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1. Roviditések jegyzéke

ABD
ABS

ACMG

AF

ARPKD

BMD
CF

CH
CK
CVS
dbSNP
7-DHC
8-DHC
DHCRY7
DMD
DQ
EBP
EDTA
ExAC
HGVS

LOD

actin binding domain, aktink6té domén

actin binding site, aktinkoto hely

American College of Medical Genetics and Genomics, Amerikai Orvosi
Genetikai ¢s Genomikai Tarsasag

amniotic fluid, magzatviz

autosomal recessive polycystic kidney disease, autoszomalis recessziv
polycystas vesebetegség

Becker muscular dystrophy, Becker-izomdystrophia

cystic fibrosis, cystas fibrosis

calponin homology, calponin homologia

creatine kinase, kreatin kinaz

chorionic villus sampling, chorionboholy biopszia

Single Nucleotide Polymorphism Database (adatbazis)
7-dehydrocholesterol, 7-dehidrokoleszterin
8-dehydrocholesterol, 8-dehidrokoleszterin
7-dehydrocholesterol reductase, 7-dehidrokoleszterin reduktaz
Duchenne muscular dystrophy, Duchenne-izomdystrophia
dosage quotient, dézis kvociens

kolesztenol delta-izomeraz

ethylenediaminetetraacetic acid, etilén-diamin-tetraecetsav
Exome Aggregation Consortium (adatbazis)

Human Genome Variation Society

limit of detection, detektalasi hatarérték



LOVD

MAF

MCC

MFS

MLPA

MRNS

NA

N-ABD

NGS

NMD

RFLP

SHH

SIFT

SLO

SLOS

SSD

™

UTR

XLOS

Leiden Open Variation Database (adatbazis)

minor allele frequency, minor allél frekvencia

maternal cell contamination, anyai sejt kontaminacio

Marfan syndrome, Marfan szindroma

multiplex ligation-dependent probe amplification, multiplex ligacio-
fliggd proba amplifikacio

messenger (“hirvivé”) RNS

nem alkalmazhato

N-terminal actin binding domain, N-terminalis aktink6té domén
nextgeneration sequencing, Uj generacios szekvenalas
nonsense-mediated mRNA decay, nonszensz mutacié medidlta mRNS
lebomlas

restriction fragment length polymorphism, restrikcios fragmenthossz
polimorfizmus analizis

sonic hedgehog (fehérje)

Sorting Intolerant From Tolerant (predikcids szoftver)
Smith-Lemli-Opitz

Smith-Lemli-Opitz syndrome/szindroma

sterol sensing domain, szterol érzékeld domén

transmembrane, transzmembran

untranslated region, nem transzlalodé régié

X-linked Opitz G/BBB syndrome, X-hez kotott Opitz G/BBB szindroma



2. Bevezetés

A molekularis genetikai diagnosztika mas laboratériumi vizsgalatokhoz hasonléan
preanalitikai, analitikai és posztanalitikai fazisra kiilonithet6 el.

A preanalitikai fdzisban (a minta analizisét megel6z6 idéintervallum) fordul el6 a hibak
tobbsége [1, 2, 3], a molekularis diagnosztikaban mintegy 60%-a [4], melyekért gyakran az
alabbiak felelések: a minta nem megfeleld azonositasa, esetlegesen nem megfeleld
antikoagulans. A hibak 32% illetve 8%-a az analitikai és a posztanalitikai fazisban fordul el
[4], mely utobbi szakasznak igen fontos része az eredmények interpretacioja a vizsgalatot kérd
klinikai orvos felé.

Az értekezésben ezen harom fazis néhany specialis kihivast jelentd aspektusat mutatom
be. Sulyos monogénes betegségek esetén a genetikai diagnosztika fontos szerepet jatszik a
diagnozis felallitdsaban, genotipus-fenotipus 0sszefiiggések révén a prognozis becslésében, a
reproduktiv dontéshozatalban és megteremti a prenatalis diagnosztika lehetdségét is.

A prenatdlis molekuldris genetikai diagnosztika egy igen specidlis preanalitikai
befolyasolo tényezdje az anyai sejtek bekeriilése a magzati mintaba invaziv mintavétel soran,
mely leggyakrabban chorionboholy biopsziat vagy magzatvizvételt jelent. Irodalmi adatok
alapjan a magzati mintat kontaminalo anyai DNS interferalo hatasa az alkalmazott
diagnosztikai modszer analitikai szenzitivitasatol fiigg a laboratoriumi tesztelés analitikai
fazisaban [5, 6, 7]. A posztanalitikai fazisban az eredmények interpretacioja a preanalitikai
(anyai sejt kontaminicio mértéke) és analitikai (diagnosztikai modszerek analitikai
érzékenysége) faktorok figyelembevételével kell, hogy torténjen.

Az elsé tanulmany (Az anyai sejt kontamindcio interferdlo hatdsa invaziv modszerrel
nyert prenatalis mintak molekularis genetikai tesztelése soran) soran a magzati mintakban

eléforduld anyai DNS kontaminacio kiilonb6z6 molekularis genetikai tesztekre, mint Sanger



DNS szekvenalas, multiplex ligacio-fiiggd proba amplifikacio (MLPA) és piroszekvenalas,
gyakorolt interferald hatasat vizsgaltuk.

Az alkalmazott modszer analitikai specificitasara, azaz az MLPA-val detektalt egy
exont érintdé deléciok masik modszerrel valdo megerdsitésének jelentdségére hivja fel a
figyelmet mdsodik tanulmdanyunk (Uj misszensz mutdcié a DMD génben). E16bbi mellett, az
interpretacios kihivast jelentd 0j misszensz mutacid patogenitdsa megitélésének nehézségeit
mutatjuk be egy igen nagy méretii fehérje, a dystrophin esetén, melyet kiilonboz6 in silico
modszerek és, minden rendelkezésre all6 informaciot figyelembe véve, varians klasszifikéacios
algoritmus [8] alkalmazasaval kiséreltink meg. Az eset komplexitasit mutatja az izom
szOvettani vizsgalat és dystrophin immunhisztokémiai analizis elvégzésének sziikségessége is.

A harmadik tanulmanyban (Magyarorszagi Smith-Lemli-Opitz szindromas betegek
mutdcios spektruma) 2008-2012 kozott diagnosztizalt magyar Smith-Lemli-Opitz (SLO)
szindrémas betegek mutacios spektrumat irjuk le és hasonlitjuk Gssze az irodalomban k6zolt
mutaciotipus megoszlassal, a mutaciok génen beliili elhelyezkedésével és mas eurdpai
orszagokban leirt SLO szindromat okozé DHCR7 génmutaciokkal. A molekuléris genetikai
adatok mellett tanulmanyunkban Osszefoglaltuk a betegek biokémiai és klinikai fenotipusos
jellemz6it is. Munkank soran egy Uj misszensz mutaciot is detektaltunk, a patogenitas
eldontéséhez és a varians Kkategorizalasahoz in silico moddszereket, illetve varians
klasszifikacios algoritmust [8] alkalmaztunk. Fehérvérsejtekbol izolalt DHCR7 messenger RNS
(mRNS) szekvenalas nonszensz mutacio medialta mRNS lebomlast (NMD) igazolt a ¢.452G>A
(p.Trpl51%*) korai stop kodon beépiilését okozo mutacid esetén. Ezen SLO szindromat okozo
mutacio esetén az NMD leirt jelenség [9], azonban kimutatasa korabban bér fibroblasztokbol
izolalt mRNS vizsgalataval tortént. Ezen eredményiink igazolja, hogy a periférias vérmintabol
izoldlt DHCR7 mRNS analitikai szempontbdl szintén megfeleld, kevésbé invaziv

beavatkozassal nyerhetd mintatipus.



