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BEVEZETES

A szem ¢és azon beliil els6sorban a retina bonyolult strukturaja és jelatviteli
mechanizmusa, valamint az ott expresszalodod tobb ezer gén az oka, hogy a tobb mint 6000
ismert 0roklddo betegség koziil nagyon sok érinti a latdszervet. Ezek a rendellenességek
eléfordulhatnak izolalt formaban, de gyakran mas szemészeti eltéréssel vagy mas
szervrendszereket is érintd szindromaval tarsulnak. A szemészeti genetikai betegségek
tobbségében alapos klinikai vizsgalattal is legfeljebb csak a betegségcsoportra
kovetkeztethetiink. Pontos és megkérddjelezhetetlen diagndzist minden esetben kizarolag a
genetikai vizsgalat elvégzését6l varhatunk. A technologia gyorsiitemii fejlédése egyre tobb
eddig nem megoldott vagy ismeretlen eredetiinek vélt korkép diagndzisat teszi lehetové.
Vizsgalataink soran harom, rovidlatassal jaro ritka orokletes szemészeti betegség esetén irtunk
le ) genotipus-fenotipus Osszefliggést. A harom betegség irodalmi elézményeit egyenként

ismertetjiik, kiemelve a vizsgalat szempontjabol fontos részleteket.

Az orokletes myopia egyik lehetséges oka: szinlataszavarral jaré csap dystrophia -

stacioner vagy progressziv betegség a Bornholm szembetegség?

A hosszu és kozepes hullamhossziisagu fény érzékeléséért felelos L és M opszin
fehérjéket kodold gének (OPN1LW, OPN1IMW) az X kromoszoéman (Xq28) helyezkednek el
szorosan egymas utan. A szekvencia homologia és a gének kozelsége miatt gyakori az un.
intra-és intergénikus rekombinaciojuk, mely a fotopigmentek nagyfoku variabilitasahoz vezet.
Ebben a génkonverzionak is fontos szerepe van, mely stabilizdlhatja a szekvencia
azonossagot, de létrehozhat ritka Gn. interchange haplotipusokat A ritka exon 3 interchange
haplotipusok az opszin génekben eléforduld egynukleotidos polimorfizmusok azon csoportjai,
melyek a 153. 171. 174. 178. és 180. poziciokban 1évé aminosavakat érintik. Ezek alapjan a
vad tipust opszin génekben eléforduld haplotipusok a koveztkezok: az L-opszinban LVAIS
(Leucin, Valin, Alanin, Izoleucin, Szerin) és az M-opszinban MVAIA (Metionin, Valin,
Alanin, lzoleucin, Alanin). Az irodalomban a toxikus exon 3 interchange haplotipusok
legtobbszor Bornholm betegséggel (Bornholm Eye Disease, BED) kapcsolatban keriiltek
leirasra. A BED-et, mint stacioner csap diszfunkciot elséként egy, a daniai Bornholm szigetrdl
szarmaz0 csalddban diagnosztizaltdk. A masodik csaladot Minnesotaban irtak le, akik szintén
dan szarmazastiak voltak. A betegség jellemzd sajatossagai mindkét csalad érintett férfi
tagjainal a kovetkezOk voltak: gyermekkori myopia asztigmatizmussal, gyermekkortol
csokkent latasélesség, szubnormalis fotopikus és normal szkotopikus ERG paraméterek,

normal megjelenésii macula. A betegség az ¢életkorral Osszefliggésben nem mutatott
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progressziot. Az elsé csaladban a zold szinlatast érinté (deutan), mig a masodik csaladban a
vOros szinlatast érintd (protan) szinlataszavart detektaltak. A betegség genetikai oka mindkét
valamelyikében detektalt LVAVA toxikus haplotipus volt. Latva a haplotipusokhoz tarsuld
eltéré szinlataszavarokat, érdekes kérdés, hogy miként vezetnek ezek a haplotipusok a
szinlatdszavar kialakuldsdhoz. Erre a vdlaszt génexpresszids kisérletekbdl ismerjiik. Az
interchange haplotipusok az opszin gének atirddaskor a 3-as exon elvesztéséhez vezetnek
exon skipping mechanizmuson keresztiil. Ez olvasasi kereteltolodashoz, ezaltal a fehérje
nem minden esetben okozza a fehérje teljes hianyat. EbbSl a szempontbdl a LIAVA
haplotipus hatasa a legstlyosabb, mely esetében kizarélag a 3-as exont nem tartalmazé opszin
mRNS irodik 4t. Ezzel szemben az LVAVA és MIAVA haplotipsuok esetén a mutans, 3-as
exon hidnyos mRNS mellett csekély mennyiségii normal opszin transzkripci6 is kimutathato,
enged kovetkeztetni, hogy a szinlataszavar a LIAVA haplotipus esetén az opszin gén direkt
inaktivacidjaval és a fehérje hidnyaval magyardzhatd, azonban az LVAVA és MVAVA
haplotipusok esetében a szinlataszavar nem a haplotipusok koézvetlen inaktivalo hatasanak
tudhato be. Sokkal valosziniibb, hogy az LVAVA és MVAVA haplotipusok a csap
fotoreceptorok elhaldsan keresztiil vezetnek a szinlataszavarhoz. Emellett ugy tlinik, hogy
ezeknek a haplotipusoknak a BED masik jellemzd tiinetének, a myopidnak a kialakulasdban
van dominans szerepe. Erdekesség, hogy bar a BED nem progressziv retina betegség, Caroll
¢s mtsai két LVAVA haplotipusu betegen végzett spektral domén optikai koherencia (SD-
OCT) és adaptiv optikai scanning lézer oftalmoszkopias vizsgalatai progressziv macula
dystrophiakra jellemz6 karakterisztikus jegyeket igazoltak. Mindez kozvetett bizonyiték arra,
hogy az LVAVA haplotipus progressziv degenerativ elvaltozasokat okoz nemcsak a mutans
opszint expresszalo, de a szomszédos fotoreceptor sejtekben is. Az utobbi évek soran a BED-
r6l mint egy stacioner, szinldtdsi zavarral jaré korképrol alkotott elképzeléseink az
irodalomban megjelent genotipus-fenotipos korreladciok alapjan kezdenek 0j irdnyt venni.
Kozvetlen bizonyiték azonban eddig nem all rendelkezésre arrdl, hogy a BED, vagy a ritka
interchange haplotipusokhoz tarsuld egyéb korképek progressziv retina dystrophiaval

jarnanak.



