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1. Roviditések jegyzéke

ACMG

APOB
BMI
CbEGF

cDNS
CHD
CNV
DLCNS

DNS
EL
ELS
FBN1
FH
gDNS
LDL
LDL-C
LDLR

LDLRAP1

MASS
MFS
MIM
MLPA

MRNS

American College of Medical Genetics and Genomics, Amerikai
Genetikai ¢s Genomikai Tarsasag

Apolipoprotein B
Body Mass Index, testtomegindex

Calcium-Binding Epidermal Growth Factor, kalcium-koto
epidermalis novekedési faktor

Komplementer DNS
Coronary Heart Disease, szivkoszortér-betegség
Copy Number Variant, kopiaszam eltérés

Dutch Lipid Clinic Network Score, holland lipid klinikai halozat
pontszama

Dezoxiribonukleinsav

Ectopia Lentis

Ectopia Lentis Szindroma

Fibrillin 1

Familiaris Hiperkoleszterinémia

Genomialis DNS

Low Density Lipoprotein, alacsony stirliségii lipoprotein
LDL-Cholesterin, LDL-koleszterin

Low Density Lipoprotein Receptor, alacsony stirtiségti lipoprotein
receptor

Low Density Lipoprotein Receptor Adaptor Protein 1, alacsony
stiriségli lipoprotein receptor adaptor fehérje 1

Marfan szindréma szerti fenotipus
Marfan szindroma
Mendelian Inheritance in Man, Mendeli 6rokl6dés az emberben

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, multiplex
ligacio-fiiggd proba amplifikacio

Messenger RNS, hirvivé RNS



NMD Nonsense-Mediated mRNA decay, nonsense-medialt mRNS-

lebontas

RNS Ribonukleinsav

RT-PCR Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction, reverse
transzkripcids polimeraz lancreakcio

SBS Sequencing By Synthesis, szintézis alapu szekvenalas

SMAD?2 SMAD Family Member 2

STAP1 Signal-Transducing Adaptor Protein 1, jelatvivé adaptor fehérje 1

TC Total Cholesterol, 6sszkoleszterin

TGFBR1 Transforming Growth Factor Beta Receptor 1, transzformalo

novekedési faktor béta receptor 1

TGFBR2 Transforming Growth Factor Beta Receptor 2, transzformalo
novekedési faktor béta receptor 2

TGFB1bp Transforming Growth Factor-B1 binding protein, transzformalo
novekedési faktor-f1 kotd fehérje

VUS Variants of Uncertain/ Unknown Significance,
bizonytalan/ismeretlen jelentéségli varians



2. Bevezetés

A monogénes betegségek diagnosztikdja tobb szempontbdl is nagy fontossaggal bir. A koéroki
tényezd meghatarozasa a diagndzis felallitdsan tal prognosztikai értékkel birhat, illetve
megalapozhatja a mutacid-specifikus kezelést is. A genetikai tesztelést szamos tényezo
nehezitheti, melyek koziil kiemelendd a vizsgalt gének mérete és az adott betegség genetikai
heterogenitasa.

Tanulményaim soran két olyan, ordkletes, monogénes betegséget vizsgaltam, melyeknek a
genetikai hattere akar a betegség hatterében allo gének mérete, akar a szdma miatt
Magyarorszagon eddig nem keriilt kivizsgalasra, igy ezen betegségekrdl csak klinikai
el6fordulasi adatok alltak rendelkezésre a betegség hatterében alld genetikai informaciok nélkiil.
A genetikai hattér ismerete nagyban segitheti a klinikumot az adott betegséggel kapcsolatban,
akéar a lehetséges kezelések, akar a varhaté szovédmények felmérésében és megeldzésében.
Tovabbd a szakirodalommal Osszehasonlithatova valnak a betegadatok, igy sok olyan
informaciohoz juthatunk melyekbdl felmérhetd példaul, hogy a hazai betegek milyen variansokat
hordoznak. Informaciot kaphatunk az egyes eltérések etnikai eredetérél, vagy alapitd variansokat
fedezhetiink fel a magyar populacioban.

A Marfan szindroma egy monogénes orokletes betegség, melynek alapja a rendellenes
kotészoveti szerkezet kialakuldsa, ami magyarazza a kiilonb6z0 szervrendszerek érintettségeét.
A betegek szamos tiinettel rendelkezhetnek. A legszembetlinébbek a vazrendszeri eltérések,
ugymint a magas termet vagy a hosszu ujjak és végtagok, valamint a betegek nagyrészénél a
szemlencse rendellenes elhelyezkedése. A betegekre a legnagyobb kockazatot azonban a sziv €s
érrendszeri tiinetek jelentik, melyeket az érfalakban bekovetkezd elvéltozasok okoznak.

A Marfan szindroma hatterében leggyakrabban egyetlen nagy gén hibaja allhat azonban
el6fordulhatnak mas génekben bekovetkezd eltérések is.

A Familidris hiperkoleszterinémia a magas koleszterinszint egy olyan fajtaja, melynek
hatterében valamilyen, a koleszterin haztartdsban kulcsszerepet jatszd génben bekovetkezett
eltérés all. Fontos kiemelni, hogy a mai napig egy alul diagnosztizalt, am igen sulyos kardiologiai
kockézatokkal jard korképrdl van szo, ahol a betegek nagy része a kardiologiai sz6védmények
miatt fiatalon kertilnek a kezelé orvosok latoterébe. Legtobb esetben ekkor deriil fény az
esetleges csaladi halmozodasra is, mivel a kaszkadvizsgalatokkal sok esetben tobb, még

tiinetmentes csaladtag is kisziirésre kertilhet.



Fontos megemliteni, hogy azokban az esetekben, ahol igazoldodik a genetikai eltérés
mindenképpen mar fiatal kortdl gyogyszeres kezelés sziikséges a koleszterin célérték eléréséhez,
valamint a kardioldgiai sz6vodmények megeldzéséhez.

Minden olyan monogénes korkép esetében, melynek hatterében tobb, sokszor

nagyméretli gén is allhat, a genetikai vizsgalat és a betegségért felelOs eltérés azonositasa nagy
kihivast jelenthet.
Mind a Marfan szindroma, mind pedig a Familidris hiperkoleszterinémia, olyan monogénes
betegség, melynek genetikai hatterét hazankban a gének mérete, illetve szdma miatt korabban
nem vizsgaltak a magas koltségek, nagy munkaerd igény ¢és hosszu leletatforduldsi idé miatt. Az
Uj generacios szekvenalasi technikdk megjelenése a 2000-es évek elején, alapjaiban valtoztatta
meg a molekularis genetikai vizsgédlatokat. A Sanger féle szekvenalassal szemben lehetdvé valt
egyidejiileg tobb gén és tobb beteg vizsgalata az eddig ismert modszerekhez képest ugrasszerii
gyorsasaggal és koltséghatékonysdggal. A rohamos technologiai fejlodésnek kodszonhetden
néhany évente akar megduplazodik ezen késziilékek teljesitd képessége, igy tovabb csokkentve
a szekvenalasi koltségeket €s tovabb novelve a teljesitményt €s a megbizhatdsagot.

Az elsd tanulmanyomban a célkitlizéseim kozott szerepelt a magyarorszagi Marfan
szindromas betegek genetikai vizsgalata, valamint egy rutinszeriien alkalmazhatd G modszer
kidolgozasa, mely magaban foglalta az 0j generacids szekvenalas kinalta lehetéségeket is. Eddig
a betegség hatterében 4ll6 gének mérete miatt a laboratériumok szdmara rendkiviil idéigényes €s
koltséges volt egy-egy ilyen beteg kivizsgalasa. A technologiai attorés miatt lehetdvé valt
egyszerre tobb beteg vizsgalata is jelentdsen rovidebb i1d6 alatt. Az eredmények értékelése utan
a detektalt varidnsokat tovabb vizsgalva a genotipus-fenotipus 0sszefiiggésekre fokuszalva képet
alkottunk a Magyarorszagon eléforduld eltérésekrol.

A masodik tanulmany a hazai familiaris hiperkoleszterinémias betegek analizisét célozta,
mely esetében még inkabb elmondhatd, hogy csak klinikai adatok allnak rendelkezésre, genetikai
vizsgalat, mivel bizonyos eltérések kimutatasakor kiilonbozé gyogyszeres kezeléseket
alkalmaznak, valamint a betegség lefolyasaval kapcsolatban is fontos informaciokkal szolgal a
genetikai eredmény. A detektdlt variansokat Osszehasonlitottuk a més orszdgokban leirt
variansok tipusaval, eloszlaséval, valamint elemeztiik a géneken beliili elhelyezkedésiiket is.
Megvizsgaltuk és kozoltiik tovabba a genotipus-fenotipus dsszefliggéseket is az adott betegben.
Munkénk soran néhany eltérés esetében tovabbi részletes molekularis, illetve szegregéacids

vizsgalatot is végeztiink.



2.1 Irodalmi attekintés
2.1.1 Marfan szindroma

A Marfan szindroma (MFS, MIM# 154700) egy autoszomalis dominans modon 6rokl6d6 ritka
kotszoveti betegség. Régebben a MFS megnevezése volt az arachnodactylia (pokujjusag) is,
mivel ez a Marfan-szindroma egyik tiinete, amelyet abnormalisan hossz, karcst vagy pokszeri

ujjak (1. abra), valamint labujjak jellemeznek.

1. abra: Arachnodactylia és hiivelykujj tiinet és csuklo tiinet, mint tipikus Marfan jegy.

A torténelemben szamos olyan személyt ismeriink, akikrdl igy gondoljdk Marfan-szindromaban
szenvedtek, mivel szdmos kulcsfontossagt klinikai tiinetet mutattak. A leghiresebb talan koziiliik
egy volt amerikai elndk Abraham Lincoln. A Marfan-szindromat elészor egy 5 és fél éves
kislanynal irta le egy francia gyermekorvos, Antonin Marfan 1896-ban. Hozzavetdlegesen az
esetek felében figyelheté meg pozitiv csaladi anamnézis [1]. Foként a kardiovaszkularis, szem
illetve vazrendszert érinti [2]. A prevalencidja 1-5/10000 és el6fordulasi gyakorisaga nem fiigg
etnikumtol vagy nemtdl [3] [4]. Az aortagydk és aortaiv atmérdje szignifikdnsan nagyobb
azoknal a betegeknél, akik pozitiv csaladi anamnézissel rendelkeznek, mint azoknal, akiknél
nincs ilyen el6zmény, és a varhat6 élettartam is rovidebbnek bizonyult [5]. A Marfan szindroma
klinikai manifesztacioi az életkor elérehaladtaval még nyilvanvalobba valnak.

A Marfan szindrémas betegek egyik leggyakoribb tiinete a myopia és a betegek 60% -nal kialakul

a szemlencse rendellenes elhelyezkedése (ectopia lentis).



Szintén nagyobb kockazata van a betegekben a retina levalasnak, a glaucoma és korai
sziirkehalyog kialakuldsanak. Masik gyakori tlinet tovabbad a vaz és kotdszoveti rendszer
érintettsége, Ugy mint izilileti lazasag, hosszifejiiség (dolichocephalia), tolcsérmell (pectus
excavatum), tyakmell vagy galambmell (pectus carinatum) és a gerincferdiilés (scoliosis) [6].

A Marfan szindréma diagnozisa elsésorban klinikai és a revidealt Ghent nozologian alapul [7].
A korabbi verzidval ellentétben [8], a feliilvizsgalt Ghent nozolodgia a szisztémas tiinetek mellett,
az MFS két alapvetd jellemzdjére helyez nagyobb hangsulyt, nevezetesen az aortagyok
dilatacidjara és az ectopia lentisre, valamint az FBN1 (fibrillin 1, 15921.1, MIM * 134797) és
mas ritka, klinikailag relevans gének molekularis genetikai vizsgalatara [7] (1.tablazat). A
szisztémas érintettség fennallasarol akkor beszélhetiink, ha a tiinetek dsszpontszaima meghaladja

a 7 pontot.



1. tablazat: Az j Ghent nozoldgia a Marfan szindroma diagné6zisanak felallitdsdban.

Szisztémas érintettség fennallasa (>7 pont)

Tiinet Pont

Hiivelykujj- ES csuklotiinet 3

Hiivelykujj- VAGY csukloétiinet

Pectus carinatum

Pectus excavatum vagy mellkas aszimmetria

Labdeformitas (sarok valgus allasa

Pes planus

Pneumothorax

Dura ectasia

NININIFPINIFPIN |-

Protrusio acetabuli

Csokkent felsd szegmens/alsé szegmens ES emelkedett
karfesztavolsag/magassag arany sulyos scoliosis NELKUL

Scoliosis vagy thoracolumbalis kyphosis

Csokkent konyok extensio

Arckarakter (3/5 pozitiv)

Striak a boron

Myopia > 3 dioptria

PRk (kR ke

Mitralis billentyii prolapsusa

MFS diagnesztikai kritériumai

Negativ csaladi anamnézis esetén (MFS)

Aorta érintettség
Ectopia lentis

ES

Aorta érintettség

E
FBN1 eltérés S

Aorta érintettség

Szisztémas érintettség

Ectopia lentis

FBN1 eltérés Aorta érintettséggel

Pozitiv csaladi anamnézis esetén (MFS)

Ectopia lentis
Csaladi el6zmény

ES

Szisztémas érintettség

E
Csaladi el6zmény S

Aorta érintettség

E
Csaladi el6zmény S




Leggyakrabban az FBN1 génben (fibrillin 1, 15921.1, MIM *134797) bekdvetkezd eltérések
vezetnek Marfan szindromahoz vagy egyéb kotdszoveti betegséghez, melyeket 1. tipusu
fibrillinopathiaknak neveziink, pl. Shprintzen-Goldberg szindroma, Weill-Marchesani
szindroma ¢és ectopia lentis szindroma. A Marfan szindrémdra emlékeztetd fenotipussal
rendelkezd betegek esetében ritkan, de eléfordulnak eltérések a TGFBR1 és TGFBR2 génekben.
Az ilyen varianssal rendelkez6 Marfan szindromas egyének klinikai jellemzdi gyakran atfedést
mutathatnak mas, szintén sulyos kotdszoveti betegségekkel, ugymint a Loeys-Dietz szindroma
(LDS) vagy Familiaris thoracalis aorta aneurizma (FTAA) szindroma.

Magat az FBN1 gént 1991 ben irtak le [9]. A gén altal kodolt fehérje egy ciszteinben gazdag
monomer glikoprotein, melynek molekulatomege 350 kDa. Az extracellularis matrix 10-12 nm-
es mikrofibrilliumainak fé6 komponense a fibrillinl [10]. A fehérje 5 strukturalis domain-re
oszthat6 (A-E) [11] (2. 4bra).

Fibrillin 1 protein
D E

- N és C terminilis EGF szer(i, nem kalciumkété domén i Hibrid domén

i EGF szerd, kalciumkoté domén i Prolin gazdag domén . TGFB szerli domén

2. abra: A fibrillin 1 fehérje sematikus felépitése a strukturalis doménekkel és a kiilonb6z6 ismétlédé mintazatokkal.

A B és D domain-ek harom kiilonb6z6 ismétlédé motivumbol allnak. Az epidermal growth
factor-like (EGF) mintazatok 47 alkalommal fordulnak el6 és tobbségiik (n=43) tartalmaz egy
tovabbi kalcium ko6t6 konszenzus szekvenciat is, ezért ezeket kalcium koté6 EGF-like
motivumoknak nevezziik (cbEGF) [12]. A rejtett transforming growth factor-p1 binding protein
(TGFB1bp) mintazat 7 alkalommal fordul el a B és D domainekben. A harmadik strukturalis
elemet Fib-nek vagy hibrid motivumnak nevezték el, mert az EGF és a TGF1bp motivum egy
részének fuzidja lehet [11].

A legnagyobb régio a 2240 aminosav hosszasagu D régio mely 49 ciszteinben gazdag repetitiv
szakaszt tartalmaz megszakitasok nélkiil, a 11-63-as exonok altal kodolva. Szerkezeti

homologiajuk alapjan ezek a szekvenciak harom csoportba sorolhatok.
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A legnagyobb csoport tagjai szoros homoldgiat mutatnak az EGF-motivumok kalciumkétd
alosztalyaval (EGF-CB). Mas fehérjékben kimutattak, hogy az EGF-CB szekvenciaju,
meghatdrozott pozicioban 1évé konzervalt egységek nagy affinitasti, K-vitamintol fiiggetlen
kalcium-kotohelyet hoznak létre. Osszehasonlitva a D régio 41 EGF-CB ismétldd6 szekvenciajat
a kovetkez6 konszenzus szekvenciat kapjuk:
D*X(N/D)*ECX(6)CX(4)CXN*X2GX(Y/F)*XCXCX2GX(9)CX ( ahol a zardjelben 1évo
szamok az atlagos reziduumszamot jelolik, az X barmilyen tetsz6leges aminovasat, a csillagok
pedig a kalcium-ko6téhely konszenzus szekvencidjanak aminosavat). Az EGF-CB repeat-ek kozel
fele pontosan tartja a fenti konszenzus mintazatot, igy a hat cisztein reziduum mindegyike kozott
azonos tavolsagot mutatnak. Egy tovabbi EGF-CB-szeri szekvencia (amelybdl azonban a
kalcium-kotdhelyek kozil kettd hianyzik) is jelen van a D-régioé amino-terminalis végén, amelyet
a 11-es exon kodol.
A masodik csoport tagjai a 8-cisztein motivummal analdgok, amelyet eldszor a TGF-B1-kotd
fehérjében (TGF-bp) irtak le [13]. Ez a szekvencia harom egymast kdvetd cisztein belsd
klaszterét mutatja, amelyek feltételezhetéen a lancok kozotti diszulfid-kotések kialakitasaban
Jjatszanak szerepet. Hat ilyen motivum talalhat6 elszortan a D-régié EGF-CB ismétlédései kozott,
ezeket a 16, 17, 24, 37, 38, 41, 42, 50, 51 és 57-es exonok kodoljak. A 3. csoport egyetlen
cisztein-gazdag szekvenciabdl all. Ezt a szekvenciat a 21, 22-es exonok kodoljak és nyolc
ciszteint tartalmaz, amelyek koziil kettd ugyanazon a relativ helyen csoportosul, mint a TGF-bp
repeat egymast kovetd ciszteinjei.
Az FBN1 masodik cisztein-gazdag régidja (B-régio) 336 reziduumot fed le, amelyet a 2-es
exonban kezdddo és a 10-es exon 5’ részéig tartd szakasz kddol. A szerkezeti homologia és a
genomikai adatok alapjan ez a régio a kovetkez6 elemekbdl all: két Gj cisztein-gazdag szekvencia
(2-es és 3-as exonok); két EGF-szer(i ismétlédés (4-es és 5-0s exonok); a Fib motivum egy 9-
ciszteines szarmazéka (6-os exon); két EGF-CB ismétloédés (7-es és 8-as exonok); valamint a
TGF-bp motivum egy szarmazéka (9/10-es exonok). Az FBN1 két cisztein-gazdag régidja kozott
van egy 58 aminosav hosszusagu szakasz (C-régid), amelyet szokatlanul magas prolin tartalom
(42%) jellemez. Az FBN1 két végi régiodja a karboxi-terminalis régio (E-régio) és a 29 aminosav
hosszusagu, nagymértékben bazikus egységekbdl allo rész az amino-terminalis végen (A-1égio).
Feltételezések szerint a kalcium megkdtése fontos szerepet jatszik a mikrofibrillumok
stabilitasaban és Osszeallitisaban [14], és a szamos cisztein reziduum a felelds az
intramolekularis diszulfid hidak kialakulasaért [15].
Az FBN1 gén nagy, koriilbeliil 200 kb genomialis DNS-t dlel fel [16], 65 kodold exonba

szervezddik és a transzkript mérete 10 kb [11].
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Napjainkig tobb mint 3000 koroki vagy feltételezhetéen koroki eltérést irtak le
(Professional Human Gene Mutation Database, 2022.4 release), és ezen variansok nagyrésze
egyedi eltérés [17].

A korai mortalitas €¢s morbiditas szorosan 0sszefiigg a sziv- €s érrendszeri tiinetekkel. Az
aortagyok és a felszallo aorta progressziv tagulata, hajlamosit az aorta ruptarara [2].

