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BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A cisztds fibrozis

A cisztas fibrozis (CF), masnéven mukoviszcidozis, az egyik leggyakoribb monogénes
oroklodo betegség a kaukazusi populacidban, hozzavetdlegesen minden 27. egyén
heterozigéta valamelyik koroki mutacidora nézve. A megbetegedés egy kloridion-csatorna
zavar kovetkezményeként jon 1étre, melyet a cisztas fibrozis transzmembran-konduktancia
regulator  fehérje génjét (CFTR) ¢érintd mutaciok okoznak. Az  epithelidlis
folyadéktranszportban résztvev natrium-, klorid- és bikarbonat ionok akadalyozott mozgasa
miatt strli, viszkozus szekrétumok keletkeznek az érintett exokrin mirigyek
kivezetdcsOveiben, az izzadtsagmirigyek valadékat magas soétartalom jellemzi. A klinikai kép
rendkiviil valtozatos, progressziv és az adott betegre jellemzd. A korlefolyas elsdsorban a
szervi ¢érintettségtél ¢és annak mértékétdl fligg. A korkép autoszomalis recessziv

Oroklésmenetet mutat.

A CF epidemiologiaja

Vilagszerte a megbetegedés kb. 70.000 embert érint. A WHO adatai szerint az
Eurdpiai Unidban atlagosan minden 2.000 - 3.000 terhességbdl sziiletik egy beteg gyermek.
Az adott orszag egészségiigyi fejlettségével €s a népesség €letszinvonalaval osszefliggésben a
mortalitds igen valtozo. A varhat6 élettartam az utobbi négy évtizedben jelentds mértékben
emelkedett, pillanatnyilag Kanaddban a legmagasabb, ahol meghaladja a 47,7 évet. Korabban
a betegség magyarorszagi eléfordulasaval kapcsolatban kevés informacio allt rendelkezésre és
ezek koziil a legfrissebb is 1996-ra datdlhaté. A European Cystic Fibrosis Society (ECFS)
2017-ben publikalt adatai szerint hazankban jelenleg 558 regisztralt CF beteget tartanak
szamon. A kozeljovOben azonban az 0jsziilottkori sziirés elterjedésével és fejlodésével, igy a
betegség enyhébb formainak egyre gyakoribb felismerésével az incidencia adatokban eldbb
emelkedés, majd a prenatalis és preimplanticidés diagnosztika bevezetésével csokkenés

prognosztizalhat6. A prevalencia viszont hosszitavon emelkedni fog a betegség egyre

crer



A CFTR szerkezete és funkcidja

A CFTR protein az ABC (ATP Binding Cassette) fehérjecsaladba tart6zo, cAMP-
fiiggd klorid (Cl) / bikarbonat (HCOs?) csatorna, mely a légutak, a bélrendszer, a
hasnyalmirigy, a m4j és a reproduktiv szervek sejtjeinek apikalis plazmamembranjaban
talalhato. Két homoldg részbdl épiil fel, melyeket egy-egy hexahelikalis transzmembran
domén (TMD1 és 2) és egy-egy intracelluléris nukleotidkoté domén (NBD1 és 2) alkot. A két
fél egy intracellularis szabalyozé (R) doménen keresztiil kapcsolodik egymashoz.
Bioszintézise €s érése a hagyomanyos endoplazmatikus retikulum — Golgi ttvonalon torténik,
majd fiziologids szerepét a sejtmembranba keriilve tolti be. Internalizdlodésa utdn a fehérje
végll az endoszomakba jut, ahol tobbnyire Gjrahasznosul. A molekula féléletideje atlagosan
12-14 o6ra. A hamszovetekben a CFTR altal kontrollalt iontranszport szamit az anion
szekrécid sebességmeghataroz6 [épésének, igy ez hatdrozza meg a transzepithelialis
folyadékmozgéas mértékét, ezaltal az epithel boritasti lumenfelszinek hidraltsagi fokat és pH-
jat is. A csatorna mukddésének koszonhetden alakul ki tobbek kozott a pancreasnedv, a
verejték és a légutakban talalhaté folyadék végleges ionkoncentracidja €s mennyisége is.
Mivel a fenti szekrétumok kulcsszerepet toltenek be az emésztésben, a testhdmérséklet
szabalyozéasaban és pl. a tiidok természetes immunvédekezésében, igy csokkent mennyiségiik

¢€s megvaltozott Osszetételiik nagyon koran sulyos szovodmeényekkel jar.

A CF pathogenezise

A betegség elso tiinetei leggyakrabban csecsemd- és kisdedkorban jelentkeznek. A
CFTR-t expresszald szovetek (pancreas, tiido, gastrointestinalis és a hepatobiliaris rendszer,
valamint a reproduktiv traktus) funkcioromlassal kisért cisztas, kotészovetes elfajulasa
kovetkezik be. A miikddészavart els6dlegesen a viszkézus nyadk okozta obstrukcié miatt
kialakulo szervkarosodas idézi el6. A CFTR gén a 7. kromoszoéma hosszu karjan talalhato
(7931.2), mérete 230 kb és 27 exonban 1480 aminosavat kodol. A CFTR-ben leirt genetikai
variansok szama a gén 1989-es klonozasa ota folyamatosan boviil, jelenleg tobb, mint 2000
eltérés szerepel a hivatalos adatbazisokban. Noha a mutaciok dontd tobbsége igen ritka —
minddssze 20 darab éri el vilagviszonylatban a 0,1%-os allélfrekvenciat — koziilik 1524
bizonyitottan patogén természetli. A sulyos eltérések mellett természetesen eldfordulnak
valtozo klinikai kovetkezményekkel jard, enyhe, ismeretlen jelentdségii és CF-t nem okozo,
tiinetmentes mutaciok is. A kozelmultban megujitott ECFS ajanlés szerint az szamit patogén
mutacionak, ami egy masik ismert, és bizonyosan transz helyzetii patogén mutacioval egylitt
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klinikailag megerdsitett CF kialakuldsahoz vezet. A valtozo klinikai kovetkezményekkel jaro
kategoriaba sorolt mutaciokkal (MVCC) rendelkezé betegek esetében tovabbi kivizsgalas
sziikséges az erre alkalmas specialis CF kozpontokban, rekurrens/krénikus idiopathias
pancreatitis, velesziiletett bilateralis vas deferens hiany (CBAVD) és bronchiectasia iranyaba.
Pathofiziologiai szempontbol a betegség kialakulasdban szerepet jatsz6 mutaciok hat
osztalyba sorolhatok. Az 1. osztalyba tartoz6 eltérések kozott olyan nonszensz, splicing zavart
okozd (splice site) €és olvasasi keret eltolodast eredményezd (frameshift) mutaciokat taldlunk,
amelyek korai stop kodont eredményeznek (pl. ¢.3484C>T, ¢.3846G>A, c.1657C>T,
c.1679+1.6kbA>G ¢és ¢.1624G>T). A II. osztalyba sorolt mutaciok kovetkeztében a fehérje
poszttranszlacids modositasa vagy sejtmembranba torténd transzportja szenved zavart (pl.
c.1521 1523delCTT és ¢.3909C>G), mig az V. osztily mutacioi esetében promodter vagy
splicing zavart okozd abnormalitdsok miatt csokkent transzkripcio figyelhetd meg (pl.
€.2657+5G>A, .1364C>A, c.2988+1G>A). A VI tipusba soroljuk, ha a fehérje
miikodoképes, de instabil, ezért annak turnovere a plazmamembranban fokozott (pl. c.-
12 10del23, ¢.859A>T, c.4147 4148insA). Tehat az I, II, V. és VI csoport mutacioi
stlyosan csokkent sejtfelszini CFTR expresszioval jarnak. Ezzel szemben a III. és IV.
osztalyba tartozé genetikai defektusok esetén a protein mennyisége megfeleld és a funkcio az,
ami karosodott. A III. osztaly mutacioi a kloridcsatorna alacsony nyitasi valdsziniiségét vagy
annak elmaradésat okozzak (pl. c.1652G>A, c.1651G>A, ¢.4046G>A), a IV. csoportban
pedig a csatorna strukturalis valtozdsa vezet a konduktancia hianyahoz (c.350G>A,

¢.1000C>T, ¢.1040G>C).

A CF sziirése és diagnosztikaja

Az ujsziilottkori sziirés 1979-ben Uj-Zélandon tortént induldsa Ota egyre tobb
orszagban keriil bevezetésre. Koszonhetd ez annak is, hogy a betegség korai terapids
beavatkozasi lehetdségei rohamos fejlédésen mennek keresztiil. A sziirés két, gyakrabban
harom szintli és hibrid technikdkat hasznal, melyek jellemzden az immunoreaktiv tripszinogén
és a pancreatitis-asszocialt protein meghatdrozdsan kiviil valamilyen DNS alapu
szirdmodszert foglalnak magukban. A kombinacidktdl és a valasztott cut-off értékektdl
fliggben az ujsziilottkori sziirések pozitiv prediktiv értéke 9-19,7%, szenzitivitasa 87-99%
kozott valtozik, mig specificitdsuk rendszerint eléri a 99%-ot. A CF mutécios statusz
meghatarozasat lehetévé tevd molekularis genetikai vizsgalatoknak a CF diagnosztikajaban

jelenleg jol koriilhatarolt helyiik és egyértelmili szerepiik van. A betegség gyanujat a pozitiv
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ujsziilottkori sziirdteszt mellett felvetheti még a csalddi anamnézis vagy egyes jellegzetes
tiinetek, rendellenességek megjelenése is (pl. diffiz bronchiectasia, exokrin pancreas
elégtelenség, sovesztdé szindroma, obstruktiv azoospermia, pozitiv kopettenyésztés —
els6sorban P. aeruginosa, stb.) A jelenleg hasznalatos algoritmus szerint a diagndzis
felallitasahoz mindezek mellett szlikség van egy pozitiv verejték klorid tesztre (> 60 mmol/L),
vagy ennek nem egyértelmii eredménye esetén két (transz helyzetben 1év6) CF-okoz6 mutacid
jelenlétének genetikai vizsgélattal torténd igazoldsara, esetleg a CFTR diszfunkcio
bizonyitasara. Ez utobbi esetén az NPD (nasal potential difference) vagy az ICM (intestinal
current measurement) tekinthetd elfogadott modszereknek, melyek azonban nehézkesen
kivitelezhet6k és emiatt széleskoriien nem terjedtek el. Az ECFS legujabb gyakorlati
utmutatdja javaslatot tesz arra nézve is, hogy milyen felszereltséggel és adottsagokkal
rendelkezd laboratoriumok végezhetnek CF irdnyu genetikai vizsgdlatokat. Ezen
kritériumokbo6l fontos kiemelni, hogy a vizsgadlni kivant populaciora specifikus
mutaciospektrum meghatarozasa elengedhetetlen, elsdsorban a szlir6vizsgalatként hasznalt
molekularis genetikai vizsgalatok esetén. Ennek oka, hogy a mutacidk teriileti eloszlasa
rendkiviil valtozatos képet mutat, emiatt a régidoban nagyobb gyakorisaggal eléfordulod
patogén, CF-okozo6 eltérések azonositdsa megkeriilhetetlen egy optimalis teljesitményli

szlir6panel felallitdsahoz.

