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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ArrayCGH: komparativ genomi hibridizacids array

BED: Bornholm eye disease, Borholm szembetegség
bHLH: basic helix-loop-helix transcription factor, bazikus hélix-hurok-hélix transzkripcios
faktor

CACNALF: calcium voltage-gated channel subunit alphalF
cKO: conditional knockout, kondicionalis knockout

CNV: copy number variaton, kopiaszambeli eltérések

D: dioptria

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid

ERG: elektroretinografia

FDA: Food and Drug Administration

FAF: fundus autofluoreszcencia

ISCEV: International Society for Clinical Electrophysiology of Vision
KO: knockout

LCR: locus control region, 16kusz kontroll régid

LIAVA: Leucin, Izoleucin, Alanin, Valin, Alanin

LIAVS: Leucin, Izoleucin, Alanin, Valin, Szerin

LIVVA: Leucin, Izoleucin, Valin, Valin, Alanin

LVAIS: Leucin, Valin, Alanin, Izoleucin, Szerin

LVAVA: Leucin, Valin, Alanin, Valin, Alanin

MAF: minor allél frekvencia

MAC: microphthalmia, anophthalmia, coloboma

MIAVA: Metionin, Izoleucin, Alanin, Valin, Alanin



MODY': Maturity Onset Diabetes of the Young
MVAIA: Metionin, Valin, Alanin, Izoleucin, Alanin
MVVVA: Metionin, Valin, Valin, Valin, Alanin
ORF15: open reading frame 15, nyitott olvasasi keret 15
PNDM: permanens neonatalis diabetes mellitus

PCR: polimeraz lancreakcid

RPE: retina pigment epithelium

SD-OCT: spektral domén optikai koherencia tomografia



1. BEVEZETES

A szemészet és a genetika tudomanya szoros kapcsolatban allnak egymassal. A szem
¢s azon beliil elsésorban a retina bonyolult struktiraja és jelatviteli mechanizmusa, valamint
az ott expresszalodo tobb ezer gén az oka, hogy a tobb mint 6000 ismert 6roklodo betegség
koziil nagyon sok érinti a latészervet. Ezek a rendellenességek el6fordulhatnak izolalt
formaban, de gyakran mas szemészeti eltéréssel vagy mads szervrendszereket is érintd
szindromaval tarsulnak. A szemészeti genetikai betegségek tobbségében alapos klinikali
vizsgalattal is legfeljebb csak a betegségcsoportra kovetkeztethetiink. Pontos és
megkérddjelezhetetlen diagnozist minden esetben kizardlag a genetikai vizsgalat elvégzésétol
varhatunk. Genetikai vizsgalat leggyakrabban az alabbi szemészeti betegségekben torténik:
anophthalmia, microphthalmia, coloboma, anterior szegmens diszgenezis, kiilonbdz6 cornea
dystrophidk, kongenitalis cataracta és glaucoma, a szinlatdszavarok kiilonb6z6 formai és a
kiilonb6z6 retina dystrophiak (leggyakrabban retinitis pigmentosa). Az 6roklédé szemészeti
korképek klinikai diagnosztikajaban a legnagyobb kihivast a genetikai és klinikai
heterogenitas, valamint a betegségekért felelos gének valtozo expresszivitasa és penetrancidja
jelenti. A klinikai diagnozis pontositasa érdekében az 6roklédé szemészeti eltérések
diagnosztikajaban a klasszikus szemészeti vizsgalatok (latasélesség, latotér, szinlatas,
réslampas és fundus vizsgalat) mellett modern képalkoto eljarasokra (optikai koherencia
tomografia, fluoreszcein angiografia) ¢és elektrofiziologiai modszerekre (standardizalt
elektroretinografia) is sziikkség van. Azonban nemcsak a klinikai vizsgalat, de sokszor a
genetikai diagnosztika is nagy kihivast jelent e betegségekben. A fenotipus hatterében allo
nukleotidszintli eltérések meghatarozasaban a hagyomanyos Sanger tipusu szekvenalasi
metodika mellett egyre nagyobb hangstulyt kapnak a nagy teljesitményli, Ujgeneracios
szekvenalasi technikak, melyek kiilondsen nagy segitséget nytjtanak az ismeretlen eredeti

illetve a nagyfoku heterogenitassal rendelkezd korképek diagnosztikajaban. Az elmalt 15



évben mintegy 500 gén szerepét igazoltak valamilyen szemészeti eltérés hatterében. Az ilyen
uj genotipus-fenotipus kapcsolat felderitése és az ismeretlen eredetli betegségek sikeres
genetikai vizsgalatanak elofeltétele a minél részletesebb klinikai fenotipus meghatarozas,
valamint a részletes és alapos csaladvizsgalat.

A korai és preciz diagnozis elengedhetetleniil fontos a prevencid, a prognozis, a
genetikai hordozok azonositisa és a prenatdlis vagy a preimplantacidos diagnosztika
szempontjabol is. Emellett a molekularis diagnozis meghatarozasa egyre nagyobb szerepet
kap a genetikai diagnozison alapuld génterapids eljarasok fejlesztésében. A génterapias
eljarasok pedig, bar fejlesztésiikk a varakozasoknal lassabban halad, elébb-utobb biztosan
elérhetové valnak a genetikai betegségekben. Mivel a szemészetben rengeteg genetikai
betegség ismert és mert a szembe konnyen, szisztémas mellékhatdsok nélkiil juttathatok a
génterapids eszkozok, ezért a szemészet az ilyen iranyu fejlesztések kedvelt teriilete.
Példaként emlithetjilk az RPEG5 génhez kapcsolodo retina dystrophia génterapias kezelését,
mely mara valosagga valt. Példaként emlithetjik az RPE65 génhez kapcsolodd retina
dystrophia (Leber congenitalis amaurdzis) génterapias kezelését, mely mara valosaggd valt.
2017-ben Russell és munkatarsai kozolték az elsé harmas fazisu klinikai kisérleti eredményt,
mely igazolja a LUXTURNA (voretigene neparvovec, AAV2-hRPE65v2) szignifikans
hatékonysagat homozigota RPE65 mutacidhoz kapcsolodd orokletes retina dystrophidban. A
tanulmanyba 21 virus vektorral kezelt és tiz kezeletlen egyént vontak be, akik legjobban
korrigalt latasélessége 20/60 vagy ennél alacsonyabb volt. Az intervencid bilateralisan
1,5X10" virusvektorral (0,3 ml) tortént. A terapia hatékonysagat specifikus multi-luminance
mobility tesztttel (MLMT) ellendrizték egy éves kovetési periodussal. A kezelt betegek 65%-
a teljesitette az MLMT tesztet a legalacsonyabb fényerdnél (1 lux), mig a kezeletlen
csoportbol egy sem (1). 2018-t61 a LUXTURNA FDA (Food and Drug Administration) altal

elfogadott in vivo génterapias készitmény. A diagnosztikai kihivasok megoldasaban, a



korabban ismeretlen genotipus-fenotipus korrelaciok minél pontosabb meghatarozasaban a
Egyetemiinkon erre a Debreceni Egyetem Szemklinikaja és Laboratoriumi Medicina Intézet
Klinikai Genetikai Tanszékének szoros egyiittmikodése teremt Ilehetdséget, melynek
keretében ¢évek ota zajlanak szemészeti genetikai diagnosztikai vizsgalatok és szemészeti

genetikai kutatasok.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A leggyakoribb orokletes vagy genetikailag meghatarozott szembetegségek

Irodalmi adatok szerint a szem organogenezisében tobb ezer génnek lehet szerepe. E
gének mutacidi altal kialakitott klinikai kép sulyossaga valtozhat a latasélesség enyhe
csokkenésétol a teljes vaksaggal jard korképekig (2-4). Mivel a legtobb betegség esetében
nem all rendelkezésre adekvat terapia, ezért f6 feladat az egyes korképek hatterében allo
genetikai tényezok feltarasa, eczaltal a betegség patogenezisének pontos megismerése.
Mindezek alapul szolgalnak a megfelelé allatmodellek, késébb a human klinikai kisérletek
kidolgozasahoz (5).

A technologia gyorsiitemil fejlddése (gén panelek, teljes exom és genom szekvenalas)
egyre tobb eddig nem megoldott vagy ismeretlen eredetiinek vélt monogénes, szindromas,
nem szindromas, familiaris, sporadikus korkép diagnozisat teszi lehetévé. Az irodalomban
szamos Uj genotipus-fenotipus Osszefliggés keriilt leirasra, melyek a fenotipus spektrum
szélesitése mellett segitik az adott szemészeti korkép molekularis szintli megértését is (6).

Az aldbbiakban néhany példa szemlélteti, hogy az elmult években miként segitették a
hagyomanyos ¢és Ujgeneracios genetikai vizsgalatok a kordbban ismeretlen genetikai eredetli
mendeli vagy multifaktorialis betegségek okainak feltarasat, és vezettek 0j genotipus-
fenotipus Osszefliggések megismeréséhez.

A mendeli korképek koziil megemlitend6k a szem strukturalis fejlodését érintd
eltérések, mint a microphthalmia, anophithalmia és coloboma (MAC). E rendellenességek
eléfordulhatnak izolalt formaban, de altalaban valamilyen malformaciés szindroma részeként
jelentkeznek. Az esetek 60%-ért a SOX2 és az OTX2, mig 15%-ért a VSX2 gének mutacioi
feleldsek (3). 2015-ben 32 anophthalmia/ microphthalmiaval és egyéb szemet érint6 fejlodési
rendellenességgel diagnosztizalt betegben exom szekvenalassal az ismert OTX2 génen kiviil a

RARB, GDF6, STRA6, COL4A1L, ¢és a PNPT1 génekben sikertiilt koroki mutacidt azonositani
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(7).

Az elmult idészakban szintén tobb gén szerepét hoztak kapcsolatba microcornedval.
Néhany  szindromas  eset  hatterében  (vitreoretinochoroidopathy,  colobomatous
macrophthalmia microcorneaval) a GJA8 ¢s BEST1 gének mutacidit azonositottak (8, 9).
2012-ben Wang és munkatarsai els6ként igazoltdk a PAX6 gén szerepét izolalt microcornea
kialakulasaban (10). Az eliils6 szegmentum diszgenezisével jaro, autoszomalis dominans
modon 6roklédé Axenfeld-Rieger szindroma hatterében elészor Gould és munkatarsai
azonositottak a FOXC1 génben patogén mutaciot (11). Strungaru és munkatarsai a PITX2
koroki szerepét irtak le a betegség hatterében (12).

Az utobbi években tobb mint 100 gént hoztak kapcsolatba kongenitdlis cataractaval,
mely a gyermekkori lataskarosodasok kb. 10%-aért felelds vilagszerte (13). Az esetek 50%-
aban a CRYGD gén mutacioi azonosithatok (14), 25%-nal a gap junction génekben figyelhetd
meg eltérés (3). 2014-ben cataractaval/microcorneaval, Peters anomaliaval és MAC-el
diagnosztizalt 11, egymastol fliggetlen csaladon elvégzett teljes exom szekvenalas 6t koroki
mutaciot igazolt négy kiilonboz6 génben (GJA8, CRYGC, PAX6 és CYP1B1) (15).

A teljes vaksagban szenvedé esetek 0,01-0,04%-ért felelds primer kongenitalis
glaucoma hatterében a CYP1B1, MYOC, FOXC1 és TEK gének koroki szerepét bizonyitottak
(3, 16). 2016-ban Micheal és munkatarsai primer kongenitalis glaucomaval rendelkez6
CYP1B1 negativ esetekben végeztek teljes genom szekvenalast, mely az LTPBP2 génben
igazolt két uj és a PXDN génben egy j mutaciot (17).

A mendeli 6roklédést retina dystrophiak kiilonb6z6 tipusai tobb mint két millid
embert érintenek vildgszerte. Az egyes betegségek pontos diagnozisanak felallitasat
megneheziti a rajuk jellemzé nagyfoka genetikai és fenotipusos variabilitas, s6t a tlinetek
atfedést mutatnak az egyes korképek kozott (4). Nem véletlen, hogy az 6roklodé szemészeti

korképek teriiletén zajlo az exom és genom szekvenalasok elsddlegesen erre a csoportra



fokuszalnak, kiilonosen a retinitis pigmentosara. 2011-ben Ziicker és munkatarsai egy
askenazi zsid6 csaladban az iSmert retinitis pigmentosa gének analizisének negativ eredménye
miatt teljes exom szekvenalast végeztek, mellyel a DHDDS génben azonositottak j mutaciot,
melyrdl kideriilt, hogy az adott populaciora jellemzé alapité mutacié is egyben (18). A
nagyfoku genetikai heterogenitassal jaré Stargardt macula dystrophia diagnosztikajaban is
nagy segitséget nyuljtanak az ujgeneracios technikak. 2012-ben Strom és munkatarsai Kilenc
Stargardt betegségben szenvedd, egymastol fiiggetlen probandon végzett exom szekvenalassal
négy 1) mutaciot igazoltak a betegségért felelos ABCA4 génben. Emellett harom, a korképpel
korabban nem azonositott génben (RDS/PRPH2, ELOVL, CRB1) detektaltak valdsziniileg
patogénnek itélheté mutaciot (19). Irodalmi adatok alapjan tobb mint 100 gén hozhato
Osszefliggésbe a retina megbetegedésinek szindromas és nem szindrémas tipusaival, ezek
kozlil néhany - természetesen a nem szindromas esetekben leirtak (ABCA4, GNAT2,
GUCY2D) - allatmodelleken tesztelt génterapias célpont. A Léber-féle kongenitalis vaksagot
okoz6é RPE65 gén mutacioira kidolgozott génterapiat sikerrel alkalmaztak mar klinikai

vonatkozasban is (20-22).

A molekularis genetikai kutatasok masik célteriilete a multifaktorialis betegségek
kialakulasaban a kornyezeti hatasok mellett a genetikai hajlamosito tényezoknek is kiemelt
szerepe van. A multifaktoridlis korképek koziil kiemelendd a cornea dystrophiat okozé
keratoconus. A betegség gyakorisaga ellenére etiologiaja nem teljesen tisztazott, ezért a
jelenleg zajlo teljes genom szekvenalasok egyik kozponti érdeklddési teriiletének szamit (23).
Tobb lokuszt is azonositottak a korképpel Osszefiiggésben, de eddig minddssze két génrdl
(VSX1 és SOD1) vélik, hogy szerepiik lehet a keratoconus patogenezisében (24, 25). Az
irodalomban egyre tobb a keratoconus kialakulasara hajlamosité kornyezeti tényezé (UV

sugarzas, ¢€letkor, atopia) keriil leirasra (26). A szemészeti genetikai kutatasok kdzpontjaban
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allo legismertebb multifaktorialis korkép az idéskori maculadegeneracio, mely az 50 év feletti
populacidban a visszafordithatatlan vaksag leggyakoribb oka (27). Gyakori korkép, a fejlett
orszagokban a 65 év feletti lakossag 15%-a szenved az iddskori macula degeneraci6d szaraz
vagy nedves formdjaban. A betegség etioldgidjardl viszont nagyon keveset tudunk, bar
kialakuldsdban és progresszidjaban tobb gén polimorfizmusdnak tulajdonitanak kozponti
szerepet, melyek féként az immunrendszer komplement rendszerének szabalyozasaban (CFH
gén Tyr204His mutacioja, CFB, C3, C2, C5) vesznek részt (28, 29). Intenziv kutatasok
zajlanak az angiogenezis utvonalaban résztvevé gének polimorfizmusainak vizsgalatdban is