Habér a varians detektalasi rata magasabb azoknal a betegeknél akik mindenben teljesitik a Ghent
kritériumokat [7], az FBN1 eltérések tesztelése kiilondsen hasznos lehet szamos klinikai
szituacioban, beleértve a Ghent kritériumokat nem teljesito betegek tesztelését, vagy sporadikus
esetekben, fiatal életkorban annak megallapitasara, hogy szilikség van-e aorta tagulat nyomon

kovetesére vagy megel6z6 kezelésre [18] [19] [20].
2.1.2 Familiaris hiperkoleszterinémia

A familiaris hiperkoleszterinémia (FH, MIM# 143890) az egyik leggyakoribb autoszomalis
dominans modon 6rokl6d6 genetikai betegség. Ez a korkép a koleszterin haztartas zavara, korai
érelmeszesedésre és a sziv- és érrendszeri szovodményekre hajlamosit. A prevalencidja 1:200-
250-re tehetd, mig a becsiilt prevalenciaja a magyar populacioban 1:340 [21]. A betegség korai
felismerése ¢és a megfeleld kezelés nagymértékben javitja a klinikai kimenetelt. Az FH
diagnodzisanak felallitasa elsésorban a beteg klinikuma alapjan torténik. A betegség mind a mai
napig aluldiagnosztizalt és nem kell6képpen kezelt.

A diagnozis felallitasat segitendd, az Europai Atherosclerosis tarsasag ajanlasai alapjan egy FH
score rendszert allitottak fel [22]. Ez a pontozasi rendszer a Dutch Lipid Clinic Network Score
(DLCNS) néven ismert, elsésorban Hollandiaban alkalmaztak és szamos orszagban atvették a
klinikai gyakorlatba. A pontokat a beteg csaladi anamnézise alapjan illetve a klinikai torténete és
fizikalis vizsgalata alapjan allitjdk Ossze a klinikusok, ami alapjan eldonthetd, hogy az adott
betegnél az FH diagnézisa valdszintitlen (unlikely), lehetséges (possible), valdszinii (probable)

vagy hatarozott (definite) (2. tablazat).
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2. tablazat: A Dutch Lipid Clinic Network Score (DLCNS) pontrendszer elemei és alkalmazasa.

Tiinet/vizsgalat Pont
Ismert korai szivkoszoruér-betegségben (CHD) szenvedd elsdfoku rokon (<55 év, férfi; <60
év, n6) VAGY 1
Els6foku rokon, ismert LDL-C > 95%-os percentilis értékkel orszagonkénti azonos életkor és
nem szerint
Els6foku rokon a kovetkezd tiinettel: tendon xanthoma és/vagy arcus corncae VAGY
Gyermek(ek) LDL-C > 95%-os percentilis értékkel orszagonkénti azonos életkor és nem 2
szerint
Kértorténet
A beteg korai szivkoszoruér-betegségben (CHD) szenved (<55 év, férfi; <60 év, no) 2
A beteg id6 elotti agyi vagy periférids érbetegség szenved 1
Fizikalis vizsgalat
Tendon xanthoma 6
Arcus corneae 45 évnél fiatalabb személynél 4
LDL-koleszterin
>8,5 mmol/L (>325 mg/dL) 8
6,5-8,4 mmol/L (251-325 mg/dL) S
5,0-6,4 mmol/L (191250 mg/dL) 3
4,0-4,9 mmol/L (155-190 mg/dL) 1
Molekularis genetikai tesztelés (DNS analizis)
Koroki varians az LDLR, APOB vagy PCSK9 génekben 8
Osszesitett
pont
Diagnoézis (FH) 6sszpontszam alapjan
Hatarozott (definite) >8
Valészinii (probable) 6-8
Lehetséges (possible) 3-5
Valésziniitlen (unlikely) <3

Az LDL molekula az LDL receptorhoz kotédik, amely a sejtek felszinén helyezkedik el,
majd membrannal hatérolt vesicula formajaban lefiz6dik. Lizoszomalis enzimek segitségével az
LDL lebomlik, majd a felszabadult koleszterin a sejt plazmaba keriil. Az LDL receptor visszajut
a sejt felszinére, igy Gjabb LDL megkotésével, Gjra koleszterint tud a sejtbe juttatni. Az LDL és
receptora kozotti kotés akkor is karosodhat, ha az apoB100 szallitofehérjében kovetkezik be

eltérés. Ekkor hidba van meg a receptor, ha az apoB100 nem kotddik elég erdsen, akkor a

koleszterin felvétele lassul.

A legtobb esetben az FH hatterében az LDLR (Low density lipoprotein receptor, 19p13.2,
MIM * 143890) és az APOB (Apolipoprotein B, 2p24.1, MIM * 144010) génekben bekovetkezett

eltérés all, azonban ritkdbban, mas familiaris hiperkoleszterinémidval Gsszefiiggébe hozhato

génekben is detektalnak patogén varianst.

13




Az els6 ilyen gén a PCSK9 (Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9, 1p32.3, MIM
* 607786) ami egy protein konvertald enzimet kodol, mely fontos a lipoprotein anyagcserében.
A PCSK9 az LDL-receptorhoz koétddve annak lebontasat segiti ezaltal csokken a receptorok
szdma ¢€s no a koleszterinszint. Az FH hatterében 1-2% - ban allhatnak a PCSK9 gén variansok.
Az LDLRAP1 (low-density lipoprotein receptor adaptor protein 1, 1p36.11, MIM * 605747)
eltérései a betegség ritka recessziv formajaért felelések. Az LDLRAPI1 egy olyan feltételezett
adaptor protein, mely sziikséges az LDL normal kiiiritéséhez a vérbdl és interakcidoban all
foszfolipidekkel, a klatrin mediélta endocitozis rendszer elemeivel, valamint az LDL receptor
transducing adaptor family member 1, 4q13.2, * 604298) ami egy dokkol6 fehérjét kodol.
Kaszkadvizsgalattal azonositottdk, mint az FH hatterében alloé 1j lehetséges gént, azonban
funkcioja a lipid anyagcserében még ismeretlen.

Ezekben a génekben bekovetkezett variansok negativ hatissal lehetnek az LDL
lipoproteinek (low-density lipoproteins) vérbol torténé megfeleld eliminacidjara. Ez az LDL
koleszterin (LDL-C) és a total koleszterin (TC) szintek koros emelkedését vonhatja maga utan.
Heterozigota eltérés esetén a betegek LDL-C szintje magasabb mint 5 mmol/L, mig a homozigota
vagy Osszetett heterozigdta genotipusu betegek LDL-C szintje altalaban magasabb, mint 13
mmol/L [23]. A klinikai tiinetek sokkal stlyosabbak lehetnek a homozigota, illetve Gsszetett
heterozigdta betegeknél. Itt megjelenhetnek olyan fenotipusos tiinetek, melyek felvetik a
homozigota familidris hiperkoleszterinémia gyanujat. Ilyen tiinetek példaul a bor- és gumos
xanthoma, a szaruhartyaban extracellularisan lerakodo zsirok (arcus corneae), és az
atheroscleroticus cardiovascularis betegség (ACVD) melyek fiatal, altalaban 20 éves kor el6tt
jelentkeznek. Napjainkig tobb mint 2100 LDLR és 250 APOB eltérést irtak le az irodalomban
(Professional Human Gene Mutation Database, 2022.4 release). Nem azonositottak mutacios
forropontokat az LDLR génben, az eltérések barhol eléfordulhatnak a génen beliil a promotertdl
egészen a gén utolsd exonjaig, habar az irodalmi adatok alapjan a patogén eltérések gyakrabban
fordulnak eld a gén bizonyos régidiban, ugymint a ligand kot6 doménben és az Epidermal growth
factor-like doménekben.

Az APOB gén esetében igen régdta ismert mutacids forropont a 26-0S exonban. Az eurdpai
populdcidban mar az 1980 as évek végén ismert volt egy visszatérd eltérés, mely az irodalomban

R3500Q néven szerepelt hosszh id6n keresztiil [24].
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2.1.2.1 Az APOB szerkezeti felépitése és funkcidja

Az APOB gén a 2-es kromoszoman helyezkedik el, 29 exonbol all, mely 4563 aminosavat kodol.
Az apoproteinek kulcsfontossdgu szerepet jatszanak a lipoproteinek receptorokhoz vald
kapcsolodasaban. A lipoproteinek egyik f6 feladata a sejtek lipidekkel torténd ellatasa, valamint
a felesleges lipidek elszallitasa. Az ApoB-nek 2 forméja 1étezik az egyik az ApoB 100 a masik az
ApoB48. Mindkét fehérjeforma az APOB gén terméke, de az APOB48 az APOB100 egy trunkalt
forméja. Az APOB100 a mgjban termelddik, mig az APOB48 a proximalis vékonybélben.

2.1.2.2 Az LDLR gén szerkezeti felépitése és funkcidja

A low density lipoprotein receptort a 44.5 kb nagysiagua LDLR gén kodolja, mely a 19-es
kromoszoma rovid karjan helyezkedik el. A 18 exonbol all6 gén egy 860 aminosavbol allo 1.
tipusu transzmembran proteint kodol. A génnek 5 funkcionalis doménje van. Ezek a kovetkezok:
N terminalis ligand kotd régio, egy epidermalis ndvekedési faktor (EGF)-prekurzor homolog
régio, egy O-kapcsolt cukrokat tartalmazé régio, egy transzmembran domén, egy C-terminalis

citoszol domén (3.abra).
-
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tartalmaz6 régio

3. abra: Az LDLR gén sematikus felépitése és a gén exonjai altal kodolt fehérje funkcionalis doménjei.

Az LDLR medialja a koleszterin és a koleszterin-észter tartalmtl alacsony stirtiségii lipoprotein
(LDL) részecskék vérbol valod kiiiriilését [25]. Az LDLR kulcsszerepet jatszik a koleszterin
homeosztazisban. Ezt a tényt jol mutatja, hogy tobb mint 2100 LDLR varianst irtak le olyan
betegekben, akik familidris hiperkoleszterinémidban szenvedtek. Ezen eltérések kiilonb6z6
mértékben befolyasolhatjak az LDLR aktivitast.

A variansok fenotipusos hatésait alapul véve az LDLR varidnsok 5 osztalyba sorolhatok.
I. osztaly: az Ggynevezett null varidnsok tartoznak ebbe az osztilyba, melyek kdvetkezménye,

hogy nem keletkezik protein (null allél).
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II. osztaly: azon eltérések tartoznak ebbe az osztilyba, melyek kovetkeztében a keletkezett
protein blokkolva van, akar részlegesen akar teljesen az endoplazmatikus retikulum és a Golgi
komplex kozotti transzportban (transzport defekt allél).

III. osztdly: a harmadik osztdlyba azon variansok tartoznak, ahol szintetizalodik és
transzportalddik protein a sejt felszinére, de nem képes megfeleléen kotni az LDL -t (kotodési
defektussal rendelkez6 allél) .

IV. osztaly: az ide sorolhato eltérések esetében keletkezik protein, mely megfelelden ki is jut a
sejt felszinére és meg is koti az LDL -t, de nem képes klatrin bevonatu godrocskékbe tomoriilni,
¢s igy nem internalizalja az LDL-t (internalizacios defektussal rendelkez6 allél).

V. osztaly: az ide tartozd variansok esetében keletkezik receptor fehérje, mely meg is koti az
LDL-t és internalizalodik is, azonban nem kapcsolja le a ligandumot az endoszémaban, és nem

jut vissza a felszinre (Gjrahasznositasi defektussal rendelkez6 allél) [26].

2.2 Sanger féle DNS szekvenalas

A Sanger féle szekvenalas az értekezés alapjaul szolgalé mindkét tanulményban hasznalt
arany standard modszer, melyet Frederich Sanger és munkatarsai fejlesztettek ki 1977-ben[27].
A modszer egy adott DNS fragment pontos nukleotid sorrendjének meghatarozasara szolgal. A
modszer 1ényege, hogy egy adott DNS szakaszt felamplifikdlunk, mikézben didezoxi-
nukleotidokkal terminaljuk a replik4ciot. Az eredeti modszer szerint a szintézis négy kémcsdben
torténik, ahol a dezoxiribonukleotidok mellé kiilonb6z6é didezoxi-nukleotidokat adnak, igy
minden esetben mas nukleotid tipusnal all le a szintézis a lancterminacié miatt. Végsésoron
minden csében kiilonboz6 hosszusagu fragmentek keletkeznek ugy, hogy ugyanarra a
nukleotidra végzddnek. A reakcidhoz radioaktivan jelolt dJATP-t is adnak. A négy csé tartalmat
poliakrilamid gélben elektroforézissel futtatjak, melynek megfeleld a felbontasa ahhoz, hogy az
egy nukleotidnyi eltérést is detektalja. A fragmentumokat autoradiografiaval tették lathatova. A
négy mintat egymds mellett futtatva, a kiilonb6z0 méretli fragmentumok hosszusag szerint
szétvalnak. A leolvasast a legtavolabbi, legrovidebb DNS szakasztol kezdik. Ez a modszer nagy
pontossagu, de rendkiviil idéigényes, ezért kidolgoztak ennek az automatizalt valtozatat, mely
szintén a Sanger mddszeren alapult azzal a valtoztatassal, hogy a négyféle didezoxi-nukleotid
mas-mas szinli fluoreszcens jeldlést kapott, igy gerjesztés hatasara kiilonb6z0 szinekben
fluoreszkalnak. Ezzel lehetdvé valt egyetlen csében egy 1€zer segitségével torténd leolvasas.

A kibocsatott fény hullamhossza alapjan egy detektor azonositja a nukleotidokat és egy program

segitségével leolvashatdak és szekvenciara fordithatoak a detektalt jelek. (4.abra)
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4. abra: Sanger féle DNS szekvenalas folyamatat bemutatd sematikus abra.

2.3 Uj generaciés DNS szekvenailis (NGS)

Uj generaciés DNS szekvendlas alatt azokat a nagy ateresztSképességli modszereket értjiik
melyek képesek egyidejilileg, parallel akar a teljes human genom nukleotid sorrendjének
meghatarozasara. Az 4j mddszerek a Sanger-féle szekvenalastol 1ényegesen kiilonbéznek mind
a lancszintézisben, mind a detektdlds modjaban. Gyorsasagukbol és a keletkezett adatok
mennyiségébdl adodoan rendkiviil fejlett és preciz automatizacidra és nagy szamitogépes
kapacitasra van sziikségiik.

A legelterjedtebb ilyen modszert Sequencing by synthesis (SBS), vagy magyarul szintézis alapu
szekvenalasnak is nevezik, mivel a leolvasas akkor torténik, amikor a vizsgalt DNS szallal
komplementer szal szintetizalodik és ezt valds idében detektdljuk. Az 0j generdcids DNS
szekvenalasi modszereknek 3 f6 [épése van:

1. konyvtarkészités: A konyvtarkészités soran a vizsgdlni kivant DNS molekuldkat
fragmentaljuk, majd olyan oligonukleotidokat (indexeket) és adaptereket ligalunk hozza melynek
segitségével kivitelezhetd a fragmentek szekvenalasa, A molekularis barkodok kifejlesztése és
hasznalata jelentette a megoldast a multiplexalhatdsdg problémajara, ugyanis igy mar DNS

szinten jelolve vannak a betegmintak €s nincs sziikség a fizikai elkiilonitésiikre a vizsgalat soran.

17



A DNS szekvenalas alatt a mintdk 6sszekeverve teljesen random modon rendezédnek és igy
torténik meg a szekvenciak leolvasasa. Fontos kiemelni azt, hogy a molekula szinten jelolt
mintakat bioinformatikai uton tudjuk demultiplexalni, melynek soran a leolvasott szekvenciakat
adott betegekhez tudjuk tarsitani. Egyszerre a szekvenald chipek kapacitasatol, a kivant
szekvenalas mélységétdl és a hasznalt indexek tipusatdl fiiggden akar 384 minta is futtathatd
egyetlen chipen. Ez a multiplexalasi lehetdség nagy elére 1épés a korabbi technikdkhoz képest,
ahol egy szekvenalas egyetlen minta vizsgalatat jelentette, a mintdk parallel torténd
szekvenalasaval azonban toredék 1d6 alatt végezhetjiik el a vizsgalatot.

A fragmentek eloallitdasara két alapveté megkozelités létezik. Az els6 a PCR alapu
fragmentkészités, ahol hagyomanyos primereket hasznilnak multiplex PCR formdjaban igy
amplifikalva fel a vizsgélni kivant szakaszokat a megfeleld fragmentméretben. A masodik, az
ugynevezett ,,capture” alapt modszer, amikor a DNS mintét el8szor fragmentéljak mechanikusan
vagy enzimatikusan a megfeleld méretre, majd a vizsgdlni kivant szakaszokra specifikus,
biotinalt probakkal , kihaladsszak™ a megfeleld fragmenteket és a nem kivant részeket lemossak.
Ezt streptavidines magneses gyongyok segitségével teszik, melyek csak a vizsgalni kivant
szakaszokat kotik meg.

2. szekvenalas: ebben a lépésben valamilyen mdédon meghatarozzuk a nukleotidok pontos
sorrendjét. A detektalasi modszer tobbféle is lehet, az esetek nagy részében nagy felbontasu
kamera segitségével ¢€s fluorescens jeloléssel, de példaul szemikonduktor segitségével pH
valtozéas mérésével is torténhet a nukleotidok leolvasasa.

3. Alignment vagy illesztés: Ebben a Iépesben egy referencia genomhoz illesztjiik az dsszes
leolvasott szekvenciat, igy megkapjuk az esetleges eltéréseket a referenciatol.

A DNS alapu vizsgalatok koltségei jelentdésen csokkentek, mig a hatékonysaguk ugrasszeriien
megndtt. A modszer egyarant hasznalhato DNS és RNS alapu vizsgalatokra is.

Megemlitendd, hogy jelenleg is igen aktiv fejlesztés alatt 4ll az gynevezett harmadik
generacios DNS szekvenalo technologia, mely a masodik generacids technologiaval szemben a
leolvasott szekvencia hosszat helyezi el6térbe. A meghatarozashoz egyetlen DNS molekula is
elég és a leolvasas hossza akar tobb tizezer bazispar is lehet. Ez a megkdzelités kivaloan alkalmas

a strukturalis eltérések azonositasara.
2.3.1 Piroszekvenalas

A piroszekvenalas egy olyan 0j generacids szekvenald modszer, melyet a 90-es évek végén
dolgoztak ki és a 2000-es évek elején keriilt kereskedelmi forgalomba 454 sequencing system

néven az elsd ilyen elven miikodo szekvenald késziilékek.
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A piroszekvenalas is az SBS, vagy szintézis alapu szekvenalas elvén miikodik, amikor is egy
egyszali DNS molekularol komplementer szalat szintetizaltatunk enzimatikusan. A szintézist
valés idében kovetjiik nyomon egy kemilumineszcens enzim segitségével. Egy nukleotid
beépiilése soran pirofoszfat (PPi) keletkezik, melynek mennyiségét mérjiik egy kapcsolt
enzimreakcioval. A reakci6 végén a luciferaz enzim altal kivaltott fényfelvillanas all, melyet egy
fejlett érzékenységii kamerarendszer segitségével képesek vagyunk detektalni. Ahhoz, hogy
detektalhatd jelet kapjunk a fényfelvillanasbol sziikség van a jel felerdsitésére, mely a
szekvenalasi reakciok parhuzamositasaval érheto el. Erre az ugynevezett emulzidos PCR reakciot
dolgoztak ki, melynek sordn a vizsgadlandd6 DNS szakaszt PCR segitségével felszaporitjak
polisztirén gyongyok feliiletén.

A gyongyokhéz mindig csak 1-1 DNS darabot kapcsolnak, majd a gyongyoket olaj-viz
emulzidhoz adjak. Egy vizcseppben 1 db gyongy talalhaté és minden egyéb a PCR reakciohoz
sziikséges reagenst tartalmaz.

Egy adott gyongy feliiletén egy DNS molekula masolatai sokszorozodnak fel akar tobb millid

kopiaban. Ezt klonalis amlifikacionak nevezziik (5. abra).
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5. abra: Az emulziés PCR segitségével torténd klonalis amplifikaciéo miikddése.