Terapias lehetéségek CF-ben

Béar a morbiditasi/mortalitdsi mutatok az utobbi évtizedekben jelentds javulast
mutatnak, a CF-ben szenvedé betegek tobbsége még mindig 1égzési elégtelenség
kovetkeztében hal meg. Emiatt tovabbra is a tiidokarosodas progresszidjanak lassitasa jelenti
a terapia elsddleges céljat. A folyamatosan Ujraképz6dé nydkdugdk miatt a mukociliaris
ontisztulds nem tud kelld hatékonysaggal miikodni, ez pedig szekunder infekciok
kialakulasahoz vezet. A leggyakoribb patogének a Staphylococcus aureus és a Pseudomonas
aeruginosa. A neutrophil granulocytak kézremiikodésével fenntartott kronikus gyulladast akut
exacerbaciok tarkitjak és a tiidéfunkcid képtelen az alapértékre visszaallni. A hagyomanyos
gyogyitas ennek megfelelden antibiotikum profilaxist és az exacerbaciok prompt, agressziv
kezelését foglalja magadba. Ezt gyakran kiegészitik bronchodilatatorokkal, DNaz ¢és
neutrophil-elasztaz inhibitor kezeléssel a légutak atjarhatdosaga végett, emellett a szekrétum
kitiriilésének sebessége is fokozhatdo mellkasi fizioterapiaval. Bizakodasra ad okot, hogy a

betegség hatterének részletes megismerésével és a molekularis diagnosztika fejlodésével uj,
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célzott terapias lehetdségek elott nyilik meg az ut. Ilyen szempontbdl uttéronek szamitott az
ivacaftor (VX-770) 2012-es megjelenése, mely elséként tette elérhetévé a CFTR funkciot
legalabb egy c.1652G>A alléllal rendelkeztek) allapotdban elért szignifikans javulas sikere
tovabbi kutatasokat alapozott meg. Napjainkban CF-ben a célzott terapias fejlesztéseknek
harom {6 irdanya van: a potencirozd, a korrektor és az olvasast segitd (,,read-through’)
molekuldk keresése. A potencirozdszerek (pl. ivacaftor) a mar sejtfelszinen expresszalt CFTR
hatékonysagat javitjak, igy a III. és IV. osztalyt mutacidk esetén a legeredményesebb az
alkalmazasuk. A korrektor molekuldk (pl. lumacaftor és tezacaftor) a II. osztdlyba sorolt
mutaciok eredményezte mutans CFTR protein processzaldsaban és membranba juttatdsaban
nyujthatnak segitséget. A harmadik csoportba tartozo vegyiiletek (pl. ataluren) eldsegitik a
korai stop kodon ,atugrasat”, ezéltal az 1. osztdlyG muticidkkal rendelkezd betegekben
kevesebb trunkalt CFTR fehérje képzddik. A II. osztalyba tartozd c.1521 1523delCTT
(p.Phe508del) mutaciot - populaciotol fiiggden - a betegek kb. fele-kétharmada hordozza. Az
6 esetiikben a nem megfeleloen modositott fehérje javarészt lebomlik miel6tt a sejtmembrant
elérné, de amennyiben mégis kis mennyiségben kijut, akkor a patomechanizmus maér
valdjaban egy ,,gating”, azaz Ill-as tipust eltérésnek tekinthetd. Taldn ez magyardzza, hogy a
€.1521 1523delCTT betegek esetén a kombinalt terapia (korrektor+potencirozo)
hatékonysdga joval meghaladja a monoterapidban adott luma- vagy tezacaftorét, igy nem
meglepd, hogy a 12 év feletti vagy a €.1521_1523delCTT homozigétak esetén ma mar ez a
javasolt regimen. Becslések szerint a fent részletezett modulator terapiak segitségével a CF-
ben szenvedd betegek kozel felét lehet a korabbiakhoz képest egyértelmiien kedvezobb
eredménnyel kezelni, igy a megbizhat6 és minél tobb genetikai eltérést lefedé mutéacidanalizis
jelentdsége vitathatatlan. A génsebészeti technikdk egyelére még kisérleti stddiumban

tartanak, ezek taglalasara az értekezés nem tér ki.

A piroszekvendlas elve és korlatai

Az Uj generacios DNS szekvenalasi (next generation sequencing, NGS) technikak
rovid 1d6 alatt és alacsony koltségekkel nyudjtanak kordbban soha nem latott
ateresztOképességet a DNS bazissorendjének meghatdrozasaban. Emiatt felhasznalasuk a
tudomanyos kutatds mellett a molekuldris genetikai diagnosztikai vizsgalatok korében is
rohamosan terjed. Szamos modszer ismert, melyek koziil kezdetben a piroszekvenalas és az

ion-szemikonduktor technologia biztositotta a lehetéséget hosszabb szekvenciak
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Mmeghatarozasara, de az olvasas mindségével a mai napig akadnak problémak. A
piroszekvenalas egy biolumineszcencia detektaldson alapulé NGS mddszer, melynek soran az
egyszalt DNS templathoz enzimatikusan egy komplementer széalat szintetizalunk. A
reakcidtérbe egy ciklusban szigortan csak egyféle dNTP adagoldsa torténik, melynek a
novekvd szalba vald bekotddését a DNS polimeraz enzim a komplementaritas elve szerint
katalizalja. A nukleotidok beépiilése soran pirofoszfat keletkezik, és ennek mennyiségét egy
kapcsolt luciferaz enzimreakcio segitségével, fényfelvillanas formajaban tessziik lathatova és
mérhetévé. Az egyes dezoxinukleotidok felvaltva, meghatirozott sorrendben, egymastol
mosasi 1épésekkel elvalasztva keriilnek a rendszerbe. Igy nyomon kovethetd, hogy a
lanchosszabbodas soran milyen dNTP és mekkora mennyiségben inkorporalodott, hiszen a
detektalt fény intenzitdsa elviekben ezzel egyenes ardnyossagban all. A piroszekvenator
szoftvere az analizis befejeztével un. flowgramokat general, melyek kiértékelésével jutunk a
szekvenciaanalizis eredményeihez. Manapsag mar kozismert, hogy piroszekvenalaskor/ion-
szemikonduktor szekvenalaskor a gyakorlat nem minden esetben koveti az elméletet. A
beépiilt nukleotidok szama és az emittalt fény intenzitasa kozott fennalld, kezdetben linearis
Osszefiiggés a beépilildé nukleotidok szdméanak emelkedésével elenyészik. Ennek
kovetkeztében nagy szdmban ismétlédé bazisok meghatirozdsakor a modszer rendszeresen
hibat vét, ami ala- vagy folémérések formajaban jelentkezik. Egyéb korlatai is vannak az
eljarasnak, pl. el6fordulhat, hogy a hozzdadott ANTP nem elegendé mennyiségii (inkomplett
extenziot eredményez) vagy a nem megfeleld mosas a ,,carry-forward” jelenséget idézheti eld
(egy ciklusban tobbféle dNTP is beépiil egymds utan), de ezeket a rendszer a nagyszdmu

parhuzamos mérésnek koszonhetéen sokkal konnyebben tudja azonositani €s kisziirni.

A homopolimerek

A genomikdban homopolimernek (HP) vagy masnéven mononukleotid
mikroszatellitanak nevezziik az olyan szekvenciat, amely egymast kdvetd azonos bazisokbol
all. A human exom megkdozelitleg 1,43 millié olyan homopolimert tartalmaz, amely 4-mert6l
hosszabb. Ezek thlnyomo része (96,7%-uk) méretét tekintve a 4-mer €s 6-mer kozotti
tartomanyba esik. Szerepiik nagy valosziniiséggel a rekombinédcidban és a transzkripcid
szabalyozasaban van. A human genomban a G:C homopolimerek szamahoz képest az A:T
parok feltiinden feliilreprezentaltak. Bar mindkét par szerkezete viszonylag stabil, ezek a

lokuszok mégis kiilondsen hajlamosak mutalddni, tulajdonképpen ,,length change” mutacios



forropontoknak tekinthetok, ami feltehetdleg hozzajarult ahhoz, hogy szamuk az exomban az

1ddk soran Iényegesen redukalodott.