(VEGF géncsalad), melyek a sulyosabb exsudativ forma kialakitasaért feleldsek, ugyanakkor

crer

2.2. Az értekezés alapjaul szolgalé betegségek irodalmi attekintése

2.2.1. A szem fénytorési hibainak genetikdja

A szem fénytorési hibai a korrigalhatd latdsromlas leggyakoribb okai kozé tartoznak,
vilagszerte kb. 2 milliard ember érintenek. A refrakciot a kiilonbozé okularis biometriai
paraméterek (cornea toréerd, eliilsé csarnok mélység, lencsevastagsag, tengelyhossz) egyiittes
hozzajaruldsa hatarozza meg. Ismert, hogy a szem fénytorését meghatarozd képletek
kialakitasaért genetikai és kornyezeti hatasok egyarant felel6sek. Szadmos irodalmi kézlemény
vizsgalta a szem biometriai paramétereinek oroklodését, melyek bizonyitjdk azok genetikai
meghatarozottsagat (31-34). A szem biometriai paramétereinek és az ebbdl adodo refrakcios
hibaknak a heritabilitdsa, vagyis, hogy a genetikai statusz milyen ardnyban felelds az adott
fenotipusban lathato kiilonbségek kialakuldsaért, az aldbbiak: a tengelyhossz 40-94%, a
cornea torderd 60-95%, az eliilsé csarnokmélység 70-94%, a lencsevastagsag 90-93%, a
szférikus ekvivalens 58-85% (31, 32, 34-36). Ezek alapjan egyértelmiinek tiinik, hogy a

rovidlatas, mint refrakcids hiba 1étrejottében a genetikai statusznak kozponti szerepe van. A
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myopia az egyik leggyakoribb szemészeti betegség vildgszerte. Szdmos epidemioldgiai
tanulmany utal arra, hogy a nagyfoku myopia és annak szovédményei kovetkeztében a
populacié 0,08-0,1% vaksagtol, 0,21%-a pedig stlyos latasélesség csokkenéstol (0,1 alatti
latasélesség) szenved (37-40). A myopia prevalencidja az életkorral emelkedést mutat.
Eurépaban a 18-35 év kozotti lakosoknal 25-40% az el6forduldsa. A fejlett oktatast
tarsadalmakban a myopia prevalencidja az elmult 40 évben meredek emelkedést mutat, pl. az
Egyesiilt Allamokban 1970 6ta 20%-r61 40%-ra emelkedett a myopiaban szenvedé lakosok
szama (41). Ennek ellenére a rovidlatas etiologiajarol keveset tudunk. Kialakulasaban
kornyezeti (fejlett oktatas, sok tanulds €s kozelre fokuszalas) és genetikai faktorok is szerepet
jatszanak. A genetikai tényezOknek kiilonésen a nagyfoku rovidlatdsban van Kkitlintetett
szerepiik (42). A genetikai statusz jelentOségét igazolja az egypetéjli ikrekben kimutathatod
magasabb konkordancia arany a kétpetéji ikrekhez képest (32, 43, 44). Irodalmi adatok
alapjan a mendeli nagyfoki myopia 6roklédhet autoszomalis recessziv (AR), autoszomalis
dominans (AD) és nagyon ritkan X-hez kotott recessziv (XLR) moédon, de eléfordulnak
sporadikus esetek is (42). Kapcsoltsagi analizissel tobb 16kuszt (MYP1-13, MYP15, MYP16,
MYP18) azonositottak mendeli 6roklodésti nagyfoki myopia hatterében. Ezek tobbsége
(MYP2-5, MYP11, MYP12, MYP15, MYP16) az AD moédon 6roklédo, a MYP18 az AR
modon, a MYP1 és MYP13 lokuszok az XLR moédon 6roklédé nagyfokt myopiaval allnak
Osszefiiggésben (45-49,50-53). Az elsé AR mddon 6roklédé nagyfoka myopia kialakulasaért
felel6s mutaciot (€.1523G>T, p.Gly508Val) a LEPREL1 génben egy izraeli beduin csaladban
azonositottak 2011-ben, teljes genom szekvenalassal (54). A LEPREL1 gén a kollagének
hidroxilalasat végzo prolyl 3-hydroxylase 2 (P3H2) enzimet kodolja. Shi és munkatarsai egy
Han kinai csaladban az AD nagyfokti myopia hatterében allo ZNF644 génben detektaltak
mutaciot (€.2154A>G, p.Ser672Gly) exom szekvenalassal (55). A ZNF644 gén a zinc finger

protein 644 1-es isoformajat kodolja, mely a retinaban és pigment epitheliumban
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expresszalodo transzkrpcids faktor €s a szem fejlodésének iranyitasaban vesz részt. 2013-ban
szintén exom szekvenalassal egy eurdpai csaladban az SCO2 génben detektaltak mutaciot
(c.157C>T, p.GIn53*) nagyfokt nem szindromas AD 6roklésmenetli myopia hatterében. Az
SCO2 gén az Sco2 cytochrome ¢ oxidaz (COX) proteint kodolja, mely a retinaban, a pigment
epitheliumban és a scleraban lokalizalodik. Szerepét a rovidlatas kialakulasaban bizonyitja,
hogy az SCO2 mRNS szignifikans expresszio csokkenést mutatott myopias egerek retinajaban

(56).

2.2.2. Létezik-e X kromoszomahoz kotott nem szindromds nagyfoku rovidlatas?

Haim ¢és munkatarsai 1988-ban egy dan csaladban kapcsoltsagi analizissel
azonositottak el6szor az X kromoszoman (Xg28) talalhato MYP1 16kuszt szindromas
nagyfokti myopiaban, melyhez csapdiszfunkcié és deutan szinlataszavar tarsult. Mivel a
betegséget egy, a Déanidhoz tartoz6 Bornholm szigeten €16 csaladban azonositottak, ezért a
szerzok azt Bornholm szembetegségnek (Bornholm Eye Disease, BED) nevezték el (57, 58).
2010-ben Guo és munkatarsai szintén ezt a lokuszt irtdk le nem szindromas X-hez kotott
nagyfokt rovidlatasban (59). Ez volt az elsé kozlemény, melyben kozelebb keriiltiink a nem
szindromas X-hez kototten 6roklédé nagyfoki myopia genetikai hatterének megismeréséhez,
bar a konkrét gén és mutacid még ismeretlen volt. 2013-ban McClements és munkatarsai
azonositottak elészér a MYP1 l6kuszon 1évé OPNILW génben olyan egyedi haplotipusokat,
(LIAVA, LVAVA), melyek az X-hez kotott szindromas myopia, jelen esetben a Bornholm
szembetegség kialakulasaért feleldsek (60). Ezzel ellentétben nem volt olyan ismert gén vagy
mutacio mely X-hez kotott nagyfoka nem szindromas rovidlatast okozott volna. 2015-ben Li
¢s munkatarsai érdekes megallapitast kozoltek két fiiggetlen csaladvizsgalat soran, miszerint
az OPN1LW génben talalhato LVAVA haplotipus (LVAVA) a nem szindromas X-hez kotott
nagyfoki myopia patogenezisében is szerepet jatszik, és kdzleményiik szerint ezzel a vilagon

els6ként fejtették meg a nem szindromas, X-hez kotott myopia genetikai hatterét (61). A
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csaladok részletes vizsgalata azonban érdekes kérdéseket vetett fel, ami elbizonytalanitott
benniinket, hogy valdoban a nem szindroémas myopia genetikai okat talaltdk-e meg. Nem
mehetiink el sz6 nélkiil amellett, hogy a kozlemény alapjaul szolgald elsé csaladban a
legidGsebb érintett csaladtag 75 éves volt, aki gyermekkora oOta nagyfokii myopidban
szenvedett, latasélessége fényérzés volt, viszont idéskori sziirkehalyogra hivatkozva kizartak
a tovabbi vizsgalatokbol. Mivel a masodik legiddsebb csaladtag minddssze 37 éves volt, ezért
a legiddsebb csaladtag kizarasa megneheziti a betegség iddskori manifesztacidinak, igy
progresszidjanak megitélését. Arra kérdésre, hogy miért nem operaltdk meg a beteg
sziirkehalyogjat, a cikkben nem térnek ki. Mindenesetre a vilag barmely pontjan a
szirkehdlyogmiitét indikaciojat jelentené, ha egy sziirkehdlyogban szenvedd beteg
latasélessége minddssze fényérzés volna. Ezen kiviil mas megfigyelések is megkérddjelezik,
hogy valéban nem szindromas myopiat talaltak-e ebben a két csaladban. Egy betegnél
protanomaliat allapitottak meg (59), a masodik csalad érintett férfi tagjainak latasélessége 0,1
¢és 0,2 kozott valtozott (61), harom betegnél pedig az ERG vizsgalat enyhe és kozepes
csapvalasz csokkenést detektalt. Ezek a megallapitasok azt mutatjak, hogy a haplotipushoz
tarsithato korképr6l nem allapithatdé meg minden kétséget kizardan, hogy az valéban X-hez
kotott nem szindromas nagyfoku myopia volna. A kézleményekben szereplé adatok alapjan

nem lehet teljes bizonyossaggal kizarni egy lassan progrediald csap dystrophia lehetdségét.

2.2.3. Az orékletes myopia egyik lehetséges oka: szinldtaszavarral jaré csap dystrophia -

stacioner vagy progressziv betegséq a Bornholm szembetegség?

A hosszu és kozepes hullamhossziisagu fény érzékeléséért felelés L és M opszin
fehérjéket kodold gének (OPN1LW, OPN1MW) az X kromoszoman (Xq28) helyezkednek el
szorosan egymas utan (62). A két gén szekvencidja 98%-ban homoldg. A szekvencia
homologia és a gének kozelsége miatt gyakori az un. intra-és intergénikus rekombinaciojuk,
mely a fotopigmentek nagyfoka variabilitdsdhoz vezet. Ebben a génkonverzidnak is fontos
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szerepe van, mely stabilizalhatja a szekvencia azonossagot, de Ilétrehozhat ritka tn.
interchange haplotipusokat (63). Egy normal X kromoszoma array felépitése a kdvetkezo:
16kusz kontroll régié (LCR) régio, egy L opszin gén, melyet egy vagy tobb M opszin kovet [1.

abra].

LCR OPNILW OPNIMW

— i —————)——

(1-m)

1. abra. A normal X kromoszoma array felépitése: Szabalyoz6 16kusz kontroll régiéo (LCR), melyet az L és M

opszin fehérjéket kodolo OPNILW és OPN1IMW gének kovetnek.

Ezek koziil csak az elsd két pozicidban 1évé gén expresszalodik a cisz regulatorikus LCR
kozelsége miatt (64-67). Az LCR, L- (OPN1LW) és M- (OPN1MW) opszin génekben
bekovetkezd mutaciok kiilonféle, X kromoszémahoz kotott, csapokat érintd betegségek
kialakulasahoz vezetnek: vOros-zold szinlataszavar, X-hez kotott csap diszfunkciok,
Bornholm szembetegség (BED), kék csap monokromazia és X-hez kotott csap dystrophia (58,
64, 66, 68-86). 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. Az elnevezésiik egy mozaikszoval torténik, melyek a
fent emlitett aminosav pozicidkban 1évé aminosavak egybetlis roviditéseibdl allnak. Ezek
alapjan a vad tipusu opszin génekben el6forduld haplotipusok a kdveztkezok: az L-opszinban
LVAIS (Leucin, Valin, Alanin, Izoleucin, Szerin) ¢s az M-opszinban MVAIA (Metionin,
Valin, Alanin, Izoleucin, Alanin). Ezeket a haplotipusokat tekintjiikk tehat a génekben
eléforduld normal haplotipusnak. A betegséget okozokat koros vagy toxikus haplotipusnak
nevezi a szakirodalom. Az eddigi publikaciés adatok alapjan az opszin génekhez kapcsolt
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betegségekben az aldbbi toxikus haplotipusok fordultak elé: LVAVA, LIAVA, LIAVS,
LIVVA, MVVVA, MIAVA (60, 66, 73, 75, 87-90). Az irodalomban a toxikus exon 3
interchange haplotipusok legtobbszér Bornholm betegséggel (Bornholm Eye Disease)
kapcsolatban kertiltek leirasra (57, 59-61, 89). A BED-et, mint stacioner csap diszfunkciot
els6ként egy, a daniai Bornholm szigetrél szarmazo6 csaladban diagnosztizaltak (57). A
masodik csaladot Minnesotaban irtak le, akik szintén dan szarmazastak voltak (76). A
betegség jellemzo sajatossagai mindkét csalad érintett férfi tagjaindl a kovetkezOk voltak:
gyermekkori myopia asztigmatizmussal, gyermekkortol csokkent latasélesség, szubnormalis
fotopikus és normal szkotopikus ERG paraméterek, normal megjelenésti macula. A betegség
az ¢életkorral 0sszefliggésben nem mutatott progressziot. Az elsé csaladban a zold szinlatast
érint6é (deutan), mig a masodik csaladban a vords szinlatast érint (protan) szinlataszavart
detektaltak. A betegség genetikai oka mindkét esetben az X kromoszéma array elsé ¢€s
masodik lokuszan elhelyezkedd opszin gének valamelyikében detektalt LVAVA toxikus
haplotipus volt (60). Gardner és munkatarsai szintén az LVAVA haplotipus koroki szerepét
igazoltak az el6zéekhez hasonl6 tiinetekkel, valamint protan vagy deutan szinlataszavarral

jaré betegségben, négy egymastol fiiggetlen csaladban (89).

Latva a haplotipusokhoz tarsul6 eltér6 szinlataszavarokat, érdekes kérdés, hogy miként
vezetnek ezek a haplotipusok a szinlataszavar kialakuldsdhoz. Erre a vélaszt génexpressziods
kisérletekbdl ismerjiikk. Az interchange haplotipusok az opszin gének atirddaskor a 3-as exon
elvesztéséhez vezetnek exon skipping mechanizmuson keresztil. Ez  olvasasi
Ugyanakkor a polimorfizmusok jelenléte nem minden esetben okozza a fehérje teljes hidnyat.
Ebbdl a szempontbdl a LIAVA haplotipus hatasa a legsulyosabb, mely esetében kizarolag a 3-

as exont nem tartalmaz6 opszin mRNS irodik at. Ezzel szemben az LVAVA és MIAVA
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haplotipsuok esetén a muténs, 3-as exon hidanyos mRNS mellett csekély mennyiségli normal
opszin transzkripcid is kimutathat6, mely kis mennyiségben ugyan, de funkcioképes fehérje
LIAVA haplotipus esetén az opszin gén direkt inaktivacidjaval és a fehérje hianyaval
magyarazhatd, azonban az LVAVA és MVAVA haplotipusok esetében a szinlataszavar nem a
haplotipusok kozvetlen inaktivalo hatasanak tudhaté be (60). Sokkal valdszinibb, hogy az
LVAVA ¢és MVAVA haplotipusok a csap fotoreceptorok elhalasan keresztiil vezetnek a
szinlatdszavarhoz. Emellett ugy tiinik, hogy ezeknek a haplotipusoknak a BED masik
jellemz6 tiinetének, a myopianak a kialakulasaban van dominans szerepe (60). Ezt a
kovetkeztetést leginkabb két kinai kutatocsoport altal k6zolt publikacid tamasztja ala, melyek
az LVAVA koroki szerepét allapitottdk meg két, nem szindromas myopiaval diagnosztizalt
csaladban (59, 61). Erdekesség, hogy bar a BED nem progressziv retina betegség, és
természetesen a nem szindrémas myopidban sem irtak le progressziv retina dystrophiat, mas
esetben viszont az LVAVA haplotipussal mégis igazoltak progressziv csap dystrophiat.
Caroll és mtsai (2012) két LVAVA haplotipusi betegen végzett spektrdl domén optikai
koherencia (SD-OCT) és adaptiv optikai scanning lézer oftalmoszkopias vizsgalatai
progressziv macula dystrophiakra jellemz6 karakterisztikus jegyeket igazoltak: a retina
vastagsaganak csokkenését, molyragas szerli pigment epithel atrophiat a fotoreceptor bels6
szegmentumon valamint a retina belsd és kiilsd nuklearis rétegének strukturalis zavarat.
Mindez kozvetett bizonyiték arra, hogy az LVAVA haplotipus progressziv degenerativ
elvaltozasokat okoz nemcsak a mutans opszint expresszald, de a szomszédos fotoreceptor
sejtekben 1s. Rdadasul a Carroll altal k6zolt két beteg BED-re jellemzd fenotipusos tiinetei
viszonylag késOn, altalanos iskolas korban kezdddtek, ellentétben az eddig leirt esetekkel,
melyek mindegyikében velesziiletett, stacioner allapotrol szdmoltak be. Az utdbbi évek soran

a BED-r6l mint egy stacioner, szinlatasi zavarral jar6 korképrdl alkotott elképzeléseink az
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irodalomban megjelent genotipus-fenotipos korrelaciok alapjan kezdenek 11j iranyt venni. Az
ujabb kozlemények szerint az LVAVA haplotipust csap fotoreceptor sejtek korai életkorban
normal funkciét mutatnak, majd az életkor elérehaladtaval elindul egy degenerativ folyamat
(59, 61, 88, 89, 91). Kozvetlen bizonyiték azonban eddig nem all rendelkezésre arrdl, hogy a
BED, vagy a ritka interchange haplotipusokhoz tarsuld egyéb korképek progressziv retina

dystrophiaval jarnanak.