Ezutdn a gyongyodket olyan szaloptikabol készitett, néhany cm?-es lemezre juttatjuk
centrifugalds segitségével, melynek feliiletén akar egy millional is tobb mélyedés talalhato,
melyek atmérdje 40-50 pm korili, igy csak egyetlen gyongy fér bele, térfogatuk pedig
pikoliterben mérhetd. A szekvenalashoz sziikséges egyéb reagenseket az automatizalt rendszer
adagolja a szekvendlo lemez feliiletére. Ezekben a kis mélyedésekben egymastol fliggetlentil,
parhuzamosan zajlanak a szekvenald reakciok, melyeket a kamera folyamatosan dolgoz fel. Az
eljaras soran fontos, hogy egyszerre csak egy tipusu nukleotid legyen jelen, ami vagy beépiil az
ujonnan szintetizdlodd6 DNS szélba, vagy nem. A be nem épiilt nukleotidokat a rendszerbdl

eltavolitjuk mieldtt hozzaadjuk a kovetkez6 nukleotidot.
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Ha az adott nukleotid beépiil akkor az adott jel nagysaga egy egység lesz. Ha egymas utan azonos
nukleotidok, ugynevezett homopolimerek talalhatéak a vizsgalt DNS szakaszon, akkor a
homopolimerek nagysaganak megfeleléen n6 a jelintenzitas nagysaga, azaz példaul 3 adenin
beépiilése esetén a detektalt jel hdromszoros lesz. A piroszekvenalas modszerének ismert
problémaja, hogy ez az elméletileg linearis jel novekedés egy bizonyos nagysagi homopolimer
felett mar nem mindig ad megbizhat6 eredményt. Ez a szam altalaban 4 nukleotidig megbizhato
azonban efelett bizonytalan mérési adatot adhat, az adott nukleotid tipusatdl és a homopolimer

hosszatol fliggben [28].
2.3.2 Illumina szekvenalasi technolégia

Vilagszerte a legelterjedtebb szekvenalasi mddszer jelenleg az Illumina cég szintézis alapu
szekvenalo technologidja. Eredetileg rovid és gyors leolvasasra tervezték, mara azonban a
tobbszaz nukleotidos leolvasas is elérhetd. A minta el6készitéséhez a DNS-t révid 100-200 bp
kortli szakaszokra fragmentaljak mechanikusan vagy enzimatikusan. A duplaszaltt DNS szalak
végeit kijavitjak, és egy adenint adnak a 3° végekhez. Ehhez egy tilnyul6 timinnel rendelkezd
adapter DNS darabot ligalnak. Ez az adapter tartalmazza az Ggynevezett index szekvenciakat,
melyek a mintak azonositasara szolgalnak egyfajta molekularis barkodként, illetve az adapterek
végein olyan rovid szekvencidkat, melyek minden amplikon végén azonosak (P5 és P7
adapterként jelolik). Ezek lehetove teszik a denaturalt egyszala DNS konyvtarnak a szekvenald
chipekhez torténd kotddését, oly mddon, hogy a chip felszinére ezekkel a szekvencidkkal
komplementer primerek vannak kihorgonyozva.

A detektalashoz itt is sziikséges a klonalis amplifikacié, ami ennél a technologianadl egy
ugynevezett hid amplifikdciot jelent. Ebben a 1épésben a chip felszinéhez kotott molekulakat
helyben amplifikaljuk és az amplifikaciot kovetden a DNS molekulak tigynevezett klasztereket
alkotnak. Minden egyes klaszter egy-egy DNS kopia tobb ezer masolatat reprezentalja, melyek
egymdashoz nagyon kozel helyezkednek el. Ez az eljaras lehetové teszi az érzékeny kamera
szdmara a klaszterek detektalasat a szekvenalo reakcid alatt, ugyanis minden egyes DNS kopia

egyszerre ad jelet egy klaszteren beliil (6. abra).
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6. abra: Klonalis amplifikéacio6 hid (bridge) PCR segitségével (sematikus abra).

A szekvenalas elsd 1épéseként a denaturdlt DNS szalakhoz hibridizaltatunk egy szekvendlo
primert, melynek segitségével a DNS polimerdz katalizalja a fluoreszcensen jeldlt
dezoxiribonukleotid trifoszfatok (ANTP-k) beépiilését a DNS templat szaljdhoz a szekvendlasi
ciklusok alatt.

Minden egyes ciklus alatt a nukleotid beépiilését kovetden a kibocsatott fluoreszcens jel alapjan
azonositjuk. Mivel ezzel a technologiaval akdr mind a négy tipusu nukleotid mas-mas
fluoreszcens festékkel van megjelolve, igy az azonositds, a piroszekvenalastol eltérden,
egyesével torténik. Minden jel6lt nukleotidon taldlhaté egy reverzibilis termindtor ( 3’ blokkolo),
amit a detektalas utan kémiai ton eltavolitanak majd minden be nem épiilt nukleotiddal egyiitt
lemosnak a rendszerbdl. Az tigynevezett paired-end szekvenalas soran egy adott DNS molekula
nukleotid sorrendjét mindkét iranybol meghatarozzuk, igy sziikség van a templat szal atirasara,
ami szintén a chip felszinén torténik az elsd leolvasas utan. Az Gjonnan szintetizalodott DNS
szalat denaturaljuk, majd az ellenkez iranybol is meghatarozzuk a nukleotid sorrendet egy
masodik szekvenald primer segitségével. Sziikség van a rovid 6-10 bp-os index szekvenciak
pontos leolvasasara is a mintdk késObbi azonositdsa miatt igy ennek érdekében kiilon index
szekvenald primereket hasznalunk, ami lehet a DNS templat mindkét végén azonos, de
kiilonboz6 is. Az igy kapott readeket vagy szekvenciakat bioinformatikai uton egyesitjiik és
értékeljiik. Egy mindkét végén indexalt DNS konyvtar paired-end leolvasasi sorrendje Illumina
MiSeq késziiléken a kovetkez6: Readl, Indexl, Index2, Read2 (7. abra).

21



Read 1 Index 1 (i7) Read

i5 Index
DNA
Insert
i7 Index
L Primer
i7 Index | :

i7 Index

Index 2 (i5) Read

Chemistry-Only—|
Cycles

i5 Index

Grafted P5 Oligo

Read 2

Read2
Primer

7. abra: Az illumina Miseq szekvenalo késziilék nukleotid leolvasasi sorrendjének sematikus abraja. Forrds:www.

illumina.com
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3. Célkitizések

1) Célul thztik ki kiilonbdz6 nagy ateresztoképességii 1) generaciés DNS szekvendlod
modszerek alkalmazhatosaganak és hatékonysaganak vizsgalatat, olyan monogénes betegségek
esetében, ahol a koéroki gének mérete vagy szdma miatt kordbban a diagnosztikai vizsgalatok a

hagyomanyos modszerekkel dragak és idéigényesek lettek volna.

2) Egymassal rokoni kapcsolatban nem 4ll6, magyarorszagi Marfan szindroma gyantjaval
vizsgalt betegek molekularis genetikai eredményei alapjan a magyar betegpopulacio mutacios
spektrumanak meghatarozasat, fenotipusos jellemzdinek Osszefoglalasat, és egy visszatérd

csendes varians patogenitasanak vizsgalatat tiiztiik ki célul.

3) A magyar klinikailag FH gyanus betegek esetében célul tliztiik ki a genetikai vizsgalat
elvégzését, valamint a mutacids spektrum meghatdrozasat és Osszehasonlitasat az irodalmi
adatokkal. Az egymassal nem rokon betegek esetében detektalt feltételezett koroki eltérések és a
genotipus-fenotipus Osszefliggések leirasat, illetve egy egy exont érintd delécio esetében a pontos

toréspont meghatarozasat.
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4. Betegek és Mddszerek
4.1 Betegek
4.1.1 Betegek Marfan szindroma gyanuval

Huszonhat olyan beteg esetében, akik Marfan szindroma vagy egyéb kotdszoveti
rendellenesség gyanujaval érkeztek, a fenotipusos jegyeket és az elérhetd klinikai adatokat a
detektalt eltérésekkel egyiitt az eredmények fejezetben részletesen targyaljuk. A klinikai
diagndzis felallitasat, amennyiben elérhetd volt, klinikai genetikus, gyermekgyogyasz vagy
belgyogyasz allitotta fel a Ghent kritériumok alapjan[7]. A betegek szisztémas érintettségét és a
szamitott pontszamokat az 3. tdblazatban foglaltuk 0ssze. A betegek atlagéletkora 19 év volt. A
legfiatalabb beteg 1 honapos, mig a legid6sebb 52 éves volt. Tizenhét beteg 20 évnél fiatalabb,
mig 2 beteg 1 év alatti volt. Minden beteg esetében rendelkeztiink a beteg vagy torvényes

képviseldje altal alairt genetikai beleegyezd nyilatkozattal.

3. tablazat: A betegek szisztémas érintettségét sszefoglald tablazat a részletes tiinetekkel.

Beteg azonosito
Szisztémas tiinet Pont 1/2[(3|4|5|6|7|8[9|10(11)12(13|14|15/16|17|18[19)|20(21|22|23(24)|25(26
Hiivelykujj- ES csuklétiinet 3 X | X [NA X | X X | x X X X X [NA| X NA X
Hiivelykujj- VAGY csuklétiinet 1 NA X X X X X X[ X | X[X]|X
Pectus carinatum 2 X NA X | X X X NA X
Pectus exc vagy melll i ria 1 X X[ X]| X X| X | X X[X]|X]|X X[X]|X X X[X]|X
Labdeformitas (sarok valgus éllasa 2 X |NA NA[NA|[NA|NA| X [ X [NA| X X [NA|NA NA
Pes planus 1 X [NA| X [NA[NA|NA| X | X NA[X| X |X|NA| X | X[ X|X|NA[X|X]|[X X[X]|X
Pneumothorax 2 NA NA X [NA| X X NA
Dura ectasia 2 NA NA NA
Protrusio acetabuli 2 NA[NA|NA|NA X NA
Csokkent felso szegmens/als6 szegmens ES
emelkedett NA|NA| |NA X [NAINA| | x| x|NA| [ x[NA| [ X X[ x| x|x|x]|x
karfesztavolsag/magassag arany sulyos scoliosis
NELKUL 1
Scoliosis vagy thoracolumbalis kyphosis 1 X|X|X|X X|X|X|X X|X|X[X[X|X]|X[X[X]|X]|X X
Csokkent konyok 1 NA[NA|NA NA NA |NA NA|NA X |NA NA|NA X
Arckarakter (3/5 pozitiv) 1 X| X|X[NA[ X | X|X X| X X | X| X |NA X X X[ X|X[|X]|X
Stridk a boron 1 NA X [NA NA X X X X
Myopia > 3 dioptria 1 X | X [NA X X X NA| X X
Mitralis billenty( prolap 1 X NA| X | X|X]|X]| X X| X |X]| X|NA X[ X[ X[X]|X X[ X[X][X
(")sszpontsza'm: 7/9)8|2|3)|10/{8|10|/10|(7 |10/ 8|12/ 7 [4|7|7[9]|6|8|7|6|6|6[8]|9

Jelolések: NA, nincs adat. A ,,Pont” oszlopban a szisztémas tiinetek egyes pontértékei lathatdoak, melyek segitségével a tiinetek

Osszességének pontértéke kiszamithato.

4.1.2 Betegek Familiaris hiperkoleszterinémia gyantval

N4

Az egész orszag teriiletérdl vizsgaltunk olyan betegeket, akik familidris hiperkoleszterinémia
(FH) klinikai diagnozisaval érkeztek. Azon betegek esetében, ahol genetikai eltérést
detektaltunk, az elérhetd vér szerinti csalddtagok genetikai vizsgalatat is elvégeztiik. Minden
beteg esetében rendelkeztiink a beteg vagy torvényes képviseldje altal alairt genetikai beleegyezd
nyilatkozattal. A relevéans klinikai informacidk és laboratoriumi eredmények a legtobb beteg
esetében rendelkezésiinkre alltak. A klinikai diagnézist, ahol lehetséges volt, klinikai genetikus
vagy belgyogyasz allitotta fel a laboratoriumi leletek €s az esetleges fenotipusos jegyek alapjan.

A patogén varianssal rendelkez6 betegek kozott 31 ndi és 13 férfi beteg volt.

24



A betegek atlagéletkora 48 év volt. A legfiatalabb 14 éves, mig a legidosebb 78 éves volt a
klinikai diagnozis felallitasakor. Az atlagos LDL koleszterinszint 7,2 mmol/L, mig az atlagos
osszkoleszterinszint 10,4 mmol/L volt azon betegek ko6zott, akik legalabb egy patogén eltérést
hordoztak.

4.2 Genomialis DNS izolalas

A DNS izolalas K3-EDTA-val (etiléndiamin-tetraecetsav) vagy Na-citrattal alvadasgatolt
periférids vérmintaibol tértént QIAamp Blood Mini kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany)
NanoDrop 2000/2000c UV-Vis spektrofotométerrel, illetve Qubit 4 Fluorometerrel (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA) hataroztuk meg.

4.3 Piroszekvenalas és Sanger féle szekvenalas alkalmazasa az FBN1 gén vizsgalatara

Tizenot beteg esetében az FBN1 gén kddolo exonjait €s az exon-intron hatarokat 65 individualis

PCR reakcioban amplifikaltuk, melyhez egy korabbi kdzlemény PCR primerjeit vettiik alapul

[29] [30]. Az individualis amplifikaciohoz alkalmazott PCR kondiciok az alabbiak voltak:
Térfogat/reakciod PCR kondiciok (35 ciklus)

Forward primer (10 pmol/pL) 1.0 uL 95 °C 5 perc
Reverse primer (10 pmol/uL) 1.0 pL 94 °C 45 masodperc
dNTP mix (10mM) 1.0 uL 60 °C 1,5 perc

10x PCR buffer (PicoMax) 5.0 uL 72 °C 1,5 perc

steril desztillalt viz 36,6 uL 72 °C 10 perc
Tag-polimeraz: 0.4 pL 4°C o

Templat (gDNS) (100ng) 5.0 uL

Végtérfogat 50.0 uL

Huszonhét PCR primert Ujraterveztink a Primer3 nevll tervezOszoftver segitségével
(http://bioinfo.ut.eu/primer3-0.4.0/), hogy megfeleljenek az altalunk tamasztott kovetelménynek,
mely szerint a PCR termékek mindegyikének hasonld hossziisagu terméknek kell lennie, ugyanis
a til rovid PCR termékek a klonalis amplifikacio soran tulreprezentaltak lennének. A primereket
az 4. tablazatban foglaltuk 6ssze. Az amplikonok vizsgalatat bidirekcionalis piroszekvenalassal
végeztiik 40x-es lefedettségi kritériummal (lefedettség alatt azt a szamot értjiilk, ahany
alkalommal leolvastuk az adott nukleotidot) Roche GS Junior 454 piroszekvenald késziiléken
(Roche 454L.ife Sciences, Branford, CT).
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A piroszekvenalas metodikajanak jol ismert homopolimer problémaja [28] miatt 49 exont
analizaltunk piroszekvenalassal, mig 16 exont, amely homopolimereket tartalmazott Sanger féle
szekvenalassal vizsgaltuk.

A Sanger szekvenalds kivitelezéséhez Big DyeTerminator v3.1 Cycle Sequencing Kkitet
hasznaltunk a gyartoi instrukciok alapjan (Applied Biosystems, Foster City, CA). A mintakat
ABI prism 310 Genetic Analyzer késziiléken futtattuk és a nyers adatokat a Sequencing Analysis
Software (Applied Biosystems) segitségével értékeltiik. A piroszekvenalas soran nyert nyers
adatokat az Amplicon Variant Analyzer szoftver (Roche 454 Life Sciences) segitségével a

referencia szekvenciahoz illesztettik, és értékeltiik.
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4. tablazat: Az FBN1 gén vizsgalata soran felhasznalt primerek

Exon Forward primer (5°—3”) Reverse primer (5°—3’)

1. GCA AGA GGC GGC GGG AG * TGA AAC TTG GGAGACCCAC*

2. TCT GCC AGG ATTCATCTTGC * CAA CAC AAC AAA AGA AGG AC *

3. TCGTGT TCC AAATCC ATGTG * GGG GTATAA CCA CAT AAAATA AT *
4. AAC TCCTGT GAGCTGTTGC* GCT GTGTCC CAG GTAATCG*

5. TTT ATT GTT GTC CTT CCA GAGG t GCC ATG CAG ACCCAATGTC t

6. TCTGCATGATGGTTCCTGC™* CCA GAG CAAATAAGATTAATCC
7. TCT GCAATG AATTTC ATATGAG™* ACT ACA CCC CCCAACTGC™*

8. ACT GACGAATGG TTTTATATT G * TAC ACA AACCATGCATGCTG *

9. GTT ACA AGT ATT ATC TCA GCG * TGA GGG CTG GGA TGG GAT A ¢

10. CAGCTGTTGTGT TTTGTTTTIG* ATG TTAACT TGAACAATGCAAG*
11. ACT GAT GAAAGATACCATAGTT* AGG AAC AGA ATT ACAACAGAC *
12. CTT AGA ATT ATG AGG TAT TGC T ¢ CAG TTA GCA TAT ATG TCC CAC *
13. TCC CCT AAATAAAGC TATTTC * TGA AAC TGC AAT GGA AGG AG *
14. TCT GGT CAT AAG AAAATGTAT G * AGG AGA AAA GGC ACG TGA AG ¢
15. TGT CACTTCATT TTT AAT AAGTG * GTG ACAGAG GCTGAACCTC*

16. CTCATCTGT TTG AAG TGA CAG * GGT GGC AGA AGG CTGGC *

17. TTT AAA ATG GGA GCC TGG TG ¢ ACC CAC AAG AAA GCC TGA TG ¢
18. TGA GAA AAA GAG ACAGAG TGT * TCT AAG CTACTC AAAGGC AG *

19. AAA GTT TGG GCCCTT TTT AAG * ATA GCAAAG TACACAGTATAAG*
20. CCAAGACTAGATTTT AGC AG * TTA AGT ATAACA ACATTG ATA AAC *
21. GTG TATGTTTGAATT TTT ATATAG * TTC TCA TGT GAG CCT AGATAA A
22. CTACTTCATGTTCCAGGTC* CTGTTCCGT TTT GTAGTTCTC *

23. GTTTTATGAACTTACCAGGTTC* ACC TGA AGC TAA GTGCTC A9

24. GCC GTG TGG CTC TAT TTA AC ¢ ATT GGC CAT GGA AAA CGT AA ¢

25. CAA GAACTT CCAACCTTCATG * TTA AAG GACGTCCCCTCTC™*

26. AAT TAA GGC TGT CCT GAG AC* CAT GGAATCCTTCTCTTTCTG*

27. GGC CCCCACCTTTAACATG™* GTG TGA AAG TCT TTC TCCT ¢

28. TGC CAA AGT TGG AAG CTT ATG * TCA GAG TAC ATA GAG TGT TT ¢

29. CAG ACATCC AAACCATATCAG* GAA CCT ACT GAG AGA TTC AAC *
30. AAT AGT CTT ATG CTAGTAGGC * ACA GTG CTT ATG ACT AAC AAG *
31 GTA CTC AAT GAT ATCAAATAGC* ACC AATCTCTTAACT ACTTAATA*
32. CCA AAA GAC ATT TGT GCT GAG * GTG TAATCT ATGCAGTCCTTG *
33. GGT TTT AAATACCACCCTTTC * CTG GCT TCTCTG ACT AGT G *

34. CGA GGA AGAGTAACGTGT G * TCA AGC CCA GCA AGG CTC *

35. AGTTTTTTGCTTTTTTCT CCCTC * CGG GAC ACC AGG GAGCTG *

36. GAT AAC TCC ACT ACT CAC TG ¢ AAT ACA CAGTATGCT TGCTTC *
37. GTA GAAAGATTCTGC CTG ATG * GAA CTG GCT GGA GTT GAA AT *
38.+39. | AAA AAC TTT AGA TTC AAA ACA ACT CAA ¢ | CCT TAT CAT CCT ACC AGG ACC A ¢
40. AAATGT GAAGTT TTCATATTCAC* CAT GCATTA CTG AGA AAAGCT *
41. GCT TGT TGA GTATCC ACT TAG * GCTTCCTTC GCT AAGACT G *

42. CTA TCC TCC CAT CCC ACCTT ¢ CAG GGT GTT TGC ACA GTT TG ¢

43. TGT CCT GTC ACT CAT GAATG * CTCTTT TCT GGA TAT GAT AAAG *
44. CTGTTCTCCTTC AAATTC AGT * GTA GGC ATG TCC AGC CTG *

45. GAG CTAGGATTACTCCTG AG * CTGCTG CAT ATCTGTCTGTG *

46. AAG TTC TCAGCCTATGGATG* TGG AAC ACT AGA GAT GATGC *
47. TAT TAA AGG ATT GTT GGG GA t TTC CAG GTC TTT CTA AGT CC t

48. GAT GGA AGT CAT GCCAGT G * GGA CAC CCG ACACTCCTC*

49. TGA TGA TGT CTC CAT CGT GT TGC AGC ATT GAA AGC CCA AA
50. ACG GAC TCA GTAGGAAAGC™* CAG TCT GCA CCC TGC ATG *

51. AAT CAC AGA TGC CCA AGG AG ¢ CTG AGA AAT GCT GAG AAT CCA ¢
52. TTT TGT CCC TTC ATT TAG ATA GCA ¢ TTT GTAAAGTTC CTA TGG AAG AAA A
53. TTA TCT CAA TTC ATC ATG TTT TG ¢ CCATCAGGCCTAGATGATC*

54. TTTTGT TGC TGT CCATGATC* CTC ACAGAT AAAGCTTCCTG*

55. GCAGATATATGCATTTTICTTITG™* GTCCACTGT CACTTCTGATG *

56. TGG TCAGAT GACTCTTCT TG * GTG TGG AGG CTGAGGTTAG*

57. ATTTCCTGACATCCCCTTTG* CAA ATA AAT AGATTC CCT GCA AG *
58. CAC TGA AGT GACCCCCTAC* AAT TTC CAC TTG AGG ATA AGC *
59. GCG TGT ACA CAT CAT TTT TAG * ATG TGT CAG GAG CTAGGT G *

60. ATCCTGTTT TGT TGG CTT GAC * GAATCG CTACAATCCATGTAG*
61. GTATGT GTGAGC ACACCTG* CTC CAC AAGGATTCACCAG*

62. AGA GAT GTT GAG TTGGCATC* TAG GAC CTG ATAGCCATGC*

63. AAG TGG CCA GAT CCA ATG TC ¢ ATC TCC AAC CAT GACCAG GA ¢

64. CCTACCTTGTCTTCCCATTC* AGT TTC TCC CTG GGG AGC *

65.A AAT ATG AGA GCT AAG TGG CAT ATG TA ¢ TGA ATA GGT TCC AGC CACTG ¢
65.B CAA CCA AAA GGA AGG GATCA ¢ TGA TTC TGA TTG GGG GAA AA 0

A primerek forrasai: * [29], + [30], ¢ Ujratervezett primerek.
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4.4 Uj generacios szekvenalas Illumina platformon Marfan szindrémas betegek esetén

Nyolc Marfan szindroma gyantjaval érkezett beteg esetében egy Marfan MASTR (Multiplicom,
Niel, Belgium) nevii kereskedelmi forgalomban kaphatd kitet hasznaltunk az FBN1 gén
vizsgalatara. Ez a kit egy multiplex PCR elven alapul6 kit, mely az FBN1 gén k6dol6 exonjait és
az exon-intron hatarokat vizsgalta. Tovabbi 3 beteg esetében egy sajat tervezésii génpanel
(Qiagen) segitségével vizsgaltuk nemcsak az FBN1, de a TGFBR1 és TGFBR2 géneket is. Ez a
génpanel az el6z0 kittdl eltérden egy tgynevezett “capture” elven miikodd konyvtarkészitd kit
volt. Az elokészitett mintakat [1lumina Miseq késziiléken futtattuk (Illumina, San Diego, CA). A
nyersadatokat a NextGene nevii analizalo szoftver segitségével analizaltuk (SoftGenetics, State
College, PA).