Bioinformatikai megoldasok

Lévén, hogy a HP-ek az egyéb DNS szakaszokhoz képest sokkal inkabb ki vannak
téve az inzercioknak ¢és delécidknak (indel mutacioknak), a piroszekvenalds fentebb
részletezett problémdja hatvanyozottan fog érvényesiilni a HP-t tartalmaz6 DNS fragmentek
elemzésekor. Tovabb stlyosbitja a helyzetet, hogy a diagnosztikus célra hasznalt molekularis
genetikai moddszerek alkalmazésakor a valds genetikai eltérések megkiilonboztetése az
artefaktumoktol (azaz a fals pozitiv rata alacsonyan tartasa) kiemelt jelentéséggel bir. Nem
véletlen, hogy ennek kikiiszobolésére azota szamos bioinformatikai eszkoz sziiletett. Ezen
algoritmusok egy része a flowgramok csoportositasat végzi el, a Denoiser pl. a rangszdm
szerint rendezett relativ gyakorisdgok alapjan, vagy a PyroNoise/AmpliconNoise, ami
empirikusan meghatarozott hibaeloszlds alapjan szamolja a valdsziniiséget. Az Acacia
elnevezésli szoftver elsdésorban a HP régiokra koncentrdl és az egyes bazisleolvasasok
(,,readek™) sorbarendezésekor egy dinamikusan valtoz6 konszenzus szekvencidt vesz
figyelembe. A Coral és az ECHO hibajavitd algoritmusok mellett emlitésre méltd még a
HECTOR, utébbi a HP spektrumok alapjan tobb lépcsében végzi el a korrekcidt. Szintén
hasznos alkalmazas a FlowClus, ami visszajelzéssel szolgdl a zajmentesités folyamatarol,
lehetové téve igy a felhasznald szamara, hogy az adott adathalmaznak leginkabb megfeleld
paramétereket alkalmazza a szamitasok soran. A NoDe (Noise Detector) és a DUDE-Seq a
legfrissebb eszkozoknek szamitanak és amellett, hogy ezek dolgoznak a legkisebb
hibaszazalékkal, még kifejezetten gyorsak is. Ugyanakkor hidba javul drdmaian a
piroszekvenalds pontossdga a szofisztikalt hibajavitd programoknak kdszonhetden, azok
minden igyekezet ellenére sem tudjak a problémat tokéletesen athidalni. Kovetkezésképpen a
diagnosztikai célra hasznalt piroszekvenatorok és az azonos kémiai elven miikodd, de pH
valtozést detektalé Ion Torrent késziilékek bedllitasakor mindig célszerii felmérni az adott
miiszer analitikai képességeit, kiilonos tekintettel arra, hogy az analizator milyen méretii HP

szakaszokat képes még nagy biztonsaggal meghatarozni.



Homopolimerek a CFTR génben

A CFTR gén kodold régidja Osszesen 24 HP-t tartalmaz 17 exonban. Hasonloan a
teljes genomhoz, a T és A homopolimerek szama joval meghaladja a G ¢és C
homopolimerekét: 14 timin, 8 adenin, 2 guanin HP talalhaté a génben, citozinbol all6 nem
fordul el6. Ezek koziil diagnosztikai szempontbol a 14. exonban elhelyezkedd 7A szakasz a
leginkabb problémas (c.2046 2052), mivel itt tobb, egyébként bizonyos populaciokban
gyakorinak szamitd patogén mutaciot is leirtak. A mutins allélokon 1étrejové poli-A
szegmensek szdma valtozo, a ¢.2051 2052delAAinsG mutaci6é 6t adenin, a c.2052delA hat
adenin, mig a hazankban elterjedt (Id. kés6bb) ¢.2052 2053insA (p.GIn685Thrfs*4) mutacio

nyolc adenin hosszusagh HP szakasz kialakuldsat eredményezi a 16kuszban.
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CELKITUZESEK

PhD munkdm soran céljaim a kovetkezok voltak:

1. Elbzetesen gondosan szelektalt, klasszikus CF beteganyagon a Kelet-Magyarorszagon
eléforduld mutéciok tipusainak, gyakorisaganak és eloszlasanak a meghatarozasa,

2. Az eredmények alapjan egy régio-specifikus, raciondlis és koltséghatékony,
tobblépcsds genetikai CF mutécio detektald diagnosztikai panel kialakitasa,

3. Ujabb betegek bevonasaval a muticidspektrum felmérésének kiterjesztése hazank
tovabbi tertileteire, torekedve orszagos érvényességli adatok gytijtésére,

4. A kombinalt mutacidéspektrum birtokdban a korabbi CF mutacidpanel feliilvizsgalata
és tesztelése,

5. A piroszekvenalas elvii Roche 454 NGS rendszer analitikai teljesitményének
meghatarozasa, kiilonos tekintettel a késziilék homopolimer detektalo képességeire,

6. Egy NGS alapu CF diagnosztikai modszer kifejlesztése €s annak validalasa, mely
ezaltal a molekularis genetikai vizsgalatok kozé beilleszthetd, valamint segitséget
nyujthat egy jovobeni Ujsziilottkori és/vagy heterozigota (hordozo) sziirés genetikai

analizis moduljanak felallitasaban.
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BETEGEK ES MODSZEREK

A kelet-magyarorszagi mutdciospektrum felmérése

A betegek kivalasztasa

A régidos mutacidospektrum vizsgalatadhoz egy 40 f{obol alld  reprezentativ
betegesoportot allitottunk 6ssze (atlagéletkor = SD: 14,4 + 8,7 év), akik a betegség klasszikus
klinikai képét mutattak. A tiinetek megallapitdsa és a CF gyants betegek bevalogatasa
klinikusi kollaboraciéval tortént. A klinikai bevalogatasi szempontok kozott a betegek
anamnézisében a leggyakoribb tiinetek a kovetkez6k voltak: 1égzdszervi eredetiiek
(tachypnoe, elhtizodd kohogés, mellkasrontgen elvaltozasok, recidivald obstructiv bronchitis,
recidivalé pneumonia, bronchiectasia, stb.), emésztdrendszert érintd (malabsorptio, suly- és
hosszndvekedési zavar, hypoproteinaemia-oedema, pancreas karosodas jelei, meconium ileus,
stb.) reproduktiv traktus eltérési (késdi pubertds, vas deferensek korai elzarodasa,
azoospermia, stb.) és pozitiv vagy hatarérték koriili klorid verejtékteszt (> 60 mmol/L). A
verejtékmintak gyiijtéséhez Macroduct Sweat Collection System (Wescor - ELITechGroup,
Logan, UT) eszkozt, a verejték klorid koncentracid meghatarozasahoz Sweat Chek
Conductivity Analyzer (Wescor - ELITechGroup, Logan, UT) és/vagy Sanasol SM-01
verejték analizatort (Sanasol, Zalaegerszeg, Magyarorszag) hasznaltunk. A betegek allando
lakhely szerinti eloszldsat az 5. 4bran tiintettem fel, klinikusi jelzések alapjan a rokoni

kapcsolatban allo betegek nem keriiltek bevalogatasra.

Molekularis genetikai modszerek

A betegektdl nyert EDTA antikoagulalt periférias vérminta fehérvérsejtjeibél a DNS
extrakciot QIAgen Blood Mini Kit-tel (Qiagen, Hilden, Németorszag) végeztiik el. A patogén
CF-okoz6 mutaciok azonositdsa haromlépcsés megkozelitésben tortént, a nemzetkozi
ajanlasoknak megfelelden. Az analitikai modszerek hasznalataval addig haladtunk tovabb a
kovetkezd szintre, amig az adott betegnél eredményesnek nem bizonyult mindkét allél

kimutatdsa. Az analizis 1épcs6i az alabbi sorrend szerint kovették egymast:

1. Elucigene CF29v2 Kit (Tepnel Diagnostics, Manchester, Egyesiilt Kirdlysag). Ez a

kereskedelmi forgalomban kaphato kit a kaukazusi populdcido és az askenazi zsido

crer
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(p.Aspl152His), ¢.1585-1G>A (1717-1G>A), c.1624G>T (p.Gly542*), c.3846G>A
(p.Trp1282*), ¢.3909C>G (p.Asnl303Lys), c¢.1521 1523delCTT (p.Phe508del),
€.3717+12191C>T (3849+10kbC>T), c.262_263delTT (p.Leu88llefs*22), c.489+1G>T
(621+1G>T), c.3752G>A (p.Ser1251Asn), c.1652G>A (p.Gly551Asp), c¢.350G>A
(p.Argll7His), ¢.3484C>T (p.Argll162*), c¢.1000C>T (p.Arg334Trp), c.1364C>A
(p.Ala455Glu), ¢.2657+5G>A (2789+5G>A), ¢.178G>T (p.Glu60*),  ¢.3528delC
(p.Lys1177Serfs*15), ¢.2051 2052delAAInsG  (p.Lys684Serfs*38), ¢.1766+1G>A
(1898+1G>A), .2988+1G>A (3120+1G>A), ¢.1657C>T (p.Arg553*), ¢.579+1G>T
(711+1G>T), ¢.948delT (p.Phe316Leufs*12), ¢.1519 1521delATC (p.lle507del),
€.1040G>C (p.Arg347Pro), ¢.254G>A (p.Gly85Glu), c.2052delA (p.Lys684Asnfs*38),
c.1679G>C (p.Arg560Thr). A moédszer egy multiplex allél-specifikus amplifikacio
(ARMS: Amplification Refractory Mutation System), mely csak a mutdns allél
jelenlétében eredményez PCR terméket, amit végiill 3%-os agardz gélben futtatva
detektalhatunk és a termék mérete alapjan azonosithatunk. Egyetlen kivétel a magasan
leggyakoribb ¢.1521_1523delCTT mutéacidé, melynél a vad és a mutans allél is
amplifikalodik, igy lehetdségiink nyilik a hetero- és homozigotasag megitélésére is.

A CFTRdele2,3(21kb), méasnéven ,,szlav delécid” vizsgalata. Ennek a Kozép- és Kelet-
Eurépaban igen gyakori, hatalmas méretii (21kb, 2 exont és 3 introni régiot érintd)
delécionak a kimutatasa az irodalomban kozolt metodikanak megfeleléen tortént. A
kimutatast egy, a mutacidés forrdé pontra tervezett primerparral végeztiik. A mutacid
homo- illetve heterozigota formajanak megallapitaisthoz a CFTR 3. exonjanak

amplifikéalasara is sziikség volt.

cres

crer

kiviteleztiik: 6BF (5’-CTG TAC AGC GTC TGG CAC AT-3’) és 6BR (5’-CAA ACA
TCA AAT ATG AGG TGG AA-3’). A DNS szekvenalashoz a PCR termékeket
ultrafiltracios oszlopokon tisztitottuk meg (Microcon YM-100, Millipore, Burlington,
MA). A megtisztitott termékek szekvenalasdhoz BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kitet hasznaltunk (Applied Biosystems, Foster City, CA). A be nem épiilt
nukleotidok gélfiltracios eltdvolitasa utan (DyeEx Kit, Qiagen, Hilden, Németorszag) a
kapillaris gélelektroforézis ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA) késziiléken tortént.
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4. Végill az intragénikus CFTR atrendezédéseket (copy number variations, CNV)
ellendriztiik, melyeket multiplex ligacio fliggd proba amplifikacioval (MLPA) mutattunk
ki, SALSA MLPA KIT P091-B1 CFTR (MRC-Holland, Amszterdam, Hollandia). Az
MLPA olyan multiplex PCR technika, ahol a templat DNS-hez hibridizalt, majd
Osszeligalt probakat amplifikaljuk. A probak toltelék szekvencidinak koszonhetéen a
termékek csak néhany nukleotidban kiilonboznek egymastol, igy a CFTR exonok
parhuzamosan vizsgalhatok. A termékek fluoreszcencia intenzitasa (csicsmagassaga) a
kezdeti kopiaszam fiiggvénye, melyet a referencia (normal kontroll) mintakban kapott

relativ csucsmagassagokhoz viszonyitunk (delécio: <0,7; duplikacio: >1,3).

