspar genetikai vizsgdlatdra is sor keriilt. Ezekben az esetekben vagy terhesség terminacio,
vagy ARPKD okozta perinatdlis haldlozds volt a vizsgdlat indikdciéja, azonban az érintett betegtdl
mintaanyag nem 4llt rendelkezésre, igy indirekt médon, a sziil6k vizsgdlatdval probaltuk a

genetikai diagndzist feldllitani. A nem publikalt vizsgélati adatokat az 3. tdblazat tartalmazza.

Sziil6k (érintett terhesség) | Eletkor (gesztécios hét) |  Terhesség terminacié Ultrahang jelek
Cl (1) 21 + 0o,V
Ujsziilott -, perinatdlis haldlozds
€20 29 -, perinatélis haldlozés M
C3 (1) nincs adat + nincs adat
C4 (1) 34 -, perinatélis haldlozds O,V,HTH
C5 (1) 26 -, perinatdlis haldlozés O,V,HTH
30 -, perinatdlis haldlozds
21 +
C6 (4 0O, V,HTH
@ 22 +
21 +

3. tdblazat. Az indirekt PKHDI mutéci6 analizisben részt vevo obligat heterozigétak. Roviditések: O:
oligohydramnion, V: megnagyobbodott vesék, HTH: a hélyag t6ltédés hidnya. Nem publikalt adat.
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3.1.11. Marfan szindroma

Vizsgalataink soran 26 beteg adatait dolgoztuk fel. A klinikai diagndzis minden esetben Marfan
szindroma gyanuja vagy valamilyen ezzel rokon kotdszoveti betegség volt. A diagnosztikai
vizsgalatok az érvényben levd nemzeti szabalyozdsnak megfelelGen torténtek, minden beteg (vagy
gondviselgjiik) irasos beleegyezésével. A klinikai diagndzist klinikai genetikus, gyermekgyogyasz
vagy belgydgyasz éllitotta fel a médositott Ghent nozoldgia alapjan (296). A betegek atlag életkora
19 év volt (tartomany: 0,1-52 év), 17 beteg esetében alacsonyabb, mint 20 év és két beteg esetében

alacsonyabb, mint 1 éves életkor.

3.1.12. Betegek és referencia populacio a Gasé6 ELISA tesztelésére

94 egészséges, antikoaguldldsban nem részesiild Onkéntes kérhdzi dolgozd vérébdl nyertiink
plazma mintat (57 nd és 37 férfi). 9 térfogat vért vettiink 0,129 mol/L citratot tartalmazé BD
Vacutainer csdbe, 1500 g-n 15 perces centrifugéldst kovetden, amely szobahén tortént a plazmat
eltavolitottuk és -20 fokon taroltuk. A csovek Osszehasonlitdsa érdekében a 0,129 mol/L citratos,
K;-EDTA-s, szérum és litium-heparin BD Vacutainer csoveket hasznaltunk. A warfarin hatasdnak
megitélésére a plazma Gas6 szintek meghatdrozdsdhoz 96 mintat warfarin terapidban résztvevo
egyéntdl nyertiink (46 férfi és 50 n6). Az INR értékei ezeknek a betegeknek 2,0 és 4,5 kozott
voltak. Mivel ez a része a vizsgdlatnak anonim moddon zajlott, a klinikai adatok nem 4&lltak

rendelkezésiinkre, kivéve az INR érték, a kor és a nem paraméterek.

3.1.13. Id6skori macula degeneracio

E targyban két epidemioldgiai munkdt végeztiink. Az els6ben 105 AMD beteg és 95 rokoni
kapcsolatban nem 4all6 etnikailag ugyanolyan csoportba tartozé egészséges kontroll kelet-
magyarorszagi populéaciot vizsgaltunk eset-kontroll tanulmany kereti kozott (421). A kontrollok
minor refraktiv betegségekkel (myopia vagy hypermetropia < 3,0 D) vagy presbyopidval
rendelkeztek. A szemészeti vizsgélatokat a kutatdcsoport szemész szakorvosai végezték. A
betegekrdl és a kontrollokrdl szines fundus fotogréfia késziilt. Az exudativ AMD vizsgélatira
fluorescein angiografiat hasznaltunk, a stlyossdg meghatarozdsa az AREDS grading system és az
International Classification System (452, 453) alapjan tortént. A statisztikai analizisre a betegeket

két f6 csoportba osztottuk, a sulyosabban érintettek esetében a késoi, illetve a korai AMD-s
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csoportokba. A geografiai atréfia vagy exudativ jelekkel rendelkezd sulyos vizudlis defektussal
rendelkez6 betegeket mindsitettiik késéi AMD-nek, mig korainak azokat mindsitettiik, akiknél
nem voltak ezek a jelek, de legalabb egy drusen > 125 um volt vagy kozepes drusenek 0sszesen
nagyobb, mint 125um volt.

A tanulmanyt az intézményi Regiondlis Kutatasetikai Bizottsdg jovahagydsaval végeztiik.
Kérdobivet toltettiink ki minden tanulmédnyban résztvevdvel, az ismert vagy gyanitott nem genetikai
kornyezeti kockdzati tényez6kre vonatkozdéan (dohdnyzds, kék fény expozicié, AMI, ischemids
szivbetegség, MVT). Azokat a betegeket mindsitettiik dohanyzonak, akik legalabb 10 cigarettat
szivtak tobb, mint 10 éven keresztiil naponta. A masodikban 213 beteget exudativ AMD-vel, 67
beteget szdraz AMD-vel és 106 egymadssal rokoni kapcsolatban nem 4ll6, etnikai hatterét tekintve
a betegekkel azonos egészséges kontrollt vizsgéltunk meg, mindannyian kelet-magyarorszagi
eredetliek voltak (422). A kérd6iv a kordbbi tanulmdnyhoz hasonldéan volt felépitve, a szemészeti
vizsgélat is hasonldan tortént és a statisztikai analizishez a betegeket két csoportba osztottuk,

hasonldan a korabbi analizishez.

3.1.14. Infertilitas hatterének vizsgalata

Az Y kromoszoéma mikrodeléciok vizsgalatdhoz bevalasztasi kritériumként a nem obstruktiv
azoospermiat vagy oligozoospermidt hatdroztuk meg (454). A betegcsoport 347 infertilis férfi
mintdjat tartalmazta, akik koziil 101 azoospermias (életkor: 24-39 év) és 246 oligozoospermias
(életkor: 22-41 év) volt. A kontroll csoport 111 normozoospermids egészséges férfi mintajat
tartalmazta. A kariotipizalds 46 XY kariotipust igazolt minden vizsgalt férfiban. A spermium
analizise a WHO ajdnlasok alapjan tortént (455), a spermium koncentracié az oligozoospermias
betegek kozt maximum 15x10%mL volt, minimum 32%-o0s progressziv motilitdssal (tartomdny:
35-80%) volt. A normozoospermids kontrollok esetében a spermium paraméterek koncentricio
tartomdnya 45-164 x 10°mL és a progressziv motilitds pedig 45%-87%-ig. A miRNS
analizisekhez 10 oligozoospermids egyéntdl, 10 asthenozoospermids egyént6l és 10 egészséges

kontrolltdl nyert minta anyagot dolgoztunk fel (456).
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3.2. DNS szint{i modszerek

A genomidlis DNS-t periférids vér leukocitdibdl izolaltuk QIAamp DNA Blood Mini Kittel
(Qiagen, Hilden, Németorszag). A DNS koncentraciét NanoDrop 2000 Spectrophotometerrel
mértiik (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MS).

A DNS szekvendldshoz a PCR termékeket ultrafilitracioval tisztitottuk (Microcon YM-100
Millipore) és a tisztitott PCR termékeket BigDye Terminator 3.1 Cycle Sequencing Kit (Life
Technologies) szekvenaltuk. A be nem épiilt nukleotidokat gél filtradcidval tavolitottuk el (DyeEx
Kit, Qiagen). A kapilléris elektroforézist ABI Prism 310 Genetic Analyzerrel végeztiik (Life

Technologies).

3.2.1. Mutacio analizis FV deficiencia esetén

A PCR reakcié sordn kordbban publikdlt primerekkel (457) és sajat tervezésli primerekkel
végeztik el a F5 gén vizsgdlatat. Fontos itt megjegyezni, hogy ma mdr szinte elképzelhetetlen
nehézségekbe iitkdzott a PCR primerek megtervezése, hiszen a vizsgélataink kivitelezésekor a F5
gén szekvencia sokkal kevésbé volt ismert, mint napjainkban. Ennek az lett a kovetkezménye,
hogy szamos exon esetében nem tudtunk olyan primereket tervezni, amelyek korrektiil mind a
ko6dold régidt, mind az exon-intron hatarokat tudtak volna analizalni, mint pl. 2-es exon esetében
az ismert szekvencia annyit tett lehet6vé, hogy pontosan az exon eleje eldtt érjen véget a forward
primer, aminek eredményeképpen az AG dinukleotidot (splicing akceptor hely) nem lehetett
vizsgélni, hiszen a primer elfedte azt, de hasonl6 problémakba litkoztiink a 21-es exon esetében,
ahol a reverse primer rendkiviil kozel volt az exon végéhez, a 22-es primer esetében ahol a forward
primer az exon elejéhez hasonldan a kordbbiakhoz és a 25-0s exon esetében is, ahol a forward
primer gyakorlatilag az exon el6tt kozvetleniil ért véget. Ez a diagnosztikai szenzitivitast
csokkentd probléma ma mér nem fordulhat el a teljes genom ismeretében, de akkor amikor ezt a
vizsgédlatot végeztiik, ezeknek a teszteknek, tesztrendszereknek a beallitdsa és kivitelezése
rendkiviil aprélékos optimalizaciés munkat kovetelt meg. A F5 gén Sanger szekvenalasdhoz

tervezett primer szekvencidkat az 15. dbra mutatja (Melléklet: primerszekvencidk fejezetben).
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3.2.2. Mutacio analizis NPC esetén

A genetikai vizsgéalat sordn az NPCI exonokat individudlisan amplifikaltuk és Sanger
szekvendldssal vizsgéltuk. (primer szekvencidk: 4. tablazat, Melléklet: primerszekvencidk

fejezetben).

3.2.3. Mutacié analizis Duchenne/Becker muscularis dystrophia esetén

3.2.3.1. Delécié/duplikacio analizis

A delécid/duplikécio analizisre MLPA mddszert hasznéltunk, a SALSA MLPA proba mixekkel a
P034 ¢és P035 kitekkel (MRC-Holland, Amsterdam, Hollandia). A kisérletek kivitelezése €s az
adatelemzés a gyartd leirata szerint tortént, a relativ csucsmagassagokat mintdk kozti és mintan
beliili normalizdciét kovetéen kontrollhoz viszonyitva analizdltuk. Duchenne izomsorvadds
vizsgélatakor a probdk abban az esetben tudnak behibridizalni a templdt DNS-hez, ha az jelen van,
tehdt egy hemizigéta delécié a proba hibridizacigjanak elmaraddsat ezdltal a jel hianyat

eredményezi.

3.2.3.2. A DMD gén 4-es exon Sanger DNS szekvenalasa

A szekvendldst a 4-es exonra tervezett primerekkel tortént PCR amplifikaciét kovetSen (458) 3.1
Cycle Sequencing kittel (Applied Biosystems, Foster City, CA) végeztiik a gyartoi utasitasoknak
megfeleléen. A mintdkat ABI PRISM 310 Genetic Analyzer miiszeren futtattuk meg és az

adatelemzés Sequencing Analysis Softwarerrel tortént (Applied Byosystems).

oz s

A DMD gén teljes kodolo régidjanak szekvenaldsa piroszekvendlds modszerével Ujgeneracids
DNS szekvenalassal tortént GS Junior rendszeren (Roche 454 Life Sciences, Branford, CT). A
felhasznalt diagnosztikai kit a Multiplicom DMD MASTR kitje volt (Multiplicom, Niel, Belgium).
A kit a teljes DMD ko6dol6 régiot négy multiplex PCR-rel 6sszesen 118 amplikon forméjaban
vizsgilja. Az adatelemzést a GS Amplicon Variant Analyzer software-rel (Roche 454 Life

Sciences) végeztiik.
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3.2.4. Mutacié analizis monogénes gliik6z metabolikus zavarok esetén

3.2.4.1.NDM, KCNJ11 analizis

A KCNJ11 gén egy exont tartalmaz. A k6dolo régié vizsgélata négy (részben atfedd) amplikon
Sanger szekvenaldsan alapult. A primerek szekvencidjat az 5. tablazat mutatja (Melléklet:

primerszekvenciak fejezetben).

3.24.2. HNF4A-MODY

Vizsgélatainkat PCR-t kdvetd Sanger szekvendldssal végeztiik. A 3 leggyakoribb MODY gént
vizsgiltuk (HNF1A, HNF4A és GCK). A PCR amplifikdcidhoz és Sanger szekvenalashoz

felhasznalt primerek szekvencidit a 6. tdblazat mutatja (Melléklet: primerszekvenciak fejezetben).

3.2.4.3. Hypoglycaemias hyperinsulinismus

A genetikai analizis uj generdcids szekvenalassal tortént a Multiplicom MODY MASTR Kitjével
amely az ABCCS8, GCK, HNFIA, HNF4A, HNF 1B, INS és KCNJ11 géneket tartalmazza. A kit 5
multiplex PCR reakcioban general 118 amplikont. Az amplifikdcid, tisztitasi lépések, DNS
szekvenalds soran kovettiik a gyartdi utasitasokat (Multiplicom, Roche). A szekvenalads a Roche
Junior késziiléken tortént. Az adatelemzést a GS Amplicon Variant Analyzer software-rel (Roche

454 Life Sciences) végeztiik. A detektalt mutacio jelenlétét Sanger szekvendldssal konfirmaltuk.

3.2.5. Anyai sejt kontaminacié szimulacids kisérletek

Az MCC szimul4cigjat genomialis DNS-sel végeztiik el ugy, hogy vad tipusu (un. magzati) DNS-
t heterozigéta (in. anyai) DNS-sel kevertiik 6ssze. Ezek 1%, 5%, 10%,20%, 30%, 40%-os ardnyu
keverékek voltak, amelyek végs6 soron 0,5%, 2,5%, 5%, 10%, 15%, 20% mutans allél ardnyt

jelentettek az osszekevert DNS-ben.

3.2.5.1. Sanger szekvenalas MCC érzékenységének meghatarozasa

A Sanger DNS szekvendlds érzékenységét hat kis skaldju mutéaci6 analizisével végeztiik el. A hat

mutéaciobdl 6t egy nukleotidot érintd nukleotid csere, mig az utolsé egy hdrom bézisparos delécid.

85



dc_1749 20

A vad tipusu (tehat magzatinak min6sitett) DNS-t kevertiik 6ssze a heterozigéta "anyai" DNS-sel
a kovetkezo6 nukleotid cserékre: (c.8870T>C, c.3407A>G, c.7916C>A, c.6992T>A, és c.107C>T,
szamozas az NM_138694.3 referencia szekvencia alapjan). Ezek a mutdciok a PKHDI génben
vannak, mely gén felel6s az autoszomalis recessziv policisztds vesebetegség kialakulasaért.

A vad tipusu "magzati" DNS-t kevertiik 0ssze heterozigéta "anyai" DNS-sel, amely a CFTR
génben bekovetkezd c.1521_1523delCTT (F508del a hagyomdnyos nomenklatira szerint,
referencia szekvencia: NM_000492.3). Ez a mutacié a leggyakoribb cystas fibrosist okoz6
genetikai eltérés.

Az amplikonokat PCR modszerrel generaltunk, a PCR termékeket tisztitottuk és BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing kittel szekvenaltuk (Applied Biosystems, Foster City, CA) a
gyartd utasitdsai szerint. A szekvendldsi termékeket ABI PRISM 310 Genetic Analyzer miiszeren

analizéaltuk. Az adatokat a Sequencing Analysis Software segitségével elemeztiik.

3.2.5.2. MLPA MCC érzékenységének meghatarozasa

Az MLPA érzékenységét az anyai sejt kontamindciéra egy tobb exont érintd delécio és egy tobb
exont érintd duplikécio analizisével vizsgaltuk. Az MLPA-t minden esetben a gydrt6 utasitdsainak
megfeleléen végeztiik. Mintén beliili intranormalizédciét és mintdk k6zotti normalizaciot végeztiink
el és ezt kovetden vizsgaltuk a gorbe alatti teriileteket vagy a cstcsmagassdgot. Az delécid
analizishez a vad tipusu nd1 "magzati" DNS-t kevertiik 0ssze az anyai mintaval, ami heterozigéta
volt az MID1 exonl-3 deléciéra (NG_008197.1(NM_000381.3):c.(?_-365)_(864 + 1_865-1)del).
A MIDI génben bekovetkez6 mutaciok az X kromoszémahoz kotott Opitz szindromat okozzak.
Az MLPA analizist a SALSA MLPA prébamix P233-B2 MID1 (MRC-Holland, Amszterdam,
Hollandia) Kkittel végeztik el. Az X kromoszémdhoz kotott oroklddésmenet miatt a prdéba
felismerési szekvencidjaban 1évd delécid teljes jelhidnyhoz vezet abban az esetben, ha csak X
kromoszdéma van jelen a mintdban, illetve ha hemizigéta a delécid, mig egy heterozigéta deléciod
esetében 35-50%-ig redukalddik a jel intenzitasa. A duplikacio analizishez vad tipusu "magzati"
DNS mintat az anyai heterozigéta DNS mintdval kevertiik, ez a heterozigétasag a PKHD1 exon33-
35 duplikacio volt (NG_008753.1(NM_138694.3):c. (5236 + 1_5237-1)_(5751 + 1_5752-1)dup).
Ebben az esetben a SALSA MLPA probamix P341-B2/P342-B2 prébamixét hasznaltuk. A

heterozigdta duplikécio 30-65%-os novekedést jelent dltaldban a jel intenzitasban.
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3.2.5.3. Az 1j generacios DNS szekvenalas MCC érzékenységének meghatarozasa

Ebben az esetben a vad tipusu "magzati" DNS-t anyai DNS-el kevertiik, amely anyai DNS
heterozigdta volt egy bazisparos cserére (NM_000138.4: ¢.4727T>C) az FBNI génben. Az FBNI
mutaciok Marfan szindromahoz vezetnek, autoszomalis dominans 6roklédésmenetet mutatva. A
kétiranyu piroszekvenalast GS Junior rendszeren végeztiik el, az adatelemzés a GS Amplicon
Variant Analyzer softwarrel tortént (Roche 454 Life Sciences, Branford, CT). Minden mintét
duplikdtumban vizsgéltunk. A mutdciok nomenklatirajandl a HGVS (Human Genome Variation
Society) aktualis ajanlasait kovettiik, kivéve a cystas fibrosis esetén, ahol a torténelmi nevet is

megadtuk.

3.2.6. Piroszekvenalas analitikai teljesitoképességének vizsgalata

3.2.6.1. Plazmid rendszer

A Roche 454 Life Sciences, GS Junior miiszer teljesit6képességének vizsgalatira pcDNA3.1
plazmid vektort (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA) hasznéltunk. Osszesen 12 klént
gyartottunk: 4, 5, 6 tagli homopolimereket allitottunk el6 a négy nukleotiddal Quikchange II
helyspecifikus mutagenezis kit segitségével (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). MinGségi
kontrollként a helyspecifikus mutagenezis utdn Sanger szekvendldssal vizsgaltunk két telepet
minden mutacié esetében. A plazmid rendszerben minden homopolimert hidrom primerparra
vizsgéltunk (13. abra) annak a hipotézisnek a tesztelésére, hogy a szekvenalas kezdetekor a jel-zaj
ardny magasabb mint kés6bb, ezért ott még lehetdvé teszi a pontos HP hossz meghatdrozasat. A
kiilonb6z6 primerszetteket az aldbbiak szerint terveztiik meg:

1) a HP a forward amplifikaciora és szekvenalasra hasznélt primer kdzvetlen kozelében volt annak
3’ irdnyéban,

2) a vizsgélt homopolimerek az amplikonnak hozzdvet6leg a kozepén foglaltak helyet,

3) a reverz amplifikacios és szekvenal6 primer 3’ vége volt rendkiviil kdzel a homopolimerhez.
A primereket, amelyeket a mutagenezishez, amplifikdcidhoz és szekvenalashoz haszndltunk a 7.
tablazat mutatja (Melléklet: primerszekvencidk fejezetben). A HP klonok hossza amplifikalt
amplikonok hossza 366 és 387 bp kozott volt.
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4-6 tagii HP-k CFTR gén
szekvendldsa y
. szekvenalds
plazmid
rendszerben n=17
=12 beteg minta
3 primer par/HP HP-t nem HP-t tartalmazé 21 8.4msA,
il L 2 . 3 primerpar
(proximaélis, k6zép, tartalmazo exonok exonok imilis. koz&
disztalis) (10 amplikon/beteg) (33 amplikon/beteg) (prox(;?;zzlt;slis)ozep,
n=36 n=60 amplikon n=198 amplikon n=33 amplikon
amplikon 6 DNS minta 6 DNS minta 11 DNS minta

13. dbra. A homopolimerek vizsgélatdnak kisérleti terve.

3.2.6.2. CFTR gén analizis

A madsodik kisérleti bedllitasban a CFTR gént vizsgéltuk. 17 klinikai mintdt vizsgaltunk ismert
CFTR mutécids statusz mellett. A primer tervezés hasonléan tortént a plazmid rendszerhez,
kivéve, hogy a kozéps6 tipusi amplikon kozepére tervezett HP részt nem végeztik el. A
primereket a 8. tabldzatban foglaltam dssze (Melléklet: primerszekvencidk fejezetben). Osszesen
33 homopolimert tartalmazé amplikont vizsgaltunk betegenként. A primerek tervezésekor
figyelemmel voltunk arra, hogy az allél drop-out elkeriilésére ismert, magasabb frekvencidval
el6fordulé SNP-k ne legyenek a primerek alatt. Primereket terveztiink azokra a CFTR exonokra is
amelyek nem tartalmaznak HP szekvencidkat (9. tdblazat, (Melléklet: primerszekvencidk
fejezetben)), hogy képesek legyiink a teljes CFTR gén vizsgdlatara. A gén legkritikusabb
szekcidjat (e14) tovabbi analizisnek vetettiik ala: 11 olyan human DNS mintat vizsgéltunk, ahol 4
vad tipusu és 7 heterozigdta volt a 2184insA mutaciora nézve. A plazmid rendszerhez hasonléan
harom addiciondlis primer part terveztiink a proximalis, k6zEéps6 és distalis HP lokalizdcionak
megfeleléen. A proximadlis primerek 5-11 bazis parral voltak feljebb a poli-A homopolimertdl. Az
amplifikdcié sordn a hibajavité (proofreading) aktivitdssal rendelkez§ PicoMaxx enzimet
haszndltuk. A szekvenaldsi adatokat Amplicon Variant Analyzer segitségével vizsgaltuk. A
statisztikai analizist GraphPad Prism v5.03-mal végeztiik. A genotipizdldsi pontossdgot ugy
hataroztuk meg, hogy a pontos read-eket %-ban adtuk meg az ismert genotipusok esetében. Az

elfogadhato genotipizdldsi pontossagot a legalabb 75%-ban pontos leolvasds esetén fogadtuk el.
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3.2.7. CF monogénes kohorsz

A DNS izolalas standard mdédszerek szerint tortént QIAgen Blood Mini Kit, Qiagen, Germany
altal. Harom szint{i genetikai analizist végeztiink. Az els6 szinten (1) Elucigene CF29 v2 Kitet
(Tepnel Diagnostics, UK) hasznaltunk, amelyet (2) a mdsodik szinten a CFTRdele2,3(21kb)
delécioval (214) egészitettiink ki és (3) harmadik szinten a fenti két mddszerrel nem kimutatott
mutéciokat teljes DNS szekvendldssal vizsgaltuk (459). A 6b exon esetében ahol mddositottuk a
primereket: 6BF (5'-CTG TAC AGC GTC TGG CAC AT-3'") és 6BR (5'-CAA ACA TCA AAT
ATG AGG TGG AA-3"). Az Elucigene CF29™ v2 Kit az aldbbi mutaciokat tudja detektdlni :
pAspl1152His (¢.3454G>C), ¢.1585-1G>A, p.Gly542X (c.1624G>T), p.Trp1282X (c.3846G>A),
p-Asnl303Lys (c.3909C>G), p.Phe508del (c.1521_1523delCTT), ¢.3717+12191 C>T,
p-Leu88llefsX22 (c.262_263delTT), c.489+1G>T, p.Serl251Asn (c.3752G>A), p.Gly551Asp
(c.1652G>A), p.Argl17His (c.350G>A), p.Argl162X (c.3484C>T), p.Arg334Trp (c.1000C>T),
p-Ala455Glu (c.1364C>A), p.Lys684SerfsX38 (c.2051_2052delAAinsG), p.Lys1177SerfsX15
(c.3528delC), p.Phe316LeufsX12 (c.948delT), p.lle507del (c.1519_1521delATC), p.Arg347Pro
(c.1040G>C), p.Arg553X (c.1657C>T), p.Glu60X (c.178G>T), ¢.2988+1G>A, ¢.2657+5 G>A,
c.1766+1G>A, c.579+1G>T, p.Gly85Glu (c.254G>A), c.p.Lys684AsnfsX38 (c.2052delA), és
p-Arg560Thr (c.1679G>C). A DNS szekvendldsra a PCR termékeket ultrafiltracidval tisztitottuk
(Microcon YM-100, Millipore, USA). A tisztitott PCR terméket BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kittel (Applied Biosystems, USA) szekvenaltuk. A be nem épiilt nukleotidokat gél
filtracioval tavolitottuk el, (DyeEx Kit, Qiagen). A kapillaris elektroforézist ABI Prism 310
Genetic Analyzeren végeztiik (Applied Biosystems), a CFTR kopiaszambeli valtozdsokat pedig
MLPA Kittel vizsgaltuk a PO91-B1 CFTR (MRC-Holland, The Netherlands) kittel. A mutaciok
esetében a hagyomanyos nevet hasznaltuk és zargjelben tiintettiik fel a javasolt (HGVS) nevet.
Egy nagy dtrendez6dést, amelyet MLPA vizsgdlattal mutattunk ki (CFTRdele2, c.54-
5811_164+2186del273+6780_2734+6961inv), allél specifikus PCR-rel és DNS szekvendlassal is
igazoltunk (460).

3.2.8. DHCR?7 gén szekvenalas

A DHCRY7 gén kddol6 régidjanak analizise a publikalt PCR primerekkel tortént (223). A 7-es és
9-es exon bizonyos primerjei helyett sajat tervezéslieket hasznéltunk (10. tdbldzat, Melléklet:
primerszekvencidk fejezetben). Az elektroferogramokat a referencia szekvencidhoz hasonlitottuk

(NG_012655.2). A muticiok kimutatdsit kovetGen a betegben tortént analizist koveten a sziil6i
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mintdk analizise is megtortént annak igazoldsdra, hogy a két muticio transz 6roklodésmenetet
mutatott a sziil6kben. A 11-es szdmu beteg esetében kizarolag a sziil6ktdl volt hozzaférhetd minta.
Egy esetben, a 13-as betegben ahol a fentebb emlitett standard metodoldgia nem igazolta mindkét
mutécio jelenlétét, csak egyet heterozigéta formaban, ott megvizsgaltuk a promoter régiot (461)
illetve a 3' poliadenildcids szignal koriilotti szekvencia kornyezetet is (primer szekvenciak: 10.
tablazat, Melléklet: primerszekvencidk fejezetben). A ¢.374A>G muticid jelenlétét egészséges
egyénekben SnaB1 enzim emésztéssel vizsgaltuk PCR-RFLP mddszerrel. A DHCR7 gén
megfelel6 szakaszdt 250bp hosszi PCR termék formdjaban amplifikaltuk. Homozigéta vad tipust
mintdk esetében a SnaB1 121 és 129 bazispéaros fragmentet eredményezett, mig a mutacio esetén

ez az SnaB1 hely elveszt6dik.

3.2.9. PKHDI mutaciok analizise ARPKD-ben

A genomidlis DNS-t periférids vér mintdk fehérvérsejtjeibdl standard médszerekkel izoldltuk. Az
exonok és az exon-intron hatdrok PCR mddszerrel torténd amplifikdcidja a Losekoot et al. (462)
alapjan tortént. A Sanger szekvenalds ABI Prism 310 Genetic Analyzeren tortént (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA). A kdpiaszdm varidnsok vizsgdlata MLPA moddszerrel tortént (P341 és
P342). A beteg mintdkban kimutatott mutaciokat célzottan vizsgdltuk a sziil6i mintdkban a

szegregdcid €s a (transz) 6rokl6dés igazoldsa céljabal.

3.2.9.1. Mas génekben tortén6 CNV és kis skalaju mutaciok vizsgalata

Azokban a betegekben, akikben nem taldltunk két PKHDI mutaciot a fenotipus klinikus altali
reevaludcidja tortént €s annak megfelel6en mds génekben torténé mutécié keresés is indult. Az
NPHPI,HNFIB, TSC2 és PKDI gén deléciok vizsgilata QMPSF (quantitative multiplex PCR of
short fluorescent fragments) analizissel torténtek a kordbbi kozléseknek megfelel6en (463, 464).
A PKD] deléci6 validdlasa MLPA teszttel tortént.

A koédol6 régiok és exon-intron hatarok a HNFIB és TMEMG67 esetében Sanger szekvendldssal
keriiltek analizisre. A SZTE kifejlesztett egy dominéns policisztas vese panelt, mely 1) generacids
szekvenaldssal Ion Torrent 316 késziiléken keriilt vizsgélatra, ezekben az esetekben a cél
szekvencidk tobb, mint 95%-a legalabb 50-szeres lefedettséggel keriilt analizisre. A lehetséges

betegséget okozd varidnsok megerdsitése Sanger szekvendldssal tortént. Ezen mdasodik lokusz
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analizisek a Semmelweis Egyetemen és a Szegedi Tudomanyegyetemen torténtek (Dr. Tory

Kalman, Dr. Maréti Zoltan, Dr. Kalmar Tibor).

3.2.9.2. ARPKD: Klinikai exom szekvenalas

A klinikai exom szekvenalast korabbi vizsgdlatainkhoz hasonldéan végeztik (465). A cél
szekvencidk tobb, mint 95%-a legalabb 20-szoros lefedettséggel birt, a szekvenalasi leolvasdsokat
a hg19 NCBI37 referencia genomhoz illesztettiik. A DNS szekvencia varidnsok meghatarozasat a
NextGene 2.4.2 (SoftGenetics, State College, PA) szoftverrel végeztiik. A betegben talélt
mutéacidkat kodold régiora és a splicing régidra sziikitettiik, ismert vagy gyanitottan cystas

vesebetegségekkel kapcsolatba hozhat6 gének esetében.

3.2.10. A kodolo FBNI1 régiok és az exon-intron hatarok vizsgalata Marfan szindrémaban

Az FBNI gént 15 beteg esetében 65 individualis PCR reakcidban amplifikdltuk korabban publikalt
primerek segitségével (466, 467). 27 primer esetében ujraterveztik Primer3 szoftverrel
(http://primer3.ut.ee) (11. tablazat, Melléklet: primerszekvencidk fejezetben).

A piroszekvenalast két irdnybdl végeztiik 40x-es minimum lefedetts€g meghatdrozdsaval Roche
GS Junior 454 piroszekvenalé uj generaciés DNS szekvenalo rendszeren (Roche 454 Life
Sciences, Branford, CT). A piroszekvendlds homopolimer szekvencidkat érintd inherens hibajat -
tobbek kozott sajat kisérletes munkankbol - ismerve (468), 49 exont piroszekvendldssal
vizsgéltunk, hiszen ezekben nem volt olyan hossztisagu homopolimer szakasz ami zavart okozott
vona. 16 exon esetében Sanger DNS szekvenalast hasznaltunk BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing kittel (Applied Biosystems, Foster City, CA) a gyartd utasitdsainak megfelel6en.
Ezekben az esetekben a mintdkat ABI PRISM 310 Genetic Analyzer-en futtattuk és a Sequencing
Analysis Software-t hasznéltuk értékelésre. Az 1j generdcids szekvenalasi adatokat az Amplicon

Variant Analyzer szoftverrel vizsgéltuk.
3.2.10.1. Illumina platformon torténé NGS szekvenalas
Ebben az esetben a Marfan MASTR gyari kitet hasznéltuk (Multiplicom, Niel, Belgium). 8 beteg

esetében tortént meg ez a vizsgdlat. 3 masik esetben sajat tervezésli konyvtar készitd reagens kitet

haszndltunk. Ekkor a TGFR1 és TGFBR2 géneket is vizsgéltuk, ez a sajat tervezési kit a Qiagen
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konyvtarkészitd elvét hasznalta (Qiagen, Hilden, Germany). Ezeket a mintdkat Illumina Miseq
(Illumina, San Diego, CA) szekvenalon futtattuk, az adatok elemzése NextGene programmal
(SoftGenetics, State College, PA) tortént. Azokban az esetekben, ahol az amplikonok lefedettsége
nem érte el a 40-et, Sanger szekvendldst haszndltunk. A potencidlisan patogénnek mindsitett
varidnsokat Sanger szekvendldssal erdsitettiik meg. A referencia szekvencidk az FBNI génre

vonatkozdan: LRG_778, LRG_778tl, LRG_778pl.

3.2.11. AMD

Az ApoE, CFH Y402H,a LOC387715 rs10490924 illetve a HTRAI rs11200638 polimorfizmusok
vizsgélatat kiilonbozé molekularis genetikai modszerekkel végeztiik. A DNS izoldldasa QIAamp
Blood Mini Kittel tortént. Az ApoE E2, E3 és E4-es allélek meghatarozasa korabban publikalt
mddszerrel (469) tortént. A mdsik 3 polimorfizmus esetében sajit fejlesztésti PCR-RFLP mddszert
allitottunk be. A CFH Y402H polimorfizmus esetében amplifikdciora a Haines altal publikalt
(391) primereket haszndltuk. A restrikciés emésztés Nlalll restrikcids enzimmel tortént, amely 3
hasitasi helyet tartalmaz az 587 bp vad tipusti PCR terméken, 418 bp €s rovidebb fragmenseket
eredményezve, mely 333 bp-ra rovidiil a T-C tranzici6 jelenlétében. A restrikcids termékeket 3%-
os agardz gélen (NuSieve 3:1; Cambrex, East Rutherford, NJ) futtattuk meg és ethidium bromiddal
vizualizaltuk, Reprezentativ elektroforetikus mintdzat a 14. abra A részén taldlhatd. Az
rs10490924 polimorfizmus vizsgélatara, a kovetkez6 oligonukleotidokat hasznaltuk: 5'-TAC CCA
GGA CCG ATG GTA AC-3'illetve 5'-GGG GTA AGG CCT GAT CAT CT-3'. A PCR termék
316 bp volt. A vizsgélatra Satl restrikcios enzimet hasznaltunk, mely emésztés 191 bp, 71 és 54
bp restrikcids termékeket eredményezett vad tipusu (G) allél esetén. A mutans T allél egy
restrikcids helyet megsziintet, igy 262 és 54 bp fragmenseket lehet latni az agar6z gélen (14. dbra
B). Az rs11200638 polimorfizmus vizsgdlatdra az 5'-ATG CCA CCC ACA ACA ACT TT-3'és
az 5-GGG GAA AGT TCC TGC AAA TC-3' primereket hasznaltuk. Az amplifikdcié 322 bp
terméket eredményezett és az Xmalll restikciés enzimmel torténd emésztés 183 és 139 bp
restrikciés termékeket eredményezett a vad tipusd (G) allél esetén. A minor allél (A) esetén a
restrikcios hely elveszlik, igy 0sszesen a 322 bp termék marad (14. abra C). A random mintankon
végzett Sanger szekvendldsos validdlds sordn minden esetben a restrikcids enzimes emésztésnek

megfelel6 nukleotidot detektaltuk.
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14. abra. PCR-RFLP mddszer fejlesztése a CFH Y402H (A), a LOC387712 rs10490924 (B) és a HTRAI
rs11200638 (C) polimorfizmusok kimutatdséra. Forrds: doi: 10.1111/§.1755-3768.2009.01687 x.

A F13A Val34Leu polimorfizmust (470), a Gas6 rs8191974 (c.834+7G>A) polimorfizmust és a
MerTK 1586016 (g.2920G>A) polimorfizmust (471) hibridizacidés probakkal vizsgaltuk. A
komplement C3 rs2230199 (p.Arg102Gly) polimorfizmust PCR-RFLP mddszerrel vizsgaltuk. Az
amplifikdcidhoz az alabbi primereket hasznaltuk: 5'-CAG GGA GTT CAA GTC AGA AAA GG-
3" és TCT TGT CTG TCT GGA TGA AGA GG-3'. A 131 bazisparos PCR terméket Cfol
restrikcids enzimmel emésztettiik, az egyediili restrikcids hely akkor keletkezik, ha a mutéaci6 nincs
jelen, tehat vad tipus esetén, ez elveszlik a mutéci6 jelenlétében. A CFI génben levé rs10033900
polimorfizmust, a MerTK I1b rs17835605 (g.4916C>T), MerTK I1c rs10496440 (g.8809A>C) és
a MerTK 14 rs7573344 (g.60127A>G) polimorfizmusokat TagMan SNP genotipizald teszttel
vizsgéltuk (471). A kontrollok tobb, mint 98%-a €s a betegek tobb, mint 96%-a genotipizalasra
keriilt. A sajat mddszerek validdldsa sordn az adott metodikat véletlenszer@ien vélasztott mintdk
DNS szekvendldsdval ellendriztiik. A szekvendlds €s az adott mutdcié detektdldsi modszer 4ltali

eredmény minden esetben azonos volt.

3.2.12. Infertilitas - Y kromoszoma mikrodelécié analizis

Minden régiét két primer parral amplifikaltunk: az AZFa régiot sY84 és sY86 primerekkel, az
AZFb régiot sY127 és sY134 primerekkel, az AZFc régiot SY254 és SY255 primerekkel. A
delécid jelenlétét az amplifikdlt termékek hidnya jelezte (431). Pozitiv kontrollként normal
spermatogenezissel rendelkezd férfiak mintdjat, mig negativ kontrollként n6éi DNS mintét

hasznaltunk. No-template kontrollként a DNS helyett vizet tartalmaz6 reakcidt hasznaltunk. Belsd
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kontrollnak ZFX/ZFY géneket hasznaltunk. Az Y kromoszoma jelenlétét az SRY gén jelenlétével
igazoltuk. Az AZFb régi6 toréspontok meghatarozasara sY105 és sY121 (proximadlis), sY143 és
sY153 (disztdlis ) primereket haszndltunk. Az sY160 analizise a b2/b4 (AZFc) régié delécigjat

hatdrozta meg.

3.2.12.1. Részleges AZFc deléciok vizsgalata

A gr/gr delécio tipust akkor definidltuk, ha az sY1291 deletdlodott, mig az sY1161, sY1191,
sY1201 és sY 1206 jelen volt. A b2/b3 deléciot az sY1191 hidnya mig azsY1161,sY1201,sY1206
€s sY 1291 jelenléte igazolta. A b1/b3 deléci6 esetében az sY1161, sY1191, sY1291 deletalédott
mig az sY1201 és sY 1206 volt jelen.

3.2.12.2. A DAZ és CDY1 gének kopiaszam és Kkopiatipus, valamint az Y kromoszoma

haplotipus meghatarozasa

A DAZ és CDY1 gének kopiaszamanak meghatdrozasara kvantitativ tesztet végeztiink, kordbban
publikalt mddszer felhasznaldsaval (472, 473). A DAZ képiaszdm meghatdrozas, egy egyidej,
intron 10 fragment amplifikéciét jelent az AZFc DAZ DAZ koépidkbdl és a DAZL homolog
szekvencidjabol egyetlen primer pdrral (01130 €s 01313). Ez az intron egy kdpidban van jelen a
DAZ és a DAZL génben, mely koziil a DAZ normal esetben 4, mig a DAZL 2 képiaszammal van
jelen. A PCR termékek analizise 310-es Genetic Analyzeren (Applied Biosystems) torténd
elektroforézist kovetd kvantitdlas (Peak Scanner Software, Thermo Fisher Scientific) tortént. A
kvantitalas a gorbe alatti teriiletek Osszehasonlitdsdval tortént a DAZ €és a homoldgja a DAZL
kozott. A CDYI kopiaszam meghatarozasa hasonldéan tortént, a CDYI és a CDY2
Osszehasonlitdsdbol. A DAZ és CDY1 kvalitativ meghatdrozdsa lehet6vé teszi a DAZI/2 és
DAZ3/4 valamint a CDYla és CDYIb elkiilonitését (472). Az Y kromoszoéma haplotipus
meghatarozas soran minden esetben elvégeztiik a YAP, 1212 és 92R7 polimorfizmusok vizsgalatat
(474), mig a részleges AZF delécidval és duplikdciéval rendelkez6 egyének esetén tovébbi

genotipizéldst végeztiink (475).
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3.3. Vizsgalatok RNS szinten

3.3.1. DHCR7 mRNS vizsgalat

A 13-as beteg esetében a kiterjesztett genetikai vizsgalat nem tudta mindkét oki eltérést kimutatni,
ezért a mRNS-t cDNS-re 4tirva szintén vizsgaltuk. Az 6ssz RNS-t Trizol reagenssel (Invitrogen)
izolaltuk, a reverz transzkripcié High Capacity cDNA kittel (Life Technologies) tortént. A DHCR7
cDNS-t 4 étfed6 fragmens formdjaban amplifikdltuk nagy pontossdgi DNS polimerdzzal (Pfu
DNA polymerase, Agilent Technologies, primer szekvencidk: 10. tablazat, Melléklet:

primerszekvenciak fejezetben).

