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1. BEVEZETES

A monogénes betegségek diagnosztikdja tobb szempontbol is nagy fontossaggal bir. A koroki
tényez6 meghatarozasa a diagnodzis felallitasan tal prognosztikai értékkel birhat, illetve
megalapozhatja a mutacid-specifikus kezelést is. A genetikai tesztelést szamos tényezd
nehezitheti, melyek koziil kiemelendd a vizsgalt gének mérete €s az adott betegség genetikai
heterogenitdsa. Tanulmanyaim 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 kerilt kivizsgalasra, igy ezen betegségekrdl csak klinikai
eléfordulasi adatok alltak rendelkezésre a betegség hatterében allo genetikai informéciok nélkiil.
A genetikai hattér ismerete nagyban segitheti a klinikumot az adott betegséggel kapcsolatban
akar a lehetséges kezelések, akar a varhato szovédmények felmérésében és megeldzésében. A
genetikai statusz ismeretében az adatok a szakirodalommal dsszehasonlithatova valnak, igy sok
olyan informdcidhoz juthatunk, melyekbdl felmérheté példaul, hogy a hazai betegek milyen
variansokat hordoznak, informaciot kaphatunk az egyes eltérések etnikai eredetérél, vagy alapitd
variansokat fedezhetiink fel a vizsgalt populécioban.

A Marfan szindroma egy monogénes Orokletes betegség, melynek alapja a rendellenes
kotdszoveti szerkezet kialakuldsa, ami magyarazza a kiilonbozo szervrendszerek érintettségét.
A betegek szdmos tiinettel rendelkezhetnek. A legszembetlinébbek a vazrendszeri eltérések,
ugymint a magas termet vagy a hosszl ujjak és végtagok, valamint a betegek nagyrészénél a
szemlencse rendellenes elhelyezkedése. A betegekre a legnagyobb kockazatot azonban a sziv és
érrendszeri tlinetek jelentik, melyeket az érfalakban bekdvetkezd elvaltozasok okoznak. A
Marfan szindroma hatterében leggyakrabban egyetlen nagy gén hibaja allhat, azonban
eléfordulhatnak mas génekben bekovetkezd eltérések is.

A familiaris hiperkoleszterinémia a magas koleszterinszint egy olyan fajtaja, melynek
hatterében valamilyen, a koleszterin héaztartasban kulcsszerepet jatszd génben bekodvetkezett
eltérés all. Fontos kiemelni, hogy a mai napig egy alul diagnosztizalt, am igen stlyos kardioldgiai
kockézatokkal jard korképrdl van szo, ahol a betegek nagy része a kardiologiai szovodmények
miatt fiatalon keriil a kezeld orvosok latoterébe. Legtobb esetben ekkor deriil fény az esetleges
csaladi halmozddasra is, mivel a kaszkadvizsgélatokkal sok esetben tobb, még tiinetmentes
csaladtag is kisziirésre keriilhet. Fontos megemliteni, hogy azokban az esetekben, ahol
igazolodik a genetikai eltérés mindenképpen mar fiatal kortdl gydgyszeres kezelés sziikséges a

koleszterin célérték eléréséhez, valamint a kardiologiai szovédmények megeldzéséhez.



Minden olyan monogénes korkép esetében, melynek hatterében tobb, sokszor

nagyméretli gén is allhat, a genetikai vizsgalat és a betegségért felelds eltérés azonositasa nagy
kihivast jelenthet.
A fenti két betegség genetikai hatterét hazankban a gének mérete, illetve szdma miatt kordbban
nem vizsgaltdk a magas koltségek, nagy munkaerd igény €s hosszu leletatfordulasi idé miatt. Az
1j generacios szekvenalasi technikdk megjelenése a 2000 -es évek elején, alapjaiban valtoztatta
meg a molekularis genetikai vizsgalatokat. A Sanger féle szekvenalassal szemben lehetové valt
egyidejiileg tobb gén és tobb beteg vizsgalata az eddig ismert modszerekhez képest ugrasszerti
gyorsasaggal ¢és koltséghatékonysaggal. A rohamos technologiai fejlédésnek kdszonhetden
néhany évente akar megduplazodik ezen késziilékek teljesitd képessége igy tovabb csokkentve
a szekvenalasi koltségeket €s tovabb ndvelve a teljesitményt €s a megbizhatosagot.

Az elsé tanulményomban a célkitlizéseim kozott szerepelt a magyarorszagi Marfan
szindromas betegek genetikai vizsgalata, valamint egy rutinszerlien alkalmazhat6 Gj modszer
kidolgozasa, mely magaban foglalta az ij generacios szekvenalas kinalta lehetdségeket is. Eddig
a betegség hatterében all6 gének mérete miatt a laboratériumok szdmara rendkiviil idéigényes
¢és koltséges volt egy-egy ilyen beteg kivizsgaldsa. A technoldgiai attérés miatt lehetdvé valt
egyszerre tobb beteg vizsgalata is jelentésen rovidebb 1d6 alatt. Az eredmények értékelése utan
a detektalt variansokat tovabb vizsgalva a genotipus-fenotipus 6sszefiiggésekre fokuszalva képet
alkottunk a Magyarorszagon eléfordulo eltérésekrol.

A masodik tanulmany a hazai familiaris hiperkoleszterinémias betegek analizisét célozta,
melynek esetében még inkabb elmondhatd, hogy csak klinikai adatok allnak rendelkezésre,
genetikai vizsgalat mivel bizonyos eltérések kimutatasakor kiilonb6zd gyogyszeres kezeléseket
alkalmaznak, valamint a betegség lefolyasaval kapcsolatban is fontos informaciokkal szolgél a
genetikai eredmény. A detektalt variansokat Osszehasonlitottuk a mas orszagokban leirt
variansok tipusaval, eloszldsaval, valamint elemeztiik a géneken beliili elhelyezkedésiiket is.
Megvizsgaltuk és kozoltiik tovabba a genotipus-fenotipus dsszefliggéseket is az adott betegben.
Munkank soran néhany eltérés esetében tovabbi részletes molekularis, illetve szegregacios

vizsgalatot is végeztiink.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Marfan szindroma

A Marfan szindroma (MFS, MIM#154700) egy autoszomalis dominans modon 6roklédo ritka
kotdszoveti betegség. Régebben a MFS megnevezése volt az arachnodactylia (pokujjusag) is,
mivel ez a Marfan-szindroma egyik tiinete, amelyet abnormalisan hossz, karcsu vagy pokszeri
ujjak, valamint 1abujjak jellemeznek. Hozzavetdlegesen az esetek felében figyelheté meg pozitiv
csaladi anamnézis. Foként a kardiovaszkularis, szem, illetve vazrendszert érinti. A prevalencidja
1-5/10000 és eléfordulasi gyakorisaga nem fiigg etnikumtol vagy nemtdl. Az aortagyodk és
aortaiv atmérdje szignifikdnsan nagyobb azoknal a betegeknél, akik pozitiv csaladi anamnézissel
rendelkeznek, mint azoknal, akiknél nincs ilyen el6zmény, és a varhato élettartam is révidebbnek
bizonyult. A Marfan szindroma klinikai manifesztacidoi az életkor elérehaladtdval még
nyilvanvalobba valnak.

A Marfan szindromas betegek egyik leggyakoribb tiinete a myopia és a betegek 60%-anal
kialakul a szemlencse rendellenes elhelyezkedése (ectopia lentis). Szintén nagyobb kockazata
van a betegekben a retina levalasnak, a glaucoma és korai sziirkehalyog kialakulasanak. Masik
gyakori tlinet tovabbd a vaz és kotdszoveti rendszer érintettsége, Ggy, mint iziileti lazasag,
hossztfejliség (dolichocephalia), télcsérmell (pectus excavatum), tylkmell vagy galambmell
(pectus carinatum) és a gerincferdiilés (scoliosis).

A Marfan szindroma diagndézisa elsOsorban klinikai és a revidealt Ghent nozoldgian alapul.
Leggyakrabban az FBN1 (fibrillin 1, 15921.1, MIM 134797) génben bekovetkez6 mutaciok
vezetnek Marfan szindroémahoz vagy egyéb kotdszoveti betegséghez, melyeket 1. tipust
fibrillinopathidknak neveziink, pl. Shprintzen-Goldberg szindréma, Weill-Marchesani
szindroma ¢€s ectopia lentis szindroma. A Marfan szindromdra emlékeztetd fenotipussal
rendelkezd betegek esetében ritkdn, de eléfordulnak eltérések a TGFBR1 és TGFBR2 génekben.
Az ilyen mutacioval rendelkez6 Marfan szindromas egyének klinikai jellemzdi gyakran atfedést
mutathatnak mas, szintén sulyos kotdszoveti betegségekkel, ugymint a Loeys-Dietz szindréma
(LDS) vagy Familiaris thoracalis aorta aneurizma (FTAA) szindroma.

Magat az FBN1 gént 1991-ben irtdk le. A gén altal kodolt fehérje egy ciszteinben gazdag
monomer glikoprotein, melynek molekulatomege 350 kDa. Az extracellularis matrix 10-12 nm-
es mikrofibrilliumainak f6 komponense a fibrillinl. A fehérje 5 strukturalis doménre oszthato
(A-E). Az FBN1 gén nagy, koriilbeliil 200 kb genomialis DNS-t dlel fel, 65 kodold exonba
szervezOdik és a transzkript mérete 10 kb. Napjainkig tobb mint 3000 koroki vagy

feltételezhetden koroki mutdciot irtak le, és ezen mutaciok nagyrésze egyedi eltérés.



A korai mortalitas és morbiditds szorosan 0sszefligg a sziv- és érrendszeri tiinetekkel. Az
aortagyok ¢€s a felszallo aorta progressziv tagulata hajlamosit az aorta ruptirara. Habar a mutacio
detektalasi rata magasabb azoknal a betegeknél, akik mindenben teljesitik a Ghent kritériumokat,
az FBN1 mutaciok tesztelése kiilondsen hasznos lehet szamos klinikai szituacidban, beleértve a
Ghent kritériumokat nem teljesité betegek tesztelését, vagy sporadikus esetekben, fiatal
¢letkorban annak megallapitasara, hogy sziikség van-e aorta tdgulat nyomon kdvetesére vagy

megeldzo kezelésre.

2.2 Familiaris hiperkoleszterinémia

A familidris hiperkoleszterinémia (FH, MIM#143890) az egyik leggyakoribb autoszomalis
dominans médon 6roklodo genetikai betegség. Ez a korkép a koleszterin haztartas zavara, korai
érelmeszesedésre és a sziv- és érrendszeri szovodmeényekre hajlamosit. A prevalenciaja 1:200-
250-re tehetd, mig a becsiilt prevalencidja a magyar populdcioban 1:340. A betegség korai
felismerése és a megfeleld kezelés nagymértékben javitja a klinikai kimenetelt. Az FH
diagnézisanak felallitasa els@sorban a beteg klinikuma alapjan torténik. A betegség mind a mai
napig alul diagnosztizalt és nem kell6képpen kezelt.

A diagnozis feldllitasat segitendd, az Eurdpai Atherosclerosis tarsasag ajanlasai alapjan egy FH
score rendszert allitottak fel. Ez a pontozasi rendszer a Dutch Lipid Clinic Network Score
(DLCNS) néven ismert, elsésorban Hollandidban alkalmaztdk és szamos orszadgban atvették a
klinikai gyakorlatba. A pontokat a beteg csaladi anamnézise alapjan, illetve a klinikai torténete
¢s fizikalis vizsgélata alapjan allitjak ssze a klinikusok, ami alapjan eldonthetd, hogy az adott
betegnél az FH diagnozisa valdsziniitlen (unlikely), lehetséges (possible), valoszinii (probable)
vagy hatarozott (definite).