A mutdciospektrum orszdgos vizsgdlata

Tovabbi betegek bevonasa

Hasonldan a korabbi felméréshez, itt is valogatott beteganyaggal dolgoztunk. Ehhez a
munkahoz magyarorszagi CF kozpontoktdl kaptunk segitséget, els6sorban Budapestrol,
Szegedrdl és Debrecenbdl érkeztek a mintak. Kollaboracios partnereink olyan paciensek
mintait kildték el, akik a betegség fent részletezett, klasszikus tiineteit mutattak és a CF
lehetdsége komolyan felmertilt. Huszonkét férfi és 23 nd, azaz Gsszesen 45 beteg periférias
vérmintajat dolgoztunk fel, (atlagéletkor + SD: 10,1 £ 8,1 év). A mintak gyijtése 2010-2014
kozott zajlott.

A genetikai tesztek sorrendjének feliillvizsgalata

Korabbi eredményeink fényében az eddig hasznalt tobblépcsds genetikai kivizsgalas
menetét némileg jra kellett gondolni. A minta tipusa és a DNS kivonasa a leukocytadkbol nem
valtozott, de a protokollban helyenként kisebb modositasokat eszkozoltiink. A

mutéacidanalizisre hasznalt modszeriink frissitett valtozata a kovetkezOképpen alakult:

1. Az els6vonalbeli teszt tovabbra is az Elucigene CF29v2 Kit maradt. Amennyiben
ezzel csak egyetlen patogén eltérést sikeriilt kimutatni, a mutaciot tartalmazo régio
Sanger szerinti szekvendldsat még ebben a 1épésben elvégeztiik, hogy megtudjuk egy

vagy mindkét allél érintett. Ez alol természetesen kivételt képez a ¢.1521 1523delCTT
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mutéacid. Ha a mutacié heterozigota formaban volt jelen, akkor a CFTRdele2,3(21kb)
vizsgélata kovetkezett a kordbban leirt metodust alkalmazva.

2. A sziirés masodik szintje a CFTR szekvendldsa volt, de itt egyes génszakaszok
prioritast élveztek. Az elsOként szekvenaland6 exonok (e4, €6, ell, el4, el5 és €20)
azok koziil keriiltek ki, ahol korabbi vizsgalataink szerint Kelet-Magyarorszagon
prevalens mutaciok helyezkednek el; pl. ¢.2052 2053insA (p.GIn685Thrfs*4),
€.302T>G (p.Leul01l*) és ¢.3276C>A (p.Tyrl092*). Negativ eredmény esetén
folytattuk a szekvenalast a fennmarad6 exonokkal.

3. Ha Sanger szekvenalassal sem talaltuk meg mindkét koroki eltérést, akkor az MLPA
mobdszer kovetkezett, a mar ismertetett modon kivitelezve.

4. Egy esetben, amikor az MLPA egy exont érint0, nagyméretli atrendez6dést detektalt,
tovabbi megerdsitd vizsgalatra volt sziikség. A betegnél kimutatott CFTRdele2, c¢.54-
5811 164+2186del273+6780 273+6961inv mutacio jelenlétét allélspecifikus PCR és
az exon-intron hatarok bidirekcionalis szekvenalasaval erdsitettik meg, amit az

irodalomban leirt modszernek megfeleléen végeztiink el.

A piroszekvendtor tesztelése és modszerfejlesztés

Ebben a kisérletsorozatban vizsgalatainkat az intézetiinkben hasznalt NGS
piroszekvenator, a Roche 454 (Life Sciences, Penzberg, Németorszag) késziiléken folytattuk.
Mivel az eszk6zon a mérések multiplexalhatok, a késziilék analitikai képességeinek felmérése
¢s egy Uj generacidos CF muticio detektdlo moddszer fejlesztése parhuzamosan folyt. A
vizsgalatokhoz két tesztrendszert hasznaltunk. Az egyikben plazmid rendszer segitségével
allapitottuk meg annak a homopolimer szakasznak a hosszat, amit a késziilék még nagy
pontossaggal detektalni képes. A mdasikban human mintdkon teszteltiik az altalunk tervezett
primerek hatékonysagat, majd a mérési eredmények birtokaban optimalizaltuk azokat. A mar
korabban emlitett nehezen kezelhetd poli-A régio (el4) vizsgélatira kiilon figyelmet

forditottunk.

A plazmid rendszer

Osszesen 12 db plazmid vektor késziilt, melyek a négy nukleotid 4-mer, 5-mer és 6-
mer szakaszait tartalmaztak. Templatként pcDNA3.1 szolgalt (Invitrogen - Life Technologies,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), a mutagenezist Quikchange Il Kittel (Agilent
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Technologies, Santa Clara, CA) végeztik el, a gyartd utasitasainak megfelelden. A
transzforméci6 XL1-Blue szuperkompetens sejtek felhasznalasaval tortént. Annak érdekében,
hogy a plazmidok replikacioja és a HP-t tartalmazo fragmentek amplifikdcidja soran
elkeriiljiik a ,,length-change” mutaciok kialakulasat PicoMaxx DNS polimerazt alkalmaztunk
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA), mely ,proofreading”, azaz az enzim altal
esetlegesen elkovetett hibat javitd aktivitassal rendelkezik. Klononként két koloniat Sanger-
szekvenalassal ellendriztiink, hogy valoban a megfeleld HP szegmenseket tartalmazzak-e. A
plazmid rendszerben késziilt minden homopolimer szakaszt hdrom primerparral
piroszekvenaltunk. Ennek oka az a hipotézisiink volt, hogy a piroszekvenalasi reakcid elsd
fazisaban még alacsonyabb a zaj ardnya, mint a reakcid elérehaladtaval és ez pontosabb HP

hossz meghatarozast tesz lehetové. A primereket emiatt a kovetkezoképpen terveztilk meg:

e avizsgalni kivant HP régid a forward amplifikélo/szekvenald primer 3’ végéhez kozel

helyezkedjen el (proximalis tipus),
e a HP lehetdleg az amplikon k6zEéps6 részén helyezkedjen el (,,mid” tipus),

e a HP szakaszhoz a reverse amplifikald/szekvendld primer 3’ vége legyen minél

kozelebb (distalis tipus).

Az HP kloénok mérete 366-387 bp kdzott mozgott.

A CFTR gén szekvenalasa

A kisérlet masodik részében human mintakat hasznaltunk. Ezek 6sszesen 17 ismert CF
betegtdl szarmaztak, akik mutécios statuszat mar korabban meghataroztuk (Elucigene CF29v2
Kit segitségével és Sanger szekvenalassal). A homopolimert tartalmazé exonok (HP-exonok)
esetében a primerek tervezése a plazmid rendszernél leirtakhoz volt hasonlo, annyi
kiilonbséggel, hogy itt ,,mid” tipusti primerparokat nem hasznaltunk. Itt meg kell jegyezni,
hogy egyes exonok esetében (e3, el4, el5 és €24) a homopolimerek kozotti tavolsag olyan
kicsi, hogy tobb HP is egy amplikonba kertilt, igy Osszesen betegenként 33 amplikon keriilt
piroszekvenalasra. A primerek Osszeallitasanal az ismert SNP-ket is figyelembe vettiik és
ezekre ,lebegd” bazisokat terveztiink, vagyis a vad tipusu ¢és a polimorf bazisszekvencidju
primerek fele-fele aranyban fordultak el6 a primermixben. Erre a primerbekdtodés
hatékonysaganak maximalizalasa és az allélvesztés megakaddlyozasa miatt volt sziikség, ami

egy korabbi tesztrendszernél problémakat okozott. Természetesen a HP szakaszt nem
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tartalmazo (non-HP) exonokat is amplifikaltuk és piroszekvenaltuk, de exononként mar csak
egy primerparral. A vizsgalatokhoz hat-hat beteg mintait hasznaltuk fel. A piroszekvenalas a
GS Junior Titanium emPCR (Lib-A) és GS Junior Titanium Sequencing Kit (Life Sciences —
Roche, Branford, CT) felhasznalasaval tortént, a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A gén
legkritikusabb poli-A szegmensét (c.2046 2052) még egy tovabbi lépésben vizsgaltuk, a
plazmid rendszerben leirtaknak megfelelden, harom primerpar segitségével (proximalis, mid,
distalis). Itt a késziilék analitikai teljesitoképességére voltunk kivancsiak, vagyis hogy hogyan
birkézik meg a piroszekvenalas egy 8A hosszisagi homopolimerrel. E célbdl négy vad tipusa
¢és hét ¢.2052 2053insA (p.GIn685Thrfs*4) heterozigota DNS mintat szekvenaltunk meg és
hasonlitottuk 0ssze az eredményeket. A mintdk amplifikdlasakor a PicoMaxx enzimet

hasznaltuk és az amplikonokat Sanger szekvenaléassal ellendriztiik.

Mutacié nomenklatira

A CFTR exonok elnevezésénél a legfrissebb ajanlast vettiik figyelembe (Ensembl
ENSG00000001626). A mutaciok esetén a Human Genome Variation Society (HGVS) éltal
megadott cDNS alapi nomenklatirat hasznaltuk, de zardjelben a protein alapu neveket, ezek

hidnyaban a hagyomanyos elnevezéseket is feltiintettiik.