Orokletes diabetes és retina dystrophia - a NEUROD1 gén etiologiai szerepe es

feltételezett hatasa

A Neurodl egy szovet specifikus hélix-hurok-hélix (bHLH) transzkripcios faktor,
mely neurondlis elemek valamint az endokrin pancreas fejlddését ¢s megfelelé mikodését
szabalyozza. Fontos szerepet tolt be a gliikoz homeosztazis fenntartdsaban. A NEUROD1
génrél ¢és a gén hianyaban kialakulé korképrol szerzett ismereteink kizarolag
allatkisérletekbOl szarmaznak, ugyanis emberben ezidaig nem irtak le NEUROD1 null
mutacioval jard genotipust. Egerekben a NEURODL teljes funkciovesztésével jaré mutacioja
letalis, ezért egyszeri knockout kisérletben nem vizsgalhato a hatasa. Ugyanakkor az inzulin
promoter mogeé illesztett NEUROD1 transzgénnel vagy a null mutacié mas genetikai hattérrel
valo visszakeresztezésével életben tarthatoak a NEUROD1 homozigdta mutans egerek. Ezek
kiilonb6z6 idegrendszeri tiineteteket mutatnak: ataxia, egyensulyzavar, cerebellaris hypoxia,
epilepszia, stlyos hallas- ¢és latdskarosodas. A NEUROD1 gén retindban betoltott
funkcidjanak meghatarozasara Ochocinska és munkatarsai kondicionalis knockout (cKO)
egereket hasznaltak, melyeknél a NEUROD1 génexpresszio csokkenése kizardlag a retindra
korlatozodott. A két honapos cKO egerek retinajaban drasztikus valtozasokat figyeltek meg.
ERG vizsgalattal elsésorban a palcika és csap valasz csokkenését mérték, a szovettani
vizsgalatokkal pedig a retina kiils6 szegmentumanak dezorganizaltsagat talaltak. Id6sebb
korban a fotoreceptorok teljes hianyat detektaltak. A kisérleti eredmények igazoltak, hogy a
NEUROD1 gén nemcsak a retina fejlodésében, de a fotoreceptorok homeosztazisanak
fenntartasaban is fontos szerepet jatszik. Emberben a NEUROD1 homozigéta funkciovesztd
mutacidja sokdig nem volt ismert. Ismert volt ugyanakkor a gén heterozigota

crer

(MODY) 6-os tipusaban és II-es tipust diabetesben detektaltak.

2010-ben ugyanakkor nagy meglepetésre mégis lekozoltek két egymastol fiiggetlen

talaltak meg: €.364dupG, p.Aspl22Glyfs*12 ¢és ¢.427_428delCT, p.Leuld3Alafs*55.
Mindkét betegnél permanens neonatalis diabetest (PNDM), neurologai eltéréseket, tgymint
cerebellaris hypoplasia, gyermekkori megkésett fejlodést, sulyos latas- és hallaskarosodast
diagnosztizaltak. Erdekes, hogy az életben tartott NEUROD1 null muténs egerek és a két
homozigota mutacioval rendelkezd beteg hasonld tiineteket mutatott. A betegek pontos
szemészeti statusza, a mutdciok anatomiai és funkcionalis kovetkezményei nem voltak

ismertek, igy szdmos, a szemészet szamara fontos kérdés maradt tisztazatlanul: tovabbra sem
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tudtuk, hogy mik a NEUROD1 gén inaktivacidjanak anatomiai ¢és funkcionalis

kovetkezményei az emberi szemben illetve azon beliil a retinaban.
Oculodentodigitalis dysplasia

Az Oculodentodigitalis dysplasia, egy ritka velesziiletett szindroma melybdl eddig
mindossze kb. 300 esetet kozoltek a vilagon. Kialakulasaért a szem fejlodésében szerepet
jatszo connexin 43 proteint kodolo, GJAL gén (6q21-23) hibaja felelds. A betegség foként az
arcot, az ujjakat és a szemet érinti. Tipikus eltérés a hosszu keskeny orr, kiemelkedd
orrhiddal, hypoplasticus alae nasi, vékony, ritka haj €s szemoldok. A szemészeti eltérések
koziil a leggyakrabban eléforduld tiinetek a microphthalmia és a microcornea, mely minden
esetben egyiitt jar. Ezen kiviil jelentkezhet glaucoma, irisz atrophia, cataracta és optikus
atrophia. Az irodalomban eddig tobb mint 60 mutaciét kozoltek a betegséggel
Osszefiiggésben, ennek ellenére tobb patogén eltérés esetén is hianyzik a részletes fenotipus

karakterizalésa.

CELKITUZESEK



Munkam soran célom volt a Debreceni Egyetem Szemklinikajan diagnosztizalt ritka,
oroklodo szemészeti korképek genetikai vizsgalata, valamint a genotipus-fenotipus jellemzdok
Osszefliggéseinek feltarasa. Ennek soran az alabbi korképeket vizsgaltam, illetve az alabb

felsorolt tudomanyos kérdésekre kerestem valaszt:

1. Célom volt egy X kromoszémahoz kototten o6roklodd nagyfoku rovidlatasban
szenvedd csaladban a betegség kialakulasért felelds patogén mutacié meghatarozasa,
valamint a csalddban el6forduldé myopids paciensek fenotipusdnak részletes
karakterizalasa. Ennek jelent0ségét az adja, hogy a vizsgalat kezdetekor nem volt
olyan ismert mutacio, mely X kromoszomahoz kotott nem szindromas rovidlatast
okozott volna, ugyanakkor tobb kromoszoémarégiot is ismertiink, melyek kapcsoltsagi

analizis alapjan bizonyitottan egylitt 6roklddtek a nagyfoku rovidlatassal.

2. Mivel az orokletes nagyfoku rovidlatas génje ismeretlen volt, ezért a genetikai eltérés
azonositdsdra ebben az esetben célzott és Ujgenerdcios klinikai exom szekvendlasi
modszert kivantam tervezni, optimalizalni és alkalmazni. Célom volt olyan vizsgalati
algoritmus megalkotdsa, mely a kapott nagymennyiségli adatbol a koéroki mutacid

azonositasahoz vezet.

3. Céljaim kozott szerepelt, hogy feltirjam a NEUROD1 gén teljes funkcidkiesésének
kovetkezményeit emberben, ezzel megvalaszolva a kérdést, hogy milyen szerepet tolt
be a NEUROD1 gén az emberi retina fejlédésében és miikodésében. A gén
karakterizalasaval tehat a gén kiesésének anatomiai és funkciondlis kdvetkezményeit
terveztem leirni - els6ként a szakirodalomban. A betegség patomechanizmusanak
megismerése, a betegség lefolyasanak liteme ¢€s a prognozis eldrejelzése érdekében a

proband esetén hosszll vizsgalati periddust kivantam alkalmazni.

4. C¢lul tiztem ki egy oculodentodigitalis dysplasiara jellemzd szemészeti eltérésekkel
¢s dysmorphias jegyekkel rendelkez6 betegnél a korkép kialakulasaért felelés mutaciod
azonositasat és a részletes szemészeti fenotipus leirasat. A legtobb, oculodentodigitalis
dysplasiaban leirt koroki mutacié esetén nem ismert a részletes szemészeti fenotipus,
ezért is fontos az altalunk detektalt mutacidhoz kapcsolodd szemészeti megjelenés

részletes meghatdrozasa. Ezen beliil kiilon fontosnak tartottuk a szem fénytorési



hibajanak meghatarozasat és Osszehasonlitasat korabban kozolt ocudentodigitalis

dysplasias esetekkel illetve egyéb, microphthalmussal jar6 allapotokkal.

BETEGEK ES MODSZEREK



Betegek

A harom vizsgalni kivant korképet harom kiilonb6z6 csaladban azonositottuk.
Mindharom csalad tagjainak szemészeti vizsgalatara a Debreceni Egyetem Klinikai K&zpont
Szemklinik4jan keriilt sor. A genetikai vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont
Laboratorumi Medicina Intézetének Klinikai Genetikai Tanszékén végeztiik. Vizsgalataink
soran a Helsinki Nyilatkozat alapelveit, illetve a genetikai kutatdsokra vonatkozd hazai
torvényi szabalyozést tartottuk irdnyadonak. A vizsgéalatok elvégzésére minden esetben a
Debreceni Egyetem Tudoméanyos ¢s Kutatasetikai Bizottsaganak engedélyével, a paciensek és

vizsgalt csaladtagjaik irasbeli beleegyezését kovetden keriilt sor.
Esetismertetés 1.