Az LDL molekula az LDL receptorhoz kotddik, amely a sejtek felszinén helyezkedik el, majd
membrannal hatarolt vesicula formajaban leflizédik. Lizoszomalis enzimek segitségével az LDL
lebomlik, majd a felszabadult koleszterin a sejt plazmaba keriil. Az LDL receptor visszajut a sejt
felszinére, igy 0jabb LDL megkotésével, Gjra koleszterint tud a sejtbe juttatni. Az LDL és
receptora kozotti kotés akkor is karosodhat, ha az apoB100 széllitofehérjében 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
mutécio6 all. Joval ritkédbban, de irtak mar le mas génekben bekdvetkezett FH-t okoz6 mutédcidkat

is, ilyen példaul a PCSK9 gén vagy még ritkdbban az LDLRAP1 és a STAP1 gének.



Ezekben a génekben bekdvetkezett mutaciok negativ hatéssal lehetnek az LDL lipoproteinek
(low-density lipoproteins) vérbél torténdé megfelelé eliminacidjara. Ez az LDL koleszterin
(LDL-C) és a total koleszterin (TC) szintek koros emelkedését vonhatja maga utan.

Heterozigota mutacié esetén a betegek LDL-C szintje magasabb mint 5 mmol/L, mig a
homozigoéta vagy dsszetett heterozigota genotipust betegek LDL-C szintje altalaban magasabb,
mint 13 mmol/L. A klinikai tiinetek sokkal sulyosabbak lehetnek a homozigoéta, illetve dsszetett
heterozigota betegeknél. Itt megjelenhetnek olyan fenotipusos tiinetek, melyek felvetik a
homozigéta familiaris hiperkoleszterinémia gyanujat. Ilyen tiinetek példaul a bor- és gumos
xanthoma, a szaruhartyaban extracellularisan lerak6d6 zsirok (arcus corneae), és az
atheroscleroticus cardiovascularis betegség (ACVD) melyek fiatal, altaldban 20 éves kor elott
jelentkeznek. Napjainkig tobb mint 2100 LDLR és 250 APOB mutéciot irtak le az irodalomban.
Nem azonositottak mutacids forrépontokat az LDLR génben, mig az APOB gén esetében igen
régota ismert mutacios forrépont a 26-0s exonban. Az eurdpai populacioban mar az 1980-as évek
végén ismert volt egy visszatérd eltérés, mely az irodalomban R3500Q néven szerepelt hossza

1d6n keresztil.

2.2.1 Az APOB szerkezeti felépitése és funkcidja

Az APOB gén a 2-es kromoszoméan helyezkedik el, 29 exonbol all, mely 4563 aminosavat kddol.
Az apoproteinek kulcsfontossagii szerepet jatszanak a lipoproteinek receptorokhoz vald
kapcsolodasaban. A lipoproteinek egyik f6 feladata a sejtek lipidekkel torténd ellatasa, valamint
a felesleges lipidek elszallitdsa. Az ApoB-nek 2 formaja létezik az egyik az ApoB 100 a masik
az ApoB48. Mindkét fehérjeforma az APOB gén terméke, de az APOB48 az APOBI100 egy
trunkalt formdja. Az APOBI00 a majban termelddik, mig az APOB48 a proximalis

vékonybélben.

2.2.2 Az LDLR gén szerkezeti felépitése és funkcioja

A low density lipoprotein receptort a 44,5 kb nagysagi LDLR gén kodolja, mely a 19-es
kromoszoma rovid karjan helyezkedik el. A 18 exonbol allo gén egy 860 aminosavbol allo 1.
tipust transzmembran proteint kodol, melynek 5 funkcionalis doménje van. Az LDLR medialja
a koleszterin és a koleszterin-észter tartalmu alacsony stirliségii lipoprotein (LDL) részecskék
vérbdl valo kitirtilését. Az LDLR kulcsszerepet jatszik a koleszterin homeosztazisban. Ezt a tényt
jol mutatja, hogy tobb mint 2100 LDLR mutaciot irtak le olyan betegekben, akik familiaris
hiperkoleszterinémiaban szenvedtek. Ezen mutaciok kiilonb6z6 mértékben befolyasolhatjak az

LDLR aktivitast.



A mutaciok fenotipusos hatdsait alapul véve az LDLR mutaciok 5 osztalyba sorolhatok. I.
osztaly: null allél, II. osztaly: transzport defektussal rendelkezé allél, III. osztaly: kotddési
defektussal rendelkezd allél, IV. osztaly: internalizacios defektussal rendelkezd allél, V. osztaly:

ujrahasznositasi defektussal rendelkez6 allél.

2.3 Sanger féle DNS szekvenalas

A Sanger féle szekvenalas az értekezés alapjaul szolgalé mindkét tanulményban hasznalt arany
standard mddszer, melyet Sanger és munkatarsai fejlesztettek ki 1977-ben. A modszer egy adott
DNS fragment pontos nukleotid sorrendjének meghatarozasara szolgal. A modszer lényege,
hogy egy adott DNS szakaszt felamplifikalunk, majd didezoxi-nukleotidokkal terminaljuk a
szintézist. Az eredeti moddszer szerint a szintézis négy kémcsOben torténik, ahol a
dezoxiribonukleotidok mellé kiilonboz6 didezoxi-nukleotidokat adnak, igy minden esetben mas
nukleotid tipusndl all le a lanctermindcio. Végsd soron minden csdben kiilonb6z6é hosszusaga
fragmentek keletkeznek ugy, hogy ugyanarra a nukleotidra végzddnek. A reakcidhoz
radioaktivan jelolt dATP-t is adnak. A négy cso 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 egymas mellett futtatva, a
kiilonb6zé méretli fragmentumok hosszisag szerint szétvalnak. A leolvasast a legtavolabbi,
legrovidebb DNS szakasztol kezdik. Ez a mddszer nagy pontossagu, de rendkiviil iddigényes,
ezért kidolgoztak ennek az automatizalt valtozatat, mely szintén a Sanger modszeren alapult
azzal a valtoztatassal, hogy a négyféle didezoxi-nukleotid mas-mas szinli fluoreszcens jelolést
kapott, igy gerjesztés hatasara kiilonb6zd szinekben fluoreszkalnak. Ezzel lehetdvé valt egyetlen
csOben egy lézer segitségével torténd leolvasas.

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

segitségével leolvashatdak és szekvencidra fordithatoak a detektalt jelek.

2.4 Uj generaciés DNS szekvenalas (NGS)

Uj generaciés DNS szekvendlas alatt azokat a nagy ateresztdképességii modszereket értjiik,
melyek képesek egyidejiileg, parallel akar a teljes human genom nukleotid sorrendjének
meghatarozasara. Az 4 modszerek a Sanger-féle szekvenalastol 1ényegesen kiilonbéznek mind
a lancszintézisben, mind a detektalas modjaban. Gyorsasagukbol és a keletkezett adatok
mennyiségébdl adodoan rendkivill fejlett és preciz automatizacidra és nagy szamitogépes

kapacitasra van sziikségiik.



A legelterjedtebb ilyen modszert szintézis alapu szekvenalasnak (Sequencing by synthesis
(SBS)) nevezik, mivel a leolvasas akkor torténik, amikor a vizsgalt DNS szallal komplementer
szal szintetizalodik €s ezt valos idében detektaljuk.

Az 1j generaciés DNS szekvendldsi modszereknek 3 f6 1épése van: konyvtarkészités,

szekvenalas és alignment vagy illesztés, melyet a komplex bioinformatikai analizis kovet.

2.4.1. Piroszekvenalas

A piroszekvenalas egy olyan 0j generacids szekvenaldé modszer, melyet a 90-es évek végén
dolgoztak ki és a 2000-es évek elején keriilt kereskedelmi forgalomba. A piroszekvenalas is az
SBS, vagy szintézis alapt szekvenalas elvén miikddik, amikor is egy egyszalu DNS molekuldrol
komplementer szalat szintetizaltatunk enzimatikusan. A szintézist valds idében kovetjiik
nyomon egy kemilumineszcens enzim segitségével. Egy nukleotid beépiilése sordn pirofoszfat
(PPi) keletkezik, melynek mennyiségét mérjiik egy kapcsolt enzimreakcioval. A reakcid végén
a luciferaz enzim Aaltal kivaltott fényfelvillanas all, melyet egy fejlett érzékenységii
kamerarendszer segitségével képesek vagyunk detektalni. Ahhoz, hogy detektalhato jelet
kapjunk a fényfelvillanasbol sziikség van a jel felerdsitésére, mely a szekvenaldsi reakcidok
parhuzamositasaval érhetd el. Erre az igynevezett emulzids PCR reakciot dolgoztak ki, melynek
soran a vizsgalandd DNS szakaszt PCR segitségével felszaporitjadk polisztirén gydngyok
feltiletén. Ezt a folyamatot klonalis amlifikdcionak nevezziik. A szekvenalashoz sziikséges egyéb
reagenseket az automatizalt rendszer adagolja a szekvenalo lemez feliiletére. Ezekben a kis
mélyedésekben egymastol fiiggetleniil, paArhuzamosan zajlanak a szekvenalo reakciok, melyeket
a kamera folyamatosan dolgoz fel. Az eljaras soran fontos, hogy egyszerre csak egy tipusu
nukleotid legyen jelen, ami vagy beépiil az Gijonnan szintetizalodé6 DNS szalba, vagy nem. A be
nem épilt nukleotidokat a rendszerbdl eltavolitjuk miel6tt hozzaadjuk a kdvetkezé nukleotidot.
Ha az adott nukleotid beépiil, akkor az adott jel nagysaga egy egység lesz. Ha egymads utan
azonos nukleotidok, iigynevezett homopolimerek talalhatéak a vizsgalt DNS szakaszon, akkor a
homopolimerek nagysaganak megfelelden nd a jelintenzitas nagysaga, azaz példaul 3 adenin
beépiilése esetén a detektalt jel hadromszoros lesz. A piroszekvenalds modszerének ismert
problémaja, hogy ez az elméletileg linearis jel ndvekedés egy bizonyos nagysagu homopolimer
felett mar nem mindig ad megbizhat6 eredményt. Ez a szdm altalaban 4 nukleotidig megbizhato
azonban efelett bizonytalan mérési adatot adhat az adott nukleotid tipusatol és a homopolimer

hosszatdl fliggden.



2.4.2. Illumina szekvenalasi technologia

Vilagszerte a legelterjedtebb szekvendldsi modszer jelenleg az Illumina cég szintézis alapu
szekvenalod technologidja. Eredetileg rovid és gyors leolvasasra tervezték, mara azonban a
tobbszaz nukleotidos leolvasas is elérhet. A minta el6készitéséhez a DNS-t révid 100-200 bp
koriili szakaszokra fragmentaljak mechanikusan vagy enzimatikusan.