Etikai engedélyek

Minden vizsgalatban résztvevd beteg beleegyezett a diagnosztikus célu genetikai
kivizsgalasba. A mintdk anonim mddon, sorszam szerint keriiltek analizalasra, 6sszhangban a
engedélyének a szama 094025024. A vizsgalatokat a jelolt a Laboratoriumi Medicina Intézet

Molekularis Genetika részlegének munkatarsai segitségével végezte el.

Statisztikai analizis

A piroszekvenalds soran keletkezd individudlis leolvasasok (readek) kiértékelése az
Amplicon Variant Analyzer szoftver segitségével tortént (Life Sciences — Roche, Branford,
CT). A HP szakaszokrol szarmazé readek kozott megkiilonboztettiink ,,proximalis”, ,,mid” és
»distalis” tipustiakat, attol fiiggden, hogy a HP milyen tavolsdgra helyezkedett el az

amplifikald/szekvenald primert6l. A genotipizalas pontossagat a valid leolvasasok aranyaval
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jellemeztiik az Osszes read szamahoz képest (elfogadhatonak vettiik, ha >75%). Az
eredmények statisztikai elemzéséhez a GraphPad Prism (v5.03) programot hasznaltuk
(GraphPad Software, La Jolla, CA). A normalitas ellenérzése Shapiro-Wilk teszttel tortént,
nem-normal eloszlas esetén a readek kozotti 6sszehasonlitast Kruskal-Wallis teszttel, majd az

ezt kdvetd Dunn's post-hoc teszttel végeztiik (szignifikancia szintek P<0,05 és P<0,01).
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EREDMENYEK

A Kelet-magyarorszagi mutdciospektrum

A mutaciospektrum felmérése a kelet-magyarorszagi régioval kezdodott. A betegek
verejtéktesztjei soran 55-173 mmol/L kozotti kloridion koncentracidkat mértiink (atlag: 108
mmol/L), ez egyediil egy paciens esetében nem érte el a kritériumrendszer altal javasolt 60
mmol/L-es hatarértéket. A sziirés els6é 1épcsdjeként alkalmazott Elucigene CF29v2 Kittel az

alabbi mutacidkat mutattuk ki a vizsgalt 80 CF allélen:

e 56 allél (70,0%) hordozta a c.1521 1523delCTT (p.Phe508del) mutaciot,

4 allél (5,0%) a ¢.3909C>G (p.Asn1303Lys),

3 allél (3,75%) a c¢.1624G>T (p.Gly542%),

1 allél (1,25%) a c.1585-1G>A (1717-1G>A) és

1 allél (1,25%) a c.1040G>C (p.Arg347Pro) patogén eltérést.

Ezt kovetéen elvégeztik a ,szlav” delécid vizsgalatat, amivel 4 (5,0%)
CFTRdele2,3(21kb) allélt tudtunk azonositani. Mivel az elsé¢ két modszerrel 11 betegtol

szarmaz6 mintaban csak egy koroki mutaciot talaltunk, a vizsgalatokat ezen betegek

crer

szekvenalasaval kimutatott eltérések:

e 4(5,0%) c.2052_2053insA (p.GIn685Thrfs*4),

2 (2,5%) ¢.302T>G (p.Leul01%),

1 (1,25%) ¢.658C>T (p.GIn220%),

1 (1,25%) c.1397C>A (p.Serd66*),

1 (1,25%) ¢.3276C>G (p.Tyr1092*) és

1 (1,25%) ¢.2491G>T (p.Glu831*).

A 11 szekvenalasra keriilt beteg koziil egy paciensnél nem sikeriilt mindkét CF allélt
megtaldlni. Emiatt sziikség volt MLPA elvégzésére is, ami szintén negativ eredménnyel

zéarult. A betegek kozott 6sszesen 19 dsszetett (compound) heterozigdta volt, 12 esetben nyilt
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lehetdségiink a csaladtagok vizsgélatara, melyek eredményei az mutattdk, hogy a detektalt
CF-okoz6 mutaciok minden betegnél transz helyzetlieck. A mutacidospektrum felmérése az
ajanlasoknak megfeleléen kaszkad rendszerben zajlott. Az elsé vonalbeli genetikai teszt a
betegség hatterében allo eltérések 81,25%-at tarta fel. Ha ezt kiegészitettik a
CFTRdele2,3(21kb) vizsgalataval, a panel érzékenység 86,25%-ra ndtt. A tobbi mutacid csak
génszekvenalassal volt kimutathat6. Ha a szekvenalést csak a 4. és 14. exonokkal végeztiik el,
ahol két gyakoribb mutacio helyezkedik el (€.2052_2053insA ¢és €.302T>G), azzal a talalati
arany mar 90% feletti lett. A teljes CFTR bazissorrendjének meghatarozasaval a detektalasi

arany végiil 98,75%-nak adddott, a 80 allélbdl 79-et sikeriilt kimutatni.

Az orszagos mutdciospektrum

A Magyarorszagon el6forduld6 CF-okoz6é mutaciok felmérésére iranyulod
probalkozasainkat tovabbi betegek bevonasaval folytattuk. Ennél a 1épésnél felhasznéltuk az
el6zd kisérlet tapasztalatait és egy atalakitott, hatékonyabb mutédcio-detektald algoritmus
szerint jartunk el. A vizsgalat soran Osszesen 27 kiilonb6z6 mutaciét azonositottunk.
Legtobbszor a ¢.1521 1523delCTT (p.Phe508del) allélt mutattuk ki, ami a betegek 53,3%-
anal volt detektalhato. Gyakorisagban ezt a ¢.3846G>A (p.Trpl282*), ¢.3909C>G
(p.Asn1303Lys), CFTRdele2,3(21kb) és a ¢.2052 2053insA (p.GIn685Thrfs*4) mutaciok
kovették, egységesen 4,4%-os eléforduldsi arannyal. Emlitésre méltd még négy tovabbi allél,
melyek egynél tobb példanyban voltak detektalhatok: ¢.1624G>T (p.Gly542*), ¢.3276 C>A
(p.Tyrl092%), c.489+1G>T (621+1G>T) és ¢.2012delT (p.Leu671*). Az eredmények
kiértékelése soran két, addig az adatbazisokban - pl. Human Gene Mutation Database vagy
cftr2.org - és az irodalomban nem szereplé mutacioval is talalkoztunk: a ¢.1394C>T
(p.Thr4651le) és a c.1037 1038insA (p.Leu346Hisfs*17). Mindkét Gjonnan detektalt mutacio
valosziniileg patogén. Ez a ¢.1037 1038insA esetében szinte biztosra vehetd, hiszen az az
olvasasi keret eltolodasat okozza, aminek kovetkeztében 17 aminosavval késébb egy korai
stop kodon keletkezik (p.Leu346Hisfs*17). A ¢.1394C>T koroki voltit az alabbiak

tamogatjak:

I. a mutacioban érintett aminosav reziduum egy filogenetikailag magasan konzervalt
pozicioban van, ortologjai tobb fajban megtalalhatok (Bos taurus, Equus caballus,

Felis catus, Mus musculus stb.),
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ii.  az American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) ajanlasa alapjan a
varians ,,valésziniileg patogénnek™ interpretalhatdé (IV.) melyhez a kovetkezok
jérulnak hozza:

e amutacio az NBD1 funkcionalis doménben talalhaté (PM1),

e az eltérés a kontroll személyeknél hianyzik az 1000 Genomes Project, Exome
Aggregation Consortium €s az Exome Sequencing Project esetében (PM2),

e recessziv Oroklésmenetli betegség esetén transz helyzeti patogén varidns
detektalhatd. Ez jelen esetben a €.1521 1523delCTT, melyet a gyermek az
¢desanyjatol o6rokolt (PM3). (A csaladtagok vizsgalatanak eredménye:
¢desanya €.1521_1523delCTT hordozo, édesapa ¢.1394C>T hordozo),

e az eltérés egy olyan 01 misszensz mutacid, mely ismert, bizonyitottan patogén
misszensz mutacioval azonos aminosav reziduumot érint: C.1394C>A vagy
p.Thrd65Asn (PM5),

e in silico tanulmanyok eredményei (SIFT analizis) karosodott fehérjefunkcio
mellett szolnak (PP3),

e monogénes megbetegedéseknél a fenotipus az adott betegségre jellegzetes

(PP4).

A magyarorszagi mutdciokat felméro vigsgalatok egyesitett eredményei

A 2011-ig és 2014-ig gyljtott beteganyagon, két lépésben elvégzett vizsgalatok
eredményei végiil Osszesitésre keriiltek. A kombinalt adatok alapjan a kereskedelmi
forgalomban is elérhetd assay (Elucigene CF29v2) a mutaciok tobb, mint haromnegyedét volt
képes detektalni. A CFTRdele2,3(21kb) nagyméretli deléciora tervezett allélspecifikus PCR
segitségével tovabbi 4,7%-os emelkedést tapasztaltunk a mutacidk azonositasaban. A CFTR
14. exonjanak célzott szekvendldsaval kimutathatd volt a ¢.2052 2053insA mellett két masik
ritka mutaciod is (c.2012delT és ¢.2002C>T) 4,7%-0s, 1,2%-o0s és 0,6%-o0s arannyal. A tobbi
eltérés mar dontden a fennmaraddé CFTR exonok szekvenalasaval keriilt felderitésre, a 2. exon
eltérés megerdsitése allélspecifikus PCR ¢és Sanger szekvendlassal tortént. Az Osszevont
adatbazis lehetdséget adott a mutaciok foldrajzi eloszlasanak feltérképezésére is. A mar ismert
tendenciak mellett (pl. a €.1521_1523delCTT esetében az észak—déli iranyu gradiens)
novumként volt megfigyelhetd, hogy a nalunk gyakori CFTRdele2,3(21kb) mutacio és

€.2052_2053insA szintén teriileti halmozodast mutat. Mindkét mutacido dontdéen az északi
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orszagrészben fordul eld, ami a ¢.2052 2053insA esetén méginkabb az északkeleti régiora
korlatozodik. Ez utdbbi a mutacid Nyugat-Ukrajndban leirt gyakorisagat tekintve mar nem is
annyira meglepd. Természetesen ez annak a ténynek is koszonhetd, hogy a vizsgalt mintak

legnagyobb része Magyarorszag északi ¢és keleti részebdl érkezett.