A madasodik és harmadik tanulmdny részét képezte a genotipus és a fenotipus
(immunhisztokémiai, biokémiai €s klinikai) leirdsa és elemzése is, mely szintén jol példazza a
posztanalitikai fazis részét képezd interpretacidos folyamat egy masik fontos elemét,
nevezetesen annak a kérdésnek az eldontését, hogy az uj genetikai eltérés oki kapcsolatban
lehet-e a megfigyelt fenotipussal. A variansok kategorizalasanak (a patogenitas eldontésének)
fontos elemét képezi tovabba a detektalt genetikai eltérések betegség/génspecifikus
adatbazisokban vald fellelhetdségének keresése. Tovabbi értékes adatokat szolgaltatva a
masodik és harmadik tanulmdnyban Kkimutatott, irodalombol mar ismert és 0j mutaciok
feltoltésre kertiltek a Leiden Open Variation Adatbazisokba

(https://databases.lovd.nl/shared/genes/DHCRY7, https://databases.lovd.nl/shared/genes/DMD).
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2.1 Irodalmi attekintés

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

Napjainkban prenatalis molekularis genetikai diagnosztika szamos sulyos mendeli betegség
esetén elérhetd. Habar az anyai vérben talalhatdo szabad magzati DNS vizsgalata bizonyos
esetekben non-invaziv modszerrel lehetségessé valt [10], maig a legtobb genetikai
laboratoriumban az invaziv modszerrel nyert magzati mintdk genetikai vizsgalata adja az
elvégzett prenatalis tesztek zomét. Az invaziv mintavétel azoban a fotalis minta anyai sejtekkel
valéo kontaminacidjanak (maternal cell contamination, MCC) veszélyét rejti magaban. A
leggyakoribb, chorionboholy-mintavétellel (chorionic villus sampling, CVS) vagy
amniocentézissel nyert mintatipusok (amniotic fluid, AF, magzatviz) esetén az anyai sejt
kontaminacidé minden esetben preanalitikai rizikofaktornak tekintendé [11].

A chorionbiopszias mintdk decidudval (méhnyalkahartya) szennyezddhetnek, melynek
mértéke fiigg az operdtor tapasztaltsagatol, a terhességi kortol, a chorionbolyhok preparalési
modjatol, a minta mindségétdl és mennyiségétol egyarant [12].

Az amnionfolyadék genetikai analizisét anyai hemopoietikus sejtek jelenléte nehezitheti
[13]. A magzatviz mintak tenyésztési koriilményei az amniocytak novekedésének kedveznek,
az anyai periférias vérsejtek eloregednek illetve elpusztulnak, emiatt a tenyésztett AF mintak
anyai DNS kontaminacio veszélye kisebb [14].

Ezzel ellentétben a CVS mintak tenyésztése noveli az MCC kockazatat, mely
nagymértékben csokkenthetd a bolyhok megfeleld elokészitésével (a decidua a
chorionbolyhokrdl torténd eltavolitasaval a tenyésztés elinditasa elott) [15].

A prenatalis molekularis diagnosztika tobb szempontbol is kihivas elé allitja a
laboratoriumot: gyakorlatilag potolhatatlan, gyakran kis mennyiségli vagy szuboptimalis

mintakkal, és igen rovid leletatforduldsi idével sziikséges dolgozni, mig az eredmények



interpretacidja sokszor nem egyszerii [11]. Anyai sejt kontaminacio jelenlétében a PCR-alapt
modszerek DNS szennyezéssel szembeni nagy érzékenysége miatt a magzat genotipusat
esetlegesen rosszul hatarozhatjuk meg. Az iranyelv szerint [16] minden prenatalis molekularis
genetikai teszt esetén javasolt ugyanazon magzati mintabol MCC analizist végezni, a
vizsgalando betegségtol és az 6roklodés modjatol fiiggetleniil. Anyai €s magzati polimorf, rovid
1ismétlédd DNS szekvencidk (short tandem repeat loci) 6sszehasonlitasaval a magzati mintaban
az MCC mértéke (szazalékos aranya) meghatarozhato, ezen vizsgalathoz szamos kereskedelmi
forgalomban kaphato essz¢é all rendelkezésre. Az MCC kimutatdsdra alkalmazott tesztek
detektaldsi szenzitivitasat a laboratoriumnak elézeten meg kell hatirozni, az érzékenység
minimalisan 5% kell, hogy legyen [16].

diagnosztikai tesztek MCC-vel szembeni szenzitivitasat is javasolt meghatarozni keveréses
vizsgalatokkal [12, 16]. A magzati eredmények értelmezését befolyasold, vagyis szignifikans
MCC nagymértékben fiigg az alkalmazott diagnosztikai teszttél és az eredmények
értékelhet6ségét az MCC jelenléte nem feltétleniil teszi lehetetlenné [12, 17].

Chamberlain és mtsai, a PCR mddszer klinikai felhasznalasat bemutat6 egyik legelsd
publikaciojukban [5], a dystrophin gén delécidinak kimutatasara hasznalt multiplex PCR MCC-
vel szembeni szenzitivitasat vizsgalva azt talaltak, hogy 3-5%-0s MCC 25-6s ciklusszam
mellett még toleralhaté (a deléciot nem ,,fedi” el). Lamb és mtsai [7] eredményei alapjan 135K
zavarja, a szignifikancia szint fiigg a kopiaszdm varidci6 tipusatol (delécid vagy duplikacio) és
méretétdl is. Hessner €s munkacsoportja [6] Kimutatta, hogy az apai vércsoportantigéneket
kodolo allélok detektalasa, melynek immuncytopenia altal veszélyeztetett magzatok esetén van
jelentésége, 94-99,8%-o0s anyai kontaminacioé mellett is lehetséges volt allél-specifikus PCR-

rel. Ez arra is példa, hogy a szignifikdns anyai kontaminéci6 szintje nem csak az alkalmazott



modszertdl, hanem a teszt céljatol is fligg, vagyis az apai allél még kimutathatd volt alléltol
fliggden 0,2-6%-0s koncentracioban.