A duplaszalu DNS szalak végeit kijavitjak, és egy adenint adnak a 3° végekhez. Ehhez egy
talnyald timinnel rendelkezé adapter DNS darabot ligalnak. Ez az adapter tartalmazza az
ugynevezett index szekvencidkat, melyek a mintdk azonositdsiara szolgilnak egyfajta
molekularis barkodként, illetve az adapterek végein olyan révid szekvencidkat, melyek minden
amplikon végén azonosak (PS5 és P7 adapterként jeldlik). Ezek lehetdvé teszik a denaturalt
egyszali DNS konyvtarnak a szekvenald chipekhez torténd kotddését, oly modon, hogy a chip
felszinére ezekkel a szekvencidkkal komplementer primerek vannak kihorgonyozva.

A detektalashoz itt is sziikséges a klonalis amplifikdci6, ami ennél a technoldgianal egy
ugynevezett hid amplifikaciot jelent. Ebben a 1épésben a chip felszinéhez kotdtt 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
egymashoz nagyon kozel helyezkednek el. Mivel ezzel a technoldgidval akar mind a négy tipust
nukleotid maés-mas fluoreszcens festékkel van megjelolve, igy az azonositds, a

piroszekvenalastol eltérden, egyesével torténik.



3. Célkitiizések

1) Célul tuztik ki kiilonb6z6 nagy ateresztOképességli 1) generacidos DNS szekvenald
modszerek alkalmazhatosadganak és hatékonysaganak vizsgalatat, olyan monogénes betegségek
esetében, ahol a koroki gének mérete vagy szama miatt korabban a diagnosztikai vizsgalatok a

hagyoményos modszerekkel dragak és iddigényesek lettek volna.

2) Egymassal rokoni kapcsolatban nem 4llo, magyarorszagi Marfan szindroma gyanujaval
érkezett betegek molekularis genetikai vizsgalata alapjan a magyar betegpopulacidé mutéacios
spektrumdnak meghatarozasat, fenotipusos jellemzdinek Osszefoglalasat, és egy visszatérd

csendes mutacid patogenitasanak vizsgalatat tliztiik ki célul.

3) A magyar klinikailag FH gyants betegek esetében célul tliztiik ki a genetikai vizsgalat
elvégzését, valamint a mutéicios spektrum meghatarozasat és Osszehasonlitasat az irodalmi
adatokkal. Az egymassal nem rokon betegek esetében detektalt feltételezett koroki eltérések és
a genotipus-fenotipus Osszefiiggések leirdsat, illetve egy egy exont érintd delécid esetében a

pontos toréspont meghatarozasat.
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4. Betegek és Modszerek
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 diagnézis felallitasat, amennyiben elérhetd volt, klinikai genetikus, gyermekgyogyasz
vagy belgyogyész allitotta fel a Ghent kritériumok alapjan. A betegek atlagéletkora 19 év volt.
A legtfiatalabb beteg 1 honapos, mig a legiddsebb 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 aldirt genetikai

beleegyezd nyilatkozattal.

4.1.2 Betegek familiaris hiperkoleszterinémia gyanuaval

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 csaladtagok genetikai vizsgalatat is elvégeztiik.

Minden beteg esetében rendelkeztiink a beteg vagy torvényes képviseldje altal alairt genetikai
beleegyezd nyilatkozattal.

A relevans klinikai informdaciok és laboratoriumi eredmények a legtobb beteg esetében
rendelkezésiinkre alltak. A klinikai diagnozist, ahol lehetséges volt, klinikai genetikus vagy
belgyogyasz allitotta fel a laboratoriumi leletek és az esetleges fenotipusos jegyek alapjan.

A patogén varianssal rendelkezd betegek kozott 31 ndi és 13 férfi beteg volt. A betegek
atlagéletkora 48 év volt. A legfiatalabb 14 éves, mig a legidésebb 78 éves volt a klinikai
diagnozis felallitdsakor. Az atlagos LDL koleszterinszint 7,2 mmol/L, mig az atlagos
Osszkoleszterinszint 10,4 mmol/L volt azon betegek kozott 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 tortént QIAamp Blood Mini kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany)

segitségével a gyarto utasitdsai szerint.
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Az izolalt DNS mintdk koncentracigjat és tisztasagat 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

Tizendt beteg esetében az FBN1 gén kodolo exonjait €s az exon-intron hatarokat 65 individualis
PCR reakcioban amplifikéltuk, melyhez egy korabbi kézlemény PCR primerjeit vettiik alapul.
Huszonhét PCR primert ujraterveztink a Primer3 nevii tervezOszoftver segitségével
(http://bioinfo.ut.eu/primer3-0.4.0/), hogy  megfeleljenek az  altalunk  tamasztott
kovetelménynek, mely szerint a PCR termékek mindegyikének hasonld hosszisagu terméknek
kell lennie, ugyanis a tal rovid PCR termékek a klonalis amplifikacio soran tilreprezentaltak
lennének.

Az amplikonok vizsgalatat bidirekcionalis piroszekvenaldssal végeztikk 40x-es lefedettségi
kritériummal (lefedettség alatt azt a szamot értjiikk, ahany alkalommal leolvastuk az adott
nukleotidot) Roche GS Junior 454 piroszekvenald késziiléken (Roche 454Life Sciences,
Branford, CT). A piroszekvenalas metodikajanak jol ismert homopolimer problémaja miatt 49
exont analizaltunk piroszekvenaldssal, mig 16 exont, amely homopolimereket tartalmazott

Sanger féle szekvenalassal vizsgaltunk.

4.4 Uj genericiés szekvenalas Illumina platformon Marfan szindrémas betegek esetén

Nyolc Marfan szindroma gyantijaval érkezett beteg esetében egy Marfan MASTR (Multiplicom,
Niel, Belgium) nevii kereskedelmi forgalomban kaphaté kitet hasznaltunk az FBN1 gén
vizsgalatara. Ez a kit egy multiplex PCR elven alapul6 kit, mely az FBN1 gén kodolé exonjait
¢és az exon-intron hatarokat vizsgalta.

Tovabbi 3 beteg esetében egy sajat tervezésli génpanel (Qiagen) segitségével vizsgaltuk nemcsak
az FBNI1, de a TGFBR1 ¢és TGFBR2 géneket is. Ez a génpanel az el6z6 kittdl eltérden egy
ugynevezett ,,capture” elven miikodoé konyvtarkészito kit volt.

Az eldkészitett mintakat [llumina Miseq késziiléken futtattuk (Illumina, San Diego, CA).

A nyersadatokat a NextGene nevill analizalod szoftver segitségével analizaltuk (SoftGenetics,

State College, PA).
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4.5 FBN1 gén mRNS vizsgalata

A 26-0s szamu betegtl bdrbiopsziat vettiink a honaljbol, fibroblaszt sejtek tenyésztése és
vizsgalata céljabol. Total RNS-t izolaltunk a bor fibroblasztokbdl 3-5 passzalas utan TRIzol
reagens segitségével (UD-GenoMed Medical Genomic Technologies Ltd., Debrecen, Hungary).
Ezt kovetden reverz transzkripcid segitségével cDNS-t nyertiink a mintabdl High-Capacity
cDNA Reverse Transcription kit segitségével (Thermo Fisher Scientific). A reverz traszkripcid
utdn a 26-os exont ¢s a kdrnyezo exon-exon hatarokat amplifikaltuk és bidirekcionalis Sanger
szekvenalassal vizsgaltuk. A primereket a Primer3 nevili szoftverrel terveztiik. A mutans és vad
tipusu allélek aranyat is meghataroztuk mind a ¢cDNS, mind genomidlis DNS-b6l. Az arany
megallapitdsara piroszekvenalast alkalmaztunk, és a nyers adatokat a Amplicon Variant

Analyzer szoftver (Roche 454 Life Sciences) segitségével értékeltiik.

4.6 A familiaris hiperkoleszterinémia hatterében allé gének szekvenalasa

Az FH-val leggyakrabban kapcsolatba hozhato gének vizsgéalataira a Devyser FH V2 kitet
alkalmaztuk a gyartoi instrukciok alapjan (Qiagen GmbH, Hilden, Germany). Ez az amplikon
alapu konyvtarkészité kit képes vizsgdlni a gének kodolo régioit €s az exon/intron hatarokat
minimum +/- 10bp tavolsagban. A kit az alabbi géneket vizsgalja APOB: MIM#144010, LDLR:
MIM#143890, PCSK9: MIM#603776, LDLRAP1: MIM#603813, STAP1.

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

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

primerek tervezéséhez a Primer3 nevii tervezd szoftvert hasznaltuk.

4.7 Az LDLR gén MLPA analizise

Héarom esetben (12, 33, 38 szamu betegek) az 0j generdcios szekvenalassal detektalt
kopiaszambeli eltérések konfirmalasara MPLA modszert alkalmaztunk, melyhez a SALSA
MLPA Probemix P062 MIX1 kitet hasznaltuk a gyart6 utasitdsainak megfelelden.
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4.8 Variansok filterezése és klasszifikaciéja FH hatterében allo 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 fennmaradé variansok ACMG (American College of Medical Genetics and
hasznalt 6t kategdrias rendszert haszndl, melyek a kovetkezdk: patogén, valoszintileg patogén,
bizonytalan klinikai jelentdségii, valoszintileg benignus, benignus. A variansok besorolasakor
hasznaltuk tovabba a HGMD (The Human Gene Mutation Database) Professional és a ClinVar

mutacios adatbazisokat.

4.9 Toréspont meghatarozasa az LDLR génben

crer

generacids szekvendlassal. A pontos toréspontok meghatarozasahoz primereket terveztiink a
feltételezett delécio koré a 6-os és 8-as intronokba. A PCR amplifikaciot kovetden

bidirekcionalis Sanger szekvenalast végeztiink.

4.10 Mutacios adatbazisok és predikcios szoftverek

Munkam soran szamos adatbazist hasznaltam a detektalt eltérések ellenOrzésére és leirasara,
melyek a kovetkezok voltak: Human Gene Mutation Database (HGMD) Professional, ClinVar,
The Genome Aggregation Database (gnomAD), 1000 Genomes project, Mutation Taster, SIFT,
PolyPhen-2, Franklin, Human Splicing Finder.
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5. Eredmények
5.1 A magyarorszagi Marfan szindromas betegekben detektalt eltérések

5.1.1 Az FBN1 gén mutacio analizise

Ebben a tanulmanyban genomialis DNS-t, egy esetben pedig teljes RNS mintat vizsgaltunk
0sszesen 26 olyan beteg esetében, akik Marfan szindroma, vagy egyéb tarsult fibrillinopathia
iranydiagnozissal érkeztek.

Osszesen 23 egyedi koroki vagy potencialisan koroki FBN1 eltérést mutattunk ki, 23 betegben.
Az eltérések tobb mint 30,4%-a (7/23) 0j eltérés, mig 69,6%-a (16/23) visszatérd varidns volt.
A csaladi anamnézis 23 betegnél volt elérhetd, ez alapjan megallapitottuk, hogy 7 esetben
sporadikus, mig 16 esetben familiaris esetekrdl beszélhetiink. 69,6 %-ban (16/23) misszensz
mutaciokat, 13%-ban (3/23) kis deléciot/duplikaciot, mig 17,4%-ban (4/23) splicing helyet
érintd eltéréseket mutattunk ki. Ezen kiviil egy ismétlodé csendes mutaciot detektaltunk harom
egymastol fliggetlen betegben, amelyet artalmatlan varidnsként tudtunk besorolni az mRNS

analizist kovetoen.

