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1. Bevezetés

Munkénk soran a prenatalis és postnatalis molekularis genetikai diagnosztika néhany specialis
kihivast jelentd aspektusat vizsgaltuk. Stlyos monogénes betegségek esetén a genetikai
diagnosztika fontos szerepet jatszik a diagndzis felallitdsdban, genotipus-fenotipus
Osszefiiggések révén a prognozis becslésében, a reproduktiv dontéshozatalban és megteremti a
prenatalis diagnosztika lehetdségét is.

A prenatalis molekulédris genetikai diagnosztika egy igen specialis preanalitikai
befolyasold tényezoje az anyai sejtek bekeriilése a magzati mintaba invaziv mintavétel soran.
Az elsé tanulmany (Az anyai sejt kontamindcio interferdlo hatdsa invaziv modszerrel nyert
prenatdlis mintik molekuldris genetikai tesztelése sordn) soran a magzati mintakban
eléforduld anyai DNS kontaminacid kiilonbdz6 molekularis genetikai tesztekre, mint Sanger
DNS szekvenalas, multiplex ligacio-fiiggd proba amplifikacio (MLPA) és piroszekvenalas,
gyakorolt interferalo hatasat vizsgaltuk.

Az alkalmazott modszer analitikai specificitasara, azaz az MLPA-val detektalt egy
exont érintdé deléciok maésik modszerrel vald megerdsitésének jelentdségére hivja fel a
figyelmet mdsodik tanulmdnyunk (Uj misszensz mutdcié a DMD génben). E16bbi mellett, az
interpretacios kihivast jelentd 0j misszensz mutacid patogenitasa megitélésének nehézségeit
mutatjuk be egy igen nagy méretii fehérje, a dystrophin esetén. Az eset komplexitasat mutatja
az izom szovettani vizsgalat és dystrophin immunhisztokémiai analizis elvégzésének
szlikségessége is.

A harmadik tanulmdnyban (Magyarorszagi Smith-Lemli-Opitz szindromas betegek
mutdcios spektruma) 2008-2012 kozott diagnosztizalt magyar Smith-Lemli-Opitz (SLO)
szindromas betegek mutacios spektrumat irtuk le és hasonlitottuk 6ssze az irodalomban kozolt
mutaciotipus megoszlassal, a mutaciok génen beliili elhelyezkedésével és mas eurdpai
orszagokban leirt SLO szindromat okozo DHCR7 génmutaciokkal. A molekularis genetikai
adatok mellett tanulményunkban Osszefoglaltuk a betegek biokémiai és klinikai fenotipusos
jellemzo6it is. Munkank soran egy 0ij misszensz mutaciot is detektaltunk, a patogenitas
eldontéséhez és az j varians kategorizalasahoz in silico modszereket, illetve varians

klasszifikacios algoritmust alkalmaztunk.



1.1 Irodalmi attekintés

1.1.1 Az anyai sejt kontaminacio interferalé hatasa invaziv médszerrel nyert prenatalis
mintak molekularis genetikai tesztelése soran

Napjainkban prenatalis molekuléris genetikai diagnosztika szamos sulyos mendeli betegség
esetén elérhetd. Habar az anyai vérben talalhato szabad magzati DNS vizsgalata bizonyos
esetekben non-invaziv médszerrel lehetségessé valt, maig a legtobb genetikai laboratoriumban
az invaziv modszerrel nyert magzati mintak genetikai vizsgalata adja az elvégzett prenatalis
tesztek zOomét. Az invaziv mintavétel azoban a fotdlis minta anyai sejtekkel valo
kontamindcidjanak (maternal cell contamination, MCC) veszélyét rejti magdban. A
leggyakoribb, chorionboholy-mintavétellel (chorionic villus sampling, CVS) vagy
amniocentézissel nyert mintatipusok (magzatviz, amniotic fluid, AF) esetén az anyai sejt
kontaminaci6 minden esetben preanalitikai rizikéfaktornak tekintendé. A chorionbiopszias
mintdk deciduaval (méhnyalkahartya) szennyezOdhetnek. Az amnionfolyadék genetikai
analizisét anyai hemopoietikus sejtek jelenléte nehezitheti. A magzatviz mintak tenyésztési
koriilményei az amniocytdk novekedésének kedveznek, az anyai periférids vérsejtek
eloregednek, illetve elpusztulnak, emiatt a tenyésztett AF mintak anyai DNS kontaminacio
veszélye kisebb. Ezzel ellentétben a CVS minték tenyésztése noveli az MCC kockazatat, mely
nagymértékben csokkenthetd a bolyhok megfeleld elokészitésével (a decidua a
chorionbolyhokrol torténd eltdvolitasaval a tenyésztés elinditasa eldtt).

Anyai sejt kontaminacid jelenlétében a PCR-alapi modszerek DNS szennyezéssel
szembeni nagy érzékenysége miatt a magzat genotipusat esetlegesen rosszul hatdrozhatjuk meg.
diagnosztikai tesztek MCC-vel szembeni szenzitivitasat javasolt meghatarozni keveréses
vizsgalatokkal.

A magzati eredmények értelmezését befolyasolo, vagyis szignifikdns MCC
nagymértékben fiigg az alkalmazott diagnosztikai teszttol. Az eredmények értékelhetdségét az
MCC jelenléte nem feltétleniil teszi lehetetlenné. Chamberlain €s mtsai, a PCR modszer klinikai
felhasznalasat bemutatd egyik legelsd publikdcidjukban, a dystrophin gén delécidinak
kimutataséara hasznalt multiplex PCR MCC-vel szembeni szenzitivitasat vizsgalva azt talaltak,
hogy 3-5%-0s MCC 25-6s ciklusszam mellett még toleralhat6. Lamb és mtsai eredményei
MCC (>20%) =zavarja. Hessner ¢és munkacsoportja kimutatta, hogy az apai

vércsoportantigéneket kodold allélok detektalasa, melynek immuncytopenia &ltal



veszélyeztetett magzatok esetén van jelentdsége, 94-99,8%-o0s anyai kontaminacié mellett is
lehetséges volt all¢él-specifikus PCR-rel.

A kiilonb6z6 magzati mintakban az MCC el6fordulasi gyakorisaga akar a 7,1%-ot is
elérheti, ezért fontos a molekularis diagnosztikai modszerek anyai DNS kontaminaciora valo

érzékenységének ismerete.

1.1.2 A dystrophinopathidak molekularis genetikai analizise, a dystrophin fehérje

A dystrophinopathidk a leggyakoribb neuromuscularis betegségek. Az X-kromoszémahoz
kotott recessziv 6roklodést mutatod, progressziv izomvesztéssel jaro allélikus betegségek a
Duchenne- (Duchenne muscular dystrophy, DMD, MIM 310200) és Becker-izomdystrophiak
(Becker muscular dystrophy, BMD, MIM 300376) hatterében a dystrophin fehérjét kodolod
DMD génben (MIM 300377, Xp21.2-p21.1) kialakulé mutaciok allnak. A DMD a Klinikailag
sulyosabb forma, hatterében all6 mutacidk altalaban a dystrophin fehérje teljes hidnydhoz
vezetnek vagy a fehérje funkcionalisan kritikus doménjét érintik. A fenotipusos
megjelenésében enyhébb BMD-re nagyfokl variabilitas jellemz6 a klinikai tiinetek
sulyossagat, megjelenésének idejét illetden, tovabba a progresszid tekintetében. Kialakuldsat
abnormalis, de funkcidjat részben megtartott dystrophin fehérje jelenléte okozza.

A dystrophin egy sarcolemmaval asszocialt fehérje, mely a sejtmembranba integralt és
citoplazmatikus proteinekkel (sarcoglycanok, dystroglycanok, syntrophinek és dystrobrevinek)
valo interakcidja révén (n. dystrophin-glikoprotein komplex, DGC) kapcsolatot létesit az
extracellularis matrix bazélis lamindja és a citoszkeletalis aktin kozott. A DGC {6 funkcidja a
sarcolemma stabilizalasa és az izomrostok védelme hosszu tavon az izomkontrakcio-indukalta
karosodassal ¢és nekrozissal szemben. A dystrophin fehérjének harom teljes hosszusagu
izoformaja létezik, melyek egymastol fiiggetlen promoterek (agyi, Purkinje és izom promoter)
szabalyozasa alatt allnak. Az izom promoter szabalyozasa alatt allo teljes hosszisagu
dystrophin fehérje 3685 aminosavbdl all, molekulatomege 427 kDa. A fehérje négy strukturalis
doménba szervezddik: 1) N-terminalis aktink6té domén (N-ABD); 2) kdzépso palca (central
rod) domén (egy masodik aktink6té domént is tartalmaz); 3) cisztein-gazdag (cystein rich)
domén, ami a sejtmembranban elhelyezkedd beta-dystroglycanhoz kotédik; és a 4) C-terminalis
domén, mely a dystrobrevinhez és a syntrophinokhoz kapcsolddik.

Az emelkedett szérum kreatin kindz (CK) koncentraci6é és/vagy izombiopszids lelet
¢és/vagy klinikai tiinetek megjelenése miatt felmeriilé dystrophinopathia gyanijat a DMD gén
molekularis genetikai vizsgalata erdsitheti meg. Az elsOvonalbeli genetikai teszt

deléciok/duplikaciok kimutatdsira irdnyul, mely genetikai eltérések a DMD/BMD esetek
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kortlbeliill 65%—-80%-aért felelosek. Ha delécid/duplikacidé nem mutathatd ki, masodik
vonalbeli tesztként a DMD gén szekvenalédsa ajanlhat6 fel. Kis skaldji mutaciok mintegy 20-
35%-ban mutathatoak ki DMD/BMD hatterében, tobbségiikk nonszensz pontmutécio,
kereteltolodast okozd kis delécid/inzercid vagy mRNS érést érinté mutacio.