Az elsé esetben egy X kromoszomahoz kotdtt nagyfoki myopidban szenvedd hat
generacids csalad elérhetd férfi tagjainak részletes szemészeti €s molekuldris genetikai
vizsgalatat végeztiik el. A csaladtagok elmondasa alapjdn a masodik generaci6 férfi tagjai
stlyos lataskarosodasban szenvedtek, melynek oka ismeretlen volt. A myopia minden érintett
férfi csaladtag esetén gyermekkorban kezddédott. Latacsokkenésrdl egyik csaladtag sem
szamolt be. Egészséges szinlatdsi emberekhez képest eltérd szinlatasrol tobb csaladtag is
beszadmolt, ezek azonban csak egyes kevert szinek esetén jelentkeztek, a mindennapi életben
nem jelentettek problémat. A szemészeti és genetikai vizsgalatokat tobb érintett csaladtag
bevonasaval végeztiik: VI:6 (11 év), a proband V:1 (46 év), V:3 (42 év), IV:5 (62 ¢év), IV:7
(51 év).

Esetismertetés 11.

A 21 éves, neonatalis diabetesszel diagnosztizalt nébeteg esetében 2009 (14 éves kora)
¢s 2014 (19 éves kora) kozott a DE KK Szemklinikajan €s a nyiregyhazi Josa Andras Korhaz
Szemészeti Osztalyan évente keriilt sor szemészeti vizsgalatra. A paciens gyermekkora ota
szenved nyctalopiatol, fokozodo latotérsziikiilettdl, egyre csokkend latasélességtdl. Legjobban
korrigalt latasélessége a vizsgalati periddus alatt mindkét szemen 20/25-r61 15/25-re csokkent.
A refrakcios hiba nem valtozott a vizsgalatok kozott: -7.5D szférikus és +3.0D cylinder
mindkét szemen. 2013-ban mindkét oldalon centralis 30 fokos latotérsziget volt detektalhato.
A szemészeti eltérések mellett az alabbi anamnesztikus adatokat illetve klinikai tiineteket
regisztraltuk: intrauterin retardacio, megkésett gyermekkori fejlddés, sulyos hallaskarosodas,
cerebellaris hypoplasia és a pancreas megtartott exocrin funkcidja. A megfelel6 inzulinp6tlas

mellett a paciens vércukorszintje normal tartoméanyon beliili volt. A korabban  elvégzett
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genetikai vizsgalat a NEUROD1 génben a ¢.427_428delCT (p.Aspl143Glyfs*55) homozigbta
funkcidvesztéssel jard6 mutaciot igazolta. Részletes szemészeti vizsgdlat kordbban a

paciensnél nem tortént.
Esetismertetes 111.

28 éves, oculodentodigitalis dysplasiara jellemzd fenotipust mutatd férfi beteget
vizsgaltunk, akinek dysmorphias tiinetei a kovetkezok voltak: hosszl, keskeny orr, abnormalis
alaka fogak a fogzomancot érintd hypoplaziaval illetve magas szajpad. A sziiletéskori IV-V-
s ujjakat érintd syndactyliat mar a vizsgalat elétt sebészeti miitét soran oldottak (Abra). A
paciens részletes szemészeti vizsgalatat eliilsé szegmentum OCT, Pentacam és tengelyhossz
meghatarozassal egészitettilk ki. A betegség a csalad mas tagjanal nem fordult el6. Az
elérheté csaladtagokat (a paciens édesanyjat és anyal nagyapjat) szintén megvizsgaltuk. A

betegség genetikai statuszanak igazolasara molekularis genetikai vizsgélatot végeztiink.
Szemészeti vizsgalatok

A 21 éves NEUROD1 mutécioval rendelkezd ndbeteg, a 28 éves oculodentodigitalis
dysplasiaval rendelkez6 férfi beteg és az 6rokletes nagyfoku myopiaval diagnosztizalt csalad
tagjainal részletes szemészeti vizsgalatok torténtek. A szemfenéki képet szines fundusfotokon
rogzitettiik, melyek ZK-5 szines szenzorral (Allied Vision Technologies GmbH, Stadtroda,
Németorszag) felszerelt Zeiss Visupack 4.4 szoftver alapti Zeiss FF450+IR fundus kameraval
(Carl Zeiss AG, Jena, Németorszag) késziiltek. Az optikai koherencia tomografia vizsgalat
valamint a konfokalis scanning 1ézer fundus autofluoreszcens leképezés Heidelberg Spectralis
OCT késziilékkel (Heidelberg Engineering, Heidelberg, Németorszag) tortént. Az eliilsd
szegmentum miiszeres vizsgalata Zeiss Visante OCT késziilékkel (Carl Zeiss AG, Jena,
Németorszag) vagy Scheimpflug leképezést hasznalé Pentacam HR késziilékkel (OCULUS
Optikgerdte GmbH, Wetzlar, Ausztria) tortént. A retina fotoreceptorainak elektromos
miikodését Ganzfeld Q400-as késziilékkel végzett elektroretinografiaval vizsgaltuk (Roland
Consult GmbH, Brandenburg, Németorszag), a standard ISCEV paraméterek alkalmazasaval.
A fotoreceptor diszfunkcié mértékének megallapitasa az alabbi osztalyozas szerint tortént:
enyhe (a normal amplitdddo 70-99%-a), mérsékelt (a normal 30-69%-a), sulyos (a normal
amplitadé 1-29%-a), vagy detektalhatatlan. A latoteret Octopus 900 automatizalt statikus
periméterrel, standard white/white teljes 1atotér programmal (Haag Streit AG, Koenitz, Svajc)
teszteltiik. Az autorefraktometridt Topcon KR 8100 késziilékkel (Topcon Corp., Tokyo,

Japéan) végeztiik. A szinlatas ellendrzése pszeudoizokromatikus tablakkal (Tafeln fiir Priifung
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des Farbensinnes, 29. Auflage, 2002), Farnsworth Munsell 100-hue teszttel (X-Rite Pantone,
MI, USA) és Nagel II-es tipusi anomaloszkdppal tortént.

Molekularis genetikai modszerek

Genomialis DNS izolalasa

A genomialis DNS izolalasat EDTA-val (ethylenediaminetetraacetic acid) vagy
citrattal antikoagulalt periféridas vérbol QIAamp Blood Mini kittel (Qiagen GmbH, Hilden,
Germany) végeztiik, a gyarto altal ajanlott protokollt kovetve.