5.1.2 Cisztein reziduumot érinté misszensz FBN1 variansok

16 misszensz eltérésbol 11 (68,8%) konzervalt cisztein aminosavat érintett a fibrillin 1
fehérjében. A klinikai és molekuléris adatokat a 8. tablazatban foglaltuk Gssze.

A revidealt Ghent kritériumok szerint, azokat az FBN1 misszensz mutaciokat melyek cisztein
aminosavat érintenek patogén eltérésnek tekintjiik.

Hérom eltérés (4-es, 9-es, 11-es beteg) korabban nem kertilt leirasra.

5.1.3 Nem cisztein reziduumot érinté misszensz FBN1 variansok

Az altalunk detektalt misszensz mutaciok majdnem harmada (5/16, 31,2%) nem cisztein
aminosavat érint, ezen esetekben nagy koriiltekintéssel tanulmanyoztuk az elérhet6 irodalmi
adatokat és az adatbazisokat. A klasszifikéacioikat a revidealt Ghent kritériumok és az American
College of Medical Genetics and Genomics’s (ACMG) legujabb, varians interpretaciora
vonatkoz6 ajanlésa alapjan végeztiik.

A c.640G>A, p.(Gly214Ser) eltérést szamos esetben irtak le kiilonb6z6 munkacsoportok. Marfan
szindromas, ectopia lentis szindromés (ELS) betegekben és sporadikus aorta disszekcioval

Osszefiiggésben.

Az eltérés egylitt szegregalt a fenotipusos tiinetekkel és hianyzott az egészséges egyénekbdl, a
nagy kontrollpopulaciobol, valamint sem a gnomAD sem az 1000 Genomes Project populacios
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adatbazisokban nem szerepelt. A 214-es pozicidoban 1évd glicin konzervalt a fajok kozott,
valamint az in silico predikcids szoftverek is valdsziniileg patogén eltérésnek klasszifikaljak.

A 12-es szamu 10 éves beteglinknek ectopia lentise €s szisztémas érintettsége is volt aorta gyok
tagulat nélkiil (diagnodzis: lehetséges MFS).

A ¢.3038G>T, p.(Glyl1013Val) kordbban nem leirt misszensz eltérést a 13-as szdmu betegben
detektaltuk. Olyan aminosav poziciot érint ahol korabban mas, a ¢.3037G>A, p.(Gly1013Arg)
misszensz eltérést mar leirtak. Az 1013. evoluciosan konzervalt aminosav pozicio.

Szaz allélt reprezentald 50 kontroll mintdban 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 populacios adatbazisban, igy potencidlisan koéroki mutacidénak josolhato.

A betegiink az MFS stlyos atipusos formajat mutatta, neonatalis korban megjelend tiinetekkel,
hasonloan az irodalomban kordbban leirt esetekhez. A rendelkezésre all6 adatok alapjan az
eltérést a valdszintlileg patogén kategoriaba soroltuk. Mintak hidnydban a sziilok 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 adatbdzisban a
ClinVar ID:200025 azonositoval, mint valoszinlileg patogén varians. Szintén megtalalhat6 volt
a 16kusz specifikus adatbazisban (http://www.umd.be/FBN1/), ahol egy Marfan szindromas
betegben kozolték az eltérést. Az 1280-as aszparaginsav evolucidsan 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).

Az ¢rintett aszparaginsav (D) félkovérrel kiemelve a szekvencidban. A koroki mutaciok
kritériumai alapjan, ezt az eltérést patogén misszensz mutacioként itéltiik meg.

A ¢c4727T>C, p.(Metl1576Thr) varianst kordbban mar leirtdk Marfan szindromaval
Osszefiiggésben (aortagyok tdgulatot mindkét esetben leirtak), €s hidnyzott 400 kontroll
kromoszémabol. Harom serdiil6kori idiopathias gerincferdiilésben szenvedd betegben is leirtak
az eltérést. Az utdbbi tanulmanyban Western blot analizist végeztek hadrom beteg paraspinalis
izom mintajan, ami megemelkedett foszforildlt SMAD2 (pSMAD?2) szintet mutatott, ami
indirekt bizonyitéka a fokozott TGF-B jelatvitelnek MFS-ban. A varians nagyon Kis
frekvenciaval fordult eld6 a GnomAD adatbazisban (34/282694), és nem volt jelen az 1000

Genom Project adatbazisban.
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Habar mint MFS asszocialt mutaciot emlitik az irodalomban, a predikcids szoftverek
(PolyPhen2, SIFT, Mutation Taster) benignus variansnak josoljak. A nem egyértelml adatok
alapjan az eltérést bizonytalan jelentdségii variansként (VUS) soroltuk be.

A ¢.5582 G>A, p.(Ser1861Asn) misszensz eltérés szerepelt a ClinVar adatbéazisban (ClinVar
ID:406289) mint MFS-al 6sszefiiggésbe hozhatd bizonytalan klinikai jelentéségii varians (VUS).
Az eltérés jelen volt a GnomAD adatbazisban nagyon alacsony frekvenciaval (4/245638).

Az 1861-es pozicidban 1év0 szerin aminosav nem teljesen konzervalt a fajok kozott.

Az elérheté adatokat figyelembe véve az eltérést bizonytalan jelentdségti variansként (VUS)

soroltuk be.

5.1.4 Kis skalaju deléciok/duplikaciok az FBN1 génben

Az FBN1 génben kis skalaju deléciokat/duplikéciokat a 23 betegilinkbdl 3 esetben detektaltunk
(13%). Mindegyik eltérés olvasasi keret eltolodashoz és valoszintileg trunkalt proteinhez vagy
mRNS degradacidhoz vezet nonszensz mutacié medialta mRNS lebomlas (NMD) altal, igy
mindegyik eltérést patogén eltérésnek soroltuk be. Két varians 1) volt, mig egyet korabban mar
leirtak egy 18 éves Marfan szindromaés betegben, akinek felszalld aorta tdgulata és enyhe
szisztémas érintettsége volt. A 19-es szamu betegiinknek (44 éves) hasonldan felszallo aorta

tagulata volt <7 szisztémas érintettséggel.

5.1.5 Slice helyet érinté variansok az FBN1 génben

Osszesen 4 splice helyet érintd varianst (4/23, 17,4%) detektaltunk a génben. Két splice varians
a c.1468+5G>A és a ¢.4337-2A>G korabban leirt eltérés volt.
A ¢.1468+5G>A mutaciot elészor 1997-ben irtak le. A szerzék RT-PCR segitségével
bemutattak, hogy fibroblasztokbol izolalt totdl RNS mintdkban ez az eltérés exon skippinget
okozott.
A ¢.4337-2A>G eltérést egy noi betegben irtak le, aki sziilést kovetden aorta disszekcioban hunyt
el.
A ¢.1837+4C>T varianst egy betegben mutattdk ki és szerepel a ClinVar adatbdzisban is
(ClinVar ID:406295), valamint nagyon alacsony frekvenciaval (9/246104) fordul el6 a gnomAD
adatbazisban. A predikciok alapjan (Human Splicing Finder, Mutation Taster) koroki eltérés,
mivel potencialisan megzavarja a splicing folyamatot. A rendelkezésre all6 adatok alapjan a
varianst bizonytalan jelentdségli variansként (VUS) soroltuk be.

A ¢.3082+1G>A korabban nem leirt eltérést egy 10 honapos fili betegnél detektaltuk,

akinek ectopia lentise €s enyhe szisztémas érintettsége volt.
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A predikciok alapjan (Human Splicing Finder, Mutation Taster) koroki eltérés. A varians a 24-
es intronban taldlhatdo és a kanonikus +1-es donor splice helyet érinti, mely legtobbszor
megzavarja a normal spicingot (lehetséges exon skippinget okoz). Emiatt a varidnst patogén

eltérésként definialtuk.

5.1.6 Visszatéré csendes varians harom egymassal nem rokon betegben

Héarom egymaéssal rokoni kapcsolatban nem allo, €s kizardlag enyhe szisztémas fenotipusos
tiinetekkel rendelkezd betegben detektaltuk ugyanazt a ¢.3294C>T, p.(Aspl098=) csendes
varianst. A varians szerepel a HGMD adatbazisban csaktigy, mint a Universal Mutation Database
(http://www.umd.be/FBN1/) adatbazisaban. Két személyes kozlés (Ads, Holman, 2000; Boileau,
2013), és két publikacid elérhetd a fenotipussal dsszefiiggésben. Sheikhzadeh és munkatarsai
Osszefoglaltak, hogy nincs atfogd bizonyiték az eltérés patogenitdsdnak megitélésé¢hez, habar a
splicing defektust szoftveres predikciok alapjan nem lehet kizarni. A ¢.3294C>T, p.(Asp1098=)
varians minor allél frekvenciaja (MAF) kisebb mint 1% a GnomAD ¢és az 1000 Genomes Project
adatbazisokban. A Human Splicing Finder (HSF) predikcids szoftver a slicing hely potencialis
megvaltozasat josolta.

A 26-0s betegtdl szarmazd bor fibroblasztokbdl izolalt RNS mintabol transzkript analizist
végeztiink. A 26-os exon és az exon-exon hatdrok bidirekciondlis Sanger szekvendldsat is
elvégeztiikk, mely azt mutatta, hogy a mutans allél koriilbeliil 50%-ban volt jelen a beteg cDNS
mintdjaban, valamint az exon-exon hatarok épek voltak. A 26-os beteg esetében pontos allél
arany meghatarozast végeztiink bidirekcionalis piroszekvenaladssal, nagy lefedettséggel mind a
genomi DNS, mind a cDNS mintdn. Az utdbbi analizis azt mutatta, hogy a vad tipust €s a mutans
allélek egyenld aranyban voltak a beteg cDNS mintdjaban, hasonldéan a genomi DNS mintahoz.
Végeredményben elmondhatd, hogy sem NMD, sem exon skipping nem volt megfigyelheto.

A varianst a kdvetkezOk alapjan benignus variansként soroltuk be: az eltérés allél frekvencidja
nagyobb, mint a betegségbdl kifolydlag varhato lenne, nem detektaltunk rendellenes splicingot,
valamint a feltételezett betegségnek (MFS, egyéb fibrillinopatiak) ismert a genetikai (10kusz)

heterogenitdsa, vagyis a tiineteket mas génekben 1€v6 eltérés is okozhatja.
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5.2 A magyarorszagi familiaris hiperkoleszterinémias betegek mutaciéspektruma

5.2.1 Detektalt eltérések

A vizsgalat soran 6sszesen 47 familiaris hiperkoleszterinémiaval kapcsolatba hozhaté mutaciot
detektaltunk 44 betegben, melyek koziil 3 beteg két eltérést is hordozott, azaz Osszetett
heterozigota genotipustiak voltak. A detektalt mutaciok nagy tobbsége (40 mutacid) az LDLR
génben helyezkedett el, 7 esetben pedig az APOB génben detektaltunk eltérést. A PCSKO,
LDLRAP1, STAP1 génekben nem detektaltunk FH-val 6sszefliggésbe hozhatd patogén mutaciot.
A mutaciok LDLR génen beliili eloszlasat tekintve 1 mutacié az LDLR gén promoterében, 17
mutacio a ligand kotd doménben, 18 az epidermal growth factor (EGF) precursor homology
doménben, 1 az O-linked sugar doménben, tovabbi 3 mutécio a citoplazmatikus doménben volt

talalhato.