Annak tiikrében, hogy a kiilonb6z6 magzati mintdkban az MCC el6fordulési
gyakorisaga akar a 7,1%-ot is elérheti [7], fontos a molekularis diagnosztikai modszerek anyai

DNS kontaminécidra val6 érzékenységének ismerete.

2.1.2 A dystrophinopathiak molekularis genetikai analizise, a dystrophin fehérje

A dystrophinopathidk a leggyakoribb neuromusculdris betegségek. Az X-kromoszoméhoz
kotott recessziv Oroklddést mutatd, progressziv izomvesztéssel jaro allélikus betegségek a
Duchenne- (Duchenne muscular dystrophy, DMD, MIM 310200) és Becker-izomdystrophiak
(Becker muscular dystrophy, BMD, MIM 300376) hatterében a dystrophin fehérjét kodolo
DMD génben (MIM 300377, Xp21.2-p21.1) kialakulé mutaciok allnak [18, 19]. A DMD a
klinikailag stulyosabb forma, hatterében all6 mutéiciok altaldban a dystrophin fehérje teljes
hianyahoz vezetnek vagy a fehérje funkcionalisan kritikus doménjét érintik [20-22]. A
fenotipusos megjelenésében enyhébb BMD-re nagyfoku variabilitas jellemz6 a klinikai tiinetek
sulyossagat, megjelenésének idejét illetden, tovabba a progresszié tekintetében. Kialakulasat
abnormalis, de funkcidjat részben megtartott dystrophin fehérje jelenléte okozza [23, 24].

A dystrophin egy sarcolemmaval (izomrostot koriilvevd sejthartya) asszocialt fehérje,
mely a sejtmembranba integralt és citoplazmatikus proteinekkel (sarcoglycanok,
dystroglycanok, syntrophinek és dystrobrevinek) vald interakcidja révén (an. dystrophin-
glikoprotein komplex, DGC) kapcsolatot 1étesit az extracellularis matrix bazalis laminaja és a
citoszkeletélis aktin kozott. A DGC {6 funkcidja a sarcolemma stabilizalasa és az izomrostok
védelme hosszu tavon az izomkontrakcid-indukalta karosodassal és nekrozissal szemben. A

DGC mechanikai funkciojan kiviill nagy valoszinliséggel szerepet jatszik az izomsejt
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novekedésben, a citoszkeleton organizaciojdban, az izom homeosztazisban illetve
atrophiaban/hypertrophidban mint transzmembran szignalizacidés komplex [25-27].

A dystrophin fehérjének harom teljes hossziisagu izoformaja 1étezik, melyek egymastol
fliggetlen promoterek (agyi, Purkinje és izom promoter) szabalyozasa alatt allnak. Ezeken kiviil
legalabb négy rovid dystrophin izoforma ismert, melyeket belsd (intronban elhelyezkedo)
promoterek iranyitanak és nem rendelkeznek aktinkotd doménnal. A 14 000 bp (teljes)
hosszusagli mRNS elsdsorban a vaz- €s szivizomban expresszalddik, kisebb mennyiségben az
agyban [28].

Az izom promoter szabalyozasa alatt 4ll6 teljes hosszlisagu dystrophin fehérje 3685
aminosavbol all, molekulatomege 427 kDa [18]. A fehérje négy strukturalis doménba
szervezOdik: 1) N-terminalis aktink6t6 domén (N-ABD vagy ABD1); 2) kozéps6 palca (central
rod) domén (egy masodik aktink6td domént is tartalmaz, ABD2), mely a molekula mintegy
76%-at teszi ki, 24 spektrin-szerti ismétlod6 szekvenciat és négy kapocsrégiot (hinge)
tartalmaz; 3) cisztein-gazdag (cystein rich) domén, ami a sejtmembranban elhelyezked6 beta-
dystroglycanhoz kotédik; és a 4) C-terminalis domén, mely a dystrobrevinhez és a
syntrophinokhoz kapcsolodik [29, 30].

Az emelkedett szérum kreatin kindz (CK) koncentracio és/vagy izombiopszids lelet
és/vagy klinikai tiinetek megjelenése miatt felmeriild dystrophinopathia gyanujat a DMD gén
molekularis genetikai vizsgalata erdsitheti meg. Az elsOvonalbeli genetikai teszt
deléciok/duplikaciok kimutatasara iranyul, mely genetikai eltérések a DMD/BMD esetek
koriilbeliil 65%—-80%-aért felelosek [31, 32]. A legelterjedtebb modszer ezen nagy skalaja
mutaciok kimutatdsara a multiplex ligacio-fiiggd proba amplifikacio [33]. Ha
delécid/duplikécié nem mutathatod ki, méasodik vonalbeli tesztként a DMD gén szekvenaldsa
ajanlhato fel [34]. Kis skalaju (egy vagy néhany nukleotidot érintd) mutaciok mintegy 20-35%-

ban mutathatéak ki DMD/BMD hatterében, tobbségiik nonszensz pontmutacio, kereteltolodast
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okozo kis delécid/inzercio vagy mRNS érést (splicingot) érinté mutacié [28]. Komplex
genomidlis atrendezddések ¢€s mély introni mutdciok mintegy 2%-ban fordulnak eld,
kimutatasuk RNS-alapi modszerekkel eredményes lehet [34]. Az MLPA analitikai
szenzitivitasa 71,3%, mig a teljes molekuldris analizis¢ (MLPA és DNS szekvenalas
egylittesen) 97,3% [22].

A DMD a legnagyobb human gén, 2,5 millié bp-bdl all, a teljes human genom 0,1%-at
¢s az X kromoszoma 1,5%-at teszi ki. A gén 99%-4t intronok teszik ki, 79 konstitutiv exonbol
all [28]. A gén nagy mutacios ratajaért feltehet6en az igen nagy méretii intronok felel6sek [35].
Az esetek 1/3-aban a betegség kialakulasanak hatterében de novo mutacié all [36]. Fontos
azonban szem el6tt tartani, hogy a latszolagos sporadikus DMD esetek egy jelentds részében
(4tlagosan, vagyis az Osszes mutdcid tipusra vonatkoztatva ez 19%-ra tehetd) az édesanya
esetében csirasejtes mozaicizmusrol van szo [22, 37], melyet az ismétlédési kockazat
megallapitasanal figyelembe kell venni [38].

A dystrophin fehérje aktin kotésért €s az extracellularis matrixszal valo 0sszekottetésért
felelds strukturalis elemei jol karakterizaltak. A kristalyszerkezet alapjan két dystrophin
fehérjemolekula N-ABD doménjei egymassal antiparallel dimert képeznek [39]. Az N-ABD
foként helikalis szerkezetii és két calponin homolég (CH) szubdoménnel rendelkezik. A CHI
¢s CH2 szubdoméneket helikalis 0sszekotd (linker) régid kapcsolja dssze (I hélix). A CH2
szubdomén 16 (A, C, E és G) és rovid (B, D ¢és F) hélixekkel rendelkezik. A CH1 szubdomén a
Az N-ABD doménben harom aktinkotd hely (actin binding site, ABS) talalhato. Az ABSI
(K18-A27) az A hélixben (CH1 szubdomén), mig az ABS2 (N88-L116) foként a CHI1
szubdomén F és G hélixeiben helyezkedik el. Az ABS3 kotéhely (L131-S147) a CH2

szubdomén A hélixében talalhato.
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A DMD/BMD betegek igen kis szazalé¢kaban a betegség hatterében misszensz mutacio
all, azonban ezen mutaciok kozel fele az N-ABD-t érinti (Leiden Open Variation Database,

Leiden Muscular Dystrophy pages, www.dmd.nl).