A DMD gén a legnagyobb human gén, 2,5 millidé bp-bol all, 99%-at intronok teszik ki
és 79 exonbdl all. A gén nagy muticios ratajaért feltehetéen az igen nagy méretii intronok
felelosek. Az esetek 1/3-aban a betegség kialakulasanak hatterében de novo mutacio all. Fontos
azonban szem elott tartani, hogy a latszolagos sporadikus DMD esetek egy jelentOs részében
az édesanya esetében csirasejtes mozaicizmusrol van szo, melyet az ismétlédési kockazat
megallapitasanal figyelembe kell venni.

A dystrophin fehérje aktin kotésért és az extracellularis matrixszal valo 0sszekottetésért
felelos strukturdlis elemei jol karakterizaltak. A kristdlyszerkezet alapjan két dystrophin
fehérjemolekula N-ABD doménjai egymassal antiparallel dimert képeznek. Az N-ABD foként
helikalis szerkezetli és két calponin homolég (CH) szubdoménnel rendelkezik. A CH1 és CH2
szubdoméneket helikalis 0sszekotd (linker) régid kapesolja dssze (I hélix). A CH2 szubdomén
6 (A, C, E ¢és G) és rovid (B, D és F) hélixekkel rendelkezik. A CHI1 szubdomén a CH2-h6z
ABD doménben harom aktink6to hely talalhato.

A DMD/BMD betegek igen kis szazalékaban a betegség hatterében misszensz mutaciod

all, azonban ezen mutaciok kozel fele az N-ABD-t érinti.

1.1.3 A Smith-Lemli-Opitz szindroma

A Smith-Lemli-Opitz szindroma (SLO szindréma, MIM 270400) a koleszterinszintézis
elséként felfedezett és leggyakoribb sulyos velesziiletett zavara, melyet a 7-dehidrokoleszterin
reduktaz (DHCR7) enzim deficienciaja okoz.

A human DHCR7 az endoplazmatikus retikulumba lokalizdlod6 NADPH-fiiggd
membranprotein, becsiilt molekulatomege 54,5 kDa. SLO szindromaban a DHCR7 enzim
csokkent miikodése kovetkeztében a koleszterin és dezmoszterin szintézis csokkent, mig a 7-
dehidrokoleszterin (7-DHC) és izomere, a 8-dehidrokoleszterin (8-DHC) koncentracioja
emelkedett a vérben és a szovetekben egyarant. Az SLO szindroma klinikai diagno6zisa a szérum
koleszterin koncentracioja normal is lehet, igy ez a paraméter kizarasra nem alkalmazhato.

A leggyakrabban el6fordulod altalanos klinikai tlinetek a novekedési elmaradas,

megkésett fejlodés, mentalis retardacio és a viselkedészavar. Tobb szervrendszert érintd

6



velesziiletett fejlodési rendellenességek jelenléte szintén gyakori és jellegzetes arckarakter
figyelheté meg. A 2. és 3. labujj syndactyliaja a betegek tobb, mint 95%-aban jelen van.

A koleszterinnek szamos biologiailag fontos funkcidja van. Az emlds sejtek
membranjanak esszencialis lipid alkotéeleme, a myelin f6 0sszetevdje, a szteroid hormonok,
neuroszteroidok, oxiszterolok és epesavak prekurzora, szerepe van tovabbd az embrio
fejlodésében és a morfogenezisben is. A koleszterin az Gn. lipid tutajok fontos strukturalis
komponense, a szterol osszetétel megvaltozasa befolyasolja a sejtmembran fizikokémiai és
funkciondlis tulajdonsagait. A 7-DHC helyettesitd szerepe szamos metabolikus utvonalon
egyelore még nem teljes mértékben definialt. A rendkiviil szines tiinetegyiitteshez nagy
valosziniiséggel a koleszterin deficiencia mellett az emelkedett 7-/8-DHC koncentracio illetve
a felszaporodott metabolitok szarmazékai mind hozzajarulnak.

Az SLO szindroma monogénes betegség, oroklddésmenete autoszomalis recessziv, a
Human Gén Mutécios Adatbazis alapjan 217 mutaciot irtak le eddig a kéroki DHCR7 génben
(11913.4, MIM 602858) (Professional Human Gene Mutation Database, 2018.2 release). A
DHCR7 egy ubiquiter fehérje, de a DHCR7 mRNS legnagyobb mennyiségben a
mellékvesékben, a majban, a herékben és az agyban mutathato Ki.

Az SLO szindroma Viszonylag gyakori a kaukazusi populacioban, az incidencia 1:10
000-1:70 000 az észak- és kozép-eurOpai szarmazasuakban. A null mutaciok gyakorisaga
ellenére igen kevés a 0/0 genotipusu eset, mely indirekt bizonyiték a nagymértékli pre- és
perinatélis haldlozasra nézve.

A DHCRY7 génmutéciok jellegzetes foldrajzi megoszlasara Europaban feltehetden az

alapito hatas, a genetikai sodrodas és visszatéré mutaciok egyiittes jelenléte ad magyarazatot.



2. Célkituzések

1) Célul tiztik ki harom molekularis genetikai diagnosztikai modszer anyai DNS
kontamindaciora valo szenzitivitasanak meghatarozasat:

i) Sanger DNS szekvenalas,

i1) multiplex ligacio-fiiggd proba amplifikacio,

Iii) piroszekvenalds, egy 0j generacids szekvenalasi modszer (nextgeneration sequencing,

NGS).

2) Molekularis diagnosztikai tevékenységiink kapcsan a DMD génben egy 0j misszensz
mutaciot detektaltunk. A mutdcid patogenitdsdnak megitélését a klinikai kép, az izom
szovettani vizsgalata, a dystrophin immunhisztokémiai analizise és a fehérje szerkezetének in

silico analizise alapjan kiséreltiik meg.

3) Tizenharom (12 nem rokon) magyarorszagi SLO szindrémas beteg molekularis genetikai
vizsgalata alapjan a magyar betegpopulacié mutacios spektrumanak meghatarozasat, klinikai
¢s biokémiai (koleszterin, 7-DHC) fenotipusos jellemzdinek 0sszefoglaldsat, egy (1j misszensz
mutacio patogenitdsanak megvizsgalasat €¢s a mutacio detektalasi szenzitivitas meghatarozasat

tuztik ki célul.



3. Anyagok és médszerek
3.1 Az anyai sejt kontaminacio interferalo hatasa invaziv médszerrel nyert prenatalis
mintak molekularis genetikai tesztelése soran
3.1.1 MCC szimulacio
A tanulmdny sordn elvégzett kisérletekben genomialis DNS keverékeket alkalmaztunk. Vad
tipusu DNS minta ("magzati’) heterozigota DNS mintaval ("anyai’) torténé kontaminaciojaval
1%, 5%, 10%, 20%, 30% ¢és 40%-0s anyai sejt kontaminacidt szimulaltunk, mely sorrendben
0,5%, 2,5%, 5%, 10%, 15% ¢és 20% mutans allél aranynak felelt meg.

A periférids vér leukocytdibol a genomialis DNS izolaldsa QIAamp DNA Blood Mini
Kit-tel (Qiagen, Hilden, Németorszag) tortént. A DNS koncentraciét a NanoDrop 2000
spektrofotométeren (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt

Allamok) hataroztuk meg a gyartd utasitésai szerint.

3.1.2 A Sanger DNS szekvenalas anyai Sejt kontaminacioval szembeni szenzitivitasanak
meghatarozasa

Hat kis skalaju mutacio, (1) 5 egy nukleotidot érinté baziscsere és (2) egy 3 bp-t érinté delécid
tesztelését végeztiik el.

1) A vad tipusi DNS mintat (’magzati’) 6t kiilonb6z6 PKHD1 gén (fibrocystin/polyductin,
6pl12.3-p12.2, MIM 606702) pontmutaciora heterozigbta DNS mintaval (Canyai’)
kontaminaltuk: NM 138694.3: ¢.8870T>C, c¢.3407A>G, c.7916C>A, c.6992T>A ¢és
c.107C>T. A PKHD1 génben eléforduldé muticiok autoszomadlis recessziv polycystas
vesebetegséghez vezetnek (ARPKD, MIM 263200).

2) A vad tipusut DNS mintat (’magzati’) a CFTR gén (cystic fibrosis transmembrane
mintaval (Canyai’) kontaminaltuk: NM_000492.3: c¢.1521 1523delCTT, a muticid neve
hagyomanyos nomenklatira szerint F508del. A CFTR gén mutacidi az autoszomalis recessziv
oroklédésti cystas fibrosis (CF, MIM 219700) kialakulasahoz vezetnek.

Az amplikon szekvenalast a BigDyeTerminator v3.1 Cycle Sequencing Kit-tel (Applied
Biosystems, Foster City, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) végeztiik a gyart6 utasitasai
szerint. A kapillaris gélelektroforézist az ABI PRISM 310 Genetikai Analizatoron, mig az

adatok analizisét Sequencing Analysis Software-rel végeztiik (Applied Biosystems).



3.1.3 Az MLPA médszer anyai sejt kontaminacioval szembeni szenzitivitasanak
meghatarozasa

Az MLPA moddszer szenzitivitdsat 1) egy multiexon-delécio és 2) egy multiexon-duplikécio
esetén vizsgaltuk meg. Minden MLPA kisérletet a gyartd utasitasai szerint végeztiink. Az
adatok analizisét blokk normalizacidval végeztiik.