5.2.2 Az APOB génben kimutatott eltérések

A vizsgélat soran 7 betegben azonositottunk APOB mutéciot, ezek koziil a leggyakoribb
€.10580G>A p.(Arg3527GIn) FH -t okoz6 APOB mutaciot 4 betegben azonositottuk.

Két olyan misszensz mutaciét (c.8213T>A, p.(Ile2738Lys), ¢.10438A>G, p.(Lys3480Glu))
mutattunk ki 2 probandban, melyek patogenitdsa nem tisztdzott, azonban egyik eltérés sem
szerepel a populacios adatbazisokban, tehat nincs jelen a normal populacioban, valamint egyik
betegben sem detektaltunk mas eltérést a vizsgalt génekben. A muticiok ACMG szerint
bizonytalan klinikai jelentdségli varians (VUS) besorolasuak, igy a mutaciok patogenitasanak
megitélésére tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Tovabbi egy betegben az APOB gén 29-es
exonjaban a c.13242delG olvasési kereteltolodast okozé mutaciot detektaltuk heterozigota
formaban. A delécid kovetkezménye egy korai stop kodon beépiilése a 4415-6s aminosav
pozicidba, mely, egy valoszinlileg trunkalt fehérjét eredményez. Mivel a mutacido az utolso
exonban taldlhatd, nem valdszinli, hogy nonszensz-medidlt mRNS-lebomlas lenne a
kovetkezménye, inkabb valdszinll az, hogy a csonkolt fehérjébdl 148 aminosav fog hidnyozni a
C-terminalison. A mutacié a populacidos adatbazisokban nem szerepel, azonban a ClinVar
adatbazisban egyszer emlitik egy klinikai tesztelés sordn detektaltdk bizonytalan jelentdségii
variansként (ClinVar 1D:927203). Osszességében a predikcios szoftverek besoroldsa, valamint
amiatt, hogy a detektalt eltéréstdl 3° irdnyba tdvolabb is irtak le patogén trunkaldé mutacidt, ami
szintén a mutacid patogenitasa mellett sz6l, az eltérést VUS/valdsziniileg patogén kategdridba

soroltuk.
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5.2.3 Az LDLR génben detektalt eltérések

A vizsgalat sordn 37 betegben Osszesen 40 LDLR varianst mutattunk ki. Harom beteg esetében
Osszetett heterozigdta genotipust detektaltunk, ami magyardzta a betegek sulyosabb, klinikai
tiineteit. Az 6sszetett heterozigdta genotipus ugyanolyan sulyos klinikai tiineteket okoz, mint egy

homozigoéta genotipus, mindkettd esetben mindkét allél funkcidvesztését eredményezik.

5.2.3.1 Misszensz LDLR varianst hordozé betegek

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

csalddban fordult eld. A tobbi misszensz mutécio egyedi volt.

5.2.3.2 Nonszensz LDLR varianst hordozo betegek

A ¢.82G>T, p.(Glu28%*) és a ¢.337G>T, p.(Glul13*) nonszensz mutacidkat két-két csaladban is
kimutattuk, mig a c¢.1048C>T, p.(Arg350*) eltérést egy csaladban detektaltuk heterozigota
formaban. A 13-as szdmu beteg esetében a ¢.337G>T, p.(Glul 13*) nonszensz eltérést egy masik

patogén misszensz mutacidval egylitt detektaltuk dsszetett heterozigota formaban.

5.2.3.3 Splice helyet érinté LDLR varianst hordozoé betegek

Splicing defektust okoz6 eltérést 6sszesen 8 betegben detektaltunk. Kettd ezek koziil tobb mint
egy probandban volt jelen. A ¢.940 940+14del koroki eltérés harom betegben is kimutathatd
volt (8,11,23-as beteg). Ez a mutacid nagy valoszinliséggel befolyasolja a splicing folyamatat és
emiatt sériil a protein funkcidja. A ¢.694+2 T>C varidnst két csaladban taladltuk meg. Egy
betegben egy kordbban nem kozolt, splicing varianst is detektaltunk a c.1706-2A>G eltérést az
LDLR génben.

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

A ¢.2416dupG, p.(Val806Glyfs*11) eltérést két csaladban is detektaltuk heterozigdta formaban,
mely egy 1 bp-os inzercio az LDLR gén 17-es exonjaban, egy 5 guaninb6l all6 homopolimer
szakaszban. Az inzerci6 eredményeként az 5 helyett 6 guanin lesz a homopolimer szakaszban,

mely eltolja az olvasasi keretet és korai stop kodon beépiilését eredményezi.
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Ez az eltérés az LDLR mutéciok IlI-as osztalyaba tartozik, azaz hibas vagy hianyos LDL receptor
fehérjét eredményez.

A 28-as betegben a ¢.2167delG, p.(Glu723Argfs*7) eltérést mutattuk ki heterozigdta formaban.
Ez a 15-0s exonban 1év0 kis delécid szintén megzavarja a normal olvasasi keretet és korai stop
kodon beépiilés¢hez vezet. Ebben a betegben egy tovabbi heterozigdta misszensz mutaciot
(c.862G>A, p.(Glu288Lys)) is azonositottunk, igy ezt a beteget az 0sszetett heterozigota LDLR
mutaciot hordozo betegek cimill fejezetben részletesen targyaljuk. A vizsgalt betegek koziil
egyetlen betegben detektaltunk egy olvasasi keretet nem érintd delécidt (c.654 656delTGG,
p.(Gly219del)).

5.2.3.5 Osszetett heterozigota LDLR mutaciét hordozé betegek

A vizsgalat soran 3 olyan beteg volt (P12, P13, P28), akik dsszetett heterozigdta genotipussal
rendelkeztek. Mindharom esetben a genotipushoz stlyos klinikai kép tarsult.
A 12-es beteg esetén egy heterozigdta misszensz mutacio (c.1618G>A, p.(Ala540Thr)) mellett
az LDLR gén 7-es exonjanak delécigjat (c.941-190_c.1061-270del) detektaltuk heterozigdta
formaban. Célzott kaszkadvizsgalatot végeztiink, mely bizonyitotta a két mutacid transz
A vad tipusi LDLR gén 7-es exonja el6tt és utan is talalhatod egy 32bp hosszusagu homolég DNS
szekvencia. A beteg esetében ez a szekvencia a PCR termék szekvenalasat kovetden csak egyszer
volt kimutathato, és a gén 7 es exonja is kiesett. Vizsgélatunk alapjan ennek a rovid introni
A 13-as betegnél (P13) egy nonszensz (c.337G>T, p.(Glul13%*)) és egy misszensz mutaciot
(c.1618G>A, p.(Ala540Thr)) mutattunk ki heterozigota formdban. A kaszkad vizsgélat soran
kimutattuk, hogy a nonszensz mutaciot az édesanyjatol 6rokolte. Az apai DNS minta nem volt
elérhetd, mivel a beteg édesapja korabban kardiovaszkularis komplikaciok miatt elhunyt.

A 28-as betegben egy misszensz (¢.862G>A, p.( Glu288Lys)) és egy frameshift mutaciot
(c.2167delG, p.(Glu723 Argfs*7)) detektaltunk heterozigota formaban.
A ¢.2167delG, p.(Glu723Argfs*7) eltérést korabban mar leirtdk egy olyan betegben, akinek
emelkedett volt az 6sszkoleszterin szintje.
Az altalunk vizsgalt beteg esetében szintén emelkedett LDL-C és TC értékeket mértek. Habar a
beteg fiatal kora miatt (13 év) xanthoma nem kertilt leirdsra, de az életkor eldrehaladtaval
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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5.2.3.6 LDLR képiaszambeli eltérést hordozo betegek

Harom beteg esetében detektaltunk az LDLR génben kopiaszdmbeli eltérést heterozigota
formaban. Egy fentebb leirt beteg esetében (12-es beteg) Osszetett heterozigota formaban. A 38-
as betegben a 4-8 as exonok duplikacioja, mig a 33-as betegben a 3-8-as exonok delécidja volt
kimutathat6 heterozigota forméaban az 0j generaciods szekvenalas lefedettségi adatai alapjan.

A detektalt eltéréseket MLPA moddszerrel is megerdsitettiik.

5.2.4 Az LDLR eltérést hordozo betegek csaladtagjainak vizsgalata

Minden olyan beteg esetében, ahol koroki vagy valdsziniileg koéroki varidnst mutattunk ki,
elvégeztiik az elérhetd csaladtagok mintajanak célzott analizisét.
Osszesen 15 csaladtag mintajaban mutattunk ki eltérést, melyek koziil 1 esetben az APOB gén

mig 14 esetben az LDLR gén volt érintett.
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6. Megbeszélés

6.1 Marfan szindromas betegek vizsgalata soran kimutatott eltérések osszefoglalasa

Ebben a tanulmanyban 23 FBN1 varidnst azonositottunk Marfan szindromaban vagy mas
kotdszoveti betegségben szenvedd betegekben. A Ghent nozoldgia kivald specificitast mutat az
FBN1 mutacioval rendelkezé MFS betegek azonositasara, tovabba definialja az FBN1 kéroki
mutéciok kritériumait, ami nagyban megkdnnyiti az MFS esetek koriilbeliil 25-30 szdzalékaban
talalt 4j genetikai eltérések patogenitasanak megitélését.

Azokban a betegekben, akik megfelelnek a Ghent-kritériumoknak, akar 97%-0S

mutaciodetektalasi rata is elérhetd. Az MFS klinikai diagnozisa azonban nem mindig egyszert
a kovetkezd okok miatt: i) szdmos olyan betegség van, melyek atfedo cardiovascularis,
vazrendszeri €s szemészeti tiineteket mutathatnak a Marfan szindromaval, ii) egyes klinikai
manifesztaciok ¢életkorfliiggd kialakulasa, iii) intra- ¢és interfamiliaris variabilitas annak
tekintetében, hogy a tiinetek milyen életkorban jelennek meg, milyen szoveteket érintenek és
milyen sulyossagiiak az adott tiinetek. Az FBN1 mutaciokat leggyakrabban Marfan
szindromaval tarsitjak, de szamos Marfan-szer(i fenotipussal kapcsolatban is leirtak eltéréseket,
habar a mutacid detektalasi rata joval alacsonyabb egyéb enyhe fibrillinopathidkban.
A fent emlitett okokbol az FBN1 gén tesztelése szdmos olyan klinikai szitudcié miatt volt
indokolt, melyet a mi betegpopulacionk is reprezentalt. Minddsszesen 23 koroki vagy
potencialisan koroki eltérést detektaltunk az FBN1 génben, beleértve a hdrom bizonytalan
jelentdségli varianst is, melyeknek hozzavetdlegesen 30 %-a korabban nem detektalt, 0j eltérés
volt. A mutacidok kétharmada misszensz eltérés volt, melyek nagyrésze a cbEGF mintazatok
valamelyikében helyezkedik el és koriilbeliil 70 szazalékuk konzervalt cisztein reziduumot érint,
Osszhangban az irodalmi adatokkal. A cisztein aminosavak az FBN1 génben erdsen konzervaltak
a fajok kozott, mutatva ezzel 1ényeges szerepiiket. Az is ismert, hogy a ciszteint érinté mutaciok
nagyobb eséllyel tarsulnak ectopia lentissel dsszehasonlitva mas aminosavakat érintd misszensz
mutaciokkal. A mi betegeink kozott is sokkal nagyobb ardnyban (11/9) volt megfigyelhetd
ectopia lentis azokban az esetekben, ahol ciszteint érinté misszensz mutaciot detektaltunk,
szemben egyéb eltérésekkel (12/2).