3.3.2. FBNI mRNS analizis

A 26-0s beteg esetében bdr biopszids mintavételre keriilt sor. A fibroblaszt tenyésztést kovetden
(3-5. passzalas) a fibroblastokbdl total RNS-t izoldltunk TRIzolate reagenssel (UD-GenoMed
Medical Genomic Technologies Ltd., Debrecen, Magyarorszdg), ezt az RNS-t reverz
transzkripcidoval High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kittel (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) irtuk at cDNS-€. A reverz transzkripcio utdn a 26-os exon és a mellette korbe fogod
exon-exon kapcsolati pontok amplifikdldsra €s Sanger szekvendldsra Kkeriiltek (primer
szekvencidk: FBN1 cDNS25-27F: 5'-GAA ACA CCA TTG GCA GCT TT-3', FBNI cDNS25-
27R: 5-GGC ATT CAC AGC GGT AAC CT-3"). A mutéans/vad tipust allél aranyokat a cDNS-

ben €s a genomialis DNS-ben piroszekvenalassal hataroztuk meg.

3.3.3. miRNS vizsgalatok infertilitasban

Ossz RNS-t izoldltunk mind a spermium sejtekbdl, mind az ondébél Trizol reagens (Invitrogen,
Life Technologies, Carlsbad, CA) felhasznalasaval a gyart6 utasitdsainak megfeleléen. Az RNS
koncentracigjat és tisztasagat Nanodrop ND-2000 spekrofotométerrel (Thermo Scientific,
Waltham, MA) hatdroztuk meg, mig az RNS mindségét Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) felhasznédldsdval vizsgéaltuk. A miRNS mennyiségi
meghatarozasokra egy kis RNS specifikus stem-loop RT-qPCR tesztrendszert haszndltunk,
amelyben a megfelel6 probdkat egy Debrecenben kifejlesztett szoftver segitségével allitottuk eld

(476). A cDNS szintézis a totdl RNS-b&l miRNS specifikus primerekkel tortént a TagMan
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MicroRNA assay protocol felhasznéldsaval (Applied Biosystems, Foster City, CA). A quantitativ
PCR reakciot ABI PRISM 7900, Applied Biosystems, Foster City, CA) segitségével végeztiik. 0,1
pg total RNS-t reverz transzkripcidéval cDNS-¢€ atirtunk majd PCR reakcioval TagMan probakkal
vizsgéltunk. Endogén kontrollként SnoRNA 202-t hasznéltunk, minden kisérletet triplikatumban
végeztiik. Minden kisérlethez RT enzimet illetve DNS-t nem tartalmazé mixeket is hasznéltunk
kontrollként. Ezek egyik esetben sem eredményeztek amplifikdciot. A cél miRNS-ek

koncentracidjat az SnoRNA 202-re normalizaltuk.

34. Vizsgalatok fehérjeszinten

3.4.1. FV aktivitas és antigén tesztek

A FV koagulans aktivitds mérése egyfazisu PI alapu teszttel kertilt kivitelezésre. Hasonldan, a
thrombocytalizatumbdl is ilyen médszerrel mértiik a FV aktivitast. A FV, FV nehéz lanc (heavy
chain, HC) és FV konnyi lanc (light chain, LC) antigén szinteket szendvics ELISA mddszerrel
mértiik a kovetkezd elsddleges (capture) antitestek felhaszndldsaval: birka anti-human FV
poliklonélis antitest (The Binding Site, Birmingham, United Kingdom), monoklondlis antitest a B
doménben elhelyezkedd 150kd-os aktivéacids peptid ellen (cloneB10, Chemicon, Temecula, CA)
€s egy monoklonalis antitest a C2 domén LC ellen (Sigma). Nyul anti-human FV antiszérumot
(Diagnostica Stago, Asniéres, France) hasznéltuk mdsodik antitestként, amit kecske peroxidaz

Jjelolt anti-nydl immunglobulin (Dako, Glostrup, Denmark) kovetett.

34.2. FV immunprecipitaciéo, SDS-poliakrilamid (SDS-PAGE) gél elektroforézis és

immunblotting

A vérplazmabdl biotinalt birka poliklonélis anti-FV antitesttel (The Binding Site) és sztreptavidin
agar6z (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, United Kingdom) segitségével
immunoprecipitaltuk a FV-6t. Az immunprecipititumokat és a teljes plazma mintit SDS-PAGE
analizissel vizsgaltuk, amelyet Western blotting kovetett. Els6 antitestnek az aldbbiakat
haszndltuk: biotinalt anti-FV birka poliklondlis antitest, nyul anti-FV antiszérum (Assera V,
Diagnostica Stago) és egy egér monoklondlis antitest a B-domén ellen (Chemicon). A reakciét a
biotinalt antitest utdni avidin és biotindlt peroxiddz komplex (Vectastain ABC kit) (Vector,

Burlingame, CA) segitségével tettiik lathatova. A nem biotinélt anti-FV nyul antitest és az anti-FV
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B-domén egér antitest reakcidkat, peroxidaz jelolt kecske anti-nyul IgG-vel és nyul anti-egér IgG-

vel inkubaltuk, a kot6d6 peroxidazt pedig ECL-Plus reagenssel (Amersham) tettiik lathatova.

3.4.3. Izom hisztolégia, dystrophin immunhisztokémia

Az izombiopsziabdl 7 mikrométeres vastagsigu fagyasztott szekcidkat készitettiink ezeket
standard protokolokkal vizsgdltuk (477). Immunohisztokémidt a dystrophin 1 (central core
domén), 2 (C-terminalis), 3-as (N-terminalis) epitdp ellen termeltetett monoklonalis antitestekkel
végeztiink (Novocastra, Newcastle, Egyesiilt Kirdlysdg). Az elsddleges antitest 1:20 higitasban
keriilt felvitelre, vizsgéltuk a sarcoglycan alpha, beta, gamma, delta alegységeket (Novocastra
1:50, 1:100, 1:100 és 1:50 higitasban), a merosint (Novocastra, 1:100) és a spektrint (Novocastra,
1:100). Az elsoédleges antitesteket egy Ordn at szobahdn inkubdltuk. Ezek a vizsgdlatok Dr.

Hortobdgyi Tibor (DE Patholdgiai Intézet) iranyitasaval torténtek.

3.4.4. Gas6 analitikai modszerek

A laboratériumi reagenseket a Sigmatdl vasaroltuk, a Hi-Trap protein G és NHS oszlopokat az
Amersham Biosciences-t0l, a sejt teny€sztés médiumokat és reagenseket a Gibcotdl, a streptavidin
€s a biotindlt torma peroxidaz (HRP, horseradish peroxidase) szignal amplifikdcids reagenst

(ABC) az ELISA-ra és az immunoblottingra a DAKO ¢és a Vector Laboratériumoktol.

3.4.4.1. Antitestek

A poliklondlis nyul antiszérum (PO5) és az egér monoklondlis antitesteket (M1 és MT7)
rekombindns humdn Gas6 (rhGas6) ellen termeltettik. A rhGas6-et immunaffinitis
kromatografidval tisztitottuk szérum mentes médiumbdl, amelyet HEK293 sejtekbdl stabilan
transzfektalt médon termeltetett Gas6 esetén hasznaltunk anti-Gla monoklonélis antitest (Prof.
Johan Stenflo ajandéka) felhaszndlasaval (478). Az antitesteket biotinamidokaproat NHS észter
reagenssel biotindltuk a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A POS, M1 és M7 antitesteket Hi-Trap
protein G oszlop segitségével tisztitottuk a gyartd utasitdsainak megfeleléen. Az antitesteket
teszteltiik ELISA-val és immunoblotting mddszerrel, annak figyelembevételével, hogy jeldlik e a
rhGas6-et. Anti-rhGas6 kecske poliklonélis antitestet (aminosavak 118-678, AB885) az R&D

Systemst6]l (Minneapolis, MN) vésdroltuk. A a Gas6 karboxi- és amino-terminusdval szemben
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termeltetett kecske poliklonalis peptid antitesteket (C-20 és N-20) a Santa Cruz Biotechnology-tol
(Santa Cruz, CA) vasaroltuk. A nyul poliklonalis antitest, a humén protein S elleni €s a masodlagos

biotinalt antitestek a DAKO (Glostrup, Denmark) termékei voltak.

3.4.4.2. Human plazma és rekombinans Gas6 izolalasa és tisztitasa

Egy liter citrdt foszfat dextr6z-antikoagulalt friss fagyasztott plazméan a kordbbiaknak megfeleléen
barium citrdt precipritaciot végeztiink (479). A visszaoldott precipititumbdl a Gas6-et Hi-Trap
NHS immunaffinitds oszlopon tisztitottuk az M1 vagy az M7 antitestek felhasznalasaval. Az eluélt
frakciokat SDS-PAGE elektroforézissel vizsgaltuk. A rhGas6 tisztitdsara (480) ugyanezt a
protokolt hasznaltuk. A tisztitott rhGas6-et hasznéltuk az aminosav 0sszetétel analizisre a molaris
extincids koefficiens kalkulalasara, mégpedig tigy, hogy az Asp (Asp+Asn), Glu (Glu+GlIn+Gla),
Val, Ile és Tyr reziduumok esetében ahogy kordbban ez mar publikalasra keriilt (481). A
kalkulacioban 82 kDa molekulasilyt hasznaltunk. A kiszamolt molaris extincids koefficiens

83676 Lxmol-'cm~-nek adddott. A tisztitott rhGas6 funkciondlisan aktiv volt (480).

3.4.4.3. Tomegspektometria

A mintdkat el6készités utdn (482) tomegspektometridval vizsgaltuk. Nano-electrospray ionizacids
(nanoESI)  tomegspektrométert (API  QSTAR  Pulsar-i  quadrupole time-of-flight
tomegspektrométer (Applied Biosystems/MDS Sciex) NanoSpray ion forrassal (MDS
Proteomics)) hasznéltunk. Bizonyos peptid ionokat, amelyek jelen voltak mind a rhGas6-ben és a
gyanitott, gélbdl kivagott Gas6-nek tlind sdvban is, tovdbb analizdltuk tandem

tomegspektrometridval (MS/MS), hogy aminosav szekvencia adatokat nyerjiink bel6liik.

3.4.44. Gas6 ELISA teszt kifejlesztése

A teszt soran mindvégig 100 pL teszt térfogatot hasznédltunk. A mosé puffer PBS-0,05% Tween-
20 (PBS-T). Minden mosasi 1épés 5 alkalommal kertilt kivitelezésre. Minden inkubacids 1épés -
ha mdshogy nem irjuk - szobahdmérsékleten tortént. Az antitestek optimalis koncentracigjanak
meghatdrozdsa sorozat higitdssal tortént. Az ELISA lemezt el6szor AB885 antitesttel fedtiik (2,9
pg/mL), majd teszt pufferrel (PBS-1% BSA-val) blokkoltuk, ezutdn a mintakat 10- és 20-szoros

higitassal adtuk hozza. A lemezt 4 °C-on egy éjszakan keresztiil inkubéltuk és utdna a biotinélt
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P05 masodlagos antitestet adtuk hozza 2 pg/mL-es koncentracidban és 5 6ran keresztiil inkubaltuk.
Ez az inkubacids periddus egy ABC szigndl amplifikacié 1épéssel folytatddott. Ezutan az OPD
szubsztratot adtuk, amelyet 8 perc utan 100 pL 1M kénsav hozzaadédsdval dllitottuk le. Az

abszorbanciat 490 nm-en mértiik spektrofotométeren.

3.4.4.5. Thrombocyta izolalas és aktivalas

A thrombocyta kisérletekhez ACD cs6ben levett vénds vért hasznaltunk (BD Vacutainer). A
mosott thrombocyta szuszpenzidt standard mddszerekkel alakitottuk ki (483). A
thrombocytaszdmot 1000-1400 x 10%/L-re allitottuk be. A thrombocytaoldatot ezutdn almintdkra
osztottuk, a felét lizaltuk nyugvé allapotban 1% Triton X-100 segitségével. A masik felét
aktivaltuk 5 U/mL végs6 koncentracidju trombinnal €s 20 percen keresztiil 37 °C-on inkubaltuk.
Ezutan lecentrifugéltuk 13000 g-n 5 percen at, a feliiluszot ezutin szepardltuk a maradék
csapadéktol, amit szolubilizadltuk TBS 1% Triton X-100 segitségével. A thrombocyta mosasi €s
aktivdcidos miveletek hatékonysdgdt immunblottinggal ellendriztiik, ahol kiilonb6z6 Gas6
antitesteket €s mint pozitiv kontrolt egy poliklondlis nyul anti protein S-t haszndltunk, hiszen a
protein S esetén ismerjiik azt, hogy jelen van a thrombocyta o-granulumban, onnan szekretalodik

és proteolitikusan processzalodik a thrombocyta aktivacidja sordn, tehat a trombin hasitja (484).

3.4.4.6. Inmunpreciptacié, immunblotting

A thrombocyta és plazma immunprecipitdcids kisérletekhez 5x108 thrombocytdt hasznaltunk
(nyugvo vagy aktivélt thrombocyta lizdtumbdl vagy feliiluszobdl) és 120 pL citrat-antikoagulalt
plazmat. Protein A vagy streptavidinnel fedett agaréz gyongyoket hasznaltunk, inkubaltuk a
megfelel6 antitesttel, majd az antigént tartalmazé oldatot adtuk hozzd. 4°C-on egy éjszakdn
keresztiili inkubaciot kovetden a gyongyoket TBS-sel mostuk és a hozzakotédott anyagot eludltuk
SDS minta pufferrel, majd SDS-PAGE szeparalas kovetkezett, melyet blottolds kovetett és utdna
kiilonb6z6 antitestekkel torténd vizualizédlds. Kiilonbozé mennyiségli fehérjét vittiink fel 10%-os
SDS-PAGE elektroforézisre, ezt kovetdoen a fehérjéket PVDF (polyvinylidene fluoride)
membranra transzferdltuk (Pall Corporation). A blokkoldst kovetéen a membrint a megfelel
antitesttel inkubdltuk, ahol jeloletlen elsddleges antitestet haszndltunk, a membrant biotindlt
masodlagos antitesttel inkubaltuk. A jel amplifikdci6 ABC HRP kittel (Vector) tortént.

Szubsztratként DAB-ot (diamiobenzidine) haszndltunk.
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3.4.4.7. A Gas6 c.834+7G>A polimorfizmus esetleges hatasanak vizsgalata a Gas6 szintre

Ezeket a vizsgdlatokat svéd kollaboracioban végeztiik. 300 anonim egészséges vérado
plazmamintajanak mérése tortént meg a Lundi Egyetemen az dltalam kifejlesztett ELISA mddszer

segitségével (485) mig a genetikai analizist én végeztem.

3.5. Egyéb biomarkerek vizsgalata

3.5.1. Klinikai kémiai analizisek SLO szindromaban

A szérum mintdkbdl 7-DHC szintet hatdroztunk meg (247). A szérum totdl koleszterin szint
mérése enzimatikus kolorimetrids teszttel tortént (Modular, Roche, Mannheim, Germany). Az
alpha, beta-lipoproteinek és kilomikron frakciok meghatdrozasa agar6z gél elektroforézissel
tortént (Hydragel 15, Sebia, AL Instruments, Lisses, France). Az enzim aktivitdsok meghatdrozasa
UV kinetikus médszerrel tortént szérum minta felhaszndldsaval. Ezeket a méréseket Dr. Oldah

Anna végezte.

3.5.2. Kis molekulak hatasa a koleszterin bioszintézisre

Ko6z6s munkdnkban a sejt- és szubsztrat mérési vizsgalatokat kollaboracids partneriink, a Dr.
Mirnics Kéroly (Vanderbilt University, Nasville, TN) vezette kutatdcsoport végezte (486, 487),
mig a mi feladatunk a genetikai tesztelés volt. Az amerikai kutatdcsoport olyan sejtkultira modellt
illetve uj analitikai folyadék kromatografidval Osszekotott tomegspektrometrids modszert
fejlesztett ki, amely alkalmas arra, hogy a kis molekuldk koleszterin bioszintézis ttra kifejtett
hatasat vizsgédlja. A mi szerepiink ebben a kisérlet sorozatban az volt, hogy rendelkezésre
bocsatottunk, beleegyezd nyilatkozatot kovetden olyan fibroblaszt tenyészeteket, amelyeket
magyar Smith-Lemli-Opitz szindromas betegekbdl izoldltunk (Dr. Koczok Katalin). Az analitikai
protokol PTAD altal torténd szterol derivatizacion alapul, rendkiviil megbizhatéan képes mérni a
7-DHC szintet, igy ezt a mddszert a kutatocsoport arra alkalmazta, hogy egy farmakoldgiailag
aktiv kis molekula sulyd anyagok hatdsit a koleszterin szintre mérje. A sejtvonal alapu
tesztrendszer Dhcer7- deficiens Neuro2a sejttipusbdl allt.

Ennek a tanulmanynak tovabbvitele sordn a vizsgalataink célja az volt, hogy DHCR7 null

mutécidra nézve heterozigéta egyének, azaz az dltalunk kordbban diagnosztizalt betegek sziileinek
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a fibroblaszt sejtvonalat hasonlitsuk 0ssze normadl fibroblasztokkal aripiprazole és trazodone
expoziciot kovetden. A kisérletek koziil a sejtvonalak kezelése, a de novo lipid bioszintézis
vizsgélata €s a szterol mérés a Vanderbilt Egyetemen, mig a genetikai tesztelés a kordbbiaknak
megfeleléen a mi laboratériumunkban tortént. A fibroblaszt mintdk biokémiailag és genetikailag
igazolt SLO szindrémds betegek sziileibdl szdrmaztak. A heterozigédta sziil6k genotipusa az aldbbi
volt: ¢c.[1097G>T1;[=], c.[964-1G>C];[=], c.[1295A>G];[=], c.[1328G>A]l;[=], c.[730G>A]l;[=],
c.[976G>T];[=]. A laboratériumi mérések a kordbbiaknak megfeleléen torténtek. Hat heterozigéta
fibroblaszt analizisére kertilt sor hat kontroll minta mellett. A kontrollok kozott az altalunk végzett
DHCRY7 gén DNS szekvendlds két ismeretlen jelent6ségii varidnst igazolt, az egyik egy misszensz
mutéci6 (c.1012G>A heterozigéota formaban, ami p.Val338Met cserét jelentett), a masik pedig a
csendes ¢.1341C>T (p.Asp447Asp) ami egy potencialisan splicingot befolyasolo genetikai eltérés.
A masik négy kontroll fibroblasztban a DNS szekvenalasunk patogén DHCR7 genetikai eltérést

nem igazolt.

3.6. Statisztikai analizisek

A mintak eloszlasanak vizsgélata Shapiro-Wilk vagy Kolmogorov-Smirnov teszttel tortént. A
mennyiségi valtozokat Kruskal-Wallis, Mann-Whitney vagy Student t teszttel hasonlitottuk dssze.
A korrelacid vizsgdlatot Pearson korrelacio teszttel végeztiik (Sperman's rho kalkuldcid). A
genotipus frekvencidkat chi-négyzet probaval teszteltiik. Az eset-kontroll tanulményokban a
relativ kockazatot kiilonbozd genotipusok és allélek esetén logisztikus regresszidval hataroztuk
meg €s esélyhdnyadosként irtuk le. A potencidlis zavar$ tényezdket vizsgaltuk €s amennyiben
statisztikailag kimutathatéan asszocialtak bizonyos genotipusokkal, korrigaltunk rajuk a
logisztikus regresszi6 soran. 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., IBM, Chicago, DE). p<0,05 alatti értéket fogadtuk el

statisztikailag szignifikdnsnak.
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3.7. In silico analizisek

3.7.1. Dystrophin in silico vizsgalata

A vizsgdlatokhoz kiilonb6z6 adatbdzisokat hasznaltunk fel. Az dystrophin és rokon fehérjéi aktin
koté doménjeinek a kristdlyszerkezetét (dystrophin PDB ID: 1DXX (488), utrophin PDB ID:
1QAG (489), a-actinin 3 PDB ID: 1WKU (490) és fimbrin PDB ID: 1AOA (491)) fehérjéknek a
Protein Adatbankbdl (PDB) hasznaltuk fel mig, mas fehérje informacidkat az UniProt adatbazisbdl
(dystrophin UniProt ID: P11532, utrophin UniProt ID: P46939, a-actinin 3 UniProt ID: Q08043
és fimbrin UniProt ID: P13797). A strukturalis képeket a PyMOL Molecular Graphics Systemmel
készitettiik el (Version 1.3 Schrodinger, LLC). A stuktira alapu szekvencia 0sszehasonlitdsokat a
SALIGN webszerverrel végeztiik (492). A masodlagos struktura predikcidjat a JPred4 szerverrel
végeztiik (493). A fehérje stabilitdsaban bekovetkez6 véltozdsokat a FoldX algoritmus (494) és az
SDM webszerver (495) hasznalataval végeztiik el a dystrophin ABD kristalyszerkezetének
felhasznalasaval. Az aggregécios tulajdonsag predikcidja az N-ABD A lanc szerkezete alapjan az
Aggrescan3D szerver dinamikus predikcios mddjanak felhasznéldsaval tortént (496). Az in silico
szerkezeti/predikcios vizsgélatokat Dr. Métyan Janos (DE Biokémiai és Molekuldris Biologiai

Intézet) végezte.

3.7.2. Predikciés algoritmusok hasznalata Gj mutacio esetén

A fehérjék illesztését ClustalW-vel végeztik (497). A kordbban le nem irt muticiok
patogenitdsanak megitélésére kiilonbozo predikcids algoritmusokat haszndltunk: Mutation Taster
(http://www .mutationtaster.org/), SIFT (http://sift.jcvi.org), és a PolyPhen-2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2) algoritmusokat.

3.8. Engedélyek, finanszirozas

Vizsgélatainkat minden esetben a hatdlyos jogi szabdlyozdsnak megfelel6en végeztiik beleegyezd
nyilatkozatok birtokdban. Ahol sziikséges volt, etikai engedélyt vagy intézményi kutatasetikai
bizottsagi engedélyt szereztiink. A vizsgélatok soran elvégzett klinikai laboratériumi diagnosztikai
tevékenység végzéséhez hatdsdgi engedéllyel rendelkeztiink. A disszertdcidmban szerepld abrak

és tablazatok kozléséhez, ahol sziikséges volt, a kiad6 engedélyét megszereztem.
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Tudoményos kutatdmunkédmat az évtizedek sordn szdmos szervezet timogatta. Az aldbbiakban a
{6 finanszirozokat, palydzatokat sorolom fel:

FKFP 0214/2001 (2001-2004): Oroklott véralvaddsi faktorhidnyok molekuldris biolégiai és
biokémiai jellemzése.

EU Marie Curie European Reintegration Grant, ERG 511775 (2005-2006): Stabilization of blood
coagulation factor XIII-A in blood plasma: identification of the binding domain(s) involved in the
binding with FXIII-A on FXIII-B.

OTKA F60643 (2006-2009): A XIII-as véralvadasi faktor két alegységének kapcsolddasa.
Debreceni Egyetem, OEC Mecenatira Pdlyazat (2005-2007): Génpolimorfizmusok hatasa az
id6éskori macula degeneréci6 kialakuldséra.

UD Faculty of Medicine Research Fund (Bridging Fund, 2012-2013): Epidemiological and
functional characterization of mutations causing severe inherited diseases.

Debreceni Egyetem Kutatéegyetemi Bels¢ Palydzat (2013-2016): "Variants of unknown
significance" - detection and functional characterization of genetic alterations in inherited diseases.
OTKA 109076 (2014-2018): "Variants of unknown significance" - detection and functional
characterization of genetic alterations in inherited diseases.

MDT-Novo Nordisk klinikai kutatasi palyazat (2014-2015): Monogénes diabetesek klinikai €s
genetikai vizsgalata.

wotratégiai K+F mihelyek kivadlosdga” GINOP-2.3.2-15-2016-00039 (2017-2021). A projekt

debreceni koordinétora vagyok.
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3.9 Melléklet: primerszekvenciak

el
CCCACAGCCTCTAGAGCTCATTGCAGCTGGGACAGCCCGGAGTGTGGTTAGCAGCTCGGCAAGCGCTGCCCAGGTCCTGGGGTGGTG
GCAGCCAGCGGGAGCAGGAAAGGAAGCATGTTCCCAGGCTGCCCACGCCTCTGGGTCCTGGTGGTCTTGGGCACCAGCTGGGTAGGC
TGGGGGAGCCAAGGGACAGAAGCGGCACAGCTAAGGCAGTTCTACGTGGCTGCTCAGGGCATCAGTTGGAGCTACCGACCTGAGCCC
ACAAACTCAAGgtaactcaggtgtggagtccggg

e2
ttagtttttgtattttatttccagTTTGAATCTTTCTGTAACTTCCTTTAAGAAAATTGTCTACAGAGAGTATGAACCATATTTTAA
GAAAGAAAAACCACAATCTACCATTTCAGgtaagcctgaaatatacttttttaattttaaagataaatttctatgggtaatttggea
ttcacatgcatctaaaatatccatttactgaaaatttatagaaac

e5
ctgcagtgctactgaaaacatgtctttecctttcatagGGACCCTAACTGAGGGTGGGACACAGAAGACGTTTGACAAGCAAATCGTG
CTACTATTTGCTGTGTTTGATGAAAGCAAGAGCTGGAGCCAGTCATCATCCCTAATGTACACAGTCAATGGATATGTGAATGGGACA
ATGCCAGgtaacacgagggctgtgtaccattaaacaacagtaaaatcattagtaatttttcggtectgttttecttcaaagcactaga
gaagttgaccatactcactgttttgcaactccctatcaagaaggaaa

e’7
ttcttctecttgagttatttcattgtctttectgtecctaactcagCTGGGATGCAGGCTTACATTGACATTAAAAACTGCCCAAAGARA
ACCAGGAATCTTAAGAAAATAACTCGTGAGCAGAGGCGGCACATGAAGAGGTGGGAATACTTCATTGCTGCAGAGGAAGTCATTTGG
GACTATGCACCTGTAATACCAGCGAATATGGACAAgtgagttgttggggttcataccactgggcaaa

e8
atttgagaaagtggtttaatttttttttacttcactttaagAAAATACAGGTCTCAGCATTTGGATAATTTCTCAAACCAAATTGGA
AAACATTATAAGAAAGTTATGTACACACAGTACGAAGATGAGTCCTTCACCAAACATACAGTGAATCCCAATATGAAAGAAGATGGG
ATTTTGGGTCCTATTATCAGAGCCCAGGTCAGAGACACACTCAAAgtaagtaacacaaatacagaatcatgggagaaattacatagt
aaaatattatggagtacctggttattttttaattttaaaagaaaaagatgctcatataattttaaattcaaatg

el3
gattattgtgttttcatgtettttcccagactteccagatctectettetgtetgtetectettetgtagGAACTTGGATGTTAACTTCC
ATGAATTCTAGTCCAAGAAGCAAAAAGCTGAGGCTGAAATTCAGGGATGTTAAATGTATCCCAGATGATGATGAAGACTCATATGAG
ATTTTTGAACCTCCAGAATCTACAGTCATGGCTACACGGAAAATGCATGATCGTTTAGAACCTGAAGATGAAGAGAGTGATGCTGAC
TATGATTACCAGAACAGACTGGCTGCAGCATTAGGAATCAGGTCATTCCGAAACTCATCATTGAATCAGGAAGAAGAAGAGTTCAAT
CTTACTGCCCTAGCTCTGGAGAATGGCACTGAATTCGTTTCTTCAAACACAGATATAATTGTTGGTTCAAATTATTCTTCCCCAAGT
AATATTAGTAAGTTCACTGTCAATAACCTTGCAGAACCTCAGAAAGCCCCTTCTCACCAACAAGCCACCACAGCTGGTTCCCCACTG
AGACACCTCATTGGCAAGAACTCAGTTCTCAATTCTTCCACAGCAGAGCATTCCAGCCCATATTCTGAAGACCCTATAGAGGATCCT
CTACAGCCAGATGTCACAGGGATACGTCTACTTTCACTTGGTGCTGGAGAATTCAAAAGTCAAGAACATGCTAAGCATAAGGGACCC
AAGGTAGAAAGAGATCAAGCAGCAAAGCACAGGTTCTCCTGGATGAAATTACTAGCACATAAAGTTGGGAGACACCTAAGCCAAGAC
ACTGGTTCTCCTTCCGGAATGAGGCCCTGGGAGGACCTTCCTAGCCAAGACACTGGTTCTCCTTCCAGAATGAGGCCCTGGAAGGAC
CCTCCTAGTGATCTGTTACTCTTAAAACAAAGTAACTCATCTAAGATTTTGGTTGGGAGATGGCATTTGGCTTCTGAGAAAGGTAGC
TATGAAATAATCCAAGATACTGATGAAGACACAGCTGTTAACAATTGGCTGATCAGCCCCCAGAATGCCTCACGTGCTTGGGGAGAA
AGCACCCCTCTTGCCAACAAGCCTGGAAAGCAGAGTGGCCACCCAAAGTTTCCTAGAGTTAGACATAAATCTCTACAAGTAAGACAG
GATGGAGGAAAGAGTAGACTGAAGAAAAGCCAGTTTCTCATTAAGACACGAAAAAAGAAAAAAGAGAAGCACACACACCATGCTCCT
TTATCTCCGAGGACCTTTCACCCTCTAAGAAGTGAAGCCTACAACACATTTTCAGAAAGAAGACTTAAGCATTCGTTGGTGCTTCAT
AAATCCAATGAAACATCTCTTCCCACAGACCTCAATCAGACATTGCCCTCTATGGATTTTGGCTGGATAGCCTCACTTCCTGACCAT
AATCAGAATTCCTCAAATGACACTGGTCAGGCAAGCTGTCCTCCAGGTCTTTATCAGACAGTGCCCCCAGAGGAACACTATCAAACA
TTCCCCATTCAAGACCCTGATCAAATGCACTCTACTTCAGACCCCAGTCACAGATCCTCTTCTCCAGAGCTCAGTGAAATGCTTGAG
TATGACCGAAGTCACAAGTCCTTCCCCACAGATATAAGTCAAATGTCCCCTTCCTCAGAACATGAAGTCTGGCAGACAGTCATCTCT
CCAGACCTCAGCCAGGTGACCCTCTCTCCAGAACTCAGCCAGACAAACCTCTCTCCAGACCTCAGCCACACGACTCTCTCTCCAGAA
CTCATTCAGAGAAACCTTTCCCCAGCCCTCGGTCAGATGCCCATTTCTCCAGACCTCAGCCATACAACCCTTTCTCCAGACCTCAGC
CATACAACCCTTTCTTTAGACCTCAGCCAGACAAACCTCTCTCCAGAACTCAGTCAGACAAACCTTTCTCCAGCCCTCGGTCAGATG
CCCCTTTCTCCAGACCTCAGCCATACAACCCTTTCTCTAGACTTCAGCCAGACAAACCTCTCTCCAGAACTCAGCCATATGACTCTC
TCTCCAGAACTCAGTCAGACAAACCTTTCCCCAGCCCTCGGTCAGATGCCCATTTCTCCAGACCTCAGCCATACAACCCTTTCTCTA
GACTTCAGCCAGACAAACCTCTCTCCAGAACTCAGTCAAACAAACCTTTCCCCAGCCCTCGGTCAGATGCCCCTTTCTCCAGACCCC
AGCCATACAACCCTTTCTCTAGACCTCAGCCAGACAAACCTCTCTCCAGAACTCAGTCAGACAAACCTTTCCCCAGACCTCAGTGAG
ATGCCCCTCTTTGCAGATCTCAGTCAAATTCCCCTTACCCCAGACCTCGACCAGATGACACTTTCTCCAGACCTTGGTGAGACAGAT
CTTTCCCCAAACTTTGGTCAGATGTCCCTTTCCCCAGACCTCAGCCAGGTGACTCTCTCTCCAGACATCAGTGACACCACCCTTCTC
CCGGATCTCAGCCAGATATCACCTCCTCCAGACCTTGATCAGATATTCTACCCTTCTGAATCTAGTCAGTCATTGCTTCTTCAAGAA
TTTAATGAGTCTTTTCCTTATCCAGACCTTGGTCAGATGCCATCTCCTTCATCTCCTACTCTCAATGATACTTTTCTATCAAAGGAA
TTTAATCCACTGGTTATAGTGGGCCTCAGTAAAGATGGTACAGATTACATTGAGATCATTCCAAAGGAAGAGGTCCAGAGCAGTGAA
GATGACTATGCTGAAATTGATTATGTGCCCTATGATGACCCCTACAAAACTGATGTTAGGACAAACATCAACTCCTCCAGAGATCCT
GACAACATTGCAGCATGGTACCTCCGCAGCAACAATGGAAACAGAAGAAATTATTACATTGCTGCTGAAGAAATATCCTGGGATTAT
TCAGAATTTGTACAAAGgtttggccagttttctecttttttattctecatttttecattactgetga
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el7
ctgtgtcaacagatttttaattgatttcaactctttgtcctttcagCCATTAATGGGATGATCTACAGCTTGCCTGGCCTGAAAATG
TATGAGCAAGAGTGGGTGAGGTTACACCTGCTGAACATAGGCGGCTCCCAAGACATTCACGTGGTTCACTTTCACGGCCAGACCTTG
CTGGAAAATGGCAATAAACAGCACCAGTTAGGGGTCTGGCCCCTTCTGCCTGgtaaagattgggtaatgggaagaggtcecctgetaa
gaaatacagggaaaaggcaatctgtaactccttctcatttett

e2l
gaatttaggcagtgtgtgacttgttgacaaggacagttctgtttactggctttecctatattgcagGTGGACATGCAAAAGGAAGTCA
TAATCACAGGGATCCAGACCCAAGGTGCCAAACACTACCTGAAGTCCTGCTATACCACAGAGTTCTATGTAGCTTACAGTTCCAACC
AGATCAACTGGCAGATCTTCAAAGGGAACAGCACAAGGAATGTGATGgtttgtgtgcatatttctatctgaatctctaga

e22
taaactttecctettttettetagTATTTTAATGGCAATTCAGATGCCTCTACAATAAAAGAGAATCAGTTTGACCCACCTATTGTGG
CTAGATATATTAGGATCTCTCCAACTCGAGCCTATAACAGACCTACCCTTCGATTGGAACTGCAAGGTTGTGAGGTAAATGgtaagyg
tacaaagatgcattattttctcactgccactcaaagaatcaagatttggga

e24
caaaggttttaacatcttccttatctatgtgtttttgtcattttcatagGCAAACAACAATAAGCAGTGGCTAGAAATTGATCTACT
CAAGATCAAGAAGATAACGGCAATTATAACACAGGGCTGCAAGTCTCTGTCCTCTGAAATGTATGTAAAGAGCTATACCATCCACTA
CAGTGAGCAGGGAGTGGAATGGAAACCATACAGGCTGAAATCCTCCATGGTGGACAAGgtagagtggcatctgggcaaagagaaage
aatctgaagactgtgc

e25
tttetecttatttggetttcagATTTTTGAAGGAAATACTAATACCAAAGGACATGTGAAGAACTTTTTCAACCCCCCAATCATTTCC
AGGTTTATCCGTGTCATTCCTAAAACATGGAATCAAAGTATTGCACTTCGCCTGGAACTCTTTGGCTGTGATATTTACTAGAATTGA
ACATTCAAAAACCCCTGGAAGAGACTCTTTAAGACCTCAAACCATTTAGAAT

15. ébra

Az F5 gén Sanger szekvendldsdhoz tervezett primerek. Piros szinnel jelolve a nem teljes analitikai szenzitivitasu
régiok, vastagon szedve a primer szekvencidk, nagy betlivel az exon szekvencidk, inicidtor €s termindl6 kodonok
aldhizva. Transzkript: F5-202 ENST00000367797.8.

NPCI (referencia szekvencia: ENST00000269228 )

Exon Forward primer (5' - 3") Reverse primer (5' - 3") PCR termék

hossz

1 AACAGCCCGGGGAAGTAG CGGAGACAGAAACAGGACAAG 300 bp
2 TGAGTGGGCACTTCTTGTTG CCTCCACCCTGCAATAACAT 286 bp
3 AGTTCACTGAGGAATGTTGACC AAGAATAAATGGAAAGCTGAGCA 257 bp
4 CTTGCTGGCCCTATTATGTGTG CAATTTGCTCTGCTGTCCTG 292 bp
5 CCTCGTGAATTACAGCAAGC GCAATTCTCTTGCCTCAGTC 337 bp
6 ATTCCATAGGACGAAGCAGC CCATGCAATGGTATTCATGGAGG 551 bp
7 GAAGGCAGTAATTAGGGAGG TGCAACCCCACTGAGGAAACG 285 bp
8 GTTCCGACTTTCAGGAACGGC AGCCCCAAATCCCCATCTAGC 530 bp
9 AATCAAGATCTGAGAGAAATGTGA GCTTTTGCCCATGTACCCTA 360 bp
10 AGCCAGCCTCATCAAATGTT AAACTGCCCAATTTATGAAATCTT 298 bp
11 GTTGTGATTTTTCCCCTGGT GAAAATGAAGTTTAAGTGCTTGC 267 bp
12 GGGAGAAGTTTCTTACTTAGCTGTCA | TGGAATAAGAATAAAGAGGCAAAAA| 345bp
13 GCCCTGTAAAGTAAAAAGGAGGA GCCATTCACAGTCCCTGAAA 335 bp
14 CAAGGCAGCAAGAAATGGCG CATGTTCAGGTAGCCAGCTC 262 bp
15 CATGCACATGAACATAAGACCTG AGGGGACAGAGGGAAACAAA 300 bp
16 TTGGTGCCAGGATTATAGTCTATTT AAGGCATGTGATAATCTGTTTCA 293 bp
17 TGTACTCCCTATTAGCCTGTC CTTGCTTGAAACACCTACGTGC 318 bp
18 ACCTCCTGGCACCCTCTTAT GCTGACTGCCTGGCTGAG 349 bp
19 | AAAAGGAAGTTAGGTTTTAAGAAAAAG| AATAGGTATAAACTGAGGCACGA 300 bp
20 GGAAAGTAATCGATAGAGAAGAAAGT CCCAGTCCTCTCCTAGTTTTCT 320bp
21 TTTGCTTAGCCTCAAGTGCTC ACTCCCACCCAGTGTAGGC 345 bp
22 GTGGTGACAGGATGAACACG CAATTCCCCCAAGTGAAACA 362 bp
23 TGGGTAATTAGCACCCATCC AAGTACAGGATCCAGACTCTTCAG 290 bp
24 GGGCAGGAGAATCACTTGAA GCCTCAGGATAGAATTCCCTTT 338 bp
25 GGCTGGTCTCAAGCAATTCTC GTGTTCAACTTGGCCTTGC 300 bp

4. tablazat. Az NPC1 gén amplifikécidjahoz és Sanger szekvendldsahoz hasznalt primerek szekvencidja és az
amplikonok hossza.
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Fragment Forward primer (5' - 3') Reverse primer (5' - 3') PCR termék hossz
1 CCGAGAGGACTCTGCAGTGA | TAGTCACTTGGACCTCAATG 477 bp
2 GTGCAGCTGGCTGCTCTT GATGGTGGCGCTGATGAT 406 bp
3 CGCCTCTGCTTCATGCTA CTGTGGTCCTCATCAAGCTG 479 bp
4 CTGCACCACCACCAGGAC CGGGCTACATACCACATGG 413 bp

5.tablazat. A KCNJI1 gén amplifikdldsdra és Sanger szekvendldsara haszndlt primerek szekvencidja és az
amplikonok hossza. Referencia szekvencia: ENST00000339994.