Array CGH analizis

Az X-hez kotott nagyfoki myopia és késéi életkorban kialakuld csap dystrophia
hatterében all6 genetikai okok kimutatdsdhoz eldszor a proband (V:1) X kromoszoméjan
el6forduld kopiaszambeli eltérések (CNVs) vizsgalatat végeztettiik el a NimbleGen Systems
of Iceland, LLC, reykjaviki laboratoriumanak kozremiikodésével, komparativ genomi
hibridizacids array (arrayCGH) hasznalataval (Roche, NimbleGen, Madison, USA). A jelolési
¢s a hibridizacids 1épések kivitelezését a gyartd utasitasainak megfelelden végezték az izlandi
laborban. Ezt kovetéen a nyers adatok értékelését a gyartd altal javasolt SingleMap (1.9

verzid) analizalo szoftverrel sajat magunk végeztiik, az NCBI36/hg18 human genom alapjan.
RPGR gén ORF15 exonjanak bidirekcionalis Sanger szekvendldsa

A myopidban szenvedd csalad feltételezett csap disztrofiajanak genetikai okat elsd
Iépésben az RPGR gén (retinitis pigmentosa GTP-dz reguldator gén) ORF15 (open reading
frame in exon 15) exonjaban kerestiikk. Ez ugyanis az X-kromoszoémahoz kototten 6roklédo
myopiaval tarsulo csap dystrophidk hatterében allo6 mutaciok leggyakoribb eléfordulasi helye.
(V:1) genomialis DNS mint4jan. A polimeraz lancreakciokhoz (PCR) az irodalomban kozolt
¢€s sajat tervezésli primerparokat alkalmaztunk. A PCR kivitelezéséhez Verity thermal cycler
PCR késziiléket (Applied Biosystem, Foster City, CA) hasznéltunk. A reakci6 homérsékleti
paraméterei a kovetkezok voltak: kezdd denaturalési 1épés (95°C, 10 perc), denaturalas (94°C,
30 masodperc), hibridizacios 1épés (55°C, 30 masodperc), elongacio (72°C, Iperc). Az
amplifikacio 35 ciklusbol allt. A 982 bazispar hosszusag 15/5 fragmentnél: kezdd
denaturdlasi 1épés (95°C, 10 perc), denaturacio (94 °C, 45 masodperc), hibridizacids 1épés
(60°C, 45 masodperc) elongacid (72°C, 1,5 perc). Az amplifikécio 40 ciklusbdl allt. A PCR
termékeket MinElute PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével
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tisztitottuk meg a szekvenalasi reakcio elott. A szekvenalas ABI BigDye Terminator 3.1 cycle
sequencing Kit-tel (Applied Biosystems, Foster City, CA) ABI 310 tipust szekvenald
késziiléken (Applied Biosystems) tortént. A nukleotid szekvencidkat az RPGR gén
(NM_001034853) referencia szekvenciajahoz hasonlitottuk.

Klinikai exom szekvenalas

Klinikai exom szekvenalast az orokletes nagyfokti myopiaban szenvedd csalad tagjai,
nevezetesen a proband (V:1) és a proband édesanyja (IV:3) esetén végeztiink TruSight One
Sequencing Panel (Illumina, San Diego, CA) hasznalataval. Ez a hibridizacion alapuld 1j-
generacidos szekvenalasi technika 4813, klinikai szempontbdl jelentés gén egyideji
vizsgalatara alkalmas. A konyvtarkészitést a gyarto altal megadott utasitasok alapjan végeztiik
(Trusight One Sequencing Panel Library Preparation, lllumina).

A mintak szekvenaldsa Illumina Miseq (Illumina) késziiléken tortént. Ezt kdvetden
ellendriztiik a szekvenalds eredményét mindségi szempontok szerint, mely alapjan a target
régidban 1év6é nukleotidok 92%-a elérte a legalabb 20X-os lefedettséget. Az adatok
bioinformatikai elemzéséhez a NextGene (2.3.4 verzid) szoftvert hasznaltuk (SoftGenetics,
State College, PA). Az analizis soran elészor a nyers fastq fajlokat, melyek tartalmazzak a
nukleotid szekvenciat és annak mindségi paramétereit, fasta fajlokka konvertaltuk. A beteg
szekvenciajat tartalmazo fasta fajlokat az NCBI37/hgl9 referencia genomhoz hasonlitottuk
(BAM f3jl). A variansok elemzésekor az X kromoszomahoz kotott recessziv 6roklésmenetet
vettiik figyelembe, igy az X kromoszoéman 1évd gének kodolo régidit és exon-intron hatérait
(£5bp) vizsgaltuk. Az aminosav cserét nem okozo eltéréseket kizartuk az analizisbdl. A
variansok és a minor allél frekvencia (MAF) ellenérzéséhez az Ensembl (http://ensembl.org),
HGMD (http://hgmd.cf.ac.uk) és ExAC (http://exac.broadinstitute.org) és dbSNP (http:/

www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) adatbazisokat hasznaltuk.

OPNILW, OPNIMW és CACNAIF génekben detektdlt eltérések validalasa szegregdcios

analizissel

A klinikai exom szekvenalassal detektalt, potencidlisan patogén variansok (OPN1LW,
OPNIMW  ¢.532A>G, p.dlel78Val ¢és ¢.538T>G, p.Serl80Ala ¢és CACNALF
IV:5, IV:7, V:1, V:3, VI:6) Sanger szekvenalassal ellendriztiik. Ehhez sajat tervezési
primereket hasznaltunk. A PCR reakciok homérsékleti paraméterei a kovetkezdk voltak:

kezdé denaturdlasi 1épés (95°C, 10 perc), denaturalds (94°C, 30 masodperc), hibridizacio
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(55°C, 30 masodperc), elongacid (72°C, 1 perc). Az amplifikacié 35 ciklusbol allt. A PCR
termékeket MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) segitségével tisztitottuk meg a
szekvenalasi reakcio el6tt. A szekvenalas ABI BigDye Terminator 3.1 cycle sequencing kit-
tel (Applied Biosystems), ABI 310 tipusu szekvenald késziiléken (Applied Biosystems)
tortént.

GJAI gén bidirekcionadlis Sanger szekvendldsa

Az oculodentodigitélis dysplasia igazolasara a GJAL gén célzott genetikai vizsgalatat
végeztiik el. A GJAL gén két exonbol all, melyek koziil csak a masodik kertil transzlaciora. A
GJAL 96%-o0s szekvencia homologiat mutat a GJA1IP1 pszeudogénnel. A GJAL gén 2-es
paraméterei a kovetkezdk voltak: kezdd denaturalési 1épés (95°C, 10 perc), denaturalds (94°C,
30 masodperc), hibridizacids 1épés (55°C, 30 masodperc), elongéicio (72°C, lperc). Az
amplifikacido 35 ciklusbol allt. A PCR reakcié kivitelezéséhez Verity thermal cycler PCR
késziiléket (Applied Biosystem, Foster City, CA) hasznaltunk. Az altalunk hasznalt primerek
a GJA1P1 pszeudogént is amplifikaltik, igy a szekvencian tobb heterozigdtanak tling eltérést
is lattunk. E pozicidkat dsszevetettik a HGMD adatbazisban leirt ismert mutacids helyekkel,
majd olyan primer part alkalmaztunk (GJAL 2/1F- GJAL 2/2R), melyek specifikusan csak a
GJA1 gén e régiodit tudjak amplifikalni. Ez esetben a PCR reakci6 elongacids fazisanak idejét
emeltiik (72°C, 1,5 perc), a tobbi paraméter nem valtozott. A PCR termékeket MinElute PCR
Purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével tisztitottuk meg a szekvenalasi
reakcio elott. A szekvenalas ABI BigDye Terminator 3.1 cycle sequencing kit-tel (Applied
Biosystems, Foster City, CA) ABI 310 tipust szekvenal6 késziiléken (Applied Biosystems)
tortént. A kapott szekvencidkat a GJALl gén referencia szekvencidjahoz (NM_000165)

hasonlitottuk.