Ot esetben azonositottunk nem ciszteint érintd misszensz eltérést. A varidnsok ezen
p.(Metl1576Thr) varianst korabban mar leirtdk Marfan szindromaéval és aorta gyok tagulattal

Osszefiiggésben, de kozlésre kertilt serdiilokori idiopatids scoliosisban is.
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A proband (14 éves) és a ndvére (16 éves) az édesapjuktol 6rokoltek az eltérést (az édesaparol
nem alltak rendelkezésre klinikai adatok), mindkettdjiiknek volt scoliosisa és enyhe szisztémas
érintettsége (ludtalp, hiivelykujj tiinet, iziileti lazasag). Nyilvanvald, hogy rendszeres
kardioldgiai kovetés ajanlott, azonban kérdés, hogy az eredmény hogyan befolydsolja a ndvér
¢letmod;jat, aki kontaktsportot {iz.

leggyorsabb lefolyasu fenotipusos megjelenéssel a 24-32-es exonokban kialakulé mutéaciokat
hoztak oOsszefiiggésbe. Két 1 ¢év alatti beteglink esetén, egy misszensz (c.3038G>T,
p.(Gly1013Val), exon 24) és egy slice site (¢.3082+1G>A, intron 24) mutacidt 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 jellemz0 eltérést. A 13-as beteg
esetében az édesapa marfanoid fenotipussal rendelkezett, de nem egyezett bele a genetikai
vizsgélatba. Az ugyanezen aminosav poziciot érintd p.(Glyl013Arg) varians egy viszonylag
gyakori visszatéré eltérés, melyet atipusos sulyos cardiovascularis, vazrendszeri
manifesztaciokkal, valamint ectopia lentissel Osszefiiggésben irtak le. Az 1013-as glicin
aminosav erdsen konzervalt és kulcsfontossaginak tiinik ebben a pozicidban, mely a TGFB1bp
#03 és cbEGF #11 motivumok interdomén kapcsolodasi régidiban taldlhatd, mutatva ezen régid
kulcsszerepét. A glicin 1013-as poziciét mutacids forropontként is tekinthetjik a korai
megjelenésii és stlyos fenotipust betegek esetében.

A ¢.3082+1G>A splicingot befolyasolo eltérés a 24-es intronban a donor splicing helyet
érinti. Egy maésik szubsztiticidt (c.3082+1G>T) kordbban mar leirtak ebben a pozicidban egy
klasszikus Marfan szindromas betegben. A mutaci6é valoszinli kovetkezménye a 24-es exon
kivagodasa az atirodas soran. Mindkét betegiink az MFS tlinetspektrumanak stlyos végén
helyezkedett el, a tiinetek korai megjelenésével az irodalmi adatoknak megfelelden. A splice
helyet érintd eltérések kovetkezménye alkalmanként lehet trunkalt protein, ezért hatasukat
tekintve hasonloak a nonszensz vagy az olvasasi kereteltolodast okoz6é mutacidkhoz, mig mas
splice hely variansok olvasasi kereteltolddassal nem jaré deléciot okoznak. Egy 197 beteget
vizsgdld tanulmany soran azt a megallapitast tették, hogy majdnem minden olyan betegnek,
akinek volt korai aorta eseménye, annak splicing vagy trunkalé6 mutacioja volt. Ennek a
megallapitasnak fontos kovetkezményei vannak azon betegekre nézve, akik ilyen tipust
eltéréseket hordoznak (a mi betegcsoportunkban 6sszesen 30,4% volt ezen betegek aranya).

Ismert tény, hogy az exoni csendes mutaciok az FBN1 génben exon skippinget okozhatnak.
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Kutatdsunkban egy visszatérd csendes mutacid (c.3294C>T) hatasat vizsgaltuk az mRNS
splicingra. FBN1 transzkript analizist végeztlink borbiopsziabol szarmazo megfeleld sejttipusbol
(fibroblaszt) izolalt total RN'S-bdol.

A ¢.3294C>T varianst kordbban leirtdk az irodalomban olyan betegekben, akiknél a tiinetek
kotdszoveti betegségre utaltak, de nem teljesitették a Marfan szindréma kritériumait. A
¢.3294C>T varidns esetében nem tudtuk megerdsiteni az exon skippinget és az exon-exon
hatarok is épek voltak az mRNS vizsgélatok soran. A mutans ¢és a vad tipusu allélok aranya kozel
1:1 volt a beteg genomidlis és ¢cDNS mintdjaban egyarant, melyeket piroszekvenalassal
vizsgaltunk. Ezt a visszatérd varidnst 3 egymassal rokoni kapcsolatban nem all6 betegben is
kimutattuk. A betegek az irodalomban is leirt szisztémas fenotipusos tiinetekkel rendelkeztek,
ectopia lentis és aorta gyok tdgulat nélkiil. Ezen varidns enyhe, eddig ismeretlen hatasa
Osszhangban 4llhat ezzel az enyhe fenotipussal.

Osszefoglalasként elmondhato, hogy 26 egymaéssal rokoni kapcsolatban nem all6 Marfan
szindromas vagy egy¢b kotdszoveti betegségben szenvedd beteg klinikai és molekuléris adatait
irtuk le. Azonositottunk 7 eddig nem leirt és 16 visszatérd koroki, vagy valoszintlileg koroki
varianst 23 betegben. Az FBN1 variansok nagy része a Marfan szindrémat okozott, kettd esetben

a betegség korai €s sulyos formajat.

6.2 Az FH-s betegek vizsgalata soran kimutatott eltérések dsszefoglalasa

Klinikailag diagnosztizalt familidris hiperkoleszterinémids betegeket vizsgaltunk 01j generacios
szekvenald modszerrel, mely nem csak a kis skalaji mutacidkat képes kimutatni, de a nagy
méretli duplikacidkat €s deléciokat is, megfeleld bioinformatikai analizissel.

Egy varidns kivételével 39 LDLR mutaciot korabban mar leirtdk az irodalomban. Habar
nem tortént meg.
Osszesen 59 egyénben mutattunk ki familiaris hiperkoleszterinémidval 6sszefiiggésbe hozhato
eltérést a betegek vizsgalata soran. Negyvennégy proband és tizendt csaladtag hordozott az
ACMG kritériumok szerint patogén/valoszinilileg patogén eltérést, mig két esetben bizonytalan
jelentdségli variansként tudtuk besorolni a detektalt eltérést. Az LDLR mutéciok eloszlasat
tekintve a legtobb eltérés a ligand kotd doménben és az EGF-szerli doménben helyezkedett el.
Tudomasunk szerint, korabban nem késziilt olyan tanulmany, mely a magyarorszagi familiaris

hiperkoleszterinémias betegek genetikai hatterét vizsgélta volna.
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Ami a mutécios spektrumot illeti, a magyar adatok nagy atfedést mutattak a szomszédos
orszagok példaul Lengyelorszag és Csehorszag adataival. A lengyel populacidban eléfordulod
leggyakoribb LDLR eltérések megtalalhatoak voltak a mi beteganyagunkban is.

A 1618G>A, p.(Ala540Thr) misszensz mutacidt 4 egymassal nem rokon egyénben (4/37,
10,8%), és a kaszkadvizsgélatok soran tovabbi 2 csaladtagban mutattuk ki. Ez a patogén varians
szamos europai ¢€s latinamerikai populacidoban eléfordult és gyakori eltérés volt az altalunk
vizsgalt betegek kozott is. Az irodalomban kzolt és a sajat betegeink fenotipusa nagyon hasonlo
volt. Ez az eltérés az epidermal growth factor (EGF)-prekurzor homolog doménben talalhat6. A
patogenitasat alatdmasztja az a tény is, hogy az irodalomban szamos esetben irtak le korabban,
valamint az eltérést homozigdta forméban hordozé betegeknek sulyos klinikai tiineteik voltak,
ugymint korai szivkoszoruér betegség, in xantomak €és magas 6sszkoleszterin szint.

A c.1130G>A, p.(Cys377Tyr) misszensz mutaciot 3 csaladban detektaltuk. El6szor egy
svéd tanulmanyban irtdk le az eltérést. A patogenitas mellett sz6l az is, hogy azoéta tovabbi
eurdpai populacios vizsgalatokban is leirtak ezt az eltérést FH-s betegekben.

Egy masik misszensz mutéciot a ¢.2054C>T, p.(Pro685Leu) eltérést szintén 3 csaladban
mutattuk ki. Egy tobb mint 2000 FH-t okozé mutaciét leird atfogd tanulmany szerint, ez az
eltérés patogénnek tekinthetd. Megjegyzendd, hogy ebben a tanulmanyban 7 olyan mutaciot
talaltak, amelyeket minden kontinensen, tobb orszagban leirtak mar, és ezek egyike a
¢.2054C>T, p.(Pro685Leu) misszensz mutacid. Ez a tény ara utal, hogy az eltérés nagyon régi
alapitd mutécio, vagy gyakran visszatérd varians lehet.

Két betegben detektaltuk a c.1775G>A, p.(Gly592Glu) misszensz varianst heterozigota
formaban. Ezt a mutacidt kordbban tobb populacioban leirtak, és egy korabbi tanulmany szerint
alapitd mutéci6 egy gorog régioban, ahol a vizsgalt betegek csaknem egyharmadanal volt jelen,
¢és tobb esetben is kimutattdk homozigéta forméaban is. Irodalmi adatok alapjan ez az V-0s
osztalyba sorolhaté LDLR eltérés nem okoz drasztikus koleszterinszint emelkedést homozigota
formaban, igy arra lehet kovetkeztetni, hogy az eltérés csak kis mértékben csokkenti az LDLR
aktivitasat, mely hozzéjarulhatott a mutécio elterjedéséhez.

Az éltalunk kimutatott nonszensz mutacidkat korabban mar leirtdk, mint patogén FH-t
okozo eltérést. Ezek a mutaciok minden esetben egy trunkalt, nem miikkodOképes formajat
eredményezik az LDLR proteinnek. Az LDL-részecskék felvétele csokken a majban és mas
szovetekben.

A C.-153C>T promoter mutaciot korabban mar kimutattdk cseh FH-s betegeket vizsgalo

kutatasban. Ez az eltérés egy konzervalt, tigynevezett sterol-dependent regulatory element 2

crcr
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Egy luciferaz alapu funkciondlis assay-vel arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy az eltérés
szignifikansan csokkentheti az LDLR promoter aktivitasat.

A ¢.940 940+14del eltérést korabban egy skandinav populaciét vizsgald tanulméanyban
irtak le, ahol a csaladvizsgalatok alapjan egylitt szegregalt a betegséggel. Abban a tanulmanyban
a klinikai kép és a csaladvizsgalat is igazolta a patogenitast, korai sziv és érrendszeri eltérést
irtak le a mutaciot hordozo betegekben. Az LDL-C szintek a mi betegeinkben is nagyon magasak
voltak a kezelést megel6zben (7,9-10,5 mmol/L).

A ¢.694+2T>C varidnst korabban, mint izlandi alapitd mutaciét irtak le, melynek eredetét

a 18. szazadig tudtdk visszavezetni. Az eltérés egy konzervativ spicing helyet érint és a
patogenitasa szegregacios vizsgalatokkal is bizonyitott.
Az altalunk detektalt, kordbban nem leirt c.1706-2A>G eltérés patogenitasat timasztja ald 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 csalddban detektaltdk és tovabbi vizsgalatokkal
kimutattdk, hogy az adenin-timin csere ebben a nukleotid pozicidban patogén, mivel nagy
mértékben csokkent LDLR mRNS szinteket mértek a betegekben, tovabba az eltérés konzervalt
spicing helyet érint.