GCK (referencia szekvencia: ENST00000403799)

Exon Forward primer (5' - 3") Reverse primer (5' - 3") PCR termék hossz
1 TCCACTTCAGAAGCCTACTG TCAGATTCTGAGGCTCAAAC 195 bp
2 TGCAGATGCCTGGTGACAGC CACAGCTGCTTCTGGATGAG 290 bp
3 TAATATCCGGGCTCAGTCACC CTGAGATCCTGCATGGCCTTG 295 bp
4 GTCCCTGAGGAATAGCTTGG GGTATGGGGGCTACATTTGA 301 bp
5,6 TAGCACCCTGCCTCCAGTAT GCCCTTGAAGCCTGTTGTA 430 bp
7 CAGCTCTCGCTGACAGTCC CAAGCCCATTATCTGCAATG 312 bp
8 TGCCTGCTGATGTAATGGAC TGAGACCAAGTCTGCAGTGC 263 bp
9 ACTGTCGGAGCGACACTCAG CTTGGAGCTTGGGAACCGCA 367 bp
10 GTCGACTGCGTGCAGGGCGC TGTGGCATCCTCCCTGCGCT 263 bp

HNF1A (referencia szekvencia: ENST00000257555)

Exon Forward primer (5' - 3') Reverse primer (5' - 3") PCR termék hossz
1 CAGTGGGTGCAAGGAGTTTG GCCCCTCTAGGCTCTCCTG 491 bp
2 GGTTCCAGCACCCAGGAC TGTGTAATGGGGATGGTGAA 380 bp
3 AGTGATGGCATGTGTGCTGT GCCAGGCTAAGCCAATATCA 498 bp
4 GGACAGGGTTCCTCTGAGC AAAGAGGTTTAGGTGACTGCTG 385 bp
5,6 GGCAGACAGGCAGCTGGCCTA GTTGCCCCATGAGCCTCCCAC 647 bp
7 CTCTGGGAAGGAGAGGTGGT GTCCCAGAGACACATGCAGA 397 bp
8,9 GAGGCCTGGGACTAGGGCTGT CGGACAGCAACAGAAGGGGTG 504 bp
10 AGGGTAGAGGTGTGACTTTGGG | CATCTGCCATGAACAGGCTTT 528 bp

HNF4A (referencia szekvencia: ENST00000316673, ENST00000316099

Exon Forward primer (5' - 3) Reverse primer (5' - 3") PCR termék hossz
1 (P1) CCAACAAACAGCCAAATCCCT GGCTTCACTTGGCAACACCT 534 bp
1 (P2) ACGTATCCACCCACCTTGG AAACACACGGGGAGGTGTC 300 bp
1b TCTGGTGTGCACGACTGCAC CTGGAGCTGCAGCCTCATAC 325 bp
2 GAGGTGATGGAGTGGGAACAG AGAAGAGCCTTGAAGGCCCT 431 bp
3 CCTAGTTCTGTCCTAAGAGG GTCATAAAGTGTGGCTACAG 275 bp
4 CCCACTCCTCATCAGTCACA AGAATGGAGGTGGAGGAGGT 264 bp
5 CCCTCCGTTTTTACCCTGAG CCACGGCTATATCCCAGGT 400 bp
6 ACAGTTCAGGCAGGTAGAGGCA | CCCTGATCGTGCTCTGACTTC 455 bp
7 GCACCAGCTATCTTGCCAAC AGGAGAAGTCTGGCAGAGCG 311 bp
8 AATTCATGCTGGCGTACCCT CTTAGAACAGTGACTGGCACGTG 626 bp
9 ATATTGGATGGGCTGGTTGA TTGCCCTTTATTCCCTACCC 395 bp
10 GATCTGGGACTCACAGAAGGTTG TGTTATCCAGAGCAGGGCG 537 bp

6. tdblazat. A harom leggyakoribb MODY gén amplifikdcidjahoz és Sanger szekvendldsdhoz hasznalt primerek

szekvencidja €s az amplikonok hossza.
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Primer I?omo/pohmer Primer szekvencia (5'-3")
tipus és hossz

Mutgen 4A F A CGGATCCACTAGTCCAAAAGTGIGGTGGAATICTG
Mutgen 4A R CAGAATTCCACCACACTTTTGGACTAGTGGATCCG
Mutgen 5A F N CGGATCCACTAGTCCAAAAAGTGTGGTGGAATICTG
Mutgen 5A R CAGAATTCCACCACACTTTTTGGACTAGTGGATCCG
Mutgen 6A F A CGGATCCACTAGTCCAAAAAAGTGTGGTGGAATICTG
Mutgen 6A R CAGAATTCCACCACACTTTTTTGGACTAGTGGATCCG
Mutgen 4T F T CGGATCCACTAGTCCATTTTGTGTIGGTGGAATICTG
Mutgen 4T R CAGAATTCCACCACACAAAATGGACTAGTGGATCCG
Mutgen 5T F . CGGATCCACTAGICCATTTITGTIGTGGTGGAATTCTG
Mutgen 5T R CAGAATTCCACCACACAAAAATGGACTAGTGGATCCG
Mutgen 6T F o CGGATCCACTAGTCCATTTTTTGIGTGGTGGAATTCTG
Mutgen 6T R CAGAATTCCACCACACAAAAAATGGACTAGTGGATCCG
Mutgen 4C F ic CGGATCCACTAGTCCACCCCGTGTGGTGGAATTCTG
Mutgen 4C R CAGAATTCCACCACACGGGGTGGACTAGTGGATCCG
Mutgen 5C F i CGGATCCACTAGTCCACCCCCGTGTGGTGGAATTCTG
Mutgen 5C R CAGAATTCCACCACACGGGGGTGGACTAGTGGATCCG
Mutgen 6C F o CGGATCCACTAGTCCACCCCCCGTGTGGTGGAATTCTG
Mutgen 6C R CAGAATTCCACCACACGGGGGGTGGACTAGTGGATCCG
Mutgen 4G F G CGGATCCACTAGTCCAGGGGTGTGGTGGAATTCTG
Mutgen 4G R CAGAATTCCACCACACCCCTGGACTAGTGGATCCG
Mutgen 5G F < CGGATCCACTAGTCCAGGGGGTGTGGTGGAATTCTG
Mutgen 5G R CAGAATTCCACCACACCCCCTGGACTAGTGGATCCG
Mutgen 6G F G CGGATCCACTAGTCCAGGGGGGTGTGGTGGAATTICTG
Mutgen 6G R CAGAATTCCACCACACCCCCCTGGACTAGTGGATCCG

Mutamp 1 F vilions AAGACTCGGCAGCATCTCCA GAGCTCGGATCCACTAGTCC
Mutamp 1 R GCGATCGTCACTGTTCTCCA CCCCCAGAATAGAATGACACC

Mutamp 2 F ,, AAGACTCGGCAGCATCTCCA CGTGTACGGTGGGAGGTCTA
Mutamp 2 R viltozd GCGATCGTCACTGTTCTCCA CAACAGATGGCTGGCAACTA

Mutamp 3 F ,, AAGACTCGGCAGCATCTCCA CACCAAAATCAACGGGACTT
Mutamp 3 R viltozg GCGATCGTCACTGTTCTCCA GATATCTGCAGAATTCCACCA

7.tablazat. A plazmid rendszerben vizsgalt homopolimerek létrehozdsdhoz és amplifikaldsdhoz hasznalt primerek
szekvencidi.
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T || N st | [ Lo | =l Primer szekvencia (5'-3")
és hossz |tavolsag (bp)
CFel-1-AF ” AAGACTCGGCAGCATCTCCA GGGAAAGAGCAAAAGGAA(G/A)G
CFel-1-AR a0 - GCGATCGTCACTGTTCTCCA CACGTGTCTTTCCGAAG(C/T)TC
CFel-1-BF - s AAGACTCGGCAGCATCTCCA AAAA(G/A)GCCAGCGTTGTCTC
CFel-1-BR GCGATCGTCACTGTTCTCCA TCAGCTTCAGTTCATTCTTCCA
CFe2-1-AF ) AAGACTCGGCAGCATCTCCA TTCCATATGCCAGAAAAGTTGA
CFe2-1-A-R GCGATCGTCACTGTTCTCCA TGAATTTCTCTCT(T/C)CAACTAAACAATG
CFe2-1-BF c152_136 A s AAGACTCGGCAGCATCTCCA (C/T)TGTTG(A/T)TTCTG(C/T)TGACAATCT
CFe2-1-BR GCGATCGTCACTGTTCTCCA CTCCTGGTCTCAAGCAATCC
CFe3-123-AF AAGACTCGGCAGCATCTCCA CCTTGGATATACTTGTGTGAATCAA
CFe3-123-AR C;Z;—;g; 56/; iont GCGATCGTCACTGTTCTCCA CATAATGAATGTACAAATGAGATCCT
CFe3-123B F 21259*263 s vattozo AAGACTCGGCAGCATCTCCA GCAACTTATTGGTCCCACTTTT
CFe3-123-BR - GCGATCGTCACTGTTCTCCA CACCAGATTTCGTAGTCTTTTCA
CFed-1-AF " AAGACTCGGCAGCATCTCCA TTTCTCTGTTTTTCCCCTTTTG
CFed-1-AR GCGATCGTCACTGTTCTCCA GCATTCCAATGTGATGAAGG
CFed-1-BF ©425_429 ST 4 AAGACTCGGCAGCATCTCCA TGAGGACACTGCTCCTACACC
CFed-1-BR GCGATCGTCACTGTTCTCCA GAGCATTAATTATTCCTGCCATTT
CFe6-1-AF 1o AAGACTCGGCAGCATCTCCA CTGCCTTCTGTGGACTTGGT
CFe6-1-AR GCGATCGTCACTGTTCTCCA GACACTGAAGATCACTGTTCTATGC
CFe6-1-B F c.704_708 . . AAGACTCGGCAGCATCTCCA TGCTCAGAACCAC(G/T)AAGTGT
CFe6-1-BR o GCGATCGTCACTGTTCTCCA TCATCATCATTCTCCCTAGCC
CFe7-1-AF 0 AAGACTCGGCAGCATCTCCA AATAAAATAATGCCCATCTGTTG
CFe7-1-AR GCGATCGTCACTGTTCTCCA CAACTTACTGTCTTAAGTTTTCAATCA
CFe7-1-BF c-845.850 oA s AAGACTCGGCAGCATCTCCA GCATACTGCTGGGAAGAAGC
CFe7-1-BR GCGATCGTCACTGTTCTCCA CCCATGAAAGTGAATTTGTGC
CFe8-1-AF : AAGACTCGGCAGCATCTCCA TTCCATTCCAAGATCCCTGA
CFe8-1-AR GCGATCGTCACTGTTCTCCA (A/C)GTGCATA(G/C)GGAAGCACAGA
CFe8-1-BF ©955.959 ST 0 AAGACTCGGCAGCATCTCCA TTCTCAGGGTTCTTTGTGGTG
CFe8-1-BR GCGATCGTCACTGTTCTCCA GCACATTTTTGCAAAGTTCA
CFel0-1-AF " AAGACTCGGCAGCATCTCCA GGCCATGTGCTTTTCAAACT
CFel0-1-AR GCGATCGTCACTGTTCTCCA TTACTGAAGAAGAGGCT(G/A)TCATC
CFelo-1BF| C©127-1261 A AAGACTCGGCAGCATCTCCA TTTGAGAAAGCAAAACAAAACAA
CFel0-1-BR i GCGATCGTCACTGTTCTCCA CCTTCCAGCACTACAAACTAGAA
CFel3-1-AF . AAGACTCGGCAGCATCTCCA GCTACTTCTGCACCACTTTTGA
CFel3-1-AR GCGATCGTCACTGTTCTCCA AAGGTATTCAAAGAA(C/A)ATACCTTTCA
CFe3-1BE| Cl748-172 SA AAGACTCGGCAGCATCTCCA TCTCCTTTTGGATA(C/T)CTAGATGTTTT
CFel3-1-BR 5 GCGATCGTCACTGTTCTCCA TGAATCCTGGCCCAGTAGG
CFel4-123 F c.1874_1878 ST AAGACTCGGCAGCATCTCCA AATTTTGCATGAAGGTAGCAG
——————————  ¢2046_2052 7A véltozé
CFel4-123R | ¢2083_2088 6A GCGATCGTCACTGTTCTCCA TCGTATAGAGTTGATTGGATT(G/C)AGA
CFel4-123CF AAGACTCGGCAGCATCTCCA TTGCATGAAGGTAGCAGCTATT
CFelai3CcR| ©2046-2092 A i GCGATCGTCACTGTTCTCCA CCCCAAACTCTCCAGTCTGT
CFel4-V3F €.2046_2052 7A Viltoss AAGACTCGGCAGCATCTCCA GATGCTCCTGTCTCCTGGAC
CFeld-V3R | ¢.2083_2088 6A GCGATCGTCACTGTTCTCCA -CAGGACAGACTGCCTCCTTC3'
CFel5-123F |  ¢©2497_2502 6T AAGACTCGGCAGCATCTCCA GCCATAATTCTTTTATTCAGGAGTG
— 1 ¢2579.2583 5T viltozé
CFel5-123R | ¢2606_2610 5T GCGATCGTCACTGTTCTCCA TTTACAATAGAACATTCTTACCTCT(G/T)C
CFe20-1-AF R AAGACTCGGCAGCATCTCCA TGTTATTTGCAATGTTTTCTATGG
CFe20-1-AR GCGATCGTCACTGTTCTCCA TGAAGGTAAC(A/G)GCAAT(G/A)AAGAAGA
CFe0-1BE| ©3317-332 e e AAGACTCGGCAGCATCTCCA CGCTGGTTCCAAATGAGAAT
CFe20-1-BR GCGATCGTCACTGTTCTCCA TGGAAATTCAAAGAAATCACTTG
CFe22-1-AF 0 AAGACTCGGCAGCATCTCCA TTGTGAAATTGTCTGCCATTCT
CEe2-TAR| oo oo . GCGATCGTCACTGTTCTCCA TGAGATCTTTGACAGTCA(T/C)TTGG
CFe22-1-BF - . AAGACTCGGCAGCATCTCCA TGAGAATT(C/G)ACACGT(G/T)AAGAAAG
CFe22-1-BR GCGATCGTCACTGTTCTCCA TGCTTCAGGCTACTGGGATT
CFe23-1-AF 19 AAGACTCGGCAGCATCTCCA TGTGCAACAAGGTTTGAATGA
CFe23-1-AR GCGATCGTCACTGTTCTCCA CCAT(C/T)(G/A)ATCTGGATTTCTCC
CFen-1BF| 27683773 6T P AAGACTCGGCAGCATCTCCA TGGATCAGGGAAGAGTACTTT(G/A)TT
CFe23-1-BR GCGATCGTCACTGTTCTCCA TTTCTTGAGTACAAGTATCAAATAGCA
CFe24-12-AF| ¢.3884_3889 6T o AAGACTCGGCAGCATCTCCA AAAGAATGATACAAAGCAGACATGA
CFe24-12-AR|  ¢.3903_3908 6A villiozd GCGATCGTCACTGTTCTCCA CCACTGTTCATA(G/A)GGATCCAA
CFe25-1-AF 8 AAGACTCGGCAGCATCTCCA TCAAATGGTGGCAGGTAGTG
CEedS AR 0 woos . GCGATCGTCACTGTTCTCCA AGCACATCAA(C/G)TGCTTGTGG
CFe25-1-BF - o AAGACTCGGCAGCATCTCCA TGGGAAGCTTGA(C/T)TTTGTCC
CFe25-1-BR GCGATCGTCACTGTTCTCCA TCACCATGAAGCAGGCATAA
CFe26-1-AF B AAGACTCGGCAGCATCTCCA TTACTG(T/C)TCTGTGATATTATGTGTGG
CFe26-1-AR GCGATCGTCACTGTTCTCCA AAGGGCAATGAGATC(T/G)TAAGTAAA
CFe261BF| 4374241 . " AAGACTCGGCAGCATCTCCA CAGGATAGAAGCAATGCT(G/A)GA
CFe26-1-BR GCGATCGTCACTGTTCTCCA CACCACATGGCTCAGATCAA

8. tdblazat. A CFTR génben vizsgalt homopolimerek amplifikdldsahoz hasznalt primerek szekvencidi.
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Primer Primer szekvencia (5'-3")

CFe5F AAGACTCGGCAGCATCTCCATGTTGAAATTATCTAACTTTCCATTTT
CFe5R GCGATCGTCACTGTTCTCCAAGGGAAGCTAGAGCTGAGCA
CFe9F AAGACTCGGCAGCATCTCCAGCTTGGCAAATTAACTTTAGAACA
CFe9 R GCGATCGTCACTGTTCTCCACGCCATTAGGATGAAATCCA
CFell F AAGACTCGGCAGCATCTCCACAAGTGAATCCTGAGCGTGA
CFellR GCGATCGTCACTGTTCTCCATGGGTAGTGTGAAGGGTTCAT
CFel2 F AAGACTCGGCAGCATCTCCAGAAGGAAGATGTGCCTTTCAA
CFel2R GCGATCGTCACTGTTCTCCACTAGCCATAAAACCCCAGGA
CFel7F AAGACTCGGCAGCATCTCCAGCTGCCAAATAACGATTTCC
CFel7R GCGATCGTCACTGTTCTCCAAACCACAGGCCCTATTGATG
CFel8 F AAGACTCGGCAGCATCTCCATTTGGGTTCTGAATGCGTCT
CFel8 R GCGATCGTCACTGTTCTCCACAGGACTTCAACCCTCAATCA
CFel9F AAGACTCGGCAGCATCTCCAGACACACTTTGTCCACTTTGC
CFel9R GCGATCGTCACTGTTCTCCATGAGTATCGCACATTCACTGTC
CFe2l F AAGACTCGGCAGCATCTCCAGGTTCATTTACGTCTTTTGTGC
CFe21 R GCGATCGTCACTGTTCTCCATGACAGATACACAGTGACCCTCA
CFe27F AAGACTCGGCAGCATCTCCATTCTGTCCCTGCTCTGGTCT
CFe27R GCGATCGTCACTGTTCTCCAGAGCAAATGTCCCATGTCAA
CFel6 F AAGACTCGGCAGCATCTCCAGCATGGGAGGAATAGGTGAA
CFel6R GCGATCGTCACTGTTCTCCATGCTTGGGAGAAATGAAACA

9.tablazat. A CFTR homopolimert nem tartalmazé exonjainak amplifikdcids primerjei.

DHCRY7 sajat tervezésii primerek gDNS szekvendldshoz

Szakasz Forward primer (5' - 3") Reverse primer (5'- 3') PCR termék hossz
e2 GAGCTTCTGCCCTCTCCTG TCAACGCTGTGAAGCCATAG 247 bp
e7 GCTGGGCTCTCGCTAAGTAA GCAGTAGATTAAGGTCATGGGAAT 383 bp
€9 - ATGTAGAAGTAGGGCAGCAGGTGGC 372 bp
PM1 CCTGACACCCATGTGTTTACC CCGGACTCGAGATTGACG 366 bp
PM2 AGCTGGGATCCCGAAGAAG CACGCCGCCTACCCTCTA 290 bp
PM3 GCAATCGCTGACATC ATCC CCTGTGAGTGGGCACCTG 234 bp
3UTRI1 CTACATGGCCATCCTGCTG CCCCAGGGACACTGATTAGA 381 bp
3UTR2 GTTCCTTGCTTTTGCCTTCA GGAGGGGGATCTAGAGCTGA 300 bp

DHCRY7 sajat tervezés(i primerek cDNS szekvendldshoz

Exon Forward primer (5' - 3') Reverse primer (5'- 3') PCR termék hossz
DHCR7mR1 TGACAGAACCGCATCTCAA CTCCTACGTAGCCGGGTAGA 323 bp
DHCR7mR2 TACCTTGTGGGTCACCTTCC ATTGGTCACATGGCTGTGG 505 bp
DHCR7mR3 GATCGGGAAGTGGTTTGACT GCCACCCGGAAGATGTAGTA 378 bp
DHCR7mR4 GACTGTGTCTGGCTGCCTTA AGGATGGCCATGTAGATGATG 389 bp

10. tablazat. A DHCR7 gén genomidlis DNS (gDNS) és komplementer DNS (cDNS) analizis€¢hez hasznalt sajat
tervezési primerek szekvencidja €s az amplikonok hossza. Roviditések: PM (promoter), 3UTR (3' le nem forditott
régio).
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Exon Forward primer (5' - 3") Reverse primer (5' - 3') PCR termék hossz
1 GCAAGAGGCGGCGGGAG* TGAAACTTGGGAGACCCAC* 246 bp
2 TCTGCCAGGATTCATCTTGC* CAACACAACAAAAGAAGGAC* 248 bp
3 TCGTGTTCCAAATCCATGTG* GGGGTATAACCACATAAAATAAT* 196 bp
4 AACTCCTGTGAGCTGTTGC* GCTGTGTCCCAGGTAATCG* 271 bp
5 TTTATTGTTGTCCTTCCAGAGG** GCCATGCAGACCCAATGTC** 271 bp
6 TCTGCATGATGGTTCCTGC* CCAGAGCAAATAAGATTAATCC* 307 bp
7 TCTGCAATGAATTTCATATGAG* ACTACACCCCCCAACTGC* 222 bp
8 ACTGACGAATGGTTTTATATTG* TACACAAACCATGCATGCTG* 224 bp
9 GTTACAAGTATTATCTCAGCG* TGAGGGCTGGGATGGGATA*** 261 bp
10 CAGCTGTTGTGTTTTGTTTTG* ATGTTAACTTGAACAATGCAAG* 268 bp
11 ACTGATGAAAGATACCATAGTT* AGGAACAGAATTACAACAGAC* 249 bp
12 CTTAGAATTATGAGGTATTGCT*** CAGTTAGCATATATGTCCCAC* 226 bp
13 TCCCCTAAATAAAGCTATTTC* TGAAACTGCAATGGAAGGAG* 218 bp
14 TCTGGTCATAAGAAAATGTATG* AGGAGAAAAGGCACGTGAAGH** 208 bp
15 TGTCACTTCATTTTTAATAAGTG* GTGACAGAGGCTGAACCTC* 212 bp
16 CTCATCTGTTTGAAGTGACAG* GGTGGCAGAAGGCTGGC* 251 bp
17 TTTAAAATGGGAGCCTGGTG*** ACCCACAAGAAAGCCTGATG*** 295 bp
18 TGAGAAAAAGAGACAGAGTGT* TCTAAGCTACTCAAAGGCAG* 375 bp
19 AAAGTTTGGGCCCTTTTTAAG* ATAGCAAAGTACACAGTATAAG* 211 bp

20 CCAAGACTAGATTTTAGCAG* TTAAGTATAACAACATTGATAAAC* 220 bp
21 GTGTATGTTTGAATTTTTATATAG* TTCTCATGTGAGCCTAGATAAA*** 290 bp
22 CTACTTCATGTTCCAGGTC* CTGTTCCGTTTTGTAGTTCTC* 311 bp
23 GTTTTATGAACTTACCAGGTTC* ACCTGAAGCTAAGTGCTCA*** 333 bp
24 GCCGTGTGGCTCTATTTAAC*** ATTGGCCATGGAAAACGTAA*** 298 bp
25 CAAGAACTTCCAACCTTCATG* TTAAAGGACGTCCCCTCTC* 271 bp
26 AATTAAGGCTGTCCTGAGAC* CATGGAATCCTTCTCTTTCTG* 227 bp
27 GGCCCCCACCTTTAACATG* GTGTGAAAGTCTTTCTCCT*** 185 bp
28 TGCCAAAGTTGGAAGCTTATG* TCAGAGTACATAGAGTGTTT*** 300 bp
29 CAGACATCCAAACCATATCAG* GAACCTACTGAGAGATTCAAC* 214 bp
30 AATAGTCTTATGCTAGTAGGC* ACAGTGCTTATGACTAACAAG* 292 bp
31 GTACTCAATGATATCAAATAGC* ACCAATCTCTTAACTACTTAATA* 230 bp
32 CCAAAAGACATTTGTGCTGAG* GTGTAATCTATGCAGTCCTTG* 226 bp
33 GGTTTTAAATACCACCCTTTC* CTGGCTTCTCTGACTAGTG* 224 bp
34 CGAGGAAGAGTAACGTGTG* TCAAGCCCAGCAAGGCTC* 203 bp
35 AGTTTTTTGCTTTTTTCTCCCTC* CGGGACACCAGGGAGCTG* 197 bp
36 GATAACTCCACTACTCACTG*** AATACACAGTATGCTTGCTTC* 199 bp
37 GTAGAAAGATTCTGCCTGATG* GAACTGGCTGGAGTTGAAAT* 260 bp
38+39 | AAAAACTTTAGATTCAAAACAACTCAA*** CCTTATCATCCTACCAGGACCA*** 366 bp
40 AAATGTGAAGTTTTCATATTCAC* CATGCATTACTGAGAAAAGCT* 201 bp
41 GCTTGTTGAGTATCCACTTAG* GCTTCCTTCGCTAAGACTG* 332 bp
42 CTATCCTCCCATCCCACCTT*** CAGGGTGTTTGCACAGTTTG*** 273 bp
43 TGTCCTGTCACTCATGAATG* CTCTTTTCTGGATATGATAAAG* 200 bp
44 CTGTTCTCCTTCAAATTCAGT* GTAGGCATGTCCAGCCTG* 193 bp
45 GAGCTAGGATTACTCCTGAG* CTGCTGCATATCTGTCTGTG* 362 bp
46 AAGTTCTCAGCCTATGGATG* TGGAACACTAGAGATGATGC* 317 bp
47 TATTAAAGGATTGTTGGGGA** TTCCAGGTCTTTCTAAGTCC** 189 bp
48 GATGGAAGTCATGCCAGTG* GGACACCCGACACTCCTC* 219 bp
49 TGATGATGTCTCCATCGTGT** TGCAGCATTGAAAGCCCAAA** 217 bp
50 ACGGACTCAGTAGGAAAGCH* CAGTCTGCACCCTGCATG* 249 bp
51 AATCACAGATGCCCAAGGAG*** CTGAGAAATGCTGAGAATCCA*** 297 bp
52 TTTTGTCCCTTCATTTAGATAGCA*** TTTGTAAAGTTCCTATGGAAGAAAA*** 291 bp
53 TTATCTCAATTCATCATGTTTTG*** CCATCAGGCCTAGATGATC* 291 bp
54 TTTTGTTGCTGTCCATGATC* CTCACAGATAAAGCTTCCTG* 222 bp
55 GCAGATATATGCATTTTCTTTG* GTCCACTGTCACTTCTGATG* 236 bp
56 TGGTCAGATGACTCTTCTTG* GTGTGGAGGCTGAGGTTAG* 219 bp
57 ATTTCCTGACATCCCCTTTG* CAAATAAATAGATTCCCTGCAAG* 295 bp
58 CACTGAAGTGACCCCCTAC* AATTTCCACTTGAGGATAAGC* 243 bp
59 GCGTGTACACATCATTTTTAG* ATGTGTCAGGAGCTAGGTG* 222 bp
60 ATCCTGTTTTGTTGGCTTGAC* GAATCGCTACAATCCATGTAG* 210 bp
61 GTATGTGTGAGCACACCTG* CTCCACAAGGATTCACCAG* 323 bp
62 AGAGATGTTGAGTTGGCATC* TAGGACCTGATAGCCATGC* 211 bp
63 AAGTGGCCAGATCCAATGTC*** ATCTCCAACCATGACCAGGA*** 341 bp
64 CCTACCTTGTCTTCCCATTC* AGTTTCTCCCTGGGGAGC* 344 bp
65A AATATGAGAGCTAAGTGGCATATGTA*** TGAATAGGTTCCAGCCACTG*** 319 bp
65B CAACCAAAAGGAAGGGATCA*** TGATTCTGATTGGGGGAAAA*** 278 bp

11. tdblazat. Az FBNI gén exonjainak amplifikédldsara és szekvendldsara haszndlt irodalmi (*: (466), **: (467)) és
sajat tervez€sii primerek (***) szekvencidja és az amplikonok hossza.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. FV deficiencia

Az FV aktivitds szint a beteg plazmdjdban (16. abra) és thrombocyta lizatumaban is

detektalhatatlanul alacsony volt.

II.

III.

Iv.

117%

86%

116%

16. dbra. FV aktivitds a betegben és csalddtagjaiban.

82%

96%

NM: nem mért, fekete kitoltés: ¢.2952delT, satirozés: c.5493insG heterozigéta muticié a F5 génben.

Az apa, az anya és az egyik nagymama esetében az enyhén csokkent FV aktivitds szint a

heterozigéta dllapotnak felelt meg. A DNS szekvendlds két kéroki eltérést definidlt, mindkett6t

heterozigéta forméban, a ¢.2952delT é€s a ¢.5493insG mutdcidkat (17. abra).
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17. dbra. Mutéci6 analizis a F'5 génben. Az érintett nukleotidok bekeretezve (az €16 esetén a reverse szél
elektroferogramjat tiintettem fel).

Az édesanya heterozigéta volt az 5493insG-re, mig az édesapa heterozigéta a 2952delT-re.
Mindkét kéroki mutacié olvasasi keret eltoldddst €s korai termindciét okoz, az egyik a 930., a
masik az 1776. aminosav pozicioban. A FV antigén szint a beteg plazmdjdban rendkiviil csokkent,

de detektdlhaté mennyiségben volt mérhetd (12. tablazat).

FV antigén szint | FV nehéz lanc FV konnyi lanc
(%) antigén szint (%) | antigén szint (%)
I.1 74 84 64
12 112 123 107
1.1 86 96 92
1.2 32 41 50
11.3 86 135 105
11.4 99 132 118
1.5 97 116 91
III.1 62 37 50
111.2 33 30 49
111.3 110 122 105
beteg 1,03 1,7 <05
Referen/ma 64-139%
tartomany

12. tablazat. FV antigén szint harom kiilonbz6 ELISA-val mérve. Dr. Ajzner Eva mérései.

Az ELISA rendszerek a FV N-termindlisat (nehéz lanc és B-domén) tudtdk csak kimutatni. A
szlilok 50% koriili antigén szinttel rendelkeztek. A beteg plazmdjaban Western blottal FV
molekuldt nem lehetett kimutatni, de az immunprecipitacioval szazszorosra koncentralt FV
antigént egy nagyon halvany 236 kDa koriili sav formdjaban lehetett kimutatni monoklonalis anti-
FV B-domén ellenes antitesttel (itt nem mutatom be), illetve poliklondlis anti-faktor V antitesttel
is. Intakt FV-6t nem lehetett detektalni. Ugy gondoljuk, hogy ez a 16-0s exonban muténs fehérije,

amely esetében a konny( ldnc jelentds része hidnyzik és az 1775 aminosavas antigén végsd soron
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200 kDa koriili molekula sulyu lenne (figyelembe véve, hogy B-domén nagyon glikozildlt). A
kimutatott sdv megfelelhet ennek a 236 kd-os fehérjének is, amelyet az immunprecipiticiét kovetd
immunoblottinggal sikeriilt detektalni.

A teljes FV hidny nem Osszeegyeztethetd az élettel, de elképzelhetd, hogy az igen kevés antigén
amit ki tudtunk mutatni, elegendd a tiléléshez sziikséges prokoagulans aktivitdshoz. Lehetséges,
hogy ennek a rovidebb, trunkdlt fehérjének van egy nagyon kicsi maraddk prokoagulans aktivitdsa,
amely megdvja a beteget a végzetes kovetkezményektol.

Ennek a tanulmanynak a publikéltakon tuli tanulsaga az, hogy egyik els6 példdja volt a
diagnosztikai tudomédnyos tevékenységiink sordn, hogy a csalddra jellemzd detektdlt mutdcidk
vizsgalatat prenatdlis diagnosztikai eljardsban is fel tudtuk kindlni a sziil6knek. Ebben az esetben
a prenatdlis diagnosztika chorion biopsziabdl tortént és a magzat esetében az egyik mutédcio
heterozigdta voltat a masik mutacio esetében a vad allél jelenlétét igazolta (18. dbra), ezaltal a FV

hiany kizarhat6 volt, amely tény egyébként sziiletés utan megerdsitést is nyert.

F5el3 F5el6

A\ s“ \‘: :‘"“‘t
[\ Y\ \
6 ¢ @O ™ c T O T o
J\_/\/“\“/V\ﬁ ;

18. dbra. Magzati minta célzott vizsgalata a F'5 ¢.2952delT (el13) és a F'5 c. 5493insG (e16) mutdcidkra (nem
publikélt eredmény). A magzat heterozigéta a F5 ¢.2952delT muticiora.

Osszességében ezek a genetikai eredmények vezethetnek oda, hogy gyors és pontos célzott
molekuldris teszteléssel lehet vizsgdlni a csalddra jellemz6 mutédciokat egy ilyen silyos ritka
betegség esetében. Az ebben a tanulmanyban levé fehérje szintli vizsgalatokat Dr. Ajzner Eva
végezte, én a DNS szekvendlds megtervezésében, kivitelezésében, optimalizacidjaban, az

eredmények értékelésében vettem részt.
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4.2. HNF4A-MODY els6 hazai esete

A szekvenalas a HNFIA és GCK génekben patogén eltérést nem tudott kimutatni, mig a HNF4A

génben a ¢.869G>A, p.Arg290His misszensz mutaciot detektalt heterozigéta formaban (19. abra).

Cc G G C T G C T T Cc Cc C G
EAVAVAYAYAYATASWAYAYAYAYAY
Cc G G C T G C G T T C C C G

19. dbra. A HNF4A c.869G>A, p.Arg290His mutacié (A), normal kontroll (B).

Ez a mutacié a szakirodalomban korabban leirt, ismert patogén eltérés (498). Eredményeink
alapjan mindkét beteg esetében az inzulin terdpia felfiiggesztésre keriilt, diéta tartdsa mellett
sulfonylurea (gliclazid) addsa indult meg. A terdpiavéltdst kovetd egy évben a betegek kovetése
sordn a klinikum kivalo anyagcsere helyzetet észlelt, a betegek panaszmentesek. Kaszkad
vizsgalatot végeztiink, az elérhetd vérszerinti rokonok egyikében sem tudtuk kimutatni a fenti
mutéciot.

Ebben a munkéban két beteg, anya és lanya torténetét dolgoztuk fel, sikerrel definialtuk a MODY
molekuldris genetikai okat. Az eset kivaloan példazza azt a nehézséget, amellyel a klinikum
szembesiil a (monogénes) diabetes diagnosztikaja és klasszifikdcigja soran. Ebben az esetben a két
beteg 16 éven, illetve 6 éven keresztiil részesiilt inzulin terdpidban, miel6tt a monogénes diabetes
(ez esetben MODY) genetikai diagnézisa feldllitasra keriilt volna és ezaltal az inzulinterdpia
elhagyhatévd vélt, nagy mértékli életmindség javuldst eredményezve. A két beteg esetében
korabban mind 2-es, mind 1-es tipusu diabetes diagnodzisat felallitottak, annak ellenére, hogy a
csaladi halmozddds valamint a diabetes sajatossdgai egyértelmiien a MODY irdnydba mutatnak.
Ennek a publikdcidnak a személyre szabott kezelésen tuli tanulsdgait az alabbiakban latom:

a) a csaladfa analizis fontossaga, hiszen a csalddfa analizissel lathat6 a csalddban halmozd6do
diabetes, azaz felhivhatja a figyelmet az esetleges monogénes 6rokl6désre, b) a klinikai vizsgélat
fontossaga, mi szerint a betegek nem voltak elhizottak, tehat a klasszikus 2-es tipust diabetes nem
igazan mertilt fel,

¢) mind az anya, mind a ldnya esetében az inzulin igény alacsony volt, ami a klinikumot a

monogénes diabetes felé orientdlta, d) a kaszkdd vizsgdlatok jelentosége: a prediktiv,
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preszimptomatikus tesztelés, illetve a felesleges tesztelések elkeriilése irdnyéba tett er6feszitések,
hiszen a csaldd mutdciéval nem rendelkezé tagjai esetében a MODY kialakuldsdnak a
valdszinlisége elhanyagolhatd, ezaltal a fiatal korban végzett sziikségtelen vércukor mérések is
elkeriilhetdk.

A fenti analizis klinikai értékelését, a csaladfa analizist Dr. Jermendy Gyorgy végezte Budapesten

a Bajcsy- Zsilinszky Koérhaz I1I. Belgyogyaszati Osztalyan.

4.3. De novo ABCC8 mutacié kimutatasa hypoglycaemias hyperinsulinismusban

Az ABCCS génben egy heterozigéta introni mutdcidt detektaltunk, a c.4415-13G>A mutdciot

heterozigéta forméban (20. dbra).

A

Variation % Number of Reads

CAAGATTAACTCAGT CCTACTTCATCTCCCCGGGCTGTTTT CAGATGCCATCAT CACAGAAGGCGGGGAGAATTT CAGCCAGGGACAGAGGCAGCTGTTCTGLC
A e I I oy 825

Reference Sequence Position 53¢,

CEETEETIC T CT €C C c CcC § € G C T G T TT T C G

20. dbra. Az ABCCS c.4415-13G>A muticié kimutatdsa NGS mddszerrel (A) és konfirmdlasa Sanger
szekvenalassal (B).

A sziil6k genetikai analizise a mutécio6 de novo voltat bizonyitotta. Ugyan funkciondlis adattal nem
rendelkeziink, amely megmagyardzna a mutdcié kovetkezményét, a ¢.4415-13G>A mutéciot tobb
velesziiletett hyperinsulinismusban szenvedd betegben leirtdk mar (499-501), tobb kozlés is
patogénnek mindsiti octreotid reszponziv fokdlis HH hisztoldgiai forma esetében (502).

A HH esetében a kezelés célja az agyi kdrosodds megel6zése. A klinikai menedzsmentben kritikus
a gyors genetikai tesztelés, hiszen a dontési folyamat magaban foglalja a genetikai vizsgalatot is.

A genetikai vizsgalatot tartalmazo klinikai (diagnosztikus) algoritmust a 21. 4bran mutatom be.
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[ CH klinikai diagnézisa }

( Genetikai analizis (ABCC8, KCNJ11,

GLUDI, SLC16A1, HNF4A, GCK,
HNFIA, HADH, UCP2)

Mutécié Nincs detektalt
detektélva mutécié
ABCCS vagy Metabolopathia PET-CT
KCNJ1I gén
Monoallélikus Biallélikus £Y0ZyS2Eres
kezelés

Sziilok
vizsgélata
Diffiz CH
Apai +/- vagy
nem Anyai +/-
meghatarozott
PET-CT
Fokdlis Atipusos
CH CH

21. abra. Integralt diagnosztikai algoritmus velesziiletett hyperinsulinismus (CH) kivizsgaldsara

Fontos annak eldontése is, hogy a heterozigéta mutécié az apai oldalr6l 6rokl6dd vagy de novo

(nem pedig homozigéta vagy Osszetett heterozigota - hiszen ezekben az esetekben altalaban diffiz

hyperinsulinismus forma figyelhet6 meg), ha lehet, még a 18-fluoro-dopa PET-CT el6tt, mert a

fokdlis 1éziénak a PET-CT-vel torténd kimutatdsa utat nyithat ennek a hyperinsulinismus fokusz

sebészeti eltdvolitdsa felé. A kezelési algoritmusok a Karp agonista diazoxid elsé vonalbeli

terdpidjat javasoljdk, a mi betegiink octreotid reszponziv volt, hasonléan ahhoz az els6 leirt

beteghez (502).
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4.4. Terhesség alatti mutacio-specifikus kezelés KCNJ11 mutacié altal okozott diabetesben

A vizsgalt beteg egy ismert KCNJ11 mutdciét hordozé csaldd tagja. Egy reprezentativ

elektroferogramot mutat a 22. dbra.

G T G G T G C

G T G G T

MMW

22.4bra. A KCNJ11 c.685G>A (p.Glu229Lys) muticié kimutatdsa Sanger szekvendldssal. Beteg: fels6 panel,
kontroll: alsé panel.

Stabil sulfonylurea kezelés alatt normoglycaemidssa valt, a HbA,. szintje 5,8, 5,2 és 5,2% volt a
terhessége alatt. A 38. terhességi héten csdszarmetszéssel adott életet egy kislanynak 3010 gr
sziiletési sullyal, az egy perces Apgar értéke 10-es volt, a neonatdlis periddus eseményteleniil
zajlott. Az ujsziilott koldokzsindrvér mintdjabol elvégeztiik a genetikai analizist és kimutattuk a
mutécio jelenlétét. A publikacio kozlésekor (449) 18 honapos volt a kislany, nem volt diabeteses
€s normalisan fejlodott, mely helyzet még 8 éves kordban is fennallt (112). Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy a Karp csatorna gén mutdcioknak és azok ismeretének fontos szerepe lehet a
terhesség menedzsmentjében, hiszen az anyai genotipusnak szdmottevd a magzatra gyakorolt
hatdsa. Abban az esetben, ha az édesanya neonatélis diabetest okozé mutaciot hordoz és a magzat
erre nézve vad tipusu, a sulfonylurea kezelés macrosomidhoz és neonatélis hyperinsulinaemias
hypoglycaemidhoz vezet, mig abban az esetben, ha az édesanya mutéacidja mellett a magzat is
mutdcié hordozd, normadlis sziiletési suly varhatd, s6t nagyon sokdig a diabetes nem is jelentkezik
(112,449, 503, 504). Ezekben az esetekben a magzati DNS vizsgdlata nem invaziv médszerekkel
a terhesség soran rendkiviil nagy hatassal lehet a terhesség menedzsmentjére.