1) Vad tipust n6i DNS mintat (‘magzati’) kevertiink a MID1 gén (midline 1, Xp22.2, MIM
300552) 1-3. exonjainak deléciojara (NG_008197.1(NM_000381.3):c.(?_-365) (864 + 1 865-
I)del) heterozigéta n6i DNS mintaval (‘anyai’). A MID1 génben eléforduld mutaciok X-hez
kotott Opitz G/BBB szindroma (XLOS, MIM 300000) kialakulasdhoz vezetnek. Az MLPA
analizist a SALSA MLPA P233-B2 MIDI probamix (MRC-Holland, Amsterdam, Hollandia)
alkalmazéasaval végeztik. Az X-hez kotott oOroklédésmenet miatt a  proba
felismerési/komplementer szekvencidjanak delécidja az amplifikacid teljes elmaradésihoz
vezet férfiakban, mig a heterozigota formaban eléfordulo delécid a dézis kvociens ~35-50%-0s
csokkenéséhez vezet.

2) Vad tipusi DNS mintat (‘magzati’) kevertink a PKHD1 gén 33-35. exonjainak
duplikéciojara (NG _008753.1(NM_138694.3):c. (5236 + 1 5237-1) (5751 + 1_5752-1)dup)
heterozigdta (‘anyai’) DNS mintaval. Az MLPA analizist a SALSA MLPA P341-B2/P342-B2
PKHDI1 prébamix (MRC-Holland) alkalmazasaval végeztiik. Heterozigdta duplikacio esetén a

doézis kvociens tipikusan az 1,30-1,65 tartomanyba esik.

3.1.4 Az 1j generacios DNS szekvenalasi médszer (piroszekvenalas) anyai sejt
kontaminacioval szembeni szenzitivitaisanak meghatarozasa

Vad tipusit DNS mintat (‘magzati’) kevertiink az FBN1 gén (fibrillin 1, 15921.1, MIM 134797)
egy nukleotidot érintd baziscseréjére (NM_000138.4: ¢.4727T>C) heterozigota ("anyai’) DNS
mintaval. Az FBN1 gén mutacidéi Marfan szindroméhoz (MFS, MIM 154700) vezetnek, mely
autoszomalis dominans Oroklodést mutat. A bidirekciondlis piroszekvenalds GS Junior
rendszeren tortént és az adatok analizisét a GS Amplicon Variant Analyzer Software-rel (Roche
454 Life Sciences, Branford, Connecticut, Amerikai Egyesiilt Allamok) végeztik. A DNS

mixeket duplikdtumban vizsgaltuk.

10



3.2 Uj misszensz mutacié a DMD génben

3.2.1 Esetbemutatas, klinikai jellemzék

A 6 hoénapos fiucsecsemd neuroldgiai kivizsgaldsa enyhe, generalizalt izomgyengeség,
hypotonia és megkésett motoros fejlodés miatt kezd6dott. A perinatdlis anamnézis
eseménytelen volt, mentalis fejlédése rendben zajlott, érzészavara nem volt. Szenzomotoros
tréning ellenére a tiinetekben javulas nem kovetkezett be, ezért neuromusculdris betegség
gyanuja meriilt fel. Az electromyographia myopathids jeleket mutatott. Az 1 éves korban
elvégzett laboratoriumi vizsgalat soran mért emelkedett kreatin kindz érték (1497 UJL,
referencia tartomany: 24—195 U/L) miatt dystrophinopathia gyantja meriilt fel és 14 honapos
korban DMD gén analizis elvégzésére keriilt sor. A csaladban DMD/BMD nem fordult el6. 25
hénapos korban a fizikalis vizsgalat fekvésbol valo nehezitett feliilést, scapula alatat, a felsd
végtagokon és a mellkason csokkent izomtdmeget €s enyhe vadli hypertrophiat irt le. Ezt

kdvetden a quadriceps izombol biopszia elvégzésére keriilt sor.

3.2.2 DNS izolalas

A DNS izolalas a periférias vér leukocytaibol tortént a 3.1.1 pontban leirtaknak megfelelden.

3.2.3 A DMD gén delécié/duplikacio analizise

Deléciok/duplikaciok vizsgalata a DMD génben MLPA mddszerrel tortént a SALSA MLPA
P034-B2 DMD ¢és P035-B1 DMD probamixekkel (MRC-Holland). Az adatok analizisét a
gyartd utasitdsai szerint, blokk normalizacioval végeztiik. Férfiakban a proba komplementer
szekvencidjanak delécioja a proba amplifikdcié elmaradasdhoz (a fragment analizis soran

hidnyzo csucs a vart mérettartomanyban) vezet.
3.2.4 A DMD gén 4. exonjanak Sanger DNS szekvenalasa

A DMD gén 4. exonjanak és a hatarold introni szakaszoknak PCR-rel torténé amplifikacioja

utan bidirekcionalis Sanger DNS szekvenalast végeztiink a 3.1.2 pontban leirtak szerint.
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erer

A DMD gén szekvenalasa bidirekcionalis piroszekvenalassal GS Junior rendszeren (Roche 454
Life Sciences) tortént a DMD MASTR esszével (Multiplicom, Niel, Belgium). Az adatok

analizisét a GS Amplicon Variant Analyzer Software-rel (Roche 454 Life Sciences) végeztiik.

3.2.6 Az izom szovettani vizsgalata, a dystrophin fehérje immunhisztokémiai analizise

Harantcsikolt izom szdvettani és immunhisztokémiai vizsgalatat fagyasztott izombiopszias
mintabol késziilt, 7 mikrométer vastagsagu, keresztmetszeti siki metszeteken végeztiik el
standard  protokoll  szerint. Sarcolemmalis és  sarcolemma-asszocialt — proteinek
immunhisztokémiai vizsgalata az alabbiak szerint tortént: a dystrophin fehérje 1-es, 2-es és 3-
as epitopja ellen iranyulé antitestekkel, melyek sorrendben a centralis/kdzponti, C-terminalis
¢és N-terminalis régionak felelnek meg (Novocastra, Newcastle, UK, forgalmazo Biomarker,
Go6dolls, Hungary; a primer antitestek higitasal:20 volt minden esetben); illetve sarcoglycan
alpha, béta, gamma és delta (Novocastra, primer antitesthigitasok sorrendben: 1:50, 1:100,
1:100 és 1:50); merosin (Novocastra, 1:100) ¢és spectrin (Novocastra, 1:100) fehérjék elleni
antitestekkel. A primer antitestek targylemezen torténd inkubalasat 1 Oran at
szobahdmérsékleten végeztiikk. Az immunhisztokémiai vizsgalatok sordn a detektalas a MACH
4 Universal HRP-Polymer Detection System (Biocare Medical, Pacheco, California, Amerikai
Egyesiilt Allamok) kittel a gyarto utasitasai szerint tortént. (Dr. Hortobdgyi Tibor, Patholégiai

Intézet, Neuropatholégiai Nem Ondallé Tanszék, Debreceni Egyetem)

3.2.7 In silico analizisek

A dystrophin (PDB ID:1DXX), utrophin (PDB ID: 1QAG), a-actinin 3 (PDB ID: 1WKU) és
fimbrin (PDB ID: 1A0A) proteinek aktink6té doménjének (actin-binding domain, ABD)
Protein Data Bank adatbazisban elérhetd kristalyszerkezetét hasznaltuk, a fehérjékre vonatkozo
tovabbi informaciokat (pl. szekvencia) az UniProt adatbazisbol toltottiink le: dystrophin
(UniProt ID: P11532), utrophin (UniProt ID: P46939), a-actinin 3 (UniProt ID: Q08043) és
fimbrin (UniProt ID: P13797). A szerkezeti abrak a PyMOL Molecular Graphics System
(Version 1.3 Schrodinger, LLC) program segitségével késziiltek. A szerkezet-alapt szekvencia-
illesztést a SALIGN web-szerverrel végeztiik. A masodlagos szerkezetre vonatkozé predikciok
a JPred4 szerver alkalmazasaval késziiltek. A FoldX algoritmussal és a SDM web-szerverrel
kalkulaltuk a pontmutaciok hatasara a protein stabilitasaban bekovetkezett valtozasokat (AAG,
kcal/mol), a dystrophin fehérje N-ABD kristalyszerkezetének felhasznalasaval. Az aggregacios

hajlamra vonatkozo6 dinamikus predikciot az N-ABD domén A lancanak szerkezete alapjan az
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Aggrescan3D szerver hasznalataval végeztik. (Dr. Motyan Janos Andrds, Biokémiai és

Molekularis Biologiai Intézet, Debreceni Egyetem)

3.3 Magyarorszagi Smith-Lemli-Opitz szindromas betegek mutacios spektruma

3.3.1 Betegek

2008-2012 kozott osszesen 13 (12 nem rokon) egyén SLO szindroma iranyu molekularis
genetikai és biokémiai diagnosztikajat végeztiik el. A vizsgalt betegek az orszag kiillonb6zo
régi6ibol (Nyugat-Dunantal, Dél-Dunanttl, Kozép-Magyarorszag, Eszak-Alfold, Eszak-
Magyarorszag) érkeztek. Az SLO szindroma klinikai gyantjat elsdvonalbeli tesztként a szérum
molekularis genetikai vizsgalatat is elvégeztiikk. A stlyossagi pontérték kiszamitasat klinikai
genetikus szakorvos végezte a Bialer és munkatarsai altal kifejlesztett, majd Kelley és

Hennekam altal modositott pontozé rendszer szerint.

3.3.2 Médszerek

3.3.2.1 Biokémiai diagnosztikai modszerek

Szérum mintdkbol a 7-DHC szint meghatarozasat a Honda és mtsai altal leirt UV
spektrofotometrias moddszerrel végeztilk, a total koleszterin koncentraciot enzimatikus

kolorimetrids modszerrel hataroztuk meg.