4.5 FBN1 mRNS vizsgalat

A 26-os szamu betegtdl borbiopsziat vettiink a honaljbol, fibroblaszt sejtek tenyésztése és
vizsgalata céljabol. Total RNS-t izolaltunk a bdr fibroblasztokbol 3-5 passzalas utan TRIzol
reagens segitségével (UD-GenoMed Medical Genomic Technologies Ltd., Debrecen, Hungary).
Ezt kovetéen reverz transzkripcid segitségével cDNS-t nyertiink a mintabol High-Capacity
cDNA Reverse Transcription kit segitségével (Thermo Fisher Scientific). A reverz traszkripcid
utan a 26-os exont és a kornyezé exon-exon hatarokat amplifikaltuk és bidirekciondlis Sanger
szekvenalassal vizsgéltuk az alabbi PCR kondiciok szerint:

Térfogat/reakciod PCR kondiciok (40 ciklus)

Forward primer (10 pmol/uL) 1.0 uL 95 °C 5 perc
Reverse primer (10 pmol/uL) 1.0 pL 94 °C 30 masodperc
dNTP mix (10mM) 1.0 uL 50 °C 30 masodperc
10x PCR buffer 5.0 uL 72 °C 1 perc

steril desztillalt viz 40.6 uL 72 °C 10 perc

DNS polimeraz 0.4 uL 4°C o

Templat (cDNS) 1.0 uL

Végtérfogat 50.0 uL

A primereket a Primer3 nevii szoftverrel terveztiik. A cDNS vizsgalatara felhasznalt primereket
a 5. tablazat tartalmazza. A mutans és vad tipusu allélek aranyat is meghataroztuk mind a cDNS,

mind genomidlis DNS-bdl.
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Az arany megallapitasara piroszekvenalast alkalmaztunk, és a nyers adatokat a Amplicon Variant

Analyzer szoftver (Roche 454 Life Sciences) segitségével értékeltiik.

5. tablazat: Az FBN1 cDNS vizsgalatdhoz tervezett és hasznalt primerek.

Amplifikal6/szekvenalé primer

Primer szekvencia (5'—3")

FBN1cDNS 25-27F

GAAACACCATTGGCAGCTTT

FBN1cDNS 25-27R

GGCATTCACAGCGGTAACTT

4.6 A Familiaris hiperkoleszterinémia hatterében allo gének szekvenalasa

Az FH-val leggyakrabban kapcsolatba hozhat6 gének vizsgalatira a Devyser FH V2 kitet
alkalmaztuk a gyartdi instrukciok alapjan (Qiagen GmbH, Hilden, Germany). Ez az amplikon
alapt konyvtarkészitd kit képes vizsgélni a gének kodold régidit és az exon/intron hatdrokat
minimum +/- 10bp tavolsagban. A kit az alabbi géneket vizsgalja APOB: MIM * 144010, LDLR:
MIM * 143890, PCSK9: MIM * 603776, LDLRAP1: MIM * 603813, STAPL.

A szekvenalasokat Illumina MiSeq késziiléken végeztiik 300 ciklusos leolvasassal a gyarto
utasitasainak megfeleléen. A nyers adatok kiértékelését a NextGENe (SoftGenetics) szoftver
segitségével végeztiik 40x-es lefedettségi kritériummal.

A vizsgalt mintdkat kopiaszambeli (CNV) eltérésekre nézve is megvizsgaltuk a lefedettségi
adatok alapjan. A detektalt patogén eltéréseket Sanger szekvenalassal is konfirmaltuk. A

primerek tervezéséhez a Primer3 nevii tervezo szoftvert hasznaltuk (https://primer3.ut.ee/) .

A primereket a 6. tablazatban foglaltuk dssze.

sy

LDLR amplifikalé és szekvenalé primerek
Exon Forward primer (5°—3’) Reverse primer (5°—3’)
1 GGGTTAAAAAGCCGATGTCA TCCCAGGGATGGAGTGATTA
2 CAGACTGTTCCTGATCGGATG AGCGGATCACTTGAGACCA
3 CGCCACCACACCCAACTA GGACCCCGTAGAGACAAAGTC
4a GACTTCACACGGTGATGGTG CCCCTTGGAACACGTAAAGA
4b AAGTGCATCTCTCGGCAGTT CCAGGGACAGGTGATAGGAC
5 ACTCCTGGGCTCAAGCAAT GCCCTCTGGCTTCACAAAT
6 GGGATTACAGGCACAAACCA TTCCCAAAACCCTACAGCAC
7 GAGAGTGACCAGTCTGCATCC TTTCCATGCAGGTGGAATCT
8 GATGACTGGGGATGACACCT TCAGGGGATATGAGTCTGTGC
9 TTTTCCACCCTCTTTTTCTGG TGCTGAGGCAGGAGGAGA
10 TGATGCCCTTCTCTCCTCCT GCCCACTAACCAGTTCCTGA
11 AAGCCACATTTGGAGTTTGG ACCTTCAGGGAGCAGCTTG
12 CTCACATGTGGTTGGAGCTG CAACCAGTTTTCTGCGTTCA
13 TGGGCAACAAAAGTGAAACTC TCCACAAGGAGGTTTCAAGG
14 TCACCCAGCCAAGAGGTAAG ACGACCTTGAGGTACCCATTT
15 CCTCCCAAGGTCATTTGAGA GTCAGCAAGGGAGTGAGGAC
16 CTCCAAGTGTCCAGGGAGAT AAAAAGTGAACAGGCCCAAC
17 CCGCAAGGCGATCTCTAA GCCTGGTCCCTTGAGGAT
18 TACTCACCGTCTCCCTCTGG GGCAATGCTTTGGTCTTCTC
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https://primer3.ut.ee/)

4.7 Az LDLR gén MLPA analizise

Harom esetben (12, 33, 38 szamu betegek) az Uj generdcios szekvendldssal detektalt
kopiaszambeli eltérések konfirmalasara MPLA (Multiplex ligacio-fiiggd proba amplifikacio)
modszert alkalmaztunk, melyhez a SALSA MLPA Probemix P062 MIX1 kitet hasznaltuk a
gyarto utasitasainak megfeleléen (MRC Holland, Amsterdam, The Netherlands).

4.8 Variansok filterezése és klasszifikacioja FH hatterében all6 gének vizsgalatakor

Minden olyan detektalt eltérés, melynek a MAF (minor allele frequency) értéke >0,01 azaz
meghaladja az 1 %-ot a GnomAD populacios adatbazisban kisziirésre keriilt, mint nem patogén
eltérés. Elvégeztiik a fennmarado varidnsok ACMG (American College of Medical Genetics and
¢s hasznalt 6t kategorias rendszert hasznal, melyek a kovetkezok: patogén, valdsziniileg patogén,
bizonytalan klinikai jelentdségii, valosziniileg benignus, benignus [31]. Annak érdekében, hogy
a benignitast illetve a patogenitast minél inkdbb megitélhessiik és az 6t kategdria valamelyikébe
beilleszthessiik a detektalt variansokat, a klasszifikacio kiilonbdz6 evidencidkon alapuld
keretrendszert hasznal. Ezeket a benignus iranyba vald besorolashoz a kovetkezoképpen adja
meg: BS azaz erds bizonyiték a benignitasra, illetve BP azaz timogat6 bizonyiték a benignitésra.
A patogenitds megitélésére tamogatd PS, mérsékelt PM, erds PS és nagyon erds PVS
evidencidkat hasznal. Ezen szempontok kitoltésével az eltérés mar konnyebben beilleszthetd a
mar emlitett 6t kategoria valamelyikébe. A variansok besorolasakor hasznaltuk tovabba a HGMD

(The Human Gene Mutation Database) professional és a ClinVar varians adatbazisokat.
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49 Toréspont meghatarozasa az LDLR génben

crer

szekvenalassal. A pontos toréspontok meghatarozasdhoz primereket terveztiink a feltételezett
delécio koré a 6-os €s 8-as intronokba. A PCR amplifikaciot kovetden bidirekcionalis Sanger
szekvenalast végeztiink. A felhasznalt primereket a 7. tablazat tartalmazza. Az alkalmazott PCR
kondicidk az alabbiak voltak:

Térfogat/reakcio PCR kondiciok (35 ciklus)

Forward primer (10 pmol/uL) 1.0 uL 95 °C 5 perc
Reverse primer (10 pmol/uL) 1.0 uL 94 °C 40 masodperc
dNTP mix (10mM) 1.0 uL 60 °C 1 perc

10x PCR buffer (PicoMax) 5.0 uL 72 °C 4 perc

steril desztillalt viz 36,6 uL 72 °C 10 perc
Tag-polimeraz: 0.4 uL 4°C o

Templat (gDNS) (100ng) 5.0 uL

Végtérfogat 50.0 uL

7. tablazat: Az LDLR génben detektalt delécid toréspont meghatarozasara hasznalt primerek szekvenciaja.

LDLR toréspont meghatarozasra hasznalt amplifikalé és szekvenal6 primerek

Exon Forward primer (5°—3’) Reverse primer (5°—3)

7 del GATTACAGGTGCCCGTCCTA GGAACCCAACCAAGAGTGTG

4.10 Varians adatbazisok és predikcios szoftverek

Munkam soran szamos adatbazist hasznaltam a detektalt eltérések ellendrzésére €s leirasara.

Laboratériumunkban elérheté a Human Gene Mutation Database (HGMD) Professional
nevll eldfizetéses varidns adatbazis mely alapvetden a betegségekkel Osszefiiggésbe hozhato
variansokat tartalmazza gének szerint és negyedévente frissiil a megjelent publikaciok alapjan.
Az adatbazisnak létezik egy publikus HGMD verzidja is, azonban ebben az adatbazisban a
frissitések késleltetve jelennek meg igy koriilbeliil 145000 varianssal kevesebbet tartalmaz, mint
az elofizetéses verzio. (elérhetség: https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php, megtekintve 2023.
06. 15.)

A ClinVar egy szabadon hozzaférhetd és szerkeszthetd adatbazis, amely a human
variansokat genotipus-fenotipus kozotti 6sszefliggéseket alatamaszto adatokkal és evidencidkkal

egylitt tarolja, valamint a bekiild6krdl is tartalmaz informacidkat.
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Megkonnyiti a varians megitélését azaltal, hogy az adott eltérés teljes bekiilddi torténetét
lathatjuk a genotipus-fenotipus adatokkal egyiitt. (elérhetdség:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/intro, megtekintve: 2023. 06. 15.)

A The Genome Aggregation Database (gnomAD) egy rendkiviil nagy populacios
adatbazis mely igyekszik kizarni minden olyan mintat, mely valamilyen sulyos betegséggel
kapcsolatba hozhatd, igy egyfajta referencia populdcios adatbazisként mitkddik. A gnomAD
adatbazis a vilag minden tajardl szarmazé exom- és genomszekvenciakbol all. Jelenleg a V2-es
frissitésével 125,748 exom ¢és 15,708 genom adat érhetd el a GRCh37 referenciara illesztve,
valamint a V3.1 es frissitéssel 76,156 genom érheté el a GRCh38 referencia szekvencidra
illesztve. (elérhetdség: https://gnomad.broadinstitute.org/, megtekintve: 2023. 06. 15.).

Az 1000 Genomes project egy nemzetkozi egyiittmiikodés keretében 1étrejott adatbazis
melynek célja, hogy forrasként szolgaljon a kutatok és egészségiigyi szakemberek szdmara
azaltal, hogy 1000, magat egészségesnek vallo ismeretlen egyén teljes genomjanak
nukleotidsorrendjét hataroztadk meg egyfajta referenciaként a human variansokra és
haplotipusokra nézve. (elérhetdség: https://www.internationalgenome.org/, megtekintve:
2023.06.15.)

A Mutation Taster nevii predikcidos szoftver egy olyan online program melynek
segitségével megjosolhatd egy adott varians hatasa a fehérjére nézve. A program megvizsgalja
az adott varians esetében a konzervaltsagot, a lehetséges 1j splicing helyeket és a keletkezett 0
fehérje tulajdonséagait, hogy varhatéan mennyire képes toleralni az adott eltérést. (elérhetdség:
https://www.mutationtaster.org/, megtekintve: 2023.06.15.)

A SIFT predikcios szoftver eldre jelzi, hogy az aminosav-szubsztitucio befolydsolja-€ a
fehérje miikodését. Egy 0-1-ig terjedd pontértékkel latja el a varidnst mely az egymassal rokon
szekvencidk konzervaltsagi fokan alapul. Minél kisebb ez a szdm anndl inkébb valdszinii, hogy
az eltérés patogénnek tekinthetd.
(forras:https://sift.bii.a-star.edu.sg/www/Extended_SIFT_chr_coords_submit.html ,megtekintve:
2023.06.15.)

A PolyPhen-2 egy olyan program, amely egyszerii fizikai és 0Osszehasonlitd
megfontolasok (filogenetikai és strukturdlis) alapjan elre jelzi az aminosav-szubsztitucid
lehetséges  hatdsdt az emberi fehérje  szerkezetére ¢és  mikodésére.  (forrés:
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/, megtekintve: 2023.06.15.)

A Franklin egy olyan komplex internetes feliilet, mely szamos predikcios szoftvert 6tvoz

¢s szinte az 0sszes ingyenesen elérhetd adatbazist hasznalja.
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Tovabbi nagy elonye, hogy sajat eseteket is feltdlthetiink, ahol a detektalt variansokat Ossze
tudjuk hasonlitani més klinikusok vagy kutatok altal feltoltott adatokkal igy genotipus-fenotipus
adatokkal is.

Szintén fontos eldnye, hogy igyekszik az elérheté szakirodalmi hivatkozasokat
hozzarendelni az adott varianshoz, ami nagymértékben segiti a variansok megitélését. (Forras:
https://franklin.genoox.com/clinical-db/home, megtekintve: 2023.06.15.)

A legtobb patogén eltérés az exonokban lokalizalodik, azonban méara mar felismerték, hogy
egy részik nem a fehérjére gyakorolt hatdsa miatt patogén, hanem a splicing folyamatra
gyakorolt hatasa miatt. Ez a felismerés parasitva az introni patogén eltérések tanulmanyozasaval
kulcsfontossaguva tette a splicing folyamatok vizsgalatat a kiilonb6zo betegségekben. A Human
Splicing Finder tobb algoritmust és matrixot egyesit annak érdekében, hogy minden lehetséges
splicing mintazatot felismerjen. A felhasznalok szamdra konnyen érthetd patogenitasi
eldrejelzést biztosit minden olyan intronikus vagy exoni varidnsra, amely potencidlisan
befolyasolja a splicing folyamatot. (Forras: https://www.genomnis.com/, megtekintve:
2023.06.15.)

A Genomic Evolutionary Rate Profiling (GERP) pontszdm a szekvencia
konzervaltsdganak mérdszdma a kiilonb6zd fajok kozott. Ez a mddszer tobbszords szekvencia-
illesztésbol becsiili meg a semleges mutacio aranyat egy adott fajcsoportban, majd azonositja a
szekvencia azon régioit, amelyek a vartnal kevesebb mutaciot tartalmaznak. Ezekhez a régiokhoz
a megfigyelt mutacids rata és a varhatd hattérmutacidos rata kozotti kiilonbség alapjan
pontszamokat rendel. A magas GERP-pontszam igy erdsen konzervalt szekvenciat jelez.
(Forras: http://mendel.stanford.edu/sidowlab/downloads/gerp/, megtekintve:2023.07.05.)

Az Evolutionary model of Variant Effect (EVE) egy modell az emberi variansok klinikai
jelentdségének eldrejelzésére, amely az evolicid soran kiilonbdzd organizmusok szekvencidin
alapul. Ez egy olyan tanuldsra képes algoritmus, mely 140 ezer faj fehérjeszekvencigjat
tartalmazza, és minden egy aminosavat €rint0 eltérésre a program egy értéket general. A program
altal adott érték 0 és 1 kozott valtozik ahol a leginkabb benignus a 0 €s leginkabb patogén az 1.
(Forras: https://evemodel.org/ , megtekintve:2023.07.05.)
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5. Eredmények
5.1 A magyarorszagi Marfan szindromas betegekben detektalt eltérések
5.1.1 Az FBNI1 gén varians analizise

Ebben a tanulmanyban genomialis DNS-t, egy esetben pedig teljes RNS mintat vizsgaltunk
Osszesen 26 olyan beteg esetében, akik Marfan szindréma, vagy egyéb tarsult fibrillinopathia
iranydiagnozissal érkeztek. Osszesen 23 egyedi koroki vagy potencialisan koroki FBN1 eltérést

mutattunk ki 23 betegben (8. abra).

e | [ i |[ame
p-CysS34Tyr Litval p.Cys926Phe e
Exon 13 e
xon : exon23 DOy iyaayae*160 55826A ©.7167_7168del
exondl p.Ser1861Asn p-Cys2390Serfs*15
€1709G>A €.30386>T I exon4s Exon 57
p-CysS70Tyr .Gly1013Val
.640G>A ¢1510T>C Exon 13 P on2a ¢.3838G>A
p.Gly214Ser p.CysS04Arg p.Asp1280Asn €.4898G>C €.60326>C p.Cys2316Phe
exon6 exon12 €2288G>A exon 30 p-Cys1633Ser p.Cys2011Ser €.6947G>T
p.Cys763Tyr €.3082+1G>A exon 39 exon48 Exon 56
exon18 intron 24 l l

e r
4, 4 N
€2433C>G €2585G>A €.4727T>C €.6332G>A
2 4337
ittt P-Cys811Trp p-Cys862Tyr o337 G p.Met1576Thr p.Cys2111Tyr
exon 20 exon 21 exon 37 exon 51
€.1837+4C5T
intron 14
- N és C terminalis i EGF szer(, nem kélciumkstd domén 6 Hibrid domén

i EGF szer(i, kdlciumk6té domén i Prolin gazdag domén . TGFB szerd domén

8.4bra: A detektalt eltérések az FBN1 ( NM_000138.5) génben, és azok elhelyezkedése a fehérjében.