2.2.4. Orokletes diabetes és retina dystrophia - a NEUROD1 gén etioldgiai Szerepe es

feltételezett hatasa

A Neurodl egy szovet specifikus hélix-hurok-hélix (bHLH) transzkripcids faktor,
mely neuronalis elemek valamint az endokrin pancreas fejlodését és megfelel6 miikodését
szabalyozza. Fontos szerepet tolt be a glikoz homeosztazis fenntartasaban (92-94). A
NEURODL1 génr6l és a gén hianyaban kialakuld korképrol szerzett ismereteink kizarolag
allatkisérletekb6l szarmaznak, ugyanis emberben ezidaig nem irtak le NEUROD1 null
mutacioval — vagyis a gén teljes funkciovesztésével - jard genotipust. Lee és mtsai, (1995)
NEURODL1 expressziot mutattak ki egerek és békak differencialodott neuronjaiban, emellett
igazoltak, hogy képes az ektodermalis sejteket differencialodott neuronokka alakitani
Xenopusban. Megfigyelték a differencialédott neuronok NEUROD1 expressziojat a felndtt
Xenopus kiilonboz6 agyi strukturaiban is (hippocampus, cerebellum, bulbus olfactorius) (95).
Egerekben a NEURODL teljes funkciovesztésével jaro mutacidja letalis, ezért egyszerii
knockout kisérletben nem vizsgalhatd a hatasa. Ugyanakkor az inzulin promoéter mogé
illesztett NEURODL1 transzgénnel (96) vagy a null mutacio mas genetikai hattérrel valod
visszakeresztezésével (97) életben tarthatbak 8 NEUROD1 homozigdéta mutans egerek. Ezek
kiilonbozo idegrendszeri tiineteteket mutatnak: ataxia, egyensulyzavar, cerebellaris hypoxia,
epilepszia, stlyos hallas- és lataskarosodas (96-100). Morrow és munkatarsai (1999)
vizsgaltdk a NEURODL1 expresszidjat egér és patkany retindban. Megallapitottak, hogy az
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expresszid elsdsorban a nem differencidlodott retina sejtekben, a fejlédé amakrin
interneuronokban és fotoreceptorokban figyelhetdé meg, sOt az expresszid a termindlisan
differencialodott fotoreceptor sejtekben is megmaradt (99). Egy masik kutatocsoport szintén
igazolta a NEURODL1 szerepét a fotoreceptorok fejlédésében. Megfigyelésiik alapjan a gén
expresszidjanak szupresszidja sulyosan akadalyozza a fotoreceptorok fejlodését csirke
retinaban (101). A NEUROD1 gén retinaban betoltott funkcidjanak meghatarozasara
Ochocinska ¢és munkatarsai (2012) kondicionalis knockout (cKO) egereket hasznaltak,
melyeknél a NEUROD1 génexpresszid csokkenése kizardlag a retinara 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 kiilsé szegmentumanak dezorganizaltsagat talaltak. Idésebb korban a fotoreceptorok
teljes hidnyat detektaltdk. A microarray vizsgalat két gén expressziojanak csokkenését
mutatta: az Aipll génét, mely a retina degenerativ folyamatainak negativ szabalyozodja,
valamint a retina kiilsé szegmentumaban expresszaloddo Ankrd33 génét. Ez a kisérleti
eredmény azt igazolta, hogy a NEUROD1 gén nemcsak a retina fejlddésében, de a
fotoreceptorok homeosztazisanak fenntartasaban is fontos szerepet jatszik (102). Cho és
munkatarsai (2007) a NEUROD1 expresszidjat az egér retina harom rétegben mutattak ki,
vagyis a kiilsé nuklearis, a bels6 nuklearis és a ganglion sejtek rétegében. Ugyanakkor, a gén
kikapcsolasa csak a fotoreceptorok rétegében okozott degeneraciot (103). Acharya és
kutatocsoportja (1997) bizonyitotta, hogy a NEUROD1 transzkripcidja és immunreaktivitasa
foleg a kiilsé6 szegmentumban volt lathatd felnétt egerek retinajaban (104). Emberben a
NEUROD1 homozigota funkcidovesztd mutacioja sokaig nem volt ismert, aminek oka a
kutatok feltételezése szerint az volt, hogy a mutacidé az allatkisérletekb6l ismert mdodon

emberben is letalis lehetett. Ismert volt ugyanakkor a gén heterozigota funkcidovesztéssel jard
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crer

¢s II-es tipusu diabetesben detektaltak (105-108).

2010-ben ugyanakkor nagy meglepetésre mégis lekozoltek két egymastol fiiggetlen
talaltak meg. Egyikdéjiiknél egy bazist érintd duplikacioval (c.364dupG, p.Asp122Glyfs*12) a
masik betegnél két nukleotid deléciojaval (c.427_428delCT, p.Leuld3Alafs*55) jard

mutaciot talaltak, melyek egyarant az olvasasi keret eltolodasat majd egy transzaktivacios
domént nem tartalmazo trunkalt fehérje 1étrejottét eredményezték (109). Mindkét  betegnél
permanens neonatalis diabetest (PNDM), neurologai eltéréseket, ugymint cerebellaris
hypoplasia, gyermekkori megkésett fejlodést, sulyos latas- és hallaskarosodast
diagnosztizaltak. Erdekes, hogy az életben tartott NEUROD1 null mutans egerek és a két
homozigota mutacioval rendelkezé beteg hasonld tiineteket mutatott. A betegek pontos
szemészeti statusza, a mutaciok anatomiai és funkcionalis kovetkezményei nem voltak

ismertek, igy szamos, a szemészet szdmara fontos kérdés maradt tisztazatlanul. tovabbra sem

tudtuk, hogy mik a NEUROD1 gén inaktivacidjanak anatomiai ¢és funkcionalis

kovetkezményei az emberi szemben illetve azon beliil a retinaban.
2.2.5. Oculodentodigitdlis dysplasia

Az Oculodentodigitalis dysplasia, egy ritka velesziiletett autoszomalis dominans modon
0roklédo szindroma melybdl eddig minddssze kb. 300 esetet kozoltek a vilagon (110).
Kialakulasaért a szem fejlodésében szerepet jatszo connexin 43 proteint kodold, GJAL gén
(6921-23) hibaja felelds (111). A betegség foként az arcot, az ujjakat (kéz és lab egyarant) és
a szemet érinti (112). Tipikus eltérés a hosszii keskeny orr, kiemelkedd orrhiddal,
hypoplasticus alae nasi, vékony, ritka haj és szemoldok. Kicsi fogak, zomanc hypoplaziaval.

Jellemzd digitalis malformacid6 a IV-V-6s ujj syndactylidja és az V-0s ujjat érintd
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campodactylia (113). Az irodalomban néhany betegnél hallasvesztést és neurologiai
eltéréseket is megfigyeltek (112, 114). A szemészeti eltérések koziil a leggyakrabban
eléfordul6 tiinetek a microphthalmia és a microcornea, mely minden esetben egyiitt jar. Ezen
kiviil jelentkezhet irisz atrophia, cataracta és optikus atrophia. A betegségben a glaucoma
kialakulasanak kockazata fokozott. Az irodalomban eddig tobb mint 60 mutaciot kozoltek a
betegséggel Osszefiiggésben, ennek ellenére tobb patogén eltérés esetén is hianyzik a részletes

fenotipus karakterizalas (112, 115).
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3. 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 nagyfoka rovidlatasban
szenvedd csalddban a betegség kialakuldsért felelds patogén mutacid6 meghatdrozésa,
valamint a csaladban el6forduldo myopias paciensek fenotipusanak részletes
karakterizalasa. Ennek jelent0ségét az adja, hogy a vizsgalat kezdetekor nem volt
olyan ismert mutacié, mely X kromoszomahoz kotott nem szindromas rovidlatast
okozott volna, ugyanakkor tobb kromoszdémarégiot is ismeriink, melyek kapcsoltsagi

analizis alapjan bizonyitottan egyiitt 6roklddtek a nagyfoku révidlatassal.

2. Mivel az 6rokletes nagyfoku rovidlatas génje ismeretlen volt, ezért a genetikai eltérés
azonositasara ebben az esetben célzott és 0j generacios klinikai exom szekvenalasi
modszert kivantam tervezni, optimalizalni és alkalmazni. Célom volt olyan vizsgalati
algoritmus megalkotasa, mely a kapott nagymennyiségli adatbdl a koroki mutécio

azonositasahoz vezet.

3. Céljaim kozott szerepelt, hogy feltarjam a NEUROD1 gén teljes funkciokiesésének
kovetkezményeit emberben, ezzel megvalaszolva a kérdést, hogy milyen szerepet t6lt
be a NEUROD1 gén az emberi retina fejlodésében és miikodésében. A gén

crer

karakterizalasaval tehat a gén kiesésének anatomiai és funkciondlis kdvetkezményeit
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terveztem leirni - els6ként a szakirodalomban. A betegség patomechanizmusanak
megismerése, a betegség lefolyasanak iiteme és a prognozis elérejelzése érdekében a

proband esetén hosszu vizsgalati periddust kivantam alkalmazni.

Célul tiztem ki egy oculodentodigitalis dysplasiara jellemz6 szemészeti eltérésekkel
¢s dysmorphias jegyekkel rendelkezé betegnél a korkép kialakulasaért felelés mutacid
azonositasat és a részletes szemészeti fenotipus leirdsat. A legtobb, oculodentodigitélis
dysplasiaban leirt koroki mutacié esetén nem ismert a részletes szemészeti fenotipus,
ezért is fontos az altalunk detektalt mutaciohoz kapcsolddd szemészeti megjelenés
részletes meghatarozasa. Ezen beliil kiilon fontosnak tartottuk a szem fénytorési
hibajanak meghatarozasat és Osszehasonlitasat korabban kozolt ocudentodigitalis

dysplasias esetekkel illetve egyéb, microphthalmussal jaré allapotokkal.
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4. BETEGEK ES MODSZEREK

4.1. Betegek

A harom vizsgalni kivant korképet harom kiilonb6z6 csaladban azonositottuk.
Mindharom csalad tagjainak szemészeti vizsgalatara a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont
Szemklinikdjan keriilt sor. A genetikai vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Klinikai K&zpont
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 Tudoményos ¢és Kutatasetikai Bizottsdganak engedélyével, a paciensek €s

vizsgalt csaladtagjaik irasbeli beleegyezését kovetden kertilt sor.

4.1.1. Esetismertetés I.

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

(51 év) [3. abra].
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4.1.2. Esetismertetés 11.

A 21 éves, neonatalis diabetesszel diagnosztizalt nébeteg esetében 2009 (14 éves kora)
¢s 2014 (19 éves kora) kozott a DE KK Szemklinikajan és a nyiregyhazi Josa Andras Korhaz
Szemészeti Osztalyan évente keriilt sor szemészeti vizsgalatra. A paciens gyermekkora ota
szenved nyctalopiatol, fokozodo latotérszikiilettdl, 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 retardacid, megkésett gyermekkori fejlédés, stlyos hallaskarosodas,
cerebellaris hypoplasia és a pancreas megtartott exocrin funkcidja. A megfeleld inzulinpétlas
mellett a paciens vércukorszintje normal tartoméanyon beliili volt. 2010-ben, kollaboracios
egyiittmikodés révén, az exeteri egyetemen (Institute of Biomedical and Clinical Science,
Peninsula Medical School, University of Exeter, Exeter, UK) végzett genetikai vizsgalat a
NEUROD1 gén c.427_428delCT (p.Aspl43Alafs*55) homozigota funkciovesztéssel jaro

mutaciojat igazolta (109). Részletes szemészeti vizsgalat korabban a paciensnél nem tortént.

4.1.3. Esetismertetés I11.

28 éves, oculodentodigitalis dysplasiara jellemz6 fenotipust mutatd férfi beteget
vizsgaltunk, akinek dysmorphiés tiinetei a kovetkezOk voltak: hosszu, keskeny orr, abnormalis
alaka fogak a fogzomancot érintd hypoplaziaval illetve magas szajpad. A sziiletéskori [V-V-
0s ujjakat érintd syndactylidt mar a vizsgalat eldtt sebészeti mitét soran oldottdk. A paciens
részletes szemészeti vizsgalatat eliilsé szegmentum OCT, Pentacam és tengelyhossz

meghatarozassal egészitettiik ki. A betegség a csaldd mas tagjdnal nem fordult eld. Az
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elérhetd csaladtagokat (a paciens édesanyjat és anyai nagyapjat) szintén megvizsgaltuk. A

betegség genetikai statuszanak igazolasara molekularis genetikai vizsgalatot végeztiink.

4.2. Szemészeti vizsgalatok

Az orokletes nagyfokti myopiaval diagnosztizalt csalad tagjainal, a 21 éves NEUROD1
mutacioval rendelkez6 ndbetegnél és a 28 éves oculodentodigitalis dysplasiaval rendelkezo
férfi betegnél 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 alapu 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 eliilsé szegmentum miiszeres vizsgalata Zeiss Visante OCT késziilékkel (Carl
Zeiss AG, Jena, Németorszdg) vagy Scheimpflug leképezést hasznalé Pentacam HR
késziilekkel (OCULUS Optikgerite 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 (116). A fotoreceptor diszfunkcid mértékének
megallapitasa az alabbi osztalyozas szerint tortént: enyhe (a normal amplitaido 70-99%-a),
mérsékelt (a normal 30-69%-a), stilyos (a normal amplitado 1-29%-a), vagy detektalhatatlan.
A latoteret Octopus 900 automatizalt statikus periméterrel, standard white/white teljes latotér
programmal (Haag Streit AG, Koenitz, Svajc) teszteltilk. Az autorefraktometriat Topcon KR
8100 késziilekkel (Topcon Corp., Tokyo, Japan) végeztikk. A szinlatds -ellendrzése
pszeudoizokromatikus tablakkal (Tafeln fiir Priifung des Farbensinnes, 29. Auflage, 2002),
Farnsworth Munsell 100-hue teszttel (X-Rite Pantone, MI, USA) és Nagel Il-es tipusu

anomaloszkoppal tortént.
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4.3. Molekularis genetikai médszerek

4.3.1. Genomidalis DNS izoldldasa

A genomialis DNS izolalasat EDTA-val (ethylenediaminetetraacetic acid) vagy
citrattal antikoagulalt periférias vérbél QlAamp Blood Mini kittel (Qiagen GmbH, Hilden,

Germany) végeztiik, a gyarto altal ajanlott protokollt kovetve.

4.3.2. Array CGH analizis

Az X-hez kotott nagyfoki myopia és késoi életkorban kialakuld csap dystrophia
hatterében alloé genetikai okok kimutatdsdhoz eldszor a proband (V:1) X kromoszomdjan
el6forduld kopiaszambeli eltérések (CNVs) vizsgalatat végeztettiik el a NimbleGen Systems
of Iceland, LLC, reykjaviki laboratoriumédnak kozremikodésével, komparativ genomi
hibridizacids array (arrayCGH) hasznalataval (Roche, NimbleGen, Madison, USA). A jelolési
¢s a hibridizacios 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.

4.3.3. RPGR gén ORF15 exonjanak bidirekciondlis Sanger szekvendldsa

A myopidban szenvedd csalad feltételezett csap disztrofidjanak genetikai okat elsd
Iépésben az RPGR gén (retinitis pigmentosa GTP-dz regulator gén) ORF15 (open reading
frame in exon 15) exonjaban kerestiik. Az ORF15 egy alternativ 3’ terminalis exon (117). Ez
ugyanis az X-kromoszomahoz kototten 6roklédé myopiaval tarsulo csap dystrophidk
kovetden bidirekcionalis szekvenalast végeztiik, a proband (V:1) genomidlis DNS mintajan. A
polimeraz lancreakciokhoz (PCR) az irodalomban kozolt (118) és sajat tervezési
primerparokat alkalmaztunk [1. tablazat]. A PCR kivitelezéséhez Verity thermal cycler PCR

késziiléket (Applied Biosystem, Foster City, CA) hasznaltunk. A reakcid6 hdmérsékleti
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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, lperc). Az
amplifikacid 35 ciklusbdl allt. A 982 bazispar hossziusagu 15/5 fragmentnél (15/5F és 15/5R
primer altal kdzrefogott szakasz): kezdd denaturalasi 1épés (95°C, 10 perc), denaturacié (94
°C, 45 masodperc), hibridizacios 1épés (60°C, 45 masodperc) elongacid (72°C, 1,5 perc). Az
amplifikacio 40 ciklusbol allt. A PCR termékeket MinElute PCR Purification Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) segitségével tisztitottuk meg a szekvenalasi reakcid eldtt. A szekvenalas
ABI BigDye Terminator 3.1 cycle sequencing kit-tel (Applied Biosystems, Foster City, CA)
ABI 310 tipusi szekvendldo késziiléken (Applied Biosystems) tortént. A nukleotid
szekvencidkat az RPGR gén (NM_001034853) referencia szekvenciajahoz hasonlitottuk

manuadlisan, két fiiggetlen személy altal.

4.3.4. Klinikai exom szekvenalds

Klinikai exom szekvendldst az orokletes nagyfokii myopidban szenvedd csaldd tagjai,
nevezetesen a proband (V:1) és a proband édesanyja (IV:3) esetén végeztiink TruSight One
Sequencing Panel (Illumina, San Diego, CA) hasznalatdval. Ez a hibridizacion alapul6 uj-
generacids szekvenaldsi technika 4813, klinikai szempontbdl jelentds gén egyidejii
vizsgalatara alkalmas. A konyvtarkészitést a gyarto altal megadott utasitasok alapjan végeztiik
(Trusight One Sequencing Panel Library Preparation, Illumina). A folyamat fébb lépései a

kovetkezok:

1. Genomialis DNS fragmentaldsa ¢s tagmentaldsa: A konyvtarkészités egy

transzpozazos emésztéssel kezdddott, amely soran 50 ng genomidlis DNS

crer

primerek hibridizaciojahoz sziikséges szekvencidk ligalasa tortént. A primerek

tartalmazzak az index szekvenciakat (kodokat), melyek segitségével a kiilonb6z6
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10.

betegektdl szarmazdé DNS fragmentek biztonsaggal elkiilonithetéek egymastol,
¢s a szekvenalod reakcidhoz sziikséges adaptereket (PS5, P7).

PCR amplifikdcio. A kovetkezd 1épésben az index szekvencidkkal ellatott,
a gyarto altal javasolt protokoll alapjan allitottuk be: 72°C, 3 perc; 98°C, 30
masodperc; 10 cikluson keresztiil: 98°C, 10 masodperc; 60°C, 30 masodperc;
72°C, 30 masodperc; 72°C, 5 perc, majd a reakciot 10°C-on tartottuk.