3.3.2.2 A DHCRY? gén kodolo régiojanak molekularis genetikai analizise

A periférias vér leukocytaibol torténd genomialis DNS izolalast a 3.1.1 pontban leirtaknak
megfelelden végeztik. A DHCR7 gén molekuléris genetikai analizise soran a kodolé 3-9.
exonokat és az exon-intron hatdrokat amplifikaltuk. A kordbban Fitzky és mtsai altal leirt
intronokban lokalizalodo primereket alkalmaztuk, a 7. exon (e7F: 5’-GCT GGG CTC TCG
CTA AGT AA-3°,e7R: 5’-GCA GTA GAT TAA GGT CAT GGG AAT-3’) és 9a exon reverz
primer kivételével (e9aR: 5’-ATG TAG AAG TAG GGC AGC AGG TGG C-3’). A PCR
termékek Sanger DNS szekvenaldsat a 3.1.2 pontban leirtak szerint végeztik. Az
elektroferogramok manualis értékelésénél hasznalt referencia szekvencia: NG_012655.2,
NM_001360.2. A betegek DNS mintdiban detektalt mutaciok transz elhelyezkedését a sziildi

mintak célzott analizisével minden esetben igazolni tudtuk.
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3.3.2.3 A DHCRY7 gén nem-kodolo exonjainak és szabdlyozo szekvencidinak analizise

A feltételezett promoter régiot és a 3° UTR egy részét a kovetkezd primerek alkalmazéséaval
analizaltuk: PM1F (5’-CCT GAC ACC CATGTG TTT ACC-3’), PMIR (5’-CCG GAC TCG
AGATTG ACG-3’), PM2F (5’-AGC TGG GAT CCC GAA GAA G-3°), PM2R (5’-CAC GCC
GCC TAC CCT CTA-3’), PM3-elF (5’-GCA ATC GCTGAC ATC ATC C-3’), PM3-elR (5°-
CCT GTG AGT GGG CACCTG-3’), e2F (5’-GAG CTT CTG CCC TCT CCT G-3’), e2R (5°-
TCA ACG CTG TGA AGC CAT AG-3’), 3UTRIF (5’-CTA CATGGC CAT CCT GCT G-
3”), 3UTRIR (5’-CCC CAG GGA CACTGA TTA GA-3°), 3UTR2F (5’-GTTCCTTGC TTT
TGC CTTCA-3) és 3UTR2R (5’-GGA GGG GGA TCT AGA GCT GA-3’). A PCR termékek
Sanger DNS szekvenaldsat a 3.1.2 pontban leirtak szerint végeztiik.

3.3.2.4 A DHCR7 mRNS szekvendldsa

EDTA-val (etilén-diamin-tetraecetsav) antikoagulalt periférias vérbol végeztiink total RNS
izolalast Trizol reagenssel (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok). A
reverz transzkripciot a High Capacity cDNA Kit-tel (Thermo Fisher Scientific) végeztiik. A
DHCR7 cDNS-t 4 atfed6 fragmentben amplifikaltuk Pfu DNS polimeraz enzimmel (Agilent
Technologies, Santa Clara, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) a kovetkez6 primerek
alkalmazasaval: DHCR7mRIF (5’-TGA CAG AACCGC ATC TCA A-3’), DHCR7mRIR (5°-
CTC CTA CGT AGCCGG GTA GA-3’), DHCR7mR2F (5’-TAC CTT GTG GGT CACCTT
CC-3’), DHCR7mR2R (5’-ATT GGT CAC ATG GCT GTGG-3’), DHCR7mR3F (5’-GAT
CGG GAAGTG GTT TGA CT-3’), DHCR7mR3R (5’-GCC ACC CGG AAG ATG TAG TA-
3’), DHCR7mR4F (5’-GAC TGT GTC TGG CTG CCT TA-3’) és DHCR7mR4R (5’-AGG
ATG GCC ATG TAG ATG ATG-3’). A PCR termékek Sanger DNS szekvenalasat a 3.1.2

pontban leirtak szerint végeztiik.

3.3.2.5 Az uj misszensz mutdcio patogenitisinak megitélésére haszndlt modszerek

A korabban nem leirt ¢.374A>G (p.Tyr125Cys) misszensz mutacié funkcionalis hatdsanak
megitélésére a Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT) predikcios szoftvert hasznaltuk. A
DHCR7 ortologok tobbszords szekvencia-illesztését ClustalW bioinformatikai analizissel
végeztik. Annak kizaradsdra, hogy nem egy gyakori magyar populicioban eléfordulo
polimorfizmusrol (benignus variansrédl) van sz6 50 egészséges egyén DNS mintdjat analizaltuk
a C.374A>G varians jelenlétére PCR-RFLP (restrikcios fragmenthossz polimorfizmus)

modszerrel, SnaBI restrikcidos enzim alkalmazasaval.
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3.4 Szekvencia variansok Kklasszifikacioja

A korabban nem leirt szekvencia variansok besorolasara az Amerikai Orvosi Genetikai és
Genomikai Tarsasag (American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)) varians
klasszifikacios rendszerét alkalmaztuk, mely két kritérium-szettet alkalmaz a patogén vagy

valoszinlileg patogén illetve a Dbenignus vagy valdsziniileg benignus variansok

crer

4. Eredmények
4.1 Az anyai sejt kontaminacié interferalé hatasa invaziv médszerrel nyert prenatalis
mintak molekularis genetikai tesztelése soran
4.1.1 A Sanger DNS szekvenalas anyai sejt kontaminacioval szembeni szenzitivitasa
Vad tipusut DNS minta (‘magzati’) és kiilonb6z0 pontmutacidkra heterozigota DNS minta
(’anyai’) keveréses vizsgalatdval az alabbi mutans allélra vonatkoz6 detektalasi hatarértékeket
(limit of detection, LOD) kaptuk: 1) NM_138694.3:¢.8870T>C, 2.5% muténs allél (5% MCC);
2) és 3) NM _138694.3:c.3407A>G ¢és ¢.7916C>A, 5% mutans allél (10% MCC); 4)
NM 138694.3:¢.6992T>A 10% mutans allél (20% MCC); 5) NM_138694.3:¢c.107C>T, 15%
mutans allél (30% MCC).

Vad tipust DNS minta (‘magzati’) és egy 3 bp-os deléciora (NM_000492.3:
c.1521 1523delCTT) heterozigota DNS minta ("anyai’) keveréses vizsgalata soran 10%
mutans allél bizonyult a detektalds hataranak (20% MCC).

4.1.2 Az MLPA modszer anyai sejt kontaminacioval szembeni szenzitivitasa

A keveréses vizsgalatot két nagy skaldju mutéacidtipus 1) egy multiexon-delécio és 2) egy
multiexon-duplikacio esetén végeztiik el.

1) Az els6 esetben vad tipusu néi DNS mintat ("magzati’) a MID1 gén 1-3. exonjainak
magzati’ genotipus valtozatlan maradt, a deletalt régionak megfeleld probak dozis kvociensei
a normal tartomdnyban maradtak. 40%-o0s anyai sejt kontaminacié hatdsara, mely 20% mutans
allél aranynak felel meg, a probak relativ csicsmagassag értéke a 0,70-0,89 tartomanyba esett,
mely mar diagnosztikai bizonytalansdgot eredményezhet a gyakorlatban.

2) A masodik esetben vad tipusi DNS mintat (‘magzati’) a PKHD1 gén 33-35. exonjainak
duplikacidjara heterozigota DNS mintaval kevertiink (‘anyai’). A vizsgalat az mutatta, hogy

még 40%-os szimulalt MCC (20% mutéans allél) sem valtoztatta meg a teoretikus magzati
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genotipust, a duplikdlt régiora specifikus probak dozis kvociensei a normal tartoméanyban

maradtak.

4.1.3 Uj generaciés DNS szekvenalasi médszer (piroszekvenalas) anyai sejt
kontaminacioval szembeni szenzitivitasa

A vizsgélat sordn vad tipusi DNS mintat (‘magzati’) egy, az FBN1 génben eléforduld
pontmutaciora (NM_000138.4: ¢.4727T>C) heterozigéta DNS mintaval kevertlink (‘anyai’).
Piroszekvenalassal nagy lefedettségnél 0,5% mutans allél kimutathat6 volt. A 2,5%, 5%, 10%,
15% ¢és 20% muténs allél frakciok kvantifikdldsa megfelelének bizonyult (atlag lefedettség

752X, minimum-maximum lefedettség: 437-1165x).

4.2 Uj misszensz muticié a DMD génben

4.2.1 A szérum kreatin kinaz idébeli valtozasa
A szérum CK aktivitas emelkedd tendenciat mutatott (1497-4915 U/L) a kovetéses periddus
alatt (12-33 honap).

4.2.2 A DMD gén molekularis genetikai analizise

mutatta. A 4. exon PCR-rel torténd amplifikacioja azonban sikeres volt, igy ez a vizsgalat a
deléciot nem erdsitette meg. A 4. exon Sanger DNS szekvenalasa egy 0j pontmutaciot igazolt
(LRG_199t1: c¢.227A>T, LRG_199pl: p.Asn76lle), mely a 76. aminosavpozicidban
aszparagin-izoleucin cserét eredményez. A mutacio de novo-nak bizonyult, az édesanya DNS
mintdjaban nem volt kimutathato. A DMD génben egyéb, esetlegesen patogén mutacid
jelenlétének kizasasara a teljes kodolo régié szekvenalasat elvégeztiik, mely harom hemizigota
varianst igazolt. Az eddig nem leirt misszensz mutéacion (€.227A>T) kiviil, melyet eléz6leg
Sanger DNS szekvenalassal is Kimutattunk, két tovabbi varianst detektaltunk (mindkettd
szerepel a Single Nucleotide Polymorphism Adatbazisban (dbSNP) >5%-0s minor allél

frekvenciaval (minor allele frequency, MAF)).