Az uj generdcios szekvendldasi kisérletek eredményei

Minéségbiztositasi szempontok

Mivel az NGS kisérletek egyik részében a rendelkezésiinkre 4llo piroszekvenator
analitikai korlatait céloztuk megallapitani, elengedhetetlen volt egy mindségbiztositasi 1épés
beiktatdsa. Ahogy korabban részletezésre keriilt, ezt az NGS késziilékkel feldolgozando
templatok/amplikonok eldzetes Sanger szekvendldsa jelentette, amit a plazmidok esetén
duplikdtumban végeztiik el. Nem volt diskrepancia az elvart és a szekvenalassal ellenérzott
DNS bazissorrendek kozott, azaz a mintak ezt kovetd NGS analizisekor biztosnak vehettiik,
hogy a mérések esetleges pontatlansdgai a modszer inherens hibdjara vezethetok vissza és a

késziilék valds képességeit mutatjak.

A homopolimer tartalmu plazmidok analizise

A célzott mutagenezissel 1étrehozott 4-mer, 5-mer és 6-mer HP szakaszokat tartalmazo
plazmidok piroszekvenalasakor az atlagos lefedettség 479 + 145 volt. Itt egyértelm{i negativ
korrelaciot figyeltiink meg a vizsgalandd HP hossza és a leolvasds pontossaga kozott. A
megfeleléen genotipizalt readek aranya a 4-merek esetén atlagosan 95,8%, az S5-mereknél
87,4%, mig a 6-mereknél 72,1% volt és a HP szakaszok hosszanak novekedésével egyre
sz¢élesebb tartomdnyban mozgott (4-mer: 79,6-99,3%, 5-mer: 36,9-98,4%, 6-mer: 14,5-
93,8%). Az is lathat6, hogy amig a rendszer a poli-A 6-mereket még megbizhatéan
detektalja, addig a valid leolvasasok atlaga 75% ala esik a poli-C, poli-G és poli-T 6-merek
esetén (atlagértékek: 71,5%, 68,3% ¢és 63,4%). Annak ellenére, hogy altaldnossagban a
hosszabb HP szakaszok detektalasa kevésbé volt megfeleld, egyes amplikonok szekvenalasa
még igy is igen pontos eredményt adott (pl. 97% az 5A-merek és 92,7% a 6A-merek

esetében), ami felhivja a figyelmet a primerparok optimalizalasdnak fontossadgara. A primerek
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¢s a HP kozotti tavolsag (proximalis, mid, distalis elhelyezkedés) azonban nem mutatott

Osszefiiggést a piroszekvenalas hatékonysagaval.

A human DNS mintak piroszekvenalasa

A CFTR gén kodolo régidi és az exon-intron hatdrok piroszekvendldsa ismert
mutaciostatuszu CF betegek DNS mintdin tortént meg. A mérés soran az atlagos lefedettség
263 + 178 read volt, az alacsony olvasasi szammal rendelkez6 amplikonok (<40 read)
kizaréasra keriiltek az értékelésbdl. Annak ellenére, hogy a helyes leolvasdsok ardnya széles
skalan mozgott (52,2-99,1%), a genotipusok pontos meghatarozasa atlagosan 89,3%-ban
sikeres volt. A sajat tervezésti primereket hasznalé modszer mind a 18 féle kis-skalaju eltérést
kimutatta (szinonim, misszensz, nonszensz, splice site mutaciok, frameshift/in-frame deléciok
¢és inzerciok), amelyeket korabban Sanger szekvenalassal mar meghataroztunk. A 24 db
vizsgalt HP szakasz tekintetében a sajat fejlesztésii modszer megfeleld teljesitményt nyujtott,
a piroszekvenalassal késziilt genotipizalds a leolvasasok tobb, mint 80%-aban megfelelt a
Sanger szerinti szekvencidknak. Egyetlen kivétel adodott, a mar kordbban emlitett 7A
hosszusagi HP szakasz (c.2046 2052), ahol ez az érték atlagosan csak 52,2% volt. A
problémas régiot tovabbi elemzésnek vetettilk ald eldszor négy vad tipusi minta
felhasznalasaval. A kritikus génszakasz amplifikdcioja a kordbban leirtaknak megfeleléen
harom primerpar segitségével tortént (Al, A2, A3), igen valtozd eredménnyel. A readeket
mindkét irdnybol kiilon kiértékelve eléfordult tobb olyan eset is, ahol nem vagy alig kaptunk a
7A-nak megfeleld jelet, mig mas amplikonokban ez a 80%-ot is meghaladta. Végiil hét olyan
Osszetett heterozigota beteget valogattunk ki, akiknél az egyik mutins allél a
€.2052_2053insA (p.GIn685Thrfs*4) varianst hordozta, ehhez csehorszagi kollaboracios
partneriink is szolgaltatott DNS mintdkat (Prof. Dr. Milan Macek Jr., Karoly Egyetem, Praga).
A mutécid az adott allélen egy 8 adeninbdl all6 homopolimert eredményez, igy ezen betegek
mintaindl idealis esetben a piroszekvenalasnak 50-50%-ban kellett volna 7A és 8A HP
szakaszokat detektalnia. Itt szintén harom féle amplikont szekvenaltunk, mint az el6z6
esetben és mindkét irdnybdl megvizsgaltuk a leolvasasokat. Az alkalmazott primerek koziil
két par teljesitménye elégtelen volt, a téves nukleotid jelek aranya itt elérte a 45-50%-ot. A
harmadik parral amplifikalt termékek piroszekvenalasa ehhez képest némi javulast mutatott
(atlagosan 27% téves leolvasassal), de még ez sem volt képes a 8-merek biztos azonositdsara,

ha a primer mintegy 200 bp tavolsagra helyezkedett el a HP szakasztol.
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MEGBESZELES

A cisztéas fibrozis egy gyakori, komplex autoszomalis recessziv 6roklodésti betegség,
melynek diagnosztikdja még napjainkban is tartogat kihivdsokat, annak ellenére is, hogy
1938-as elsd leirdsa ota a rendelkezésiinkre 4ll6 informécid6 megsokszorozodott mind a
fenotipusjegyek, mind a genetikai hattér tekintetében. Az ujsziilottkori sziiréprogramok
adatai, a betegregiszterek, a klinikai adatbazisok és a funkciondlis kutatdsok nagyban
hozzajarultak ahhoz, hogy teljesebb képet kapjunk a CFTR génrél és a betegség
természetérdl, de egyben tovabbi feladatok elé is allitjak a molekularis genetikai
laboratoriumi diagnosztikdt. Munkam soran egyrészt a cisztds fibrozis magyarorszagi
foglalkoztam. Az eredmények segitségével kisérletet tettiink egy tobblépcsods, ,.kaszkad”-
tipust vizsgalati rendszer kialakitasara, amely koltséghatékonyan képes a genetikai eltérések
sz€leskorli azonositasara. Végil egy Uj generacids szekvenald technika alkalmazasaval
igyekeztiink a molekularis genetikai kivizsgalast leegyszertsiteni, abban a reményben, hogy

az esetleg egy jovObeni Ujsziilottkori szlirés genetikai moduljdnak alapjéaul is szolgélhat.

A kelet-magyarorszagi CF mutdciok

Ez a vizsgélat a Debreceni Egyetemen vizsgalt CF betegek (mintdk) egy részének
bevonasaval, részint retrospektive tortént. Ezzel sok éves hianyt igyekeztiink potolni, hiszen a
hazai mutacidspektrumra vonatkozo legfrissebb kozlemények is az 1990-es évek kozepén
sziilettek. Figyelembe véve korabbi eurdpai és észak-amerikai populdciokat leird genetikai
tanulmanyok eredményeit is feltételezziik, hogy az altalunk meghatarozott allélfrekvencidk jo
kozelitéssel az orszag tobbi részére is applikalhatok. Kelet-Magyarorszag lakossaga 2 millid
fore tehetd. A kiilonb6zd populaciok keveredése nagymértékben felgyorsult, amikor egymast
kovetden roman pasztorok, flamand és szlovak telepesek érkeztek a régidba, tdbbnyire a
szomszédos teriiletekrél. Egy 1910-es helyi felmérés adatai alapjan a lakossag 54,5%-a volt
magyar, 16,1%-a roman, 10,7%-a szlovak és 10,2%-a német szarmazasi, szamos egyeb
kisebbség mellett. Azért nytlunk vissza ehhez a korai adathoz, mert a mult szdzadban az
etnikumok nyilvantartasa jelentds valtozason atesve egyediil sajat bevallason alapulova valt.
fgy példaul az, hogy a 2001-es népességnyilvantartas szerint a lakossag 94%-a vallja magat
magyar szarmazasunak, szamunkra kevésbé relevans és a mutacidok foldrajzi eloszldsanak