Az amplifikdlt DNS tisztitasa a konyvtarkészitd kitben 1évé magneses alapu
tisztitogyongyokkel tortént (Sample Purification Bead).

Majd ezt kovette a mintak osszekeverése (poolozasa).

Denaturalés. A poolozott DNS konyvtar denaturalésa.

A hibridizacios 1épés soran a biotinnal jelolt probak hibridizacioja tortént a
vizsgalni kivant gének megfeleld régidihoz. A hibridizaciés PCR reakcid
paramétereit szintén a gyartd altal eldirt protokoll alapjan adtuk meg: 95°C, 10
perc; 18 cikluson keresztiil 1 perces inkubalasok segitségével 94°C-rol 2°C-ként
csokkentettiik a hdmérsékletet 58°C-ig; majd a reakciot 58°C-on tartottuk egy
¢jszakan at. A reakcio soran a PCR késziilék tetejét 100°C-on tartottuk.

A capture alapu dusitdas sordn sztreptavidin alapi magneses gyongyok
segitségével a hibridizacios probakhoz kotott specifikus  szekvencidkat
elkiilonitettiik a nem specifikus fragmentumoktol.

A kovetkezd lépésben a DNS szekvencidk elualdsat végeztik a magneses
gyongyokrol.

Hibridizaci0, capture €s az elucid ismétlése.

crer

korilmények szerint végeztiik: 98°C, 30 madsodperc; 10 cikluson keresztiil:
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98°C, 10 masodperc; 60°C, 30 masodperc; 72°C, 30 masodperc; 72°C, 5 perc;
majd a reakciot 10°C-on tartottuk.

11. Az amplifikalt konyvtar tisztitdsa magneses alapu tisztitogyongyokkel (Sample
Purification Bead) tortént.

12. A szekvenalasi reakci6 eldtt a kész konyvtarat denaturaltuk.

A mintak szekvenalasa Illumina Miseq (Illumina) késziiléken tortént. Ezt kdvetden
ellendriztiik a szekvenalds eredményét mindségi szempontok szerint, mely alapjan a target
régioban 1évé 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 el6szor a nyers fastq fajlokat, melyek tartalmazzak a
nukleotid szekvenciat és annak minéségi 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 kromoszoman 1évd gének kodolo régidit és exon-intron hatérait
(£5bp) vizsgaltuk. Az aminosav cserét nem okozé eltéréseket kizartuk az analizisbol. A
variansok és a minor allél frekvencia (MAF) ellen6rzéséhez az Ensembl (http://ensembl.org),
HGMD  (http://hgmd.cf.ac.uk) EXAC  (http://exac.broadinstitute.org) ¢és  dbSNP

(http://ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) adatbazisokat hasznaltuk.

4.3.5. OPNILW, OPNIMW és CACNAIF génekben detektilt eltérések validalasa

szegregdcios analizissel

A klinikai exom szekvenalassal detektalt, potencialisan patogén variansok (OPN1LW,

OPNIMW  ¢.532A>G, p.dlel78Val ¢és ¢.538T>G, p.Serl80Ala ¢és CACNALF

crer

IV:5, IV:7, V:1, V:3, VI:6) Sanger szekvenalassal ellendriztiik. Ehhez sajat tervezési
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primereket hasznaltunk (1. tablazat). A PCR reakciok homérsékleti paraméterei a kovetkezok
voltak: kezdé denaturalasi 1épés (95°C, 10 perc), denaturalas (94°C, 30 madsodperc),
hibridizacié (55°C, 30 masodperc), elongacié (72°C, 1 perc). Az amplifikacioé 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.

4.3.6. GJAI gén bidirekciondlis Sanger szekvendldsa

Az oculodentodigitalis dysplasia igazoldsara a GJAL gén célzott genetikai vizsgalatat
végeztik el. A GJAL gén két exonbol all, melyek koziil csak a mésodik keriil transzlaciora. A
GJAL 96%-os szekvencia homologiat mutat a GJA1P1 pszeudogénnel (111). A GJAL gén 2-
reakcid hdmérsékleti paraméterei a kovetkezok voltak: kezdd denaturalasi 1épés (95°C, 10
perc), denaturéléas (94°C, 30 masodperc), hibridizacios 1épés (55°C, 30 masodperc), elongaciod
(72°C, 1perc). Az amplifikacié 35 ciklusbol allt. A PCR reakcio kivitelezéséhez Verity
thermal cycler PCR késziiléket (Applied Biosystem, Foster City, CA) hasznaltunk. Az
altalunk hasznalt primerek a GJALP1 pszeudogént is amplifikaltak, igy a szekvencian tobb
heterozigdtanak tlind eltérést is lattunk. E pozicidkat dsszevetettiik a HGMD adatbazisban
leirt ismert mutacios helyekkel, majd olyan primer part alkalmaztunk (GJA1 2/1F- GJAL 2/2
3’ vége nem egyezik meg a pszeudogén szekvencidjaval [2. &bra]. A szekvencia egyezés
megitélésre BLASTN programot hasznéltunk. Ez esetben a PCR reakci6 elongécios fazisdnak
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 eldtt. A szekvenalas ABI BigDye Terminator 3.1 cycle sequencing kit-tel (Applied
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Biosystems, Foster City, CA) ABI 310 tipust szekvendlo késziiléken (Applied Biosystems)
tortént. A kapott szekvencidkat a GJAl gén referencia szekvencidjahoz (NM_000165)

hasonlitottuk manualisan, két fliggetlen személy altal.

1. tablazat. A PCR reakcidkhoz alkalmazott primerparok ¢és hibridizacidés hdmérsékleteik

Hibridizacios
Gén Exon Primer szekvenciak homérséklet
49)
RPGR 15/1 Forward:5'-ATCCAAATCCATGGCAAAGT-3' 55
Reverz: 5'-GCCTTCACTCACCTCTGCTT-3'
15/2 Forward: 5'-AGGAAGGAGCAGAGGATTCA-3' 55
Reverz: 5'- CCCTTCTTCCATICTTCC-3'
15/3 Forward: 5-'GGGGAGAAAGACAAGGGTAG-3' 55
Reverz:5'-TCCTTTCCCCTCCTCTACTT-3'
15/4 Forward: 5'-GGAAGAAGGAGACCAAGGAG-3' 55
Reverz:5'-CCCATTTCCCTGTGTGTTAG-3'
15/5 Forward: 5'-GCAGGATGGAGAGGAGTACA-3' 50
Reverz: 5'-GAGAGAGGCCAAAATTTACCA-3
OPN1LW/OPN1IMW 3 Forward: 5°-TAAGCAGGACAGTGGGAAGC-3’ 55
Reverz: 5°-GGCCCAGAGAAAGGAAGTG-3’
CACNAILF 14 Forward: 5'-GCCTCTCTCCCCACAGAGTA-3' 55
Reverz: 5'-TGCTCAATGAATGGTGAAGC-3'
GJA1 o1 Forward: 5>-TGGTAGTATTTTGACTATCACCTGAA-3’ 55

Reverz: 5’-CACCATCAGTTTGGGCAAA-3’

2/ Forward: 5’-TGGGTCCTGCAGATCATATTT-3 55
Reverz: 5°- AGCATGAAGATGATGAAGATGG-3’

213 Forward: 5°-GCTTGAGTGCTGTTTACACTT G-3’ 55
Reverz: 5’-TTGTTGTAATTGCGGCAAGA-3’

o/ Forward: 5’-ACCAACCGCTCCCCTCTC-3’ 55
Reverz: 5°-TTAACACCTGGTGCACTTTCT-3’
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GJA1 gén

Tagatcttttcticgttggcaaaaatgggacaggaagagtttgcacttggttttttgtgaaagaatgttagaaatacgtgaaacc
gttggtagtattttgactatcacctga;;aggtactaaatgttaaactagtaatttgcaatctgtgatccttgaattgtctctttgtt
tctttcag

GTGGTGCCCAGGCAACATGGGTGACTGGAGCGCCTTAGGCAAACTCCTTGACAAGGTTCAAGC
CTACTCAACTGCTGGAGGGAAGGTGTGGCTGTCAGTACTTTTCATTTTCCGAATCCTGCTGCTGG
GGACAGCGGTTGAGTCAGCCTGGGGAGATGAGCAGTCTGCCTTTICGTTGTAACACTCAGCAAC
CTGGTTIGTGAAAATGTCTGCTATGACAAGTCTTTCCCAATCTCTCATGTGCGCTTCTGGGTCCTGC

2.X0N  AGATCATATTTGTGTCTGTACCCACACTCTTGTACCTGGCTCATGTGTTCTATGTGATGCGAAAGGA
AGAGAAACTGAACAAGAAAGAGGAAGAACTCAAGGTTGCCCAAACTGATGGTGTCAATGTGGA
CATGCACTTGAAGCAGATTGAGATAAAGAAGTTCAAGTACGGTATTGAAGAGCATGGTAAGGTG
AAAATGCGAGGGGGGTTGCTGCGAACCTACATCATCAGTATCCTCTTCAAGTCTATCTTTGAGGT
GGCCTTCTTGCTGATCCAGTGGTACATCTATGGATTCAGCTTGAGTGCTGTTTACACTTGCAAAAG
AGATCCCTGCCCACATCAGGTGGACTGTTTCCTCTCTCGCCCCACGGA GAW
CTTCATGCTGGTGGTGTCCTTGGTGTCCCTGGCCTTGAATATCATTGAACTCTTCTATGTTTTCTTC
AAGGG

GJA1P1 pszeudogén

attccacactgcaaacagcctttaggaaaatttagcaaaatctactgtgstagacagaattigaatatggectcccaaag
atgtcctactctaatacctggatccctatgagtgtaagtactactcataatatgtictatcatgta ca%ttgaccttaaaata
agattatccaggtgtgcctgatctaatcatacaageccttttaaaagtagagagtageagettttacgaggtatcageact
tttctttcattggeegaagetgtgaggaaagtaacaaacageageggagtittaaactitaaatagacaggtctgagtegc
ctgaatttgccttttcattttacttcatcctccaaggagttcaatcacctggegtgacttcacttcttttaagcaaaagagteg
tgcccaggraacATGCGTGACTGGAGCACTTTAGGCAAACTCCTTGACAAGGTTCAAGCCTACT
2 exon TAACTGCTGGAGGGAAGGTGTGGCTGTCAGTACTTTTCATTTTCCAAATCCTGCTGCTGAAG
ACAGTGGTTGAGTCAGCCTGGGGAGATGAGCAGTCTGCCTTTCGTTGTAACACTCAGCAAC
CTGGTTGTGAAAATGTCTGCTATGACAAGTCTTTCCCAATCTCTCATGTGCGCTTCTGGGTCCT
GCAGATCATATTTGTGTCTGTACCCATACTCTTGTACCTGGCTCATGTGTTCTATGTGATGCAAA
AGGAAGAGAAACTGAACAAGAAAGAGGAGGAACTCAAGGTTGCCCAAACTGATGGTGTC
AATGTGGAGATGCACTTGAAGCAGATTGAGATAAAGAAGTTCAAGTATGGTATTGAAGAGC
ATGGTAAGGTGAAAATGCAAGGGGGGTTGCTGCGAACCTACATCATCAGTATCCTCTTCAAG
TCTATCTTTGAGGTGACCTTGCTGATCCAGTGGTACATCTATGGATTCAGCTTGAGTGCTGTTC
ACACTTGCAAAAGAGATCCCTGCCCACATCAGGTGGACTGCTTCCTCTCTTGCCCCATGGAG
AAACCATCTTCATCATCTTCATGCTAGGTGGTGTCCTTGGTGTCCCTGGLCTTGAATATCATTG
AACTCTTCTACGTTTTCTTCAAGGGCGTTAAGGATTGGGTTAAGGGAAAGAGCGACCCTTAC
CATGCGACCACTGGLCCCGCTGAGLCCCCGLCAAAGACTGTGGG

s

jelolt) primerekkel végeztiikk. A 2/1F primer 3’ végén elhelyezkedd nukleotidok kiilonbéznek a GJAL gén és a
GJALP1 pszeudogén kozott, igy a primer par specifikusan csak a GJAL gént amplifikalja. A feltételezett mutacio

helyét piros szin jelzi.
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5. EREDMENYEK

5.1. Az X kromoszomahoz kotott nagyfoku myopiaval és késoi életkorban kialakulé csap

dystrophiaval diagnosztizalt csalad szemészeti vizsgalatainak eredményei

Az X-hez kototten 6roklodé nagyfoka myopidban szenvedd csaladban tobb kiilonb6zo
¢letkoru férfi csaladtag vizsgalatat végeztiik el [3. abra]. A hossza tava kovetési periddus (a
csaladfaban az V:1 sorszammal jel6lt probandnal nyolc év) és a legidosebb csaladtag (IV:5)
szemészeti eldzményeinek retrospektiv elemzése a betegség késoi tiineteinek és a progresszio
itemének megismerését tette lehetdvé. A vizsgalt csaladtagok részletes szemészeti
vizsgalatainak eredményeit a 2. tibldzat foglalja Ossze kronoldgiai sorrendben. Minden
érintett csaladtagndl mar iskolds kor eldtt jelentds mértékii rovidlatds volt detektalhatd. A
refrakcié a IV:5 beteg esetén nem valtozott, mig a tobbi érintett csaladtagnak évrél évre
fokozodott a rovidlatasa. A szférikus ekvivalens -5.0 és -21.0D kozott valtozott a vizsgalati

periddus alatt.

o000 m

VI VI2 VI3 VI4 VIS V6

VL.

3. abra. Az X kromoszomahoz kotott nagyfoki myopiaval rendelkez6 hat generacios csalad. A nyil az L-opszin

LVAVA és M-opszin MVAVA haplotipussal rendelkezé probandot (V:1) jeldli.
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2. tablazat. Az X kromoszomahoz két6tt nagyfok myopidban szenvedd csalad szemészeti vizsgalatinak eredményei

Azonosité fi,:lj)t kor Refrakcio BCVA  Szinlatas ERG Fundus/OCT Tengelyhossz
OD -4.25DS-0.5DC 20/20 i . OD 25.16 mm
40* 0S 5.25D5-1.5DC 20/20 nem vizsgalt nem vizsgalt normadl fundus O.U. 0S 2551
-. -1. . mm
OD+1.75DS 20/25 . L . L
1V:5 57 0S+1.0DS 20/40 deuteranomalia  nem vizsgalt enyhe PE degeneracio O.U. nem vizsgalt
OD+1.5DS$+1.5DC 20/25  protan/deutan  hianyzo csap vélasz, mérsékelt macula PE atrophia, killsg o
62 invaks 5Kk sleika vl retina réteg vastagsaganak csokkenése  nem vizsgalt
0S+1.0DS+2.0DC 20/40  Szinvaksag csokkent palcika valasz o.U.
OD-5.75DS-2.0DC 20/50 o . enyhe és mérsékelt macula PE OD 27.82 mm
V-7 51 protan/deutan hianyz6 csap valasz, atrophia/kiilsé refina réte
' szinvaksag csokkent palcika valasz phia/ku N 9
0S-6.5DS-0.5DC 20/33 vastagsaganak csokkenése O.U. 0S 27.57 mm
20/20 5 iféria 4 OD 31.44 mm
32 nem vizsgalt nem vizsgalt nem vizsgalt normdl macula, periféridn myopids
20/20 fundussal 0S 30.72mm
OD-20.0D SE 20/20 : Yy
V:1 38 normal nem vizsgalt enyhe. maCUIa PE atrophia, periféridn nem vizsgalt
0S -18.0D SE 20/20 myopias fundussal
46 OD -21.0DS-4.0DC 20/20  protan/deutan hidnyz6 csap vélasz, mérsékelt macula PE atrophia, OD 33.11 mm
0S -19.75DS-2.5DC 20/25  defektusokf csokkent palcika valasz periférian myopids fundussal 0S 32.28mm
V3 42 OD-22.5DS+2.0DC 20/20 protan/deutan nem vizsealt normal macula, periféridn myopias OD 31.35mm
' 0S-24.5DS+2.0DC 20/20  defektusok & fundussal / normal OCT 0S 32.49 mm
VI:6 11 OD-6.25DS-3.75DC 120740 normal ;i(;fnk;n; ;i?ﬁavjé?zi’z normal fundus nem vizsgalt
0S-6.5DS-3.5DC 20/20

* A IV:5 beteg a corneat érint6 refraktiv sebészeti miitéten esett at 40 éves koraban. A refrakcios értékek a preoperativ adatokat mutatjak.

1 Normal szinlatas FM 100 Hue teszttel és Nagel anomaloszkoppal, a pszeudoizokromatikus teszt protan €s deutan defektust mutat.