4.2.3 Az izom szovettani és immunohisztokémiai vizsgalata
Az izom szovettani vizsgalata enyhe dystrophias vonasokat mutatott: mérsékelten fokozott
rostkaliber ingadozas, elvétve néhany hyperkontrahalt rost, helyenként enyhe fokua

maginternalizacidé, kis csoportokban basophil regenerativ rostok. A  dystrophin
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immunhisztokémiai vizsgalata: 1) az l-es antitesttel a sarcolemma valtozo intenzitasu
jelolodést mutatott, szegmentalisan minimalis vagy hianyzé immunoreaktivitassal; 2) a 2-es
antitesttel intenziv, linedris sarcolemmalis expresszid volt megfigyelhetd (normal jel6l6dés); 3)
a 3-as antitesttel a rostok dont6 tobbsége negativ volt, a rostok kevesebb mint 5%-aban volt
teljes vagy szegmentalis sarcolemmalis expresszié kimutathato. A spectrin immunhisztokémiai
vizsgalata normal, linearis sarcolemmalis expressziot mutatott. Az a, P, y és & sarcoglycanok
linearis sarcolemmalis expressziot mutattak kozepes vagy erds intenzitassal, néhany rostban
szegmentalis expresszid csOkkenés volt lathatd. A merosin expresszio szabalyos, erds
sarcolemmalis mintazatot adott. (Dr. Hortobdgyi Tibor, Patholégiai Intézet, Neuropathologiai

Nem Onall6 Tanszék, Debreceni Egyetem)

4.2.4 Az Asn76lle mutacié hatasanak in silico analizise

4.2.4.1 A human dystrophin 76. pozicidjaban elhelyezkedd aszparagin reziduum (Asn76)
jellemzése

A human dystrophin N-ABD kristalyszerkezete alapjan az Asn76 reziduum az N-ABD CH1
szubdoménjanak E hélixében helyezkedik el. Irodalmi adatok szerint az Asn76 reziduum nem
része az aktinkotd helyek egyikének sem és kozvetleniil nem vesz részt az aktin kotésben. Az
Asn76 oldallanca nem a CH1 szubdomén felszinén, hanem sokkal inkabb a C és E hélixek és a
D hurok kozétt ,,rejtve” helyezkedik el. Az Asn76 oldallancat alkoté atomok hidrogénkotésnyi
tavolsagra vannak az Asp46 és Glub5 reziduumok f6 lancat alkotd atomoktol az N-ADB
kristalyszerkezete alapjan (Asn76.ND2-Asp46.0 ¢és Asn76.0D1-Glu65.N). Ezek a
hidrogénkotések feltehetden stabilizaljak a CH1 szubdomént.

4.2.4.2 CHI szubdoménnel rendelkezo fehérjék szerkezet-alapu szekvencia-illesztése

A human dystrophin, utrophin, a-actinin 3 és fimbrin fehérjék N-ABD doménjeinek szerkezeti
Osszehasonlitasa és szekvencia-illesztése is az Asn reziduum nagyfoka konzervaltsagat mutatta
(dystrophin szamozas szerint a 76. poziciéban). Az Asn76 reziduummal interakcioban 1évo
Asp46 és Glub5 reziduumok konzervaltsagat szintén megvizsgaltuk. Az Asp reziduum (Asp46
dystrophin szamozas szerint) nem mutatott teljes mértékii konzervaltsagot a vizsgalt human
proteinek CH1 szubdoménjei kozott, mig az a-actinin 1 és 4 izoformai esetén Asp reziduum, a
2 és 3 izoformak esetén Asn talalhatdo ebben a pozicidban. A human dystrophin Glu65
reziduumhoz hasonldan, az Asp46 esetében is hasonlo oldallancok konzervaltsaga jellemz6

ebben a pozicidban (Asn vagy Asp).
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4.2.4.3 Az Asn76lle mutdcio feltehetéen nagymértékben destabilizalo hatdsu

Az Asn76lle mutacidnak a masodlagos szerkezetre gyakorolt hatasat a mutans N-ABD
szekvenciaja alapjan josoltuk. A predikci6 alapjan az aminosavcsere nem valtoztatja meg sem
az N-ABD domén, sem pedig az E hélix masodlagos szerkezetét. A mutans human dystrophin
protein szerkezete (a FoldX algoritmussal végzett szamitas alapjan) Gigy valtozik meg, hogy az
Asn76-nak a szomszédos Asp46 ¢és Glu6S reziduumokkal kialakitott konzervalt
hidrogénkotései felbomlanak a polaros aszparagin hidrofob izoleucinra cserélédése miatt. A
mutaci6 feltehetéen nagymértékben destabilizaldé (AAG > 3 kcal/mol) és kovetkezményes
fehérje diszfunkciét okoz. Az p.Asn76lle mutacid6 a dystrophin fehérje aggregacios
hajlamara/szolubilitasara gyakorolt hatasat szintén megvizsgaltuk. Analizisiink alapjan mind a
vad tipust Asn76, mind a mutans lle76 reziduumok ,,rejtve” maradnak a C és E hélixek kozott,
igy a CH1 szubdomén aggregaciora hajlamos régidinak nem képezik részét. (Dr. Motyan Janos

Andrds, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet, Debreceni Egyetem)

4.3 Magyarorszagi Smith-Lemli-Opitz szindromas betegek mutacios spektruma

4.3.1 Szérum koleszterin és 7-DHC meghatarozas

Minden beteg esetén extrém mértékben emelkedett szérum 7-DHC koncentraciot mértiink 87-
302 mg/L tartomanyban, mely 580-2013-szorosa a referencia értéknek (<0,15 mg/L). A szérum
koleszterin koncentracio 8/13 beteg esetén alacsony volt a korspecifikus referencia

tartomanyhoz viszonyitva. A 7-DHC/koleszterin arany minden esetben koros volt.

4.3.2 A DHCR7 gén molekularis genetikai analizise

4.3.2.1 DHCRY7 génmutdcio tipusok a magyar SLO szindromds betegpopuldcioban

12/13 beteg esetén mindkét koroki mutaciot azonositottuk, 1 esetben egy mutaciot detektaltunk
heterozigdta formaban. 12 nem rokon egyénben, 23 identifikalt allél alapjan: 56,5% (13/23)
misszensz mutacio, 26,1% (6/23) nonszensz mutéacid €s 17,4% (4/23) splicingot érinté mutacio.
11 nem rokon betegben detektaltuk mindkét mutaciot és egy beteg kivételével, aki homozigota
genotipustt volt a ¢.964-1G>C null allélra (9,1%, 1/11) minden esetben Osszetett
heterozigotasdg igazolddott: 63,6%-ban (7/11) null allél (nonszensz vagy splicing
mutacid)/misszensz mutacio, 27,3%-ban (3/11) két kiilonbdzd misszensz mutdcié volt

kimutathato.
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4.3.2.2 Magyar DHCR?7 génmutdcios spektrum

A magyar SLO szindrémas betegekben detektalt genetikai eltéréseket 0sszehasonlitottuk egyéb
europai orszagok mutacids spektruméval. A panetnikus, de Nagy-Britanniaban legelterjedtebb,
leggyakoribb SLO szindrémat okozo mutacio a ¢.964-1G>C, mely gyakori Spanyolorszagban,
Olaszorszagban, Németorszagban és Ausztriaban, de ritka Lengyelorszagban, Csehorszagban,
Szlovakiaban és Dél-Olaszorszagban, a masodik leggyakoribb mutacionak adodott az altalunk
vizsgalt betegpopulacioban (4 allél). A p.Trp151* volt a leggyakoribb a (6 allél) magyar SLO
szindromas betegekben. A p.Trpl51* szintén gyakori Lengyelorszagban, Németorszagban és
Ausztridban, Csehorszagban, Szlovakiaban, de nagyon ritka Nagy-Britanniaban,
Spanyolorszagban és Olaszorszagban. A masik tipikusan kelet-eurdpai mutacio, a p.Val326Leu
allél, az elobbi muticidhoz nagyon hasonldé foldrajzi megoszlast mutat, a magyar
betegpopulacioban is a 3. leggyakoribb eléfordulasu (3 allél). A p.Ser397Leu és p.Tyr432Cys
mutaciokat 0sszesen 2-2 allélon detektaltuk, tovabbi 8,3-8,3%-ban. Tovabbi, korabban leirt
SLO szindromat okoz6 mutaciok 1-1 allélon fordultak elé: p.Ala247Val, p.Gly244Arg,
p.Leul09Pro, p.Arg443His és p.Arg242His.

4.3.2.3 Uj misszensz mutdcié kimutatisa a DHCR7 génben

A mar ismert SLO szindrémat okoz6 nonszensz, misszensz €s splicing mutaciokon kiviil egy
1) misszensz mutacidt ¢.374A>G (p.Tyr125Cys) is detektaltunk. A mutaci6é patogenitisat az
alabbiak tamasztjak ald: 1) az érintett aminosavreziduum filogenetikailag konzervalt, 2) a
Grantham matrix pontszam 194 és 3) a SIFT predikcios szoftver szerint ebben a pozicidban a
tirozin-cisztein aminosavcsere nem toleralhato. Fentieken tal a ¢.374A>G volt az egyetlen
potencialisan patogén varians transz pozicioban egy masik ismerten SLO szindromét okozé
mutécioval (c.976G>T, p.Val326Leu) az érintett egyénben. A ¢.374A>G 50 egészséges egyén
DNS mint4jaban (100 allél) PCR-RFLP moédszerrel nem volt kimutathat6.