Osszességében az eredményeink arra utalnak, hogy a sulfonyluredk inzulin alternativaként
szerepelhetnek az érintett varandés ndk esetében, abban az esetben, ha a Kir6.2 K,rp csatorna
mutdcid dltal okozott diabetesrdl van sz, €s kiilondsen akkor, ha az érintett beteg visszautasitja az
inzulin kezelést. A mi eredményeink, egyiitt értelmezve egy hasonléan kivitelezett lengyel
kezelési stratégidval arra utalnak, hogy ezekben az esetekben fejlédési abnormalitdsok nem
lesznek (449). A klinikai vizsgalatok és a beteg menedzsmentje a Jsa Andras Megyei Korhaz. IV.
Belgydgyaszati Osztalyan torténtek, Dr. Gaal Zsolt iranyitasa alatt.
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4.5. Uj misszensz muticié detektsldsa dystrophinopathidban

4.5.1. Genetikai analizis

Az MLPA-val végzett delécid/duplikécié analizis a beteg mintdjaban a DMD gén 4-es exonjanak
teljes (hemizigéta) hidnyat irta le. A 4-es exonra specifikus primerekkel végzett PCR amplifikacio
azonban a 4-es exon delécigjat nem tamasztotta ala, arra utalva, hogy az MLPA eredmény fals
pozitiv. A 4-es exon Sanger szekvenaldsa egy Uj hemizigéta pontmutaciot irt le (c.227A>T,
p-Asn76lle). Az édesanya célzott genomidlis DNS analizise a muticié de novo voltat igazolta.
Annak igazoldsara, hogy mas patogén mutacié nincsen a DMD génben, a teljes kodold régiot
megszekvenaltuk. Az adatelemzés a promoter, a exoni régidk és az exon/intron hatart6l +/-5
nukleotidra levd régidk vizsgdlatara korlatozddott és harom hemizigéta varidnst mutatott ki. A
fenti ¢.227A>T mutdcion kiviil két sokkal gyakoribb eltérést sikeriilt kimutatnunk, mindkett&t

hemizig6ta formaban (13. tablazat).

Lokalizacio Gen.Ot.l pl,ls F?her] ¢ szn/ltu dbSNP azonosité | MAF
(hemizigdta) kovetkezmény
e4 c227A>T p-Asn76lle - -
e37 c.5234G>A p.Argl745His rs1801187 047
e59 ¢.8810A>G p.GIn2937 Arg rs1800280 0,12

13. tablazat. A DMD gén szekvendldsanak eredménye. Referencia szekvencidk: LRG_199t1 (DNS), LRG_199p1
(fehérje). MAF: minor allél frekvencia (1000 Genom Projekt).

A ¢.227A>T mutaciét az LOVD (Leiden Open Variation Database) adatbdzisba feltoltottiik (ID:
00105210).

4.5.2. Izom hisztolégia, dystrophin immunhisztokémia

Az izombiopszia enyhe dystrophids jeleket irt le (23. abra). A dystrophin expresszié az egyes
antitesttel valtozé intenzitasunak adddott, sarcolemmalis jelolodéssel, szegmentalisan sulyosan
csOkkent vagy hianyzo6 jellel, a kettes antitesttel intenziv linedris sarcolemmalis expressziot,
normdl mintazatot mutatott, mig a harmas antitesttel az izomrostok zome negativ volt, néhany
revertans rost volt kimutathat6 teljes vagy szegmentalis sarcolemmalis expresszidval (23. dbra B,
C, D). A spektrin immunohisztokémia normal linearis sarcolemmalis expressziot mutatott (23.

abra E). Az a, B, v és 0 sarcoglycan linedris sarcolemmalis expressziét kbzepes vagy magas
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intenzitdssal, néha csokkent expresszids szinttel mutatott. A merosin erds linedris sarcolemmalis

expressziot mutatott (23. dbra F).
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23. dbra. Izom biopszia vizsgalata. Abramagyarazat a szovegben. Forrés: https://doi.org/10.1016/j.0md.2017.12.003.
Dr. Hortobagyi Tibor felvételei.

4.5.3. A p.Asn76lle mutacié hatasanak in silico vizsgalata

A kristdlyszerkezet alapjdn a 76Asn reziduum az N-ABD aktin kot6 doménben van, a CHI1
szubdoménben az E hélixben (24. dbra A). Jelenlegi ismereteink szerint az Asn76 az aktin
kotShelynek nem része, kozvetleniil az aktinhoz nem kotddik (488). Az Asn76 oldalldnca nem a
CH1 szubdomén felszine felé néz, sokkal inkdbb a C és E hélixek és a D loop kozt van elrejtve.
Az oldallanc atomok a 76-os aszparaginnal hidrogén kotési tdvolsagban vannak az Asp46 és Glu65
{6 lanc atomjaival. Ezek a hidrogén hidak elképzelhetd, hogy stabilizal6 interakcidkat jelentenek
a CH1 szubdoménben, amely lehet6vé teszi az E hélix (Asn76) a B loop (Asp46) és a D loop kozti
kapcsolat kialakitdsat (24. abra A). A human dystrophin szekvencia 0sszehasonlitdsa az utrophin,
a-actinin 3 és fimbrin szekvencidjaval az N-ABD domének esetében az Asn76 reziduum nagyfoku
konzervaltsdgat mutatja (24. abra C) 0sszhangban a korabbi analizisekkel (488, 505, 506).

A masodlagos szerkezet predikcié nem utal az E hélix sériilésére; a mutans fehérje fenntartja a

teljes masodlagos szerkezetét a vad tipushoz hasonlé médon. A mutdns dystrophin fehérje a
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konzervalt hidrogén hidjat, amely az Asn76 és az Asp46 valamint a Glu65 kozott van, nagy
valdszinliséggel elvesziti azdltal, hogy a poldros aszparagin reziduum hidroféb izoleucinnd
véltozik. Ez a mutdci6 a predikci6 alapjan rendkiviil destabilizdlé (AAG > 3 kcal/mol), ami fehérje
funkci6 sériilést jelezhet. A mutdns fehérje aggregacids hajlama nem tiinik fokozottnak, hiszen az

érintett pozicid az aggregdcidra hajlamos régioktol tavol esik.

CH1

subdomain ’/"
- helix C
loop B s
helixC
Asp46
loopD helix E Asn76
Glu65

helix F

helixE

Asp162
Asp62 WP

Asn196
Asn92

Glu81 actinin | Asn184

C Helix A Loop B Helix C Loop D Helix E Helix F Helix G
.
-
355 : 12050 5530555 I 405 s 55055 » [5::0260° 55 55ll sieasF0miaceil s.500580% siwlsvars 90z | 579162006 15 s 51300 | 5119
Dystrophin DVQKKTEFTKWVNAQFSKFGK-————~ QHIE-———-] NLFSDLQBGRRLLDLLEGLTGQ--KL-PKE-KGSTRVHALNNVNKALRVLONNNVDLVNIGSTDIVDGNHKLTLGLIWNIILHWQ
Utrophin DVQKKTFTKWINARFSKSGK-—-——- PPIN———=== DMFTDLKBGRKLLDLLEGLTGT--SL-PKE-RGSTRVHALNNVNRVLQVLHQNNVELVNIGGTDIVDGNHKLTLGLLWSIILHWQ
Actinin KQQRKTFTAWCNSHLR-KAG-————-"' TQIE-----NIEEDFRNGLKLMLLLEVISGE--RLPRPB-KGKMRFHKIANVNKALDFIASKGVKLVSIGAEEIVDGNLKMTLGMIWTIILRFA
Fimbrin EEEKYAFVNWINKALE--NDPDCRHV-IPMNPNTDDLFKAVGRBGIVLCKMINLSVPDTIDERAINKKKLT PFIIQENLNLALNSASAIGCHVVNIGAEDLRAGKPHLVLGLLWQIIKIGL

24. abra. A human dystrophin, utrophin, a-actinin 3 és fimbrin szerkezete és szekvencidja. A) A dystrophin aktin
kot doménje. B) A konzervalt aszparagin aminosavak interakcioi utrophin, a-actinin 3 és fimbrin esetén. C) Az
aktin koté domének szerkezet-alapu szekvencia 6sszehasonlitdsa. Az Asp46, Glu65 és Asn76 reziduumok zold
szinnel jelolve. Forrds: https://doi.org/10.1016/j.amd.2017.12.003. Dr. Métyan Janos munkdja.

A 14 hoénapos kisfitindl tapasztalt enyhe hypotdnia €s a motoros fejlédés késése valamint a nagyon
emelkedett CK aktivitais BMD/DMD gyanuit vetett fel. A molekuldris genetikai analizis igazolta a
dystrophinopathidt, mindossze egy korokinak tliné misszensz varidns detektdldsaval. Fontos
megemliteni azt, hogy az MLPA teszt fals pozitiv eredményt adott, hiszen a mutdcié pontosan a
hibrizal6 préba alatt fekszik, ezdltal a proba amplifikacio el6feltétele, a ligdlds nem johet 1étre a
két, megfelel6en hibridizalt proba hidnydban. A gyart6i eldirat, miszerint az egy exont érintd
deléciét/duplikdciét mindenképpen fiiggetlen médszerrel meg kell erdsiteni, itt rendkiviil nagy

jelentéséget nyert, hiszen egy nem megerdsitett eredméy hemizigdta delécidt irna le, holott itt
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pontmutdcidrdl van sz4. A varidnst valdszinlien patogénnek mindsitjiik (507) a kovetkezd tények
miatt:

1. A varidns de novo voltat igazoltuk

2. A nagy, populécids szintll adatbdzisokban a mutdcid nincs jelen (ExAC, 1000 genom projekt)
3. Az érintett aminosav evolucios konzervaltsdga és a beteg fenotipusa specifikus az egy genetikai
etioldgidval leirhat6 betegségre.

A dystrophinopathia gyanujat felveti a magas CK aktivitas és a klinikai kép. Az izombiopszia is
enyhe myopathids védltozasokat mutatott ki, és a dystrophin expresszios mintdzata egyértelmiien
kéros volt, a dystrophin nagymértékben csokkent €s szegmentélisan hidnyz6 festédést mutatott a
core régidban, és teljesen csokkent vagy nagyon erOsen csokkent festddést mutatott az N-
terminalison. Ezek az eredmények egybehangzdéak a genetikai analizis eredményével is. A
misszensz mutdciok ritkak a Duchenne/Becker izomsorvadasban, de nagy résziik pontosan az N-
ABD dystrophin domént érinti (89, 508). Az Asn76 evolicidsan (24. abra C) és struktdrélisan is
(24. abra B) konzervalt. Mdasodlagos szerkezetbeli valtozast nem sikeriilt kimutatnunk, de a
stabilitas vizsgdlat a mutdci6 nagyfoku destabilizal6 hatasat irja le, mely hatasat valdszintileg egy
lokalis konformdcid valtozason - amelynek a stabilizdl6 interakcidk elmaradasa lesz az oka -
keresztiil fejti ki. Ebben az esetben a klinikai genetika egyik legfontosabb feladatat, a fenotipust
illetd hosszitavu elrejelzést igen nehéz adni, hiszen egy kordbban le nem irt misszensz mutéci6
rendkiviil korai detektdldsa b6ven a Duchenne/Becker izomsorvadds klasszikus klinikai tiineteinek
jelentkezése el6tt, a még most is csak 4 éves a gyermek esetében tortént. Az in silico analizis sejteti
a patogenitdst, de nem tud informdciét adni a betegség sdlyossdgdra nézve. Osszességében
véleményiink szerint ez a mutacié Becker izomsorvadashoz vezet, de a klinikai fenotipust tjra és
Ujra vizsgalni kell. Mivel a mutdcid de novo és a de novo mutéciok esetében a genetikai tandcsadas
2%-os ismétlodési kockazatot ir le, ezt fontos figyelembe venni a tandcsadds folyamata sordn
(509). A genetikai tesztelés szempontjabdl fontos tanulsdga ennek az anyagnak az, hogy az egy
exont érintd strukturdlis véltozdsokat, amelyeket MLPA-val detektdlunk, mds fiiggetlen
modszerrel meg kell erdsiteni. Megjegyzendd tovdbbd, hogy egy detektalt eltérés funkciondlis
kovetkezményének vizsgalata milyen sokféle modon lehetséges, beleértve az immunhisztokémidt
és a kiilonboz6 in silico modszereket is. A genetikai vizsgalatokat Dr. Koczok Katalin PhD
hallgatém, mig a beteg klinikai menedzsmentjét Dr. Merd Gabriella (J6sa Andrds Megyei kérhdz,

Nyiregyhaza) végezte.
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4.6. Kezelést megalapozo genetikai tesztelés - Niemann-Pick C

4.6.1. Genetikai analizis

A Kklinikai laboratériumi genetikai diagnosztika Osszetett heterozigdta misszensz mutacidkat
mutatott ki az NPCI génben: c.3019G>C (p.Prol007Ala) és c.3182T>C (p.Ile1061Thr) dszetett
heterozigdta formaban (25. dbra). Mindkét mutacié szakirodalomban szerepel bizonyitottan

patogén eltérés (510, 511). A sziil6k vizsgdlata igazolta az Gsszetett heterozigdta genotipust.

G T Gllc c T cll chchic
G I c W c T EllicIcING
c ¢ CITINT T G c ¢ G T
CHG [T | @ @ @ | G T

NAYAVD VAR VSN S A WY,

25. abra. NPC1 Osszetett heterozigéta genotipus. Fels6 panel: ¢.3019G>C mutécid, alsé panel: ¢.3182T>C mutécid
heterozigéta forméban. A fels6 elektroferogram mindkét esetben normal kontroll.
Forras: http://dx.doi.org/10.1016/j.ejpn.2013.08.002.

4.6.2. Terapia

A beteg 20,5 éves kordban rendkiviili kognitiv és viselkedésbeli véltozasok torténtek:
hallucinaciok, paranoid gondolatok €s valdsagtorzulas. Térbeli tdjékozodo képességét elvesztette
és a mindennapi helyzetekben inadekvaltan reagalt, demencia és a kognitiv képességek leépiilése
volt megfigyelhet. A kovetkezd 4 hétben iildozési téveszmék, alvdszavar €s szorongds fejlodtek
ki, ezért pszichidtriai fekvébeteg ellatasra volt sziiksége, ahol az alkalmazott kezelések 1ényegében
hatastalanok voltak. Az agyi MRI kozepes diffiz cereberalis atrophiat irt le (11. dbra B).
Olazapine, clonazepam terdpidt, kés6bb haloperidol terdpidt inditottak, de dystonids krizis alakult

ki, majd aripiprazolt mint els6 generacios antipszichotikumot alkalmaztak, de szintén olyan sulyos

mozgas zavar alakult ki, hogy a kezelést nem lehetett folytatni. A beteg terdpidja - kozvetleniil a
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gyogyszer magyarorszagi engedélyezését kovetden - miglustat formdjaban folytatédott, amely a
pszichotikus betegség kurzusa alatt kezd6dott. Mellékhatdsként hasmenés volt megfigyelhetd,
amely 6 honapos terdpia utdn megsziint. 3 hénappal a miglustat terdpia kezdete utdn és 2 héttel az
Osszes tobbi antipszichotikum terdpia befejezése utan a pszichotikus tiinetek oldddtak €s azéta sem
tértek vissza. 22 €s 23 éves korban az agyi MRI nem mutatott betegség progressziét (11. dbra C).
23 évesen, 3 éves kovetés utan a beteg 1Q-ja 79 volt, bizonyos képességei stlyosabban, mig masok
enyhébben sériiltek. A szobeli intelligencidja atlagos, mig a performance intelligencia enyhe
csokkenést mutatott. Jelenleg (2020. 4prilis) 31 éves, ez a meglehetdsen jé pszichomotoros statusz
megtartott maradt, és ugyan teljes id6ben feliigyeletet igényel a sziilék éltal, de ambuldns
maradhatott. Onell4tdsra képes, minden nap sportol, az elmdlt 3 évben a pszichdzis nem tért vissza.
Az MRI azéta sem mutat betegség progressziot.

Ennek a tanulmdnynak a legfontosabb tanulsaga az, hogy egy ritka neuroldgiai betegség korai
felismerése célzott terapidban nyilvanulhat meg. A ritka betegségek, és kiilonosen igaz ez a NPC
betegségre, rendkiviil nehezen diagnosztizdlhatdéak. Ebben az esetben a vertikdlis tekintésbénulds,
mig az izolalt splenomegalia €s a pszichotikus tiinetek egyiittesen irdnyitottak a klinikum gyanujat
az NPC felé. Meggy6z6désiink, hogy a hatds, amit elértiink, a miglustat terdpidnak kdszonhetd
azon alapul, hogy semmilyen érdemleges hatds nem tortént az antipszichotikus kezelések soran, a
kezelésre adott klinikai vélasz csak akkor tortént, amikor mar csak miglustatot kapott és mast mar
nem. A pszichotikus tiinetek a 10 éves kovetésben sem tértek vissza. Ez a publikdcid, mely szamos
klinikai (Dr. Szakszon Katalin - a beteg klinikai diagnézisanak feléllitdja, a beteg kezel6orvosa és
a tanulmény els§ szerzéje -, Dr. Szegedi Istvan, Dr. Magyar Agnes, Dr. Olih Eva -
gyermekgyodgydaszat, Dr. Andrejkovics Monika, Dr. Balla Petra - pszichiatria, Dr. Lengyel Andras
- neuroldgia €s diagnosztikai (Dr. Berényi Ervin - radioldgia, valamint én, mint klinikai
laboratériumi genetikus) szakma multidiszciplindris egyiittm{ikodésének fontossdgat mutatja be

egy ilyen ritka betegség diagnosztikaja és célzott kezelése kapcsan.

4.7. Az anyai sejt kontaminacié hatiasa a molekularis genetikai diagnosztikai tesztekre

invaziv mintavételt kovetd prenatalis diagnosztika soran

4.7.1. A Sanger DNS szekvenalas MCC érzékenysége

Ezeket a kisérleteket 6 kiilonb6z6 mutdcidval végeztiik el. A vad tipusi magzati DNS-t

heterozigéta anyai DNS-el kontamindltuk a kovetkezd detektdldsi hatdrértékeket tudtuk
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meghatarozni: az NM_138694.3:¢c.8870T>C esetében 2,5%-o0s mutans allél (5% anyai sejt
kontamindcid, 26. dbra A) az NM_138694.3:¢.3407A>G és a ¢.7916C>A mutéaciok esetében 5%-
os mutans allél (10%-os anyai sejt kontamindacid, 25. abra B,C) mig az NM_138694.3:¢c.6992T>A
mutécid esetében 10%-os mutans allél (20%-os anyai sejt kontaminacio, 26. abra D), végiil az
NM_138694.3:¢c.107C>T esetében 15%-os mutans allél (30%-os anyai sejt kontaminacio 26. dbra
E). Amikor a vad tipust "magzati" DNS-t heterozigéta anyai DNS-el kontaminéltuk amely a 3
bazispari CFTR delécidra vonatkozik (NM_000492.3:¢c.1521_1523delCTT) ez a detektalasi limit
10%-nak adddott (20% MCC, 26. abra F).
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26. abra. A Sanger DNS szekvendlds anyai sejt kontamindci6 érzékenysége. A detektdldsi hatdr sarga hattérrel
jelolve. Tovéabbi dbramagyardzat a szovegben. Forrds: DOI: 10.1002/pd.5319.

4.7.2. Az MLPA moédszer MCC érzékenysége

Ezt két kiilonboz6 mutdcid tipusra, egy tobb exont érintd delécidra és egy tobb exont érintd
duplikdcidra hatdroztuk meg. Az elsé kisérlet sorozatban vad tipusud néi "magzati" DNS mintét n6i
"anyai" DNS heterozigéta mintdval kontaminaltuk (MIDI del el-3). A keveréses vizsgalatok azt
mutattdk, hogy 30%-ig a genotipizdlds eredményére az anyai sejt kontamindciénak nem volt
hatasa, a probdk eredményei normdl tartomdnyban maradtak. 40%-os anyai sejt kontaminécio -
ami megfelel 20%-o0s mutdns allél aranynak - eredményezett egy 0,70-0,89-ig tartalmazd jel

csokkenést a megfeleld probak esetén, amely mar diagnosztikai bizonytalansdghoz vezethet (14.
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tablazat). Ha a jel erGsséget a vad tipusu minta esetében 100%-nak vessziik, akkor az a csokkenés,
amely a megfelel§ probak esetében megfigyelhetd volt a kontamindlé mintdk esetén, az 0%,
1,96%,3.92%,9,8%,15,68% és 21,56% volt az 1%-0s, 5%-0s, 10%-0s, 20%-0s, 30%-0s, 40%-0s
modellezett anyai sejt kontaminacid esetén (14. tabldzat). A mésodik kisérlet sorozatban a vad
tipusu "magzati" DNS mintat kevertiik a duplikaciora nézve heterozigdta anyai mintaval (PKHD1
dup33-35), ezekben az esetekben a heterozigéta duplikicid 1,39-1,46-ig terjedd dézis kvicienst
eredményezett. Ezekbdl az adatokbdl az latszik, hogy még akdr egy 40%-os szimuldlt anyai sejt
kontaminacionak sem volt hatdsa a genotipizdlds eredményére, minden esetben itt normal
tartomanynak adddott, azaz eddig a hatdrig a teszt a CNV-t normal tartomanyba mérte. Ha a
relevans probédk dozis kvociensét 100%-nak vessziik, a novekedés ezekben a kontamindlé minta
esetén 2,02%, 3,03%, 8,08%,12,12% és 13,13% volt az 5%, 10%,20%, 30% és 40%-os szimulalt

anyai sejt kontamindacio esetén (14. tablazat).

MLPA (deléci6 analizis)

DN it s Atlag dézis lfvéciens Atlag jel Elméleti r}nagzati
(tartomény) csokkenés genotipus
vad tipus 1,02 (0,97-1,12) NA NA
1% MCC 1,02 (0,89-1,10) 0% vad tipus
5% MCC 1,00 (0,85-1,10) 1,96% vad tipus
10% MCC 0,98 (0,88-1,09) 3.92% vad tipus
20% MCC 0,92 (0,85-0,98) 9.,8% vad tipus
30% MCC 0,86 (0,81-091) 15,68% vad tipus
40% MCC 0,80 (0,70-0,89) 21,56% bizonytalan
heterozigéta delécid 0,57 (0,51-0,65) 44,11% NA

MLPA (duplik4cié analizis)

DNS minta tipusa Atlag dézis lfvéciens Atlag jel Elméleti r}nagzati

(tartomény) ndvekedés genotipus
vad tipus 0,99 (0,96-1,02) NA NA

1% MCC 0,98 (0,96-1,02) - vad tipus

5% MCC 1,01 (0,98-1,04) 2,02% vad tipus

10% MCC 1,02 (0,99-1,06) 3,03% vad tipus

20% MCC 1,07 (1,03-1,10) 8,08% vad tipus

30% MCC 1,11 (1,08-1,15) 12,12% vad tipus

40% MCC 1,12 (1,09-1,15) 13,13% vad tipus
heterozigdta duplikécio 1,42 (1,39-1,46) 43,43% NA

14. tablazat. Az MLPA mdédszer anyai sejt kontaminacio érzékenysége. NA: nem alkalmazhaté. A delécié analizis
sordn vad tipusu n6i DNS mintat kevertiink heterozigéta MID1 delel,3 n6i DNS mintdval (probak szdma: 8). A
duplikéci6 analizis sordn vad tipusi DNS mintat kevertiink PKHD dupe33,35 DNS mintdval (prébdk szdma: 4).
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4.7.3. A piroszekvenalas alapu 4j DNS szekvenalas MCC érzékenysége

Itt a vad tipusu "magzati" DNS mintidt anyai heterozigota DNS mintdval kontaminaltuk
(heterozigéta FBN1 c.4724T>C). Kell6en mély analizis esetén, azaz nagy lefedettségi adat esetén
mar 0,5%-os mutdns allél is kimutathatd volt piroszekvenaldssal (15. tdblazat). Ebben a
tartomanyban 2,5%, 5%, 10%, 15% és 20%-os mutdns allél frakciok esetén a mennyiségi
meghatarozas rendkiviil pontosnak addédott. Az atlagos lefedettség 752-szeres (tartomény 437 -
1165), ezekben az esetekben a vart és a megfigyelt mutdns allél frakcié nagyon j6l korrelalt
egymassal. A legalacsonyabb 0,23% volt 2,5%-0s mutans allél frakcio esetében €s a legnagyobb

1,92% a 20%-os allél frakcid esetében az eltérés a kettd kozt.

Uj generacids piroszekvendlds

MCC % Szamitott mutdns | Mért mutdns Szekvendlasi
allél ardny (%) | allél arany (%) mélység

1 0,5 0,14 802

1 0,5 0,37 545

5 2,5 2,9 1165

5 2,5 2,56 772
10 5 4,23 974
10 5 4,57 459
20 10 8,42 1065
20 10 9,56 530
30 15 17,66 645
30 15 14,5 1029
40 20 16,86 437
40 20 19,3 448

15. tablazat. Az dj generdcids piroszekvenaldsi mddszer anyai sejt kontaminécié érzékenysége. A vizsgalat sordn
vad tipusi DNS mintét kevertiink heterozigéta FBNI ¢.4724T>C DNS mint4val. A mért érték a bidirekciondlis
szekvenalasi adatok atlaga. A szekvendldsi mélység a bidirekciondlis szekvenadldsi adatok 0sszege. A mintdk
duplikdtumban futottak.

Ezekben a vizsgdlatainkban a molekularis genetikai prenatélis diagnosztika leggyakoribb
szcendridit vazoltuk fel, azokat a tipikus klinikai helyzeteket, amikor ismert csaladi mutdcio(k)
kimutatasdra keriil sor invaziv mintavétellel vett mintaval. Ebben az esetben az édesanya hordozo
valamilyen autoszomalis recessziv vagy X kromoszomahoz kotott recessziv mutdcidra nézve, de
természetesen el6fordulhat a domindnsan 6rokl6do eltérés is.

A Sanger DNS szekvendldssal nyert eredményeink tanulsdga szerint a detektalasi hatar rendkiviil
széles tartomdnyban mozog, a mutdns allél ardny 2,5-15%, ami 5-30%-ig terjedd anyai sejt

kontaminéaciot jelent. Adataink alapjan ilyen anyai kontaminécids szint felett a magzati prenatalis
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diagnosztika bizonytalansiagokhoz vezet €s akar még hamis eredményt is adhat. Szimulalt
mintdinkhoz valds klinikai helyzet lehet a szomatikus mutéacidk analizise, amivel egyébként a
szolid tumorokban és kiilonbdz6 mds betegségekben is hasonlé eredményeket ldthatunk (512-
515). A legtobb vizsgélt mutacié esetében a detektaldsi limit a 15-20%-ig terjedé muténs allél
ardnynak adddott, ami azt mutatja, hogy a Sanger szekvendlds egyaltalan nem érzékeny az
alacsony foku mozaicizmusra (512,514, 515). Ez 6sszességében nem meglepd, hiszen altalanosan
elfogadott, hogy a Sanger szekvenalas kvantitdlasra nem alkalmas. Egy olyan kombinéci6 esetén,
ahol a magzat hordoz6 egy apai autoszomalis domindns mutdcidra nézve €s az anyai kontamindlo
DNS homozigéta normal, figyelembe véve a Sanger DNS szekvendlds érzékenységét, az anyai
kontaminéaci6 szignifikancia szintje még magasabb lesz, hiszen az apai mutdns allél detektalhato
lesz, ha kimutathat6 legaldbb 2,5-15%-ig a magzati mintdban. Amennyiben a magzat hordoz6 az
apai mutdns allélre egy autoszomalis recessziv mutdcid esetén, az anyai sejt kontamindcid
rendkiviil nehézzé teheti az apai mutdcié kimutatdsat. A Sanger DNS szekvenalas esetében sok
tényezbs problémakorrdl van sz6, a mutacié MCC szempontbdl torténd megitélése fiigg a muticid
tipusatol, a szekvencia kornyezetrdl, az alapvonal varidbilitdsardl, az 6rokl6dés tipusatol és akar a
DNS min&ségétdl is.

Az MLPA mddszer esetén a heterozigdta delécid vizsgélata sordn a genotipizalds hatékonysagara
az akdr 15%-os mutdns allélnek megfelel6 30%-ig szimuldlt anyai sejt kontamindcié sem
gyakorolt hatast. A 40%-os anyai sejt kontaminécid, ami megfelel 20%-os mutans allélnek mar
eredményezett 30%-os doézis kvociens csokkenést, ami mar okozhat diagnosztikai
bizonytalansdgot. A heterozigéta duplikacios kisérleteink azt mutattdk, hogy a genotipizédlasra akar
20%-0s mutans allélnek megfeleld6 40%-os anyai sejt kontamindcié sem gyakorol hatast.
Osszességében az MCC hatdsa az MLPA eredményekre 40% folotti anyai sejt kontamindci6
vezethet magzati genotipizaldsi hibdhoz tobb exont érint6 delécid esetén, mig a duplikédcio 40%-
ig a vizsgalt esetben nem okoz genotipizalasi bizonytalansagot. Masok is, hasonléan a mi MLPA
eredményeinkhez alacsonyabb szenzitivitast talaltak a duplikdcioknél, mint deléciok esetében
(516). Ezek az eredmények Osszességében azt mutatjdk, hogy anyai sejt kontaminéaciéra az MLPA
érzéketlen. Mivel az ismert adatok alapjan a magzati mintdban 20%-nal nagyobb anyai sejt
kontaminéaci6 rendkiviil ritkdn (a mintak 0,3-1,3%-aban) van jelen (186), ami azt jelenti, hogy a
legnagyobb mintaszdmban akdr chorion biobszidr6l akar amniocentézisrdl besz€liink, az anyai sejt
kontaminacié6 megfeleléen alacsony lesz ahhoz, hogy Sanger DNS szekvenalast és MLPA
modszereket lehessen hasznalni. Az anyai sejt kontaminacios tesztek 5%-os ajanlott szenzitivitasa

(182) 3-8-szorosa az MLPA és Sanger DNS szekvenalds esetében szignifikdans anyai sejt
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kontaminécio szintnek.

A harmadik kisérletsorozatban egy uj generdciés DNS szekvendlds, a piroszekvenalas
érzékenységét vizsgaltuk meg. Ebben az esetben a bedllitott teszt rendszer igen pontosnak
bizonyult. Akar 0,5% mutans allélt is biztonsaggal ki lehetett mutatni nagy lefedettség mellett, bar
tény, hogy ebben a tartoméanyban az 1ij generacids szekvenalas alulbecsiilte a mutans allél aranyt,
de 2,5-20%-ig igen pontosan jelezte azt. Osszességében az NGS mint médszer, rendkiviil pontos
kvantitdldst tesz lehet6vé és igen érzékeny az anyai sejt kontamindciora. Az allél ardnyok pontos
meghatdrozdsa igy még az anyai sejt kontamindci6 jelenlétében is azonban mindig lehetévé teheti
a diagnosztikai eredmények korrekt interpretacidjat. A vizsgdlatokat Dr. Koczok Katalin PhD

hallgatém végezte.

4.8. Piroszekvenalason alapulé 1j generacios DNS szekvenalas analitikai paramétereinek

vizsgalata

A helyspecifikus mutagenezis kisérleteket Sanger szekvendldsi kontroll mellett végeztiik el,
minden mutacid estében duplikatumban, nem talaltunk eltérést egyetlen egy mutacio esetében
sem.

A homopolimert tartalmaz6 plazmid rendszer esetében a szekvendlds atlagos lefedettsége 479+145

volt. Negativ korrel4cio volt megfigyelhetd a HP hossz és a leolvasds pontossaga kozott (27. abra).
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27. abra. Homopolimerek kimutatdsa a plazmid rendszerben. *: p<0,05, **: p<0,01.

Az atlagos pontos lefedettségi rata 95,8% (tartomany: 79,6-99.3%), 87,4% (tartomény: 36.9-
98.,4%) és 72,1% (tartomdany: 14,5-93,8%) volt a 4, 5 és 6 nukleotid hosszak esetében. Amig a

piroszekvenalasi alapu uj generdciés DNS szekvendldsi teszt képes volt az akar hat tagu poli-A
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homopolimereket is pontosan kimutatni atlagban 76,4%-o0s pontossaggal, 75% ala csokkent a poli-
C, poli-G és poli-T 6-mer-ek esetében (71,5%, 68,3% és 63,4%). A hosszabb homopolimerek
alacsonyabb genotipizalasi pontossagot jelentettek, de a legpontosabb leolvasasok még mindig
elérték a 98.,4%-ot az 5-mereknél €s a 93,8%-ot a 6 mer-eknél, ami arra utal, hogy egy nagyon
gondosan megtervezett a szekvencia kontextust is figyelembe vevd optimalizicié sordn
megtaldlhat6 a legpontosabb, amely a teszt rendszerben j6l hasznalhat6. A primer lokalizacié nem
mutatott Osszefiiggést a genotipizdlds pontossdgaval.

Hat ismert genotipusu CF betegben vizsgaltuk a CFTR kodol6 régiot és az exon-intron hatarokat.
Az étlagos lefedettség 263 + 178 volt. Osszesen 246 amplikont vizsgdltunk az adatelemzésiink
sordn. Habdr az egyedi pontossag nagy tartomdnyban szort (52,2-99,1%) az atlagos pontossag
nagyon jonak adodott (89,3%). A tesztrendszer képes volt kimutatni a kis skalaju mutdciok koziil
a misszensz, nonszensz, splice helyeket érint6 mutdcidkat, az olvasdsi keret eltolédést, és olvasasi
keret eltoloddst nem okoz6 delécidkat és inzercidkat, amelyeket kordbban Sanger szekvenalassal

mutattunk ki, 100%-os szenzitivitasal és specificitdssal (16. tablazat).

HGVS név Torténeti név Mutacio tipus Szenzitivitas
¢.654-10delAGTT 786-10delAGTT Splicing 1/1
c.743+40A>G 875+40A/G Splicing 1/1
c.869+11C>T 1001+11C>T Splicing 1/1
¢.926C>G A309G Misszensz 1/1
¢.1394C>T T4651 Misszensz 1/1
c.1397C>G S466X Nonszensz 1/1
c.1521 1523delCTT F508del Delécio 1/1
¢.1624G>T G542X Nonszensz 1/1
¢.2012delT 2143delT Delécid 1/1
c.2051 2052delAAinsG| 2183AA>G Delécid/inzercio 1/1
¢.2052 2053insA 2184insA Inzercid 1/1
¢.2052delA 2184delA Delécid 1/1
¢.2562T>G 2694T/G Szinonim 1/1
¢.2657+5G>A 2789+5G>A Splicing 1/1
¢.2856G>C M9521 Misszensz 1/1
¢.3454G>C D1152H Misszensz 1/1
¢.3846G>A W1282X Nonszensz 1/1
c.4389G>A 4521G/A Szinonim 1/1

16. tablazat. Az NGS tesztrendszer analitikai teljesitoképessége CFTR kis skdldji mutdciok detektaldsara.

A 24 homopolimer vizsgdlata sordn a sajat tervezésii primerek jo teljesitményt mutattak, tobb mint
80%-os genotipizalasi pontossaggal egy kivétellel minden homopolimer esetén. Ez a kivétel a 7A
HP mintézat (e14, c.2046_2052) volt, ahol minddssze 52,2%-os pontossdgot értiink el. Ezért ezt a
gyakori muticidt (2184insA, ¢.2052_2053insA) tovéabb vizsgaltuk harom primer szettel (13. abra).
A primer tipusatol fliggben a 7A pontos kimutatdsi ardnya elérhette a 81%-ot is (28. dbra). A

¢.2052_2053insA heterozigotdk esetében az elméleti 7A/8A jelek 50%-os aranya rendkiviil széles
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tartomanyban szort (atlagosan 16-49%-ig), de az eredmények fiiggtek nagymértékben a

primerektdl.
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28. abra. A CFTR el4 hét nukleotidos homopolimer vizsgdlata harom kiilonb6z6 primerparral négy vad genotipust
DNS felhasznaldsaval.

Két primer par (29. dbra kozEéps6 és alsé panel) nagyon pontatlannak mutatkozott 45-50% hibas
genotipizélési rataval. A harmadik primer szettel elfogadhat6 pontossdggal tudtuk kimutatni a 7A
és 8A nukleotidokat (29. dbra fels6 panel) de még igy is 27 hibds leolvasds sziiletett, és ez a

kombinacié sem tudta a 8 adenint kimutatni kb. 200 bp tavolsagbal.
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29. dbra. 7 és 8 nukleotidbdl 4116 homopolimerek vizsgalati pontossdga a CFTR gén el4-ben. Harom kiilonbz6
amplikon szekvendldsi eredménye. 7, a 2184insA mutdcidra heterozigéta minta vizsgalata tortént meg, az
oszlopdiagramok az elméleti 50%-t6l torténd eltérést mutatjak.

Napjainkra az 6sszes mutacids szlirdmaddszer helyét elfoglaljdk az 1j generdcids DNS szekvendldsi
technologidk. Ennek az az oka, hogy nagy dteresztd6 képességgel és bizonyos kivételektdl
eltekintve nagy pontossaggal képesek a kis skdldju mutaciok kimutatdsara, rendkiviil olcson és
hatékonyan, valamint a legujabb konyvtarkészitési metddusokkal mar a CNV-k vizsgalatat is
lehetové teszik, tehat egyszerlisitik a genetikai tesztelés metodoldgidjat. Hatrdnyuk a rovid
leolvasdsi hossz €s problémat jelenthetnek a hamis genotipizalasok (517, 518). A piroszekvenalas
komoly limit4ci6ja a HP-k pontatlan analizise. A homopolimerek vizsgélatara el6szor egy plazmid
rendszert alakitottunk ki. Azt taldltuk, hogy a piroszekvenalas elfogadhatobb a révidebb HP-ek
esetében és ahogy nd a hossz, egyre pontatlanabba valik (27. dbra). Azt a hipotézisiinket, mely
szerint amennyiben a homopolimer szakasz kozel van az amplifikacids/szekvenalé primerhez, az
pontosabb HP meghatdrozdst tenne lehet6vé, nem tudtuk igazolni. A vizsgdlataink masodik

részében CFTR klinikai laboratériumi genetikai diagnosztikai tesztfejlesztést végeztiink és annak
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analitikai teljesitOképességét vizsgaltuk klinikai mintdkon. A teszt kifejezetten jO szenzitivitast és
specificitdst mutatott, az sszes varidnst (misszensz, nonszensz, splice hely mutaciok, kis deléciok,
inzercidk), amelyet kordbban Sanger szekvenaldssal kimutattunk, képes volt konfirmalni mind a
homopolimert tartalmazd, mind a homopolimert nem tartalmazé régiok esetében. Kivétel volt a
2184insA mutéicié kornyezete, ahol nem sikeriilt elérni az elvart pontossdgot semmilyen
optimalizaciés metddussal. Ebben az esetben a piroszekvenalds mellett még mindig sziikséges
Sanger szekvenalassal vizsgalni ezt a régiot.

Az 4j generdciés DNS technikdk rutin klinikai laboratériumi genetikai diagnosztikdba torténd
bedllitdsdnak abszolut elbfeltétele a pontos mutdcié kimutatds. Bizonyos dj generdciés DNS
szekvenaldsi modszerek komplex munkamenetet igényelnek, hogy elérjék az elvarhat6 analitikai
szenzitivitast és specificitdst, azaz fragment analizis bedllitasat vagy bizonyos nukleotid régiok
esetében Sanger szekvendlds haszndlatit. Kifejlesztettiink egy plazmid rendszert, ahol a
genotipizdldsi pontossidgot meg tudtuk hatdrozni és fejlesztettiink egy CFTR gént vizsgdld
rendszert, ahol a megfelel6 primerek haszndlatdval a homopolimereket is egyértelmfien tudtuk
genotipizélni, kivéve a 2184insA mutaciot, amely esetében a Sanger szekvenalastdl még mindig
nem lehetett eltekinteni. A tanulmadnyban szerepl6 analiziseket Dr. Ivady Gergely PhD hallgatom

végezte.