EREDMENYEK
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Az X kromoszomahoz kotott nagyfoku myopiaval és késoi életkorban kialakulé csap

dystrophiaval diagnosztizalt csalad szemészeti vizsgalatainak eredményei

Az X-hez kototten 6roklddo nagyfoku myopiaban szenvedd csaladban tobb kiillonbdzo
¢letkora férfi csaladtag vizsgalatdt végeztiik el. A hossza tavau kovetési periodus (V:1
probandnal nyolc év) ¢s a legiddsebb csaladtag (IV:5) szemészeti el6zményeinek retrospektiv
elemzése a betegség késai tiineteinek €s a progressziod litemének megismerését tette lehetdve.
Minden érintett csalddtagndl mar iskolds kor eldtt jelentds mértékii rovidlatas volt
detektalhatd. A refrakcio a IV:5 beteg esetén nem valtozott, mig a tobbi érintett csaladtagnak
évrdl évre fokozddott a rovidlatasa. A szférikus ekvivalens -5.0 és -21.0D kozott valtozott a
vizsgalati periodus alatt. Az érintettek, a legfiatalabb csaladtag (VI1:6) kivételével fotofobiarol
¢s egyre fokozodo szinlatdszavarrol szamoltak be. A kevert szinek illetve a szinarnyalatok
megkiilonboztetése egyre nehezebbé valt. Ejszakai latasi nehézségrél (farkasvaksag) és a
latasélesség csokkenésérdl nem panaszkodtak. Még a legidésebb (IV:5) csaladtag is
megfeleldnek itélte a latasélességét a mindennapi munkdjanak elvégzéséhez. Szignifikans
latasélesség csokkenés a két legiddsebb, 50 év feletti (IV:5 és IV:7) betegnél volt
megfigyelhetd. Az 50 év feletti pacienseknél a latasélesség csokkenésével évrdl évre egyre
fokozod6 protan/deutan szinvaksag 1épett fel, melyet azonban az Otven év alatti
csaladtagokndl nem tapasztaltunk. Bar a 11 éves (VI:6) csaladtagndl enyhe deutan szinlatas
zavart lehetett detektalni a pszeudoizokromatikus teszttel és a Nagel anomaloszkdppal, az
FM100 hue teszt nem mutatott szinlataszavart. A 40 év feletti csaladtagoknal (V:1, V:3, IV:5,
IV:7) myopiés fundus elvaltozasok €s a maculadban centrélis PE atrophia volt lathato.

A 11 éves fit fundusa teljesen normal megjelenésii volt. Az autofluoreszcens fundus
fotokon centralisan elhelyezked6 hipofluoreszcens foltok latszodtak, melyek a stlyos centralis
PE atrophia jelei. A macula dystrophidkra jellemz6, parafovealisan elhelyezkedd
hiperreflektiv gyliri a IV:7 és a VI:6 egyének autofluoreszcens fundus fotojan (FAF)
egyértelmiien lathato volt. Az OCT képeken a pigment epithelium atrophiajat és a kiilsé
nuklearis réteg valamint a fotoreceptorok kiilsé szegmentuma alkotta réteg vastagsaganak
csokkenését lehetett detektalni a 40 év feletti betegeknél. Az 11 éves érintett fitgyermek ERG
vizsgélata normal scotopikus palcika valaszt, a maximalis scotopikus ingerléskor (ERG 3.0)
pedig enyhén csokkent valaszt mutatott. Mérsékelten csokkent amplitud6 volt regisztralhaté a
single fotopikus stimulaciokor és enyhén csokkent csap valasz latszott a fotopikus 30 Hz
flicker stimulécio esetén. A proband (V:1) és a IV:7 beteg ERG-je sulyosan cs6kkent palcika
valaszt, a maximalis scotopikus ingerléskor mérsékelten csokkent amplitudot, a fotopikus €s

30 Hz flicker stimulacidkor detektalhatatlan elektromos aktivitdst mutatott. A IV:5,
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legidésebb csaladtagnal mérsékelten csokkent palcika valasz, a maximalis scotopikus
ingerléskor enyhén csokkent amplitudd, a fotopikus és a 30 Hz flicker ingerléskor

detektalhatatlan elektromos aktivitas volt megfigyelhetd.

Az X kromoszomahoz kotott nagyfoka myopiaval és késoi kezdetii csap dystrophiaval

diagnosztizalt csalad molekularis genetikai vizsgalatainak eredményei

Az elsoként elvégzett genetikai vizsgalat nem vezetett eredményre, ugyanis a nagy
felbontasu X kromoszoma specifikus komparativ genomi hibridizacié (arrayCGH) analizis
soran sem az X komoszomat érintd struktiralis atrendezodést, sem kopiaszambeli eltérést
nem tudtunk detektdlni. Az X kromoszoéméhoz kotott csap dystrophidk masik leggyakoribb
genetikai okai az RPGR ORF15 exonjaban eléforduldé mutaciok lehetnek.

Az ORF15 bidirekcionalis szekvenalasat kdvetden egy 12 nukleotidos, kereteltolodast
nem okozd deléciot detektaltunk, mely négy aminosav eliminacidjat okozza (rs201134185,

c.3074 3085deITGGAAGGGGAGG, p.Vall025 Glul028del). Patogenitasat tekintve az

adatbazisok alapjan egyértelmiien benignus polimorfizmusnak mindsiil.

Az RPGR gén ORF15 exonjanak és az X kromoszéma arrayCGH segitségével tortént
vizsgalataval kizartuk a betegség hatterében eléforduld gyakori genetikai hibakat, egyuttal
elértiink a célzott genetikai vizsgalatok adta lehetdségek végére. A genetikai eltérés
feltételezhetden vagy egy eddig ismeretlen mutacio egy ismert génben, esetleg egy a betegség
hatterében eddig le nem irt gén eltérése lehetett. Ilyen esetekben célzott genetikai vizsgélattal
nem lehet a betegséget okozod mutaciot azonositani. Ehelyett a teljes X kromoszoma, de
legalabbis az Osszes X kromoszoman talalhatd gén exonjdnak szekvenaldsa adhat valaszt.
Ezért klinikai exom szekvenalast végeztiink a proband (V:1) és édesanyja (IV:3) esetében. Az
analizis els6 lépéseként a nagymennyiségii genetikai adatbol azokat a variansokat emeltiik ki,
melyek a kodolo régioban illetve az azokat hatarold introni régioban (exon-intron hatar = 5
nukleotid) helyezkednek el. Ezzel a sziikitéssel a proband esetén 8174, az édesanyjanal 8041
varianst detektaltunk. A varidnsok szdmanak csokkentésre tovabbi sziikitési paramétereket
kellett hasznalnunk. A variansok koziil kizartuk az 6sszes nem X kromoszéman elhelyezked6
illetve az 0sszes aminosav cserét nem okozd mutéciot, vagyis az X kromoszoman el6fordulo
€s aminosav cserével, kereteltolodassal jard, korai stop kodont kialakitd, start/stop kodon
elvesztését okozo mutaciokat vettiik figyelembe. Ezzel a 1épéssel a probandnél 47 hemizigota,
az édesanyjanal 50 heterozigota potencialis koroki varidns maradt az adatbazisban. A

variansok koziil azonban értelemszeriien csak az allhat a betegség hatterében, amely mind az
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¢desanyaban, mind pedig a probandban megtaldlhatd, igy tovabb tudtuk sziikiteni az

adatbazisunkat, melyben végiil minddssze 17 potencidlisan kéroki varidns maradkt.