2.1.3 A Smith-Lemli-Opitz szindroma
A Smith-Lemli-Opitz szindroma (SLO szindroma, MIM 270400) a koleszterinszintézis
els6ként felfedezett és leggyakoribb sulyos velesziiletett zavara, melyet a 7-dehidrokoleszterin
reduktaz (DHCR7) enzim deficienciaja okoz [40-43]. A koleszterin bioszintézise acetatbol két
6 szakaszra, a preszkvalén és a posztszkvalén koleszterin szintézisre tagolodik. A preszkvalén
szakasz a szterol és izoprenoid szintézishez jarul hozza, végterméke a lanoszterin (az els6
szterol a koleszterin bioszintézise sordn), mely a posztszkvalén szakaszban két szintetikus
utvonalon alakulhat koleszterinné szdmos enzim kézremiikddésével. A két utvonal az alifés
oldallancban 1évé C24-C25 kettds kotés redukcidjanak (24-dehidrokoleszterin reduktaz
katalizalja) az iddpontjaban kiilonbozik. A Kandutsch-Russel Gitvonal soran a redukcié az elso,
a Bloch utvonal esetén pedig az utolsé enzimatikus lépésben torténik. Emberben a legtobb
szovetben a Kandutsch-Russel Gtvonal az els6dleges [44], melyben az utolsé lépésben a
DHCR7 enzim a 7-dehidrokoleszterint (7-DHC) koleszterinné redukalja. Az agyban, a
herékben ¢és ez emld exokrin mirigyeiben a koleszterin mellett jelentds mennyiségii
deszmoszterin lehet, mely utobbi a DHCR7 enzim hatasara 7-dehidrodezmoszterinbél
keletkezik a Bloch titvonal utolso el6tti 1épésében [43, 45-47].

A human DHCR7 az endoplazmatikus retikulumba lokalizalodo NADPH-fiiggd
membranprotein, aminosavosszetétel alapjan becsiilt molekulatomege 54,5 kDa. A protein
els6dlegesen a transzmembran domének szamaban térnek el [48-51]. Két szterol reduktaz

motivummal rendelkezik, a szterol reduktaz 1 motivumot a 213-228., mig szterol reduktdz 2
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motivumot a 439-462. aminosavak alkotjdk. Emellett rendelkezik egy szterol reduktdz
signature motivummal is (394-405 aminosavak). A potencialis szterol érzékel6 domént (sterol
sensing domain, SSD) a 181-362. aminosavak képezik. Ezen protein motivumok/domének
enzimatikus szerepe nem ismert [52].

SLO szindromédban a DHCRY enzim csokkent miitkddése kovetkeztében a koleszterin és
dezmoszterin szintézis csokkent, mig a 7-DHC ¢és izomere, a 8-dehidrokoleszterin (8-DHC)
koncentracidja emelkedett a vérben és a szovetekben egyarant [41, 53-55]. A 8-DHC nagy
valoszintiséggel 7-DHC-bél keletkezik az EBP (kolesztenol delta-izomeraz, MIM 300205)
enzim kozremiikodésével [54, 56].

Az SLO szindroma Kklinikai diagndzisa a szérum/szovetek emelkedett 7-DHC
nagymértékben specifikus biokémiai markere. Egyes pszichiatriai gyogyszerek szedése (pl.
aripiprazol, trazodon, haloperidol) [57-59], fokozott koleszterin szintézissel jard patologias
allapotok (pl. familiaris hypercholesterinaemia - abszolut 7-DHC emelkedés jellemzi, a 7-
DHC/koleszterin arany normal marad) és a cerebrotendinosus xantomatosis (7-DHC emelkedés
mellett egyéb szterol prekurzorok és a cholestanol szintje is emelkedik) is a vér 7-DHC
emelkedés esetén (bor) fibroblastok vagy lymphoblastok lipid-deficiens médiumban vald
tenyésztése segithet a differencialdiagnosztikaban (ilyen koriilmények kozott fokozott a de
novo koleszterinszintézis és a kontrollhoz hasonlitva a 7-DHC szintje markansan megné az
SLO szindromaban szenvedd beteg esetén) [43]. A szérum koleszterin koncentracidja normal
is lehet, igy ez a paraméter kizarasra nem alkalmazhat6 [43].

A szindroma elséként 1964-ben kertiilt leirasra harom hasonlo fenotipust (jellegzetes
arckarakter, mentalis retardacio, microcephalia, sulyos taplalasi nehezitettség, megkésett

fejlodés és hypospadiasis) mutato férfibeteg észlelése soran [61].
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A koleszterin szintézis zavaraival ellentétben 4altaldban a  velesziiletett
anyagcserebetegségekre nem jellemzé fejlédési rendellenességek jelenléte. Azonban a
koleszterin vér-agy gaton €s placentan keresztiili transzportja €s ezaltal az anyai metabolizmus
kompenzal6 hatasa csak korlatozottan lehetséges. A magzati fejlodés endogén koleszterin
szintézistol valo fliggése a magyarazata az egyéb metabolikus betegéségek tobbségére nem
jellemz6 embrionalis fejlodési zavarnak [43].

A leggyakrabban el6forduld altalanos klinikai tiinetek a novekedési elmaradas,
megkésett fejlodés, mentdlis retardacid ¢és a viselkedészavar (autisztikus vondsok,
hiperaktivitas, onbantalmaz6 magatartas stb.). Tobb szervrendszert érintd velesziiletett fejlodési
rendellenességek jelenléte szintén gyakori és jellegzetes arckarakter (kicsi orr, elérenézé
orrnyilasok, ptosis, micrognathia) figyelheté meg [60, 62, 63]. A 2. és 3. labujj syndactyliaja a
betegek tobb, mint 95%-aban jelen van. A fenotipusos spektrum rendkiviil széles, az igen enyhe
mentalis retarddcioval ¢és viselkedészavarral tarsuld minor fizikalis eltérésektél a
prenatalis/perinatalis halalozashoz vezet6 stlyos esetekig terjed [60, 64].

A Kkoleszterinnek szamos biologiailag fontos funkcidja van. Az emlds sejtek
membranjanak esszencialis lipid alkotoeleme, a myelin f6 Gsszetevdje, a szteroid hormonok,
neuroszteroidok, oxiszterolok és epesavak prekurzora, szerepe van tovabbd az embrid
fejlodésében és a morfogenezisben is a Sonic hedgehog proteinnel (SHH) val6 interakcidja
révén [49, 52, 65]. Az SHH a kozponti idegrendszer, az arc és a végtagok embrionalis
fejlodésében jatszik szerepet [62].