4.3.2.4 A DHCRY?7 gén tobbszintii molekularis genetikai analizise

A 13. Beteg esetén a standard molekularis genetikai analizissel egy korabban leirt, SLO
szindromat okoz6 mutdciét tudtunk azonositani heterozigota formaban (c.452G>A
(p-Trp151*). Méasodik szintii analizisként a nem kodold exonok, a feltételezett promoter régiod
¢s a 3> UTR régio vizsgalata tortént. Ez a vizsgalat ujabb potencidlisan patogén eltérést nem
igazolt. Fehérvérsejtekbdl izolalt DHCR7 mRNS szekvenalas NMD-t igazolt a c.452G>A

mutacio esetén. Ezen SLO szindromat okozé mutacio esetén az NMD leirt jelenség, azonban
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kimutatasa korabban bor fibroblasztokbdl izolalt mRNS vizsgalataval tortént. Egyéb patogén

eltérést az mRNS szekvendlds sem igazolt.

5. Megbeszélés

5.1 Az anyai sejt kontaminacio interferalo hatasa invaziv médszerrel nyert prenatalis
mintak molekularis genetikai tesztelése soran

Ebben a tanulményban 3 molekularis genetikai mddszer, a Sanger DNS szekvenalés, az MLPA
¢s a piroszekvendlds anyai DNS kontamindcioval szembeni érzékenységét hataroztuk meg.

A Sanger DNS szekvenalds anyai DNS kontaminéciora vald szenzitivitdsanak
vizsgalata soran a keveréses kisérletek, melyeket hat (5 pontmutacio és egy 3 bp-t érint6 kis
delécid) kis skaldju mutacid esetén végeztiink el, kiilonb6zd detektalasi hatarértékeket (2,5-
15% muténs allél, mely 5-30% szimulalt MCC-nek felel meg) mutattak. Eredményeink alapjan
>5-30% MCC értékek esetén a magzati genotipus bizonytalanna valhat, és diagnosztikai
bizonytalansdghoz vagy akar fals magzati genotipus megallapitasahoz vezethet a gyakorlatban.

Az altalunk megéllapitott detektaldsi hatarértékek d6sszhangban vannak az irodalomban
kozolt, a Sanger DNS szekvenalas analitikai szenzitivitasat, mozaikossag detektalasara valod
alkalmassagat vizsgdld tanulmdnyok eredményeivel. Ezekben a tanulmanyokban tesztelt
mutaciok tobbségénél az LOD 15-20% muténs allélnak adodott. A magzati mintaban jelen 1évo
anyal DNS mennyiségétdl fliggden a kvantifikacios képesség hianya, a variabilis szenzitivitas
¢s a gyenge reprodukalhatdsag alacsony allélfrakciok esetén a Sanger DNS szekvenalassal

Osszefoglalva, habéar az altalunk elvégzett vizsgalatok és az irodalomban elérheté
adatok a Sanger DNS szekvenalds alacsony analitikai szenzitivitidsat mutatjak, fontos
hangsulyozni, hogy a szignifikdns anyai DNS kontaminicié mértéke igen sok tényezotdl
fiigghet: a mar emlitetett mutacio tipusadn tal, a szekvencia kornyezettdl, az alapvonal
variabilitdsatol, az 6roklodés modjatol és a DNS minta mindségétdl egyarant, nem is beszélve
az esetleges PCR torzitas el6fordulasardl, ezért minden eset egyedi és rendkiviil fontos a
prenatalis mintak bidirekcionéalis DNS szekvenalasa is.

Az MLPA modszer anyai DNS kontaminacidra vald szenzitivitasat vizsgalod elsd
DNS mintaval kevertiink. 30%-os szimulalt MCC koncentracidig (15% mutans allél) a
teoretikus magzati genotipus valtozatlan maradt. 40% MCC (20% mutans allél) mellett a

delécios szakaszra specifikus probak esetén a dozis kvociensek 30%-os maximalis csokkenését
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detektaltuk, mely mar diagnosztikai bizonytalansaghoz vezethet. A masodik esetben vad tipusa
DNS mintdit a PKHD1 gén 33-35. exonjainak duplikaciojara heterozigota DNS mintaval
kevertiink. Az eredmények alapjan 40%-os szimulalt MCC (20% mutans allél) sem valtoztatta
meg a teoretikus magzati genotipust.

Van Veghel-Plandsoen és mtsai vizsgaltdk az MLPA alacsony szintli mozaicizmus
kimutatasara valo képességét egy tobb exont érintd duplikacio €s egy teljes gén delécio esetén,
melyek megkozelitleg (sorrendben) 20% illetve 15% mutéans allél jelenléte esetén voltak
kimutathatéak. A mi eredményeinkhez hasonloan, az MLPA modszer kevésbé bizonyult
érzékenynek duplikécidok kimutatasara a deléciokkal dsszehasonlitva. Habar ezen adatok az
MLPA moddszer inszenzitivitdsat mutatjdk anyai DNS kontaminaciéval szemben, a pontos
magzati genotipizalashoz elengedhetetlen a parhuzamosan elvégzett MCC szint meghatarozas
¢és az anyai genotipus figyelembevétele, amennyiben anyai DNS kontaminaci6 jelen van.

A harmadik keveréses vizsgalatsorozat soran a piroszekvenalas anyai DNS
kontamindcioval szembeni érzékenységét vizsgaltuk. Vizsgalatunk alapjan piroszekvenalassal
0,5% mutans allél detektalasa is lehetséges volt nagy lefedettségnél, azonban ezt az igen
alacsony allél frakcidt a modszer alamérte. A 2,5-20%-os allél frakcid tartomanyban a mutdns
allél piroszekvenalassal torténd kvantifikdlasa pontos volt, ezért, amennyiben ugyanazon
magzati mintan elvégezziilk az MCC analizist és az anyai genotipus ismert, az eredmények
interpretacioja lehetséges lehet 1-40%-0s anyai DNS kontaminacié mellett is.

A piroszekvendlds szenzitivitdsat kordbban KRAS génmuticiok kimutatasara
kifejlesztett essz€ék esetén tobb munkacsoport is vizsgalta és koriilbeliil 5%-ban hatarozta meg.
Rohlin és mtsai szerint a piroszekvenalas ennél is magasabb analitikai szenzitivitasu, 1%
mutans allél is kimutathaté igen magas lefedettségnél. Jamuar és munkacsoportja egy masik
tipusu 0j generacios szekvenalasi technika analitikai szenzitivitasat vizsgalta és azt talaltak,
hogy >200-szoros atlagos szekvenalasi lefedettségnél 5% mutans allél kimutathato.

Az 10j generacios szekvenalasi technikdk kvantitativ modszerek, a mintaban 1évé mutans
¢s vad allélok pontos ardnyanak meghatarozasara képesek. Ezért, bar ezek a modszerek nagy
lefedettség esetén igen szenzitivek az anyai DNS kontaminacid jelenlétére, parhuzamosan
meghatdrozott MCC szint és ismert anyai genotipus mellett az allél ardnyok pontos
kontamindacio jelenléte esetén is.

Jelen tudasunk alapjan anyai DNS kontaminaci6 jelenléte a magzati mintdban nem

feltétleniil teszi értékelhetetlenné az eredményeket, helyes prenatalis molekularis genetikai
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diagnozis és leletkiadas az esetek dontd tobbségében lehetséges €s az ismételt, invaziv és

vetélési kockazatot jelentd, mintavétel elkertilheto.

5.2 Uj misszensz mutacié a DMD génben

A tizennégy honapos fiagyermek esetén jelentésen emelkedett CK érték, enyhe izomhypotonia
¢s a motoros fejlodés elmaradasa alapjan BMD/DMD gyantja meriilt fel. A tSbbszintii
molekularis genetikai kivizsgalast a DMD gén MLPA analizisével kezdtiik, mely a 4. exon
deléciojat mutatta. Az MLPA-val igazolt egy exont érinté deléciok mas modszerrel torténd
megerdsitése sziikséges, mivel egy, “latszolagos” delécid hatterében a probak hibridizaciojat
vagy ligaciojat gatlo, a hibridizacids régidban 1évé pontmutacio allhat. A 4. exon sikeres PCR
amplifikacidja az elézetes MLPA eredmény fals pozitivitasat igazolta, majd ezt kovetéen
Sanger DNS szekvenalassal a 227. nukleotid helyet érintd A-T transzverziot detektaltunk az 5’
MLPA proba ligacios helyének megfeleléen. A pontmutacié nagy valdszinliséggel a ligacid
¢s/vagy hibridizacio és ezaltal a probaamplifikacié elmaradasahoz vezetett. A DMD gén teljes
korabban Sanger DNS szekvendlassal detektalt, nem leirt ¢.227A>T pontmutacion kiviil. A
C.227A>T wvaridnst a legljabb varidns klasszifikaci6 alapjan valdsziniileg patogénként
kategorizaltuk a kovetkezOk alapjan: 1) a detektalt varians de novo, az édesanya DNS
mintajaban a mutacié nem volt kimutathato és a csaladi anamnézis negativ BMD/DMD-re
nézve; ii) a genetikai eltérés nem szerepel az 1000 Genom Projekt és az EXAC (Exome
Aggregation Consortium) adatbazisokban, iii) az érintett aminosavreziduum fajok kozotti
evolucios konzervaltsdgot mutat, tovabba néhany strukturalisan hasonld, aktink6td doménnel
rendelkez6 human proteinnel vald 6sszehasonlitas is az Asn76 konzervaltsagat mutatta; iv) a
beteg fenotipusa specifikus BMD/DMD-re.