Az eltérések tobb mint 30,4%-a (7/23) 1j eltérés, mig 69,6%-a (16/23) visszatérd varians volt. A
csaladi anamnézis 23 betegnél volt elérhetd, ez alapjan megallapitottuk, hogy 7 esetben
sporadikus, mig 16 esetben familiaris esetekr6l beszélhetiink. 69,6 %-ban (16/23) misszensz
variansokat, 13%-ban (3/23) kis deléciot/duplikaciot, mig 17,4%-ban (4/23) splicing helyet
érintd eltéréseket mutattunk ki. Ezen kiviil egy ismétlddd csendes varianst detektaltunk harom
egymastol fliggetlen betegben, amelyet artalmatlan variansként tudtunk besorolni az mRNS

analizist kovetoen.
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5.1.2 Cisztein reziduumot érinté misszensz FBN1 variansok

16 misszensz eltérésbdl 11 (68,8%) konzervalt ciSztein aminosavat érintett a fibrillin 1

fehérjében. A klinikai és molekularis adatokat a 8. tablazatban foglaltuk 6ssze. A revidealt Ghent

kritériumok szerint, azokat az FBN1 misszensz eltéréseket, melyek cisztein aminosavat érintenek

patogén eltérésnek tekintjiikk [7]. Harom eltérés (4-es, 9-es, 11-es beteg) korabban nem keriilt

leirasra.

8. tablazat: Cisztein aminosavat érint6 misszensz FBN1 eltérések.

Kor o Varians Csalad
Beteg Exon | Genotipus Protein szint Domén Ref. EL Ao | SPf Diagnézis
(év) Kklasszifikacié torténet
D - chEGF-
1 10 el2 ¢.1510T>C | p.Cys504Arg [32] patogén + - 7 f MFS
szerl #03
D - chEGF-
2 13 e13 | c.1601G>A | p.Cys534Tyr [33] patogén + - 9 NA MFS
szerl #04
D - chEGF- potencialis
3 8 e13 | c.1709G>A | p.Cys570Tyr [34] patogén + NA 8 f
szerl #04 MFS
D-
sajat
4 15 e18 | c.2288G>A | p.Cys763Tyr | cbEGF- patogén + NA 2 f -
kutatas
szeri #07
5 22 20 2433C>G D - chEGF- [35] S NA 3 f ELS?
e C. > atogen + !
p.Cys811Trp szerl #09 patog
D - hybrid
6 11 e21l | c.2585G>A | p.Cys862Tyr . [36] patogén + + 10 S MFS
motif #02
D - chEGF-| umd.be/ potencialis
7 18 e23 | c.2777G>T | p.Cys926Phe patogén - - 8 S
szerli #10 | FBN1 MFS
D - chEGF- potencialis
8 8 e39 | c.4898G>C | p.Cys1633Ser [32] patogén + - 10 S
szerl #23 MFS
D-
sajat
9 27 e48 | c.6032G>C | p.Cys2011Ser | cbEGF- patogén + - 10 f ELS
kutatas
szeri #30
D-
potencialis
10 7 e51 | c.6332G>A | p.Cys2111Tyr | TGFBlbp [15] patogén + NA 7 S MFS
#06
D-
sajat
11 39 e56 | c.6947G>T | p.Cys2316Phe | cbEGF- patogén - + 10 f MFS
kutatas
szeri #36

Jeldlések: EL, ectopia lentis, Ao, aorta gydk tagulat/disszekciod, T SP, szisztémas pontszam (lasd részletesen 6.

tablazat), csaladtorténet: f, familiaris, s: sporadikus. Félkovérrel kiemelve a korabban nem leirt eltérések.
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5.1.3 Nem cisztein reziduumot érinté misszensz FBN1 variansok

Az altalunk detektalt misszensz variansok majdnem harmada (5/16, 31,2%) nem cisztein

aminosavat érint (9. tablazat).

9. tablazat: A nem ciszteint érinté misszensz FBN1 eltérések részletes leirasa.

Kor . P . - Varians ¢ Csalad | .. -
Beteg @) Exon| Genotipus | Protein szint Domén Referencia Klasszifikdcié EL|{A0|SP {orténet Diagnozis
B - hybrid valosziniileg potencialis
12 | 10 | e6 | c.640G>A | p.Gly214Ser module #01 [37] patogén + 8 f MES
D - TGFB1bp . . | valosziniileg " neonatalis
13 | 0.1 | e24|c.3038G>T | p.Gly1013Val 403 sajat kutatas patogén +* |12 f MES
14 | 33 |e30 |c.3838G>A| p.Asp1280Asn D - CbEGP- || 704728210 Patogén +|7 f MFS
szer( #17
D - TGFB1bp potencialis
15 | 14 |e37 |c.4727T>C | p.Metl576Thr 404 [14] VUS 4 f MES
16 | 25 | e45 |c.5582G>A | p.Ser1861Asn D'Cb'igf szerll 766583553 | VUS| - |- | 7| s ;

Jeldlések: EL, ectopia lentis, Ao, aorta gydk tdgulat/disszekcio, T SP, szisztémds pontszdm, csaladtdrténet: f,
familiaris, s: sporadikus, VUS Bizonytalan/ismeretlen jelentdségii varians. Félkovérrel kiemelve a kordbban nem
leirt eltérések.
A nem ciszteint érintd misszensz eltérések esetében nagy koriiltekintéssel tanulmanyoztuk az
elérhetd irodalmi adatokat €s az adatbazisokat. A klasszifikacioikat a revidealt Ghent kritériumok
[7] és az American College of Medical Genetics and Genomics’s (ACMG) legujabb, varians
interpretaciora vonatkozo ajanlasa alapjan végeztiik [31].

A ¢c.640G>A, p.(Gly214Ser) eltérést szamos esetben irtak le kiilonb6z6 munkacsoportok
[38], [39], [37], [40]. Marfan szindromas, ectopia lentis szindromas (ELS) betegekben és
sporadikus aorta disszekcioval Osszefliggésben. Az eltérés egyiitt szegregalt a fenotipusos
tinetekkel és hianyzott az egészséges egyénekbdl, a nagy kontrollpopulaciobol [38], [37],
valamint sem a gnomAD sem az 1000 Genomes Project populacidés adatbazisokban nem
szerepelt. A 214-es pozicidban 1évé glicin konzervalt a fajok kozott (9. abra), valamint az in
silico predikcios szoftverek is valdsziniileg patogén eltérésnek klasszifikaljak. A 12-es szamu 10
éves betegiinknek ectopia lentise és szisztémas érintettsége is volt aorta gyok tagulat nélkiil

(diagnozis: lehetséges MFS).
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Orthologous amino acid conservation

| Taxonomy | Organism [J| Protein ID |Include low confidence [|

Taxonomy Protein ID Alignment Similarity
Homo sapiens NP_000129.3 204 AWGHPCEMC 224 100%
Acanthisitta chloris XP_009068354.1 106 AWGHPCEMC 126 100%
Acinonyx jubatus XP_014918928 1 202 WGHPCEMC 222 100%
Ailuropoda melanoleuca XP_002917594.1 204 AWGHPCEMC 224 100%
Alligator mississippiensis XP_019333139.1 211 AWGHPCEMC 231 100%
Alligator sinensis XP_0143779232 113 AWGHPCEMC 133 100%
Anas platyrivynchos XP_027322593.1 206 AWGHPCEMC 226 100%
Anolis carolinensis XP_003229148.2 217 AWGHPCEMC 237 100%
Antrostomus carolinensis XP_010164384.1 106 AWGHPCEMC 126 100%
Aotus nancymaae XP_012297739.1 204 AWGHPCEMC 224 100%
Apaloderma vittatum XP_009865578.1 106 AWGHPCEMC 126 100%
Aptenodyites forsteri XP_009274768.1 106 AWGHPCEMC 126 100%
Astvanax mexicanus XP_022542758.1 194 AWGHPCEQC 214 95%
Balaenoptera acutorostrata scammoni XP_007170507.1 209 WGHPCEMC 229 100%
Balearica regulorum gibbericeps XP_010303925.1 106 AWGHPCEMC 126 100%
Boleophthalmus pectinirostris XP_020794545.1 227 AWGHPCEMC 247 100%
Bos indicus XP_019823414.1 204 AWGHPCEMC 224 100%
Bos mutus XP_014332592 1 132 AWGHPCEMC 152 100%
Bos taurus XP_015328665.1 204 AWGHPCEMC 224 100%
Bubalus bubalis XP_025151327.1 204 AWGHPCEMC 224 100%
Calidris pugnax XP_014799912.1 204 AWGHPCEMC 224 100%
Callithrix jacchus XP_009003654.2 350 WGHPCEMC 370 100%
Calypte anna XP_008490238. 1 106 AWGHPCEMC 126 100%
Camelus bactrianus XP_010963648.1 200 AWGHPCEMC 220 100%
Camelus dromedarius XP_010996927.1 217 AWGHPCEMC 237 100%
Camelus ferus XP_006192393.1 204 WGHPCEMC 224 100%

9.4bra: A 214-es glicin fajok kozotti konzervaltsagat szemléltetd abra. Pirossal kiemelve az aminosav pozicid.

A ¢.3038G>T, p.(Glyl013Val) kordabban nem leirt misszensz eltérést a 13-as szdmu
betegben detektaltuk. Olyan aminosav pozicidt érint ahol korabban maés, a €.3037G>A,
p.(Gly1l013Arg) misszensz eltérést mar leirtak [34], [29], [41]. Az 1013. evolucidsan konzervalt

aminosav pozici6 (10. abra).
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Orthologous amino acid conservation
| Taxonomy | Organism Dl Protein ID |Include low confidence Dl
Taxonomy Protein ID Alignment Similarity

Homo sapiens NP_000129.3 1003 EYEELCPR TKEITNGK 1023 100%
Acanthisitta chloris XP_009068354.1 897 EFEALCPR TKIEISGK 917 64%
Acinonyx jubatus XP_014918928 1 1001 EYEELCPR TKEITNGK 1021 100%
Ailuropoda melanoleuca XP_002917594.1 1003 EYDELCPRG TKEITNGK 1023 97%
Alligator mississippiensis XP_019333139.1 1017 EYSALCPR( TRVEINGK 1037 66%

Alligator sinensis XP_014377923 2 919 EYSALCPR TRVEINGK 939 66%

Anas platyrhynchos XP_027322593 1 997 EFEALCPRGSGFSFKIEITGK 1017 56%
Anolis carolinensis XP_003229148.2 1015 DYEALCPR SRDPVNGK 1035 69%
Antrostomus carolinensis XP_010164384 1 897 EFEALCPR TKIEITGK 917 56%
Aotus nancymaae XP_ 012297739 1 1004 EYEELCPR TKEITNGK 1024 100%
Apaloderma vittatum XP_009865578.1 899 EFEALCPR TKIEITGK 919 64%
Aptenodytes forsteri XP_009274768.1 897 EFEALCPR TKIEITGK 917 56%
Balaenoptera acutorostrata scammoni XP_007170507.1 1008 EYEELCPR TKEITNGK 1028 100%
Balearica regulorum gibbericeps XP_010303925.1 897 EFEALCPR TKIEITGK 917 56%
Bos indicus XP 019823414 1 1003 EYEELCPR TKEITNGK 1023 100%

Bos mutus XP_014332592 1 931 EYEELCPRG TKEITNGK 951 100%

Bos taurus XP_015328665.1 1003 EYEELCPR TKEITNGK 1023 100%

Bubalus bubalis XP_025151327.1 1003 EYEELCPR TKEITNGK 1023 100%
Calidris pugnax XP_014799912.1 995 EFEALCPRGPGFSFKIEITGK 1015 64%
Callithrix jacchus XP_009003654.2 1150 EYEELCPRGPGFATKEITNGK 1170 100%
Calypte anna XP_008490238.1 899 EFDALCPRGPGFYTKIEITGK 919 60%
Camelus bactrianus XP_010963648.1 999 EYDELCPRGSGFAFKEITNGK 1019 89%
Camelus dromedarius XP_010996927.1 1016 EYDELCPRGSGFATKEITNGK 1036 89%
Camelus ferus XP_006192393 1 991 EYDELCPRGHGFAFKEITNGK 1011 89%

10. abra: Az 1013. glicin aminosav fajok kozotti konzervaltsagat szemléltet6 abra. Pirossal kiemelve az aminosav
pozicid.

Szaz allélt reprezentald 50 kontroll mintaban is vizsgaltuk a ¢.3038G>T eltérést, melyet egy
allélon sem tudtunk kimutatni, valamint az eltérés nem volt jelen sem a gnomAD sem az 1000
Genom Project populacids adatbazisban, igy potencialisan koroki eltérésnek josolhatd. A
betegilink az MFS stlyos atipusos formdjat mutatta, neonatalis korban megjelend tiinetekkel,
hasonl6an az irodalomban korabban leirt esetekhez [34], [29], [41]. A rendelkezésre all6 adatok
alapjan az eltérést a valdszinilileg patogén kategoriaba soroltuk. Mintak hianyaban a sziil6k
analizisét nem tudtuk elvégezni, azonban, ha az eltérés de novo eredetét bizonyitjuk, akkor az
evidencidk alapjan patogén eltéréssé sorolhato at.

A ¢.3838 G>A, p.(Asp1280Asn) eltérés nem volt jelen sem a gnomAD sem az 1000
Genom Project populacios adatbazisban. Egy alkalommal keriilt kozlésre a ClinVar adatbazisban
a ClinVar 1D:200025 azonositdval, mint valdsziniileg patogén varians. Szintén megtalalhato volt

a lokusz specifikus adatbazisban (http://www.umd.be/FBN1/), ahol egy Marfan szindromas

betegben kozolték az eltérést. Az 1280-as aszparaginsav evoluciosan konzervalt az egyes fajok
kozott, és része egy konzervalt cbEGF konszenzus szekvencianak (X-D-X-(N/D)-E-C-X(6)-C-
X(4)-C-X-N*-X(2)-G-X-(Y/F)-X-C-X-C-X(2)-G-X(9)-C).
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Az érintett aszparaginsav (D) félkovérrel kiemelve a szekvencidban [2]. A koroki
variansok kritériumai alapjan [7], ezt az eltérést patogén misszensz eltérésként itéltik meg.

A c4727T>C, p.(Met1576Thr) varianst kordbban mar leirtdk Marfan szindroméval
Osszefliggésben (aortagyok tagulatot mindkét esetben leirtak) [14], [42], és hianyzott 400 kontroll
kromoszoémabol [42]. Harom serdiil6kori idiopathids gerincferdiilésben szenvedd betegben is
leirtak az eltérést [43]. Az utdbbi tanulmanyban Western blot analizist végeztek
harom beteg paraspindlis izom mintdjan, ami megemelkedett foszforilalt SMAD2 (pSMAD?2)
szintet mutatott, ami indirekt bizonyitéka a fokozott TGF-f jelatvitelnek MFS-ban [44], [45]. A
varians nagyon kis frekvencidval fordult el6 a GnomAD adatbazisban (34/282694), és nem volt
jelen az 1000 Genom Project adatbazisban. Habar mint MFS asszocialt varianst emlitik az
irodalomban, a predikcids szoftverek (PolyPhen2, SIFT, Mutation Taster) benignus variansnak
josoljak. A nem egyértelmii adatok alapjan az eltérést bizonytalan jelentdségili variansként (VUS)
soroltuk be.

A ¢.5582 G>A, p.(Ser1861Asn) misszensz eltérés szerepelt a ClinVar adatbazisban
(ClinVar 1D:406289) mint MFS-al 0sszefiiggésbe hozhatd bizonytalan klinikai jelentségii
varians (VUS). Jelen volt a GnomAD adatbézisban nagyon alacsony frekvencidval (4/245638).

Az 1861-es pozicioban 1év6 szerin aminosav nem teljesen konzervalt a fajok kozott (11.
abra). Az elérhetd adatokat figyelembe véve az eltérést bizonytalan jelentdségli varidnsként
(VUS) soroltuk be.
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Orthologous amino acid conservation

| Taxonomy | Organism |:]I Protein ID |Include low confidence O |

Taxonomy Protein ID Ali ent Similarity
Homeo sapiens NP_000129.3 1851 NECQEIPN QCIDTVGS 1871 100%
Acanthisitta chloris XP_009068354 1 1745 NECQEIPN QCIDTVGS 1765 100%
Acinonyx jubatus XP_014918928.1 1849 NECQEIPN QCIDTVGS 1869 100%
Ailuropoda melanoleuca XP_002917594 .1 1851 NECQEIPN QCIDTVGS 1871 100%
Alligator mississippiensis XP_019333139.1 1865 NECQEIPN QCIDTVGS 1885 100%
Alligator sinensis XP_014377923 2 1767 NECQEIPN QCIDTVGS 1787 100%
Anas platyriivnchos XP_027322593.1 1845 NECQEIPN QCIDTVGS 1865 100%
Anolis carolinensis XP_003229148 2 1863 NECQEIPN DCIDREGG 1883 80%
Antrostomus carolinensis XP 0101643841 1745 NECQEIPN QCIDTVGS 1765 100%
Aotus nancymaae XP_012297739.1 1852 NECQEIPN QCIDTVGS 1872 100%
Apaloderma vittatum XP_009865578.1 1747 NECQEIPN QCIDTVGS 1767 100%
Aptenodytes forsteri XP_009274768.1 1745 NECQEIPN QCIDTVGS 1765 100%
Asityanax mexicanus XP_022542758.1 1712 DECREIPG VCINMIGS 1732 59%
Balaenoptera acutorostrata scammoni XP_007170507.1 1856 NECQEIPN QCIDTVGS 1876 100%
Balearica regulorum gibbericeps XP_010303925.1 1745 NECQEIPN QCIDTVGS 1765 100%
Boleophthalmus pectinirostris XP_020794545 1 1822 DECREIPG VCINMIGS 1842 59%
Bos indicus XP_019823414.1 1848 NECQEIPN QCIDTVGS 1868 100%
Bos mutus XP_014332592. 1 1779 NECQEIPN QCIDTVGS 1799 100%
Bos raurus XP_015328665.1 1851 NECQEIPN QCIDTVGS 1871 100%
Bubalus bubalis XP_025151327.1 1851 NECQEIPN QCIDTVGS 1871 100%
Calidris pugnax XP_014799912.1 1843 NECQEIPN QCIDTVGS 1863 100%
Callithrix jacchus XP_009003654.2 1998 NECQEIPN QCIDTVGS 2018 100%
Calypte anna XP_008490238.1 1747 NECQEIPN QCIDTVGS 1767 100%
Camelus bactrianus XP_010963648 1 1828 NECQEIPN QCIDTVGS 1848 100%
Camelus dromedarius XP_010996927.1 1864 NECQEIPN QCIDTVGS 1884 100%
Camelus ferus XP_006192393 1 1835 NECQEIPNACSHEQCIDTVGS 1855 100%

"oz

11. abra: Az 1861. szerin aminosav fajok k6zotti konzervaltsagat szemléltetd abra. Pirossal kiemelve az aminosav
pozicib.

5.1.4 Kis skalaju deléciok/duplikaciok az FBN1 génben

Az FBN1 génben kis skalaju deléciokat/duplikdciokat a 23 betegilinkbdl 3 esetben detektaltunk
(13%). Mindegyik eltérés olvasasi keret eltolddashoz €s valosziniileg trunkalt proteinhez vagy
mRNS degradacidhoz vezet nonszensz varians medidlta MRNS lebomlas (NMD) Aaltal, igy
mindegyik eltérést patogén eltérésnek soroltuk be [7] (10. tablazat). Két varians 4j volt, mig egyet
korabban mar leirtak egy 18 éves Marfan szindromas betegben, akinek felszallo aorta tagulata és
enyhe szisztémas érintettsége volt [46]. A 19-es szamu betegiinknek (44 éves) hasonldéan

felszallo aorta tagulata volt <7 szisztémads érintettséggel.

10. tablazat Kis duplikaciok/deléciok az FBN1 génben.

Beteg |Kor o . Varians Csalad
Exon| Genotipus Protein szint Referencia EL Ao | SPf Diagnézis
sorszam | (év) Klasszifikacié torténet
17 5 | e18 [c.2272_2275dup| p.Thr7591lefs*8 Sajat patogén - - 7 f potencialis
tanulmany MFS
18 33 | e4l ¢.5196del p.Cys1733Valfs*160 | Sajat patogén - + 9 f MFES
tanulmany
19 44 | e57 |c.7167_7168del | p.Cys2390Serfs*15 [46] patogén - - 6 NA MFS

Jeldlések: EL, ectopia lentis, Ao, aorta gydk tagulat/disszekcid, T SP, szisztémds pontszdm, csaladtérténet: f,

familiaris. Félkovérrel kiemelve a korabban nem leirt eltérések.
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5.1.5 Splice helyet érint6 variansok az FBN1 génben

Osszesen 4 splice helyet érinté varidnst (4/23, 17,4%) detektiltunk a génben, melyeket a 1.
tablazatban foglaltunk 6ssze a klinikai adatokkal egyiitt. Két splice varians a ¢.1468+5G>A és a
€.4337-2A>G korabban leirt eltérés volt. A c.1468+5G>A varianst eldszor Liu és munkatéarsai
irtak le [47]. A szerz6k RT-PCR segitségével bemutattak, hogy fibroblasztokbol izolalt total RNS
mintdkban ez az eltérés exon skippinget okozott. A €.4337-2A>G eltérést egy noi betegben irtak
le, aki sziilést kdvetden aorta disszekcioban hunyt el [48].