A kiilonboz6 adatbazisok segitségével (Ensembl, EXac, dbSNP) minden esetben
megkerestiikk a minor allél frekvenciat és alacsony frekvencia (MAF<0.01) esetén az adott
varianshoz tartozo fenotipust. Az 1%-nal magasabb allélfrekvencia olyan gyakori el6fordulést
jelent, ami szinte teljes bizonyossaggal kizarja annak koroki szerepét (mivel rengeteg
egészséges emberben is eléfordul). Igy a variansok szamat tovabb sziikithettiik. Ezek koziil a
DIAPH génben detektalt eltérés nem all szoros 0sszefiiggésben a beteg fenotipusaval, mivel
kizarolag a korai ovarium elégtelenség kialakuldsaban jatszik szerepet, igy ezt az eltérést nem
vettiik figyelembe. A masik eltérés a CACNALF génben detektalt eddig ismeretlen missense
varians (c.1843G>T, p.Ala615Ser) volt, melynek koroki szerepét sem az adatbazis
szlikitéssel, sem a genetikai adatbazisok segitségével nem tudtuk kizarni. Irodalmi adatok
alapjan a CACNAILF génben el6forduld patogén mutaciok felelések az X-hez kotott
velesziiletett stacioner farkasvaksag és az Aland Island betegség kialakitasaért. Bar mindkét
betegség az altalunk vizsgalt betegekétdl eltérd fenotipussal jar, nem zarhattuk ki, hogy ez az
Uj a mutacioé a betegség egy Uj fenotipusat alakitja ki. Ezért a CACNALF génben detektalt
eddig ismeretlen missense varians (c.1843G>T, p.Ala615Ser) igazolasara minden
csaladtagban Sanger szekvendlast végeztiik, mely megerdsitette az eltérést a probandban,
viszont nem igazolta azt a tobbi csaladtagnal. Ezzel a vizsgalattal ennek a variansnak a koroki
szerepét, illetve a csaladban a CACNALF génhez kotott mindkét betegség jelenlétét ki tudtuk
zarni. Az OPN1LW génben két (c.532A>G, p.lle178Val és ¢.538T>G, p.Ser180Ala), mig az
OPN1IMW génben egy missense (c.532A>G, p.lle178Val) eltérést talaltunk. Az opszin
génekben detektalt eltérések minor allél frekvenciai nagyobbak, mint 1%, de ismert, hogy
részt vesznek az LVAVA é MVAVA toxikus haplotipusok kialakitasdban. A Sanger
szekvenalas ezen haplotipusok jelenlétét igazolta mind a proband mind pedig a tovabbi
csaladtagok vizsgalatakor. A két opszin gén szekvencidja 98%-ban megegyezik, am a kis
kiilonbségért példaul éppen a haplotipusok egyik tagja, a 153. pozicidban 1év6é aminosavat
kodolo nukleotidtriplet felel. Az OPN1MW-ben Leucint, az OPN1LW génben pedig Metionint
kodolo nukleotidtriplet egy nukleotidban tér el egymastol, melyet a Sanger szekvenalas soran
magunk is detektaltunk az L és M opszinok szekvencidjanak megfeleléen. Az ijgeneracios
szekvenalas adataibdl viszont egyértelmiien latszott, hogy a haplotipus kialakitdsdban részt
vevO nukleotid pozicidkban csak az L és M haplotipusoknak megfelelé nukleotidok voltak
jelen jelen minden szekvenatumban (readben), tehat nem mutaciorol van sz6. Ezt egyébként

az is bizonyitja, hogy a hemizig6ta probandban is lathatd volt a heterozigota mutacionak tiind
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eltérés az elektroferogramon, mely az Aaltalunk alkalmazott moddszer sajatossaganak
kovetkezménye, hiszen hemizigota egyénnél csak azonos allélrdl szarmazhatott az eltérés. Az
L és az M opszin gének kopiaszdmara az elektroferogramos csucsok aranyabol, a klinikai
exom szekveanalas soran azonositott M és L readek szamabol, valamint a klinikai exom
szekvenalas soran azonositott M gének szamabol is kovetkeztethetiink. Ez alapjan nagy
biztonsaggal kijelenthetd, hogy a probandban és az érintett csaladtagokban egy L és egy M

gén kopia volt jelen.

Az ijgeneracios ¢€s a hagyomanyos Sanger szekvenalds eredményeinek Osszevetésével
megallapitottuk, hogy az LVAVA és MVAVA haplotipusok szegregalodtak a betegséggel a
csaladban. Az OPN1LW és OPN1IMW génekben egyéb polimorfizmust vagy mutaciét nem
detektaltunk. Az édesanya (IV:3) esetében a klinikai exom szekvenalas egy masodik M opszin
gént (OPN1MW?2) is azonositott. A két M opszin megkiilonboztetése egy exoni (OPN1IMW,
c.849A ¢és OPNIMW2, ¢.849C) és egy introni (OPNIMW, ¢.984+59 és OPNIMW2,
c.984+59C) eltérés alapjan tortént. Az édesanya (IV:3) szekvencidjadban a megfeleld
poziciokban OPN1MW2 specifikus nukleotidokat is detektaltunk. A probandnal nem lattunk
OPN1MW?2 specifikus nukleotidokat, a lefedettség ezekben a pontokban 0X-os volt, vagyis a
proband nagy valdszinliséggel nem rendelkezett OPN1IMW?2 génnel. Az Gjgeneracios adatok
elemzése arra engedett kovetkeztetni, hogy az anya egyik kromoszoméjan egy normal L és
két M opszin gént hordozott, a masik kromoszomajan pedig egy mutans L és M opszint,

melyet a probandnak orokitett 4t.

A homozigota NEUROD1 null mutaciéhoz tarsulé progressziv palcika-csap

dystrophiaban szenved6 nébeteg szemészeti vizsgalatainak eredményei

A 21 éves neonatalis diabetesszel diagnosztizalt ndbeteg részletes szemészeti
vizsgalatakor az eliilsé szegmentum alaki eltérést nem mutatott. A Scheimpflug képalkotas
soran a cornea az atlagostol vastagabb volt, centrdlisan 600 um. Irregularis astigmia,
keratoconus nem volt detektalhatd. A pupillatagitasos fundus vizsgalaton a lencse és az
iivegtest tisztanak mutatkozott. A szemfenéki képen kiterjedt chorioretindlis atrophia, a hatsé
péluson molyragas-szerli PE atrophia volt detektalhato. Retinitis pigmentosara jellemzd
csontsejt formdju pigment rdgdk nem voltak lathatéak. A papilla a normalistdl ugyan kissé
halvanyabb volt, de egyéb tekintetben normal megjelenést mutatott; tehadt nem a retinitis
pigmentosaban jellegzetes viaszsarga, halvany papillat taldltunk. Az artéridk normal

atmérdjliek voltak, mely szintén eltér a retinitis pigmentosaban taldlhatd hajszalvékony
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érhalozattol. A vizsgélati peridodus alatt a paciensnél nem lattunk diabeteszes retinopathiat.