4.9. CFTR mutaciok Kelet-magyarorszagi CF betegekben

A betegekben az atlagos verejték klorid koncentracid 108 mmol/L volt (tartomany: 55-173
mmol/L). Egy beteg kivételével minden esetben emelkedett volt a verejték klorid koncentracio.
Az Elucigene CF29 v2 teszttel a p.Phe508del mutéaciot 56/80 CF allélen sikeriilt kimutatnunk
(70%). Gyakori mutaciok voltak a p.Asnl1303Lys (4x; 5%), p.Gly542X (3x; 3,75%), 1717-1G>A
és pArg347Pro (1x mindkettd; 1,25%). A CFTRdele2,3(21 kb) muticié 4 CF allélen volt jelen
(5%). Egy mutans allélt sikeriilt kimutatnunk 11 minta esetén, igy ezeket tovabb vizsgdltuk DNS
szekvenaldssal. 4 betegben a p.GIn685ThrfsX4 (2184insA, 5%) mutaciot tudtuk kimutatni. Két
betegben a p.LeulO1X (2,5%) mutdcidt, mig a tovabbi mintak a p.GIn220X, a p.Ser466X,
p-Tyr1092X és a p.Glu831X alléleket hordoztdk, mindegyiket egy esetben (1,25%) taléltuk.
Egyetlen egy betegben a masodik CFTR mutécié definidlasa nem volt sikeres. A 19 Osszetett
heterozigdta beteg koziil 12 esetben tudtuk a sziiloket megvizsgalni, minden esetben a mutdcidk
transz 6roklodését bizonyitottuk. Egyetlen egy beteg maradt, akiben csak a p.Phe508del mutdciot

detektaltuk egy nem identifikdlt alléllel egyiitt €&s MLPA is negativ volt ebben az esetben.
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Ebben a vizsgélatunkban egy évtizedes elmaradast kivantunk poétolni, hiszen a korédbbi
vizsgalatok, amelyek a magyar mutdcié spektrumot fedték le, meglehetdsen régen késziiltek, a
legfrissebb is 1996-ra datalhatd (519-521). Vizsgalati kohorszunk Magyarorszagnak egy kb. 2
millids lakossagszamu régidjabol szdrmazik. A mutdcidk heterogenitdsa az észak-déli eurdpai
gradiensbe beleilleszthetdk (522). Osszesen 6 mutdci6é volt magasabb eléforduldsd, mint 1,30%:
p-Phe508del, p.Asnl1303Lys, CFTRdele2,3(21 kb), 2184insA, p.Gly542X és p.LeulO1X.
Rendkiviil érdekes €s kordbban nem ismert tény volt az, hogy a szldv eredetli CFTRdele2,3 (21
kb) 5%-ban fordult el6, mely a harmadik leggyakoribb Csehorszdg (6,37%) és Oroszorszag
(5,69%) mogott (214) (6). A magyardzat erre az lehet, hogy a Karpat-medencét szldv torzsek
népesitették be a honfoglalds idején és ezek a szldv torzsek asszimildlodtak az § teriileteiket
elfoglalé magyar torzsekbe. Szintén érdekes a 2184insA magas frekvencidja (5%), amely szintén
szlav eredetli mutdci6. Nyugat Ukrajndban ez a mdsodik leggyakoribb muticié 7,2%-os
el6forduldssal (523). Ennek megfelel6en a mutacié magas frekvencidja nem meglepd a mi altalunk
vizsgélt régioban, és megerdsiti a korabban feltételezett galiciai eredetet (523). A vizsgélatainkra
a kaszkad megkozelitést alkalmaztuk (524), mely soran el6szor a gyakoribb mutacidkat vizsgaljuk,
majd pedig szekvenalast végziink valamint a nagy atrendezddések vizsgalatat. A CF29v2 teszttel
a mutaciok 81,25%-at tudtuk kimutatni, mig a szlav delécio vizsgalata a detektdldsi szenzitivitast
86,25%-ra emeli. A CFTR gén szekvenalas pedig ahhoz sziikséges, hogy kimutassuk a tovabbi
mutdcickat. Osszességében a CF-t okoz6 patogén mutdcidk 98,75%-4t sikeriilt kimutatni. A
vizsgélataink, a modszertanunk alkalmas lehet a CF ujsziilottkori szlirés genetikai teszt oldalanak

a megalapozdsara.

4.9.1. Kiterjesztett betegcsoport CFTR mutacié analizise, kapcsolat a mutacié specifikus

kezeléssel

2014-ben meghivast kaptam a 10th EFLM Symposium for Balkan Region konferencidra, melyet
Belgradban rendeztek meg 2014.09.11-12 kozott. Ez a publikacié ennek a meghivott kongresszusi
el6addsnak az frott anyaga, amely az el6z6 CF mutécié spektrum kiegészitése dj beteg kohorsz
adatainak elemzésével immdron az egész orszagra kiterjedd beteg csoport bevondsaval.

A detektdlt muticidk el6forduldsit cseh (525) lengyel (526) és a kordbbi magyar (450)

publikdcidkkal torténd osszehasonlitdsban az 17. tdbldzatban mutatom be.
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Torténeti név/

3 PP Magyarorszdg | Csehorszdg | Lengyelorszdg | Jelen tanulmdny
HGVS név kf;}/’:izz:::sy (2011,n=80) | (2013,n=1200) | (2014, n=1476) (n=90)
c.1521_1523delCTT F508del 70,0% 67.4% 54,5% 53,3%
¢.3846G>A W1282X 0,0% 0,6% 0,6% 4.4%
¢.3909C>G N1303K 5,0% 24% 1,2% 4.4%
¢.54-5940_273+10250del21kb CFTRdele2,3(21kb) 50% 58% 4.5% 4.4%
¢.2052_2053insA 2184insA 50% 04% 1.0% 4 4%
c.1624G>T G542X 3.8% 2,0% 1,7% 22%
c489+1G>T 621+1G>T 0,0% 04% 0,3% 22%
¢.3276C>A Y1092X 1,3% 0.0% 0,1% 22%
¢.302T>G L101X 2,5% 0,0% 0,1% 1,1%
¢.1397C>G S466X 1,3% 0.0% 0,1% 1,1%
¢.2012delT 2143delT 0,0% 0.9% 1.8% 22%
¢.53+1G>T 185+1G>T 0.0% 0.2% 0,0% 1,1%
c.1394C>T p.Thr465Ile 0.0% 0.0% 0,0% 1,1%
¢.1037_1038insA p-Leu346Hisfs* 0,0% 0.0% 0,0% 1,1%
¢.2051_2052delAAinsG 2183AA>G 0,0% 0,1% 0,7% 1,1%
¢.2657+5G>A 2789+5G>A 0,0% 0,5% 0,0% 1,1%
¢.3717+12191C>T 3849+10kbC> 0,0% 1,7% 3.9% 1,1%
c215C>A A72D 0,0% 0.0% 0,0% 1,1%
¢.3454G>C DI1152H 0.0% 0.0% 0,1% 1,1%
c.3731G>A G1244E 0,0% 0.0% 0,0% 1,1%
c.1727G>C G576A 0,0% 0.0% 0.3% 1,1%
c.3302T>A M1101K 0,0% 0,0% 0,0% 1,1%
¢.2591_2592delTT 2723delTT 0,0% 0.0% 0,0% 1,1%
¢.3822G>A W1274X 0,0% 0.0% 0,0% 1,1%
¢.2002C>T R668C 0,0% 0.0% 0.2% 1,1%
¢.325_327delTATinsG p.Tyr109Glyfs* 0,0% 0.0% 0.0% 1,1%
¢.54-5811_164+2186del273+6780_273+6961inv CFTRdele2 0,0% 0.2% 0,0% 1,1%

17. tablazat. CFTR muticiok el6forduldsa Kelet-eurdpai orszagokban cseh (525), lengyel (526) és korabbi sajat

magyar (450) adatokkal dsszevetésben.

Osszesen 27 kiilonbozé mutdciét taldltunk, az F508del 53,3%-ban volt jelen. Négy mutdciot
(W1282X, N1303K, CFTRdele2,3 (21kb) és 2184insA) mutattunk ki 4.4%-ban, mig masik 4
mutaciot (G542X, Y1092X, 621+1G>T, és 2143delT) mutattunk ki tobb, mint egy allélen. Az
analitikai szenzitivitds értékeket a 18. tdbldzat mutatja be. Az MLPA analizis a 2-es exont érintd

deléciot mutatott ki egy betegben heterozigéta formaban, melyet allélspecifikus PCR-rel és

szekvenaldssal igazoltunk, ez az egy exon delécid egy kordbban mdr leirt delécid (527).
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Torténeti név/ Allélek . B L
HGVS név fehérjeszint(i szdma Alle‘l- ) Mutdcid transz Detektalf mutdeick
kivetkezmény (n=170) | &Yakorisig aranya
¢.1521_1523delCTT F508del 104 61.2% kiilonboz6 mutdciok
¢ 3846G>A W1282X 4 24% F508del, 2184insA, W1282X
¢ 3909C>G N1303K 3 47% Kil5nb626 mutaciok
.1624G>T G542X 5 2.9% Kilonb6z6 mutaciok
¢.1585-1G>A 1717-1G>A 1 0.6% F508del Elucigene CF29v.2
¢.1040G>C R347P 1 0.6% G542X 75.9%
2051_2052del AAinsG 2183AA>G 1 0.6% DI1152H
C2657+5G>A 2789+5G>A 1 0.6% 1G>T
489+ 1G>T 621+1G>T 2 12% F508del, 2789+5G>
¢ 3434G>C D1152H 1 0.6% 2183AASG
c3717+12191C>T 3849+10kbC> 1 0.6% F308del
Cf:;ggg—;j:; CFTRdele2 3(21kb) 8 47% F508del, N1303K, Y109G SZ]Z; o/f S
€2052_2053insA 2184insA 8 47% F508del, G542X, W1282 CFIR el4
¢.2012delT 2143delT 2 1,2% F508del szekvenalds
¢2002C>T R668C 1 0.6% G576A 6,5%
¢ 3276C>A Y1092X 3 1.8% F508del
¢ 302T>G L101X 3 18% F508del, 2723delTT
¢.1397C>G S466X 2 12% F508del
¢53+1G>T 185+1G>T 1 0.6% NI303K
¢.1394C>T p.Thrd65lle 1 0.6% F508del
¢.1037_1038insA p.Leu346Hisfs* 1 0.6% F508del .
c215CoA A72D 1 0,6% N1303K i;ﬁﬁi fng Tf
¢ 2491G>T E831X 1 0.6% N1303K okvondli
.658C>T Q220X 1 0.6% F308del L1.8%
c3731G>A GI1244E 1 0.6% F308del ’
¢.1727G>C G576A 1 0.6% R668C
C3302T>A MI101K 1 0.6% F508del
©2591_2592delTT 2723delTT 1 0.6% L101X
c3822G>A W1274X 1 0.6% F508del
¢325_327deITATinsG p.Tyrl09Glyls*4 1 0.6% CFTRdele2 3(21kb)
3811 (1)?;;5 i 232?1533 szl CFTRdele2 1 0.6% F508del MOL()I;/?

18. tablazat. Mutéciok el6forduldsa €s analitikai szenzitivitds értékek. Az Uj muticidk vastag betlivel szedve.

Munkénk sordn sikeresen bovitettiik ki a magyar CF adatbazist. A kombindlt adatbdzisbdl az
alabbi kovetkeztetéseket vonhatjuk le.

31 kiilonb6z6 mutdciot taldltunk a kordbbi €s a jelenlegi vizsgélatban, kettd ezek koziil 4j volt.
Ezek az dj mutdciok minden valészinliség szerint patogén eltérések, az egyik olvasdsi
kereteltoléddst okoz és egy korai termindciét 17 aminosavval késébb (c.1037_1038insA,
p-Leu346Hisfs*17). Az uj, kordbban le nem irt misszensz mutdciot (c.1394C>T, p.Thr465l1le) az
alabbiak miatt itéltiik patogénnek:

1. Az érintett reziduum egy filogenetikailag rendkiviil konzervativ poziciét foglal el (Bos taurus,
Equus caballus, Felis catus, Mus musculus).

2. Egy masik patogén eltérést, amely ugyanezt az aminosavat €rinti (p.Thr465Asn) mutaciét mar
lefrtak (528).

3. A SIFT analizis kdrosit6 hatast ir le a mutaciot illetéen.

A legijabb ACMG Kklasszifikacié szerint is valdsziniileg patogén kategdridba sorolhat ez a
mutécid, mégpedig négy kategoria alapjan: PM1, PP2, PM2, PP3, PP4, azaz nem szinonim variins

egy mutacios forropont és kritikus jol ismert funkcionalis doménben, olyan génben, amelyben a
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misszensz mutdciok a patogenitds gyakori okai. Ezen kiviil a GnomAD populacids adatbazisban
extrémen alacsony el6fordulasi gyakorisdggal rendelkezik, a predikcids moddszerek
egybehangzdan patogénnek itélik ezt a varianst, valamint a beteg fenotipusa nagyon specifikus az
adott betegségre nézve és végiil a recessziv betegség esetében in trans 6roklodésmenet egy patogén
varianssal. 11 mutaciot talaltunk nagyobb, mint 1%-os frekvencidval. Az 30. abra tanulsaga szerint

a foldrajzi tendencidk mindkét szldv mutdcio esetén felismerhetSek.

Ukraine

Slovakia

Austria Mingolc

. x
w .
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30. 4bra. A szlav eredetli CFTRdele2,3(21kb) és 2184insA mutécidk foldrajzi el6forduldsa. o — CFTRdele2,3(21kb),
X — 2184insA, ® — mas mutaciok.

A CFTRdele2,3 egy kivételével és a 2184insA pedig mindegyik esetben az északi orszdgrészekbdl
szarmazo betegekben van jelen, a 2184insA pedig méginkédbb csak észak-keletiekben, ami nem
meglepd hiszen Nyugat-Ukrajndban ez a mutdcié nagy frekvencidval fordul el6 (523). A 75,9%-
os analitikai szenzitivitdshoz, amit a kereskedelmi forgalomban kaphato kit jelent, a szlav delécio
vizsgalata 4,7%-ot, mig a 14-es exon szekvendlasa 6,5%-ot ad, az MLPA analizis 0,6%-ot és a
direkt szekvendlds pedig 11,8%-ot.

Konkluzidként levonhatjuk, hogy a vizsgalatok azon tul, hogy megallapitja a mutacidk
el6forduldsat a magyar CF betegekben, nagyon j6 alapul szolgélhatnak az djsziilottkori sziirésben,
amennyiben olyan teszt kombinaciot lehet elérni, hogy a 85-90% elvart szenzitivitast az

7 7

ujsziilottkori sziird teszt DNS alapu vizsgdlata tudja biztositani (529).

Vizsgalataink megkezdésekor nem alltak még rendelkezésre mutacié specifikus terapidk, de az
elmult id6szakban a molekuldris epidemioldgiai felméréseink megnyitottdk a lehetdséget egy
sokkal kiterjesztettebb, teljes attekintést ado olyan vizsgélat 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 megkaphassak a legmodernebb mutécié specifikus kezeléseket abban az
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esetben, ha azok Magyarorszdgon engedélyeztetésre keriilnek. Ennek a munkanak az egyik - eddig
nem publikélt eredménye - a 19. tablazatban keriil bemutatdsra, ahol azt latjuk, hogy a jelenleg
engedélyeztetés alatt all6 gydgyszerek esetében milyen betegszdmban lehet gondolkodni a magyar

CF betegek esetében.

Mutéciéspecifikus gyégyszer Kezelésre alkalmas genotipus Kezelhetd betegek szdma

2789+5G>A, D110H, F1052V, G551S,R117H, S549R,
3272-26A>G, D1152H, F1074L, K1060T, R347H,
S945L, 3849+10kbC>T, D1270N, G1069R, L206W,
Kalydeco (ivacaftor) R352Q, S977F, 71143A>G, D579G, G1244E, P67L, 29
R74W, A1067T,E193K, G1349D,R1070Q, S1251N,
A455E, E56K, G178R, R1070W, S1255P, D110E,
E831X,G551D, R117C, S549N

Orkambi (lumacaftor + ivacaftor) Phe508del homozigéta 196

Phe508del homozigéta, ES6K, R117C, A455E, S945L,
R1070W, 3272-26A>G, P67L, E193K, S977F, F1074L,
Symdeco (tezacaftor + ivacaftor) 3849+10kbC>T, R74W, L206W, D579G, F1052V, 211
D1152H, D110E, R347H, 711+3A>G, K1060T, D1270N,

DI110H, R352Q, E831X, A1067T, 2789+5G>A

Trikafta

(elexacaftor+tezacaftor+ivacaftor) Phe508del heterozigéta 353

19. tablazat. A magyar CF betegek mutdcidspecifikus személyre szabott kezelése irdnyaba tett erdfeszitéseink
eredménye (nem publikdlt adat, Dedk Anna TDK hallgaté munkéja).

Azt gondolom, hogy a korabbi molekularis epidemioldgiai felméréseink nélkiil ez az 6sszefoglalo,
standardizalt modszerekkel torténd genetikai analizis nem johetett volna létre, ami felhivja a
figyelmet arra, hogy a sulyos monogénes betegségek molekularis epidemioldgiai felmérése, a
mutacié spektrum meghatarozasa, direkt transzlacidval rendkiviil gyorsan terapids kezelési

informdcidkra fordithato le.

4.10. SLO kutatomunka

4.10.1 SLO kohorsz vizsgalat

A koleszterin és a 7-DHC szintek mérése soran minden beteg esetében extrém emelkedett szérum
7-DHC szintet tudtunk mérni (20. tdblazat). A koleszterin szintek éltalaban alacsonyak voltak a

betegek zomében, a korspecifikus referenciatartoméanyhoz viszonyitva. A 13-b6l 12 beteg esetében

sikeresen allitottuk fel a molekuldris genetikai diagndzist (20. tablazat).
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Betegek Genotipus Fehérjeszinti hatas Mol | TRBLIC N
fok (mg/L) (mmol/L)

1 ¢.[964-1G>C];[964-1G>C] olvasasi keret eltolodas 55-S 109 0,31
2 ¢.[964-1G>C];[1190C>T] olvasasi keret eltolodas/p.Ser397Leu 50-T 302 1,4

3 ¢.[964-1G>C];[1190C>T] olvasasi keret eltolodas/p.Ser397Leu 40-T 253 1,08
4 ¢.[964-1G>C];[1190C>T] olvasasi keret eltolodas/p.Ser397Leu 55-S 174 0,58
5 c.[452G>A];[740C>T] p.Trp151*/p.Ala247Val 10-E 130 3,47
6 ¢.[976G>T];[374A>G] p-Val326Leu/p.Tyr125Cys 40-T 205 2,1

7 ¢.[730G>A];[976G>T] p-Gly244Arg/p.Val326Leu 40-T 155 0,72
8 c.[326T>C];[452G>A] p. Leul09Pro/p. Trp151* 30-T 126 0,77
9 c.[1295A>G];[1328G>A] p.Tyrd32Cys/p.Arg443His 15-E 217 2,0
10 ¢.[452G>A];[976G>T] p- Trpl51*/p.Val326Leu 20-T 156 1,57
11 c.[725G>A];[452G>A] p.Arg242His/p.Trpl51* 55-S 215 0,8

12 c.[452G>A];[1295A>G] p.Trpl51%/p.Tyrd32Cys 20-T 274 1,47
13 ¢.[452G>A];[?7] p- Trpl51%#/? 15-E 87 2,44

20. tablazat. A magyarorszagi SLO betegek klinikai, genetikai €s biokémiai jellemz6i. A Magyarorszagon jelenleg
ismert 14 SLO-szindrémads betegbdl a tablazat a hazankban diagnosztizalt 13 adatait tartalmazza. Roviditések: E
(enyhe), T (tipusos), S (silyos). Korspecifikus referenciatartomanyok: 7-DHC: <0,15 mg/L, Koleszterin: 01 év:

>1,3,>1 év: 2,8-5,2 mmol/L. Mddositva az eredetibdl (DOI: 10.1556/650.2015.30256).

Az ismert nonszensz, misszensz €s splicing defektust okoz6 mutaciok mellett egy kordbban nem
leirt misszensz mutaciot, a ¢.374A>G (p.Tyr125Cys) mutaciot mutattuk ki heterozigéta formdban.
A mutacio patogenitasat az aldbbiak tamasztjak ala:

1. Az érintett aminosav reziduum filogenetikailag rendkiviil konzervalt (31. abra)

2. A Grantham - differencia 194.

3. A SIFT alapjan az érintett reziduum a tirozin-cisztein cserét nem toleralja.

ember CHKFLPGYVGGIQEGAVTPAGVVNKYQING

rhesus makdké CHKFLPGYVGGIQEGAVTPAGVVNKYQING

kutya CHKFLPGYVGGVQEGAVTPAGIVNKYEING
egér CHRFLPGYVGGVQEGAITPAGVVNKYEVNG
zebradanidé LHKILPGYVGGVQDGARTPAGLINKYEVNG

31. dbra. A Tyr125 (vastagon jelolve) filogenetikai konzervativizmusa. Forrds: DOI: 10.1159/000343923.

Mindezek mellett ez volt az egyetlen gyanithatéan kéroki mutacid, amit in trans detektaltunk egy
ismert masik SLO-t okozé mutdcidéval, a c.976G>T (p.Val326Leu) muticiéval az érintett
betegben. A fehérje ezen részében irtak mar le koroki mutdcidkat (p.Hisl119Leu (226),
p.Gly138Val (530)). A ¢.374A>G mutéicié esetében a PCR-RFLP analizis kizdrta annak a
valdszinliségét, hogy ez egy 4artalmatlan polimorfizmus lenne, amely jelen van a magyar
populdcidban. 100 allélt reprezentdld 50 egészséges egyénben a mutacié nem volt kimutathat6. Ez
az eltérés a gnomAD adatbazisban sem szerepel

(https://gnomad broadinstitute .org/gene/ENSG00000172893 ?dataset=gnomad_r2_1, 2020. 04. 21-i keresés).
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Az emelkedett 7-DHC specifikus SLO szindromdra (229), igy a 13-as beteg esetében a diagndzis
az emelkedett 7-DHC szint és a klinikai tiinetek alapjan felallithato volt annak ellenére, hogy csak
egy patogén mutdciot tudtunk kimutatni. Ebben az egyedi esetben egy rendkiviil alapos harom
szinti genetikai analizist végeztiink el. Az els6 szintli a kédold régid vizsgalata egy kordbban leirt
patogén mutdciot mutatott ki (c.452G>A (p.Trp151%)). A mdsodik szintli genetikai tesztelésben a
nem kodol6 exonokat és a szabdlyzo régidkat vizsgaltuk meg, ez eredménytelen volt, a harmadik
szinten pedig cDNS szekvendldst végeztiink a beteg mintdjaban, amely az alabbi konklizidéhoz
vezetett. Nem volt kimutathaté mds mutdcié, ami érintené a kédold régiét, ami arra utal, hogy
inkdbb az mRNS mennyisége, mint mindsége érintett a mdsik, nem identifikalt genetikai eltérés
altal. A DNS és RNS szinten, vizsgalataink bebizonyitottdk a nonszensz medidlta mRNS lebomlas
jelenlétét, hiszen a fehérvérsejtekbdl nyert mRNS-ben nem volt kimutathat6 p. Trp151* allél (32.

abra).

GCCTGGT CTLC CUC

VALY

GCCTNGCTCC

32. dbra. A nonszensz-medidlta mRNS lebomlds (NMD) jelensége SLO-ban. A gDNS-ben jelen levd adenin (alsé
panel) az mRNS-bdl hidnyzik (felsd panel). Forrds: DOI: 10.1159/000343923.

A DHCR7 mutéciok esetén mutattak mar ki NMD jelenséget (461). Nem konny(i ezt a beteget
elhelyezni az SLO spektruméban, fenotipusa enyhébb. Az §sszes exon és az exon-intron hatdrok
vizsgalata kb. 95%-os detektaldsi szenzitivitast jelent (531). Nem zarhat6 ki annak a lehet&sége,
hogy valamilyen tdvoli szabélyzé elemben bekovetkezd muticié csokkenti, de meg nem sziinteti
az mRNS keletkezését, hiszen a cDNS szekvenalas bizonyitotta a masik mutaciot hordozé allél
mRNS szintli expresszidjat, mert a cDNS szekvendlds a p.Trp151* allél hidnyat mutatta ki.

A foldrajzi kiilonbségek jelen vannak az SLO mutacié spektrumaban is. Az irodalomban leirt
leggyakoribb ¢.964-1G>C mutécid, amely valdsziniileg brit eredetli (249) és gyakran kimutathat6

a Mediterrdneumban (532), viszont szinte teljesen hidnyzik a szlav eredetii népességbdl (532,533)
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a mi beteganyagunkban is a mdsodik leggyakoribbnak talaltatott, négy allélen volt jelen. A mi
kohorszunkban a p.Trp151* 6 esetben volt kimutathatd, ami a leggyakoribb mutaciova tette ezt az
eltérést. Osszességében ez a mutdcié gy tlinik, hogy meglehetésen gyakran el6fordul
Lengyelorszagban, Ausztridban, Csehorszdgban, Szlovdkidban és igen ritka Nagy-Britannidban és
Olaszorszagban. A masik tipikus kelet eurépai mutacio, a p.Val326Leu (249) nagyon hasonld
eloszlasi mintdzatot mutat. Osszességében ez azt mutatja, hogy az allél heterogenitds kiilonbozik
Eurépa kiilonbdz6 népeiben.

Egy csalad kivételével a patogén mutacid kombindcidk nonszensz-misszensz, misszensz-
misszensz vagy splicing-misszensz mutaciok, ami azt jelenti, hogy egyfajta rezidudlis enzim
aktivitds ezekben az esetekben nem zarhaté ki. Egy nonszensz muticid bizonyosan, mig egy
splicing mutéacié nagyon valészinlien teljes funkcidvesztést jelent, de egy misszensz mutdcid
esetében valamilyen foku aktivitds megtartott maradhat. Az egyediili eset, ahol kett6 igazolt null
allélt mutattunk ki (c.964-1G>C) az elsé érintett gyermek az els6 életnapon halt meg és a masodik
€s harmadik terhessége az édesanyéanak spontan vetéléssel végzodott a 7. és 14. héten. A masodik
magzatbol molekularis genetikai tesztelés nem tortént, de a masik kettd esetében kimutattuk a
c.964-1G>C mutéciét. Osszeségében ezek az eredmények arra utalnak, hogy a korabbi
megfigyelések valdsziniileg helytalloak, miszerint két silyos null allélt eredményez6 mutdcid
nagyon ritka kivételtdl eltekintve nem kompatibilis az élettel. Emellett azt is aldtdmasztjuk, hogy
az érintett gyermekek fenotipusa nagy mértékben a genotipustdl fiigg, de nem zarhato ki egyéb
genetikai és kornyezeti médosito tényezdk fontos szerepe. Hasonl6an szdmos, rendkiviil silyos
monogénes betegséghez, az SLO esetében is a klinikai laboratoriumi genetika célja a reprodukcids
dontéshozatal segitése. Eddigi munkank soran 6t csaldd esetében kilenc alkalommal végeztiink
prenatdlis genetikai diagnosztikat (hét esetben chorion biopszia, két esetben magzatviz
mintavétel). Két esetben detektdltunk koros genotipust, mig a megsziiletett hét gyermek koziil
mind az Ot vizsgalt esetben egyezett a pre- €s posztnatalis molekuldris diagnosztika eredménye
(négy gyermek heterozigdta hordozd, egy gyermek vad tipus). 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.

4.10.2. Biomarkerek hasznalata az SLO szindroma klinikai silyossaganak megitélésében

A kezdeti koleszterin koncentrdcid klinikai sulyossaggal torténd korreldcidjat mutatja az 33. dbra

(n=15; r=0,74).
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33. dbra. A klinikai sulyossdg Osszefiiggése a kezdeti koleszterin szinttel SLO szindrémdaban. Forras: DOI
10.1007/s00431-012-1925-z. Dr. Oldh Anna mérései.

A kezdeti koleszterin-7DHC rata a klinikai sulyossagi fokkal egy hasonld gyenge inverz
kapcsolatot mutatott (r=0,669). A harom SLO stlyossédgi csoport statisztikai analizise szignifikdns
kiilonbségeket mutatott a kezdeti koleszterin szintekben és az enyhe és sulyos csoportok kozott
(Bonferroni teszt, p=0,01; 34. dbra a). A Cho/7DHC ratak a csoportok kozt szintén kiilonbséget
mutattak (Kruskal-Wallis test, p=0.004; 34. dbra b).

klinikai kép
—
L

koleszterin (mmol/L)

klinikai kép
—

E I | H

T T T T T T

2 4 6 8 10 12
koleszterin/7-DHC (mg/mg)

34. dbra. (a) A kezdeti koleszterin szint stlyos (S), tipusos (T) és enyhe (E) klinikai képet mutaté SLO betegekben.
(b) A kezdeti koleszterin/7-DHC hanyados a betegcsoportban.
Forras: DOI 10.1007/s00431-012-1925-z. Dr. Oldh Anna mérései.
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4.10.3. Kis molekulak hatasa a 7-DHC szintre

A 727 kis molekulasulyu anyagbdl 30 csokkentette a 7-DHC szintet az egyik alapvetd sejtvonal
alapu tesztrendszerben, a Dher7- deficiens Neuro2a sejtekben. Ezek a kisérletek azt mutattdk, hogy
statinok, Osztrogén receptor moduldtorok €s bizonyos antifungdlis szerek a 7-DHC szintet

csokkentik (35. abra A, B).

A B

cd120 120

S T

> S

g 60 '—560

g =

3 5
<0

DPiPeTfHI ATmB DPiPeTfHI ATmB

35. dbra. A 7-DHC szintet csokkent6 kis molekuldk human SLO fibroblasztokon vizsgalva. A 7-DHC (A)
csokkenése mellett a koleszterin szintre (B) kifejtett minimdlis hatds figyelheté meg. Roviditések: D (DMSO), Pi
(pitavastatin), Pe (perphazine), Tf (Trifluoperphanazine), H (hydroxyzine), I (Imatinibe), A (Acitretin), Tm
(trimebutine), B (budesonide). Forrdas: DOI: 10.1021/acs.jmedchem.5b01696. Dr. Zeljka Korade, Dr. Mirnics
Karoly, Dr. Ned Porter mérései.

Ez a publikacié még egy fontos adalékkal szolgdl: a normal kontroll Neuro2a sejteken tesztelve a
kutatécsoport kimutatta, hogy az aripripazole és a trazodone a 7-DHC szint emelkedését
eredményezi ezen a sejtvonalon.

A 7-DHC csokkentd terdpia felé vezet6 tton a 7-DHC szint csokkentd kis molekulasilyd anyagok
felmérése jelentOs 1épés lehet. Az aripripazole és a trazodone, melyek nagyon gyakran hasznalt
antipszichotikumok 7-DHC szint novel6 hatdsdnak megfigyelése egy djabb kutatdsi irdnyt inditott

(lasd lentebb).

4.104. A DHCR7 patogén mutaciét hordozé heterozigétak érzékenyek az aripiprazole és

trazodone kezelésre

A kiilonboz6 koncentracidval tesztelt aripiprazole és trazodone expozicié 6 napos tenyésztést
kovetden szignifikdnsan megemelkedett 7-DHC szintet okozott mind a heterozigéta, mind a
kontroll fibroblasztokban, a heterozigéta fibroblastokban ez a 7-DHC szint atlagban kétszerese
volt a kontrollokhoz képest. Az Ossz koleszterin szintet a kezelés mindkét esetben enyhe

mértékben csokkentette. A de novo lipid bioszintézis tesztelésére a laboratérium 3'3C-Lan kezelést
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alkalmazott, és ezt kovetden a mérések azt mutattik, hogy az aripiprazole €s trazodone kezelés a
koleszterin bioszintézis de novo utjat érinti. A heterozigétdk esetében szignifikdnsan kevesebb
koleszterin keletkezett a vad tipusiakhoz képest, mind aripiprazole mind trazodone kezelés esetén,
mig a 7-DHC keletkezése vagy magas szintje volt kimutathatd, kiilondsen a heterozigétakban. A
két VUS (kontroll) fibroblaszt esetében érdekes eredményeket kaptunk. A ¢.1341C>T genotipusu
sejtvonal, amely esetében egy potencidlisan splicingot érint6 mutdciét mutattunk ki, a
heterozigétiknak megfeleld vagy arra hasonlé moédon reagdlt az aripiprazole kezelésre, de a
trazodone-ra inkdbb kontrollként. A ¢.1012G>A mutaciét hordozé sejtvonal mindkét kezelésre
normadl kontrollnak megfeleléen valaszolt, ami azt mutatja, hogy kevéssé valészinii, hogy a hatdsa
patogén lenne, mig a ¢.1341C>T mutacié némiképp atmeneti lehet.

Osszességében ennek a tanulméanynak a konkldziéja 5 pontban foglalhaté dssze.

1. Az aripiprazole €s trazodone kezelés szignifikdnsan megemeli a 7-DHC szintet a heterozigéta
fibroblasztokban.

2. Az aripiprazole és trazodone kezelés hatdsa d6zisfiiggd.

3. A DHCRY vad tipusu és heterozigota fibroblasztok a human terapids tartomanyu aripiprazole és
trazodone kezelésre kiilonféleképpen reagdlnak. A heterozigéta genotipusu fibroblasztoknak a 7-
DHC szintekre nézve sokkal hatarozottabb valasza van, mint a kontroll fibroblasztoknak.

4. Az izotépos mérések bizonyitottak azt, hogy a kezelések sordn a koleszterin de novo
bioszintézise érintett, nem pedig a stabilitdsa vagy a korforgédsa (turnovere). Mivel a koleszterin
prekurzor profil nem véltozott a kezelés sorédn, az els6dleges aripiprazole és a trazodone hatds a 7-
DHC-koleszterin ~ dtalakuldsban érhet6 tetten. Ugyan az eredményeink heterozigéta
fibroblasztokon torténd kisérletekbdl jottek 1étre, de konnyen lefordithaték a betegségben érintett
egyik kritikus szervrendszer, a kozponti idegrendszer nyelvére is, hiszen a neuronok jelentds
koleszterin szintetizatorok, a DHCR7-nek rendkiviil er6s expresszidja van az agyban (534, 535).
A koleszterinnek strukturdlis szerepén til szdmos funkciondlis feladata is van, ebb6l kdvetkezben
a nem megfeleld koleszterin mennyiségnek illetve a prekurzor 7-DHC felszaporoddsdnak
rendkiviil karos hatasa lehet. J6l ismert, hogy a 7-DHC emelkedés karos, hiszen rendkiviil reaktiv
lipid molekula (234), amely spontan szabadgyok peroxidacion megy keresztiil, tobb mint egy tucat
oxidacios terméket eredményezve. Ezek az oxiszterolok (235) citotoxikus, sejt proliferaciot
csokkentd hatdsdak. Eredményeink alapjdn a potencidlis kovetkezményekrSl a hipotézis
felallitasat az alabbi tények segithetik.

1. A DHCRY7 heterozigoéta statusz emelkedett 7-DHC szinttel jar.

2. A fejlodési defektusok az élve sziiletett djsziilottek 3-5%-aban kimutathatdak (536).
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3. A teratogén hatdsok 1%-aért gydgyszerek felel6sek (537).

4. Az USA-ban Abilify néven forgalmazott aripiprazole-t igen széleskoroben alkalmazzak, 2013-
ban a legtobbet felirt gydgyszer volt.

Osszességében a mi megkozelitésiink a személyre szabott medicina irdnyéba tett eréfeszitésként
értelmezhetd. Ezekkel a vizsgalatokkal keretbe foglalva az SLO tanulmanyokat lathat6 az, hogy
egy sulyos monogénes betegség molekularis epidemioldgiai felmérése milyen uj kutatasi iranyokat
nyithat meg.

A genetikai tesztelés bedllitasa (2008) ota végzett prenatélis diagnosztika az, amit ebben az esetben
felkindlhatunk a sziilbknek és célzott diagnosztikdval az egészséges gyermekek sziiletése
biztosithaté. Ezen tdlmenden, a sokkal nagyobb populdciét érinté kitekintések is, akdr a
pathomechanizmus jobb megértése, akar a szinte népegészségiigyi jelentdségli kovetkeztetések
levondsdban rejlé lehetdségeket is jelentheti, hiszen a munkdnk hozzdjarult ahhoz, hogy egy
nemzetkozi kollabordcidban részt vegyiink abban a tanulmdnyban, amely bizonyitotta, hogy a
koleszterin bioszintézis utra bizonyos kis molekulasulyu farmakoldgiailag aktiv anyagok komoly
hatdssal birnak, valamint ehhez betegbdl szarmazé fibroblasztokkal jarultunk hozza. E
tanulmanynak a kovetkeztetése egy 1j iranyt inditott meg, amelyben immaron heterozigéta - tehat
a populdciéban szignifikdnsan el6forduld - egyének potencidlis veszélyeztetettségét jelenti
bizonyos nagy populdciéban hasznalt antipszichotikumok haszndlata esetén, ha a gydgyszert szedo
heterozigdta éppen gyermeket var. Ennek bizonyitdsa nagy populacion még vdrat magara, de a
tanulmdnyunk az elvi lehetdségre felhivta a figyelmet. Az SLO munkdnk jelentés része
kollaboréacié keretében zajlott. Ez magdban foglalta a klinikai (Dr. P. Szabé Gabriella), a
laboratériumi diagnosztikai (Dr. V. Olah Anna) és az alapkutatoi (Dr. Zeljka Korade, Dr. Mirnics
Karoly, Dr. Ned Porter, Vanderbilt University) egyiittm{ikodéseket egyarant.

4.11. Monogénes kohorsz vizsgalatok: Fenokopidk ARPKD-ben

A 36 ARPKD klinikai diagnézissal rendelkez beteg esetében 27 esetben (75%) esetében taldltunk
kett6 PKHDI koéroki mutdcidt (21. tablazat), ezek koziil 25 beteg biallélikus pont mutdcidkat
tartalmazott (P1-25), kettd pedig Osszetett heterozigdtanak bizonyult egy pont mutdciora és egy
CNV-re (dupe33-35, P26, delel-55, P27). Egy beteg (P28) egy heterozigéta olvasasi keret
eltolodast eredményezd mutéacidval rendelkezett. Egyetlen egy PKHDI mutaciot sem sikeriilt
talalni nyolc csaladban (23. tablazat, 36. dbra). Két mutaciot, a p.Thr36Met és a p.Ser2639*
taldltunk gyakoribbnak a tobbinél, 15/54 (28%) és 8/54 (15%) arannyal rendelkeztek a mutédns
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allélek kozott. 7 dj, kordbban le nem irt mutdciot sikeriilt kimutatnuk, a fentebb bemutatott két
CNV mellett 3 trunkédlé mutaciot (c.5_8delCTGC, p.Ala3Glyfs*2; ¢.5088del TG, p.Gly1696fs*1;
c.12036delA, p.Gly4013Alafs*24) és két aminosav cserével jar6 eltérést (c.4328G>A,
p.Cys1443Tyr és c.10621A>T, p.Asn3541Tyr). A két utolsé mutdcié patogenitasit az alabbi

tények alapjan éllapitottunk meg:

(A) A gnomAD adatbdzisban nem szerepelnek, (B) mindkét aminosav konzervativizmust mutat,

(C) a Polyphen-2 és a MutationTaster algoritmussal patogénnek mindsitett eltérésekrdl van sz6.
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3 3 107C5T hom (m.p) pThr36Met 6 hét + Gszilont *'5‘”9""‘: 0@ 4 a2 nap) M VE(6hé) |+ (1 nap)
nap)
o o C107CST het (m) pThE6Met e o 0230260 | smm G | 0 [kve s e
2 3év + 6 2:402(6h6) | 4mm i Sév -
¢6992T>A het (p) pII2331Lys &)
2167CT het Arg723C 106106 HSM (5 h6). C
25 P25 ¢:2167C>1 het D-Argr23tys 66v + Gjszilot 45924592 (5ho) | 8mm (She) | T VSVE(6&v) | +(1év) Gho)
CB870T>C het p11e2957Thr ©&) Gy
COFI0CST het (m) i3 124Tyr
F26 P26 |c(5236+1_5237-1)_(5T5141_5752 ) vese Tx: 11 év + 3h6  [+9.24:4448 (3h6) | 10mm (3 h6) NM  [VSVE(lén| +Ghe) | C.HM@he)
- - 57521 sbnormlis mRNS
1)dup, het
N 143098 _8643-31del het (p) incs feherje ome ; ] -
F27 P27 LT het oy D omason 10 het + imrauterin | +4,15+4,1 (1 nap) NM NM VE(10hén |+ (1 nap)
EIL 2
F28 P28 ¢8114delG het (m) p.Gly2705Valfs*11 266v - 4év 47264326 (46v) | 10mm @ ey | T3 KVEILQO | g, | F.HM.EME
26¢v) &) @

21. tablazat. Az ARPKD betegek genotipusa és klinikai fenotipusa. Roviditések: het (heterozigéta), hom
(homozigéta), Tx (transzplanticié), NM (nem mért), NA (nincs adat), VSVE (végstadiumdi vese elégtelenség), KVE
(krénikus vese elégtelenség), VE (vese elégtelenség), HM (hepatomegalia), EME (emelkedett méj enzim szintek),

CHS (cholestasis), F (fibrosis), AS (abnormalis szerv struktira), HSM (hepatosplenomegalia).
Forras: doi.org/10.1007/s00467-018-3992-5.
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Indirekt ARPKD diagnosztikat végeztiink obligat heterozigétakban (nem publikalt adat). A
PKHDI analizis a hat érintett par minden tagjaban igazolta a patogén PKHD1 eltérést, utat nyitva

a kovetkez0 terhesség esetén a prenatdlis diagnosztika felé. A mutaciok adatai az 22. tdblazatban

lathatok.