A ¢.1837+4C>T varianst egy betegben mutattak ki és szerepel a ClinVar adatbazisban is
(ClinVar ID:406295), valamint nagyon alacsony frekvenciaval (9/246104) fordul ¢lé a gnomAD
adatbazisban. A predikciok alapjan (Human Splicing Finder, Mutation Taster) koroki eltérés,
mivel potencidlisan megzavarja a splicing folyamatot. A rendelkezésre 4ll6 adatok alapjan a
varianst bizonytalan jelentdségli variansként (VUS) soroltuk be. Tovabbi informécidkra van
szlikség, igymint szegregacids vizsgalatok (egyiitt 6roklddik-e a fenotipussal az eltérés), hogy
az eltérés milyen eredetii (de novo vagy 6roklott) és meg kell hatarozni a splicingra gyakorolt
hatésat, hogy pontosan meg tudjuk itélni a varidnst.

A ¢.3082+1G>A korabban nem leirt eltérést egy 10 honapos fia betegnél detektaltuk,
akinek ectopia lentise és enyhe szisztémas érintettsége volt. A predikcidk alapjan (Human
Splicing Finder, Mutation Taster) koroki eltérés. A varians a 24-es intronban talalhato és a
kanonikus +1-es donor splice helyet érinti, mely legtobbszor megzavarja a normal spicingot

(lehetséges exon skippinget okoz). Emiatt a varianst patogén eltérésként definialtuk [34], [31].

11. tablazat: Splice site variansok az FBN1 génben.

Beteg | Kor . Protein - Varians : | Csalad . .
sorszam | (év) Exon Genotipus szint Referencia Klasszifikacié EL Ao SP torténet Diagnosis
intron .
20 27 1 €.1468+5G>A p.? [47] patogén 8 f MASS
intron
21 15 14 €.1837+4C>T p.? rs199950267 VUS 7 NA
intron sajat P neonatalis
?
22 0.8 24 €.3082+1G>A p.? tanulmény patogén + 6 S MES
intron .
23 52 | oy €.4337-2A>G p.? [48] patogén + 6 f MFS

Jelolések: EL, ectopia lentis, Ao, aorta gyok tagulat/disszekcid, f SP, szisztémdas pontszdm, csaladtorténet: f,
familiaris, s, sporadikus. Félkovérrel kiemelve a kordbban nem leirt eltérés.

5.1.6 Visszatéré csendes varians harom egymassal nem rokon beteghben

Harom egymassal rokoni kapcsolatban nem allo, és kizardlag enyhe szisztémas fenotipusos
tiinetekkel rendelkezd betegben detektaltuk ugyanazt a ¢.3294C>T, p.(Aspl1098=) csendes

varianst (12. tablazat).
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A varians szerepel a HGMD adatbazisban csaktagy, mint a Universal Mutation Database
(http://www.umd.be/FBN1/) adatbazisaban. Két személyes kozlés (Ads, Holman, 2000; Boileau,
2013), és két publikacié elérheté a fenotipussal Gsszefliggésben [49], [42]. Sheikhzadeh és

munkatarsai Osszefoglaltdk, hogy nincs atfogd bizonyiték az eltérés patogenitdsanak
megitéléséhez, habar a splicing defektust szoftveres predikciok alapjan nem lehet kizarni [42]. A
¢.3294C>T, p.(Asp1098=) varians minor allél frekvenciaja (MAF) kisebb mint 1% a GhnomAD
¢s az 1000 Genomes Project adatbazisokban. A Human Splicing Finder (HSF) predikcios

szoftver a slicing hely potencialis megvaltozasat josolta.

12. tablazat A ¢.3294C>T (p.Asp1098=) csendes FBN1 varianst hordoz6 betegek klinikai érintettsége.

Beteg sorszam Kor (¢v) | EL Ao SpP Csalad torténet
24 28 - - 6 familiaris
25 20 - - 8 sporadikus
26 18 - - 9 familiaris

Jelolések: EL, ectopia lentis, Ao, aorta gyok tagulat/disszekcio, ® SP, szisztémas pontszam.
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A 26-0s betegtdl szarmazo bor fibroblasztokbdl izolalt RNS mintabol transzkript analizist
végeztink. A 26-os exon €s az exon-exon hatarok bidirekciondlis Sanger szekvenalasat is
elvégeztiik, mely azt mutatta, hogy a mutans allél koriilbeliil 50%-ban volt jelen a beteg cDNS
mintajaban (a 12. abra mutatja a reprezentativ elektroferogramot), valamint az exon-exon hatarok

épek voltak.
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12. abra: A 26-0s beteg gDNS (A) és cDNS (B) mintajanak Sanger szekvenalasa. A ¢.3294C>T (p.Asp1098=)
csendes varians (nyillal jelolve). A mutans allél a beteg cDNS mintdjaban koriilbeliil 50%-ban van jelen, hasonléan
a gDNS mintahoz. A képen a megvaltozott kodon és a szomszédos kodonok lathatok.

A 26-os beteg esetében pontos allél arany meghatarozast végeztiink bidirekcionalis
piroszekvenalassal, nagy lefedettséggel mind a genomi DNS, mind a cDNS mintan (13. tablazat).
Az utdbbi analizis azt mutatta, hogy a vad tipust és a mutans allélek egyenl aranyban voltak a
beteg ¢cDNS mintdjaban, hasonléan a genomi DNS mintahoz. Végeredményben elmondhato,

hogy sem NMD, sem exon skipping nem volt megfigyelhetd.

13. tablazat: Vad (C) és mutans (T) allélok aranyanak meghatarozasa piroszekvenalassal

Minta tipusa Lefedettség (F+R) Allel ?rany
(C:T)
gDNA 750x 57,47%:42,53%
cDNA 611x 43,86%:56,14%

Az allélok aranyainak megoszlasa a ¢.3294C>T varians esetében a 26-0s beteg gDNS és cDNS mintaiban. F, forward
irany, R, reverz irany.
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A varianst a kovetkezOk alapjan benignus varidnsként soroltuk be: az eltérés allél frekvencidja
nagyobb, mint a betegségbdl kifolyolag varhaté lenne[31], nem detektaltunk rendellenes
splicingot, valamint a feltételezett betegségnek (MFS, egyéb fibrillinopatiak) ismert a genetikai

(16kusz) heterogenitasa, vagyis a tiineteket mas génekben 1€vo eltérés is okozhatja.
5.2 A magyarorszagi familiaris hiperkoleszterinémias betegek mutaciés spektruma
5.2.1 Detektalt eltérések

A vizsgalat soran 0sszesen 47 familiaris hiperkoleszterinémiaval kapcsolatba hozhat6 varianst
detektaltunk 44 betegben, melyek koziil 3 beteg két eltérést is hordozott, azaz Gsszetett
heterozigdta genotipusuak voltak. A detektalt eltérések nagy tobbsége (40 varians) az LDLR
génben helyezkedett el, 7 esetben pedig az APOB génben detektaltunk eltérést. Az LDLR génben
detektalt eltérések koziil 1, mig az APOB génben 2 0j varianst mutattunk ki, melyek korabban
még nem szerepeltek az irodalomban. A PCSK9, LDLRAP1, STAP1 génekben nem detektaltunk
FH-val 6sszefiiggésbe hozhat6 patogén eltérést.

A variansok LDLR génen beliili eloszlasat tekintve 1 varians az LDLR gén promoterében, 17
varians a ligand k6t6 doménben, 18 az epidermal growth factor (EGF) precursor homology
doménban, 1 az O-linked sugar doménben, tovabbi 3 eltérés a citoplazmatikus doménben volt
talalhato (13.4bra).

€1130G>A (3x)

deletion of exon3-8
CNVs [duplication of exond-8|
deletion of exon7
missense [-6622>G (2x]
.5341>G| [c.858C>A]
c.862G>A
fomene { 826>T (2x)|[-3376>T (2x)]
> 337G>
= 2] T (24) 104807 |
Small dellim{ c.654delGTT
I
splicing { £.694+2T>C (2x)]

5/

Exon NO

1

¢.1618G>A (4x)

(2x)
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c.1865A>G (2x)
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13. abra: A detektalt LDLR variansok és azok génen beliili elhelyezkedése.
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5.2.2 Az APOB génben kimutatott eltérések

A vizsgalat soran 7 betegben azonositottunk APOB varianst, ezek kozil a leggyakoribb
€.10580G>A p.(Arg3527GIn) FH -t okoz6 APOB eltérést 4 betegben azonositottuk[50].

Két olyan misszensz varianst (€.8213T>A, p.(lle2738Lys), ¢.10438A>G, p.(Lys3480Glu))
mutattunk ki 2 probandban, melyek patogenitasa nem tisztazott, azonban egyik eltérés sem
szerepel a populacios adatbazisokban, tehat nincs jelen a normal populdcidban, valamint egyik
betegben sem detektaltunk mas eltérést a vizsgalt génekben. A variansok ACMG szerint
bizonytalan klinikai jelent6ségii varians (VUS) besorolasuak, igy a variansok patogenitasanak
megitélésére tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Tovabbi egy betegben az ApoB gén 29-es
exonjaban a c.13242delG olvasasi kereteltolodast okozd eltérést detektaltuk heterozigdta
formaban. A delécido kovetkezménye egy korai stop kodon beépiilése a 4415 -6s aminosav
pozicidba, mely, egy valosziniileg trunkalt fehérjét eredményez. Mivel az eltérés az utolsod
exonban taldlhatd, nem valoszinli, hogy nonszensz-medidlt mRNS-lebomlas lenne a
kovetkezménye[51], inkabb valdszini az, hogy a csonkolt fehérjéb6él 148 aminosav fog
hianyozni a C-terminalison. A varians a populacios adatbazisokban nem szerepel, azonban a
ClinVar adatbazisban egyszer emlitik egy klinikai tesztelés soran detektaltak bizonytalan
jelentdségli variansként (ClinVar 1D:927203). Osszességében a predikcids szoftverek besoroldsa,
valamint amiatt, hogy a detektalt eltéréstél 3’ iranyba tavolabb is irtak le patogén trunkald
varianst, ami szintén az eltérés patogenitasa mellett szol [52], az eltérést VUS/valosziniileg

patogén kategoriaba soroltuk. A detektalt APOB variansokat a 14. tablazatban foglaltuk Gssze.
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14, tablazat: APOB (NM_000384.3) eltérést hordozé magyar betegek klinikai és fenotipusos adatainak

Osszefoglalésa.
§ £
= s Tl o g
% varians L = D Z 2
o & § varians i ACMG 03 1= | Kor Dutch| o © .
ZE| 8| PNS | penérjeszinten | YATHENSUPUS |y coifikacio | FE | D& | (ev) | NeM | BM! | seore | £ 2 | Referencia
ct: szinten 1S - e © C
= = 4 (Q
7. | 26 | c.8213T>A | p.lle2738Lys | misszensz VUS 81 | 572 |69 | F |2250| 11 - sajat
tanulmany
4. | 26 |c.10438A>G | p.Lys3480Glu | misszensz VUS 8 53 | 65 | F |2550| 13 - sajat
tanulmany
30. | 26 |c.10580G>A | p.Arg3527GIn | misszensz Vag;stf)zé“;eg 766 | 551 | 60 | F |2990| 11 - [50]
37. | 26 | c.10580G>A | p.Arg3527GIn |  misszensz Vagftf)‘gg‘;eg 83 6 |51| F |3010] 14 | - [50]
1. | 26 |c.10580G>A | p.Arg3527GIn |  misszensz Vagftf)‘gé“ieg 69 | 46 | 8| F | NA| 10 | - 50]
39. | 26 |c.10580G>A | p.Arg3527GIn | misszensz Vag;stf):é“ieg 8,1 52 | 61| F |2350| 4 - [50]
olvasasi e .
20. | 29 | c132420elG | p.Leudd1s* | kereteltolodast | ¥ OSVAIOSAndleR | gy | 73 |51 | m [2630| 16 | - | | Shovar
okozo patogen '
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5.2.3 Az LDLR génben detektalt eltérések

A vizsgalat soran 37 betegben dsszesen 40 LDLR varianst mutattunk ki. Hairom beteg esetében
Osszetett heterozigéta genotipust detektaltunk, ami magyarazta a betegek stlyosabb, klinikai
tiineteit. Az dsszetett heterozigota genotipus ugyanolyan stlyos klinikai tiineteket okoz, mint egy

homozigoéta genotipus, mindkettd esetben mindkét allél funkcidvesztését eredményezik.
5.2.3.1 Misszensz LDLR varianst hordozoé betegek

Szamos olyan misszensz varidnst detektaltunk az LDLR génben, amely tobb mint egy betegben
volt jelen (15. tablazat). A leggyakrabban el6forduld varians a ¢.1618G>A, p.(Ala540Thr) négy
csaladban, mig a c.1130G>A, p.(Cys377Tyr) harom csaladban, és a ¢.2054C>T, p.(Pro685Leu)
szintén harom csaladban volt kimutathatdo. A c.662A>G, p.(Asp221Gly), c.1775G>A,
p.(Gly592Glu), ¢.2000G>A, p.(Cys667Tyr) és a c.1865A>G, p.(Asp622Gly) variansok
mindegyike két-két csaladban fordult elé. A tobbi misszensz varians egyedi volt.

15. tablazat: Az LDLR (NM_000527.5) génben detektalt heterozigdta misszensz variansok, valamint a betegek
részletes klinikai és biokémiai adatai.

- =
Z ) g GE| =
= | < varians varians Q Ea e
S| 8 Domén cDNS fehérje ACMG | E | E | KOr e Bwr DU 25 | 8
S| - . klasszifikacio = O (év) Score | €S Q
53 szinten szinten O T c C )
5 r— o Xg| &
= 4
25 | 4 | ligand-binding | c.534T>G | p.Aspl78Glu | Patogén 42 | 24 | 48 | Ffi|278 | 11 - |3
5 4 | ligand-binding | c.662A>G | p.Asp221Gly Patogén 5.6 3.8 66 Né | 25.2 2 - [54]
20 | 4 | ligand-binding | c.662A>G | p.Asp221Gly Patogén 12 8.81 50 Né 22 18 - [54]
27 | 6 | ligand-binding | c.858C>A | p.Ser286Arg Patogén 9.2 6.93 34 Né | 229 13 - [54]
36 | g | EGFPrecursor | . 13065A | p.Cys377Tyr | Patogén 04 | 85 | 18 | Ffi | NA | 14 - |55
homology
19 | g | EGFPrecursor | . 113065A | p.Cys377Tyr | Patogén 84 | 62| 18 | N6 | 196 | 12 - |5
homology
EGF precursor . -
24 | 8 | EQ PO | c.11306>A | pCyssTTTyr | Patogin | 133 |1056| 60 | No | 23 | 18 - | s8]
21| 8 EGh';ggelg‘;;”r c.1618G>A | p.Ala540Thr |  Patogén NA | NIA| 54 | N6 | NIA | NIA | N/A | [56]
a2 | g | EGFprecursor | . 161865A | p.AlasaoThr | Patogén 91 |665| 28 | Ffi | 269 | 13 - | s8]
homology
26 | 1o | EGF Precursor | . 129565A | p.GIy592GIu | Patogén | 103 | 77 | 45 | Né | 198 | 13 - 7
homology
EGF precursor . ,,
31 | 12 | QPO | c.1775G>A | pGIys92GIu | Patogin | 102 | 762 | 53 | No | NIA | 13 - 7
3 | 13 | EGFPrecursor | . 1o6ipnoG | p.Asp622Gly | Patogén 06 | 73| 67 | Ffi | 243 | 8 - | 8
homology
6 | 13 | ECF Precursor | . 1e65a>G | p.Asp622Gly | Patogén 10 | 79| 60 | Fi|o2t8| 11 + | 58]
homology
2 | 14 | EGF precursor | . 5000G>A | p.Cys667Tyr | Patogén | 129 | 104 | 64 | N6 | 301 | 10 - B4
homology
EGF precursor . ,,
17 | 14 | FG PO | 20540>T | poPro6gsLeu | Patogén 81 |54 | 40 | N6 |NA| 12 - |59
15 | 14 | EGFPrecursor | ooc oot | p.prosgsieu |  Patogén 96 | 76 | 22 | Ffi| 211 14 - | 591
homology
40 | 14 | EGF Precursor | o4e4csT | p.Pro6ssLeu |  Patogén 96 |714| 56 | N6 | 242 | 19 + |59
homology
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5.2.3.2 Nonszensz LDLR varianst hordozé betegek

A ¢.82G>T, p.(Glu28*) és a ¢.337G>T, p.(Glul13*) nonszensz eltéréseket két-két csaladban is
kimutattuk, mig a c.1048C>T, p.(Arg350%*) eltérést egy csaldadban detektaltuk heterozigota
formaban.

A 13-as szamu beteg esetében a ¢.337G>T, p.(Glul 13*) nonszensz eltérést egy masik patogén
misszensz varianssal egyiitt detektaltuk Osszetett heterozigota formaban. A variansokhoz tartozo

klinikai és fenotipusos adatokat a 16. tablazatban foglaltuk ossze.

16. tablazat: Az LDLR (NM_000527.5) génben detektalt heterozigdta nonszensz variansok, valamint a betegek

részletes klinikai és biokémiai adatai.

E ©

\g = — < g’ g
s Bl 93 58| 5
s 3 varians varians E 3 E s £
2 cDNS fehérije ACMG S < | Kor Dutch | X §|
-] szinten szinten Kklasszifikacio (év) | Nem | BMI | Score

10 2 c.82G>T p.Glu28* Patogén 9.07 7.18 33 N6 24.6 14 - [60]
16 2 c.82G>T p.Glu28* Patogén 13.3 10.23 53 N6 34.7 18 - [60]

35 4 ¢.337G>T | p.Glu113* Patogén 12.1 9.25 36 Ffi 28.1 16 - [61]
9 7 €.1048C>T | p.Arg350* Patogén 11.9 9.75 52 N6 N/A 16 N/A | [54]

5.2.3.3 Splice helyet érinté LDLR varianst hordozé betegek

Splicing defektust okozod eltérést 6sszesen 8 betegben detektaltunk (17. tablazat). Kettd ezek
koziil tobb mint egy probandban volt jelen. A ¢.940 940+14del koroki eltérés harom betegben
is kimutathato volt (8,11,23-as beteg). Ez a varians nagy valoszintiséggel befolyasolja a splicing
folyamatat és emiatt sériil a protein funkcidja. A ¢.694+2 T>C varianst két csaladban talaltuk
meg. Egy betegben egy kordbban nem kozolt, splicing varianst is detektaltunk a c.1706-2A>G
eltérést az LDLR génben (17. tablazat).
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17. tablazat: Az LDLR (NM_000527.5) génben detektalt heterozigota promoter és splicing variansok, valamint a

betegek részletes klinikai és biokémiai adatai.

é g ;O ] g o]
2 = <
: 5 2| E 58 2
N ~ Z o —_
s s El o 25 S
g . &) ER= ‘S
< varidns = a X g o
A varians CONS | fehérje ACMG 4| Kor Dutch
szinten szinten | klasszifikacio (év) | Nem | BMI | Score
Valésziniileg
43 | prométer c.-153C>T p.? Patogén 9 6.13 21 Né 22 13 - [62]
22 | intron 4 €.694+2 T>C p.? Patogén 94 | 94 47 Ffi 34.2 17 - [63]
32 | intron 4 €.694+2 T>C p.? Patogén 9 7.4 50 Ffi 26.3 16 - [63]
8 6 €.940_940+14del p.? Patogén 104 7.9 30 N6 25.8 14 - [55]
11 6 €.940_940+14del p.? Patogén 10 | 10.5 14 N6 22.4 17 - [55]
23 6 €.940_940+14del p.? Patogén 114] 87 53 N6 22.2 17 - [55]
Valésziniileg sajat
34 |intron 11 €.1706-2A>G p.? Patogén 82 | 58 50 N6 30.5 12 - | tanulmany
14 |intron 17 | ¢.2547+1G>A p.? Patogén 11.1] 89 66 Ffi 24.8 18 - [64]

5.2.3.4 Az FH-s betegekben detektalt kis deléciok/duplikaciok az LDLR génben

A ¢.2416dupG, p.(Val806Glyfs*11) eltérést két csaladban is detektaltuk heterozigota formaban.
Ez az eltérés egy 1 bp-os inzercid az LDLR gén 17-es exonjaban, egy 5 guaninbdl allo
homopolimer szakaszban. Az inzercié eredményeként az 5 helyett 6 guanin lesz a homopolimer
szakaszban, mely eltolja az olvasasi keretet és korai stop kodon beépiilését eredményezi. Ez az
eltérés az LDLR variansok Ill-as osztalyaba tartozik, azaz hibas vagy hianyos LDL receptor
fehérjét eredményez (18. tablazat).