A koleszterin az un. lipid tutajok (lipid rafts) fontos strukturalis komponense, a szterol
Osszetétel megvaltozasa befolyasolja a sejtmembran fizikokémiai és funkcionalis
tulajdonsagait. A 7-DHC helyettesitd szerepe szamos metabolikus itvonalon egyeldre még nem

teljes mértékben definialt [64].
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A rendkiviil szines tiinetegyiitteshez nagy valdszintiséggel a koleszterin deficiencia
mellett az emelkedett 7-/8-DHC koncentracio illetve a felszaporodott metabolitok szarmazékai
mind hozzajarulnak [43, 62]. A 7-DHC nagymértékben oxidabilis, a lipidperoxidacio soran
szamos oxiszterol keletkezik bel6le in vitro és in vivo [66, 67], melyek bioldgiailag aktivak és
nagy valosziniiséggel befolyasoljak az agy fejlodését [68].

Az SLO szindroéma monogénes betegség, oroklodésmenete autoszomalis recessziv, a Human
Gén Mutacios Adatbazis alapjan 217 mutéciot irtak le eddig a koroki DHCR7 génben (11q13.4,
MIM 602858) (Professional Human Gene Mutation Database, https://portal.biobase-
international.com/hgmd/pro/start.php, 2018.2 release). A DHCR7 mutaciok kimutatasanak nem
kizardlag az erds klinikai gyani mellett nem egyértelmiien/minimélisan emelkedett vagy
normal szérum 7-DHC koncentraciok esetén van meger6sitd diagnosztikai szerepe [64]. A
molekularis genetikai diagnosztika segitségével a csalddra jellemzé mutaciok kimutathatoak,
mely a késObbiekben lehetdséget biztosit prenatilis diagnosztikara, az egyenesagu
leszdrmazottak célzott hordozdsag tesztelésére, genetikai tandcsaddsra és rizikobecslésre.

A human DHCR7 gén cDNS-ét 1998-ban Moebius és mtsai klonoztak eldszor [69], majd harom
egymastol fliggetlen kutatocsoport igazolta DHCR7 mutaciok jelenlétét az SLO szindroma
hatterében [48, 70, 71]. A DHCR7 gén mutacidéi csak az SLO szindromaval hozhatok
Osszefiiggésbe.

A human DHCR7 gén 14 100 bazisparbol (bp) all és 9 exonbol épiil fel [48]. A DHCR7
MRNS 2786 bp-bol all és 1425 bp hosszsagh nyitott leolvasasi kerettel rendelkezik, melyet a
3-9. exonok kodolnak. A 194 bp-nyi 5’ nem transz1alodo régidt (untranslated region, UTR) az
1., 2. és részben a 3. exon, a start kodont a 3. exon, a fehérje karboxi-terminalis részét és a 961
bp-nyi 3> UTR régiot a 9. exon kodolja [52]. A DHCR7 egy ubiquiter fehérje, de a DHCR7
MRNS legnagyobb mennyiségben a mellékvesékben, a majban, a herékben és az agyban

mutathato ki [69].
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Az SLO szindroma viszonylag gyakori a kaukazusi populacioban, a betegség
incidenciaja 1:10 000-1:70 000 az észak- és kozép-europai szarmazasuakban [43]. Az igen
magas hordozé gyakorisagot (1-2%) [64, 72, 73] részben a heterozigotak szelekcios elényével
magyarazzak. A bérben 1évé 7-DHC-bSl D3 provitamin képzédik UV sugarzas hatasara, egy
elmélet szerint az Eszak-Eurdpaban gyakori D-vitamin hiany ellen védhetett a DHCR7
mutaciok hordozasa [60], illetve egy masik elmélet alapjan a heterozigdtak sejtmembranjaban
minimalisan emelkedett 7-DHC koncentracid bizonyos virusfertézések ellen nyujthatott
védelmet [43]. A DHCR7 génmutaciok jellegzetes foldrajzi megoszlasara Eurdpaban
feltehet6en az alapito hatas, a genetikai sodrodas és visszatéré mutaciok egyiittes jelenléte ad

magyarazatot [74].
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3. Célkituzések

1) Célul thztik ki harom molekularis genetikai diagnosztikai modszer anyai DNS
kontamindciora vald szenzitivitasanak meghatarozasat:

1) Sanger DNS szekvenalas [75], mely a kis skalaju genetikai eltérések kimutatasanak arany
standardja és a prenatalis molekularis genetikai diagnosztikaban az egyik leggyakrabban
hasznalt modszer,

i1) multiplex ligacio-fliggd proba amplifikacio [76], mely exon-/génszintii deléciok/duplikaciok
kimutatasara alkalmas molekularis genetikai teszt,

iii) a piroszekvenalas [77], egy 01j generacios szekvenalasi modszer (nextgeneration sequencing,
NGS), mivel a molekularis diagnosztikaban a Sanger DNS szekvenalés visszaszoruloban van,
az NGS pedig egyre nagyobb teret nyer.

Emellett az irodalomban fellelhetd, ezen modszerek analitikai szenzitivitasara vonatkozo
adatokat attekintettiik és elemeztiik a prenatalis molekularis genetikai diagnosztika és az anyai
DNS kontaminacid dsszefliggésében.

2) Molekularis diagnosztikai tevékenységiink kapcsan a DMD génben egy 0j misszensz
mutacidt detektaltunk. A muticid patogenitdsdnak megitélését a klinikai kép, az izom
szOvettani vizsgalata, a dystrophin immunhisztokémiai analizise és a fehérje szerkezetének in
silico analizise alapjan kiséreltik meg.

3) Tizenharom (12 nem rokon) magyarorszagi SLO szindromas beteg molekularis genetikai
vizsgalata alapjan a magyar betegpopulacio mutacios spektrumanak meghatarozasat, klinikai
és biokémiai (koleszterin, 7-DHC) fenotipusos jellemzdinek dsszefoglalasat, egy ) misszensz
mutacid patogenitdsanak megvizsgalasat €s a mutdcio detektalasi szenzitivitas meghatarozasat

thztuk ki célul.
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4. Anyagok és médszerek

4.1 Az anyai sejt kontaminacio interferalé hatasa invaziv modszerrel nyert prenatalis
mintak molekularis genetikai tesztelése soran

4.1.1 MCC szimulacio

A tanulmdny sordn elvégzett kisérletekben genomidlis DNS keverékeket alkalmaztunk. Vad
tipusu DNS minta ("'magzati’) heterozigdta DNS mintaval ("anyai’) torténd kontaminacidjaval
1%, 5%, 10%, 20%, 30% és 40%-0s anyai sejt kontaminacidt szimulaltunk, mely sorrendben
0,5%, 2,5%, 5%, 10%, 15% ¢és 20% mutans all¢l aranynak felelt meg.