Obligé;};f::migéta Anyai genotipus Apai genotipus
C1 p-Trp2383%*/+ p-Val2763Phe/+
C2 p.Gly1970Arg/+ p-Cys91Trp/+
C3 p-Ser2639%/+ p-Ser2639%/+
C4 p.-Thr36Met/+ p-Ser2639%/+
C5 p.Ser2639*/+ c.881-1G>A/+
C6 p-Asn3586Serfs*22/+ p-Ser2639%/+

22. tablazat. Az indirekt PKHDI mutici6 analizisben részt vevd obligét heterozigdtak genotipusa. Nem publikalt
eredmények.

Mind a nyolc csaldd esetében, ahol PKHDI mutéciét nem sikeriilt kimutatnunk, mas génekben
bekovetkezd koéroki mutdcidkat sikeriilt detektdlnunk (23. tabldzat, 36. dbra). Hirom gyermek,
akik esetében normdl méretli hyperechogén vesét irtak le in utero vagy csecsemodkorban, de novo
delécidval rendelkezett a HNFIB génben. Két gyermek 2 és 4 év kozotti vese morfologiai
reanalizise ADPKD-t valdszin(sitett, mindkét esetben de novo PKDI mutaciokat sikeriilt
detektdlni. Egy beteg esetében (P31) sclerosis tuberosa diagnézist allitottak fel 4 éves korban, 6
egy Uj de novo TSC2/PKDI1 deléciot hordozott. A P35-0s beteg esetében a 11 éves korban
bekdvetkezd végstddiumii vesebetegség juvenilis nephronophthisist vetett fel. O osszetett
heterozigdtanak bizonyult egy teljes és egy részleges NPHPI deléciora nézve (464). Egy
hyperechogén vesékkel és maj fibrozissal diagnosztizalt testvér par (P36, P37) a leggyakoribb
TMEMG67 p.Cys615Arg (538) mutdciora nézve volt homozigéta (a szamitdsokban csak az egyik
testvér adatait vettiik figyelembe). Neuroldgiai érintettségiik nem volt. A P28 beteg esetében, aki
heterozigéta PKHDI mutéciora nézve, mds génben bekovetkezd patogén mutdciét nem tudtunk
kimutatni az igen alapos genetikai tesztelés ellenére sem (klinikai exom szekvenalas, mely magas

lefedettséget biztositott az NPHP2, NPHP3 és WDRI19/NPHP13 gének esetében is). A muticid

kivizsgélasi protokoll az 35. 4dbran keriil bemutatésra.
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L Utols6 mért
) o Fehérje szint(i Utolsé Légzésil || Diagnsziskori|| 2 G veeesrd | A vesehossz (SD | Vesefunkcié | Hypertensio |M4j érintettség
Csalid | Beteg Mutdici6 més génben e s o ) . . (SD pontszdm), jobb-bal | veseciszta oo ’
kovetkezmény | vizsgdlat (kor) | elégtelenség | életkor | vese pontszém), jobb- (kor) (kor) (kor)
(kor) dtmérsie (ko | P

PKDI ¢.12310_12313delGTTA ] X i
F29 P29 het (de novo) p.Val4104Phefs*93 46v - intrauterin | +326:4326 (7hé) | 3mm(7hé) [+2,17:4323 (4év) | N(@dév)

intrauterin (32. +6,93;40,95 (3.5

F30 P30 [ PKDI ¢.920delT het (de novo) |  p.Phe307Serfs*27 356v oo +2,19:40.24 (1 nap) |15 mm (1 nap) . N(35év)
gesztcios hét) év)
PKDI/TSC2
-4042
F31 P31 |16:¢.(2_2088232)_(2134081_%)de| nincs fehérje termék 65 év - 6ws +044:4054 356v) | 10mm @he) | OO | y656)

1 het. (de novo) év)

HNFIB(?_-1)_(*1_?)del het (de intrauterin (16.

F32 P32 nines fehérje termék 96y - enntio- L 132:4132206) | $mm2h6) [+282:428296v) | N(9év)
novo) gesztacios hét)
R
F33 p33 | HNFIBQ 1:_\(\01)_.>ch het(de | ines fehérie termék 6év - Gjsziilott 1624162 (1nap) | 9mm (Sév) | +0.15:405(6év) | N (6év)
ovi
F34 pag | AINFIBC_-D(*1_7)elhet(de | oo o fenerie termek 11 év - intrauterin -0,1:40.23 (3 h6) 3mm@he) | 10303310 | KVEILL (10 EME (7 év)
novo) év) év)
NPHPI (2_-1)_(*1_?)del het (m) | - nincs fehérje termék [y p 1 s 10 mm .
se Tx: 12,5 ) i as VSVE (115 )
35 35 - 5 év 24042 (11,5 5 yrs 5
F3: P33 NPHPT < (STOTT T81T- - o 15ev | 40424042 (115 év) P NA P +(11.5yrs) |EME (11,5 ¢év)
1)_(*1_7del (p) ’
F36 P36 Vese Tx: 9 év + intrauterin +129418(1h6) | 9mm(1ho) | -474:474 9 év) | VSVE 9 év) -
TMEM67 ¢.1843T>C hom pCys615Arg EME (11 év)
F36 P37 20 6v - 3h6 +1514151(3h6) | 2mm (96v) [-288:-2,78 (18 év) | VSVE (19 év) - F o0
F (20 év

23. tablazat. A fenokopidk genotipusa €s klinikai fenotipusa. Roviditések: het (heterozigéta), hom (homozigéta), Tx
(transzplantécié), NA (nincs adat), VSVE (végstadiumu vese elégtelenség), KVE (krénikus vese elégtelenség), EME
(emelkedett m4j enzim szintek), F (fibrosis). Forras: doi.org/10.1007/s00467-018-3992-5.

A kohorsz betegei esetében megdllapitottuk a fenotipusos jellemzdket is. A PKHDI muticiot
hordozé 27 betegbdl 19 gyermeknél (70%) perinatélis 1égzési elégtelenség volt kimutathatd.
Kilenc beteg (33%) perinatdlisan, 3 hénapos életkor el6tt elhunyt. Ezzel ellentétben a mads
génekben bekovetkezd mutdcidt hordozd 8 csalddbdl 9 betegbdl Osszesen egy beteg mutatott
atmeneti perinatalis 1€gzési elégtelenséget, amely egyébként infekcio kovetkeztében alakult ki (23.
tablazat). A perinatdlis periddust tilél6 PKHD1 muticiéval rendelkez6 10 gyermekbdl 9 esetében
egy éves korra hypertensio fejlédott ki, mig a mds génekben bekovetkezd muticidt hordozéd
betegek esetében egy sem mutatott hypertensiot. A diagnéziskori +4 SD-nél nagyobb atlagos vese
hossz a PKHD1 ARPKD-re volt specifikus. A 27 biallélikus PKHD1 betegbdl 19 (70%) mig a 9
mds génekben bekovetkezé mutacidt hordozé betegbdl egynek sem volt ennyire megnagyobbodott
veséje. Ezen adatoknak alapjan a P28 beteg, akinél nem sikeriilt tisztazni a genetikai hattért,
valdszinlisithetéen a PKHDI 4ltal okozott kozepesen silyos ARPKD-ben szenved (korai

hypertensid, nagy mértékben megnagyobbodott vese és maj fibrozis volt jelen).
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36 beteg ARPKD klinikai
diagnozissal

PKHD1 szekvenalas

25 beteg: biallélikus kis
skalaju mutacio

p
3 beteg: heterozigdta pont
mutdcio

~

e
8 beteg: PKHD1 kis
skalaju mutacio
nélkul

PKHD1 MLPA analizis

9 beteg:
PKHD1 biallélikus
mutacid nélkal

delécid vagy duplikacio in
trans a kis skalaju

2 beteg: tobb exont érinté
mutdcidval

3 beteg: HNF1B mutacio

Ujrafenotipizalast

A klinikai 4[
.

2 beteg: PKD1 mutacid
kovetd célzott gén

)
)
szekvenalas, —[ 1 beteg: NPHP1 mutacio ]
)
]

amennyiben negativ,
Khnilel aem 4{ 1 beteg: TMEM67 mutdcio

szekvenalds {1 beteg: PKD1/TSC2 delécié

1 beteg: heterozigdta
PKHD1 mutacio

36. abra. Az ARPKD klinikai diagnozis esetén alkalmazott mutacid keresési algoritmus. Sarga hattér: genetikailag
nem megoldott eset, zold hattér: genetikai diagnézis, sziirke hattér: elvégzett klinikai, illetve klinikai laboratériumi
genetikai vizsgalatok. Forrds: doi.org/10.1007/s00467-018-3992-5.

Ebben a vizsgalat sorozatban, az ARPKD genetikai hatterét deritettiik fel a magyarorszagi ARPKD
betegekben. A PKHDI pozitiv esetek aranya 78% volt, ami j6l korreldl a nemzetkozi adatokkal
(277, 284,539-542). A PKHDI kis skaldji mutdciok analizisét kovetden vizsgaltuk a CNV-ket is
a PKHDI negativ betegek kozott. Biallélikus CNV-t nem sikeriilt kimutatnunk, mely
eredményiink is j6l korreladl mas betegcsoportok vizsgélataval, azaz, hogy a biallélikus CNV-k
jelenléte igen ritka a PKHD1 génben (277, 278, 539, 540, 543, 544). Detektaltunk egy 3 exonos
duplikdciét és egy igen nagy méretli deléciot. A duplikdciok a PKHDI génben rendkiviil ritkak,
mi publikéltuk a masodik ilyen esetet (543). Ezek az eredmények azt hangsulyozzak, hogy a CNV-
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k analizise a heterozigéta PKHDI pontmuticioval rendelkez6 ARPKD betegek esetében
elkertilhetetlen.

Vizsgélatainkat nagyon munkaid6- é&s koltségigényes modszerekkel kezdtiik, Sanger
szekvenalassal. A CNV-ket MLPA analizissel vizsgaltuk. Mivel kizarési tesztként egy genetikai
vizsgilat nem hasznélhat6, mert minden régiét nem vizsgédlunk, minden szabalyozassal nem
vagyunk tisztdban, ezért indirekt modon prébaltuk meg a PKHD1 mutécidkat kizarni, mégpedig
ugy, hogy mas génekben bekovetkezd mutaciokkal kapcsoljuk dssze a betegek fenotipusat azon
esetekben ahol biallélikus PKHD1 mutaciot nem sikeriilt kimutatnuk. Minden olyan betegben,
a koroki tényezd(ke)t, azaz a kiinduldsi klinikai ARPKD diagnézis 22%-a fals diagnézisnak
adodott. Az utolsé betegben (P28) egyetlen egy heterozigbta PKHDI mutéaciét sikertilt
kimutatnunk. Esetében a rendkiviil extenziv genetikai analizis sem eredményezte a masik mutacio
kimutatasat, még klinikai exom szekvenalassal sem talaltuk meg, mindazonéltal a beteg fenotipusa
alapjan a PKHD] biallélikus mutdcidja valészindsithetd. Ez felhivja a figyelmet arra, hogy még a
jelenleg elérhet6 legmélyebb genetikai analizis sem képes 100%-os diagnosztikai szenzitivitds
elérésére bizonyos lokalizacidju mutdciok esetén, és felhivja a figyelmet arra is, hogy mély introni
szekvencidkban vagy szabdlyoz6 elemekben barmikor el6fordulhat mutacid, amely utdna nagyon

z. 7

markdns hatdssal van a fehérje funkcidjara nézve. A PKHDI-t6] fiiggetlen génekben torténd
eredményes genetikai analizisiink a betegek fenotipusos szempontbdl torténd re-evaludcidjanak
jelentoségére vilagit rd. A differencidl diagndzis a diagndzis idején nagyon nehéz lehet az enyhe
és kozépsulyos formak esetében, akiknél nincsenek extrémen megnagyobbodott vesék és 1égzési
elégtelenség. Ebben a betegcsoportunkban a csecsemd korban bekdvetkezd hypertensié nagyon
JOl korreldlt a PKHDI muticidk jelenlétével. A szakirodalommal egybehangzéan a PKHDI
mutéciot hordozo betegek fenotipusa erdsen korrelal a kéroki mutacid tipusaval, olyan beteget
nem taldltunk, aki tdlélte volna a perinatdlis periddust, a bizonyosan funkcidveszt6 biallélikus
mutéciok jelenléte esetén (277, 545, 546). Egy beteg (P14) érdekes modon Osszetett heterozigdta
egy masodik és egy utols6 exon trunkalé mutécidra, ahol az utolsé exon trunkdlé muticié a
p.Gly4013Alafs*24 mutacié. Ot 5 hénapos korban diagnosztizaltik, még 9 évesen is normal GFR-
rel rendelkezik, ami arra utal, hogy a C-termindlison jelen levd 62 aminosav a fibrocisztin fehérje
teljes funkcidvesztésével nem jar. Ismert az, hogy a fibrocisztin a 192 aminosavbdl allé C-
termindlis része az mTOR utvonalat modulélja (547). Szintén tartalmazza a cilidris lokalizdciét

biztositd (targeting) szekvenciit (p.3876_3893CLVCCWLKRSKSRKTKPE), ami e mutacio

esetében nem moddosul (270). Ennek a C-terminalis trunkdcionak a hipomorf sajitossigait
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alahuzza az is, hogy az egér esetében a 67-es exon hidnya - amely egyébként a nuklearis
lokalizécids szignalt és a polycystin 2-kotdé domént tartalmazza - normal fenotipust mutat (548).
Osszefoglalasképpen, els6ként vizsgaltunk Magyarorszdgon egy nagy ARPKD kohorszt. Az
ARPKD esetek negyedében fenokdpidkat igazoltunk, amelyek mds génekben bekovetkezd
mutéaciok miatt alakultak ki. Az adataink azt timasztjak ald, hogy a perinatalis 1égzési elégtelenség,
a +4 SD-nél nagyobb vese hossz és a korai jelentkezésli hypertensio a PKHD]1 altal okozott
ARPKD-re utal. Azokban az esetekben ahol PKHDI mutacié analizis negativ, fontos, hogy a
fenotipus re-evaludcidra keriiljon és javasoljuk a PKHDI koépiaszam analizist is azokban a
betegekben, akik heterozigéta kis skaldji mutacioval rendelkeznek, és azokban a csaladokban,
ahol nem kérdéses a fenotipus.

Az obligat heterozigéta sziilok eredményes genetikai analizise lehetdséget nydjt a kovetkezd
terhességben a prenatdlis diagnosztika elvégzésére. Ez az indirekt diagnosztika rendelkezésre all
az olyan egyértelmi ARPKD esetekben, ahol az érintett betegt6l minta mar nem hozzaférhetd.
Ez a munka hazai kollaboracidban valdsult meg, a legfontosabb partnerek Dr. Szabé Tamas

(Debreceni Egyetem) €s Dr. Tory Kdlmén (Semmelweis Egyetem) voltak.

4.12. Monogénes kohorsz vizsgalatok: Marfan szindréma

A kohorszba a betegek bizonyosan Marfan szindréma, Marfan szindroma gyanu vagy ezzel rokon
fibrillinopathia klinikai diagnozisdval keriiltek be. Genomidlis DNS, illetve egy esetben RNS
mintdt vizsgaltunk 26 betegben. Osszesen 23 koéroki vagy lehetségesen koéroki tényezét
definidltunk 23 betegben. A 23 betegbdl 7 esetében (30,4%) 1j, kordbban le nem irt mutaciét, mig
16 esetben (69,6%) kordbban leirt varianst taldltunk. 23 beteg esetében allt rendelkezésiinkre
csaladfa adat. Hét betegben a betegség sporadikus el6forduldsu volt, mig 16 esetben familidris
forma fordult el§. Misszensz mutéciét definidltunk 69,6%-ban (16/23), kis delécié/duplikaciét
13%-ban (3/23) és splicing mutdciot 17.4%-ban (4/23). Egy visszatér6 csendes mutdciot
definialtunk harom nem rokoni kapcsolatban 4ll6 betegben, amely mutaciét az mRNS analizist
kovetden benignusnak mindsitettiink (14sd lentebb).

A 16 misszensz mutédcidt hordozo betegbdl 11 esetben (68,8%) a konzervalt cisztein reziduumokat
érintd mutdcié volt. A jelenleg érvényben levd kritérium rendszer (296) szerint minden olyan
misszensz mutdcid, amely cisztein aminosavat €rint, akar keletkeztet vagy megsziintet, patogénnek
mindsitendd. Harom mutdcio, a 4-es, 9-es €s 11-es betegek esetében uj, kordbban le nem irt volt.

E betegek molekuldris genetikai €s klinikai adatait a 24. tdblazatban mutatom be.
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Diagnézis, genetikai adatok Klinikai tiinetek
Beteg | Diagnézis Csalélrdi, Elc}kor Genotipus Fchérjcs'zintﬁ Referencia Ecto;_)ia Aorta gyok OSSZ]?Ont—
halmozo6das (év) hatés lentis aneurysma szam
1 MES familiaris 10 c.1510T>C | p.Cys504Arg | Comeglio etal.,2007 + - 7
2 MFS NA 13 c.1601G>A | p.Cys534Tyr |Kilpatrick etal., 1999 + - 9
3 MFS? familiaris 8 c.1709G>A | p.Cys570Tyr Loeys et al., 2001 + NA 8
4 - familiaris 15 ¢.2288G>A | p.Cys763Tyr nem leirt + NA 2
5 ELS? familiaris 22 ¢.2433C>G | p.Cys811Trp Loeys et al., 2004 + NA 3
6 MES sporadikus 11 ¢.2585G>A | p.Cys862Tyr Song et al., 2013 + + 10
7 MFS? sporadikus 18 c.2777 G>T | p.Cys926Phe umd.be/FBN1 - - 8
8 MFS? sporadikus 8 c.4898G>C | p.Cys1633Ser | Comeglio et al., 2007 + - 10
9 ELS familiaris 27 ¢.6032G>C | p.Cys2011Ser nem leirt + - 10
10 MFS? sporadikus 7 c.6332G>A | p.Cys2111Tyr | Hayward et al., 1997 + NA 7
11 MEFS familiaris 39 ¢.6947G>T | p.Cys2316Phe nem leirt - + (dissectio) 10

24. tablazat. Cisztein aminosavat érintd patogén misszensz mutaciok az FBNI génben. Roviditések: MFS: Marfan
szindréma, ELS: Ectopia lentis szindréma. Referencidk: Comeglio et al (549), Kilpatrick et al (550), Loeys et al
2001 (551), Loeys et al 2004 (552), Song et al (553), Hayward et al (554). Az dj mutaciok vastagon szedve.
Forras: https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2019.05.012

Az esetek kb. 1/3-ban (5/16, 31,2%) olyan misszensz mutédcidkat taldltunk, amelyek nem cisztein
aminosavakat érintenek (a molekuldris €s klinikai adatok a 25. tdblazatban lathatk). Egy mutécid
(c.3038G>T, p.Glyl013Val) kordbban le nem firt, 4j volt. A kimutatott misszensz mutaciok
besoroldasa a modositott Ghent nozoldgia (296) és az ACMG legutolsé ajanlasa alapjan tortént

(507).

Diagnézis, genetikai adatok Klinikai tiinetek
Beteg| Diagnozis Csaléfﬁ ) Eleytkor Genotipus Fehérjeézinu’i Varins besorolas Referencia Ectopia | Aorta gyok OSSZPOnI-
halmozédas| (év) hatds lentis | aneurysma | szdm
12 MFS? familiaris 10 c.640G>A | p.Gly214Ser | valosziniileg patogén |  Sui et al., 2004 + - 8
13 |neonatalis MFS | familiaris 0,1 |c.3038G>T |p.Gly1013Val | valgsziniileg patogén nem leirt - + 12
14 MFS familiaris 33 ¢.3838G>A |p.Asp1280Asn patogén 15794728210 - + 7
15 MFS? familidris 14 | c.4727T>C [p.Met1576Thr VUS Rommel et al., 2005 - - 4
16 - sporadikus 25 ¢.5582G>A | p.Ser1861Asn VUS 15766358553 - - 7

25. tdblazat. Més, nem ciszteint érinté misszensz muticiok az FBNI génben. Roviditések: MFS: Marfan szindréma,
VUS: ismeretlen jelent6ségii varians (VUS, variant of uncertain significance). Referencidk: Sui et al (555), Rommel
et al (556). Az 1j mutici6 vastagon szedve. Forras: https://doi.org/10.1016/].jbiotec.2019.05.012

A c.640G>A (p.Gly214Ser) muticié6 mar kordbban leirt eltérés Marfan szindréméban, ectopia
lentis szindroméban és sporadikus aorta disszekcid esetén (555, 557-559). Ez a mutacid egyiitt
szegregdl a fenotipussal szdmos csalddtag esetében és nem volt kimutathatd a nem érintett
csaladtagoknal illetve nagy kontroll populdcidban (555, 557), valamint a mutacié nincs jelen a
GnomAD illetve 1000 Genom Projekt adatbazisokban. A Gly214 filogenetikai konzervativizmust
mutat s az in silico predikciés algoritmusok patogénnek mindsitik, igy ezek az adatok alapjan a

varridnst 'valdszintileg patogén'-nek (likely pathogenic) mindsitettiik. A 12-es szamdu betegiink 10
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éves kordban ectopia lentis-szel és szisztémas érintettséggel rendelkezik, de jelenleg még nincs
aorta gyok dilatdciéja (potencidlis Marfan szindroma betegnek mindsithetd).

A ¢3038G>T (p.Glyl013Val) egy 1) misszensz mutacié (a 13-as betegben detektdlva), ez egy
olyan aminosav poziciét €rint, ahol egy masik misszensz mutacio, a ¢.3037G>A (p.Gly1013Arg)
mar kordbban leirt patogén eltérés (466, 551, 560). A Gly1013 evolucids konzervativizmust mutat
€s 50 kontroll mintdban, amely 100 allélt reprezentdl nem volt kimutathatd. A varidns nincs jelen
a GnomAD és az 1000 Genom Projektben sem, betegséget okozénak mindsitjiik. A mi betegiink
fenotipusa igen sulyos Marfan szindréma, neonatdlis prezentacioval, hasonléan a kordbban
publikalt esetekhez (466, 551, 560). A rendelkezésre all6 adatok alapjan a varidnst 'valésziniileg
patogén'-nek (likely pathogenic) mindsitettiik (a sziil6ket nem vizsgédltuk, de a de novo eredet
igazolasa esetén ezt a mutaciot patogénnek reklasszifikalhatjuk).

A ¢.3838G>A (p.Aspl280Asn) nem volt jelen a GnomAD vagy 1000 Genom Projektekben,
egyetlen egyszer van jelen a ClinVar adatbdzisban mint valdsziniileg patogén eltérés. A locus
specifikus adatbazisban (http://www.umd.be/FBN1/) Marfan szindromaban detektaltak korabban.
Az 1280-as aszparaginsav egy evolucidsan konzervalt aminosav és a konzervalt cbEGF domén
konszenzus szekvencidnak része (X-D-X-(N/D)-E-C-X5)-C-X4)-C-X-N*-X 5-G-X-(Y/F)-X-C-X-
C-X-G-X9-C) (561), vastagon jelolve az érintett aszparaginsav. Ez betegséget okozonak
mindsithetd varidnst az in silico algoritmusok is patogénnek mindsitik.

A cA4727T>C (p.Met1576Thr) egy Marfan szindromaval korabban mér kapcsolatba hozott varidns
(556, 562) és akkor az egyik analizis alapjan 400 kontroll kromoszémédban nem volt jelen (562).
Ezt a mutéaciét 3 betegben leirtdk adoleszcens idiopathids scoliosisban (563). Mind a harom
betegben emelkedett SMAD?2 foszforilaciét lehetett igazolni, ami indirekt bizonyitéka a nem
megfelelGen szabélyozott TGF-[3 szignalizacionak. A varidns a GnomAD adatbazisban igen ritka
(34/282694) és nincs jelen az 1000 Genom Projektben. Habar az irodalom Marfan-asszocialt
mutécidénak irja, a predikcids algoritmusok, mind a PolyPhen2, mind a SHIFT, mind a Mutation
Taster benignusnak, azaz betegséget nem okozénak mutatja. Osszességében az inkonkluziv adatok
alapjan mi ezt a varidnst ismeretlen jelent6ségilinek (VUS, variant of uncertain significance)
mindsitjik.

A ¢.5582G>A (p.Ser1861Asn) a ClinVar adatbazisban jelen van, mint VUS, ami Osszefiigghet
Marfan szindrémaval. Ez a mutaci6 rendkiviil alacsony frekvencidval van jelen a GnomAD-ban
(4/245638). Teljes konzervativizmust a Ser1861 nem mutat. A rendelkezésre all6 adatok alapjan

ezt a mutdciot ismeretlen jelent6ségli varidnsnak mindsitettiik.

152



dc_1749 20

Harom betegben taldltunk kis duplikacié/deléciot (26. tabldzat). Minden mutacié olvasasi
kereteltolddast €s nagy valdsziniiséggel trunkalt fehérjét vagy nonszensz-medidlta mRNS lebontas

altal lebontott mRNS-t eredményez, igy mind a hdrmat patogénnek mindsitjiik. Két varians uj volt,

mig egy korabban publikélt (564) Marfan szindromas beteg esetében.

Diagnozis, genetikai adatok Klinikai tiinetek
Beteg Diagnézis Csalafil . Ele,tkor Genotipus Fehérjeszint(i hatds Varidns besorolds Referencia Ectol?na Aorta gyok Ossz?unt-
halmoz6dds (év) lentis aneurysma szam
17 MFS? familiaris 5 €.2272_2275dup p.Thr759lefs*8 valészintileg patogén nem leirt - - 7
18 MFS familiaris 33 ¢.5196del p.Cys1733Valfs*160 | valésziniileg patogén nem leirt - + 9
19 MFS NA 44 ¢.7167_7168del p.Cys2390Serfs*15 patogén Biggin et al., 2004 6
20 MASS familidris 27 c.1468+5G>A p.? patogén Liuetal., 1997 8
21 - NA 15 ¢.1837+4C>T p.? VUS 1rs199950267 7
22 | neonatilis MFS | sporadikus 038 ¢.3082+1G>A p.? patogén nem leirt + - 6
23 MFS familidris 52 c4337-2A>G p.? patogén Baudhuin et al., 2015 - + 6

26. tablazat. Olvasasi keret eltolédést okozé (17-19 beteg) és splicingot megzavaré (20-23 beteg) mutdcidk az FBN1
génben. Roviditések: MFS: Marfan szindroma, MASS: Marfan-szer( fenotipus (Mitral valve prolapse, Aortic root
diameter at upper limits of normal for body size, Stretch marks of the skin, Skeletal conditions), VUS: ismeretlen

jelent6ségli varidns (VUS, variant of uncertain significance). Referencidk: Biggin et al (564), Liu et al (565),
Baudhuin et al (566). Az 4j muticidk vastagon szedve. Forrds: https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2019.05.012

Négy splice mutécidt detektaltunk (4/23, 17,4%) (26. tdblazat). Két mutdcid, a ¢.1468+5G>A és a
c.4337-2A>G korabban leirt. A ¢.1468+5G>A (565) esetében fibroblasztokon RT-PCR-rel azt
igazoltdk, hogy exon skippinget okoz, a c.4337-2A>G mutdcidt egy olyan nébetegben mutattak
ki, aki aorta disszekcidban hunyt el sziilést kovetden (566).

A ¢.18374+4C>T - amely a ClinVar adatbédzisban egyszer szerepel VUS-nak mindsitve - rendkiviil
alacsony frekvencidval fordul el6 a GnomAD-ban (9/246104). A mutidciét a Human Splicing
Finder algoritmus és a Mutation Taster algoritmus betegséget okozénak mindsiti, azzal a
megjegyzéssel, hogy a varidns a splicingot fogja megzavarni. A jelenleg rendelkezésiinkre 4ll6
adatok alapjan mi ezt a mutdciét VUS-nak mindsitjiilk. A mutdcié €s a betegség koszegregicioja,
de novo vagy 6roklott volta hozzdsegithet ahhoz, hogy ezt a mutacio tjra klasszifikaciora keriiljon.
A ¢.3082+1G>A egy 10 hoénapos fii csecsemOben keriilt detektdldsra, aki ectopia lentissel és
részleges szisztémas érintettséggel rendelkezett. Le nem irt eltérés, az algoritmusok alapjan
betegséget okozo, a 24-es intronban lokalizalhaté és a +1-es invaridbilis donor splicing helyet
érinti. Ismert, hogy altalaban ezek a mutaciok exon skippinget eredményeznek. Egy kordbban az
irodalomban mar leirt csendes varidns, a ¢.3294C>T (p.Aspl098=) harom betegben Kkeriilt

kimutatasra, mindharom beteg enyhe fenotipussal birt (27. tablazat).
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Beteg ha?rrsszacf)i(;és Eletkor (év) | Ectopia lentis 22;;1}%:/;1; OSSSZZ:,‘)::IM_
24 familidris 28 - - 6
25 sporadikus 20 - - 8
26 familidris 18 - - 9

27. tablazat. Az FBNI ¢.3294C>T (p.Asp1098=) csendes mutdciot hordozé betegek klinikuma. Forras:
https://doi.org/10.1016/j jbiotec.2019.05.012

A varians jelen van a HGMD-ben €s a Universal Mutation Database-ben. A mutacio €s a fenotipus
kapcsolatarél kevés adat all rendelkezésre (562, 567). A patogenitdsnak nincs egyértelmi
bizonyitéka, de nem volt kizarht6 a splicing defektus a software predikcidk alapjan (562). A minor
allél frekvencidja alacsonyabb, mint 0,01% a GnomAD-ban és az 1000 Genom Projektben. A
Human Splicing Finder potencidlisan splicingot érinté muticiénak definidlja. Ugy dontottiink,
hogy ezt a mutéciot, részletesebben, mRNS szintjén is megvizsgaljuk. A fibroblasztokbodl izolalt
mRNS-t a 26-0s beteg esetén Sanger szekvenalassal vizsgaltuk, a 26-os exont és az exon-exon
kapcsolddasi pontokat, €s kimutattuk, hogy ez a mutdcié kb. 50%-ban van jelen a beteg cDNS

szekvencidjaban (37. dbra).

G T G T G MF’ G G C T
NN A
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37.4bra. Az FBNI c.3294C>T (p.Asp1098=) csendes mutacié analizise genomidlis DNS (fels6 panel) és
fibroblasztbdl izoldlt mRNS (als6 panel) mintan. Forrds: https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2019.05.012

A pontos allél aranyokat piroszekvendldsi mddszerrel végpontos mennyiségi meghatirozdssal
hataroztuk meg. A gDNS-ben 750-szeres lefedettség mellett az allélek ardnya 57,47% : 42,53%
(C:T) volt, mig a cDNS mintdban 611-szeres lefedettség mellett 43,86% : 56,14% (C:T). Nem volt
kimutathaté sem nonszensz-medialta mRNS lebontas, sem pedig exon 26 skipping. Ezek alapjan
a varidnst mi jéindulatd benignus varidnsnak mindsitjiik, a kovetkez6k miatt:

(A) az allél frekvencidja ennek a varidnsnak magasabb, mint amit elvarnank egy betegséget okozo
varianstol,

(B) aberrans splicingot detektdlni nem tudtunk, habér elvégeztiik az ez iranyu analiziseket.
Ebben a vizsgalatsorozatban mi 23 FBN] varianst detektaltunk Marfan szindromdban vagy vele

rokonithaté kotszoveti betegségben. A moddositott Ghent nozolégia rendkiviil jé specificitdst
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mutat a Marfan szindroma betegek identifikalasaban, meghatdrozza a kéroki FBNI mutdcidkra
szolgél6 kritérium rendszereket €s ez nagy mértékben segiti a 25-30%-ban taldlt uj mutaciok
klasszifikalasat (296, 549). Azokban az esetekben, akik a Ghent nozoldgia szerint keriilnek
klasszifikalasra, akar 97%-os mutacids detektalasi rata is elérhetd (551, 552, 568). Mindazonaltal
a Marfan szindréma klinikai diagnézisa nem egyszeri az atfedd fenotipusu betegségek esetében,
a korfiiggd klinikai tiinetmegjelenés miatt illetve az erSteljes intra- és interfamilidris
expresszivitdsbeli kiilonbség okéan. Osszesen 23 kéroki vagy valdsziniisithetSen kéroki FBNI
varianst talaltunk, amelyeknek egyharmada tij mutaci6 volt. A mutaciok 2/3-a misszensz muticid
volt, a nagy résziik a cbEGF motivumokban foglalt helyet €s kb. 70%-uk a konzervalt cisztein
aminosavakat érintette, j6 6sszhangban az irodalommal (561). Ot olyan misszensz mutdci6t
talaltunk, ahol nem volt cisztein aminosav érintett. Ezek klinikai genetikai interpretacidja néha
igencsak nehéz lehet, hiszen pl. a c4727T>C (p.Met1576Thr) mutaciét nem csak Marfan
szindrémdval, aortagyok dilatdcidval mutattdk ki kordbban (556, 562), de serdiil6kori idiopathids
scoliosisos betegben (563) is. Mind al4 éves betegiink, mind a 16 éves testvére az édesapjuktol
orokolték a mutaciot, akinek a tiineteir6l nem volt klinikai adatunk, és mindketten scoliosis €s
részleges szisztémas érintettséggel rendelkeznek. Esetilkben rendszeres sziv ultrahang
javasolhatd, de nem egyszerli annak megitélése, hogy ez a genetikai eredmény hogyan érinti
betegek az életvezetését, kiilondsen a testvér esetében, aki kontakt sportot Giz.

Az FBNI muticiokat a teljes kodolo régidban ki tudtuk mutatni, Osszesen egy forré pont
definialhat6. A legsulyosabb és gyors progressziot mutaté forma esetén a 24-32 exon kozott
halmozddnak fel a mutdciok. Nekiink két 1 éves kor el6tt tesztelt betegiink volt. Egy misszensz
(c.3038G>T, p.Gly1013Val a 24-es exonban, 13-as beteg), és egy splicing (c.3082+1G>A, a 24-
es intronban, 22-es beteg) mutdciordl van sz6. A 22-es beteg esetében a sziilok nem voltak
érintettek, igy valdszin(sithetéen de novo muticids torténés volt, mig a 13-as beteg esetében az
édesapa a genetikai tesztelésbe nem egyezett bele, de fenotipusosan marfanoid jegyeket mutatott.
A p.Gly1013Arg egy meglehetsen gyakori visszatéré mutécid, silyos cardiovascularis, skeletalis
manifesztacidkkal és ectopia lentissel jar egyiitt. A ¢.3082+1G>A splicing mutacio esetében a 24-
es intron donor splicing helye érintett, igy ugy gondoljuk, hogy a mutdcié a 24-es exon
skippingjéhez vezethet. Mindkét betegiink a spektrum siulyosabb felén helyezkedik el,
Osszhangban az irodalmi adatokkal.

Exonban levé csendes mutdcié okozhat exon skippinget (569). Megvizsgaltuk a ¢.3294C>T
mutdcié hatdsdt az mRNS splicingra. Ez a mutdciét kordbban olyan kotészoveti betegségben

7 7

szenvedd betegekben irtak le, akik nem egyértelmiien mindsitheték Marfan szindromasnak (296).
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A mutaci6 esetében exon skipping nem volt igazolhat6. Az allél rata vad tipusu és mutdns allél
esetében azonos volt, nagyon kozel volt az 1:1 ardnyhoz mind a genomiélis, mind a cDNS-ben.
Meglepd, hogy ez a mutdcié 3 egymadssal rokoni kapcsolatban nem 4ll6 betegben volt kimutathat6
€s az irodalomban is hasonlé klinikai tiinetekkel rendelkez6 betegekben, ectopia lentis €s
aortagyOk tdagulat nélkiil. Amennyiben ez a mutaci6 mégis patogén, egy eddig ismeretlen
mechanizmus vezethet a tiinetek kialakulasahoz.

Ebben a munkdban 26 egymassal rokoni kapcsolatban nem all6 egyén esetén, 7 4j mutdciot és 16
visszatér6 mutédciot definidltunk 23 betegben. A mutdciok zome Marfan szindréméval volt
rokonithatd, két esetben korai jelentkezésli és nagyon silyos formdjdval a betegségnek. Egy
csendes mutacid esetében a patogenitdst igazolni nem tudtuk. A munkank jelentGségét az
alabbiakban latom:

(A) ez volt az els6 hazai nagy Marfan genetikai kohorsz,

(B) genetikai diagnosztikai protokollt dolgoztunk ki, melyet folyamatosan alakitottunk a
modszertan fejlédésének megfelelGen,

(C) megallapitottuk, hogy egy kivételtdl eltekintve a magyar betegekben mutécids forrépont nincs,
igy mindenkor a teljes gén vizsgéalat indokolt,

(D) a Marfan szindréma rutin genetikai tesztelése megnyitja az utat a pontos klinikai genetikai
tandcsadas felé,

(E) a preszimptomatikus (kaszkad) tesztelés életmentd megfigyelési/beavatkozasi lehetdséget
jelent,

(F) a Marfan szindroma részét képezi az exom/genom szekvendlds sordn kotelezben vizsgalandé
véletlen taldlati listdnak (in. ACMG panel) (326), igy eredményeink hozzdjarulnak a megfeleld
interpretdcids protokoll kialakitdsahoz az egyre inkdbb teret nyer6 exom/genom szekvendldsi
alapu klinikai laboratériumi genetikai diagnosztika esetében. Az FBNI genetikai vizsgalatokat

Madar Laszl6 PhD hallgatom végezte.

4.13. Gas6 vizsgalatok

A humdn thrombocyta Gas6 tartalmanak vizsgalatara izolalt thrombocytakat vizsgdltunk Western
blottinggal hat kiilonb6z6, két monoklondlis és 4 poliklondlis Gas6 elleni antitest segitségével.
Kontrollként a thrombocytdkban igazoltan jelen levd protein S-t haszndltuk. A Gas6 nem volt
kimutathatd a thrombocyta lizdtumban €s az aktivalt thrombocytdk feliiliszgjaban. Ezzel

ellentétben, a protein S egyértelmlien detektdlhaté volt a nyugvé thrombocytakban, az aktivalt
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thrombocyték feliiliszjaban, de nem volt kimutathat6 a trombin aktivélt thrombocyta lizatumban,
amely arra utal, hogy a trombin aktivacio soran a protein S kikeriil a granulumokbdl (38. abra C).
Hogy tovabb vizsgaljuk a Gas6 esetleges jelenlétét a thrombocytdkban vagy a plazméban,
immunprecipiticidt végeztiink 70 ug biotinalt monoklondlis M1 anti Gas6 antitest segitségével,
amelyet streptavidin-agaréz gyongyokkel immobilizdltunk. Ekkor 5x10® thrombocytdval
dolgoztunk, amely equivalens 1-2 mL teljes vér thrombocyta tartalmaval. Ezt a mintat, valamint
120 pL plazmat SDS-PAGE-en futtatva €s blottolva, a Western blotting membréant biotinalt
poliklonélis anti-Gas6 P05 antiszérummal inkubaltuk. Gas6 szintet nem tudtunk kimutatni a
thrombocyta extraktumbdl (38. dbra A), viszont egy nagyon halvany savot tudtunk detektalni a
Gas6 plazma immunprecipitacids mintabol (38. dbra A), amely olyan molekula sulyban vandorolt,
ahol a rhGas6. Ezt a Gas6 immunprecipiticiot két mas antitest kombindcidval is megismételtiik,
ahol az immunprecipitaci6 soran 20 pg AB885-6t és 20 ug M7-et hasznaltunk, mig az AB885-6t
hasznéltuk detektalasra. Gas6 nem volt kimutathat6 a thrombocytdkban, egyik immunprecipitacio-

immunblotting kombinacidval sem.
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38. dbra. Gas6 kimutatdsa plazmdban és thrombocytdban.