1 A VI:6 beteg jobb szeme tompalato.
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Az ¢érintettek, a legfiatalabb csalddtag (VI:6) kivételével fotofobiarol és egyre
fokoz6do szinlataszavarrdl szamoltak be. A kevert szinek illetve a szindrnyalatok
megkiilonboztetése egyre nehezebbé valt. Ejszakai latasi nehézségrol (farkasvaksag) és a
latasélesség csokkenésérél nem panaszkodtak. Még a legidésebb (IV:5) csaladtag is
megfelelonek itélte a latasélességét a mindennapi munkajanak elvégzéséhez. Szignifikans
latasélesség csokkenés a két legidosebb, 50 év feletti (IV:5 és IV:7) betegnél volt
megfigyelhetd. Az 50 év feletti pacienseknél a latasélesség csokkenésével évrdl évre egyre
fokoz6dd protan/deutan szinvaksag 1épett fel, melyet azonban az Otven év alatti
csalddtagoknal nem tapasztaltunk. Bar a 11 éves (VI:6) csaladtagnél enyhe deutan szinlatas
zavart lehetett detektalni a pszeudoizokromatikus teszttel és a Nagel anomaloszképpal, az
FM100 hue teszt nem mutatott szinlataszavart. A 40 év feletti csaladtagoknal (V:1, V:3, IV:5,
IV:7) myopias fundus elvaltozasok €s a maculdban centralis PE atrophia volt lathato. A 11
¢éves fiu fundusa teljesen normal megjelenésii volt.

Az autofluoreszcens fundus fotokon centralisan elhelyezkedd hipofluoreszcens foltok
latszodtak, melyek a sulyos centralis PE atrophia jelei. A macula dystrophiakra jellemzo,
parafovealisan elhelyezkedd hiperreflektiv gytirti a IV:7 és a VI:6 egyének autofluoreszcens
fundus fotéjan (FAF) egyértelmiien lathaté 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 [4. abra].
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vV:7

IV:5

4. abra. A szemészeti képalkot6i eljarasok eredményei a X-hez kotott nagyfokt myopiaval rendelkezé csalad
férfi tagjainal. Szines fundus fotok (A) autofluoreszcens fundus fotok (B) és az OCT vizsgalatok (C) képei a
VL6, V:1, IV:5 betegeknél a bal szemrdl, a IV:7 betegnél a jobb szemrél. A VI:6, 11 éves betegnél normal
fundus, mig a 38 évnél idésebb (V:1, IV:7, IV:5) betegeknél myopids fundus elvaltozas és enyhe vagy mérsékelt

PE atrophia detektalhat6. A VI:6 és IV:7 paciensek fundus fotoin hiperreflektiv gytiri lathato.
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Az 11 éves érintett fiagyermek ERG vizsgalata normal scotopikus palcika valaszt, a
maximalis scotopikus ingerléskor (ERG 3.0) pedig enyhén csokkent valaszt mutatott.
Mérsékelten csokkent amplitudd volt regisztralhato a single fotopikus stimulaciokor és
enyhén csokkent csap valasz latszott a fotopikus 30 Hz flicker stimulacié esetén. A proband
(V:1) és a IV:7 beteg ERG-je stulyosan csokkent palcika valaszt, a maximalis scotopikus
ingerléskor mérsékelten csokkent amplitudot, a fotopikus és 30 Hz flicker stimulaciokor
detektalhatatlan elektromos aktivitdst mutatott. A IV:5, legidésebb csaladtagnal mérsékelten
csokkent palcika valasz, a maximalis scotopikus ingerléskor enyhén csokkent amplitudo, a
fotopikus és a 30 Hz flicker ingerléskor detektalhatatlan elektromos aktivitds volt

megfigyelhet6 [5. abra].
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5. abra. X-hez kotott nagyfokti myopiaval rendelkez6 férfi csaladtagok Glanzfeld (full-field) ERG vizsgalatanak
eredményei. Sotét-adaptalt 0.01 ERG (palcika valasz, L-Rod, R-Rod); sotét-adaptalt 3.0 ERG (maximalis
kombinalt palcika-csap valasz, L-maX, R-max), fény-adaptalt 3.0 ERG (single-flash fotopikus ERG, L-cone, R-
cone) fény-adaptalt 3.0 flicker ERG (30Hz flicker, L-30Hz, R-30Hz). Az ERG hullamok amplitudéi az életkor
elérehaladtaval fokozatosan csokkend értékeket mutatnak, ami a fotoreceptorok fényingerlésre adott elektromos
valaszainak az életkor eldrehaladtaval bekovetkezd gyengiilését és funkcidjuk karosodasat jelzi. A legfiatalabb
(VI:6) paciens normal palcika, és csdkkent csap valaszt mutat, az id6sebb betegekmél enyhén vagy mérsékelten

csokkent palcikavalasz és mérsékelt vagy sulyos csapdiszfunkcio detektalhato.
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5.2. Az X kromoszomahoz kotott nagyfoki myopiaval és késoi kezdetii csap

dystrophiaval diagnosztizalt csalad molekularis genetikai vizsgalatainak eredményei

Az elsOként elvégzett genetikai vizsgalat nem vezetett eredményre, ugyanis a nagy
felbontastt X kromoszoma specifikus komparativ genomi hibridizacié (arrayCGH) analizis
soran sem az X komoszoémat érintd strukturalis atrendezddést, sem kopiaszambeli eltérést
nem tudtunk detektalni. Az X kromoszoméahoz kotott csap dystrophidk masik leggyakoribb
genetikai okai az RPGR ORF15 exonjaban eléforduld mutaciok lehetnek (119, 120). Az
ORF15 bidirekcionalis szekvenalasat kovetden egy 12 nukleotidos, kereteltolddast nem okozo
deléciot  detektaltunk, mely négy aminosav eliminacidjat okozza (rs201134185,
c.3074 3085deI TGGAAGGGGAGG, p.Vall025 Glul028del) [6. abra]. Patogenitasat

tekintve az adatbazisok alapjan egyértelmiien benignus polimorfizmusnak mindsiil.

Férfi kontroll

6. abra. Az RPGR gén mutacigjat (rs201134185, ¢.3074_3085delTGGAAGGGGAGG, p.Val1025_Glu1028del)

szemlélteto elektroferogram részlet.

Az RPGR gén ORF15 exonjanak és az X kromoszéma arrayCGH segitségével tortént
vizsgalataval kizartuk a betegség hatterében eléforduld gyakori genetikai hibdkat, 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
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hatterében eddig le nem irt gén eltérése lehetett Ezért klinikai exom szekvenalast végeztiink a
proband (V:1) és édesanyja (IV:3) esetében. Az analizis els6 1épéseként a nagymennyiségii
genetikai adatbodl azokat a variansokat emeltiik ki, melyek a kodolo régidban illetve az azokat
hatardlo introni régioban (exon-intron hatar = 5 nukleotid) helyezkednek el. Ezzel a
sziikitéssel a proband esetén 8174, az édesanyjanal 8041 varianst detektaltunk. A varidnsok
szamanak csokkentésre tovabbi szlikitési paramétereket kellett hasznalnunk. A variansok
koziil kizartuk az 6sszes nem X kromoszoman elhelyezkedd illetve az 6sszes aminosav cserét
nem okozé mutéaciot, vagyis az X kromoszéman el6fordulé és aminosav cserével,
kereteltolodéssal jard, korai stop kodont kialakitd, start/stop kodon elvesztését okozd
mutaciokat vettiik figyelembe. Ezzel a 1épéssel a probandnal 47 hemizigota, az édesanyjanal
50 heterozig6ta potencialis koroki varians maradt az adatbazisban. A variansok koziil azonban
értelemszertien csak az allhat a betegség hatterében, amely mind az édesanyaban, mind pedig
a probandban megtaldlhat6, igy tovabb tudtuk sziikiteni az adatbazisunkat, melyben végiil

minddssze 17 potencialisan koroki varians maradt [7. abra].
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7. abra. A klinikai exom szekvenalas bioinformatikai analizisének algoritmusa

Ezeket a 3. tablazatban foglaljuk 6ssze. A kiilonboz6 adatbazisok segitségével
(Ensembl, EXac, dbSNP) minden esetben megkerestiik a minor allél frekvenciat és alacsony
frekvencia (MAF<0.01) esetén az adott varianshoz tartoz6 fenotipust. Az 1%-nal magasabb
allélfrekvencia olyan gyakori el6fordulast jelent, ami szinte teljes bizonyossaggal kizarja
annak koroki szerepét (mivel rengeteg egészséges emberben is eléfordul). fgy a variansok
szamat tovabb szlkithettiik. Ezek koziil a DIAPH génben detektalt eltérés nem all szoros
Osszefliggésben a beteg fenotipusaval, mivel kizarolag a korai ovarium elégtelenség
kialakulasaban jatszik szerepet, igy ezt az eltérést nem vettiik figyelembe (121). A masik
eltérés a CACNALF génben detektalt eddig ismeretlen missense varians (c.1843G>T,
p.Ala615Ser) volt, melynek koroki szerepét sem az adatbazis sziikitéssel, sem a genetikai

adatbazisok segitségével nem tudtuk kizarni. Irodalmi adatok alapjan a CACNALF génben
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eléforduld patogén mutaciok felelések az X-hez kotott velesziiletett stacioner farkasvaksag és
az Aland Island betegség kialakitasaért (122, 123). Bar mindkét betegség az altalunk vizsgalt
betegekétdl eltérd fenotipussal jar, nem zarhattuk ki, hogy ez az 1j a mutacio a betegség egy
uj fenotipusat alakitja ki. Ezért a CACNALF génben detektalt eddig ismeretlen missense
varians (c.1843G>T, p.Ala615Ser) igazolasdra minden csalddtagban Sanger szekvenalast
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
CACNA1LF génhez kotott mindkét betegség jelenlétét ki tudtuk zarni. Az OPN1LW génben két
(c.532A>G, p.lle178Val és ¢.538T>@, 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 és MVAVA
toxikus haplotipusok kialakitasaban. A Sanger szekvenalas ezen haplotipusok jelenlétét
igazolta mind a proband mind pedig a tovabbi csaladtagok vizsgalatakor. A két opszin gén
szekvenciaja 98%-ban megegyezik, am a kis kiilonbségért példaul éppen a haplotipusok egyik
tagja, a 153. pozicidban 1évé aminosavat kodold nukleotidtriplet felel. Az OPN1MW-ben
Leucint, az OPN1LW génben pedig Metionint kddold nukleotidtriplet egy nukleotidban tér el
egymastol, melyet a Sanger szekvenalas soran magunk is detektaltunk az L és M opszinok
szekvenciajanak megfeleléen [8. abra]. Az ujgeneracios szekvenalas adataibol viszont
egyértelmiien latszott, hogy a haplotipus kialakitasaban részt vevd nukleotid pozicidkban csak
az L és M haplotipusoknak megfelelé nukleotidok voltak jelen minden szekvenatumban
(readben), tehat nem mutaciordl van szo. Ezt egyébként az is bizonyitja, hogy a hemizigota
probandban is lathaté volt a heterozigota mutacionak tiing eltérés az elektroferogramon, mely
a modszer sajatossaganak kovetkezménye, hiszen hemizigota egyénnél csak azonos allélrdl
szarmazhatott az eltérés. Az L és az M opszin gének koépiaszamara az elektroferogramos

csucsok aranyabol, a klinikai exom szekveanalds sordn azonositott M és L readek szamabol,
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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 kdpia volt jelen.

3. tablazat. A klinikai exom szekvenalas altal detektalt variansok a IV:3 és V:1 csaladtag esetében

Lefedettségek

Gén SNP azonosité Nukleotid csere  Aminosayv csere MAF
1V:3 V:1
61 6 rs75562767 €.209C>G p.Ala70Gly 0.67
VCX 104 15 rs80291436 ¢.311T>C p.Leul04Pro 0.46
117 29 rs78342118 €.581C>T p.Prol94Leu 0.42
CACNAILF* 31 12 rs150417702 c.1843G>T p.Ala615Ser <0.01
SLC16A2 45 15 rs6647476 c.97T>C p.Ser33Pro 0.66
KIAA20227 143 57 rs41306133 c.2801A>G p.Asn934Ser 0.01
MAGT1 90 18 rs145245774 c.1028T>G p.Val343Gly 0.13
DIAPH2} 150 55 rs20361 c.1275C>A p.Phe425Leu <0.01
RBMXL3 29 13 rs6643947 €.3145A>G p.Argl049Gly 0.11
LOC644717 25 17 rs6528273 c.1714G>T p.Val572Phe 0.66
SAGE1 66 23 rs4829799 €.2414T>C p.Leu805Ser 0.22
CSAG1 91 45 rs2515848 c.185A>G p.Lys62Arg 0.42
106 34 rs2266890 c.422C>T p.Serl4lleu 0.31
TMEM187
111 34 rs7350355 C.445A>G p.Met149Val 0.37
135 55 rs145009674 €.532A>G p.lle178Val 0.02
OPNILW§
132 55 rs949431 ¢.538T>G p.Ser180Ala 0.2
OPNIMWS§ 418 96 rs375538821 c.532A>G p.llel78Val 0.02

*Fenotipusok: Aland Island betegség, X-hez kotott kongenitalis stacioner farkasvaksag
1 X-hez kotott mentalis retardaciod

I Korai petefészek elégtelenség
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§ Voros-zold szinlataszavar, BED, X-hez kapcsolt csap dystrophia, Kék csap monokromazia, X-hez ko6tott nem
szindromas myopia

p.153 p.171 p.174 p.178 p.180
TGGATGGTG AT CG6TGGGCATTGCCTTCT CCTGGGT CTGG6GCT GCTGT

CTG/ATG GTG GCC ATC TCT
c.457C>CA ¢.511G>G €.521C>C €.532A>G  ¢.538T>G
p.Leul53Met p.Val171val P.Ala174Ala p.lle178Val p.Ser180Ala

8. abra. Az opszin génekben (OPNILW és OPNIMW) detektalt eltéréseket szemléltetd elektroferogram az V:1

probandnal.

Az 1 generacidos ¢€s a hagyomdnyos Sanger szekvendlds eredményeinek
Osszevetésével megallapitottuk, hogy az LVAVA és MVAVA haplotipusok szegregalodtak a
betegséggel a csaladban. Az OPN1LW ¢s OPN1IMW génekben egyéb polimorfizmust vagy
mutacidt nem detektaltunk. Az édesanya (IV:3) esetében a klinikai exom szekvendlds egy
masodik M opszin gént (OPN1IMW?2) is azonositott. A két M opszin megkiilonboztetése egy
exoni (OPNIMW, c.849A és OPN1IMW2, ¢.849C) és egy introni (OPN1IMW, ¢.984+59 ¢és
OPNIMW?2, ¢.984+59C) eltérés alapjan tortént. Az édesanya (IV:3) szekvencidjaban a
megfeleld pozicibkban OPN1IMW2 specifikus nukleotidokat is detektaltunk. A probandnal
nem lattunk OPNIMW2 specifikus nukleotidokat, a lefedettség ezekben a pontokban 0X-0s
volt, vagyis a proband nagy valdsziniiséggel nem rendelkezett OPNIMW2 génnel. Az
Ujgeneracios adatok elemzése arra engedett kovetkeztetni, hogy az anya egyik
kromoszoémajan egy normal L és két M opszin gént hordozott, a masik kromoszémajan pedig

egy mutans L és M opszint, melyet a probandnak 6rokitett at.
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5.3. A homozigéota NEUROD1 null muticiohoz tarsulé progressziv palcika-csap

dystrophiaban szenved6 nobeteg szemészeti vizsgalatainak eredményei

A 21 éves neonatalis diabetesszel diagnosztizalt nobeteg részletes szemészeti
vizsgalatakor az eliilsé szegmentum alaki eltérést nem mutatott. A Scheimpflug képalkotas
soran a cornea az atlagostdl vastagabb volt, centralisan 600 pm. Irreguldris astigmia,
keratoconus nem volt detektalhatd. A pupillatagitasos fundus vizsgalaton a lencse és az
livegtest tisztanak mutatkozott.

A szemfenéki képen kiterjedt chorioretinalis atrophia, a hatsé péluson molyragas-szerti
PE atrophia volt detektalhatd [9. abra]. Retinitis pigmentosara jellemzo csontsejt formaju
pigment r6gok nem voltak lathatdéak. A papilla a normalistol ugyan kissé halvanyabb volt, de
egyeb tekintetben normal megjelenést mutatott; tehdt nem a retinitis pigmentosaban
jellegzetes viaszsarga, halvany papillat talaltunk. Az artéridk normal atmérdjiiek voltak, mely
szintén eltér a retinitis pigmentosaban taldlhaté hajszalvékony érhaldzattol. A vizsgalati

periodus alatt a paciensnél nem lattunk diabeteszes retinopathiat.