A periférias vér leukocytaibol a genomialis DNS izolalasa QIAamp DNA Blood Mini Kit-tel
(Qiagen, Hilden, Németorszag) tortént. A DNS koncentraciot a NanoDrop 2000
spektrofotométeren (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt

Allamok) hataroztuk meg a gyarto utasitésai szerint.

4.1.2 A Sanger DNS szekvenalas anyai sejt kontaminacioval szembeni szenzitivitasanak
meghatarozasa

Hat kis skalaju mutacio, 1) 5 egy nukleotidot érintd baziscsere €s 2) egy 3-bp-t érint6 delécid
tesztelését végeztiik el.

1) A vad tipust DNS mintat (’magzati’) 6t kiilonboz6 PKHD1 gén (fibrocystin/polyductin,
6pl12.3-p12.2, MIM 606702) pontmutaciora heterozigbta DNS mintaval (Canyai’)
kontaminaltuk: NM 138694.3: ¢.8870T>C, c¢.3407A>G, c.7916C>A, c.6992T>A ¢és
c.107C>T. A PKHD1 génben el6forduldé mutaciok autoszomalis recessziv polycystas
vesebetegséghez vezetnek (ARPKD, MIM 263200).

2) A vad tipusut DNS mintat (’magzati’) a CFTR gén (cystic fibrosis transmembrane

crcr

mintaval (Canyai’) kontaminaltuk: NM 000492.3: c.1521 1523delCTT, a muticid neve
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hagyomanyos némenklatira szerint F508del. A CFTR gén mutacidi az autoszomalis recessziv
oroklodési cystas fibrosis (CF, MIM 219700) kialakulasahoz vezetnek.

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

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

4.1.3 Az MLPA médszer anyai sejt kontaminacioval szembeni szenzitivitasanak
meghatarozasa

Az MLPA moddszer szenzitivitdsat 1) egy multiexon-delécio és 2) egy multiexon-duplikécio
esetén vizsgaltuk meg. Minden MLPA kisérletet a gyartd utasitdsai szerint végeztiink. Az
adatok analizisét blokk normalizacioval végeztiik. Roviden, mintan beliili és mintak kozotti
normalizacié utan hatdroztuk meg a dozis kvocienseket nemben illesztett kontrollok
alkalmazasdval Microsoft Excel segitségével.

1) Vad tipustt n6i DNS mintat (‘magzati’) kevertiink a MID1 gén (midline 1, Xp22.2, MIM
300552) 1-3. exonjainak deléciojara (NG_008197.1(NM_000381.3):c.(?_-365) (864 +1 865-
I)del) heterozigdta néi DNS mintaval (‘anyai’). A MID1 génben el6fordulé mutaciok X-hez
kotott Opitz G/BBB szindroma (XLOS, MIM 300000) kialakuldsdhoz vezetnek. Az MLPA
analizist a SALSA MLPA P233-B2 MID1 probamix (MRC-Holland, Amsterdam, Hollandia)
alkalmazasaval végeztik. Az X-hez kotott oOroklédésmenet miatt a  proba
felismerési/komplementer szekvencidjanak delécidja az amplifikacio teljes elmaraddsédhoz
vezet férfiakban, mig a heterozigéta formaban eléforduld delécio a dozis kvociens ~35-50%-0s
csokkenéséhez vezet.

2) Vad tipusi DNS mintat (‘magzati’) kevertink a PKHD1 gén 33-35. exonjainak

duplikaciojara (NG_008753.1(NM_138694.3):c. (5236 + 1_5237-1) (5751 + 1_5752-1)dup)
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heterozigota (‘anyai’) DNS mintaval. Az MLPA analizist a SALSA MLPA P341-B2/P342-B2
PKHDI1 probamix (MRC-Holland) alkalmazéasaval végeztiik. Heterozigdta duplikacid esetén a

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

4.1.4 Az uj generaciéos DNS szekvenalasi modszer (piroszekvenalas) anyai sejt
kontaminacioval szembeni szenzitivitaisanak meghatarozasa

Vad tipust DNS mintat (‘magzati’) kevertiink az FBN1 gén (fibrillin 1, 15g21.1, MIM 134797)
egy nukleotidot érintd baziscseréjére (NM_000138.4: c.4727T>C) heterozigota (’anyai’) DNS
mintaval. Az FBN1 gén mutacidéi Marfan szindromdhoz (MFS, MIM 154700) vezetnek, mely
autoszomalis dominans Oroklédést mutat. A bidirekcionalis piroszekvenalas GS Junior
rendszeren tortént és az adatok analizisét a GS Amplicon Variant Analyzer Software-rel (Roche
454 Life Sciences, Branford, Connecticut, Amerikai Egyesiilt Allamok) végeztik. A DNS

mixeket duplikdtumban vizsgéltuk.

4.2 Uj misszensz muticié a DMD génben

4.2.1 Esetbemutatas, klinikai jellemzok

A 6 hoénapos filicsecsemd neurologiai kivizsgalasa enyhe, generalizalt izomgyengeség,
hypotonia és megkésett motoros fejlddés miatt kezd6dott. A perinatalis anamnézis
eseménytelen volt, mentalis fejlédése rendben zajlott, érzészavara nem volt. Szenzomotoros
tréning ellenére a tiinetekben javulas nem kovetkezett be, ezért neuromusculéris betegség
gyanuja merilt fel. Az electromyographia myopathias jeleket mutatott. Az 1 éves korban
elvégzett laboratoriumi vizsgalat soran mért emelkedett kreatin kindz érték (1497 U/L,
referencia tartomany: 24-195 U/L) miatt dystrophinopathia gyanuja meriilt fel és 14 honapos
korban DMD gén analizis elvégzésére kertilt sor. A csaladban DMD/BMD nem fordult el6. 25

honapos korban a fizikalis vizsgalat fekvésbol vald nehezitett feliilést, scapula alatat, a felsd
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végtagokon és a mellkason csokkent izomtdmeget ¢és enyhe vadli hypertrophiat irt le. Ezt

kovetden a quadriceps izombdl biopszia elvégzésére keriilt sor.

4.2.2 DNS izolalas

A periférids vér leukocytdibol a genomialis DNS izolalasa a 4.1.1 pontban leirtak szerint tortént.

4.2.3 A DMD gén delécio/duplikacio analizise

Deléciok/duplikaciok vizsgalata a DMD génben MLPA mddszerrel tortént a SALSA MLPA
P034-B2 DMD ¢s P035-B1 DMD probamixekkel (MRC-Holland). Az adatok analizisét a
gyartd utasitdsai szerint végeztiik. A dozis kvociens kalkulaldsa roviden: beteg €s kontroll
mintak mintan beliili normalizacidja (referencia probak alkalmazasaval) utan a betegmintaban
kalkulalt relativ csicsmagassagot hasonlitottuk a nemben illesztett kontrollokban kalkulalt
relativ csticsmagassagok atlagdhoz minden proba esetén Microsoft Excel segitségével.
Férfiakban a proba komplementer szekvencidjanak delécidja a proba amplifikacio

elmaradéasahoz (a fragment analizis soran hidnyzo csucs a vart mérettartomanyban) vezet.