(A) 100 ng rhGas6 immunprecipiticidja (1), 120 puL plazma (2), 5x108 trombin-aktivalt izolalt thrombocyta
feliiliszo6ja (3), 5x10? trombin-aktivalt izollt thrombocyta lizdtuma (4), 5x108 nyugvo izolélt thrombocyta lizatuma
(5), 100 ng rhGas6. (B) Gas6 a Ba-citrattal precipitdlt human plazméaban. Mosé frakcio (1), visszaoldott koncentralt

precipitatum (2). (C) Protein S a thrombocytdban (Western blot). 100 ng (1) és 10 ng (2) tisztitott protein S, a
thrombin altal hasitott protein S kimutathaté az aktivalt thrombocyta feliiliszéban (3) €s hidnyzik a lizdtumban (4),
nem hasitott protein S a nyugvé thrombocytdban (5), 0,5 uL plazma protein S tartalma. Forrds: DOI:
10.1161/01.ATV.0000163845.07146.48.
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Hogy tovabb vizsgéljuk a Gas6 potencidlis - meglepd - jelenlétét a plazmdban, egy tisztitdsi
protokolt haszndltunk a plazma Gas6-re. Barium citrat adszorpciét kdvetéen a precipitditumban
egyértelmiien tudtuk detektdlni a Gas6-et (38. dbra B), de a mos6 frakciéban nem. Hi-Trap
oszlopon immobilizalt monoklonélis M7 antitestet hasznaltuk affinitds kromatografiara. Az elualt
proteineket SDS-PAGE-en futtattuk meg, és azt a sdvot, amely a rekombindns Gas6-nek megfelel
molekula sdlyban vandorolt, gélen beliili tripszin emésztésnek vetettik ald, és utdna
tomegspektrometridval vizsgaltuk. Az elsddleges tomegspektrum szdmos olyan humén Gas6
frakci6 tomegét allapitotta meg, hogy Osszességében az identifikalt peptidek az érett Gas6
szekvencia 28%-at lefedték. Az elsédleges tomegspektrum adat megerdsitésére 8 peptidet
vélasztottunk tovabbi MS/MS szekvencia analizisre. Az Osszes szekvencia meger0sitette, hogy a

vizsgélt anyag valoban Gas6 volt, azaz egyértelmiien igazoltuk, hogy a Gas6 jelen van a human

plazméban. A tomegspektrometria elemzés részleteit a 39. dbra mutatja.
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39. dbra. Plazma Gas6 tomegspektrometrids elemzése. Az els6dleges tomegspektrum altal azonositott peption ionok
aldhizva, a nyolc MS/MS mddban identifikalt szekvencia bekeretezve. Forras: DOI:
10.1161/01.ATV.0000163845.07146.48.

Azért, hogy a Gas6-et mérni tudjuk kiilonboz6 sejt folyadékokbdl és sejt extraktumokbdl, egy
rendkiviil érzékeny ELISA rendszert fejlesztettiink ki. A szdmos kiilonboz6 prébalt kombindciok
koziil az ELISA-ban a legnagyobb szenzitivitast az AB885-0s kecske poliklonalis antitest mint
fogd (capture) antitest €s a biotinalt nyul poliklondlis antiszérum (PO5) detektald antitest
kombinéacidja adta. Mivel a plazma Gas6 koncentraciot alacsonynak taldltuk, egy tovabbi szignal
amplifikdci6 a streptavidin-biotindlt HRP peroxidaz 1épést is beiktattunk. A tesztrendszert tisztitott

rekombinans Gas6-el standardizaltuk. A teszt szenzitivitdsi limitje 0,4 pg/mL Gas6 volt és 6,25
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pg/mL-ig linearisnak adodott. Az optimélis plazma vagy szérum higitds 10- illetve 20-szorosnak
adddott. A visszanyerés analizisben normal citrat anti-koagulalt plazmat egészitettiink ki 20 pg/mL

rekombindns Gas6-el és utdna teszteltiik az ELISA rendszerben (28. tdblazat).

Minta (higités) Gasb6 szint hrGas6 Hozzaadott Gas6 szint hrGas6 i
hozzaadasa elott rhGas6 hozzdadasat kovetGen

Minta 1 (10x) 143 20 339 98%

Minta 2 (10x) 15,8 20 339 90,5%

Minta 1 (20x) 152 20 382 115%

Minta 2 (20x) 169 20 375 103%

28. tablazat. A kifejlesztett Gas6 ELISA visszanyerés tesztje. A Gas6 szintek ng/mL-ben megadva. Forrds: DOI:
10.1161/01.ATV.0000163845.07146.48.

A visszanyerés az elméleti 100%-hoz nagyon kozel volt, ami arra utal, hogy szamottevl zavard
tényez6 a plazma mintdban illetve a tesztrendszerben nincsen. A protein S-el torténd
keresztreakciot oly modon zartuk ki, hogy plazma mintahoz 20 és 40 ug/mL protein S-t adtunk.
Ez a protein S koriilbeliil 1000 - 2000-szeres molaris tilstlyt jelent a normal Gas6 szinthez képest
és koriilbeliil 200-300%-0s novekedést a normal protein S plazma szint f6lott. Ez a protein S
hozzdaddsa nem befolydsolta a mért Gas6 szintet. A teszt teljesit6képességének vizsgdlataban 8
plazmét és szérumot analizéltunk 10- és 20-szoros higitasban. A CV 3,7%-nak adddott
(atlag£2SD=16,0+0,6 ng/mL) és 7,9%-nak 20-szoros higitdsban (19,0+1,4 ng/mL). A szérum
esetében a CV a 10-szeres higitdsban 54% volt (15,6+0,8 ng/mL) mig a 20-szoros higitasbodl
6,35% (18,0+1,1 ng/mL). Az inter-assay CV 13,1% volt 10-szeres higitasbol (14,9+1,9 ng/mL) és
14,3% (16,6+2.4 ng/mL) a 20-szoros higitasbol. A szérum mintdk hasonlé CV-ket adtak a 10-
szeres €s 20-szoros higitas esetén.

A fentebb részletezett ELISA moddszert hasznaltuk a Gas6 thrombocyta tartalom mérésére.
Higitatlan illetve 10-szeresen higitott mintdbdl (1400x10%/L koncentracidra bedllitott nyugvo
thrombocyta lizatumbdl) valamint aktivalt thrombocyta feliiliszdjanak a vizsgalata sordn nem
tudtunk jelet detektalni. Hogy megvizsgéljuk a potencialis zavard hatasét a Triton X-100-nak vagy
mads thrombocytafehérjének, 20 ng/mL rhGas6-et adtunk a nyugvé thrombocytalizdtumhoz és az
aktivalt thrombocytafeliilisz6hoz €s a mintdkat 10-szeres higitdsbodl visszamértiik. A visszanyerés
83% a nyugvé thrombocytalizitumbdl €s 91,5% az aktivalt thrombocyta feliiluszobol, hat
kiilonb6z6 egymastdl fiiggetlen kisérlet tanulsdga szerint.

A referencia tartomany meghatdrozasara Gas6 koncentraciot mértiink 94 egészséges egyén citrat

antikoagudlt plazma mintdjan. A csoport 57 n6 és 37 férfibdl 4llt, atlag életkoruk 44 év volt
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(tartomény 22-65 év). A plazma Gas6 koncentrdcié normdl eloszldsu volt (40. dbra bal oldali

panel).
P<0,0001
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40. abra. A plazma Gas6 eloszldsa (bal oldali panel) és szintjének warfarin-fiiggése (jobb oldali panel). Forras: DOI:
10.1161/01.ATV.0000163845.07146.48.

Korfiiggést nem tudtunk megfigyelni. A megéllapitott referencia intervallum 13-23 pg/mlL-nek
adddott a plazma Gas6 koncentracidra (29. tdblazat). Négy kiilonbozd vérvételi csovet teszteltiink
5 onkéntestdl, citrdt, K; -EDTA, litium-heparin és szérum csoveket. A kovetkezd eredmények
adddtak (az adatok a citratos cs6 szdzalékdban kifejezve): 106,1%+69 a K;-EDTA esetében,
107,7%+5 4 a litium-heparin esetében és 101,5%+6,1 a sz€rum csdvek esetében.

Azért, hogy a warfarin esetleges Gas6 expressziora kifejtett hatdsat megvizsgaljuk, 96 warfarin
kezelt betegt6l szarmazé plazma mintat teszteltiink. E csoport dtlagéletkora 72 év volt, a tartomany
32-92 év. Nem tudtunk kiilonbséget megfigyelni Gas6 szintben a kor illetve a nemek kozott,
viszont szignifikdnsan csokkent a plazma Gas6 a kezelt csoportokban és a plazma Gas6 atlagértéke
18,0 pg/mL volt a kontrol csoportban mig 15,4 pg/mL a beteg csoportban (P<0,0001). A Gas6

szint progressziven csokkent az emelked6 INR-el (40. dbra jobb oldali panel).

N Atlag + SD, | Referencia tartomdny,
ng/mL ng/mL
Férfiak 37 172+24 12,4-22.0
N6k 57 185+25 13,5-235
Osszesen 94 180+25 13,0-23,0

29. tablazat. A sajat fejlesztésti ELISA teszttel mért plazma Gas6 referencia tartomanya. Roviditések: N (vizsgélt
egyének szdma), SD (standard deviicid).
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Ezzel a tanulménnyal egy nagy ellentmonddst probédltunk meg tisztdzni. Kordbban bemutattak
Gas6 jelenlétét patkany (570), egér (378) és emberi (378) thrombocytikban. Ennek ellenére
immunblotting, kombinalt immunprecipitdcio-immunblotting és egy rendkiviil szenzitiv és
specifikus ELISA mdédszer kifejlesztését kovetden sem voltunk képesek a Gas6-et tisztitott izolalt
humédn thrombocytdkban detektdlni. Négy kiilonbozd az immunprecipiticié-immunblotting
kisérletekben felhasznalt antitest harom kombinacidja sem tudta kimutatni a Gas6 jelenlétét a
thrombocyta extraktumban. Ezzel szemben a Gas6-et meg tudtuk mérni a humdn plazmaban
teljesen egyértelmiien, ugyanezzel az immunprecipritacié-immunoblotting kombinédcidval. Ha azt
feltételezziik, hogy az immunprecipritacié hatékonysaga hasonlé a plazma és a thrombocyta
mintdkban, meg tudtuk volna mérni 2 pg Gas6-et 5x108 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 moédszer miikoddképességét igazoltak.
Endogén thrombocyta Gas6-et nem lehetett kimutatni ezekben a thrombocyta mintdkban még
akkor sem, ha azokat nem higitott formaban vizsgéltuk. Az altalunk optimalizdlt tesztrendszer
szenzitivitdsat figyelembe véve azt a konkluziét vontuk le, hogy a Gas6 vagy nincsen jelen a
thrombocytdkban, vagy a Gas6 a thrombocytdkban kevesebb, mint 0,04 ng/ 1,4x108 thrombocyta,
ami kb. ImL vérben levo thrombocytatartalom. Amennyiben ez igaz, akkor ki lehet mondani, hogy
a vérben keringd Gas6 kevesebb mint, 1%-a van jelen a thrombocytdkban, azaz habar az ELISA
rendszer szenzitivitisa akdr két nagysagrenddel is nagyobb volt az immunprecipritacio-
immunblotting kisérletnek, ennek ellenére Gas6-et nem tudtunk kimutatni humadn
thrombocytdkban. Ezen szamitdsok alapjan minden thrombocyta kevesebb, mint két Gas6
molekuldt tartalmaz, ami cédfolja a thrombocyta eredetli Gas6 barmilyen fizioldgiai jelentdségét.
Osszehasonlitdsul, 1,4x108 thrombocyta kb. 230 ng protein S-t tartalmaz, azaz 12000 protein S
molekuldt thrombocytanként (484, 571), azaz a vizsgdlatsorozatunk egy nagyon komoly
ellentmondast mutat a humdn thrombocytdkban a kimutathat6 Gas6 hidnya és a kordbban
bemutatott human thrombocyta eredmények kozott (378). Mivel a koncentracid a plazmaban is
nagyon alacsony, ezért nagyon kevéssé valdszinii, hogy a thrombocyta prepardlds sordn hasznalt
plazma kontaminalta volna ezt a mintat. Ismert az, hogy a Gas6 a sejt felszinhez mind N- mind C-
terminalisdval tud kotddni. Az N-termindlis Gla domén a foszfatidilszerint (PS) tartalmazé
foszfolipidekkel, mig a C-termindlis SHBG-szeri doménje pedig a TAM receptorokkal keriil
interakcidba (572, 573). A Gas6 a Gla doménjén karboxildlva kell hogy legyen, hogy tudjon
funkciondlni in vitro (480, 574, 575) és in vivo (576). Valoszinl, hogy a Gas6 lokalis

koncentracidja emelkedik meg PS expozicid sordn, példaul az apoptotikus sejtek vagy aktivalt
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thrombocytdk felszinén, tehat teljesen elképzelhetd, hogy az aktivalt thrombocytdk - habir nem
tartalmaznak Gas6-et - képesek a membran feliiletiikon illetve az altaluk expresszalt receptorokon
keresztiil a Gas6 megkotésére, igy a lokdlis kornyezetben a Gas6 koncentracié valoban megnéhet.
Ebben a tanulmanyban azt taldltuk, hogy a human vérplazma alacsony koncentracidban tartalmaz
Gas6-et (13-23 ng/mL, azaz 160-280 pmol/L), de azt kimutattdk mar, hogy a Gas6 angiogenezis
inhibitor aktivitdsa még ennél is alacsonyabb (1 ng/mL) koncentracidéban is megfigyelhetd (577).
Ebben a kontextusban vizsgdlva a keringd Gas6 lokdlisan akkumulédcié hidnydban is fontos
mediatora lehet fizioldgiai funkcidknak. A Wistar patkanyok szérumdban mért 1-10-ig ng/mL
Gas6 szint jol egyezik a mi eredményeinkkel (360). Statisztikailag kimutathaté csokkenést
tapasztaltunk a Gas6 szintekben a warfarin kezelés sordn, ami arra utal, hogy a warfarin kezelés a
Gas6 expressziot vagy szekréciét hasonléan a tobbi K vitamin fiiggd faktorhoz negativan
szabdlyozza (578, 579).

Osszességében, kiilonbozé mddszereket haszndlva, amelyek magukba foglaltdk az
immunprecipitdciét, a BaCl, precipitaciét, az immunaffinitds tisztitast, tomegspektometriit,
kimutattuk azt, hogy a Gas6 szubnanomolaris koncentracioban jelen van a human keringésben,
ezzel ellentétben nem tudtunk Gas6-et detektdlni humdn thrombocytidban minden extenziv
vizsgalddds ellenére sem, kiilonbozd moddszerekkel sem, ezért ugy gondoljuk, hogy a Gas6
thrombocyta aggregacidéban igazolt szerepe (378) az eredetileg a keringésben levd Gas6-nek
koszonhetd. Ezt kovetéen egy rendkiviil szenzitiv ELISA immunoassayt fejlesztettiink ki,
teszteltiink €s bemutattuk azt, hogy a teszt klinikai mintak vizsgdlatara is tokéletesen alkalmas,
ahogy ezt a kovetkezd években (posztdoktori periddusom leteltével a Dahlbédck-laboratériumbdl
torténd tdvozasom utdn) sziiletett szamos publikécio igazolja (356,374,375,580). Az ELISA teszt
egyik els6 klinikai felhaszndldsaként egy, a disszertdcioban nem szerepld munkédnkban (581)
Osszefiliggést mutattunk ki a Gas6 szint s a magzati novekedés restrikcid kozt. Ez abban az esetben
allt fenn, ha abnormalis koldokzsindr artéria Doppler értékeket lehet mérni. Ez az eredmény
alatamasztotta azt a hipotézisiinket, miszerint a Gas6 szerepet jatszhat a novekedésben visszafogott
magzatok esetén a fiziologiai véraram redisztribticidban.

A Gas6 plazma normdl tartomdny az elmult években - el6szor dltalunk - meghatdrozdsra keriilt
(485), a legtobb tanulmdny szerint 15-65 pg/L kozott van (582, 583). Mi nem taldltunk
fizoldgiailag relevans Gas6 mennyiséget a human thrombocytakban (485). Az mRNS detektalhato
(584) és masok a fehérjét is megtalalni vélték (379) 40 Gas6 molekula per thrombocyta
mennyiségben (a mi adataink szerint kevesebb, mint 2 Gas6 molekula per thrombocyta). Mivel

ugyanazon tesztrendszer a plazma Gas6 meghatarozasara tobbszorosen igazoltan, megbizhatéan
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miikodik, nincs okunk azt feltételezni, hogy mds analitikai képességekkel rendelkezne
thrombocyta lizatum mérése esetén, sokkal valdsziniibb, hogy a thrombocyta-pozitiv adatok a
rossz mindségli, protein S-sel keresztreakciét add antitesteknek koszonhetéek (mi ezt
megvizsgaltuk és igazoltuk, épp ezért valasztottunk mads antitestet). Abban viszont mindenképp
konszenzus van, hogy a thrombocytara kifejtett Gas6 hatas a plazma Gas6-nek tulajdonithato

(379).

4.14. Komplement faktor H Y402H, LOC387715, HTRA1 és ApoE vizsgalata idéskori

macula degeneraciéban

Az els6 AMD munkdnkban 105 beteget €s 95 kontrollt vizsgaltunk. A betegek dtlag 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 alapjdn csoportba osztds 48 korai és 57 kés6i vagy el6rehaladott AMD
alcsoport beosztast eredményezett. A korai és a kés6i alcsoportok esetében a korban nem volt
szignifikans kiilonbség. A kontrollok 37,5%-a, mig a betegek 38,4%-a dohanyzott.

A genotipusok eloszlasa a vizsgalt csoportokban a 30. tabldzatban keriil bemutatasra. A kontroll
csoportban a Hardy-Weinberg egyensulyt6l nem volt eltérés a CFH és a LOC387715 genotipusok
esetén, mely utobbi a betegekben is egyensulyban volt. Mindenhol, kivéve az ApoE gén esetén a
betegekben feliilreprezentélt volt a minor allél. A CFH Y402H C allél 0,538 és 0,332 volt a
betegekben €s a kontrollokban, mig a LOC387715 rs10490924 0,478 és 0,295 a betegekben és a
kontrollokban és a HTRAI rs11200638 0,463 és 0,289 a betegekben és a kontrollokban. A HTRA
genetikai analizis 103 betegbdl tortént meg. Az ApoE leggyakoribb E3 allélje a betegekben és a
kontrollokban hasonlé frekvencidval fordult el (0,826 és 0,816), mig a potencidlis kockdzati
tényez0 E2 allél alacsonyabb frekvenciaval fordult el6 a betegekben, mint a kontrollokban (0,066
és 0,1). Ezzel ellentétben az E4-es allél a betegcsoportban volt gyakoribb (0,108 és 0,084). Hat
esetben nem volt teljes a kapcsoltsag a HTRAI és a LOC387715 polimorfizmusok kozott, 3
betegben és 3 kontrollban (1?=0,9382). Négy esetben ezek koziil a homozigéta LOC387715 T allél
heterozigdta HTRA1 genotipussal, mig a masik két esetben a heterozigdta LOC387715 genotipus

homozigéta normdl HTRAI genotipussal volt megfigyelhetd.
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Betegek Kontrollok (n=95)
ROl Znus Korai alcsoport (n=48) | Késéi alcsoport (n=57) Ossz eset (n=105) .
- 5 = n frekvencia
n frekvencia n frekvencia n frekvencia
3/3 35 0,73 38 0,67 73 0,70 64 0,67
3/4 + 4/4 9 0,19 11 0,19 20 0,19 13 0,14
Apo E

2/3+2/2 4 0,08 6 0,11 10 0,10 17 0,18
2/4 0 0.00 2 0,04 2 0,02 1 0,01
GG 17 0,35 13 0,23 30 0,29 43 045
I;solf)igggéi GT 19 0,40 30 0,53 49 0,47 48 0,51
TT 12 0,25 14 0,25 26 0,25 4 0,04
GG 17 0,35 13 0,23 30 0,29 43 045
r511112T§012138* GA 18 0,38 32 0,56 50 048 49 0,52
AA 11 0,23 12 0,21 23 0,22 3 0,03
TT 17 0,35 12 0,21 29 0,28 39 0,41
CFH Y402H TC 16 0,33 22 0,39 38 0,36 49 0,52
CC 15 0,31 23 0,40 38 0,36 7 0,07

30. tablazat. A vizsgalt polimorfizmusok genotipus megoszlasa. Forrds: doi: 10.1111/j.1755-3768.2009.01687 x. *:
két korai alcsoportba tartozé beteg genotipus adata hidnyzik.

CFH esetében a CC genotipus 7,3-szoros kockdzatot jelentett (95%-o0s confidencia intervallum
(95%CI): 2,8-18,7 (p<0,001)), mig a legaldbb egy kockazati allélt hordozdk, tehat a homozigéta
CC és heterozigdta TC genotipusok 1,8-szeres kockézatot jelentettek (95%CI: 1,0-3,3; p=0,046)
az AMD-re nézve a vad tipusi TT genotipussal valé Osszehasonlitdsban. A homozigéta CC
genotipus 6sszehasonlitva a vad tipustval 4,9-szeres (95%Cl: 1,7-142; 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) ami szétbontva 7 4-szeres kockazatot jelent a koraira (95%CI: 2,1-26,2; p=0,002) mig
11,3-szeres kockdzatot a késoire (95%CI: 3,2-40.4; p<0,001). Amennyiben a mutdcié hordozdkat
kombinaltuk (TT és GT genotipusok), 2-szeres megnovekedett kockdzat (95%CI: 1,1-3,6; p=0,02)
volt megfigyelhet6. Egy potencidlis zavaré tényezd sem volt dsszefiiggésben a LOC337815
genotipussal a kontroll csoportban, igy korrekcié nem tortént. Azok az egyének, akiknek két
képidja volt a HTRAI kockazati allélbdl (AA genotipus) 11,6-szeres kockdzatot szenvedtek el az
AMD-re nézve (95%CI: 3,2-42,3; p<0,001), mig a legalabb egy kockazati allélt hordozok (AA és
GA genotipusok) 2,2-szeres kockdazattal rendelkeztek (95%CI: 1,2-4; p=0,009) amennyiben az
Osszehasonlités alapja a vad tipusti GG genotipus. A kockdzati 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)
kockdzatot jelentett a kés6i AMD-re nézve. Korrekciora itt sem volt sziikség a potencidlis zavar6
tényezOk esetében. Amennyiben a dupla vad tipust egyénekkel vald 0sszehasonlitdst végeztiik el,
azok, akik két CFH (CC genotipus) és egy LOC387715 kockazati tényez6vel (GT genotipus)
rendelkeztek 9,3-szeres (95%Cl: 2 ,4-35,8; p=0,001) kockazattal birtak AMD-re nézve, amely még
kifejezettebb volt a kés6i AMD alcsoportban: OR=15,0, 95%CI: 3,2-71,0; p=0,001. Abban az
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esetben, ha ezt a genotipus kombindciét a korai AMD csoportra vizsgaltuk statisztikailag

szignifikdns kockdzat novekedés nem adddott (OR=4.,8, 95%ClI: 1,0-24,1; p=0,057).

p s n (%
Genotipus kombindcio kontrollok korai zflcs)oport késdi alcsoport
CFH Y402H TT genotipus
LOC387715 rs10490924 16 (16,8%) 5 (10,4%) 4 (7,0%)
GG genotipus (kettds vad tipus)
CFH Y402H CC genotipus
LOC387715 rs10490924 4 (4.2%) 6 (12,5%) 15(26,3%)
GT genotipus
CFH Y402H CT genotipus
LOC387715 rs10490924 2 (2,1%) 5 (10,4%) 7 (12,3%)
TT genotipus

A tesztelt genotipus kombindcidk esélyhdnyadosa kettds vad tipussal szemben

CFH Y402H CC genotipus Korai esetek EH: 4,8 (95% CI: 1,0-24,1, p=0,057)
LOC387715 rs10490924 Késai esetek EH: 15,0 (95% CI: 3,2-71,0, p=0,001)
GT genotipus Ossz eset EH: 9.3 (95% CI: 2,4-35,8,p=0,001)
CFH Y402H CT genotipus Korai esetek EH: 8,0 (95% CI: 1,2-54,7, p=0,03)
LOC387715 rs10490924 Késéi esetek EH: 14,0 (95% CI: 2,1-95,1, p=0,007)
TT genotipus Ossz eset EH: 10,7 (95% CI: 1,9-58.7, p=0,007)

31. tablazat. Genotipus kombindciok dltal jelentett kockdzat. Rovidités: EH (esélyhdnyados). Forrds: doi:
10.1111/j.1755-3768.2009.01687 x.

A LOC387715 gén polimorfizmus kockazati allél homozigétasiga (TT genotipus) egy CFH
kockézati alléllel (CT genotipus) kombindcioban 10,7-szeres kockazatot (95%CI: 1,9-58.7; p=
0,007) jelentett, amennyiben a dupla vad tipusu egyénekkel hasonlitjuk dssze. Ez a kombinacio a
korai AMD-re 8-szoros (95%CI: 1,2-54,7; p=0,03), a késbire 14-szeres (95%CI: 2,1-95,1;
p=0,007) kockdzatot jelentett. Osszesen 6 beteg és egyetlen kontroll sem hordozta mindkét
polimorfizmus minor (kockazati) alléljét homozigota formaban. Ezeket a genotipus kombindcidkat
€s az altaluk jelentett kockazatokat foglaltam Ossze a 31. tablazatban. Az ApoE allélek esetében a
kontroll és beteg csoportokban nem volt kimutathatd szignifikdns kiilonbség, és mivel egyik
potencidlis zavard tényezd sem mutatott asszocidciot ApoE genotipussal, a korrekciéjukra nem
volt sziikség. A dohdnyzas nem moddositotta a polimorfizmusok hatasat. A vizsgélt egyéb nem
genetikai tényezdk Osszefiiggése sem volt kimutathatd. A vizsgélt genetikai tényezok altal jelentett

kockazat a 32. tablazatban keriil bemutatasra.
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Esélyhanyados (95% CI)

Osszes beteg korai alcsoport késdi alcsoport
CFH Y402H 73(2,8-18,7) 49 (1,7-14,2) 10,7 (3,7-31,0)
CCvs. TT p<0,001 p=0,003 p<0,001
CFH Y402H 1,8 (1,0-3,3) 1,3 (0,6-2.,6) 2,6 (0,2-5.,6)
CC+TCvs. TT p=0,046 p=0,515 p=0,013
CFH Y402H 1,0 (0,5-2,0) 0,7 (0,3-1,7) 1,5 (0,6-3,3)
TC vs. TT p=0,898 p=0,480 p=0,366
LOC387715 1510490924 9,1 (2,9-28.8) 74 (2,1-26,2) 11,3 (3,2-404)
TT vs. GG p<0,001 p=0,002 p<0,001
LOC387715 1510490924 2,0(1,1-3,6) 1,4 (0,7-3,0) 2,7(0,3-5.,6)
TT + GT vs. GG p=0,02 p=0,314 p=0,009
LOC387715 1310490924 1,4 (0,8-2,6) 1,0(04-2,1) 2,0 (0,9-4.3)
GT vs. GG p=0,282 p=0913 p=0,083
HTRAI r1s11200638 11,6 (3,2-42,3) 10,1 (2,5-40.,8) 13,5(3,3-554)
AA vs. GG p<0,001 p=0,001 p<0,001
HTRAI 1511200638 2,2 (1,2-4,0) 1,6 (0,8-3.4) 29 (14-6,1)
AA + GA vs.GG p=0,009 p=0,196 p=0,004
HTRAI 1511200638 1,6 (0,9-3,0) 1,1 (0,5-24) 22(1,1-4.8)
GA vs. GG p=0,126 p=0,831 p=0,037

32. tablazat. A vizsgalt polimorfizmusok &ltal jelentett kockdzat. Forrds: doi: 10.1111/j.1755-3768.2009.01687 x.

Vizsgélataink egyik f6 motivdcidja az volt, hogy megdallapitsuk a magyar pouldciéban a fent
emlitett polimorfizmusok el6forduldsat, mert kiilonbdz6 populédciok rendkiviil nagy kiilonbségeket
mutatnak ezeknek a genetikai tényez6knek a frekvencidjat illetGen, és ezaltal az aktudlis dltaluk
jelentett kockdzat is elképzelhetd, hogy kiilonboz6 populdcidkban, kiilonbozd lesz. Ezért
valasztottunk egy klinikailag j6l karakterizalt AMD csoportot, amelyet vizsgaltunk a fent emlitett
polimorfizmusok kockazati tényez6i meghatarozasara. Kifejlesztettiink olyan genetikai
diagnosztikai mddszert, amely konnyen haszndlhaté barmilyen alapvet6 metodoldgiai hattérrel
rendelkez6 molekularis genetikai laboratériumban. Semmilyen ApoE allél sszefliggését AMD-
vel nem tudtuk igazolni. Elképzelhetd, hogy a mi tanulményunkban a relative kicsi kohorsz méret
nem tette lehet6vé ennek az alacsony kockazatnak a pontos megmérését, de az is lehet, hogy valodi
foldrajzi kiilonbségek vannak az ApoE allélekben és ez a kiilonb6z6 etnikai hatterd populdcidban
valdban kiilonb6z6 kockdzatot jelent. A CFH-t illetéen nem feltétleniil csak az AMD kialakulas
kockazata, ami a CFH minor allé]l befolyasolhat, hanem a betegség progresszidja is kapcsolatban
allhat a CFH genotipussal. Az egyik eredeti tanulméany (391) szerint az esélyhdnyados a
homozigéta egyénekben 3,33-rél 5,57-re nétt akkor, ha csak a neovascularis AMD alcsoportot
vizsgalta meg, ami arra utal, hogy az exudativ formdra nagyobb a kockdzat, er6sebb az 6sszefiiggés
mint a non-exudativ formdra. Ezzel ellentétben egy izlandi kohorszban legaldbb egy kockazati

tényezd geografikus atréfia, mind a neovascularis AMD-re hasonl6 kockdzatot jelentett (585). Mas
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tanulmanyok is hasonl6 kockazatrol szamolnak be (586, 587). Ezek arra utalnak, hogy a CFH mind
a szdraz, mind a nedves forma kialakuldsaban hasonld szerepet jatszik, de nyilvanvaléan mas
genetikai és kornyezeti faktorok is sziikségeltetnek mindkettd betegség fenotipusos tiineteinek
kifejez6déséhez. A két kapcsoltan 6rokl6d6é polimorfizmus esetén dltalunk kapott egyértelmi
kockédzatnovekedés hasonldé a szakirodalomban megjelentekhez. Azt taldltuk, hogy ezek a
polimorfizmusok nagyobb kockdzattal birnak a késéi AMD kialakuldsdban a koraival szemben.
Ugy gondoljuk, hogy kifejezettebb hatdsuk van a késébbi pathogenezis folyamatokat
Osszehasonlitva a korai stddiummal, azaz nem csak a betegség kialakuldasaban, hanem - hasonléan
mads irodalmi adatokhoz - a betegség progresszigjaban is szerepet jatszhatnak (588). Eredményeink
szerint 3%-ban nem teljesiil a teljes kapcsoltsag a HTRAI és a LOC387715 kozt. Egyetlen egy
kontroll sem hordozta homozigéta formédban a CFH-t és a LOC387715 vagy HTRAI mutaciot, de
a betegek 5,7%-a homozigéta formdban hordozta mindkét mutédcidt, ami egy rendkiviil nagy
kockazatot jelenthet ebben a genotipus kombinacioban. A dohdnyzasnak a potencialis modosito
hatasat nem sikeriilt igazolnunk.

Osszefoglaldasképpen megallapithaté, hogy a CFH és a LOC387715/HTRAI génben levd
polimorfizmusok Magyarorszdgon markdns kockdzati tényez6ként szerepelnek AMD
kialakuldsdra, kiilonosen a kés6i formdra. A kockdzat a késébbi betegség stddiumokban és akkor
jelent6sebb, hogy ha az adott polimorfizmus homozigéta formédban van jelen. Az AMD munkak

klinikai koordinaldja Dr. Losonczy Gergely volt.

4.15. A Gasb6 ¢.834+7G>A polimorfizmus szerepe az AMD kialakulasaban

Osszesen 280 beteget és 106 kontrollt tartalmazott ez a tanulmany. A vizsgalt populdcidk alapvet

tulajdonsagait a 33. tdblazatban mutatom be.
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33. tablazat. Az eset-kontroll tanulmédnyban vizsgélt populdciok. Roviditések: BMI (body mass index), MVT (mély
vénds thrombosis), AMI (acut myocardialis infarctus). Forrds: doi:10.1371/journal .pone.0050181.t001

A betegeket két alcsoportra osztottuk: 213 beteg a nedves €s 67 beteg a szaraz AMD alcsoportba
keriilt. Nem volt szignifikans kiilonbség a szaraz és nedves alcsoportokban a betegek korat illetGen,
a kontrollok szignifikdnsan id6sebbek voltak mint a betegek, de ez a bevalasztasi kritériumoknak
megfeleléen szdndékosan tortént igy. Nem volt statisztikailag kimutathat6 kiilonbség a betegek és
kontrollok kozott a magas vérnyomds, a mélyvénds thrombosis, a myocardialis infarctus, a

dohanyzas és a BMI tekintetében sem. A kiiltéri munkavégzés gyakoribb volt a kontrollokban mint

Szaraz AMD Nedves AMD Kontrollok
alcsoport (n=67) | alcsoport (n=213) | (n=106) o
NGk (%) 34 (50,7) 125 (58.,7) 53 (50,0) 0,2569
Férfiak (%) 33 (49,3) 88 (41,3) 53 (50,0) 0,2569
Atlagéletkor (év, SD) 754 (11,5) 76 (7,3) 79,1 (6,1) | 0,0047
Dohényzas (4tlag csomagév, SD) 12 (20,1) 11,2 (19,8) 114 (219) | 0,7601
BMI (SD) 273 (4,5) 273 44) 276 @4,7) | 08306
Hypertonia (%) 45 (67,2) 159 (75,0) 81 (794) 0,2135
MVT (%) 7(104) 15(7,1) 15 (149) 0,0928
AMI (%) 6(9,0) 19 (9,0) 7(74) 0,9054
Kiiltéri munka (%) 22 (32,8) 39 (18,5) 38 (38 4) 0,0004
Cataracta mitét (%) 21 (31,3) 48 (22,6) 73 (70,2) 0,0000

a betegekben.

A kontrollokban és a betegekben a vizsgalt polimorfizmusok genotipus megoszlasat az 34. tablazat

tartalmazza.
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. szdraz AMD alcsoport [nedves AMD alcsoport | Osszes AMD eset Kontrollok
genotipus
n frekvencia n frekvencia n frekvencia n frekvencia

3/3 49 0,73 148 0,70 197 0,71 71 0,67

3/4 + 4/4 11 0,16 34 0,16 45 0,16 16 0,15

ApoE 2/3+2/2 7 0,10 24 0,11 31 0,11 17 0,16

2/4 0 0 4 0,01 4 001 2 0,02
Jsszesen 67 210 277 106

TT 23 0,34 35 0,17 58 021 42 0,40

CFH p.Y402H TC 24 0,36 39 044 113 042 51 0,49

rs1061170 CC 20 0,30 80 0,39 100 037 11 0,11
Osszesen 67 204 271 104

GG 25 037 45 0,21 70 0,25 49 047

LOC387715 p.A69S GT 31 046 95 045 126 045 50 048

rs10490924 TT 11 0,16 71 0,34 82 0,29 5 0,05
Jsszesen 67 211 278 104

TT 25 0,38 47 0,22 72 0,26 50 0,48

TC 31 047 94 044 125 045 50 048

HIRAT rs11200638 cc 10 0,15 69 033 79 029 4 0,04
Osszesen 66 210 276 104

CcC 34 0,52 118 0,56 152 0,55 66 0,62

C3 pR102G CG 28 042 81 0,39 109 040 37 0,35

12230199 GG 4 0,06 10 0,05 14 0,05 3 0,03
Jsszesen 66 209 275 106

CcC 16 0,25 45 0,21 61 0,22 19 0,18

CT 32 049 110 0,52 142 0,51 56 0,53

CFI 510033900 TT 17 026 56 027 73 026 31 029
Osszesen 65 211 276 106

GG 39 0,58 118 0,56 157 0,56 48 045

FXIII p.Val34Leu GT 25 037 73 035 98 035 47 044

1s5985 TT 3 0,04 20 0,09 23 0,08 11 0,10
Jsszesen 67 211 278 106

GG 27 042 96 047 123 045 36 0,35

Gas6 ¢.834+7G>A GA 28 043 39 043 117 043 55 0,53

rs8191974 AA 10 0,15 21 0,1 31 0,11 13 0,12
Jsszesen 65 206 271 104

GG 25 039 76 0,37 101 037 37 0,36

GA 30 047 97 047 127 047 51 0,49

Mertk Tla rs86016 AA 9 0.14 33 0.16 i) 0.16 16 0.15
Jsszesen 64 206 270 104

CcC 40 0,62 129 0,62 169 0,62 60 0,57

CT 15 023 65 0,31 80 0,29 39 0,37

Mertk b rs17835605 TT 10 0.15 15 007 25 009 6 0.6
Osszesen 65 209 274 105

AA 60 092 179 0,35 239 0,387 91 0,87

AC 5 0,08 31 0,15 36 0,13 14 0,13

Mertk Tlc rs10496440 cc 0 000 1 0.00 | 0.00 0 0.00
Jsszesen 65 211 276 105

AA 45 0,70 149 0,71 194 0,71 69 0,66

AG 19 0,30 56 0,27 75 0,27 33 0,31

Mertk 14 17573344 GG 0 000 4 002 4 001 3 003
Osszesen 64 209 273 105

34. tablazat. A vizsgalt polimorfizmusok genotipus megoszlasa.

A kontroll csoport esetén a vizsgdlt polimorfizmusokban nem volt eltérés a Hardy-Weinberg
egyensulytdl. A minor allélek az ismert AMD génekben gyakoribbak voltak a betegekben. A Mertk
receptor polimorfizmusok (kivéve az rs86016) rendkiviil alacsony minor allél frekvencidt mutattak
és nem volt kimutathat6 kiilonbség betegek €s kontrollok kozott. Az ApoE esetében E3 allél
enyhén magasabb frekvencidval fordult el a betegekben mint a kontrollokban, mig a potencidlis
kockdzati tényezd E2 allél a betegekben alacsonyabb frekvencidval fordul el6 a kontrollokhoz
képest. Az ApoE E4 allél hasonl6 frekvencidval fordul el6 mindkét csoportban. A nem korrigalt

esélyhdnyadosok (EH) a p értékekkel minden genotipus Osszehasonlitasban a 35. tdblazatban

keriilnek bemutatasra.

Forrés: doi:10.1371/journal .pone.0050181.t001
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Szaraz AMD Nedves AMD
Polimorfizmus| Genotipusok alcsoport alcsoport
EH p EH p
TC+CCvs. TT 1,30 043 327 <0,0001
CFH TC vs. TT 0,86 0,67 2,09 0,0104
1s1061170 CCvs. TC 3,86 0,003 4,17 0,0001
CCvs. TT 3,32 0,01 8,73 <0,0001
CCvs. TT+TC 3,60 0,002 545 <0,0001
GT+TT vs. GG 1,50 0,2 3,29 <0,0001
GT vs. GG 1,22 0,56 2,07 0,01
Lflﬁi%ééi TT vs. GT 3,55 0,03 747 <0,0001
TT vs. GG 431 0,01 15,5 <0,0001
TT vs. GG+GT 3,89 0,01 10,0 <0,0001
TC+CC vs. TT 1,52 0,19 321 <0,0001
TC vs. CC 1,24 0,52 2,00 0,01
s ﬁgﬁgé% CCvs. TC 4,03 0,03 9,18 <0,0001
CCvs. TT 5,00 0,01 184 <0,0001
CCvs. TT+TC 4,46 0,01 12,2 <0,0001
AA vs. GA 1,51 0,39 1,00 0,99
Gas6 AA vs. GG 1,03 0,96 0,61 0,21
58191974 AA vs. GG+GA 1,27 0,6 0,79 0,54
GA vs. GG 0,68 0,26 0,61 0,05
GA+AA vs. GG 0,75 0,37 0,61 0,04
CG+GG vs. CC 1,55 0,17 1,27 0,3237
CGvs.CC 1,47 0,24 1,22 0,4198
C3 1s2230199 GG vs. CG 1,76 048 1,52 0,5409
GG vs. CC 2,59 023 1,86 0,3568
GG vs. CC+GC 222 0,31 1,73 041
CFI CCvs. TC 1,47 0,34 1,21 0,55
1510033900 CCvs. TT 1,54 0,34 1,31 0,44
TC vs. TT 1,04 091 1,09 0,76
GT+TT vs. GG 0,59 0,1 0,66 0,08
GT vs. GG 0,65 02 0,64 0,08
FXIII rs5985 TT vs. GT 0,51 0,34 1,15 0,73
TT vs. GG 0,34 0,11 0,74 0,46
TT vs. GG+GT 0,40 0,18 0,90 0,78
3/4+4 vs. 2+2/3 1,67 0,3897 1,51 0,3512
Apo E 3/4+4 vs. 3/3 1,00 0,9929 1,02 0,9543
242/3 vs. 3/3 0,60 0,2879 0,68 0,2632
AA vs. GA 0,96 0,9251 1,08 0,8171
Mertk 11a AA vs. GG 0,83 0,7086 1,00 0,991
GA vs. GG 0,87 0,6891 0,93 0,7714
CT vs.CC 0,58 0,1329 0,76 0,2919
Mertk 11b TT vs. CC 2,50 0,0989 1,16 0,7664
TT vs. CT 4,33 00144 1,52 04218
Mertk Tlc AC vs. AA 0,54 0,2623 1,13 0,7328
AG vs. AA 0,88 0,7186 0,79 0,3602
Mertk 14 GG vs. AA * * 0,62 0,5352
GG vs. AG * * 0,79 0,7615

35. tablazat. A vizsgalt polimorfizmusok altal jelentett kockazat. Rovidités: EH (esélyhdnyados).