Az autofluoreszcens fundus fotokon a macula dystrophidkra jellemz6 karakterisztikus
jegy, a foveat koriilvevd hiperreflektiv gylirti dbrazolddott [9. dbra]. A magasabb chorioideélis
autofluoreszcencia a hatsé poluson detektalt molyragasszerli pigment epithel atrophidnak volt
a kovetkezménye. Lipofuszcin lerakédds nem volt detektalhatd. Az OCT a retina
vastagsaganak progressziv csokkenését mutatta a maculdban [10. abra]. Az OCT felvételeken
a kiils6 harom retina réteg (fotoreceptor kiils6 szegmentum, kiilsé hatarol6 membran,
fotoreceptor belsd szegmentum) teljes hidnya volt észlelhetd a fovean kiviil esd
fotoreceptorok esetén. A harom kiils6 réteg alkotta abnormalisan hiperreflektiv lemez
fokozatos zsugorodasat talaltuk a 2009 és 2014 kozotti vizsgalati periddus alatt a fovedban az

OCT képeken. [10. é&bra]. Ez bizonyitja a palcika fotoreceptorok korai ¢életkorban
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bekovetkezett pusztuldsdt és a csap fotoreceptorok progressziv, periféria felél a fovea
centruma felé tartdé pusztulasat. A fotoreceptorok (csapok ¢és palcikak) elektromos
aktivitdsanak vizsgélatakor a sotét-adaptalt 0.01 ERG (palcika valasz), a sotét-adaptalt 3.0
ERG (maximalis kombinalt csap-palcika valasz), a sotét-adaptalt 3.0 oszcillatorikus potencial
¢s 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 [11. abra].
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9. abra. A 21 éves NEUROD1 null mutaciéval rendelkez6 ndbeteg fundus fotoi. Hatso polus (A, jobb
szem; B, bal szem) és a periféria (C, jobb szem; D, bal szem) szines fundus fotdi. A szines képeken az
RPE réteg atrophidja latszik a macula teriiletén és a periférian. A nyilak a megnagyobbodott foveat
jelolik a fotoreceptorok alkotta lemeznek megfeleléen. A hatsé polus autofluoreszecens fundus képein
(E, jobb szem; F, bal szem) a fokozott szemcsés autofluoreszcencia szintén az RPE réteg atrophiajat
mutatja. A nyilak a retina dystrophidkra jellemz6 karakterisztikus jegyet, a hiperreflektiv gytir(it

mutatjak.
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10. abra. A neonatlis diabetesszel diagnosztizalt beteg OCT képei. Az OCT vizsgalatok eredményei 2009, 2011
és 2014 (A, C, E jobb szem; B, D, F bal szem) kozott. A nyilak a fotoreceptorok alkotta korong alakt lemezt
mutatjak a fovedban. Megfigyelhetd a fotoreceptor réteg progressziv csdkkenése a fovedban és ennek a rétegnek
a teljes hidnya a fovean kiviili teriileten. A képeken lathato, hogy a fovean kiviili retina minddssze hat rétegbdl

épiil fel.
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11. abra. A 21 éves n6i beteg Ganzfeld (full-field) ERG vizsgalatanak eredményei. A: 1: sotét-adaptalt 0.01
ERG (palcika valasz), jobb szem; 2: sotét adaptalt 0.01 ERG (palcika valasz), bal szem; 3: sotét-adaptalt 3.0
ERG (maximalis kombinalt palcika-csap valasz), jobb szem; 4: sotét-adaptalt 3.0 ERG (maximalis kombinalt
palcika-csap valasz), bal szem. B: 1: fény-adaptalt 3.0 ERG (single-flash fotopikus ERG), jobb szem; 2: fény-
adaptalt 3.0 ERG (single-flash fotopikus ERG), bal szem. C: 1: sotét-adaptalt 3.0 oszcillatérikus potencial, jobb
szem; 2: sotét-adaptalt 3.0 oszcillatorikus potencial, bal szem. D: 1: fény-adaptalt 3.0 flicker ERG (30 Hz
flicker), jobb szem; 2: fény-adaptalt 3.0 flicker ERG (30 Hz flicker), bal szem.
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5.4. 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 microcornedra 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 um ¢€s bal szem: 544 pm) és a szemnyomads (14 Hgmm) normal
volt. A latéidegfé mindkét szem esetén normal megjelenést mutatott. Az eliilsd 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 eliilsé
csarnokra és szik eliilsé csarnokzugi szogre utalnak [4. tablazat]. A gonioszkopia szintén
szlik csarnokzugot igazolt, habar a csarnokzug elérte a Schaffer klasszifikacidé szerinti 3.
fokozatot. A fundus mindkét szemnél normalis megjelenésii volt. A beteg sziilei egészségesek
voltak, nem mutattak oculodentodigitalis dysplasiara jellemz6 tiineteket. Az édesapa a
szemészeti vizsgalatot nem vallalta, de a csaladtagok elmondasa alapjan nala kordbban
semmilyen fénytorési hiba nem volt detektalhatd, sosem hordott szemiiveget. Ezzel szemben
az édesanya kozepes foku 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 GJA1l gén molekuléris genetikai vizsgalata a kordbban egy betegben mar
lek6zolt, ¢.413G>A, p.Glyl138Asp heterozigéta missense mutaciot igazolta a 2-es exonban,
mely a connexin 43 fehérje citoplazmatikus loop-jat érinti (124). A fenotipusos jegyek és a
genetikai vizsgalat eredményei a 12. abran lathatoak. A szemészeti vizsgalati eredményeket a

4. tablazatban Osszesitettiik.
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4. tablazat. Az oculodentodigitalis dysplasiaval rendelkez6 beteg szemészeti vizsgalatanak eredményei.

Jobb szem Bal szem
Refrakcio -6.0DS+3.0DC -5.0DS+2.5DC
L’eg] (?bb&l} korrigalt 10 10
latasélesség
Tengelyhossz 22.63 mm 22.49 mm
Centrah’s cornea 542 um 544 um
vastagsag
Eliils6 csarnok mélység 2.34 mm 2.26 mm
Keratometria 1 46.81 D 46.79 D
Keratometria 2 50.05D 50.26 D
C01_“nea Aatmérd (white-to- 9.51 mm 9.56 mm
white distance)
Elsiils6 csarnok szog 23,8°-26,7° 22.9°-25.4°

Az eliilsé csarnok sz6g mérése Visante anterior segment OCT (Carl Zeiss Meditec, Inc., Dublin, California,
USA) késziilékkel tortént. A tobbi paramétert Lenstar (Haag-Streit Diagnostics, Bern, Switzerland) késziilékkel

mértiik.
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12. abra. A 28 éves férfi beteg klinikai és genetikai vizsgalatanak eredményei. A beteg a kovetkezd
oculodentodigitalis dysplasiara jellemz6 dysmorphias tiineteket mutatta: hosszi keskeny orr, alacsonyan futo
hajvonal, vékonyszala haj és arcszérzet (A), abnormalis fogazat (B), 1V-V-6s ujj syndactylia (C). Jobb szem

anterior szegement OCT képe (D). A GJA1 génben detektalt missense mutacio elektroferogramja (E).
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6. MEGBESZELES

A szem organogenezisében becslések szerint tobb ezer gén vesz részt. E génekben
bekovetkez6é mutaciok okozzdk a szem egészének vagy egyes alkotorészeinek velesziiletett
vagy késébbi életkorban jelentkezd oOrokletes rendellenességeit. E korképek klinikailag és
genetikailag is heterogén betegségcsoportot alkotnak. Eléfordulhatnak a szemre lokalizalédo
ugynevezett nem-szindromas formédban, vagy valamilyen szindréma részeként. A szemet
érintd rendellenességek diagndzisanak pontos feldllitasat nemcsak a genetikai €s klinikai
heterogenitas neheziti, de szamolnunk kell a valtoz6 expresszivitassal €s penetranciaval is. A
diagnodzis felallitisaban a hagyomanyos szemészeti vizsgaldeljarasok mellett fontosak a
modern képalkoto és elektrofiziologiai modszerek, am a definitiv diagndzis legtobbszor csak
genetikai vizsgalattal allithatd fel. Az ismeretlen eredetli 6rokldd6 szemészeti betegségek
esetén a diagnodzis felallitdsa épp a genetikai diagndzis bizonyossaganak hianya miatt nagyon
nehéz. Ilyenkor az ismeretlen genetikai hattér tisztazdsa jelent tudomanyos kihivast, enélkiil
ugyanis lehetetlen mind a diagnézis felallitdsa, mind az 0j genotipus-fenotipus korrelacid
meghatarozasa. Ilyen jellegli kutatomunka korabban szinte megoldhatatlan kihivast jelentett,
¢s a mutaciok felkutatdsara kizardlag a betegségek patomechanizmusaban feltételezett gének
Sanger szekvenalasa allt rendelkezésre. Mivel az 1) genotipus-fenotipus Osszefiiggések
gyakran 01j gének koroki szerepét is feltarjak, belathatd, hogy ez a megkozelités sokszor nem
vezetett eredményre. Néhdny ¢éve azonban rendelkezésiinkre allnak olyan 1jgeneracios
szekvenalasi technikak, melyek a teljes emberi kodolo génalloméanyt egyszerre képesek
megszekvenalni. [lyenkor a hatalmas mennyiségii genetikai adatbdl a megfeleld algoritmusok
alkalmazasaval kiszlirhetdk a potencidlis koroki mutdciok, &m ennek az adatbézis sziikitési
munkdnak az informatikai megolddsa egyelére nagy kihivast jelent a kutatoknak. Még ha
sikertil is kezelhetden kisszamura csokkenteni a lehetséges patogén mutaciok szamat, az 1j

mutaciok vagy gének koroki szerepének bizonyitasa sokszor még igy is nehéz feladat. Az
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ilyen jellegli genetikai kutatomunka eredményeként viszont megismerhetjik ismeretlen
eredetii betegségek pontos genetikai hatterét, 0j genotipus-fenotipus 0Gsszefliggéseket
tarhatunk fel vagy kiderithetjiik egyes gének kordbban ismeretlen bioldgiai szerepét. A munka
klinikai jelent6ségét az adja, hogy definitiv genetikai diagndzishoz jutunk (illetve juttatjuk a
pacienseket), illetve a genetikai diagndzis birtokdban lehetdéség nyilik a tiinetmentes
csaladtagok szlrésére. A betegségek megfeleld idoben torténd felismerése, a betegség
prognozisanak eldrejelzése, a genetikai tanacsadas sarkalatos pontjai. A génterapias eljarasok
szama egyre szaporodik, és erre csak a pontos genotipus és fenotipus ismeretének birtokaban
lesz lehetésége a betegeknek. Munkam célja a Debreceni Egyetem Szemklinikajan
diagnosztizalt ritka, Orokletes szemészeti eltérésekkel rendelkezd betegek, csaladok,
genotipus-fenotipus Osszefliggéseinek megallapitasa valamint a prognodzisra vonatkozo adatok
Osszegzése volt, ezaltal segitve 1j genotipus-fenotipus Osszefiiggések feltarast valamint a
betegek ¢és csaladtagjaik genetikai tandcsadasat. E munka kivitelezésében és a molekularis
genetikai vizsgalatok elvégzésében a Debreceni Egyetem Szemklinikajanak és Laboratorumi
Medina Intézetének Klinikai Genetikai Tanszékének interdiszciplinaris egyiittmiikodése adott
lehetdséget. Eredményeink hozzdjarulnak az 06rokl6dd szemészeti rendellenességek
genotipus-fenotipus Osszefiiggéseinek megértéséhez és mély betekintést nyujtnak e korképek
patomechanizmusanak megismerésébe. Emellett célpontjai lehetnek az egyre inkabb eldtérbe

keriil6 génterapias eljarasoknak.

6.1. A munkank soran feltart aj genotipus-fenotipus osszefiiggések

6.1.1. LVAVA/MVAVA opszin génekben detektdlt ritka interchange haplotipusokhoz

kapcsolodo nagyfoku myopia és késoi kezdetii progressziv csap dystrophia

2008-ban, egy nagyfoku rovidlatasban szenvedd férfi beteg jelentkezett tompa

szemsériilés miatt a debreceni Szemklinika tigyeletén. A paciens elmondasa szerint
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csaladjaban tobb férfi beteg is nagyfoku rovidlatasban szenvedett. A proband segitségével
elkészitettiink egy hat generaciot feldleld csaladfat, mely alapjan egyértelmiien megallapithato
volt az X kromoszdémahoz kotott recessziv 6roklésmenet. Mivel a nagyfoku rovidlatason kiviil
mas szemészeti eltérést nem talaltunk, ezért X kromoszoman oOroklodé nem szindromas
myopia gyantija merilt fel. Igaz ugyan, hogy a proband ERG vizsgalata csokkent palcika és
hidnyz6 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 kromoszémahoz kotott csap dystrophia lehetésége is, melyet a tobbi
csalddtag vizsgalataval és a proband genetikai vizsgdlataval terveztliink bizonyitani vagy
kizarni. A gyanunkat megerdsitette az 1ddsebb csaladtagok vizsgélata, akiknél a
fundusvizsgalat, az OCT, az ERG ¢és a fundus autofluoreszcens vizsgalat is megerdsitette a
progressziv macula dystrophia Klinikai diagnozisat. Szintén csak az idGseb 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-kromoszoéman 6rokléd6 csap dystrophia genetikai vizsgalatat a legnagyobb
valoszinliségli genetikai okokkal kezdtiik, am az X-hez kotott csap dystrophidk 70%-ért
felel6s 1okuszon, az RPGR gén ORF15 exonjaban nem talaltunk patogén mutaciot (119, 120).
A kovetkezd legvaldsziniibb ok az X kromoszémat érinté kromoszomaatrenezddés vagy
kopiaszambeli eltérés volt. A nagy felbontast X kromoszéma specifikus arrayCGH
segitségével azonban sem kromoszomalis atrendezddést sem kopiaszambeli eltérést nem
sikeriilt azonositani a probandnal. Ezzel elfogytak a célzottan vizsgalhato feltételezett
genetikai okok. A betegség hatterében fetételezésiink szerint egy ismert vagy ismeretlen gén
kordbban nem ismert, Uj mutacidja dallhatott. Ennek kideritésére csak a nagy
ateresztoképességl, teljes exomot feldleld genetikai vizsgalatok alkalmasak. A klinikai exom

szekvenalas vizsgalati panelja ugyan kizarélag a bizonyitottan patogén mutaciokat hordozo
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géneket tartalmazza, de igy is csaknem a teljes exomot lefedi, és jo eséllyel tudja azonositani
a célzott genetikai vizsgalattal nem felderithet6 ritka vagy 0j mutacidkat. A klinikai exom
szekvenalassal harom potencialisan patogén varianst talaltunk: a CACNALF génben egy
missense mutaciot (c.1843G>T, p.Ala615Ser) és az OPN1LW valamint OPN1IMW gének 3-as
exonjaban talalhaté ritka interchange LVAVA és MVAVA haplotipusokat. A CACNALF-ben
1évo eltérés patogenitasa eleve kérdéses volt, ugyanis a genotipushoz tarsuld fenotipusos
jegyek nem mutatnak egyezést a csaladban detektalt tiinetekkel. A varians betegséget okozo
hatasat kizarta, hogy a Sanger szekvenalas nem igazolta az eltérést a tovabbi csaladtagoknal.
Ezzel szemben megerdsitette az LVAVA ¢és MVAVA haplotipust minden érintett férfi
esetében, bizonyitva, hogy kizarolag ezek a toxikus haplotipusok feleldsek a betegség
kialakitasaért. Normal haplotipust egyik szekvenaldsi mddszerrel sem detektaltunk, ami arral
utal, hogy az X kromoszéma array csak mutans opszinokat tartalmazott minden érintett
egyénben. Irodalmi kozlemények alapjan az LVAVA-t, mint patogén genetikai eltérést
eldszor két csaladban, a Bornholm Eye Disease (BED) hatterében azonositottak. Ezt kdvetden
tobb esetet is kozoltek ugyanezzel a genetikai hattérrel és hasonld klinikai megjelenéssel (57,
76, 88, 89). Az altalunk vizsgalt betegek klinikai tiinete és megjelenése azonban szembet{ing
kiilonbségeket mutatott az irodalomban leirtaktél. Mig a Bornholm betegséget velesziiletett,
stacioner csokkentlatds és szinlataszavar jellemzi, addig az altalunk vizsgélat csaladban 40
éves korig a latasélesség és szinlatas iS normalis volt, és csak a 40 évesnél idésebb
csaladtagokban kezd6édott el a progressziv folyamat, mely kék monokromaziahoz és macula
dystrophia kialakulasahoz vezetett. A ritka opszin interchange haplotipusokkal kapcsolatban
ilyen fenotipust kordbban még nem kozoltek az irodalomban. Az altalunk k6zdlt genotipus-
fenotipus Osszefiiggés két fontos 0j informaciora vilagit ra: elészor is arra, hogy ez az
interchange haplotipus a Bornholm betegség eredeti leirasaval ellentétben nem kizardlag

stacioner allapottal jar6, hanem igenis progressziv retina dystrophiaval jard betegséget is tud
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okozni. Masodszor pedig arra vilagit ra, hogy ez a haplotipus a nem szindromas myopiat leird
esetekkel ellentétben mégis szindroémas allapot, csak megfeleld életkoru betegeket kell ahhoz
vizsgalni, hogy kideriiljon, mit is okoz ez a haplotipus. Ismert, hogy ezek a ritka toxikus
haplotipusok exon 3 skippingen keresztiil olvasasi kereteltolodast, ezaltal korai stop kodon
kialakulasat eredményezik (89, 91). A LIAVA haplotipus az adott opszin mMRNS teljes
hidnyahoz vezet, ezzel szemben az MVAVA ¢és LVAVA eltérések esetén, kis mennyiségben
ugyan, de normal, teljes hosszisagu opszin mRNS is termel6dik (89). Ez a kisérleti eredmény
egyértelmiien bizonyitja, hogy a LIAVA direkt opszin inaktivacion keresztiil kongenitalis
szinlatasi rendellenesség kialakuldsat eredményezi, mig az LVAVA 6nmagaban nem okoz
szinlatasi defektust. Az LVAVA genotipust betegeknél jelentkezd velesziiletett protanopiat
az M gén valamelyikének hidnya okozza, tehat fliggetlen az LVAVA haplotipus jelenlététol
(58, 60, 125). Ez a megfigyelés magyarazza a normal szinlatast az altalunk vizsgalt fiatal
egyéneknél. Ugyanakkor nem csak mi igazoltuk, hogy az LVAVA haplotipus normalis
szinlatashoz tarsult. 2015-ben bizonyitottak, hogy az LVAVA haplotipus nem Szindromas
nagyfokl myopiat eredményez, tehat sem szinlataszavart, sem progressziv macula dystrophiat
nem okoz (59, 61). Ez utobbi allitds azonban ellentmond a mi sajat megfigyeléseinknek,

ugyanis a mi betegeink egyértelmiien progressziv macula dystrophidban szenvedtek.