Az autofluoreszcens fundus fotokon a macula dystrophidkra jellemz6 karakterisztikus
jegy, a foveat koriilvevé hiperreflektiv gyliri dbrazolodott. A magasabb chorioidedlis
autofluoreszcencia a hatsé poéluson detektalt molyragasszeri PE atrophidnak volt a
kovetkezménye. Lipofuszcin lerakodas nem volt detektalhatd. Az OCT a retina vastagsaganak
progressziv csokkenését mutatta a maculdban. Az OCT felvételeken a kiilsé harom retina
réteg (fotoreceptor kiilsé szegmentum, kiilsé hatarol6 membran, fotoreceptor belso
szegmentum) teljes hidnya volt észlelhetd a fovean kiviil es6 fotoreceptorok esetén. A harom
kiils6 réteg alkotta abnormalisan hiperreflektiv lemez fokozatos zsugorodasat talaltuk a 2009
¢és 2014 kozotti vizsgalati periodus alatt a fovedban az OCT képeken. Ez bizonyitja a palcika
fotoreceptorok korai ¢életkorban bekovetkezett pusztuldsat és a csap fotoreceptorok
progressziv, periféria feldl a fovea centruma felé tartd pusztuldsat. A fotoreceptorok (csapok
¢s palcikak) elektromos aktivitdsanak vizsgalatakor a sotét-adaptalt 0.01 ERG (palcika
valasz), a sotét-adaptalt 3.0 ERG (maximalis kombinalt csap-palcika valasz), a sotét-adaptalt
3.0 oszcillatérikus potencidl és fény-adaptalt 3.0 ERG (single-flash fotopikus) esetén sem
lehetett elektromos aktivitast detektalni. Minimalis aktivitast a fény-adaptalt 3.0 flicker ERG-
nél (30Hz flicker) lehetett megfigyelni.

4

Oculodentodigitalis dysplasiaval diagnosztizalt beteg szemészeti és genetikai

vizsgalatanak eredményei

A 28 éves oculodentodigitalis dysplasidban szenvedd betegnél az eliilsé szegmentum
vizsgalatakor a cornea atméré a 9.51 mm (jobb szem) és 9.56 mm (bal szem) volt, mely
egyértelmiien microcorneara utalt mindkét oldalon. Legjobban korrigalt latasélessége 1.0 volt
mindkét szemen. A refrakcids hiba -6Dsph+3.0Dcyl a jobb szemen ¢és -5.0Dsph+2.5Dcyl a
bal szemen. A tengelyhossz (jobb szem: 22.63 mm ¢és bal szem: 22.49 mm) a cornea
vastagsag (jobb szem: 542 pm ¢és bal szem: 544 pm) és a szemnyomads (14 Hgmm) normal
volt. A latéidegfé mindkét szem esetén normdl megjelenést mutatott. Az eliilsé csarnok
mélység 2.34 mm (jobb szem) és 2.26 mm (bal szem), az eliilsé csarnok szoge 23.8°-26.7°
(jobb szem) ¢és 22.9°-25.4° (bal szem) volt, mely értékek egyértelmiien sekély eliilsd
csarnokra és sziik eliilsé csarnokzugi szogre utalnak. A gonioszkopia szintén szik
csarnokzugot igazolt, habar a csarnokzug elérte a Schaffer klasszifikacio szerinti 3. fokozatot.

A fundus mindkét szemnél normalis megjelenésii volt. A beteg sziilei egészségesek voltak,
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nem mutattak oculodentodigitalis dysplasiara jellemz6 tiineteket. Az édesanya kozepes foka
myopiaval rendelkezett (SE jobb szem: -6.0D, SE bal szem: -4.5D). Az anyai nagyapanal
nagyfoki myopia (SE jobb szem: -18.0D, SE bal szem: -20.0D) volt detektalhat6. A GJAL
gén molekuléris genetikai vizsgalata a korabban egy betegben mar lekozolt, c.413G>A,

p.Gly138Asp heterozigdta missense mutaciot igazolta a 2-es exonban.

MEGBESZELES

A munkank soran feltart Gj genotipus-fenotipus osszefiiggések
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LVAVA/MVAVA opszin génekben detektdlt ritka interchange haplotipusokhoz kapcsolodo

nagyfokii myopia és késdi kezdetii progressziv csap dystrophia

2008-ban, egy nagyfoku rovidlatasban szenvedd férfi beteg jelentkezett tompa
szemsériilés miatt a debreceni Szemklinika iigyeletén. A péciens elmondéasa szerint
csaladjaban tobb férfi beteg is nagyfoku rovidlatasban szenvedett. A proband segitségével
elkészitettliink egy hat generaciot feldleld csaladfat, mely alapjan egyértelmiien megallapithato
volt az X kromoszdémahoz kotott recessziv oroklésmenet. Mivel a nagyfoku rovidlatason kiviil
mas szemészeti eltérést nem talaltunk, ezért X kromoszoman o6roklédo nem szindromas
myopia gyanija meriilt fel. Igaz ugyan, hogy a proband ERG vizsgalata csokkent palcika és
hianyzo csap valaszt mutatott, de a rendkiviil nagy tengelyhossz miatt az ERG vizsgalati
eredményt nem tekintettiik megbizhatonak. Az ERG vizsgalat alapjan azonban természetesen
felmeriilt egy X kromoszomahoz kotott csap dystrophia lehetdsége is, melyet a tobbi
csaladtag vizsgélataval ¢és a proband genetikai vizsgdlatdval terveztiink bizonyitani vagy
kizarni. A gyanunkat megerdsitette az 1ddsebb csaladtagok vizsgalata, akiknél a
fundusvizsgalat, az OCT, az ERG ¢s a fundus autofluoreszcens vizsgalat is megerdsitette a
progressziv macula dystrophia Klinikai diagnoézisat. Szintén csak az iddseb csaladtagokban
talaltunk progressziv z6ld €s voros szinlatas zavart, mely a legiddsebb csaladtagban a voros és

z0ld szin latasanak teljes elvesztéséhez, vagyis kék monokromaziahoz vezetett.

Az X-hez kotott csap dystrophidk 70%-ért felelds lokuszon, az RPGR gén ORFI15
exonjaban nem taldltunk patogén mutacié. A nagy felbontdsi X kromoszéma specifikus
arrayCGH segitségével sem kromoszomalis atrendezddést sem koépiaszambeli eltérést nem
sikeriilt azonositani a probandndl. A klinikai exom szekvenalassal harom potencialisan
patogén varianst taladltunk: a CACNALF génben egy missense mutéaciot (c.1843G>T,
p.Ala615Ser) és az OPN1LW valamint OPN1MW gének 3-as exonjaban talalhato ritka
interchange LVAVA és MVAVA haplotipusokat. A CACNALF-ben 1év0 eltérés patogenitasa
eleve kérdéses volt, ugyanis a genotipushoz tarsuld fenotipusos jegyek nem mutatnak
egyezést a csaladban detektalt tiinetekkel. A varians betegséget okozo6 hatasat kizarta, hogy a
Sanger szekvendlds nem igazolta az eltérést a tovabbi csaladtagokndl. Ezzel szemben
megerdsitette az LVAVA és MVAVA haplotipust minden érintett férfi esetében. Irodalmi
kozlemények alapjan az LVAVA-t, mint patogén genetikai eltérést eloszor két csaladban, a
Bornholm Eye Disease (BED) hatterében azonositottdk. Mig a Bornholm betegséget
velesziiletett, stacioner csokkentlatds és szinlatdszavar jellemzi, addig az altalunk vizsgalat

csaladban 40 éves korig a latasélesség ¢és szinlatds iS normalis volt, és csak a 40 évesnél
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1d6sebb csaladtagokban kezdddott el a progressziv folyamat, mely kék monokromazidhoz és
macula dystrophia kialakuldsahoz vezetett. A ritka opszin interchange haplotipusokkal
kapcsolatban ilyen fenotipust kordbban még nem kozoltek az irodalomban. Az altalunk kozolt
genotipus-fenotipus Osszefiiggés két fontos 11j informaciora vilagit ra: el0szor is arra, hogy ez
az interchange haplotipus a Bornholm betegség eredeti leirasaval ellentétben nem kizarolag
stacioner allapottal jar6, hanem igenis progressziv retina dystrophidval jard betegséget is tud
okozni. Masodszor pedig arra vilagit ra, hogy ez a haplotipus a nem szindrémas myopiat leir6
esetekkel ellentétben mégis szindromas allapot, csak megfeleld életkora betegeket kell ahhoz

vizsgalni, hogy kidertiiljon, mit is okoz ez a haplotipus.