Forrés: doi:10.1371/journal .pone.0050181.t001

A CFH és HTRAI génekben levd homozigéta polimorfizmusok altal jelentett korrigélt kockdzat
igen nagynak adddott. Az esélyhdanyados az AMD-re nézve a CFH esetében EH=5,3 (95%CI: 2,5-
11,5, p <0,0001) és a HTRAI esetében OR=9,8 (95%CI: 3,3-29.,5, p <0,0001). Szignifikdns

interakcié a valtozokban nem volt megfigyelhetd. A vizsgélt faktorok kozotti szignifikdns

kapcsolatok a 36. tdblazatban €s a 41. abrdban keriilnek bemutatdsra.
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Osszehasonlitott

Polimorfizmus h Az elemzésben résztvevik genotipusa| EH 95% CI P
genotipusok
Szaraz AMD
C3 152230199 CG+GG vs. CC HTRAI : TT+TC CFH : TT+TC 493 1,98-1225 0,0006
CFH 151061170 CCvs. TT+TC C3:CC 7,96 2,39-26,50 0,0007
HTRAI 1511200638 TC+CC vs. TT C3:CC 36,02 3,30-393,02| 0,0033
Nedves AMD
C3:CC 6,08 2,17-17,04 0,0006
CFH rs1061170 CCvs. TT+TC C3: CT+TT 8.96 2243579 0002
TC+CC vs.TT C3:CC 45,04 5,30-382,83 0,0005
HTRAI s11200638 TC vs.CC C3: CT+TT 434 | 109-1728 | 004
Gas6 158191974 GA+AA vs. GG na 0,50 0,26-0,97 0,04

36. tablazat. A szdraz és nedves AMD-vel kapcsolatot mutat6 polimorfizmusok (tobbszoros logisztikus regresszid).

Ezek a gének a C3 a CFH és a HTRAI. Interakcié mind a C3 és CFH mind a C3 és HTRA1
esetében megfigyelhetd volt. A C3 heterozigéta’homozigdta genotipusa szignifikdns kockazatot
jelentett vad tipussal szemben, de csak akkor, ha a homozigéta CFH vagy HTRAI polimorfizmus
nem volt jelen. Ebben az esetben egy majdnem 5-szords kockazat volt az esélyhanyadosban a
széraz tipusi AMD esetében (EH: 4,93 (95%CI: 1,98-12,25, p=0,0006). A CFH és HTRAI
mutdcid jelenléte a C3 vad tipus esetében mind szdraz, mind nedves AMD-re jelent6s kockazatot
jelentett, amely kockdzat eltlint a C3 polimorfizmust nézve hetero illetve homozigéta genotipusok
esetében a szaraz tipusi AMD-ben, de megmaradt a szignifikans kockazat a nedves tipusu AMD-

ben. Kiilonosen figyelemre mélté dsszefiiggése volt a nedves tipusi AMD-vel a Gas6, CHF és

Forrés: doi:10.1371/journal .pone.0050181.t001

HTRAI géneknek (36. tdblazat, 41. abra).
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41. ébra. A Gas6 c.834+7G>A polimorfizmus €s a genetikai interakciok hatdsa az AMD kockdzatéra.
Forrés: doi:10.1371/journal .pone.0050181.t001

A Gas6 rs8191974 polimorfizmus protektivnek adddott teljesen fiiggetleniil attdl, hogy milyenek
voltak az egyéb genotipusok (p=0,04), felére csokkentve a nedves tipusui AMD kialakulasdnak
kockazatat. Voltak jelei annak, hogy a HTRAI hatds mddositasra keriil a C3 genotipus 4ltal, a
HTRAI-ben a homozigdta vs. vad tipusu vagy heterozigdta genotipus csoport 0sszehasonlitdsa
soran, a kalkuldlt esélyhanyadosok 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 jelent6s kockdzati tényezd a nedves tipusi AMD-re, a 6-9-szeres
kockdzatot jelentve attdl fiiggben, hogy a C3-ban van-e mutédcié vagy nincs. A C3 genotipus
érdemleges hatassal a CFH altal jelentett kockazatra - ellentétben a HTRA-el - nincs.

A genotipus szerinti megoszlasok alapjan megallapitottuk, hogy a Gas6 c.834+7G>A

polimorfizmus a Gas6 szintre nincs hatdssal (42. dbra).
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42. ébra. A Gas6 c.834+7G>A polimorfizmus nincs hatdssal a keringé Gas6 koncentracidjara (nem publikalt adat).

A C3 kozponti szerepet jatszik az alternativ utban, és mind experimentalis, mind epidemioldgiai
bizonyiték van arra, hogy részt vesz az AMD pathogenezisében. A C3 p.Argl02Gly
polimorfizmusnak szignifikdns hatasa a nedves tipusi AMD kialakuldsdra nézve a mi
kohorszunkban nem volt kimutathat6. Egy meta-analizis alapjan a homozigéta C3 rs2230199
polimorfizmus enyhe kockazatot jelent a vad tipusi egyénekkel szemben (EH: 1,88,95% CI: 1,59-
2,23) (589). A szdraz tipusi AMD kialakuldséra kifejtett CFH és C3 polimorfizmusok 6sszefiiggd
hatasa altalunk keriilt els6ként kozlésre, de a CFH-nak markans hatdsa van a neovascularis AMD-
re nézve is, fliggetleniil a C3 statusztol. Mivel ez a két fehérje ugyanazon a bioldgiai titvonalon
fekszik, elképzelhet, hogy az ersebb hatds elmossa a gyengébb hatdst. Osszességében tigy tiinik,
hogy a C3-nak fontos szerepe van a szaraz AMD kialakuldsaban, valamint a CFH és a HTRAI
genotipusok lehetnek hatassal a C3 p.Argl02Gly polimorfizmus éltal kifejtett kockazatra a
komplement szabalyozé aktivitason keresztiil. A CFI AMD-vel vald kapcsolatat is vizsgaltak
tobben, az eredmények nem konklizivak. Az rs10033900 polimorfizmus 6sszefiiggését AMD-vel
mi nem tudtuk igazolni. Az ApoE-t illetéen az E2 kockazati allél és az E4 protektiv szerepét vetik
fel (590, 591). A mi eredményeink ezt - hasonléan a kordbbi munkankhoz - ismételten nem
tamasztottak ala.

Az éltalunk vélasztott jelolt gén megkozelitést a FXIII, Gas6 és az egyik Gas6 receptor MerTK
esetében az alabbiak miatt alakitottuk ki:

(1) a véralvadas XIII-as faktora plazma transzglutamindz, amelynek legfontosabb szerepe a fibrin
lancok keresztkotése a véralvadds kaszkad folyamatanak utolsé 1épésében. Ismert az, hogy FXIII

a sebgyogyuldsban és az embrié implanticidjaban is szerepet jatszik (592). Mivel az angiogenezis
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fontos szerepet jatszik a neovascularis AMD-ben, tigy gondoltuk, hogy érdemes megvizsgalni a
polimorfizmusnak az AMD-vel val6 kapcsolatat. Nem taldltunk semmilyen asszociéciot, igy latjuk
igazolva, hogy a FXIII p.Val34Leu polimorfizmus neutralis mind a szaraz, mind a nedves AMD
kifejlodésére nézve.

(2) A Gas6 amely a protein S strukturdlis homoldgja, kapcsolatba hozhat6 a sejtmigracidval,
angiogenezissel, proliferacidval. Gyakori polimorfizmusa a c.834+7G>A, csokkent kockazatot is
jelenthet cardiovascularis betegségekre nézve. Az egyik receptora a MerTK. Ezek a funkcidk
mindenképpen a Gas6-et és a receptorait fontos kandidans génnek jelenthetik AMD esetén. A
csoportositott, dszesitett korai és kés6i AMD populdciéban a Gas6 polimorfizmus nem mutatott
statisztikailag kimutathat6 Osszefiiggést AMD-vel. Amikor a szaraz és nedves alcsoportokat kiilon
analizaltuk, a szdraz alcsoportban nem sikeriilt kimutatni 6sszefliggést, viszont egy protektiv védd
hatast 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 kontextusdban. A Gas6 képes gitolni a VEGF szignaliziciét Axl
aktivacion keresztiil (577) és a metasztazis-indukalt angiogenezis gatldsaban is szerepe van (593).
Elképzelhet, hogy a Gas6-nek van egy fontos negativ szabdlyzd szerepe a patolégids
angiogenezisben, igy lehet hatdsa a nedves tipusu AMD kialakulaséara nézve.

Osszességében az eset kontroll tanulmédnyunkban sikeriilt igazolnunk a korabbi megfigyeléseket
az AMD és a kiilonb6z6 CFH, LOC387715 és HTRAI polimorfizmusok 0Osszefiiggése
tekintetében, mig nem sikeriilt a CFI és az ApoE esetében. Ennél sokkal fontosabb, hogy sikeriilt
igazolnunk genetikai epistasist a CFH HTRAI és C3 génekben, bemutatva azt, hogy a C3
polimorfizmus a szdraz AMD egy fontos kockdzati tényez§je, de csak mds polimorfizmusoknak a
hianyaban, viszont a nedves AMD-re nincsen hatéasa. Ez arra utal, hogy a C3 inkédbb a széraz, mint
aneovascularis AMD pathogenezisében jatszik szerepet, és a hatdsa egyértelm{en feliilirhaté mds,
er6sebb kockdzati tényezOk dltal. Kimutattunk egy protektiv hatdst a Gas6 c.834+7G>A
polimorfizmus esetében a nedves AMD-t illeten, viszont a polimorfizmus nincs hatdssal a
kering6é Gas6 koncentricidjdra, azaz valdsziniileg nem befolydsolja a Gas6 splicing folyamatat.
Ezek az eredmények megnyithatjdk az utat mas jelolt gén asszocidciok vizsgélatdra, az AMD

pathogenezisét illet6en is uj informaciokkal szolgalhatnak.
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4.16. mikroRNS vizsgalatok férfi infertilitasban

Ebben a tanulményban 11 spermatogenezissel kapcsolatba hozhat6 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 onddban, mind infertilis férfiakban, mind

egészséges kontrollokban.

A vizsgélt csoportok androldgiai tulajdonsagait a 37. tablazat mutatja.

oligozoo- asthenozoo- normozoo-
spermidsok (n=10) | spermidsok (n=10) | spermidsok (n=10)
Eletkor (év) 300+23 290+19 31025
Spermium koncentracié (millié/mL) 97+44 575+325 85,7+45,1
Ejakuldtum térfogat (mL) 32+14 3618 42+20
Motilitds (%) 66,0+ 172 180+93 850212
Normal spermium morfoldgia (%) 19.8+54 19,6 £8.,7 19,8 +89
Vitalitas (%) 730+183 620+164 89,0+ 18,5
Infertilitas id6tartama (ho) 132+1,6 126+14 -

37. tablazat. A vizsgalt csoportok androlégiai paraméterei. Forrds: doi.org/10.1080/14647273.2018.1562241

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, és a miR-34 és miR-122
oligozoospermids csoport expressziés mintdzatdban. Ot miRNS esetében statisztikailag
kimutathaté expresszid novekedés volt az infertilis oligozoospermids €s asthenozoospermias

egyénekben a normozoospermias kontroll csoporthoz viszonyitva (43. abra).

175



dc_1749 20

. 1000 .
1000- let-7A miR-7-1-3p
9004 900

8004 ** 8004

EES

il
g
_|
l
X

Relativ expressziés szint
&
2
8

300
200 E 2004
1004 % 1004 % |

0S 00 AS AO NS NO 0S 00 AS A0 NS NO

3
i
=]
v
Relativ expresszi6s szint
w &
S 8
T T
*

1000+ 1000- ns
miR-141 miR-200a

kkokok

8004

7004 !

koo sk

o
1
S

@
1=
S

*

Relativ expressziés szint

IS
S
S

IS

S

S

ns 2 é -

II
-
f

200 2004
1004 L ; 100 l l
0. . : . . . . 0. r r . . . .
oS 00 AS AO NS NO (0N 00 AS AO NS NO
stk

1000
miR-429
900

7004

600 !
% %

400

Relativ expresszi6s szint

3001
2001
100 E;;;Ei ..:I:.

0S 00 AS A0 NS NO

43. abra. Az oligozoospermidban és asthenozoospermidban feliilszabdlyozott miRNS-ek és azok relativ expresszios
szintje. Abramagyardzat: OS (oligozoospermia, spermium sejt), OO (oligozoospermia, ond6 folyadék), AS
(asthenozoospermia, spermium sejt), AO (asthenozoospermia, ondé folyadék), NS (normozoospermia, spermium
sejt), NO (normozoospermia, ondo folyadék). ns: nem szignifikédns, *: p<0,05, #*: p<0,01, *¥**: p<0,001, ****;
p<0,0001. Forras: DOI: 10.1080/14647273.2018.1562241.

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

176



dc_1749 20

figyeltiink meg az infertilis egyénekben a normal kontrollhoz viszonyitva mind a spermium

sejtekben, mind az ond6 folyadékban (44. dbra).
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44. dbra. Az oligozoospermidban és asthenozoospermidban alulszabalyozott miRNS-ek €s azok relativ expresszids
szintje. Abramagyardzat: OS (oligozoospermia, spermium sejt), OO (oligozoospermia, ond6 folyadék), AS
(asthenozoospermia, spermium sejt), AO (asthenozoospermia, ondé folyadék), NS (normozoospermia, spermium
sejt), NO (normozoospermia, ondé folyadék). ns: nem szignifikdns, **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p<0,0001.
Forrds: DOI: 10.1080/14647273.2018.1562241.

A miR-16, miR-181a és miR-449a esetében nem volt a harom csoport kozott statisztikailag
kimutathat6 kiilonbség. Az ond6 folyadékban statisztikailag kimutathato kiilonbséget talaltunk az
oligozoospermids €s normozoospermids csoportok kozott: a miR-181a esetében feliilszabalyozast,
mig a miR-16 és 449a esetében alulszabélyozast.

Statisztikailag szignifikans negativ korrelaciot talaltunk a spermium koncentracié és 6 miRNS
expresszio szintje (let-7a, miR-7-1-3p, miR-141, miR-181a, miR-200a és miR-429) k6z6tt mind a
spermium sejtekben, mind az ondé folyadékban. Egy esettdl eltekintve (miR-16) pozitiv
korrel4cidt mutattunk ki a spermium koncentracié €s 4 miRNS (miR-15b, miR-34b, miR-122 és
miR-449) esetében spermiumokban (38. tablazat). Szignifikdns pozitiv korreldciét mutattunk ki a
spermium koncentracié és a miR-15, miR-16b és miR-34b expresszids szintjében az ondd

folyadékban.
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mikroRNS Mintatipus Spearman r p

let-Ta spermium -0,7405 p<0,0001
ond¢ folyadék -0,7459 p<0,0001
miR-7-1-3p sp/errmum/ -0,7607 p<0,0001
ondo6 folyadék -0,7587 p<0,0001
miR-141 spermium -0,7563 p<0,0001
ondo folyadék -0,7863 p<0,0001
miR-181a spermium -0,6134 p<0,0001

ondé folyadék -0,3813 p<0,05
miR-200a spermium -0,7578 p<0,0001
ondé folyadék -0,7820 p<0,0001
miR-429 sp/ermlum/ -0,7889 p<0,0001
ond¢ folyadék 0,8089 p<0,0001
miR-15b sp/ermlum/ 0,7808 p<0,0001
ond¢ folyadék 0,8084 p<0,0001

miR-16 spermium 0,3024 ns

ond¢ folyadék 0,6490 p<0,0001
mir-34b sp/ermlum/ 0,8224 p<0,0001
ondo6 folyadék 0,6421 p<0,0001
miR-122 spermium 0,7603 p<0,0001
ond¢ folyadék 0,5193 p<0,001

miR-449 spermium 0,4496 p<0,05

ondé folyadék 0,4393 p<0,05

38. tablazat. A spermium koncentracid, a spermium és
ond6 folyadék miRNS expresszids szintek kozotti korrelacio.
Forrds: DOI: 10.1080/14647273.2018.1562241.

A miRNS-eknek fontos szerepe van a spermatogenezisben (594, 595). Szamos testis specifikus
miRNS-t sikeriilt mar identifikdlni és a spermatogenezisben ezek nagy mennyiségben
expresszaldodnak (596-600). Méréseinkben az ond6 folyadék és a spermium sejtek kozotti
kiilonbségtételt azért tartottuk sziikségesnek, mert az ond6folyadék miRNS-ei csak részlegesen
szarmazhatnak a spermiumbdl, ugyanis a plazma 90%-a az urogenitélis traktus mirigyeibdl
szekretalodik (442). A let-7 miRNS esetében az egyik szabalyozott mRNS az FNDC3 génjéé, mely
fehérjeterméke a spermatidok és Sertoli sejtek adhézidjahoz sziikséges (601), azaz a fehérjék
hidnya vagy nem megfelel6 szabdlyozottsdga hozzdjarulhat a férfi infertilitds kialakuldsdhoz. A
miR-7-1-3p cél génjei a PIK3R3 és az RB1 (602). Mindkét gén expresszalddik a testisben és részt
vesz a spermatogenezisben (603, 604). A miR-15b egyik szabdlyozott mRNS-e az IDH3A,
melynek alacsony expresszidja hdtranyosan érinti a spermium motilitdsat annak energia
metabolizmusédban betoltott szerepénél fogva (605). A miR-16 tumor progresszidban betoltott
szerepét kordbban mdr igazoltak. A miR-34 csaladnak szerepe lehet az apoptosisban (598, 606,
607). A testisben expresszalodé miR-34b azonos szervi célgénje a NOTCHI (608). A miR-122a
testis specifikus fehérjét szabalyoz (TNP2), amely részt vesz a spermatogenezisben (600). A miR-

141 cél génjei a CBI és a TGFB2 (602). A CB1 a reproduktiv rendszerben expresszalddik, mig a
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TGFB2-nek széles korli szoveti expresszidja van és nemrégiben kimutattdk, hogy a miR-141
feliilszabalyozott olyan betegekben, akik nem megfeleld spermatogenezissel rendelkeztek (441).
A miR-181a sejtciklus szabdlyozdsban vehet részt, mig a miR-200a a retinsav fiiggd
spermatogenezis szabdlyzé molekuldja lehet (609). A miR-429 a kiilonboz6 hereszovetekben
kiilonboz6képpen expresszalddik €s a spermatogenezis késoi fazisdban nagy mértékl expresszio
novekedést mutat (441), azaz részt vehet ezeknek a sejteknek az érésében. A miR-449a célpontja
a CASP2 (610), a BCL2 (611), amelyek apoptdzissal kapcsolatba hozhat6 gének, illetve a
NOTCH]I (612), valamint inhibin beta B (/NHBB), melyek a spermatogenezisben és a testiculdris
funkciéban jatszanak szerepet (608, 613). A mi tanulmanyunk az els6, amely kiilonbséget mutat
ki a spermium és az ond¢6 folyadék miRNS expresszios szintje kozott, valamint korrelaciot allit fel
a spermium sejt koncentracié és a miRNS expressziok kozott. Ugy gondoljuk, hogy mivel a
miRNS-ek az érett spermiumban illetve az ond6 folyadékban is el6fordulnak és az expresszids
szintjiik egyértelmiien kiilonbséget mutat a spermatogenezis problémaval szenvedd betegekben,
ezért ugy gondoljuk, hogy potencialis biomarkerekként foghatjuk fel a férfi infertilitas diagnézisa
és klasszifikdciéja sordn. Osszefoglalva, ez a 8 feliil- vagy alulszabalyozott miRNS noninvaziv

biomarkernek tekinthetd.

4.17. Y kromoszéma mikrodeléciok Kelet-magyarorszagi infertilis férfiakban

A 101 azoospermids férfibol 10 esetben detektaltunk Y kromoszédma mikrodeléciét (9,9%). AZFbc
4 esetben (3,99%), AZFc delécid 6 esetben (5,94%) volt kimutathaté. A 246 oligozoospermiéds
esetben két teljes AZFc mikrodeléciét mutattunk ki (0,8%). A normozoospermids kontrollok
kozott mikrodeléciot nem detektaltunk. Az AZFbc delécid csak azoospermids betegekben fordult
el6, az AZFc delécié pedig szignifikdnsan gyakrabban fordult el6 azoospermids férfiakban

oligozoospermidsokkal dsszehasonlitva, (p< 0,01) (45. dbra).
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Azoospermidsok  Oligozoospermidsok Normozoospermidsok
(n=101) (n=246) (n=111)

mAZFbc ®mAZFc ®mb1/b3 Ogr/gr Ob2/b3

45. dbra. Az Y kromoszéma mikrodeléciok és AZFc parcidlis deléciok el6forduldsi gyakorisdga. AZFbc és AZFc
mikrodelécié azoospermids és stlyos oligozoospermids betegek esetében volt kimutathatd, mig b1/b3 csak
azoospermia esetén. A gr/gr delécid szignifikdnsan gyakoribb oligozoospermia esetében, ugyanakkor a b2/b3
delécié mindharom betegségcsoportban el6fordul. Forrds: DOI: 10.4103/jhrs JHRS_12_18.

A kovetkezd részleges AZFc delécidkat 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 normozoospermias
csoportban el6fordult, kiillonboz6é gyakorisdggal. A gr/gr el6forduldsa az oligozoospermids
csoportban a normozoospermidsokkal 0sszehasonlitva magasabb volt (13/246 (5,3%) vs. 2/111
(1,8%),p<0,01). Az azoospermids és normozoospermids gr/gr delécié 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 el6forduldsa nem kiilonbozott, az
azoospermids csoportban 3/101 (2,97%), az oligozoospermids csoportban 6/246 (2,44%) és a
normozoospermids csoportban 3/111 (2,7%) volt. A bl/b3 deléciét csak az azoospermids
csoportban tudtuk kimutatni (2/101, 1,98%).

A DAZ és CDY1 gének vizsgalataval lehetséges volt részleges duplikaciok vizsgalata az AZFc
régioban. Detektaltunk 6 kopids DAZ-t és 3 kopids CDYl-et is. A részleges duplikdcidk
el6forduldsa 2,4% volt (11/458).2,97% (3/101) volt az azoospermids csoportban, 1,63% (4/246)
az oligozoospermids csoportban és 3,6% (4/111) a normozoospermids csoportban, mely
kiilonbségek nem voltak statisztikailag kimutathatdak.

Az AZFc régi6 pontos karakterizaldsa sordn meghataroztuk a deletdlt DAZ és CDY1 génkdpidkat
(46. abra). A gr/gr delécids csoportban 3 delécids mintazatot talaltunk a DAZ1/DAZ2+CDY1a n=6,
35.3% DAZ1/DAZ2+CDY1b n=7,41.2% és DAZ3/DAZA+CDY 1b n=3, 17.65%. A b2/b3 delécids
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csoportban két delécié tipus mintdzatot taldltunk DAZI/DAZ2+CDYla 1n=6.50%,
DAZ3/DAZ4+CDY1b n=6.50%. A két b1/b3 delécids esetben DAZI/DAZ2 deléciot mutattunk ki
ugy, hogy a CDY kopiédk jelen voltak. Az Osszes AZFc delécios esetben a DAZ és CDY egy
génkopidk szamanak felét detektaltuk, mig egy esetben gr/gr mintazat normal DAZ és CDY]

mennyiséggel, azaz egy delécid, amit egy duplikaci6 kovet mutattunk ki.

. sY1191 sY1291 sY1206 sY1206
Deléci6 tipusa l l l l
(esetszdm) u3  DAZ1 DAZ2 b3 CDYla  DAZ3 DAZ4 ~ CDYIb b4

b1/b3 delécié
- del DAZ1/DAZ2 (2 A)

gr/gr delécié
- del DAZ1/DAZ2+CDY1a .
(1A,40,1N)

- del DAZI/DAZ2+4CDY1b
(1A,50,1N)

- del DAZ3/DAZ4+CDY1b
(30)

- normdl DAZ és CDY1
(10 —
b2/b3 delécio

- del DAZ1/DAZ2+CDYla .
(2A,30,1N)

- del DAZ3/DAZ4+CDY 1b
(1A,30,2N) |

46. dbra. AZFc deléciés mintdzatok. A delécidk megoszlasa (esetszdm) zardjelben taldlhaté. A sotét vonalak a
gének és markerek meglétét jelolik. Forras: DOI: 10.4103/jhrs. JHRS_12_18.

Az infertilis, azoospermids és oligozoospermids férfiakban és a normozoospermids csoportban
hasonlé Y haplocsoport el6fordulast figyeltiink meg. A P haplocsoport volt a leggyakoribb (
>40%). A gr/gr delécidval bir6 betegek esetében P (n=9 ,53%), E (n=3,17,65%),J (n=3, 17,65%)
és K (n= 2, 11,76%) haplocsoportok voltak. A b2/b3 deletalt betegekben az Y kromoszoma
haplocsoport megoszlds a kovetkezd volt: E (n=5, 41,7%), P (n=4, 33,3%), K (n=2, 16,7%) és J
(n=1, 8,3%). A b2/b3 deléci6 esetében az E haplocsoport volt a leggyakoribb, ezt csak a
normozoospermids csoportban taldltuk. Az azoospermids betegekben a bl/b3 deléciok a P
haplotipussal voltak tarsithatok.

Az AZFa deléciok esetén a megfigyelt fenotipus a Sertoli cell-only syndrométdl (SCOS) az
azoospermidig terjed (433, 614-616). Ezekben az esetekben lehetetlen biopszids anyagbdl
spermatozoat nyerni a betegbdl. Az AZFb és AZFbc teljes deléciok SCOS-t vagy spermatogenezis
hibdit okozzdk, aminek ugyanigy azoospermia lesz a vége és hasonléan az AZFa régi6 delécidhoz,
nem lehet biopsziat végezni, spermatozoa nem nyerhetd (433). Az AZFc régi6 deléciok esetén a

klinikai fenotipus rendkiviil variabilis (617), de ezekben az esetekben 50%-o0s valdszinliséggel
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lehet spermatozoodt taldlni testicularis spermium extrakcidval. Irodalmi adatoknak megfeleléen
AZFbc és AZFc delécidkat kizdrdlag azoospermids €s sulyosan oligozoospermids betegekben
definialtuk. Ezek az adatok arra utalnak, hogy az Y kromoszéma mikrodelécidk vizsgdlata a
testicularis spermium extrakci6 el6tt mindenképpen ajanlott, a sziikségtelen, hiszen nyilvanvaléan
eredménytelen maddszer kivitelezésének elkeriilése céljabol. A részleges AZFc deléciok esetén a
genotipus/fenotipus korreldcidk lényegesen komplexebbek a teljes AZFc delécidhoz képest. A
gr/gr és b2/b3 deléciok kimutathatok normozoospermids egyénekben, ami arra utal, hogy nincs
meghataroz6 szerepiik a spermatogenezisben, de tény, hogy a gr/gr deléciét hordozé egyének
esetében magasabb az oligozoospermia kockazata (431). A mi vizsgalati kohorszunkban a gr/gr
deléci6 szignifikdnsan magasabb frekvencidval fordult el6 az oligozoospermids csoportban a
kontroll csoporthoz képest. A gr/gr delécid és a spermium koncentracié kozotti kapcsolat nem
egyértelmi. Az Y haplocsoportok specifikus foldrajzi eloszldst mutatnak (618). A gr/gr delécidkat
a D2 és Q1 mig a b2/b3 delécidkat az N haplocsoporttal egyiitt lehetett kimutatni (434, 619-621).
Ezzel ellentétben a mi vizsgdlati csoportunkban a leggyakoribb haplocsoport gr/gr delécidval
egyiitt a P haplocsoport volt. Ezeknek a vizsgdlatoknak a jelentosége abban dllhat, hogy
elképzelhetd, hogy bizonyos haplocsoportok képesek kompenzdlni a spermatogenezis hibdit,
amely esetekben a részleges delécidk is kozremiikodnek ezen anomalidk kialakitdsdban. Nincsen
sok adatunk a részleges AZFc duplikacié genotipus/fenotipus Osszefiiggéseinek feldllitasahoz.
Ami daltaldnossdgban elfogadottnak tekinthetd, hogy sem a részleges, sem a teljes AZFc
duplikdcidk a nem okoznak spermatogenezis hibét (473, 622). Az AZFc duplikdcioval rendelkez6
férfiaknak kvalitativ €s kvantitativ spermatogenezis eltérésiik nem mutathaté ki (473, 623).
Bizonyos delécids mintdzatok patogénebbek lehetnek mint masok, pl a CDY1a képia delécio és a
DAZI/DAZ2 deléci6 magasabb frekvencidval fordul el6 az oligozoospermids betegekben a
normozoospermids egyénekhez képest (475). A mi tanulmanyunkban DAZI/DAZ2+CDYla
delécié mellett a DAZI/DAZ2+CDYI1b delécié volt nagyobb frekvencidval kimutathaté az
oligozoospermids csoportban, 9sszhangban korabbi adatokkal (473, 624,625). A klinikai genetikai
tandcsadds szempontjabdl fontos tény, hogy a részleges AZFa, AZFb és AZFc deléciok
orokithet6k (626, 627). Jelentésége abban 4ll, hogy potencidlis kockdzat az utédok esetében a
Turner szindréma, mert bizonyos AZFa deléciok jelenléte a teljes Y kromoszoma instabilitdsaval
jarhat, amelyY kromoszoma vesztéssel a 45, X sejtvonal kialakulasat is eredményezheti.

Az Y kromoszémédn szdmos olyan gén van, amely a testis fejlddéséhez és megfelel
funkcionalitdsdahoz elengedhetetlen. Az infertilis esetekben elvégzend6 genetikai vizsgélatok a

kariotipuson tul az Y kromoszoma AZF mikrodelécidknak a vizsgélatdt is magukban foglaljak. A
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mikrodeléciok vizsgdlata az 5x10°mL spermiumkoncentrdcié alatt ajdnlott, ezeknek a
vizsgalatoknak mind diagnosztikus, mind prognosztikus jelentdségiik lehet, és a megfeleld
spermium kinyerési eljarasok meghatarozasiban is szerepiik van. Az infertilitdssal kapcsolatos

méréseket Dr. Mokanszki Attila végezte.
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5. U] MEGALLAPITASOK

1. Egyedi klinikai kérdésekre kerestiink vélaszt genetikai médszerekkel. Oroklott faktor V hidnyos
betegben a FV deficienciat két olvasasi keret eltolédast okoz6 mutdcié Osszetett heterozigéta
transz szegregidcidja okozta. Eredményeink lehetéséget nydjtottak célzott prenatdlis
diagnosztikdra. Sikeresen tartuk fel NPC betegség molekularis hatterét. A genetikai diagndzis
személyre szabott kezelést eredményezett. Hirom gliik6z metabolizmust érint gén mutaciot és
kovetkezményiiket vizsgaltuk. A HNF1A-MODY esetében a genetikai vizsgalat az inzulin kezelés
elhagydsat eredményezte, a hyperinsulinismus esetében a genetikai eredmény a fokalis format
valdszintsitette, mig eredményeink szerint a sulfonyluredk inzulin alternativaként szerepelhetnek

a KCNJ11 muticiét hordoz6 neonatélis diabeteses varandés ndk esetében. Uj misszensz mutdciot

irtunk le dystrophinopathiaban.

2. Klinikai laboratériumi genetikai mddszerfejlesztést és evaluaciot végeztiink. Megvizsgaltuk a
leggyakrabban hasznalt molekuldris genetikai diagnosztikai mdodszerek érzékenységét anyai sejt
kontamindciora, ami kritikus fontossdgd az invaziv mintavételt kovetd prenatdlis diagnosztika
sordn. Megallapitottuk egy uj generdciés DNS szekvendldsi rendszer, a piroszekvenalds

homopolimerek detektaldsat illet6 analitikai teljesit6képességét.

3. Kiilonboz6 mddszereket hasznalva felmértiik magyar CF kohorszok mutdcié spektrumat. Két,
a magyar populdcioban kordbban nem vizsgdlt mutdcié meglepSen magas frekvencidval fordult
el6. Eredményeink alapjan lehetévé valik mutdcié vizsgdlati panel kialakitdsa, kidolgozhat6
molekuldris genetikai diagnosztikai stratégia udjsziilottkori szlirbprogram és genotipus alapu

mutacid-specifikus kezelés esetén.

4. Felmértiik a magyar SLO betegek mutédcidé spektrumat. Kimutattuk, hogy az SLO esetében a
nonszensz-medidlta mRNS lebomlds jelenségét fehérvérsejtekbdl izoldlt mRNS-ben is lehet
igazolni. Biomarkerek segitségével genotipus-fenotipus Osszefiiggéseket allitottunk fel, és
eredményeink alapjan 9 esetben végeztiink célzott prenatdlis diagnosztikdt. Nemzetkozi
kollaboracidban kimutattuk kis molekulasilyd anyagok 7-DHC szintre Kkifejtett hatasat.
Kimutattuk, hogy az aripiprazole €s trazodone kezelés szignifikansan megemeli a 7-DHC szintet
heterozigdéta fibroblasztokban, azaz e gydgyszerek valamelyikét szedd varandés heterozigéta ndk

potencialisan veszélyeztetettek, mert esetiikben a 7-DHC szint toxikus tartomanyba emelkedhet.
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5. 36 betegbdl dll6 ARPKD kohorsz vizsgalatit végeztiik el, 27 beteg esetén biallélikus PKHD1
mutéciot, 8 beteg esetén fenokdpidt mutattunk ki. Indirekt genetikai diagnosztikat végeztiink 6

obligat heterozigéta par esetén.

6. Az els6 hazai nagy, 26 betegb6l dll6 Marfan genetikai kohorsz genetikai analizisét végeztiik el.
7 4j mutéciot irtunk le. Megdllapitottuk, hogy egy kivételtdl eltekintve a magyar betegekben
mutéacids forré pont nincs, igy mindenkor a teljes gén vizsgalat indokolt. Eredményeink
hozzdjarulnak a megfelel interpretdcids protokoll kialakitdsdhoz az egyre inkdbb teret nyerd
exom/genom szekvendldsi alapu klinikai laboratériumi genetikai diagnosztika esetében, ugyanis a
Marfan szindréma részét képezi az exom/genom szekvendlds sordn kotelezben vizsgdlando

véletlen talalati listanak.

7. Els6ként mutattuk ki a Gas6 jelenlétét humdn vérplazmdban bdrium citrdt precipitécio,
immunblotting €és tomegspektrometria hasznalataval. ELISA mddszert fejlesztettiink a Gas6
mennyiségi meghatdrozdsara. Felallitottuk a plazma Gas6 referencia tartomédnyét. Kimutattuk,
hogy Gas6 nincs jelen a humén thrombocytdkban bioldgiailag értelmezhetd mennyiségben.
Megillapitottuk, hogy - hasonldan t6bb K-vitamin fiigg6 fehérjéhez - a plazma Gas6 koncentracié

csokken tartds antikoaguldcio esetén és magasabb INR nagyobb mértékii csokkenéssel jar.

8. Megillapitottuk, hogy a CFH, LOC387715 és HTRAI gének polimorfizmusai erds kockdzati
tényezOk a magyar AMD betegekben, mig az apoE allélek nem. Az éltaluk jelentett
kockdzatnovekedés els6sorban a polimorfizmusok homozigéta formdjaban jelentkeznek és
erGteljesebb a betegség késoi stddiumaiban. Genetikai interakciot igazoltunk a CFH, HTRAI és
C3 génekben, kimutattuk, hogy a C3 rs2230199 polimorfizmus a szdraz AMD egy fontos
kockazati tényezdje, de csak mds polimorfizmusoknak a hidnyaban, viszont a nedves AMD-re
nincsen hatdsa. Kimutattunk egy protektiv hatast a Gas6 c¢.8344+7G>A polimorfizmus esetében a

nedves AMD-t illetSen, viszont a polimorfizmus nincs hatdssal a keringé Gas6 koncentracigjara.

9. Férfi infertilitast vizsgéltunk szerkezeti €s funkciondlis szempontb6l. Y kromoszoma
mikrodelécidkat mutattunk ki azoospermias férfiakban. Kiilonbséget mutattunk ki a spermium €és
az ondd folyadék miRNS expresszids szintje kozott, valamint korrelaciot allitottunk fel a

spermium sejt koncentracio és bizonyos miRNS expressziok kozott.
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6. KOSZONETNYILVANITAS

Palyamon Muszbek Laszl6 akadémikus inditott el, nagyon kdszondm neki. Kiilon hdlas vagyok
azért, mert segitette azt, hogy megtalaljam sajat utamat. Koszonom Kappelmayer Janos
professzornak a folyamatos tdmogatast, a j6 munkahelyi 1égkort, de leginkdbb a végtelen
emberségességét. Koszonom Bjorn Dahlbéack professzornak azt a két évet, amit Svédorszdgban
tolthettem, felejthetetlen tapasztalatként. Koszonettel tartozom a kiilfoldi kollabordtoroknak,
Mirnics Kéroly, Ned Porter, Milan Macek, Margarida Amaral, Zeljka Korade, Maurizio Scarpa
professzoroknak a gyiimolcsoz6 egyiittmiikodésekért.

Nagy szerencsém, hogy munkamat kivalo klinikus kollégakkal végezhetem. A betegekhez valo
odafordulédsuk, aldzatuk, a veliik valé mindig stimuldlé eszmecserék, az évek sordn kivivott
tisztelet és nem egy esetben baratsdg folyamatos motivaciot eredményez. A teljesség igénye
nélkiil, koszonom ezt Dr. Gaal Zsoltnak, Dr. Pfliegler Gyorgynek, Dr. P. Szab6é Gabriellanak, Dr.
Szab6 Tamasnak, Dr. Szakszon Katalinnak, Dr. Torok Olganak és Dr. Tory Kalmannak.
Koszonom azoknak, akik engem vdlasztottak diplomamunka vagy TDK témavezet§jiiknek, Dr.
Fekete Agnesnek, Dr. Iviady Gergelynek, Dr. Losonczy Gergelynek. Kiilonosen azoknak, akik
velem maradtak, Dr. Koczok Katalinnak, Madar Laszlénak a sok kdz6s munkat, a j6 otleteket, az
alapossdgot, a pontossagot. Koszondm a segitséget a disszertacidhoz laboratériumi munkdaval vagy
adminisztrativ segitséggel hozzajaruléknak, Dzsudzsik Erikdnak, Gombos Evinak, Példedk
Dorkanak, Kopis Ildikénak és az évek soran velem dolgozd valamennyi asszisztensnek,
analitikusnak. K6szonom a bels6 kollaboratoroknak, jelenlegi és kordbbi munkacsoporttagoknak,
Dr. Bessenyei Beatanak, Dr. Mokanszki Attilanak, Dr. Nagy Bélanak, Dr. Oldh Annénak, Dr.
Orosz Orsolyanak, Dr. Ujfalusi Anikénak, Sziics Zsuzsanndnak. Nem juthattam volna el ide Dr.
Ajzner Eva szereté tamogatdsa nélkiil, koszonom. Koszonom a bardtaimnak, Dr. Bereczki
Gézanak, Bogdr Janosnak, Kovdcs Istvannak, Olajos Péternek, hogy ott voltak, amikor sziikségem
volt rdjuk. Sokat jelentett nekem az évek sordn Dr. Kern J6zsef bizalma, az emlékezetes
beszélgetések. Végiil azoknak kdszonOm, akik azz4 tettek €s tesznek, aki vagyok. A sziileimnek,

a testvéremnek, a fiaimnak és a feleségemnek. Soha nem tudom ezt meghalalni.
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265

Utols6 szerzos teljes folyoiratcikkek szama?
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