Az LVAVA a progresszid tekintetében is eltér a tobbi interchange haplotipus
viselkedésétol. Ismert, hogy eldszor a BED, egy nem progressziv betegség hatterében
azonositottak. Ezzel szemben SD-OCT ¢és adaptiv optikai scanning oftalmoszkopias
vizsgalatok progressziv macula degeneraciot igazoltak LVAVA haplotipusu betegekben,
melyet a csap fotoreceptor mozaicizmus zavara, valamint a macula degenerativ valtozasai
bizonyitottak (88, 125). Két kinai csaladban az LVAVA haplotipust, mint patogén eltérést

nem szindroémas nagyfoki myopia hatterében igazoltak (59, 61). Az els6 kinai csaladban a
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legidésebb, 75 éves férfi betegnél totalis iddskori sziirkehalyogot allapitottak meg, a beteg
latasélessége mindkét szemen fényérzés volt. A totalis sziirkehdlyog miatt a betegnél tovabbi

szemészeti vizsgalatokat nem végeztek €s a vizsgalatbol kizartak [13. abra].

Table 1. Clinical Data of the Family Members Who Participated in the Study
Visual Acuity
Age Uncorrected
at First (Corrected) Refraction Axial

Patient ID/ Education, Symptom, 11 | Fundus Length
Sex/Age, y y Status y 0D 0s 0D 08 0D/0s 0D/0S, mm

11:1/F/68 1 Unaffected st HM/10cm 0.25 NAZ -2.00 DS-0.50 DC  NA/Unaffected

11:22/M/70 2 Unaffected e 0.8 1 0.50DS-0.75DC  0.75DS-0.50 DC  Unaffected

. 2 2 Lpaffacted 04008 0408 __195na07800 E
I 11:5/M/75 6 Affected <7 LP LP NA2 NAZ NA I
s T Thaneced T2 T2 025 U )

1I1:3/F/37 9 Unaffected 2o 1.2 1.2 -0.50 DC -0.50 DS Unaffected

111:4/M/37 2 Unaffected v 1.2 1.2 -0.50 DS -0.50 DS Unaffected

111:5/F/33 5 Unaffected 1 03(09) 01(03) -3.25DS-0.75DC -6.25DS-1.00DC Unaffected/myopic 24.75/25.30

111:6/M/30 9 Unaffected <A 1.2 1.2 -0.50 DS -0.50 DC Unaffected

W:7/M/22 7 Unaffected S 15 1.5 -0.50 DC -0.50DC Unaffected 23.29/23.35

111:8/F/48 4 Unaffected AR 1.2 15 0.50 DS 0.5DS Unaffected
111:10/M/26 9 Unaffected o b 1.5 0 0 Unaffected

IV:1/M/19 9 Affected <7 0.1(0.8) 0.03(06) -6.00D0S-3.25DC -6.25DS-3.25DC Myopic 27.27/26.85

IV:2/M/12 5 Affected <7 02(06) 01(08) -825DS-2250C -9.00DS-1.25DC Myopic

IV:3/M/12 5 Affected <7 0.1(05) 01(05) -925DS-1.25DC -9.25DS-0.75DC Myopic

IV:4/M/6 0 Affected <6 0.2 0.3 -10.50 DS-1.250C -10.50 DS-1.75DC Myopic

IV:5/M/31 6 Affected <6 0.05(0.7) 0.02(0.5) -15.00DS-1.50DC -15.00 DS-1.75DC Myopic

IV:6/M/29 3 Unaffected Sk 18 1:5 -0.50 DC-0.50 DC Unaffected

IV:7/M/14 8 Affected <6 0.1(06) 0.1(06) -9.25DS-1.25DC -10.25DS-1.50DC Myopic 27.66/27.91

jations: I inder iopters of sphere; ellipses, no myopia symptom; HM, hand movement; LP, light perception; NA, not available.
4Unable to measure owing to senile cataract.

13. abra. Guo és munkatarsai 2010-ben k6zo6lt X-hez kotott nem szindromas nagyfoku rovidlatasban szenvedd
betegeinek klinikai adatai. A legidésebb beteg (II:5) 75 éves volt, akinek latasélessége mindkét szemén
fényérzés volt, azonban szemészeti statuszardl sziirkehalyogja miatt nem tudtak meg tobbet a szerzék. (Forras:

Guo és munkatarsai; 2010)

A masodik legidésebb csaladtag viszont minddssze 37 éves volt [13. abra]. Ez
megneheziti a szemészeti vizsgalatok eredményeinek életkor fiiggvényében torténd
értékelését a csaladban, de felvet mas fontos kérdést is, pl.: miért nem operaltdk meg a totalis
szlirkehalyogban szenvedd vak beteget, megoldva ezzel (az elvileg) nem szindromas
myopidban szenvedd beteg latasproblémajat, és lehetdvé téve a beteg tovabbi vizsgalatat. A
szerzOkkel sikerteleniil probaltuk meg felvenni a kapcsolatot, ezért erre a kérdésre valaszt
nem kaptunk, és csak feltételezéseink lehetnek az okot illetden. Azonban a tobbi betegnél is

talalunk érdekes fenotipusos jegyeket a két kinai kozleményben: egy betegnél protanomaliat
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allapitottak meg (59), illetve a masodik csalad érintett férfi tagjainak latasélessége 0,1 és 0,2
kozott valtozott (61). Harom betegnél az ERG vizsgalatkor enyhe és kozepes csap valasz
csokkenést detektaltak. Ezek a megallapitasok és sajat eredményeink azt mutatjak, hogy az
opszin génekben detektalt LVAVA és MVAVA exon 3 interchange haplotipusok ugyan
fiatalkorban latszolag nem szindromas myopiat okoznak, de idésebb korban késéi kezdetii
progressziv csap dystrophidhoz vezetnek. Ennek megfelelden a kinai csaladokban a kezd6do
szinlatasi defektusok és az ERG eltérések prognosztikai faktorai lehetnek a késobbi klinikai
tiineteknek — amelyeket 6k nem vizsgaltak. Az altalunk vizsgalt fiatal férfi csalddtagok
normal szinlatasa jelzi, hogy mindkét haplotipus esetén atirddik bizonyos mennyiségii normal
opszin mRNS, melyr6l funkcioképes opszin fehérje keletkezik. Progressziv macula
dystrophia csak a 40 év feletti betegeknél detektalhatod, mely végiil vords és zold szinvaksag
kialakuldsat eredményezte a két legiddsebb csaladtagnal. Ezek az adatok egyértelmiien
bizonyitjak, hogy a szinlatdszavar a csap dystrophia kovetkezménye ¢és nem az
LVAVA/MVAVA haplotipusok direkt opszin inaktiviciéjanak eredménye. Mindezek
tilkrében Guo és Li azon allitasat, miszerint az LVAVA haplotipus nem Szindrémas nagyfoku
myopiat okozna, nem latjuk bizonyitottnak, és tigy gondoljuk, hogy eddig nem sikeriilt X
kromoszoman 6rokl6dé nagyfokti nem szindromas rovidlatast igazolni a szakirodalomban

senkinek.

Eredményeinkkel elsOként szolgéltattunk klinikai bizonyitékot arra, hogy az LVAVA ¢és
MVAVA haplotipusok nem okoznak szinlatdszavart vagy latdskarosodast fiatal egyénekben,
40 éves kor felett viszont késdi kezdetli progressziv csap dystrophia kialakuldsat okozzék,
melynek kovetkezménye a latasélesség csokkenése és szinlataszavar megjelenése. Olyan 1j
fenotipust irtunk le, mely korabban nem szerepelt az irodalomban a ritka exon 3 interchange

haplotipusokkal Osszefiiggésben. Az LVAVA genotipushoz tartoz6 fenotipusos variabilitast
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feltehetdleg egyéb genetikai modositd tényezok valamint a foleg mutans opszint €s kis

mennyiségii, de normal opszint expresszald csapok szama hatarozza meg.

Az 10j eredményekkel hozzajarultunk a ritka exon 3 haplotipusokhoz tartoz6 genotipus-
fenotipus korrelaciok megértéséhez. Vizsgalataink bizonyitjdk, hogy az opszinokban
eléfordulo LVAVA/MVAVA exon 3 interchange haplotipusokhoz tartozo korkép csak késoi
¢letkorban manifesztalodik. Mindazonaltal a betegség lefolydsanak tisztazasara tovabbi, a
bemutatott betegektdl iddsebb egyének részletes vizsgalatara van sziikség. Ennek a genotipus-
fenotipus Osszefiiggésnek a megfelel6 idoben torténd felismerése kiemelten fontos, hiszen az
opszin interchange haplotipusokra vonatkozd génterapias eljarasok kifejlesztése mar
elkezd6dott. Ez a genotipus kozponti érdekeltségii lehet az ilyen terapidk szempontjabol,
hiszen a betegek sokaig aszimptomatikusak, ezaltal esetiikben széles terapias ablak all

rendelkezésre.

6.1.2. A homozigota NEURODI null mutdaciohoz kapcsolodo uj szindromas progressziv

pdlcika-csap dystrophia

A NEUROD1 génrdl ismert, hogy részt vesz az endokrin pancreas valamint kiilonb6zd
neuronalis elemek, igy a retina fejlédésében is. A fehérje funkciondlis szerepe elsdsorban
allatmodellekbdl ismert. Irodalmi adatok szerint a NEUROD1 knockout egerek a sziiletést
kovetd néhany nappal stilyos diabetes kovetkeztében elpusztulnak. Emiatt a gén elvesztésének
hosszutavh hatasait, igy a gén szerepét kiilonboz6 szervek fejlddésében, mitkodésében sokaig
nem tudtak vizsgalni. Erre akkor nyilt lehetdség, amikor egyes kutatocsoportok a knockout
allatok ¢€lettartamat sikeresen meghosszabbitottak (97, 100). Pennesi és munkatarsai (2003)
olyan specialis knockout egereket hasznaltak, melyek tGlélési ratdja magasabb és igy egyes
egerek elérik a felndttkort. Megfigyelték, hogy a 2-3 honapos homozigota null mutans egerek

ERG-je csokkent palcika és csap valaszt mutatott, emellett szovettani vizsgalattal a

60



fotoreceptor réteg kiils6 szegmentumanak, a kiilsé nuklearis és a kiils6 plexiform rétegeknek a
degeneracioja latszott. Ugyanakkor a bels6 nuklearis, a belsé plexiform és a ganglionsejtek
rétege semmilyen degenerativ elvaltozast nem mutatott. Az idésebb, 18 honapos NEUROD1
null mutans egerekben a szOvettan a fotoreceptor réteg teljes hidnyat mutatta (100).
Ochocinska és munkatarsai a knockout gén expresszidjanak kiesését sikeresen korlatoztak a
retinara ¢cKO egerekben (102). Ily modon sikeresen tudtak vizsgalni a NEUROD1 szerepét
feln6tt egerek retindjaban. Esetilkben a retina szdvettani morfoldgidja a retina kiilsd
szegmentumanak elvékonyodasat és dezorganizaltsagat mutatta. Az ERG vizsgalaton a csap
¢és palcika véalasz drasztikus csokkenését detektaltdk mar a 2 hoénapos egereknél is. Az
idésebb egyedekben a fotoreceptorok teljes hidnya latszott. A degenerativ folyamat egyenld
mértékben érintette a palcikakat és csapokat. Az el6z6 munkacsoportnal leirtakhoz hasonldéan
a belsd nuklearis, a belsd plexiform és a ganglionsejtek rétege itt sem mutatott semmilyen
morfoldgiai valtozéast. Ezen kisérleti megfigyelések azt mutatjak, hogy a NEUROD1 gén
kiemelten fontos szerepet jatszik a fotoreceptorok funkcionalis és struktralis integritasanak
fenntartdsaban. A NEUROD1 null mutans egereknél a fotoreceptorok teljes pusztulasa lathato.
Mivel az allatmodellek egyértelmiien bizonyitottdk, hogy a homozigota NEUROD1
funkciovesztéssel jar6 mutacid sulyos, az ¢lettel Osszeegyeztethetetlen fenotipus
kialakulasahoz vezet, igy jogosan sokaig azt gondoltak, hogy emberben azért nem talaltak
még homozigdta null mutacidt, mert az valoszinlileg az emberben is élettel
Osszeegyeztethetetlen kovetkezményekkel jarhat (100). Ez a nézet megd6lt, amikor Cabezas
és munkatarsai 2010-ben két, egymastol fiiggetlen, homozigéta NEUROD1 mutacidval
rendelkezd beteget kozoltek le. Mindkét paciens neonatélis diabetessel és neurologiai
problémakkal kiizdétt, gy, mint cerebellaris hypoplasia, megkésett fejlodes, sulyos hallds- és
lataskarosodas (109). A paciensek részletes szemészeti fenotipusa azonban sajnos nem keriilt

leirasra, igy a muticid pontos szemészeti kovetkezménye tovabbra is ismeretlen maradt.
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Ugyanakkor a Cabezas és munkatarsai altal kozolt egyik paciens szemészeti eltéréseit 5 éven
keresztiil kovettiik, melynek sordn szamos, a betegséggel Osszefliggd kérdést tudtunk
megvalaszolni. A homozigdota delécioval (c.427 428delCT) azonositott 21 éves paciens
gyermekkora 6ta éjszakai latasi nehézségtdl, egyre fokozodo latotér sziikiilettl szenvedett, a
centralis latasélessége megtartott volt. Ezek a tiinetek egyértelmii atfedést mutatnak egy
tipikus palcika-csap dystrophia (pl.: a retinitis pigmentosa) jellemz6 fenotipusos sajatsagaival.
Az OCT vizsgalat a tiineteknek megfeleld eltérést igazolt: a fotoreceptorok teljes hianyat a
fovean kiviili teriileteken és egy fotoreceptorok alkotta korong alaku hiperreflektiv lemezt a
foveaban. Az ERG-n sem fotopikus sem scotokpikus valaszok nem voltak detektalhatok, ami
a palcikdk teljes hidnyaval és a csap fotoreceptorok szamanak csdkkenésével és sulyos
funkcionalis karosodasaval magyarazhatd. A stlyosan csdkkent retina funkcioval szemben, a
funduson detektalt anatomiai eltérések kiilonboznek a RP-ban lathato tipikus eltérésektol. Bar
az RPE a hatsé poluson molyragés szerli képletet mutatott, csontsejtforméju pigmentrogok
nem voltak detektdlhatok. Az RP-ra jellemz6 halvanysarga, viaszos megjelenésii papilla és
retina erek attenudcidja nem volt megfigyelhetd. A FAF képek megnodvekedett
autofluoreszcenciat és parafovealis hiperreflektiv gyliriit mutattak. Ez a jelenség RP-ban (126-
129) palcika-csap dystrophiakban (130) és egyéb 6roklodé retina dystrophiakban (130-132)
jellemzden megtalalhat6. A legkézenfekvobb magyarazat szerint a mitkddésiikben karosodott
csap fotoreceptorok szomszédsagaban elhelyezkedd és még miikodod fotoreceptorok fokozott
metabolikus aktivitdsa okozza az FAF képeken a parafovedlis hiperreflektiv gytriit.
Esetlinkben a hiperreflektiv gyiiri valoban a funkcionald és funkcid nélkiili retina hataran volt
lathato. Eredményeink alatamasztjdk azt az irodalmi feltételezést, miszerint a hiperreflektiv
gyliri a macula diszfunkcié prognosztikus faktora (126, 128, 133, 134), mely atmeneti

zonaként jelenik meg a funkcionald és nem funkcional6 retina hataran (126, 133-135).

crer
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szarmazik, melyek alapjan fontos szerepet tolt be a fotoreceptorok normal struktirajanak €s
miikodésének fenntartasaban. Hianyaban sulyos retina dystrophia alakul ki (100, 104).

Kutatasunk soran els6ként karakterizaltuk a homozigéta NEUROD1 null mutaciéhoz
tartozo korkép részletes szemészeti fenotipusat emberben. Egy olyan sulyos palcika-csap
dystrophiat diagnosztizaltunk, mely elektrofiziologiai tulajdonsadgaiban hasonlit a retinitis
pigmentosara, viszont a fundusképe €s a macula OCT képe minden mas, eddig ismert retina
dystrophiatol megkiilonbozteti. Ezek a jegyek a kovetkezok: relative megkimélt RPE réteg,
normal megjelenésii papilla és érhalozat, az extrafovealis fotoreceptorok teljes hidnya, illetve
a fotoreceptorok alkotta hiperreflektiv lemez a foveaban.