A detektalt uj misszensz mutacio patogenitasanak tovabbi (indirekt) alatamasztasara és
differencialdiagnosztikai szempontok (BMD vagy DMD?) miatt izombiopszia elvégzésére IS
sor kertilt. Az izom szdvettani vizsgalata enyhefokt myopathids jellegli elvaltozasokat mutatott
regenerativ aktivitdssal. A dystrophin fehérje expresszios mintdzata patologias volt. A fehérje
kozponti részét felismerd antitesttel valtozo intenzitasu, szegmentalisan minimalis, illetve
hidnyz6 sarcolemmalis immunoreaktivitas volt detektdlhatd, a fehérje N-termindlis részét
felismer¢ antitesttel a rostok kevesebb mint 5%-aban szegmentalis, a tobbiben teljesen hidnyzo
festddés volt megfigyelhetd. A dystrophin fehérje expresszids mintdzatanak megvaltozasa
megfelelhet a genetikai analizis sordn detektalt, N-ABD-t érintd misszensz mutécid

kovetkezményének és Becker-féle izomdystrophidra utal.
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Misszensz mutaciok ritkan allnak DMD/BMD hatterében, azonban ezek egy jelentds
része (~50%) az N-ABD-t érinti. In silico modszerek alkalmazasaval a detektalt pontmutaciod
dystrophin fehérje szerkezetére és stabilitasara kifejtett hatdsat az N-ABD szintjén vizsgaltuk.
Néhany CHI1 szubdoménnel rendelkez6 humén fehérje szerkezeti Osszehasonlitdsa ¢és az
aminosavszekvencia illesztése a 76. pozicioban 1évé Asn reziduum (dystrophin szamozas
szerint) konzervaltsagat mutatta. Fenti analizis az Asn76 reziduum mellett a kblcsonhato Asp46
¢s Glu65 reziduumok evolucids konzervaltsagat is mutatta, mely ezen kotések domén
stabilizalasban betoltott szerepét sejteti.

Az Asn76lle aminosavcsere az E hélix masodlagos szerkezetére nincs hatassal. A
protein stabilitasra vonatkozd predikcios vizsgalat a p.Asn76lle mutacido nagymértéki
destabilizalé hatasat mutatta. Mivel a p.Asn76lle mutaci6é analizisiink alapjan az N-ABD
masodlagos szerkezetét  nem  befolyésolja, nagy  valoszinliséggel lokalis
konformaciovaltozashoz vezet a CH1 szubdoménen beliili stabilizalo interakciok megzavarasa
révén. A mutécio valdszintileg a B hurok flexibilitasat (az E hélix és a B hurok kozotti Asn76-
Asp46 hidrogénkotés elvesztése miatt) és a D hurok reziduumainak térbeli elhelyezkedését (az
E hélix és a D hurok kozotti Asn76-Glub5 hidrogénkotés elvesztése miatt) valtoztatja meg.
hélixek kozott nincs direkt hidrogénkotés, csak a C hélix N-termindlis vége mellett
elhelyezked6 Asp46 1ép interakcioba az Asn76 reziduummal.

Sem a vad tipust, sem a p.Asn76lle mutans N-ABD esetén nem fokozott a CH1
szubdomén aggregacios hajlama.

Osszefoglalva, a p.Asn76lle muticié az in silico analizisek alapjan a mdsodlagos
szerkezetet nem befolyasolja, hanem feltehetéen a CH1 szubdoménen beliili stabilizalo
interakciok megzavarasa révén, nagymértékben destabilizalo hatasu.

Mivel a mutacié eredete alapjan de novo, az ismétlddési kockazat a korabban emlitett
csirasejtes mozaicizmus BMD/DMD-ben valé nem elhanyagolhaté gyakorisaga miatt kb. 2%.
Molekularis genetikai analitikai szempontbdl eredményeink az MLPA modszerrel kimutatott
egy exont érintd deléciok mas mddszerrel torténd megerdsitd vizsgalatanak fontossagara hivjak

fel a figyelmet.
5.3 Magyarorszagi Smith-Lemli-Opitz szindromas betegek mutacios spektruma
A koleszterin bioszintézis velesziiletett zavarainak kozos vonasa a koleszterin deficiencia,

feltehetden a kiilonbozd szterol prekurzorok felszaporodasa vezet az egyes szindromakban
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megfigyelhetd eltérd tlinetegyiittesekhez. Az SLO szindréma klinikai gyantja esetén az

Az altalunk vizsgélt betegcsoportban minden esetben extrém mértékben emelkedett
szérum 7-DHC koncentracidt mértiink. A szérum koleszterin koncentracié a betegek kozel 2/3-
aban csokkent volt a korspecifikus referencia tartomannyal 6sszehasonlitva.

A DHCRY gén molekularis genetikai analizise soran 11 nem rokon beteg esetén mindkét
mutacid jelenlétét sikeriilt igazolnunk, 1 esetben 1 mutaciot detektaltunk heterozigota formaban
(23/24 allel, 95,8%). Ez j6 egyezést mutat az irodalmi adatok alapjan 95-96%-os mutacid
esetén.

Kiterjesztett genetikai analizis ellenére a 13. Beteg esetén egy mutaciot detektaltunk
heterozigota formaban (c.452G>A, p.Trpl51%*). Fehérvérsejtekbdl izolalt DHCR7 mRNS
szekvenalas NMD-t igazolt a ¢.452G>A mutacio esetén. Ezen SLO szindromat okoz6 mutacid
esetén az NMD leirt jelenség, azonban kimutatasa korabban bor fibroblasztokbdl izolalt mRNS
vizsgalataval tortént. Ezen eredményiink igazolja, hogy egy kevésbé invaziv beavatkozassal
nyerhetd mintatipusbol, periférids vérmintabol izolalt DHCR7 mRNS analitikai szempontbol
szintén megfeleld.

Egyéb patogén eltérést az mRNS szekvenalas sem igazolt. Az altalunk vizsgalt 13.
Beteg esetén az SLO szindroma diagnézisa a klinikai tiinetek €s az emelkedett szérum 7-DHC
koncentraci6 alapjan egyértelmiien felallithato volt.

A mutaciok kb. fele-fele aranyban az 5-7. exonokban és a 8. intron-9.exonban
helyezkedtek el, mely jo egyezést mutat a korabban irodalomban leirt megoszlassal. A mutaciok
mintegy fele (56,5%) misszensz mutacid volt, mely kevesebb az irodalomban leggyakrabban
kozolt aranynal (~90%). Az aminosavcserével jar6 mutaciok mintegy kétharmada (69%) a
feltételezett transzmembran (TM) doménekben helyezkedett el (p.Leul09Pro, p.Arg242His,
p.Gly244Arg, p.Ala247Val, p.Val326Leu és p.Tyr432Cys) korabbi irodalmi adatoknak
megfeleld ardnyban. Ezen beliil is a TM mutéiciok kétharmada (p.Arg242His, p.Gly244Arg,
p.Ala247Val, p.Val326Leu) a feltételezett szterol érzékeld doménben talalhaté. A nem TM
doménban elhelyezkedd misszensz mutaciok koziil, a 2 allélon detektalt p.Ser397Leu a
nagymértékben konzervalt, feltételezett szterol reduktdz ,signature” motivumot (4.
citoplazmatikus hurok), mig a p.Arg443His a 2-es szterol reduktaz motivumot (C-terminus)
érinti és ez utobbi nagy valdsziniiséggel a protein stabilitasat csokkenti. A misszensz mutaciok
mellett 26,1% nonszensz és 17,4% splicingot érintd mutaciot detektaltunk, melyek null allélt

eredményeznek.
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A genotipusok megoszlasa az irodalomban leirthoz hasonlonak adddott. EQy beteg
kivételével (9,1%) minden esetben Osszetett heterozigdtasag igazolddott: 63,6%-ban null
allél/misszensz mutacio, 27,3%-ban két kiillonbdz6 misszensz mutacid volt kimutathato.

A DHCR7 gén mutacioi érdekes foldrajzi megoszlast mutatnak, mely jelenség mas
monogénes betegségek esetén is ismert. A null allélt eredményezd p.Trpl51* nonszensz
mutacié volt a leggyakoribb a magyar SLO szindromas betegekben. A p.Trpl151*mutécio
feltehetden Dél-Lengyelorszagban keletkezett és kelet-nyugati gradienst mutat Eszak-
Eurdpaban. A 8. intronban a splice akceptor helyet érint6, null allélt eredményez6 ¢.964-1G>C
mutacio a masodik leggyakoribbnak adodott az altalunk vizsgalt betegpopulacidban. A ¢.964—
1G>C a leggyakoribb SLO szindromét okozo, Eszak-Eurépaban nyugat-keleti gradienst mutatd
mutacio feltehetden brit eredetii. A masik tipikusan kelet-eurdpai mutacio, a p.Val326Leu, mely
a harmadik leggyakoribbnak bizonyult a magyar betegekben, a p.Trpl51* és ¢.964-1G>C
mutaciokkal egyiitt az SLO szindromat okozé eltérések 54%-aért felelds Magyarorszagon.
Haplotipus analizis alapjan feltehetden mindharom alapité mutacié. A magyar populacidoban
<8,3%-ban elfordul6 mutaciok egyéb orszagokban is a ritka allé¢lok koz¢ szamitanak.