A 28-as betegben a ¢.2167delG, p.(Glu723Argfs*7) eltérést mutattuk ki heterozigota
formaban. Ez a 15-0s exonban 1év0 kis delécid szintén megzavarja a normal olvasasi keretet és
korai stop kodon beépiiléséhez vezet. Ebben a betegben egy tovabbi heterozigdta misszensz
eltérést (c.862G>A, p.(Glu288Lys)) is azonositottunk, igy ezt a beteget az dsszetett heterozigdta
LDLR varianst hordoz6 betegek cimii fejezetben részletesen targyaljuk.

A vizsgalt betegek koziil egyetlen betegben detektaltunk egy olvasasi keretet nem érintd

deléciot (c.654 656delTGG, p.(Gly219del)).
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18. tablazat: Az LDLR (NM_000527.5) génben detektalt heterozigota kis deléciok és inzerciok, valamint a betegek

részletes klinikai és biokémiai adatai.

;] ~ ©

§ gl E 58| 5

3 El = £2| §
~ (@] <=} &

y O ' o C f)

3 varians cDNS varidns fehérje ACMG F al| Kor Dutch | X | &

R | Exon szinten szinten Klasszifikacié - (év) Nem | BMI | Score

41 4 c.654_656delTGG p.Gly219del Patogén 13 N/A 48 M 24.7 2 - [65]

18 17 €.2416insG p.Valg06fs Patogén 8.1 5.4 58 F N/A 12 + | [66]

44 17 €.2416insG p.VVal806fs Patogén 10 3.1 58 F 22.6 9 - [66]

5.2.3.5 Osszetett heterozigéta LDLR varianst hordozo betegek

A vizsgalat sordn 3 olyan beteg volt (P12, P13, P28) akik Osszetett heterozigdta genotipussal

rendelkeztek. Mindharom esetben a genotipushoz sulyos klinikai kép tarsult (19. tablazat).

19. tablazat: Az LDLR (NM_000527.5) génben detektalt variansok az Osszetett heterozigdta betegek esetében,

valamint a betegek részletes klinikai és biokémiai adatai.

S
— o
£ = 3 s o
2 = <] g £ &
S| s 2| E 58 g
<|3 El g £5
& o I %8
kot = a X
= varians CDNS varians fehérje ACMG J | Kor Dutch
szinten szinten klasszifikacio (év) | Nem | BMI | Score
11 c.1618G>A p.Ala540Thr Patogén [67]
12.
€.941-190 c.1061- Sajat
7 270del p.? Patogén 217 N/A| 26 | N§ | 29.36 | 20 + | tanulmany
13 4 c.337G>T p.Glul13Term Patogén [61]
11 c.1618G>A p.Ala540Thr Patogén | 23.7 |N/A| 38 | Ffi | 2015 | 20 + | [67]
6 c.862G>A p.Glu288Lys Patogén [68]
28.
15 c.2167delG Glu723Argfs*7 Patogén | 104|108 13 | Ffi | 294 | 17 - | [56]

A 12-es beteg esetén egy heterozigdta misszensz varians (€.1618G>A, p.(Ala540Thr)) mellett az

LDLR gén

7-es exonjanak deléciojat (c.941-190 c.1061-270del) detektaltuk heterozigota

formaban. Célzott kaszkadvizsgalatot végeztiink, mely bizonyitotta a két eltérés transz

oroklodéset (14. abra). Sikeresen meghataroztuk a 7-es exon delécidjanak toréspontjait is az

LDLR génben. A vad tipusu LDLR gén 7-es exonja el6tt és utan is talalhato egy 32bp hosszasagu

homolég DNS szekvencia.
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A beteg esetében ez a szekvencia a PCR termék szekvenalasat kovetden csak egyszer volt
kimutathat6, és a gén 7 es exonja is kiesett. Vizsgalatunk alapjan ennek a rovid introni szakasznak

a delécidja magyarazhatja a teljen 7-es exon delécigjat (15. abra).

A P13 Csaladfa B P12 Csaladfa
LDLR[c.337G>T] (-] Nem vizsgalt LDLR[c.1618G>A J:[=] LDLR[.941-190_c.1061-270del]:[=]
TC (mmol/l) 9,7 TC (mmol/1) 11,9
TC (mmol/1) 8,8 TC (mmolfl) 10
LDL-C (mmol/ 1) 6,61 LDL-C (mmol/ 1) 7,08 "Dl'ﬂ:'(‘::"’ h '1"; A "DLfD[r"('g'l"/ h Ng{] A
Kor (év) 63 Kor (év) N/A BM) 20,08 B 3195
BMI 28 BMI N/A 4 v
LDLR[c.1618G>A ]:[c.941-190_c.1061-270del] nem vizsgalt
LDLR[c.337G>T ]:[c.1618G>A] TC (mmelf 27 <
TC (mmol/l) 237 lm’::r"(':,‘;'/ " Nz’;A
LDL-C (mmol/ ) N/A v o
Kor (év) 38 I -
BMI 20,15
LDLR[c.1618G>A ]:[=]
TC (mmolfl) 7
LDL-C (mmol/ 1) 4.86
Kor (év) 2
BMI 293

14. abra: A 13-as és a 12 es beteg csaladfaja. A) A 13-as beteg csaladtagjai. A proband édesapjat nem tudtuk
tesztelni. B) A 12-es beteg csaladfaja, ahol 3 generaciot tudtunk vizsgalni.

A 13-as betegnél (P13) egy nonszensz (c.337G>T, p.(Glul13¥)) és egy misszensz eltérést
(c.1618G>A, p.(Ala540Thr)) mutattunk Ki heterozigota formaban. A kaszkad vizsgalat soran
kimutattuk, hogy a nonszensz varianst az édesanyjatol 6rokolte. Az apai DNS minta nem volt
elérhetd, mivel a beteg édesapja korabban kardiovaszkularis komplikaciok miatt elhunyt (12.
abra).

A 28-as betegben egy misszensz (c.862G>A, p.(Glu288Lys)) és egy frameshift varidnst
(c.2167delG, p.(Glu723 Argfs*7)) detektaltunk heterozigdta forméban.
A c.2167delG, p.(Glu723Argfs*7) eltérést kordbban mar leirtdk egy olyan betegben, akinek
emelkedett volt az 6sszkoleszterin szintje [60].
Az éltalunk vizsgalt beteg esetében szintén emelkedett LDL-C és TC értékeket mértek. Habar a
beteg fiatal kora miatt (13 év) xanthoma nem keriilt leirasra, de az életkor elérehaladtaval
kialakulhat. A 28-as beteg csaladtagjaitol nem allt rendelkezésre DNS minta igy a

kaszkadvizsgalatot nem tudtuk elvégezni, igy a transz 6roklédésmenetet nem tudtuk igazolni.
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Chets
11

i LDLR Chr19
0s
; A 4

0s

Ratio (SamplefT otal)

03

A)

01

01

0

GATCGTGCCATTACACTCCAGCCTGGGCAACAAGAGT GAAACTCCIATC CAAAAAAAA
380 kg a a0 [y

tcgtgecattacactccagectgggeaacaagagtgaaacteegtctc.......~7.8kb.... tgecattgeactccagectgggeaacaagagtgaaactccatccaaaaaaa

0 B — TR e

== Ce) Mutant allele

15. abra: A 7-es exon deléci6 toréspontjainak meghatarozasa. (A) Lefedettség alapi CNV analizis NGS adatokbol.

ey

fedve (12-es beteg). (B) A mutans allél PCR amplifikaciot kovetd Sanger szekvenalasanak eredménye. A rovid
homolog DNS szekvencia kerettel kiemelve és piros szinnel kiemelve a referencia szekvenciaban. (C) A vad tipusu

€s a mutans allél a 7-es exon nélkiil. A mutans allél csak 1 kopiat tartalmaz a révid homolog DNS szekvenciabol.

5.2.3.6 LDLR koépiaszambeli eltérést hordozo6 betegek

Héarom beteg esetében detektdltunk az LDLR génben kopiaszdmbeli eltérést heterozigota
formaban. Egy fentebb leirt beteg esetében (12-es beteg) dsszetett heterozigota formaban (20.
tablazat). A 38-as betegben a 4-8 as exonok duplikacioja, mig a 33-as betegben a 3-8-as exonok
delécidja volt kimutathato heterozigota formaban az 0j generacios szekvenalas lefedettségi adatai

alapjan (16. abra). A detektalt eltéréseket MLPA modszerrel is megerdsitettiik.

20. tablazat: LDLR (NM_000527.5) CNV-t hordozo6 betegek klinikai és biokémiai adatait 6sszefoglalé tablazat.

exon varians ACMG . Kor | nem | BMI | Dutch

S tipusa klasszifikacié | __ = (év) Score ©

M 1L

s e | £ 52 G

= E | 52 |5
[}

o0 ~ O] Sl o

¢ o |3 25 | &

> ~ [a) x

R |

38 exon 4-8 duplikacié Patogén 16.6 | 9.8 69 Né 25.7 24 + [69]

33 exon 3-8 delécié Patogén NA|NA| 74 | N6 | 404 10 + [70]
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5.24 Az LDLR eltérést hordozé betegek csaladtagjainak vizsgalata

Minden olyan beteg esetében, ahol koroki vagy valdszinileg koéroki varianst mutattunk Ki,

elvégeztilk az elérhetd csaladtagok mintajanak célzott analizisét. Osszesen 15 csaladtag

mintdjaban mutattunk ki eltérést, melyek koziil 1 esetben az APOB gén mig 14 esetben az LDLR

gén volt érintett. A csaladtagok eredményeit és a fontosabb fenotipusos adatokat a 21-22.

tablazatok tartalmazzak.

21. tablazat: A vizsgalt vér szerinti csaladtagokban detektalt LDLR (NM_000527.5) eltérések és a fobb klinikai és

biokémiai adataik.

_ -

o 3 dE| ®
Vér vari4ns fehérje | ACMG Ei E |Kor buch| 58 | §

szerinti | exon | ¢DNS szintii eltérés . ) S E [P Nem | BMI £ | 8
. szinten Klasszifikacié | £ (év) Score | ES | &
csaladtag ) < E S
O - X8 | X
- a) x
|
131 4 ¢.337G>T p.Glu113* Patogén 88 | 661 | 63 | N6 | 28 11 + | [61]
41-1 4 c.654 656delTGG p.Gly219del Patogén 9.7 6,6 17 Ffi 25 n/a - [65]
11-1 6 .940 940+14del p.? Patogén 84 | 59 | 12| N6 | 17 12 - |y
11-2 6 .940 940+14del p.? Patogén 8 | 598 | 45 | Ffi | 45 12 - |y
19-1 8 c.1130G>A p.Cys377Tyr Patogén 75 | 55 | 29| Ffi | 28 11 - | 55]
12-1 11 c.1618G>A p.Ala540Thr Patogén 7 | 486 | 2 | Fii 15 11 - | 58]
12-2 11 c.1618G>A p.Ala540Thr Patogén 9,7 n/a 47 Né6 24 11 + [56]
€.941-190_c.1061-

12-3 7 270del ? Patogén 119 n/a 50 Ffi 32 14 + S
26-1 12 c.1775G>A p.Gly592Glu Patogén 8,81 | 6,38 63 Ffi 32 19 - [56]
6-1 13 c.1865A>G p.Asp622Gly Patogén 6,1 4,1 40 Ffi 23 9 - [58]
15-1 14 €.2054C>T p.Pro685Leu Patogén 89 | 654 | 26 | Ffi | 22 14 - | 591
17-1 14 ¢.2000G>A p.Cys667Tyr Patogén 75 | 508 | 14| N6 | 20 12 - | B4
18-1 17 €.2416insG p.Val806fs Patogén 9,1 n/a 31 | Né 18 9 - [66]
38-1 4-8 exon 4-8dup ? Patogén 10,69 | 8,92 | 48 N6 18,7 23 + [69]

Jelolések: S: sajat tanulmany.

22. tablazat: A vizsgalt vér szerinti csaladtagban detektalt APOB (NM_000384.3) eltérés és a fobb klinikai és

biokémiai adatai.
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6. Megbeszélés
6.1 Marfan szindrémas betegek vizsgalata soran kimutatott eltérések osszefoglalasa

Ebben a tanulmanyban 23 FBN1 varidnst azonositottunk Marfan szindromaban vagy maés
kotoszoveti betegségben szenvedd betegekben. A Ghent nozologia kivaléd specificitast mutat az
FBNL1 varianssal rendelkez6 MFS betegek azonositasara [7], tovabba definialja az FBN1 koroki
eltérések kritériumait, ami nagyban megkdnnyiti az MFS esetek kortilbeliil 25-30 szézalékdban
talalt 0j genetikai eltérések patogenitasanak megitélését [32],[7].

Azokban a betegekben, akik megfelelnek a Ghent-kritériumoknak, akar 97%-0s
variansdetektalasi rata is elérheté [18],[35],[34]. Az MFS Kklinikai diagndzisa azonban nem
mindig egyszerii a kovetkezd okok miatt: 1) szdmos olyan betegség van, melyek atfedo
cardiovascularis, vazrendszeri és szemészeti tiineteket mutathatnak a Marfan szindromaval [7],
ii) egyes klinikai manifesztaciok életkorfiiggd kialakulasa [7], iii) intra- és interfamiliaris
variabilitds annak tekintetében, hogy a tlinetek milyen életkorban jelennek meg, milyen
szoveteket érintenek és milyen stlyossaguak az adott tiinetek [17]. Az FBN1 variansokat
leggyakrabban Marfan szindromaval tarsitjak [9], de szamos Marfan-szerti fenotipussal
kapcsolatban is leirtak eltéréseket, habar a detektalasi rata joval alacsonyabb egyéb enyhe
fibrillinopathiakban [34]. A fent emlitett okokbdl az FBN1 gén tesztelése szamos olyan klinikai
szituacié miatt volt indokolt, melyet a mi betegpopulacionk is reprezentalt. Minddsszesen 23
koroki vagy potencialisan koroki eltérést detektaltunk az FBN1 génben, beleértve a harom
bizonytalan jelent6ségii varianst is, melyeknek hozzavet6legesen 30 %-a korabban nem detektalt,
uj eltérés volt. A variansok kétharmada misszensz eltérés volt, melyek nagyrésze a cbEGF
mintazatok valamelyikében helyezkedik el és koriilbeliil 70 szazalékuk konzervalt cisztein
reziduumot érint, 6sszhangban az irodalmi adatokkal [2]. A cisztein aminosavak az FBN1 génben
er6sen konzervaltak a fajok kozott, mutatva ezzel 1ényeges szerepiiket [72], [15], [33]. Az is
ismert, hogy a ciszteint érintd variansok nagyobb eséllyel tarsulnak ectopia lentissel
Osszehasonlitva mas aminosavakat érinté misszensz variansokkal [73], [35]. A mi betegeink
kozott is sokkal nagyobb aranyban (11/9) volt megfigyelhet6 ectopia lentis azokban az esetekben,
ahol ciszteint érint6 misszensz eltérést detektaltunk, szemben egyéb eltérésekkel (12/2).

Ot esetben azonositottunk nem ciszteint érintd misszensz eltérést. A varidnsok ezen
p.(Met1576Thr) varianst korabban mar leirtak Marfan szindromdaval és aorta gyok tdgulattal

Osszefliggésben [14], [42], de kozlésre kertilt serdiilékori idiopatias scoliosisban is [43].
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A proband (14 éves) és a n6vére (16 éves) az édesapjuktol 6rokolték az eltérést (az édesaparol
nem alltak rendelkezésre klinikai adatok), mindkettéjiiknek volt scoliosisa és enyhe szisztémas
érintettsége (ludtalp, hiivelykujj tiinet, iziileti lazasag). Nyilvanvalo, hogy rendszeres
kardiologiai kovetés ajanlott, azonban kérdés, hogy az eredmény hogyan befolyasolja a ndvér
¢letmodjat, aki kontaktsportot tiz.

leggyorsabb lefolyasu fenotipusos megjelenéssel a 24-32-es exonokban kialakuld variansokat
hoztak Osszefiiggésbe [74]. Két 1 év alatti betegiink esetén, egy misszensz (¢.3038G>T,
p.(Gly1013Val), exon 24) és egy splice site (c.3082+1G>A, intron 24) varianst azonositottunk
az FBN1 génben (13-as és 22-es betegek). A 22-es beteg esetében az eltérést de novo eltérésként
irtuk le, mivel a sziil6k vizsgalatakor nem mutattuk ki a csaladra jellemz6 eltérést. A 13-as beteg
esetében az édesapa marfanoid fenotipussal rendelkezett, de nem egyezett bele a genetikai
vizsgalatba.

Az ugyanezen aminosav poziciot érintd p.(Gly1013Arg) varidns egy viszonylag gyakori
visszatérd eltérés, melyet atipusos sulyos cardiovascularis, vazrendszeri manifesztaciokkal,
valamint ectopia lentissel sszefliggésben irtak le [34],[29] [41]. Az 1013-as glicin aminosav
erdsen konzervalt és kulcsfontossaglinak tlinik ebben a pozicidban, mely a TGFB1bp #03 és
cbEGF #11 motivumok interdomén kapcsolodéasi régidiban taldlhatd, mutatva ezen régiod
kulcsszerepét [41]. A glicin 1013-as poziciot varians forropontként is tekinthetjiik a korai
megjelenésii és sulyos fenotipust betegek esetében.

A ¢.3082+1G>A splicingot befolyasol6 eltérés a 24-es intronban a donor splicing helyet
érinti. Egy mésik szubsztiticiot (¢.3082+1G>T) korabban mar leirtak ebben a pozicidoban egy
klasszikus Marfan szindromés betegben. Az eltérés valoszinli kdvetkezménye a 24-es exon
kivagddasa az atirédas sordn. Mindkét betegiink az MFS tiinetspektrumanak sulyos végén
helyezkedett el, a tinetek korai megjelenésével az irodalmi adatoknak megfeleléen. A splice
helyet érintd eltérések kovetkezménye alkalmanként lehet trunkalt protein, ezért hatasukat
tekintve hasonloak a nonszensz vagy az olvasasi kereteltolodast okozo variansokhoz [75],[76],
mig mas splice hely variansok olvasasi kereteltolodassal nem jaro deléciot okoznak [77]. Egy
197 beteget vizsgald tanulmény soran azt a megallapitast tették, hogy majdnem minden olyan
betegnek, akinek volt korai aorta eseménye, annak splicing vagy trunkald variansa volt [48].
Ennek a megallapitasnak fontos kdvetkezményei vannak azon betegekre nézve, akik ilyen tipusu

eltéréseket hordoznak (a mi betegcsoportunkban 6sszesen 30,4% volt ezen betegek aranya).
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Erdekes megéllapitas, hogy habar a kardiovaszkularis komplikaciok gyakoribbak ezekben a
betegekben, azonban a Marfan szindroma szisztémas tlineteit kevésbé mutatjak, mely
késleltetheti a diagnozis felallitasat.

Ismert tény, hogy az exoni csendes variansok az FBN1 génben exon skippinget
okozhatnak [47]. Kutatasunkban egy visszatérd csendes varians (¢.3294C>T) hatasat vizsgaltuk
az mRNS splicingra. FBN1 transzkript analizist végeztiink bérbiopsziabol szarmazd megfeleld
sejttipusbdl (fibroblaszt) izolalt total RNS-b6l [78].

A ¢.3294C>T varianst korabban leirtak az irodalomban olyan betegekben, akiknél a
tiinetek kotészoveti betegségre utaltak, de nem teljesitették a Marfan szindroma kritériumait [7].
A ¢.3294C>T varians esetében nem tudtuk megerdsiteni az exon skippinget €s az exon-exon
hatéarok is épek voltak az mRNS vizsgélatok soran. A muténs €s a vad tipust allélok ardnya kdzel
1:1 volt a beteg genomialis és cDNS mintajaban egyarant, melyeket piroszekvenaldssal
vizsgaltunk. Ezt a visszatérd varianst 3 egymadssal rokoni kapcsolatban nem 4ll6 betegben is
kimutattuk. A betegek az irodalomban is leirt szisztémas fenotipusos tiinetekkel rendelkeztek,
ectopia lentis és aorta gyok tagulat nélkiil. Ezen varidns enyhe, eddig ismeretlen hatdsa
Osszhangban allhat ezzel az enyhe fenotipussal.