Mindezek alapjdn, vizsgalataink eredményeként 0j genotipus-fenotipus korrelaciot
irtunk le, mely ezen tilmenden egy kordbban ismeretlen megjelenésii retina dystrophiat is
jelent. A szakirodalomban el6szor irtuk le a NEUROD1 gén teljes funkcionalis kiesésének
hatasat az emberi szemre, egyuttal el0szor igazoltuk, hogy a NEUROD1 gén és fehérje a
retina normdl homeosztazisdban elengedhetetlen szerepet jatszik. Eldszor mutattuk be a
NEURODLI kieséséhez tarsulé retinalis elvaltozasokat, egyuttal a hosszu kdvetési periodusnak
koszonhetden azt is igazoltuk, hogy a betegség emberben progressziv. Eredményeinkkel
elészor igazoltuk azt, hogy a NEUROD1 gén funkcidjanak kiesése hasonld tiineteket okoz
emberben, mint az egérmodellekben. Megfigyeléseink igazoljak a Neurodl fehérje retina
homeosztazisaban betoltott fontos szerepét emberben. Bar eddig nem volt ismert olyan retina
dystrophia, melyet a NEUROD1 gén mutacidja okozott volna, nem zarhatjuk ki, hogy a
NEUROD1-nek szerepe lehet az eddig ismeretlen eredetii, nem szindromas retina dystrophiak
hatterében is. Erdekesség, hogy cikkiink megjelenésével szinte egyiddben valoban leirtik az
els6 ilyen retina dystrophiat, egy nem szindromas autoszomalis recessziven 6rokl6do retinitis
pigmentosat, melyet a NEUROD1 gén homozigota missense mutacidja okzott (136). Az

altalunk leirt ) genotipus-fenotipus korrelacid hozzajarulhat tovabbi NEUROD1-hez
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kapcsolodo retina dystrophidk diagnozisdhoz valamint informécidot nyujt a betegség

progndzisanak eldrejelzésében.

6.1.3. Relativ anterior microphthalmus oculodentodigitalis dysplasiaban

Az oculodentodigitalis dysplasia egy ritka velesziiletett rendellenesség, amelyért a
connexin 43 proteint kédoldo GJAL gén mutécio felelosek. E fehérje fontos szerepet jatszik a
szem fejlodésében. A betegség altalaban autoszomalis dominans modon o6roklédik, bar
autoszomalis recessziv és sporadikus eseteket is leirtak az irodalomban (112). A betegség
klinikai megjelenése valtozo, de a tiinetek foként az arcot, a fogakat, a szemet ¢és az ujjakat
érintik. A szindroma tipikus jegyei a kovetkezok: IV-V-6s ujj syndactylia, 1abujj anomaliak,
keskeny orr, alacsony hajvonal, vékony selymes haj és arcszérzet. A legfébb szemészeti
eltérések a microcornea, microphthalmia, néhany esetben a glaucoma (111, 113, 115). Az
irodalomban t6bb mint 60 koéroki mutaciot irtak le a szindrémaval kapcsolatban. E mutacidok
tobbségénél azonban nem ismert a részletes genotipus-fenotipus dsszefiiggés (111, 115). A
microphthalmia és microcornea egyiittes eléforduldsa az oculodentodigitalis dysplasia egyik
fenotipusos jegye, melyet el6szor egy négy generacios olasz csaladban irtak le (137, 138).
Ugyanakkor a microcornea és myopia szimultan jelenléte irodalmi ritkasagnak szamit akar
sporadikusan fordul eld, akar barmilyen szindroma részeként (139). Oculodentodigitalis
dysplasiaban eddigi irodalmi adatok alapjan még soha nem keriilt leirdsra sem relativ anterior
microphthalmus, sem myopia. Az altalunk vizsgalt 28 éves férfi beteg az oculodentodigitalis
dysplasiara jellemz6 tipikus dysmorphids jegyeket mutatta. A részletes szemészeti vizsgalat
microcorneat, sekély eliilsé csarnokot ¢és szilk csarnokzugi szoget igazolt. A betegnél
ugyanakkor normal tengelyhosszt és refraktiv myopiat talaltunk mindkét szemen, mely azt
mutatja, hogy a normalistol kisebb eliilsé szegmentumhoz normal hossziisagli hatsé
szegmentum tarsul, mely allapotot relativ anterior microphthalmusnak nevezziik. A genetikai

analizis alatamasztotta a klinikai diagnozist. A GJAL génben azonositottunk egy, a betegség

64



hatterében koradbban egy esetben mar lekozolt heterozigbta missense mutaciot (c.413G>A,
p.Gly138Asp). Ennek a mutacidonak a patogenetikai szerepét a szakirodalomban masodikként
kozoltiik le és igy elsOként erdsitettiik meg. Az altalunk kozolt beteg normal tengelyhossza
viszont kiilonbozik az eddig a szakirodalomban ko6zolt 6sszes oculodentodigitalis dysplasias
betegétol. Ez az elso eset, melyben relativ anterior microphtalmos €s myopia egyszerre tarsul
oculodentodigitalis dysplasidhoz. Eredményeink igazoltak, hogy a microphthalmus nem
kotelezé tiinete a betegségnek, vagyis a microcornea tarsulhat normal tengelyhosszal is
oculodentodigitalis dyslapsidban. Megfigyeléseink hozzdjarultak az oculodentodigitalis
dysplasia fenotipusos spektruménak kiterjesztéséhez, valamint segithetik a szem

tengelyhosszat befolyasold genetikai faktorok szerepének megértését.
6.1.4. Uj eredmények és gyakorlati jelentdség
A PHD értekezés uj eredményei

1. Kihasznalva a Debreceni Egyetem Szemklinik4jdnak és a Laboratoriumi Medicina
Intézet Klinikai Genetikai Tanszékének interdiszciplindris egyiittmiikodését, ritka
orokletes szemészeti korképek részletes genotipus-fenotipus meghatarozasat végeztiik
el. Sikerrel 06tvoztiink hagyomanyos genetikai vizsgalatokat és Ujgeneracios
vizsgaloeljarasokat, klasszikus szemészeti vizsgalatokat modern képalkotdo ¢és
elektrofiziologiai vizsgalatokkal a betegségek genetikai okainak és pontos

fenotipusanak feltarasaban.

2. Az irodalomban els6ként detektaltuk az LVAVA/MVAVA opszin interchange

haplotipus egyiittes eléfordulasat és elsdként irtuk le az ehhez tartoz6 szemészeti

fenotipust.
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A toxikus haplotipusok altal okozott X-hez kotott nagyfokt myopiaval jard, késoi
életkorban jelentkezd progressziv csap-pélcika dystrohia korabban ismeretlen volt. igy
hozzajarultunk a ritka exon 3 interchange haplotipusokhoz kapcsolodd genotipus-

fenotipus Osszefiiggések pontosabb megismeréséhez.

Megfigyeltik, hogy az altalunk diagnosztizalt LVAVA/MVAVA haplotipushoz
kapcsolodd  progressziv csap  dystrophia tiinetei (latasélesség  csokkenés,
szinlataszavar) csak késodi é€letkorban jelentkeznek, mely a részletes csaladvizsgalat
fontossdgara hivja fel a figyelmet, és 6va inti a klinikust az elhamarkodott

diagnodzisalkotastol.

Eredményeink elsoként bizonyitottdk in vivo, hogy a szinlatdszavar nem az
LVAVA/MVAVA haplotipus miatt alakul ki a betegekben, hanem a késdi életkorban

jelentkezd csap dystrophia kovetkezménye.

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 06roklédo

myopia.

A NEUROD1 gén kieséséhez tarsuldo szemészeti fenotipus emberben korabban
ismeretlen volt. Jelen munka sordn részletesen meghataroztuk egy, a NEUROD1
génben 1évé homozigéta null mutacidé (c.427 428delCT) altal okozott szemészeti
fenotipust egy permanens neonatalis diabetessel ¢€s sulyos neurologia

rendellenességgekkel rendelkezd beteg esetében. Ezzel a szakirodalomban elséként

crer
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Eldszor igazoltuk, hogy NEUROD1 hianya az allatkisérletekhez hasonl6éan emberben

is stlyos retina dystrophiat okoz.

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

oculodentodigitalis dysplasiaban.

A munka gyakorlati jelentosége

1. Az uj genotipus-fenotipus 0Osszefiiggések részletes leirdsa segiti a beteget ellatd
szemész orvosok, valamint a genetikaval foglalkozé szakemberek és a genetikai

tanacsadason dolgozok munkajat.

2. Els6ként igazoltuk, hogy az LVAVA/MVAVA haplotipus infantilis nagyfokt myopiat
¢és késdi életkorban kezddddé progressziv csap-palcika dystrophiat okoz, ezért X-
kromoszémahoz kototten 6roklddé nagyfoku rovidlatds esetén gondolni kell ra. A
betegség korai felismerése felhivja a figyelmet az rendszeres szemészeti vizsgalatok
sziikségességére, a betegség prognozisdnak eldrejelzésére. Mindemellett a mutacid
azonositasaval célzottan kereshetjiik a tarsuld tiineteket (szinlataszavar, latasélesség

csokkenése).

3. Az opszin génekban detektalt ritka interchange haplotipusok teriiletén elkezdédtek a
génterapids kisérletek. Az altalunk detektalt LVAVA/MVAVA haplotipushoz tarsult

késo1 ¢letkorban kezdd6dd progressziv csap dystrophia e terdpidkban koézponti
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jelentdségli lehet, ugyanis a betegség jellemzd tiineteinek késdi életkorban valo

manifesztalddasa miatt a génterapids ablak igen nagy.

A NEURODI1 mutacié részletes fenotipusanak leirasaval eldsegithetjiik a NEUROD1
génhez kapcsolddo retina dystrophidk diagnosztikajat, egyuttal bizonyitottuk, hogy a
NEUROD1 gén fontos szerepet jatszik nemcsak a retina fejlodésében, de
mikodésének fenntartdsadban is. A genotipus-fenotipus 0OsSzefliggés tisztazasa,
valamint a progresszi6 leirdsa segitséget nyujthat a jovObeni esetleges betegek
genetikai tanacsadasaban, a betegség diagndzisanak felallitasaban és prognozisanak

eldrejelzésében.

Az oculodentodigitalis dysplasidban leirt 1j fenotipusos jegyekkel hozzajarultunk a
betegség fenotipus spektrumanak bdvitéséhez, valamint a szemtengelyhosszat

befolyasold genetikai faktorok megértéséhez.
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7.  OSSZEFOGLALAS

A szem organogenezisében résztvevd gének muticioi feleldsek a szem velesziiletett
rendellenességeinek kialakuldsaért. Eldfordulhatnak izoldlt forméaban vagy szindromak
résztiineteként. A klinikai kép sulyossaga, lefolyasa, illetve a betegség altal érintett szovetek
mind nagy valtozatossagot mutatnak. Munkam célja: ritka vagy eddig az irodalomban nem
ismert, orokletes szemészeti rendellenességek klinikai €s genetikai vizsgalata, ) genotipus-
fenotipus korrelaciok részletes meghatarozésa, igy segitve kutatok, szemész szakorvosok és
genetikaval foglalkoz6 szakemberek munka;jat.

Egy X kromoszémahoz kotott nagyfoki myopidval rendelkez6 csaladban ujgeneracios
klinikai exom szekvenalassal a voros és zold opszin génekben toxikus interchange haplotipust
(L-opszin/LVAVA, M-opszin/MVAVA) detektaltunk. A proband hosszu tavi kovetésével és
az iddésebb férfi csaladtagok klinikai és genetikai vizsgélataval egyértelmiivé valt, hogy a
nagyfokii myopiahoz késobbi, 40 év feletti életkorban progressziv csap dystrophia tarsul.
Megallapitottuk, hogy az érintett férfiak szinlatasa és latasélessége 40 éves korig normalis,
majd 40 év felett latasélesség csOkkenése és deutan/protan szinlataszavar alakul ki.
Vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a szinlatdszavar nem kozvetleniil a toxikus haplotipus,
hanem a kovetkezményes csap dystrophia eredménye. Az LVAVA/MVAVA haplotipus
kombinaci6 az opszin interchange haplotipusokkal kapcsolatban zajlo génterapias
kutatasokban kiemelten fontos lehet, a betegség tiineteinek késdi megjelenése miatt.

Egy permanens neonatalis diabetest, neurologiai eltéréseket, sulyos latdskarosodast
okozd homozigdta és teljes funkciovesztéssel jaro NEUROD1 mutacio (c.427 428delCT,
p.Leul43Alafs*55) esetében elsoként végeztiink részletes szemészeti fenotipus meghatarozast
¢s irtunk le a betegséghez tarsuldo progressziv retina dystrophidt. Bar a betegség a
tiinettanaban, a retina funkciondlis kdrosoddsaban és az ERG vizsgalati eredményében is

emlékeztet retinitis pigmentosara, a jellegzetes szemfenéki és OCT kép segitségével attol és
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mas retina dystrophiaktdl teljesen elkiilonithetd. Jellemzdi a relative megkimélt RPE réteg,
normal papilla és érhalozat, a palcikak teljes hidnya, valamint egy éles hatart, fotoreceptorok
alkotta, korong alaku, kompaktalddott, hiperreflektiv képlet a foveaban. Elséként igazoltuk,
hogy a homozigéta NEUROD1 mutacié az allatkisérletekhez hasonléan emberben is sulyos
retina  dystrophiat okoz. Megallapitottuk a mutacidé anatomiai ¢és funkcionalis
kovetkezményeit human retinaban. Oculodentodigitalis dysplasiaban szenved6 férfi beteg
esetében igazoltunk egy kordbban egy esetben mar leirt missense mutaciot a GJAL génben
(c.413G>A, p.Glyl38Asp). Az eddigi esetektdl eltéréen a részletes szemészeti vizsgalattal
egy Uj fenotipust igazoltunk a betegségben, nevezetesen relativ anterior microphthalmus és
myopia egyiittes el6fordulasat. Az Aaltalunk detektdlt j genotipus-fenotipus korrelaciok
megallapitdsa fontos diagnosztikai és prognosztikai értékkel bir, valamint lehetdséget

nyujtanak az egyes betegségek patomechanizmusanak mélyebb megértésére.

70



SUMMARY

Mutations responsible for inherited eye disorders are often found in genes which play
a crucial role in the development of the eye or in maintaining its function. These
abnormalities can occur isolated or as a part of a multiorgan syndrome. The severity of the
clinical manifestation, the progression and the tissues which are affected by the disease show
a high diversity. The aim of my work was to clinically and genetically examine rare inherited
eye diseases, and to determine in detail their new genotype-phenotype correlation, in order to
get a deeper view in their pathogenesis and to provide essential information about these
diseases for the researchers, ophthalmologists and clinical geneticists.

Toxic interchange haplotypes in exon 3 of the red and green opsin genes (L-
opsin/LVAVA, M-opsin/MVVAVA) were detected in a family with X-linked high myopia by
clinical exome sequencing. However, the long term follow-up and the clinical and genetic
investigation of the older affected family members revealed that the high myopia associated
with progressive cone-dystrophy in patients older than 40 years. We found that affected males
have normal color vision and visual acuity until their forties, but visual acuity started to
decline thereafter, along with the development of deutan/protan color vision defects. Our
results confirmed that the color vision defect is not the direct consequence of the toxic
haplotype, it is due to the cone dystrophy. The effect of the combination of the
LVAVA/MVAVA haplotype was described for the first time in the literature. Our findings
indicate, the rare exon 3 interchange haplotype in the opsin genes can cause a late onset
progressive cone dystrophy, representing a new genotype-phenotype correlation. Moreover,
based on our results the diagnosis of a previously reported non-syndromatous X-linked high
myopia should be reconsidered. We performed the first detailed ophthalmological description
of a progressive retinal dystrophy caused by a homozygous NEUROD21 null mutation

(c.427_428delCT, p.Leuld3Alafs*55) in a patient with permanent neonatal diabetes,
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neurological defects and severe visual impairments. Although it resembles retinitis
pigmentosa in aspects of symptoms, retinal functional impairment and ERG results, it can be
clearly distinguished from any already known retinal dystrophies by characteristic OCT and
fundus appearance. The characteristic hallmarks of the disease are the relatively spared
pigmented epithelial layer, the normal appearance of the optic disc and retinal vessel, and the
hyperdens disc-shaped remnant of cone photoreceptors in the fovea. We are the first to report
that the NEUROD1 null mutation causes severe retinal dystrophy in humans similar to that
seen in animal experiments. We determined in detail the anatomical and functional
consequences of the homozygous NEUROD1 mutation in the human retina. We detected a
previously described missense mutation in the GJAL gene (c.413G>A, p.Gly138Asp) in a
patient with oculodentodigital dysplasia. A new phenotype was revealed by detailed
ophthalmological examination, namely the simultaneous presence of anterior microphthalmos
and myopia. Our new genotype-phenotype correlations have important diagnostic and
prognostic value and add to the deeper understanding of the patomechanism of these inherited

eye disorders.
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