értelmezésében nem ad kézzelfoghatdo segitséget. A valogatott betegcsoportban a
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mutacidanalizis a nemzetkozileg is javasolt ,,kaszkad-rendszerben” tortént: a leggyakoribb
eltérések panelben torténd vizsgalatat génszekvenalas és nagyobb genomidlis atrendezddések
keresése kovette. Az Elucigene CF29v2 mddszer a patogén mutéaciok 81,25%-at deritette fel,
ami a CFTRdele2,3(21kb) mutacid kimutatasdval 86,25%-ra emelkedett. A t6bbi varidnst mar
csak Sanger szekvendlds segitségével tudtuk azonositani, mellyel végil 98,75%-0s
szenzitivitast értiink el. Egyetlen betegnél nem sikeriilt mindkét patogén mutaciot
megtalalnunk, akinél valdszintileg egy altalunk nem vizsgalt promoter régiot érinté vagy mély
introni mutacié all a null allél hatterében. Altalanossagban elmondhatd, hogy a detektalt
mutaciok gyakorisadga 6sszhangban 4ll a korabbi kézép-eurdpiai tanulmanyok eredményeivel,
az el6fordulasi aranyok dontden a publikalt észak- és dél-eurdpai adatok kozé esnek. Minden
altalunk észlelt CF-okozo eltérés mar leirasra keriilt kelet-németorszagi, askenazi zsido vagy
egyéb balkani populdciok elemzésekor és ennek megfelelden mar szerepelt az interneten
elérheté adatbazisokban is. Osszesen hat mutacié prevalenciaja haladta meg az 1,25%-0t
(tobb, mint egy esetben fordult eld), ezek csokkend allélfrekvencia szerinti sorrendben:
€.1521 1523delCTT (p.Phe508del), €.3909C>G (p.Asn1303Lys), c.54-
5940_273+10250del21kb [CFTRdele2,3(21kb)], ¢.2052_2053insA  (p.GIn685Thrfs*4),
€.1624G>T (p.Gly542%) és ¢.302T>G (p.Leul01*). Mivel els6dlegesen nem szlav populaciot
vizsgaltunk, meglepd volt szdmunkra, hogy a CFTRdele2,3(21kb) szlav eredetli mutaciot az
allélok 5%-aban tudtuk kimutatni. Ez az adat a Cseh Koztarsasag (6,37%) €s Oroszorszag
(5,69%) utan a harmadik legmagasabb prevalencianak szamit K6zép- és Kelet-Eurdpaban. A
magas el6fordulasi aranyt a Kelet-Magyarorszag teriiletén €16 szlav torzsek honfoglalas utani,
a betelepiilé populécidba torténd asszimilacidja magyarazhatja. Tovabbi vératlan eredmény,
hogy a €.2052_2053insA (p.GIn685Thrfs*4) olvasasi keret eltolodast eredményez6 mutaciot
ugyancsak magas gyakorisaggal detektaltuk (5%). Ennek interpretdlasdban Makukh és
munkatarsainak kozleménye volt a segitségiinkre, mely a fenti eltérést az Ukrajnaban masodik
leggyakoribb mutacioként irja le (7,2%). Valoszinli tehat, hogy hosszutdvra visszatekintd
ukrdn €és magyar populaciok kozotti torténelmi kapcsolatban keresendd az emelkedett
prevalencia oka. Emellett adataink megerdsitik a mutacid galiciai eredérdl szolo
feltételezéseket is. Erdekes lenne a jovében a kelet-szlovakiai, délkelet-lengyelorszagi,
fehéroroszorszagi és északnyugat-romaniai mutacios spektrum felmérése és Osszesitése is,
amelyek hozzajarulhatnanak ennek a feltehetden ,,alapitd hatdsnak™ az aldtdmasztadsdhoz. lgen
érdekes lenne a két mutacio eléforduldsat felmérni az 6sszes magyar CF beteg esetében, erre a

jelenleg is folyo, az 6sszes beteget magaban foglalo genetikai revizio lehetdséget fog adni.
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Az orszdagos mutdciospektrum

Vizsgalataink masodik részében a mutacidanalizis orszagos kiterjesztésére keriilt sor.
Itt a korabbi, kelet-magyarorszagi vizsgalat eredményei alapjan némileg modositott, de
tovabbra is tobblépcsds, ,.kaszkad” megkozelitést alkalmaztuk, melynek részletes ismertetése
a Moddszerek fejezetben taldlhato. Ezzel 6sszesen 90 db eltérést azonositottunk 27 kiilonb6zo
mutacid formajaban. Koztiik két 1), nagy valdsziniiséggel patogén varians is leirdsra kertiilt: a
c.1394C>T (p.Thr465Ile) és a ¢.1037 _1038insA (p.Leu346Hisfs*17), mely az adatbazisokban
¢s az irodalomban korabban nem szerepelt. Az eltérések koroki voltat aldtamasztja, hogy a
c.1037_1038insA az olvasasi keret eltolodasat okozza, aminek kovetkeztében 17 aminosavval
késobb egy korai stop kodon keletkezik (p.Leu346Hisfs*17); mig a ¢.1394C>T mutacioval
megegyez0 aminosav reziduumot érintd masik patogén mutdcidé mar régebb Ota ismert
(C.1394C>A vagy p.Thr465Asn), az érintett aminosav reziduum egy filogenetikailag
magasan konzervalt pozicioban van, a SIFT analizis varhatéan karosodott fehérjefunkcioval
szamol és az ACMG ajanlasa alapjan a varians valosziniileg patogénnek interpretalhato (IV.),
ahogyan ezt korabban részleteztiik. A frissen nyert prevalencia adatainkat a megel6zo kelet-
magyarorszagiakkal Osszesitve jutottunk az orszagos mutaciospektrumhoz (n=85). A két
felmérésben Osszesen 31 patogén mutaciot mutattunk ki, melyek koziil 11 haladta meg az 1%-
os elofordulasi aranyt. A 104/170 allélen jelen 1évé ¢.1521_1523delCTT (p.Phe508del)
mutacid6 a csehorszagi adatokhoz képest alacsonyabb (61,2% vs. 67,4%), viszont a
lengyelorszagiakhoz képest magasabb (61,2% vs. 54,5%) frekvencidval volt kimutathatd, ami
csak részben felel meg az irodalomban leirt E-D irAnyban csokkend mutacios gradiensnek. A
€.1521 1523delCTT utan gyakorisagban a ,mediterran” ¢.3909C>G (p.Asn1303Lys), a
,»szlav” ¢.54-5940 273+10250del21kb [CFTRdele2,3(21kb)] és a ,,galiciai” c.2052 2053insA
(p.GIn685Thrfs*4) mutaciok kovetkeztek, egyarant 4,7%-ban. A ¢.1624G>T (p.Gly542%*)
varianst 2,9%-ban, az ,jizraeli” ¢.3846G>A (p.Trpl282*) varianst 2,4%-ban detektaltuk.
Egyéb, viszonylag frekvens mutaciok voltak még a ¢.3276C>A (p.Tyrl092*) és ¢.302T>G
(p.Leul01*) a betegek 1,8%-aban; valamint a ¢.489+1G>T (621+1G>T), a ¢.1397C>G
(p.Serd66*) és a ¢.2012delT (p.Leu671*) a paciensek 1,2%-aban. MLPA vizsgalat hivta fel a
figyelmet egy kiterjedt génatrendezddésre: c¢.54-5811_164+2186del273+ 6780_273+6961inv
(CFTRdele2), ez egy beteget érintett (0,6%), a mutaciot allélspecifikus PCR és az exon-intron
hatarok bidirekcionalis szekvenalasaval erdsitettik meg, az irodalmi ajanlasoknak
megfeleléen. Az orszag kiilonbozo tertileteit feldleld vizsgalatbol megallapitott el6fordulési

gyakorisagok alapjan elmondhatd, hogy hazdnkban a kereskedelmi forgalomban [évo
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Elucigene CF29v2 assay a CF-okozo mutaciok 75,9%-anak azonositasara volt képes. Ehhez a
14. exon szekvenciaanalizise 6,5%-0s, a CFTRdele2,3(21kb) vizsgalata 4,7%-os javulast
tudott hozzatenni. A fentiekhez az MLPA 0,6%-kal, a CFTR tovabbi exonjainak szekvenalasa
11,8%-kal jarult hozza. Osszességében az elézetesen kivalogatott beteganyagon a kaszkad-
szlirés 99,5%-o0s érzékenységet produkalt. Az eredményekbdl lathatd, hogy a ,,szlav delécio”
és a ¢.2052 2053insA teriileti halmozodast mutatott. A CFTRdele2,3(21kb) kizarolag az
¢északi orszagrészben fordult eld, a ,galiciai” ¢.2052 2053insA pedig elsésorban az
¢szakkeleti régioban koncentralodott. Az elsé esetben a szlav torzsek elsé millenniumvégi
vandorlasénak lehet szerepe, mig a masodikban annak, hogy Karpatalja mintegy ezer évig
Magyarorszag része volt és a mutaci6 Ukrajna nyugati részén szintén gyakorinak szamit.
Ahogy a mutéciok ,,ragadvanynevei” is mutatjak, korabbi kozlések mar foglalkoztak a fenti
variansok eloszlasanak foldrajzi sajatossagaival, melyekkel a mi eredményeink is
Osszhangban vannak. Az egyesitett eredmények alapjan azt gondoljuk, hogy az altalunk
alkalmazott tobblépcsds megkozelités nagy hatékonysaggal hasznalhatdé hazankban. Soét,
elképzeléseink szerint jo teljesitményt nyujtana a magyar diaszpoéra esetében is, aminek
jelentéségét mutatja, hogy tobb, mint 2 milli6 magyar szarmazasu egyén ¢l hatarainkon ttl
Europaban és Eszak-Amerikaban. Végezetiil szeretném kiemelni, hogy genetikai
laboratoriumunk az ECFS altal 2018-ban tamasztott diagnosztikai kritériumok mindegyikét
teljesiti. Fontosnak tartjuk azt is  megjegyezni, hogy az altalunk meghatarozott
mutacidspektrum ismerete ugyantgy alapvetd kdvetelménye egy két-, esetleg haromszintli
ujsziilottkori  sziirGprogram, mint egy heterozigota-sziirépanel kialakitasanak. Jelenlegi
allaspontunk szerint az Elucigene CF29v2 modszer, a €.2052_2053insA ¢és a
CFTRdele2,3(21kb) kombinalt vizsgalataval 85-90%-0s érzékenységgel Iehetne az
ujsziilottkori sziirést kovetd genetikai analizist elvégezni, ezt az elképzelésiinket a leglijabb

irodalmi adatok is tamogatjak.