A homozigota NEURODI null mutaciohoz kapcsolodo uj szindromas progressziv pdlcika-

csap dystrophia

A NEUROD1 génrdl ismert, hogy részt vesz az endokrin pancreas valamint kiilénb6z6
ismereteink nagy része allatmodellekbdl szarmazik, melyek alapjan fontos szerepet tolt be a
fotoreceptorok normal strukturajanak és mitkodésének fenntartasaban. Hianyaban sulyos
retina dystrophia alakul ki. Kutatasunk soran els6ként karakterizaltuk a homozigota
NEURODL1 null mutacidhoz tartozé korkép részletes szemészeti fenotipusat emberben. Egy
olyan sulyos palcika-csap dystrophidt diagnosztizaltunk, mely -elektrofizioldgiai
tulajdonsagaiban hasonlit a retinitis pigmentosara, viszont a fundusképe és a macula OCT
képe minden mas, eddig ismert retina dystrophiatdl megkiilonbozteti. Ezek a jegyek a
kovetkezOk: relative megkimélt RPE réteg, normal megjelenésli papilla és érhalozat, az
extrafovealis fotoreceptorok teljes hianya, illetve a fotoreceptorok alkotta hiperreflektiv lemez
a foveaban. A szakirodalomban eldszor irtuk le a NEUROD1 gén teljes funkcionalis
kiesésének hatasat az emberi szemre, egyuttal eldszor igazoltuk, hogy a NEUROD1 gén és

fehérje a retina normal homeosztazisaban elengedhetetlen szerepet jatszik.
Relativ anterior microphthalmus oculodentodigitdlis dysplasiaban

Az oculodentodigitalis dysplasia egy ritka velesziiletett rendellensség, amelyért a
connexin 43 proteint kodolo GJAL gén mutacid felelések. Az altalunk vizsgalt 28 éves férfi
beteg az oculodentodigitalis dysplasiara jellemz6 tipikus dysmorphias jegyeket mutatta. A
részletes szemészeti vizsgalat microcorneat, sekély eliilsd csarnokot és sziik csarnokzugi
szoget igazolt. A betegnél ugyanakkor normal tengelyhosszt és refraktiv myopiat talaltunk

mindkét szemen, mely azt mutatja, hogy a normalistol kisebb eliilsé szegmentumhoz normal
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hosszusagli hats6 szegmentum tarsul, mely allapotot relativ anterior microphthalmusnak
nevezzilk. A genetikai analizis aldtdmasztotta a klinikai diagnozist. A GJALl génben
azonositottunk egy, a betegség hatterében kordbban egy esetben mar lekozolt heterozigota
missense mutaciot (c.413G>A, p.Gly138Asp). Az altalunk kozolt beteg normal tengelyhossza
viszont kiilonbozik az eddig a szakirodalomban ko6zolt 6sszes oculodentodigitalis dysplasias
betegétdl. Ez az els6 eset, melyben relativ anterior microphtalmos és myopia egyszerre tarsul
oculodentodigitalis dysplasidhoz. Eredményeink igazoltdk, hogy a microphthalmus nem
kotelez6 tiinete a betegségnek, vagyis a microcornea tarsulhat normal tengelyhosszal is
oculodentodigitalis dyslapsidban. Megfigyeléseink hozzdjarultak az oculodentodigitalis
dysplasia fenotipusos spektruménak kiterjesztésé¢hez, valamint segithetik a szem

tengelyhosszat befolyasold genetikai faktorok szerepének megértésését.
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A PHD értekezés 0j eredményei

1. Kihasznalva a Debreceni Egyetem Szemklinikdjanak és a Laboratoriumi Medicina
Intézet Klinikai Genetikai Tanszékének interdiszciplindris egyiittmiikodését, ritka
orokletes szemészeti korképek részletes genotipus-fenotipus meghatarozasat végeztiik
el. Sikerrel Otvoztiink hagyomanyos genetikai vizsgalatokat ¢€s ujgeneracios
vizsgaloeljarasokat, klasszikus szemészeti vizsgalatokat modern képalkotd ¢és
elektrofiziologiai vizsgalatokkal a betegségek genetikai okainak ¢€s pontos

fenotipusanak feltarasaban.

2. Az irodalomban els6éként detektaltuk az LVAVA/MVAVA opszin interchange
haplotipus egylittes eléforduldsat és els6ként irtuk le az ehhez tartozd szemészeti

fenotipust.

3. A toxikus haplotipusok altal okozott X-hez kotott nagyfokti myopidval jaro, késoi
életkorban jelentkez6 progressziv csap-palcika dystrohia korabban ismeretlen volt. igy
hozzéjarultunk a ritka exon 3 interchange haplotipusokhoz kapcsoldédd genotipus-

fenotipus Osszefliggések pontosabb megismeréséhez.

4. Megfigyeltik, hogy az altalunk diagnosztizdlt LVAVA/MVAVA haplotipushoz
kapcsolddd  progressziv csap  dystrophia tiinetei (latasélesség  csokkenés,
szinlataszavar) csak késdi é€letkorban jelentkeznek, mely a részletes csaladvizsgalat
fontossagara hivja fel a figyelmet, és o6va inti a klinikust az elhamarkodott

diagnodzisalkotastol.

5. Eredményeink elséként bizonyitottdk in vivo, hogy a szinlataszavar nem az
LVAVA/MVAVA haplotipus miatt alakul ki a betegekben, hanem a késdi életkorban

jelentkezd csap dystrophia kdvetkezménye.

6. Eredményeink megkérddjelezik, hogy a korabban kozolt esetekben valoban nem
szindromas myopiat okozott-e az LVAVA haplotipus, ezzel Ujra nyitotta tettiik a
kérdést, hogy létezik-e nem szindromds, X-kromoszomahoz kototten o6roklédo

myopia.
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7. A NEUROD1 gén kieséséhez tarsuld szemészeti fenotipus emberben korabban
ismeretlen volt. Jelen munka sordn részletesen meghataroztuk egy, a NEUROD1
génben 1évé homozigota null mutacio (c.427 428delCT) altal okozott szemészeti
fenotipust egy permanens neonatalis diabetessel ¢és sulyos neuroldgia
rendellenességgekkel rendelkezd beteg esetében. Ezzel a szakirodalomban elséként
Eloszor igazoltuk, hogy NEURODL1 hianya az allatkisérletekhez hasonloan emberben

is stlyos retina dystrophiat okoz.

8. Egy ismert GJAL mutacio altal okozott oculodentodigitalis dysplasiaban szenvedd
paciensnél az irodalomban eldszor irtuk le relativ anterior microphthalmus és myopia
egylittes eléfordulasat. Ezzel igazoltuk, hogy a microphthalmus nem sziikségszerii
velejardja a szindromanak, és a microcornea jarhat egyiitt normal tengelyhosszal is

oculodentodigitalis dysplasiaban.
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