Osszefoglalasként elmondhato, hogy 26 egymassal rokoni kapcsolatban nem 4116 Marfan
szindromas vagy egyéb kotdszoveti betegségben szenvedd beteg klinikai és molekularis adatait
irtuk le. Azonositottunk 7 eddig nem leirt és 16 visszatérd koroki, vagy valoszintileg koroki
varianst 23 betegben. Az FBN1 variansok nagy része a Marfan szindromat okozott, kett6 esetben

a betegség korai és sulyos forméjat.
6.2 Az FH-s betegek vizsgalata soran kimutatott eltérések osszefoglalasa

Klinikailag diagnosztizalt familiaris hiperkoleszterinémias betegeket vizsgaltunk 0j generacios
szekvenald modszerrel, mely nem csak a kis skalaju eltéréseket képes kimutatni, de a nagy
meéretli duplikaciokat és deléciokat is, megfeleld bioinformatikai analizissel.

Egy varians kivételével 39 LDLR varianst korabban mar leirtak az irodalomban. Habar a
meg.
Osszesen 59 egyénben mutattunk ki familiaris hiperkoleszterinémiaval sszefiiggésbe hozhato
eltérést a betegek vizsgalata soran. Negyvennégy proband és tizenodt csaladtag hordozott az
ACMG kritériumok szerint patogén/valosziniileg patogén, mig két esetben bizonytalan

jelentdségli varidansként tudtuk besorolni a detektalt eltérést.
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Az LDLR variansok eloszlasat tekintve a legtobb eltérés a ligand k6td doménben és az EGF-
szerli doménben helyezkedett el (11. abra).

Tudomasunk szerint, korabban nem késziilt olyan tanulmany, mely a magyarorszagi
familiaris hiperkoleszterinémias betegek genetikai hatterét vizsgalta volna. Ami a mutacids
spektrumot illeti, a magyar adatok nagy atfedést mutattak a szomszédos orszagok példaul
Lengyelorszag és Csehorszag adataival. A lengyel populacioban eléforduléd leggyakoribb LDLR
eltérések megtalalhatoak voltak a mi beteganyagunkban is [58] [69].

A 1618G>A, p.(Alab40Thr) misszensz varianst 4 egymassal nem rokon egyénben (4/37,

10,8%), és a kaszkadvizsgalatok soran tovabbi 2 csalddtagban mutattuk ki. Ez a patogén varians
szamos eurdpai és latinamerikai populacidoban eléfordult és gyakori eltérés volt az altalunk
vizsgalt betegek kozott is. Az irodalomban kozolt €s a sajat betegeink fenotipusa nagyon hasonlo
volt.
Ez az eltérés az epidermal growth factor (EGF)-prekurzor homoldg doménben taldlhato. A
patogenitasat alatdmasztja az a tény is, hogy az irodalomban szamos esetben irtak le korabban,
valamint az eltérést homozigota formaban hordozo betegeknek sulyos klinikai tlineteik voltak,
ugymint korai szivkoszoruér betegség, in xantdomak és magas 6sszkoleszterin szint [67], [80].

A ¢.1130G>A, p.(Cys377Tyr) misszensz varianst 3 csaladban detektaltuk. El6szor egy
svéd tanulmanyban irtak le az eltérést [55]. A patogenitas mellett sz6l az is, hogy azodta tovabbi
eurdpai populacios vizsgalatokban is leirtak ezt az eltérést FH-s betegekben.

Egy masik misszensz varianst a ¢.2054C>T, p.(Pro685Leu) eltérést szintén 3 csaladban
mutattuk ki. Egy tobb mint 2000 FH-t okoz6 varianst leir6 atfogo tanulmany szerint, ez az eltérés
patogénnek tekinthetd. Megjegyzendd, hogy ebben a tanulmanyban 7 olyan eltérést talaltak,
amelyeket minden kontinensen, tobb orszagban leirtak mar, és ezek egyike a ¢.2054C>T,
p.(Pro685Leu) misszensz varians [59]. Ez a tény arra utal, hogy az eltérés nagyon régi alapitd
eltérés, vagy gyakran visszatérd varians lehet.

Két betegben detektaltuk a c.1775G>A, p.(Gly592Glu) misszensz varianst heterozigota
formaban. Ezt a varianst korabban tobb populacidban leirtak, és egy korabbi tanulmany szerint
alapito eltérés egy gorog régioban, ahol a vizsgalt betegek csaknem egyharmadanal volt jelen, és
tobb esetben is kimutattak homozigdta formaban is. [rodalmi adatok alapjan ez az V-0s osztalyba
sorolhatd LDLR eltérés nem okoz drasztikus koleszterinszint emelkedést homozigdta formaban,
igy arra lehet kovetkeztetni, hogy az eltérés csak kis mértékben csokkenti az LDLR aktivitasat
[57], mely hozzajarulhatott a varians elterjedéséhez.

Az altalunk kimutatott nonszensz eltéréseket korabban mar leirtdk, mint patogén FH-t

okoz06 varianst.
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Ezek a varidnsok minden esetben egy trunkalt, nem miikod6képes formajat eredményezik az
LDLR proteinnek. Az LDL-részecskék felvétele csokken a majban és mas szovetekben.

A C.-153C>T promoéter varianst korabban mar kimutattak cseh FH-s betegeket vizsgalo
kutatasban[62].

Ez az eltérés egy konzervalt, igynevezett sterol-dependent regulatory element 2 (SRE2)
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az eltérés szignifikansan csokkentheti az LDLR promoter
aktivitasat [62].

A ¢.940 940+14del eltérést korabban egy skandinav populaciot vizsgalod tanulmanyban
irtak le, ahol a csaladvizsgalatok alapjan egylitt szegregalt a betegséggel [71]. Abban a
tanulmanyban a klinikai kép és a csaladvizsgalat is igazolta a patogenitast, korai sziv és
érrendszeri eltérést irtak le az eltérést hordozo betegekben. Az LDL-C szintek a mi betegeinkben
is nagyon magasak voltak a kezelést megel6z6en (7,9-10,5 mmol/L).

A €.694+2T>C varianst korabban, mint izlandi alapité eltérést irtak le, melynek eredetét
a 18. szazadig tudtak visszavezetni. Az eltérés egy konzervativ spicing helyet érint és a
patogenitasa szegregacios vizsgalatokkal is bizonyitott [63].

Az altalunk detektalt, eddig nem leirt ¢.1706-2A>G eltérés patogenitasat timasztja ala az
a tény, hogy mas nukleotid cserét mar irtak le ebben a pozicidban (c.1706-2A>C; ¢.1706-2A>T).
A ¢.1706-2A>T nukleotid cserét 2 arab csaladban detektaltadk és tovabbi vizsgalatokkal
kimutattak, hogy az adenin-timin csere ebben a nukleotid pozicioban patogén, mivel nagy
mértékben csokkent LDLR mRNS szinteket mértek a betegekben [81], tovabba az eltérés
konzervalt spicing helyet érint.

A .2416dupG, p.(Val806fs*11) frameshift varianst egy svéd populacids tanulmanyban
irtdk le, majd feltlint pakisztani és mas populacios vizsgalatokban is. A proband betegben és
tovabbi 8 csaladtagjaban a heterozigota FH-s betegekre jellemzd emelkedett TC értéket mértek
(7,8-12,9 mmol/L), mig a proband 5 éves gyermekénél a homozigotakra jellemzé magas (23,2
mmol/L) TC értéket mértek és tipikus xantomai is voltak [66]. A 18-as szamt betegiinknek
szintén markansan emelkedett (8,1 mmol/L) TC értéke volt, tovabba koszoriér betegsége és
xantelasmaja is volt, mig a 44-es beteg TC-szintje volt emelkedett (10 mmol/L).

A ¢.654 656delTGG, p.(Gly219del) eltérést korabban askenazi zsiddé populacidoban
mutattdk ki mint FH-t okozo6 alapitd varidnst. Az ott vizsgalt betegekben kimutatott patogén
eltérések 21%-at teszi ki ez a varians [65]. Az eltérés eredményeként egy glicin aminosav

deletalodik a 219. pozicidban, mely egy erdsek konzervalt ligand koté doménben talalhato.
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A ¢.337G>T, p.(Glul13*) eltérés az LDLR gén 4. exonjaban talalhat6 és az 1. osztalyba
tartozo, null allélt eredményezd patogén eltérések kozé sorolhatd. Elsé leirdsa Hobbs és
munkatarsai nevéhez flizodik [61].

A 1618G>A, p.(Ala540Thr) varians egy szintén jol ismert patogén eltérés, melyet szamos
vizsgalatban kimutattak kiilonb6z6 populaciokban ugymint spanyol, német, olasz vagy gorog.
A varians egy korabbi genotipus fenotipus Osszefliggéseket vizsgald nagyobb tanulmanyban is
megtalalhato [80].

A c.862G>A, p.(Glu288Lys) misszensz eltérést el6szor egy Német betegben irtak le [68].
Olasz betegekben a varians fenotipusos kovetkezményeként szignifikansan emelkedett LDL-C
érték, valamint a sulyos esetekben xantoma is megfigyelhet volt [54].

Korabban az APOB gén mérete miatt a célzott APOB tesztelés volt jellemzd a
leggyakoribb FH-t okoz6 ¢.10580G>A, p.(Arg3527GIn) variansra nézve [82]. Napjainkra az j
generacids szekvenalas fejlodésének koszonhetden, elérhetdveé valt az APOB gén teljes kodolod
Osszefiiggd varianst is leirtak [83]. Az APOB génben a leggyakoribb eltérés a magyar
populacidban is a ¢.10580G>A, p.(Arg3527GlIn) varidns volt, ami dsszhangban van az irodalmi
adatokkal [82]. A teljes APOB gén tesztelésével, tovabbi 3 eltérést tudtunk kimutatni, melyek
kozil két misszensz varianst korabban még nem irtak le. Mindkét misszensz eltérést bizonytalan
klinikai jelent6ségli variansként soroltuk be. A harmadik, egy olvasasi kereteltolodassal jard
varians (€.13242delG, p.(Leu4415%*)), melyet korabban a ClinVar adatbazisban irtak le egy
alkalommal mint FH-val 6sszefliggésbe hozott eltérés. Ez az eredmény azt tiikkrozi, hogy a teljes
APOB gén szekvendldsa a célzott APOB tesztelés helyett nagymértékben javithatja a
diagnosztikai hatékonysagot.

Vizsgéalatunk egy 0j varidnst tart fel az LDLR génben, mig a magyar populacioban
eléforduld eltérések nagy része korabban mar leirasra keriilt. A varians tipusok aranya és a génen
beliili lokalizacidja is nagymértékben hasonlé mas populacios vizsgalatokhoz. A genetikai
diagnozis felallitasanak fontossagat jelzi, hogy a lipidcsokkentd terapia megkezdésének
idépontja nagyban befolyésolhatja a varhatd szovédmények kialakulasat és stlyossagat.

Egy nagy tanulmanybol, amely 20 éven at kovette a gyermekek kezelését, azt a kovetkeztetést
vontak le hogy a korai kezelés nagymértékben késleltette a felndttkori sziv- és érrendszeri
szovodmények megjelenésének kockazatat és a varhato tiinetek sulyossagat [84]. A megfeleld
kezelés megkezdéséhez fontos tudni, hogy a beteg heterozigdta, Osszetett heterozigota vagy
homozigota genotipusu-e. Emellett a kaszkadvizsgalattal azonosithatok az érintett, de még

tiinetmentes csalddtagok, ami fontos a prevenciohoz és a megfeleld, idoben elkezdett kezeléshez.
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7. Osszegzés

A bemutatott tanulmanyokban kiilonbdzd 1) generacidés szekvendldsi modszerek
alkalmazhatdsagat és hatékonysagat vizsgaltuk két monogénes korképben. Mindkét betegség
esetén elmondhat6, hogy a molekularis genetikai vizsgélati modszerek az elmult 10-15 évben
teljes mértékben atalakultak. Kordbban az eltérések kimutatdsat célzd genetikai vizsgalat az
ismert varidnsok esetében célzott vizsgélatot, példaul restrikcios emésztést jelentett, addig az
ismeretlen, nukleotid szintli eltérések kimutatasara a koltséges és iddigényes Sanger féle DNS
szekvenalas jelentette az egyetlen lehetdséget. Olyan nagyméretii gének esetében, mint példaul
a 65 kodolo exonnal rendelkezé FBN1 ez rendkiviil koltséges €s iddigényes volt, hiszen minden
egyes exonra meg kellett tervezni a primereket és kiilon-kiilon elvégezni a Sanger szekvenalast.
Szintén nehezen kivitelezhetd volt ez a megkdzelités a genetikai heterogenitassal rendelkezd
korképek esetén, mint példaul a familidris hiperkoleszterinémia, mivel a betegség hatterében
nemcsak egy, hanem tobb gén is allhat. Ezen gének mérete pedig szintén kihivast jelentett.
Sokaig itt is a varians specifikus, vagy egy-egy rovid DNS szakasz célzott vizsgalata jelentette a
DNS szintii analizist.

Ezeket a problémakat kiiszobolte ki egyszerre a molekuldris diagnosztikdba berobband 1j
generacios szekvenald technikak megjelenése. Immaron nem volt kizar6 ok egy gén mérete,
illetve az sem, ha egy adott betegség hatterében tobb gént is vizsgalnunk kell a koroki eltérés
keresése soran.

Az els6é tanulmanyban 26 egymassal rokoni kapcsolatban nem 4ll6 egyén genotipus-
fenotipus Osszefiiggéseit irtuk le, akik Marfan szindroma vagy egyéb kotdszoveti betegség
iranydiagnozisaval érkeztek. A vizsgalat sordn két kiilonbozé U generacids szekvenald
platformot és harom DNS konyvtarkészitési modszert hasznaltunk. Osszesen 23 betegben
azonositottunk valamilyen koroki vagy potencidlisan koroki eltérést az FBN1 génben, melyek
kozilil 16 visszatérd varians volt, 7 eltérést pedig kordbban még nem irtak le. Az altalunk
kimutatott eltéréseket Osszevetettilk az irodalmi adatokkal. Az esetek nagyrészében az FBN1
variansok Marfan szindromaval tarsultak, 2 esetben pedig a szindréma stlyos, korai megjelenésii
(neonatalis) formajaval. Marfan szindroma esetén nagy jelentdsége lehet a patogén eltérések
azonositasdnak, mivel rendkiviil fontos a varhaté kovetkezmények miatt a pontos genotipus-
fenotipus Osszefiiggés felismerése. A patogén varians ismeretében az irodalmi adatok jo
tampontot nyujthatnak abban, hogy a varhaté szévédményeket megeldzzek, illetve késleltessék.

Sok esetben szoros kardiologia, szemészeti és ortopédiai kdvetés ajanlott a betegeknek.
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A sulyos aortaérintettség miatt szintén fontos szerep jut a genetikai diagnozisnak az
esetleges miitéti beavatkozasok tekintetében.

A masodik tanulmanyban a magyarorszagi familidris hiperkoleszterinémids betegek
genetikai hatterét igyekeztlink feltérképezni. Mivel a betegség hatterében tobb gén patogén
eltérése is felmertil ezért a korképpel kapcsolatba hozhat6 géneket vizsgald kitet hasznaltunk a
mintdk analizisére. Osszesen 44 beteg esetében tudtunk koroki vagy valdsziniileg koroki
eltéréseket kimutatni. Hét beteg az APOB, mig 37 beteg az LDLR génben hordozott valamilyen
eltérést. Harom beteg esetében Osszetett heterozigota genotipus igazolodott, mely magyardzta a
sulyosabb klinikai tiineteket. Bemutattuk a betegek fobb klinikai paramétereit €s a genotipus-
fenotipus Osszefiiggéseit. Két-két LDLR ¢és APOB eltérés detektaltunk, melyek korabban még
nem keriiltek leirdsra. A familidris hiperkoleszterinémia hatterében allo leirt és nem leirt
variansokat dsszehasonlitottuk az irodalmi adatokkal. Meghataroztuk tovabbé egy 1 exont érintd
delécio pontos toréspontjait is. A familiaris hiperkoleszterinémia korai felismerése rendkiviil
fontos. A betegség még mindig rendkiviil aluldiagnosztizalt és késon vagy egyaltalan nem kertil
felismerésre a végzetes kimenetelll kardiovaszkularis szovédmények miatt. A korai életkorban
(féleg gyerekkorban) felismert FH idOben elinditott lipidcsokkentd kezelése esetlegesen
rendelkezésre 4allo célzott gyogyszerterdpia, valamint a diéta és a szoros kovetés mind
hozzajarulhat ahhoz, hogy a betegek jo életmindségben és kisebb kardiovaszkularis kockézattal
¢lhessenek. Szintén hangsulyozni sziikséges a genetikai tanacsadas fontossagat, hiszen az érintett

csaladtagok felvilagositasa és sziirése kiemelkedd fontossagu a lehetséges szovédmények miatt.
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8. Summary

In the presented studies we investigated the applicability and efficiency of different next

generation sequencing methods in two monogenic diseases.

In the first study we described genotype-phenotype correlations of 26 unrelated individuals who
were clinically diagnosed with Marfan syndrome or another connective tissue disease. Two
different next-generation sequencing platforms and three DNA library preparation methods were
used in the investigation. In the case of 23 patients we identified pathogenic or potentially
pathogenic variants in the FBN1 gene, of which 16 were recurrent and 7 had not been described
before. Mutational spectrum data were compared to literature data. In the majority of cases,
FBN1 mutations were associated with MFS syndrome, in 2 cases with the severe, early-onset

(neonatal) form of the syndrome.

In the other study, we investigated the genetic background of patients with familial
hypercholesterolemia in Hungary. Genetic analysis was performed with a kit applicable for
detecting variants in genes associated with FH. Pathogenic or potentially pathogenic variants
were detected in 44 patients, APOB gene mutations in 7 and LDLR gene mutations in 37 patients.
Compound heterozygous genotype was found in 3 patients explaining their more severe clinical
symptoms. We also described main clinical parameters of the patients as well as the genotype-
phenotype correlations. We detected 2 novel LDLR and 2 APOB mutations. The variants
associated with familial hypercholesterolemia were also compared with literature data.
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9. Az értekezés uj megallapitasai

1) Kiilonb6z6 tipusi 0j generacios DNS szekvenalasi platformok segitségével
meghataroztuk 23 beteg esetében a Marfan szindroma vagy egyéb tarsult kotoszoveti betegség
genetikai hatterét. Ennek soran 7 esetben irtunk le olyan FBN1 eltérést, melyet az irodalomban
eddig nem kozoltek. Kisérletes munkéval vizsgaltuk egy visszatérd csendes varians patogenitasat
genomialis DNS, valamint fibroblasztokbol izolalt RNS felhasznalasdval cDNS mintdkon,
melynek alapjan végiil az eltérést benignus variansként soroltuk be. A Marfan szindréma
hatterében allo gének mérete és szama miatt korabban nem térképezték fel a magyar betegek
genetikai hatterét igy nem allt rendelkezésre informacid a variansokrél és azok vérhato

kovetkezményeirdl. A detektalt eltéréseket 6sszehasonlitottuk az irodalmi adatokkal.

2) Vizsgaltuk magyarorszagi familiaris hiperkoleszterinémiaban szenvedé betegek
genetikai hatterét. Korabban nem allt rendelkezésre adat a magyar FH-s populacio genetikai
hatterét illetéen igy ez a tanulmany fontos, az irodalmi adatokkal és mas populacios
vizsgalatokkal 0Osszehasonlithatd eredményeket adott. A betegség genetikai hatterének
felderitése segiti a klinikai dontéshozatalt is az esetleges terapidk és a varhatd fenotipusos tlinetek
tekintetében. Leirasra kertiltek 0j eltérések melyek a familiaris hiperkoleszterinémia hatterében
allhatnak. Az APOB génben két misszensz eltérést a (C.8213T>A, p.(1le2738Lys)) és a
(c.10438A>G, p.(Lys3480Glu)) varianst, mig az LDLR génben egy 1] splicing eltérést (€.1706-
2A>G) és egy 1 exonos deléciot (¢.941-190_c.1061-270del) mutattunk Ki.

3) Mindkét tanulmany sordn egyértelmiivé valt, hogy a kordbbi hagyomanyos Sanger
szekvenald modszert ki fogjak szoritani a kiilonbozd 1j generacios szekvenalo késziilékek.
A nagy ateresztOképesség €s a koltséghatékony miikddtetés lehetdvé tette olyan, eddig nem
vizsgalt betegségek genetikai hatterének rutinszerli vizsgalatat, melyeket korabban a gének

mérete €s /vagy szama miatt til koltséges és rendkiviil idéigényes volt vizsgalni.
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