4.2.4 A DMD gén 4. exonjanak Sanger DNS szekvenalasa
A DMD gén 4. exonjanak és a hatarolé introni szakaszoknak irodalmi primerekkel [78] torténd
PCR-rel torténd amplifikacioja utan bidirekcionalis Sanger DNS szekvenalast végeztiink a

4.1.2 pontban leirtak szerint.
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erer

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

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

4.2.6 Az izom szovettani vizsgalata, a dystrophin fehérje immunhisztokémiai analizise

Harantcsikolt izom szdvettani és immunhisztokémiai vizsgalatat fagyasztott izombiopszias
mintabol késziilt, 7 mikrométer vastagsagu, keresztmetszeti sikii metszeteken végeztiik el
standard protokoll szerint [79]. Sarcolemmalis ¢és sarcolemma-asszocidlt proteinek
immunhisztokémiai vizsgalata az alabbiak szerint tortént: a dystrophin fehérje 1-es, 2-es és 3-
as epitopja ellen iranyuld antitestekkel, melyek sorrendben a centralis/kozponti, C-terminalis
¢és N-terminalis régionak felelnek meg (Novocastra, Newcastle, UK, forgalmazo Biomarker,
Go6dolls, Hungary; a primer antitestek higitasal:20 volt minden esetben); illetve sarcoglycan a,
B,y és & (Novocastra, primer antitest-higitasok sorrendben: 1:50, 1:100, 1:100 és 1:50); merosin
(Novocastra, 1:100) és spectrin (Novocastra, 1:100) fehérjék elleni antitestekkel. A primer
antitestek targylemezen torténé inkubalasat 1 oran at szobahdmérsékleten végeztik. Az
immunhisztokémiai vizsgalatok soran a detektalas a MACH 4 Universal HRP-Polymer
Detection System (Biocare Medical, Pacheco, California, Amerikai Egyesiilt Allamok) kittel a
gyarto utasitasai szerint tortént. (Dr. Hortobagyi Tibor, Pathologiai Intézet, Neuropatholégiai

Nem Ondllé Tanszék, Debreceni Egyetem).

4.2.7 In silico analizisek
Vizsgalatainkhoz a dystrophin (PDB ID: 1DXX) [39], utrofin (PDB ID: 1QAG) [80], a-aktinin
3 (PDB ID: 1WKU) [81] ¢és fimbrin (PDB ID: 1A0A) [82] proteinek ABD doménjének Protein

Data Bank adatbazisban elérhetd kristalyszerkezetét hasznaltuk, a fehérjékre vonatkozo6 tovabbi
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informaciokat (pl. szekvencia) az UniProt adatbazisbol toltottiik le: dystrophin (UniProt ID:
P11532), utrofin (UniProt ID: P46939), a-aktinin 3 (UniProt ID: Q08043) és fimbrin (UniProt
ID: P13797). A szerkezeti abrak a PyMOL Molecular Graphics System (Version 1.3
Schrodinger, LLC) program segitségével késziiltek. A szerkezet-alapt szekvencia-illesztést a
SALIGN web-szerverrel végeztiik [83]. A masodlagos szerkezetre vonatkoz6 predikciok a
JPred4 szerver [84] alkalmazasaval késziiltek. A FoldX algoritmussal [85] és a SDM web-
szerverrel [86] kalkulaltuk a pontmutaciok hatasara a protein stabilitisaban bekovetkezett
valtozasokat (AAG, kcal/mol), a dystrophin fehérje N-ABD kristalyszerkezetének
felhasznalasaval. Az aggregacios hajlamra vonatkozé dinamikus predikciot az N-ABD domén
A lancanak szerkezete alapjan az Aggrescan3D szerver hasznalataval végeztikk [87] (Dr.

Motydan Janos Andras, Biokémiai és Molekuldris Biolégiai Intézet, Debreceni Egyetem).

4.3 Magyarorszagi Smith-Lemli-Opitz szindromas betegek mutacios spektruma

4.3.1 Betegek

2008-2012 kozott osszesen 13 (12 nem rokon) egyén SLO szindréma irdnyu molekularis
genetikai és biokémiai diagnosztikajat végeztiik el. A vizsgalt betegek az orszag kiilonbozo
régioibol (Nyugat-Dunantl, Dél-Dunantul, Koézép-Magyarorszag, Eszak-Alfold, Eszak-
Magyarorszag) érkeztek.

Az SLO szindroma klinikai gyanujat elsévonalbeli tesztként a szérum 7-DHC
molekularis genetikai vizsgalatat is elvégeztiik. A kezel6orvosok altal rendelkezésiinkre
bocsatott klinikai jellemzdket az alabbiakban részletezziik. A silyossagi pontérték kiszamitasat
klinikai genetikus szakorvos végezte a Bialer és munkatarsai altal kifejlesztett [88], majd Kelley

¢s Hennekam altal modositott pontozo rendszer szerint [60].

24



4.3.1.1 Klinikai jellemzdk

1. Beteg

A leanygyermek a 37. terhességi héten sziiletett csaszarmetszéssel édesanyja elso,
praececlampsiaval és diabetesszel komplikalt terhességébdl, sziiletési stlya 2510 g volt. A
sziiletéskor megfigyelhetd klinikai jellemzok a kovetkezdek voltak: generalizalt, enyhe
oedema, generalizalt izomhypotonia, microcephalia, microphthalmia, rovid szemrések, bal
oldali cataracta, mélyen l6 fiilek, hypoplasias nyelv, gingiva hypertrophia, jobb oldalon teljes,
bal oldalon részleges coanalis atresia, micrognathia, minden végtagon postaxialis polydactylia,
négyujj-redd, aszimmetrikus labia majora, hidnyz6 labia minora, imperforalt anus €s sacralis
sinus pilonidalis. A beteg az elsé életnapon 1égzési elégtelenség miatt elhaldlozott. Az
¢desanyanak ezt kovetden két terhessége végzddott spontan vetéléssel a 7. és 14. terhességi

héten.