Jelen tanulmanyunkban egy 0 misszensz muticiot c¢.374A>G (p.Tyrl125Cys) is
detektaltunk. A SIFT szoftver szerint Tyr125Cys csere artalmas a fehérje funkcidjara nézve, a
DHCR7 ortologok szekvencia-illesztése az érintett aminosav reziduum nagyfoku
konzervaltsagat mutatta, a Grantham matrix alapjan kalkulalt pontszam 194, vagyis a két
aminosav fizikokémiai tulajdonsagaiban jelentdsen kiilonbozik. Az altalunk detektalt
c.374A>G 50 egészséges egyén DNS mintdjaban (100 allél) nem volt kimutathato, emellett sem
az EXAC, sem az 1000 Genom Projekt adatbazisban nem szerepel. A transz helyzet
megallapitasa autoszomalis recessziv oroklodésmenet esetén (vagyis, ha az 0j varidns transz
helyzetben van egy ismerten patogén varianssal) szintén a patogenitas mellett sz6l. Ha az adott
betegség hatterében gyakoriak a misszensz mutaciok, akkor ez egy 0j misszensz mutacio
patogenitasat illetden tdmogatd bizonyiték. A beteg fenotipusa, mely SLO szindromara
jellegzetes, is tovabbi patogenitast tamogato erejii. A fentieket figyelembe véve a ¢.374A>G
(p.Tyr125Cys) varians a valosziniileg patogén kategoriaba sorolhato.

Az SLO szindroméval érintett csalddokban a 2008-2018 kozotti iddszakban 10 esetben
végeztiink prenatalis vizsgalatot chorionboholy biopszids vagy magzatviz mintakbol, mely 2
esetben a magzat érintettségét igazolta (homozigotasdg vagy Osszetett heterozigotasag), 1
esetben hordozoi statusz igazolodott (2018. juniusi CVS minta) és 7 egészséges gyermek (4

esetben heterozigdta hordozo, 3 esetben normal genotipus) sziiletett.
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A bemutatott tanulmanyok jol mutatjdk a molekularis genetikai diagnosztika és a
tudomany szoros Osszefonodasat és elvalaszthatatlansagat, a klinikus és egyéb diagnosztikus
tevékenységet végzd kollégakkal valo szoros egyiittmiikddés €s konzultacio fontossagat ¢€s a
koriiltekinto €s a tesztelési folyamat minden elemét figyelembe vevo interpretacios tevékenység

sziikségességét.

6. Osszefoglalas

A bemutatott tanulmanyokban sulyos monogénes betegségek prenatalis és postnatalis
molekularis genetikai diagnosztikdjanak néhany specidlis kihivast jelentd aspektusat
vizsgaltuk.

Az elsd vizsgélatsorozatban harom molekuldris genetikai teszt anyai sejt
kontamindciora valo érzékenységének meghatarozasat végeztiik el. A Sanger DNS szekvenalas
esetén a szignifikans anyai sejt kontaminacio6 szint 5-30%-nak adodott. Az MLPA teszt esetén
>40% anyai DNS kontaminacid interferalt a 'magzati’ genotipizalassal. A piroszekvenalas igen
érzékenynek bizonyult, 1% anyai sejt kontaminacié kimutatésa is lehetséges volt.

A maésodik tanulmanyban egy 14 hoénapos fiugyermek Duchenne/Becker-

izomdystrophia iranya tobbszintli genetikai kivizsgalasat végeztik el. Az elsGvonalbeli

crer

crer

pontmutacio (c.227A>T, p.Asn76lle) jelenlétét igazolta, mely a dystrophin fehérje N-terminalis
aktink6té doménjat érinti. In silico analizisek alapjan a mutacio feltehetéen destabilizalja az N-
termindlis aktinkotd domént. A dystrophin fehérje immunhisztokémiai vizsgalata BMD-t
valdsziniisitett.

A harmadik tanulmanyunkban 13 magyar SLO szindromas beteg molekularis genetikai
adatait, biokémiai és klinikai jellemzdit foglaltuk 6ssze. Minden esetben jelentésen emelkedett
szérum 7-DHC koncentraciot mértiink. A mutacié detektalasi rata 95,8% volt. Magyarorszagon
harom allél (p.Trpl51*, ¢.964-1G>C és p.Val326Leu) felelos a betegséget okozo genetikali
eltérések 54%-aért. Egy esetben null mutaciora homozigodta genotipus, mig a tovabbi esetekben
Osszetett heterozigdtasag igazolodott. Egy ) misszensz mutaciot is detektaltunk (c.374A>G,

p.-Tyr125Cys), melyet valdszinlileg patogénként kategorizaltunk.
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7. Az értekezés uj megallapitasai

1) Keveréses vizsgalatokkal kiilonboz6 mértéki (1, 5, 10, 20, 30 és 40%) szimulalt anyai DNS
kontaminédci6 esetén komprehenziva modon meghataroztuk 3 molekuldris genetikai
diagnosztikai modszer esetén a szignifikans (magzati genotipizalast befolyasolo) anyai sejt
kontaminaci6 mértékét és a detektalasi hatarértékeket. A Sanger DNS szekvenalas
szenzitivitasa variabilis volt, mutaciétol fiiggden a szignifikans anyai sejt kontaminacid szint
5-30%-nak adodott. Az MLPA teszt esetén nagy mértékii anyai DNS kontaminacié (>40%)
esetén jelentkezett interferencia. A piroszekvenalds igen érzékeny modszer, 1% anyai sejt
kontaminaci6 kimutatasa is lehetséges volt. Eredményeinket 6sszehasonlitottuk az irodalomban
fellelhetd, ezen modszerek analitikai szenzitivitasara vonatkozo adatokkal és ezeket a prenatalis
molekularis genetikai diagnosztika illetve az anyai DNS kontaminacido 0Osszefiiggésében

elemeztik.

2) A misszensz mutaciok el6fordulasa dystrophinopathiak hatterében igen ritka és érdekes
modon ezen tipusu mutaciok mintegy fele a dystrophin fehérje N-termindlis aktink6td doménjat
érinti. A DMD génben egy 1], szintén az N-terminalis aktinkoté domént érint6 és a dystrophin
fehérje  immunhisztokémiai  vizsgalata alapjan nagy  valoszinliséggel  Becker-
izomdystrophidhoz vezetd misszensz mutaciot (c.227A>T, p.Asn76lle, LOVD adatbazis:
https://databases.lovd.nl/shared/variants/0000171133) detektaltunk, mely in silico analizisek

alapjan feltehetden nagymértékben destabilizald hatasu.

3) Munkank soran Osszefoglaltuk a magyarorszagi Smith-Lemli-Opitz szindromas betegek
mutacios spektrumat, tovabba klinikai és biokémiai fenotipusos jellemzdit, mellyel
kiegészitettiik az eddigi irodalomban fellelhetd eurdpai mutacios €s fenotipusra vonatkozo
adatokat. A detektalt muticiokat/genotipusokat génspecifikus adatbazisba is feltoltottiik
(https://databases.lovd.nl/shared/genes/DHCR7). Egy uj, valoszinileg patogén, SLO

szindromat okozé misszensz mutaciot 1s detektaltunk (c.374A>G (p.Tyr125Cys).
Magyarorszagon harom allél (p.Trpl51%*, c.964—1G>C és p.Val326Leu) felels a betegséget
okozo6 genetikai eltérések mintegy feléért. Eredményeink alapjan DHCR7 mRNS analizis a

periférias vér leukocytaibol is elvégezhetd.
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9. Koszonetnyilvanitas

Mindenekelott koszonettel tartozom Témavezetomnek, Dr. Balogh Istvannak, aki
megszerettette velem a genetikat. Szemléletmodja és lelkesedése nagy hatassal volt ram.
Témavezetoként €s késobb Tanszékvezetdként egy igen szigord, de kovetkezetes, onalld
munkara neveld, kiteljesedésre teret biztositd, vitdra mindig nyitott és minden helyzetben
emberséges ¢s emberi munkatarsat ismertem meg benne a hol nehéz €s r6gos, hol pedig sikeres
szakmai uton.

Koszonet illeti a Molekularis Genetikai Részlegen dolgozé orvosdiagnosztikai
analitikus és klinikai kutatdo kollégdimat ¢és egyben szerzétarsaimat, Dzsudzsdk Erikat,
Kalmancheyné Gombos Evat és Madar LaszI6t, akikt6] rengeteget tanultam és tanulok mind a
mai napig.

Koszondm minden kdzvetlen munkatarsamnak, hogy a mindennapi diagnosztikai
munkam és kutatasi tevékenységem kapcsan egy ,,népes”, vidam ¢€s nagyszert laboratoriumi
genetikai csapatnak lehetek a tagja.

Ko6szonom klinikus kollégdmnak és szerzétarsamnak, dr. Torok Olga Tanarndnek, hogy
megosztotta velem tudasat és tapasztalatait a magzati mintavétel és a genetikai tanacsadas terén.

Koszondm szerzdtarsaimnak, hogy értékes munkdjukkal hozzajarultak az értekezés
alapjaul szolgal6 kozlemények teljességehez és sokrétliségéhez.

K6sz6nom dr. Kappelmayer Janos Professzor Urnak, a Laboratériumi Medicina Intézet
Igazgatojanak, egykori kedvenc oktatomnak, hogy az altala vezetett intézetben, kihivasokkal
teli, inspirdlo és tdmogatd kornyezetben fejlédhetek, dolgozhatok.

Ko6szonom férjemnek, gyermekeimnek, sziileimnek, nagysziileimnek és barataimnak,
hogy mindig mutatjak a helyes utat, altaluk lehetek az, aki vagyok.

A kutatomunka a Gazdasagfejlesztési és Innovacios Operativ Program (GINOP-2.3.2-
15-2016-00039) tamogatasaval jott 1étre.
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