A cisztas fibrozis modern laboratoriumi diagnosztikdja

A cisztas fibrozis esetében szdmos orszagban sziir6programot vezettek be és a
monogénes megbetegedések koziil a CF a leggyakoribb indikacidja a prenatalis ¢és
preimplantacios genetikai teszteknek. A diagnosztikai technikdk fejléddése az utobbi husz
évben dramai valtozdsokon ment keresztiil, ami még napjainkban is zajlik. A hagyomanyos
Sanger szekvenalastol eljutottunk a nagy teljesitményii NGS technoldgidkig, melyek a teljes

CFTR l16kusz és egyéb, a betegség klinikai megjelenését befolyasold tényezdk gyors és
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hatékony kivizsgalasat teszik lehetdvé. Amennyiben a legijabb mddszerek altal szolgaltatott
eredmények interpretalasahoz rendelkezésre 4all a megfeleld bioinformatikai hattér és
megismerjik az egyes variansok biologiai jelentdségét is, a betegelldtdsban és terapias
dontéshozatalban komoly eldrelépések varhatok. A munkdnk harmadik szakaszaban egy 1j
generacios késziilék rutin laboratoriumi diagnosztikaba torténd beallitasat thztiik ki célul. Az
altalunk hasznalt NGS késziilék a piroszekvenalas elvén miikodik. A modszer kezdetektdl
ismert, inherens hibdja, hogy a 4-5 bazispart meghaladd méretli homopolimer szakaszok
hosszat nem megfeleld pontossaggal azonositja. Bar a kereskedelmi forgalomban elérheté CF
mutéacio detektdlo CE IVD kit (CFTR MASTR Dx, Multiplicom, Agilent Technologies) az
[llumina NGS platformon hatékonynak bizonyult, el6zetes vizsgalataink azt mutattak, hogy a
piroszekvenalds esetén nem nyujt elfogadhatdé eredményeket, tekintettel a génben talalhatd
nagyszamu HP szakaszra, melyek sokszor egyes gyakori mutaciok predilekcids helyei is
egyben. A fentiek miatt a késziilék képességeit eldszor egy mesterséges plazmid kisérleti
rendszeren teszteltik. A mutagenezis soran négy, Ot ¢és hat azonos bazisbol allo
homopolimereket épitettiink a plazmidokba, mind a négy bazis esetén. A transzformacid és
plazmidok replikdcojat kovetden a homopolimer tartalmu szakaszokat hirom kiilonb6z6
primerparral amplifikaltuk és ezutdn keriilt sor a termékek -ellendrzésére, végil a
piroszekvenalasukra. Ahogy arra szamitani lehetett, az NGS szekvenalas soran a 4-merek
meghatarozasa volt a legpontosabb, az 5-merek és 6-merek analizisekor a modszer
megbizhatosdga fokozatosan csokkent. Azt is megfigyeltiik, hogy az egyes bazis tipusok
kozott is van kiilonbség, a rendszer leginkabb az adenin, legkevésbé a timin tartalma
nukleotidok detektalasakor volt sikeres. Korabbi tapasztalataink alapjan feltételeztiik, hogy a
piroszekvenalds kezdeti szakaszdban magasabb a jel/zaj arany, leginkabb az alacsonyabb
zajszint miatt. Ennek vizsgalata miatt volt sziikség a harom amplifikald primerparra, amivel
befolyasolni szerettiik volna, hogy a homopolimer a szekvenalasi reakcio kezdeti, k6zépso
vagy késoi szakaszaban keriiljon leolvasasra. A plazmid rendszeriink eredményei ezt a
hipotézist nem erdsitették meg, nem volt szignifikans kiilonbség a ,,proximalis”, ,,mid” €s
»distalis” tipusu readek kozott. A kisérlet ezen részébdl emlitést érdemel, hogy az igen
véaltozd pontossag ellenére a detektalas hatékonysaga egyes hosszabb HP tartalmu
amplikonok esetén is elérte az altalunk megkovetelt szintet (>75% helyes read), ami a
modszerfejlesztés soran a koriiltekintd primertervezeés €s optimalizalas fontossagara hivja fel a
figyelmet. Az NGS kisérletek masodik részében egy, a cisztds fibrozis laboratoriumi
diagnosztikdjaban hasznositani kivant molekuldris genetikai modszer fejlesztésére,

optimalizdlasara és tesztelésére koncentraltunk. Célunk egy olyan modszer beéllitasa volt,
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amely a hazankban eléforduld muticidkat nagy érzékenységgel, gyorsan ¢és
koltséghatékonyan képes kimutatni, igy az mind az 1jsziilottkori, mind a heterozigdta-
szlirésben is hasznalhatd lenne.. Ennek érdekében egyéni tervezési CFTR amplikonok
piroszekvenalasat végeztiik el. A rendszer megbizhatésaganak maximalizalasa végett a HP
régiokat jellemzben tobb, 2-3 primerparral amplifikaltuk. A moédszer a korabban Sanger
szekvenalassal azonositott kis skalaju eltérések mindegyikét kimutatta (szinonim, misszensz,
nonszensz, splice site mutaciok, frameshift/in-frame deléciok és inzerciok). Noha a readek
pontossaga itt is viszonylag széles tartomanyban mozgott, az atlagosan 89,3%-0s helyes
leolvasési aranyt elfogadhatonak tartjuk. A génben eléfordulo HP szakaszok tekintetében a
sajat fejlesztésti modszer tobbnyire megfeleld teljesitményt nyujtott, a piroszekvenalassal
késziilt leolvasasok tobb, mint 80%-ban megfeleltek a Sanger szerinti szekvenciaknak. Ez alol
a kivételt a 14. exonban talalhaté 7A hosszusagu HP szakasz jelentette (c.2046_2052), ahol ez
az érték atlagosan csak 52,2% volt. Ezzel ellentétben a CFTR 1. exonban elhelyezkedd 7-mert
(7T) a readek 83%-aban helyesen hatarozta meg a rendszeriink, igy feltételezziikk hogy a HP
detektalas pontossaga nem egyediil a HP hosszatdl, hanem egyéb tényezoktdl is fiigg. Ezek
koz¢ sorolhatjuk az adott HP mikrokdrnyezetét a DNS szekvencidban, de akar a szekvenald
gyongyok eltérd elhelyezkedését is (centralisan vs. periférias részeken) a mérés soran hasznalt
PicoTiter lemezeken. A HP szakaszokban talalhatd kisméretli deléciok €s inzerciok pontos
kimutatasa a CFTR esetében kiilondsen fontos. A fent emlitett 7A régidban (c.2046 2052) pl.
tobb mutacio is eldfordul, ezek koziil a c.2052delA (2184delA) és a c.2051 2052delAAinsG
(2183AA>Q) detektalasa nem okozott gondot. Ez nem is annyira meglepd, hiszen a fenti
mutaciok esetében 5A és 6A homopolimerek jonnek létre. Annal kritikusabb a helyzet, ha a
beteg a ¢.2052_2053insA (p.GIn685Thrfs*4) varianst hordozza, mert az ilyenkor kimutatando
adenin HP nyolc nukleotid hosszsag. Tovabb sulyosbitja a problémat, hogy eredményeink
alapjan a €.2052_2053insA all¢l frekvencidja hazankban magas, a prevalenciaja 4,7%-ra
tehetd, amivel a €.1521 1523delCTT utan a 2. leggyakoribb mutaciok kozott van. Ezt a
fajsulyos kérdést, azaz, hogy a c¢.2052 2053insA nagy biztonsaggal kimutathato-e
piroszekvenalassal, tovabbi betegmintak bevonasaval vizsgaltuk. A harom kiilonb6z6
amplikon szekvenalasaval kapott eredmények azt mutatjak, hogy a mutaciot hordozé betegek
azonositasa piroszekvenaldssal nem minden esetben reprodukalhatdé. Mindezek fényében ki
kell jelenteniink, hogy bar az altalunk fejlesztett modszer az esetek dontd tobbségében
megbizhatd szekvenciakat szolgaltat, a ¢.2052 2053insA (p.GIn685Thrfs*4) meghatarozasa
hagyomdnyos technikdval (pl. a 14. exon Sanger szerinti szekvendldsaval) tovabbra is

elengedhetetlen a betegek laboratoriumi diagnosztikdja soran.
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OSSZEFOGLALAS

Az értekezés két 0 témara Gsszpontosit: a cisztas fibrozist okozd mutaciok tipusanak
¢s gyakorisaganak felmérésére Magyarorszagon ¢€s a betegség korszerti molekularis genetikai
diagnosztikdjara. A magyarorszagi mutaciospektrum meghatarozasa tobb 1épésben, 0sszesen
85 beteg bevonasaval tortént. A vizsgdlatokat kaszkad-rendszerben végeztiik, melynek
finomitasa fokozatosan zajlott. Ennek végsé formajaban a CF mutéacidanalizist a kovetkezd
sorrendben végeztilk: Elucigene CF29v2 assay (eltérés esetén az adott exon célzott
szekvenalasa a €.1521 1523delCTT kivételével) és a CFTRdele2,3(21kb) vizsgalata, az e4,
e6, ell, el4, el5 és 20, majd a CFTR tovabbi exonjainak szekvenaldsa, végil MLPA
analizis. Az Gsszesitett eredmények alapjan 169/170 allél keriilt meghatarozasra, melyeken 31
féle CF-okozo varidnst azonositottunk. Ezek k6zott két (ij mutacio is szerepelt, (c.1394C>T és
c.1037 _1038insA), melyek minden valoszinliség szerint koroki eltéréseknek tekinthetdk. A
mutaciok foldrajzi eloszlasdban tobb jellegzetességet is kimutattunk, ezek az irodalomban
leirtakkal Gsszhangban vannak. A rendelkezésiinkre 4llo6 piroszekvenator tesztelése egy
plazmid rendszer segitségével kezdddott. Itt els@sorban a késziilék homopolimer detektald
képességeire koncentraltunk. A kisérlet az 5-mereck és 6-merek kevésbé megbizhatd
azonosithatosagat mutatta ki. A vizsgalatok nem tamogattak azt az elképzelésiinket, hogy a
szekvendlo reakcio elején a homopolimer detektdlds pontosabban zajlana, mint késdbb.
Ezutdin humdn mintdk tesztelése kovetkezett, melyek 17 pacienstdl szarmaztak. Az
eredmények alapjan az altalunk hasznalt késziilék alkalmasnak bizonyult a CF gyanujaval
érkezd betegek vizsgalatdra, annyi megkdtéssel, hogy egy gyakorinak mondhato, mégis
nehézkesen detektalhato eltérést tovabbra is Sanger szekvenalassal vagyunk kénytelenek
megerdsiteni. Végezetlil gy gondoljuk, hogy eredményeink érdemben jarulnak hozza
hazankban a cisztés fibrdzis laboratériumi diagnosztikajahoz és reményeink szerint segitséget

nyUjthatnak az 0jsziil6ttkori szlirés/heterozigota-sziirés bevezetésében is.

A disszertaci6 az alabbi tAmogatas segitségével jott 1étre:

Gazdasagfejlesztési €s Innovacios Operativ Program (GINOP-2.3.2-15-2016-00039).
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