A ¢.2416dupG, p.(Val806fs*11) frameshift mutaciot egy svéd populacios tanulmanyban
irtdk le, majd feltiint pakisztani és mas populaciés vizsgalatokban is. A proband betegben és
tovabbi 8 csaladtagjaban a heterozigdta FH-s betegekre jellemz6 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 €s tipikus xantomai is voltak. A 18-as szdmu betegiinknek szintén
markansan emelkedett (8,1 mmol/L) TC értéke volt, tovabba koszoruér betegsége ¢Es
xantelasmaja is volt, mig a 44-es beteg TC-szintje volt emelkedett (10 mmol/L).

A c.654 656delTGG, p.(Gly219del) eltérést korabban askenédzi zsid6 populacidban
mutattdk ki mint FH-t okozé alapité mutacidt. Az ott vizsgalt betegekben kimutatott patogén
mutaciok 21%-at teszi ki ez a varians. A mutacié eredményeként egy glicin aminosav deletalodik
a 219. pozicidban, mely egy erések konzervalt ligand koté doménben talalhato.

A ¢.337G>T, p.(Glul13*) eltérés az LDLR gén 4. exonjaban talalhat6 és az 1. osztalyba
tartozo, null allélt eredményezd patogén eltérések kézé sorolhatd. Elsé leirasa Hobbs és
munkatarsai nevéhez flizédik 1992-bal.

A 1618G>A, p.(Ala540Thr) varidns egy szintén jol ismert patogén eltérés, melyet szamos

vizsgalatban kimutattak kiilonb6z6 populdcidkban tigymint spanyol, német, olasz vagy gorog.
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A ¢.862G>A, p.(Glu288Lys) misszensz mutaciot eldszor egy német betegben irtdk le
1999-ben. Olasz betegekben a mutacié fenotipusos kovetkezményeként szignifikdnsan
emelkedett LDL-C érték, valamint a sulyos esetekben xantoma is megfigyelhet6 volt.

Az APOB génben a leggyakoribb eltérés a magyar populdcidban is a c.10580G>A,
p-(Arg3527GIn) mutacid volt, ami dsszhangban van az irodalmi adatokkal. A teljes APOB gén
tesztelésével, tovabbi 3 eltérést tudtunk kimutatni, melyek koziil két misszensz varianst korabban
még nem irtak le. Mindkét misszensz eltérést bizonytalan klinikai jelentdségli variansként
soroltuk be. A harmadik, egy olvasasi kereteltolddassal jard6 mutacid (c.13242delG,
p.(Leud415%)), melyet korabban a ClinVar adatbazisban irtak le egy alkalommal mint FH-val
Osszefiiggésbe hozott eltérés. Ez az eredmény azt tiikkrozi, hogy a teljes APOB gén szekvenalasa
a célzott APOB tesztelés helyett nagymértékben javithatja a diagnosztikai hatékonysagot.
Vizsgalatunk egy 0j mutacidt tart fel az LDLR génben, mig a magyar populdcidban eléforduld
mutédciok nagy része korabban mar leirasra keriilt. A mutéci6 tipusok aranya és a génen beliili
lokalizécioja is nagymértékben hasonlé mas populacids vizsgalatokhoz. A genetikai diagnozis
felallitdsanak fontossagat jelzi, hogy a lipidcsokkentd terapia megkezdésének idépontja nagyban
befolyasolhatja a varhato 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 felnéttkori sziv- és érrendszeri
szovodmények megjelenésének kockazatat és a varhatod tlinetek sulyossdgat. A megfeleld
kezelés megkezdéséhez fontos tudni, hogy a beteg heterozigdta, 0sszetett heterozigota vagy
homozigota genotipusu-e. Emellett a kaszkadvizsgalattal azonosithatok az érintett, de meég

tiinetmentes csaladtagok, ami fontos a prevencidhoz és a megfeleld, idoben elkezdett kezeléshez.
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7. Osszefoglalas

A Dbemutatott tanulmanyokban kiillonb6z6 1j generdciés szekvendldsi moddszerek
alkalmazhatdsagat €s hatékonysagat vizsgaltuk két monogénes korképben. Mindkét betegség
esetén elmondhatd, hogy a molekuléris genetikai vizsgélati modszerek az elmult 10-15 évben
teljes mértékben atalakultak. Korabban a mutaciok kimutatdsat célzo genetikai vizsgélat az
ismert variansok esetében célzott vizsgalatot, példaul restrikcios emésztést jelentett, addig az
ismeretlen, nukleotid szintli eltérések kimutatasara a koltséges és iddigényes Sanger féle DNS
szekvenalas jelentette az egyetlen lehetdséget. Ezt a problémat kiiszobdlte ki egyszerre a
molekularis diagnosztikdba berobband 1 generacids szekvenald technikak megjelenése.
Immaron nem volt kizard ok egy gén mérete, illetve az sem, ha egy adott betegség hatterében
tobb gént is vizsgalnunk kell a koroki eltérés keresése soran.

Az elsé tanulmanyban 26 egymassal rokoni kapcsolatban nem 4ll6 egyén genotipus-
fenotipus Osszefliggéseit irtuk le, akik Marfan szindroma vagy egyéb kotOszoveti betegség
iranydiagnoézisaval érkeztek. A vizsgalat soran két kiillonboz6 Uj generacids szekvenald
platformot és harom DNS konyvtarkészitési modszert hasznaltunk. Osszesen 23 betegben
azonositottunk valamilyen koroki vagy potencidlisan koroki eltérést az FBN1 génben, melyek
koziil 16 visszatérd varians volt, 7 eltérést pedig kordbban még nem irtak le. Az altalunk
kimutatott eltéréseket dsszevetettiik az irodalmi adatokkal. Az esetek nagyrészében az FBN1
variansok Marfan szindrémaéval tarsultak, 2 esetben pedig a szindréma stlyos, korai megjelenésii
(neonatalis) formdjaval. Marfan szindréma esetén nagy jelentdsége lehet a patogén eltérések
azonositasanak, mivel rendkiviil fontos a varhatdo kovetkezmények miatt a pontos genotipus-
fenotipus Osszefliggés felismerése. A patogén varians ismeretében az irodalmi adatok jo
tampontot nyujthatnak abban, hogy a varhat6 szovédményeket megeldzzek, illetve késleltessék.
Sok esetben szoros kardiologia, szemészeti és ortopédiai kovetés ajanlott a betegeknek. A sulyos
aortaérintettség miatt szintén fontos szerep jut a genetikai diagnoézisnak az esetleges mfitéti
beavatkozasok tekintetében.

A masodik tanulmanyban a magyarorszagi familidris hiperkoleszterinémias betegek
genetikai hatterét igyekeztiink feltérképezni. Mivel a betegség hatterében tobb gén patogén
eltérése is felmertil ezért a korképpel kapcsolatba hozhatd géneket vizsgélo kitet hasznaltunk a
mintak 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. Hairom beteg esetében dsszetett heterozigdta genotipus igazolddott, mely magyardzta a

sulyosabb klinikai tlineteket.
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Bemutattuk a betegek fobb klinikai paramétereit és a genotipus-fenotipus dsszefiiggéseit.
Két-két LDLR és APOB eltérés detektaltunk, melyek korabban még nem keriiltek leirasra. A
familiaris hiperkoleszterinémia hatterében allo leirt €s nem leirt variansokat 6sszehasonlitottuk
az irodalmi adatokkal. Meghataroztuk tovabba egy 1 exont érint6 delécid pontos toréspontjait is.
A familiaris hiperkoleszterinémia korai felismerése rendkiviil fontos. A betegség még mindig
rendkiviil aluldiagnosztizalt és késon vagy egyaltalan nem keriil felismerésre a végzetes
kimeneteli kardiovaszkularis szovodmények miatt. A korai életkorban (foleg gyerekkorban)
felismert FH idében elinditott lipidcsokkentd kezelése esetlegesen rendelkezésre allo célzott
gyogyszerterapia, valamint a diéta és a szoros kdvetés mind hozzajarulhat ahhoz, hogy a betegek
jO életmindségben és kisebb kardiovaszkuléris kockazattal élhessenek. Szintén hangsulyozni
sziikséges a genetikai tandcsadas fontossagat, hiszen az érintett csaladtagok felvilagositasa és

szlirése kiemelkedd fontossagu a lehetséges szovodmények miatt.
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8. Az értekezés j megallapitasai

1) Kiilonboz6 tipusu 10j generacios DNS szekvenaldsi platformok segitségével
meghataroztuk 23 beteg esetében a Marfan szindroma vagy egyéb tarsult kotdszoveti betegség
genetikai hatterét. Ennek sordn 7 esetben irtunk le olyan FBN1 eltérést, melyet az irodalomban
eddig nem kozoltek. Kisérletes munkédval vizsgéltuk egy visszatérd csendes varians
patogenitasat genomialis DNS, valamint fibroblasztokbol izolalt RNS felhasznaldsaval cDNS
mintakon, melynek alapjan végiil az eltérést benignus variansként soroltuk be. A Marfan
szindroma hatterében all6 gének mérete és szama miatt korabban nem térképezték fel a magyar
betegek genetikai hatterét igy nem allt rendelkezésre informacio a variansokrol és azok varhatd

kovetkezményeir6l. A detektalt eltéréseket 6sszehasonlitottuk az irodalmi adatokkal.

2) Vizsgéltuk magyarorszagi familidris hiperkoleszterinémidban szenvedd betegek
genetikai hatterét. Korabban nem allt rendelkezésre adat a magyar FH-s populacié genetikai
hatterét illetéen, igy ez a tanulmadny fontos, az irodalmi adatokkal és mas populacios
vizsgalatokkal Osszehasonlithatd eredményeket adott. A betegség genetikai hatterének
felderitése segiti a klinikai dontéshozatalt is az esetleges terapiak és a varhato fenotipusos tiinetek
tekintetében. Leirasra keriiltek 1j eltérések melyek a familiaris hiperkoleszterinémia hatterében
allhatnak. Az APOB génben két misszensz eltérést a (c.8213T>A, p.(Ile2738Lys)) és a
(c.10438A>G, p.(Lys3480Glu)) varidnst, mig az LDLR génben egy 0j splicing eltérést (c.1706-
2A>G) és egy 1 exonos deléciot (¢.941-190_c¢.1061-270del) mutattunk Ki.

3) Mindkét tanulmany soran egyértelmiivé valt, hogy a kordbbi hagyomanyos Sanger
szekvenald modszert ki fogjak szoritani a kiilonbdzd 0j generacios szekvenald késziilékek.
A nagy ateresztOképesség és a koltséghatékony miikodtetés lehetdvé tette olyan, eddig nem
vizsgalt betegségek genetikai hatterének rutinszerli vizsgélatat, melyeket korabban a gének

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

31



9. Sajat kézlemények jegyzéke

DEBRECENI EGYETEM
D E B R E c E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetemn tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam:  DEENK/93/2023.PL
Targy: PhD Publikacids Lista

Jeldlt: Madar Laszlo
Doktori Iskola: Molekularis Sejt- €s Immunbiolégia Doktori Iskola
MTMT azonosito: 10060418

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kézlemények

1. Madar, L., Juhasz, L., Sziics, Z., Kerkovits, L., Harangi, M., Balogh, |.: Establishing the Mutational
Spectrum of Hungarian Patients with Familial Hypercholesterolemia.
Genes. 13 (1), 1-13, 2022.
DOI: hitp://dx.doi.org/10.3390/genes13010153
IF: 4.141 (2021)

2. Madar, L., Szakszon, K., Pfliegler, G., P. Szabd, G., Brugés, B., Ronen, N., Papp, J., Zahuczky,
K., Szakos, E., Fekete, G., Olah, E., Koczok, K., Balogh, |.: FBN1 gene mutations in 26
Hungarian patients with suspected Marfan syndrome or related fibrillinopathies.

J. Biotechnol. 301, 105-111, 2019.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.jbiotec.2019.05.012
IF: 3.503

Tovabbi kdézlemények

3. Dedk, A., Koczok, K., Bessenyei, B., Szlics, Z., Madar, L., Csorba, G. E., Orosz, O., Laki, |.,
Halasz, A., Marsal, G., Balogh, |.: A magyar Cystas Fibrosis Regiszter genetikai revizidja.
Orv. hetil. 163 (51), 2052-2059, 2022.
DOI: http://dx.doi.org/10.1556/650.2022.32655
IF: 0.707 (2021)

4. Szabd, T. M., Balogh, I., Ujfalusi, A., Szlics, Z., Madar, L., Koczok, K., Bessenyei,
Szakszon, K.: Helsmoortel-Van der Aa Syndrome: Cardiothoracic and Ectoq‘e_z_fmal
Manifestations in Two Patients as Further Support of a Previous Observatioﬁ'%gn Pher
Overlap with RASopathies. \Q,, ) :
Genes. 13 (12), 113, 2022, £ Remen &
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/genes 13122367 '

IF: 4.141 (2021)

32



DEBRECENI EGYETEMI £S NEMZETI KONYVTAR

¥ ér1, Pf.:
EGYETE M Tel.: 52/410-4:;?&2?5??;&?:2{:&;.ulnizfeb‘.‘t?g

5. Gaal, Z., Sziics, Z., Kantor, |., Luczay, A., Téth, H. P., Benn, O., Felszeghy, E. N., Karadi, Z.,
Madar, L., Balogh, I.: A Comprehensive Analysis of Hungarian MODY Patients-Part I: Gene
Panel Sequencing Reveals Pathogenic Mutations in HNF1A, HNF1B, HNF4A, ABCC8 and
INS Genes.
Life (Basel). 11 (755), 1-13, 2021.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/life 11080755
IF: 3.251

6. Gaal, Z., Szliics, Z., Kantor, |., Luczay, A., Téth, H. P., Benn, O., Felszeghy, E. N., Karadi, Z.,
Madar, L., Balogh, |.: A Comprehensive Analysis of Hungarian MODY Patients-Part |I:
glucokinase MODY Is the Most Prevalent Subtype Responsible for about 70% of Confirmed
Cases.

Life (Basel). 11 (8), 1-20, 2021.
DOL: http://dx.doi.org/10.3390/life11080771
IF: 3.251

7. Mokanszki, A., Chang Chien, Y. C., Métyan, J. A., Juhasz, P., Badon, E. S., Madar, L., Szegedi, |.,
Kiss, C., Méhes, G.: Novel RB1 and MET Gene Mutations in a Case with Bilateral
Retinoblastoma Followed by Multiple Metastatic Osteosarcoma.

Diagnostics. 11 (1), 1-11, 2021.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/diagnostics 11010028
IF: 3.992

8. Juhasz, L., Balogh, |., Madar, L., Kovacs, B., Harangi, M.: A Rare Double Heterozygous Mutation
in Low-Density Lipoprotein Receptor and Apolipoprotein B-100 Genes in a Severely Affected
Familial Hypercholesterolaemia Patient.

Cureus. 12 (12), 1-5, 2020.
DOI: http://dx.doi.org/10.7759/cureus.12184

9. Mezei, Z. A., Tornai, D., Foldesi, R., Madar, L., Simegi, A., Papp, M., Antal-Szalmas, P.: A DNA
pool of FLT3-ITD positive DNA samples can be used efficiently for analytical evaluation of
NGS-based FLT3-ITD quantitation: testing several different ITD sequences and rates,
simultaneously.

J. Biotechnol. 303, 25-29, 2019.
DOI: https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2019.06.305
IF: 3.503

pyrosequencing-based next generation sequencing system.

BMC Genomics. 19, 1-8, 2018. '
DOI: http://dx.doi.org/10.1186/s12864-018-4544-x i
IF: 3.501

33



D E B R E c E N I EGYETEMI ésn:::::-::;;ﬁ:::m

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@libl.—unideb.hu

11. Koczok, K., Merd, G., P. Szabo, G., Madar, L., Gombos, E., Ajzner, E., Motyan, J. A.,
Hortobagyi, T., Balogh, I.: A novel point mutation affecting Asn76 of dystrophin protein leads
to dystrophinopathy.

Neuromusc. Disord. 28 (2), 129-136, 2018.
IF: 2.612

12. Szabo, T., Orosz, P., Balogh, E., Javorszky, E., Mattyus, |., Bereczki, C., Maroti, Z., Kalmar, T.,
Szabo, A., Reusz, G., Varkonyi, |., Marian, E., Gombos, E., Orosz, O., Madar, L., Balla, G.,
Kappelmayer, J., Tory, K., Balogh, I.: Comprehensive genetic testing in children with a clinical
diagnosis of ARPKD identifies phenocopies.

Pediatr. Nephrol. 33 (10), 1713-1721, 2018.
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s00467-018-3992-5
IF: 2.816

13. Koczok, K., Gombos, E., Madar, L., Térok, O., Balogh, |.: Interfering effect of maternal cell
contamination on invasive prenatal molecular genetic testing.
Prenat. Diagn. 38 (9), 713-719, 2018.
DOI: http://dx.doi.org/10.1002/pd.5319
IF:2.434

14. Molnar, Z., Balogh, L., Kappelmayer, J., Madar, L., Gombos, E., Balogh, |.: Congenital
hyperinsulinism caused by a de novo mutation in the ABCC8 gene: a case report.
eJIFCC. 8 (28), 85-91, 2017.

15. Zadori, D., Szpisjak, L., Madar, L., Varga, V. E., Csanyi, B., Bencsik, K., Balogh, |., Harangi, M.,
Kereszty, E., Vécsei, L., Klivényi, P.: Different phenotypes in identical twins with
cerebrotendinous xanthomatosis: case series.

Neurol. Sci. 38 (3), 481-483, 2017.
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s10072-016-2776-6
IF: 2.285

16. Laszlo, B., Ferenczi, A., Madar, L., Gyéngydsi, E., Szalmas, A., Szakacs, L., Veress, G., Kénya,
J.: CpG methylation in human papillomavirus (HPV) type 31 long control region (LCR) in
cervical infections associated with cytological abnormalities.

Virus Genes. 52 (4), 552-555, 2016.
DOI: hitp://dx.doi.org/10.1007/s11262-016-1338-6
IF: 1.431 A

17. Ivady, G., Koczok, K., Madar, L., Gombos, E., Téth, 1., Gyéri, K., Balogh, 1.: Mol?_gfular Al :'_
Cystic Fibrosis Patients in Hungary - an Update to the Mutational Spectrum,'n-"%,
J. Med. Biochem. 34, 1-6, 2015. 3

IF: 0.742 -\_'}‘; PR Yemze

34



DEBRECENI EGYETEM
D E B R E c E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

’ ér 1, Pf.:
E GYET E M Tel.: 52/410-4?;?i1:ﬁ?mikEag;Zc:intbrulnizfeb‘.‘:S

18. Varga, V. E., Katké, M., Harangi, J., Balogh, |., Kapas, |., Madar, L., Seres, |., Molnar, M. J.,
Paragh, G., Kovécs, G. G., Harangi, M.: Egy ritka, velesziiletett neurodegenerativ betegség:
a cerebrotendinosus xanthomatosis laboratériumi diagnosztikaja.
Orv. Hetil. 155 (21), 811-816, 2014.
DOI: http://dx.doi.org/10.1556/0H.2014.29887

19. Ivady, G., Madar, L., Nagy, B., Génczi, F., Ajzner, E., Dzsudzsak, E., Dvorakova, L., Gombos, E.,
Kappelmayer, J., Macek, J. M., Balogh, |.: Distribution of CFTR mutations in Eastern
Hungarians: relevance to genetic testing and to the introduction of newborn screening for
cystic fibrosis?

J. Cyst. Fibros. 10 (3), 217-220, 2011.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.jcf.2010.12.009
IF: 3.19

A kozl6 folydiratok osszesitett impakt faktora: 45,5
A kozl6 folydiratok osszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kézleményekre):
7,644

A DEENK a Jelolt altal az iDEa Tuddstérbe feltoltott adatok bibliografiai és tudomanymetriai
ellendrzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan

elvégezte.

Debrecen, 2023.03.31.

35



10. Kulcsszavak

Sanger DNS szekvenalas, 1) generacidos DNS szekvenalas, piroszekvenalas, MLPA, Illumina
MiSeq, szintézis alapu szekvenalas, Marfan szindréma, FBN1, Familiaris hiperkoleszterinémia,

LDLR, APOB.

36



11. Koészonetnyilvanitas

Ezlton szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik lehetové tették és segitették a PhD

dolgozatom elkészitését.

Elsésorban szeretném megkoszonni témavezetomnek Dr. Balogh Istvan professzor trnak a
Klinikai Genetikai Tansz€k, valamint a Humangenetikai Tanszék vezetdjének, akinek
koszonhetden a genetikat valasztottam. Vezetoként mindig 6nallé gondolkodasra, munkéra és
folyamatos fejlodésre nevelt. Koszonom, hogy minden helyzetben tdmogatott hol konnyebb,

hol nehezebb szakmai utamon.

Koszonettel tartozom Dr. Koczok Katalinnak, akitdl tobb mint 10 éves szakmai kapcsolatunk

alatt rengeteg tudast és nagyon sok segitséget, tanacsot kaptam.

Koszonet illeti a Molekularis Genetikai Részleg egykori és jelenlegi dolgozoéit, Kalmancheyné

Gombos Evat, Csorba Gabriellat, Szfics Zsuzsannat, Dr. Nagy Orsolyit.

Koszonettel tartozom Dr. Kappelmayer Janos Professzor urnak, a Laboratériumi Medicina
Intézet igazgatdjanak, hogy ebben az intézetben végezhettem a PhD munkamat. Folyamatos

tamogatasaval, biztositotta a tudomanyos munkamhoz sziikséges anyagi és targyi feltételeket.

Ko6szondm szerzOtarsaimnak, hogy értékes munkajukkal €s tdmogatasukkal hozzajarultak az
értekezés alapjaul szolgald kozlemények elkésziiléséhez, mindenekeldtt Dr. Harangi Mariann

professzor asszonynak.

Koszonom feleségemnek, gyermekemnek, sziileimnek, nagysziileimnek és barataimnak, hogy

mindig tAmogatnak, és miattuk idaig eljuthattam.
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kutatdsa, 1) diagnosztikai és terapids eljarasokat megalapozd fejlesztések” cimii palyadzat
tamogatasaval jott létre. Ezuton szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik lehetové

tették és segitették a PhD dolgozatom elkészitését.
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