2. Beteg

A fitgyermek tobbszords fejlodési rendellenességgel a 39. terhességi hétre sziiletett egyszerli
fartartds miatt csdszarmetszéssel édesanyja 5. terhességébdl. Az édesanydnak ezen gyermek
sziiletését megeldzéen harom spontan vetélése volt, majd egy egészséges leanygyermeknek
adott ¢életet. Perinatalis asphyxia miatt sziiletés utan ujraélesztésre volt sziikség. A fejkorfogat
32,5 cm, a sziiletési hossz 46 cm, a sziiletési stly 2810 g volt. Sziiletéskor generalizalt
izomhypotonia és bizonytalan jellegii kiils6 nemi szervek (micropenis, hasadt scrotum,
perineoscrotalis  hypospadias, bilateralis  cryptorchismus) voltak  megfigyelhetéek.
Citogenetikai vizsgalat 46,XY kariotipust allapitott meg. Craniofacialis eltérésként
microcephalia, kisméretli orr széles, lapos orrnyereggel, elérenézd orrnyildsok, micrognathia,
magasan ivelt szajpad lagyszajpad hasadékkal és széles alveolaris szegélyek voltak

megfigyelhetéek. Vazrendszeri eltérések mindkét kézen és a jobb laban postaxialis polydactylia
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¢s bilateralis, részleges 2—3. labujjakat érinté syndactylia (bort érintd) €s négyujj-redd voltak
jelen. Egyéb eltérések bilateralis cataracta, corpus pineale cysta, oldalkamra tagulat és pylorus

stenosis.

3. Beteg

A 2. Beteg fiutestvére, édesanyja 6. terhességébdl sziiletett egyszerli fartartds miatt
csaszarmetszéssel a 37. terhességi héten. A fejkorfogat 33,5 cm, a sziiletési hossz 46 cm, a
sziiletési suly 2700 g volt. A klinikai jellemzdk a kovetkezdek voltak: micrognathia, magasan
ivelt szajpad lagyszajpad hasadékkal, kisméretli orr széles, lapos orrnyereggel, elérenézd
orrnyilasok, bizonytalan jellegii kiils6 nemi szervek (clitoris-hypertrophia vagy micropenis,
perineoscrotalis hypospadias és bilateralis cryptorchismus), postaxialis polydactylia a jobb
kézen, a bal kéz 5. ujjanak clinodactylidja, bilaterdlis, részleges 2-3. labujjakat érintd
syndactylia (bort érintd); majdnem teljes a 4-5. bal labujjakat érintd syndactylia, négyujj-redo,

vesicoureteralis reflux és kovetkezményes pyelectasia; izomhypotonia és adrenalis hyperplasia.

4. Beteg

Ez a lednygyermek csaszarmetszéssel sziiletett édesanyjanak elsé terhességébdl a 35. terhességi
héten. A fejkorfogat 31 cm, a sziiletési hossz 36 cm, a sziiletési stily 2000 g volt. T6bbszdrds
fejlodési rendellenességek jelenléte volt megfigyelhetd: craniofacidlis eltérések (micrognathia,
lagyszajpad hasadék, szajpadhoz tapadt nyelv), postaxialis polydactylia, részleges 2-3. és teljes
5-6. labujj syndactylia, vertebralis deformécio, atrioventricularis szeptumdefektus, nyitott
ductus arteriosus, tricuspidalis billentyii-elégtelenség €és a bal vese agenézidja. A beteg
keringési elégtelenség kovetkeztében 12 napos életkorban exitélt, az ujraélesztés sikertelen
volt. Postmortem vizsgalat tiido alobulaciot és hypoplasiat, hepatomegaliat, uterus bicornist és

pneumoniat igazolt.
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5. Beteg

A 38. terhességi héten sziiletett, 3090 g sziiletési stlya lednygyermeknél minor
rendellenességek voltak megfigyelhetoek: bilateralis részleges 2-3. labujj syndactylia,
clinodactylia, a jobb kézen négyujj-redd, microcephalia, magasan ivelt szajpad, uvula bifida,

hosszt philtrum, széles, lapos orrnyereg €s enyhe hypertelorismus.

6. Beteg

Ez a leanygyermek a 38. terhességi héten sziiletett. A fejkorfogat 32 cm, a sziiletési hossz 52
cm, a sziiletési suly 2840 g volt. Klinikailag mélyen il fililek, kemény szdjpad hasadék,
postaxialis polydactylia a jobb kézen, bilateralis 2—3. labujj syndactylia, dongalab a bal oldalon,
11 borda a bal oldalon, jobb kamra hypertrophia, tricuspidalis billentyielégtelenség,
gastroesophagedlis reflux, taplalasi nehezitettség, dystopias vese és agyi atrophia. A gyermek

1,5 éves koraban valoszintileg anesztetikumra adott adverz reakcio miatt halalozott el.

7. Beteg

A fiugyermek édesanyja elsé terhességébdl sziiletett csdszarmetszéssel a 39. héten
meconiummal festenyzett magzatviz miatt. A klinikai tlinetek a kovetkezdek voltak:
microcephalia, szijpadhasadék, retrognathia, mélyen il6 fiilek, postaxidlis polydactylia,
négyujj-redd, részleges 2—3. labujj syndactylia, micropenis, hypospadias, a corpus callosum

részleges dysgenezise, atrioventricularis szeptumdefektus €s taplalasi nehezitettség.
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8. Beteg

Ez a fitgyermek édesanyja els6, nem komplikalt terhességébdl sziiletett a 42. terhességi héten.
Sziiletési stlya 3160 g volt. A fenotipusos jellemzok a kovetkezdek voltak: micrognathia,
epicanthus, rovid szemrések, hypertelorismus, magasan ivelt szajpad, gingiva hypertrophia,
kétoldali négyujj-redd, 2-3. labujj syndactylia, tavol iil6 mellbimbok, hasadt scrotum,
micropenis, laza iziiletek és bor. Szomatomentalis fejlédése lassu volt, 8 honapos koraban

szepszis talajan kifejlodott tobbszervi elégtelenségben elhalalozott.

9. Beteg

A lanygyermek a 38. terhességi héten sziiletett, sziiletési sulya 2710 g volt. Megfigyelhetd
rendellenességek a kovetkezéek voltak: izomhypotonia, micrognathia, epicanthus, széles
orrgyok, elérenézd orrnyilasok, részleges 2—3. ldbujj syndactylia, négyujj-redd, bifid uvula,

taplalasi nehezitettség ¢s megnagyobbodott oldalkamrak.

10. Beteg

Ez a fiagyermek a 36. terhességi héten sziiletett csdszarmetszéssel praeeclampsia miatt.
Intrauterin retardacié miatt amniocentézis tortént, mely 46,XY kariotipust igazolt. A kdvetkezd
eltérések voltak megfigyelhetéek: bizonytalan jellegii kiilsé nemi szervek, hypospadias,
hypertelorismus, mélyen iil6 flilek, magasan ivelt sz4jpad, jobb oldali postaxialis polydactylia,
2-3. 1abujj syndactylia, nyitott ductus arteriosus, enyhén megnagyobbodott jobb oldalkamra és

sulyos Hirschsprung betegség.

11. Beteg
A lanygyermek a 38. terhességi héten sziiletett, sziiletését megel6zden édesanyjanak 3 spontan

vetélése volt €s sziiletett egy egészséges fingyermeke. Sziiletési sulya 2350 g volt. A kdvetkezd
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klinikai tiinetek voltak megfigyelhetdek: postaxialis polydactylia minden végtagon, bal kézen
négyujj-redd, hypertonias végtagok, rovid felkar és comb, kétoldali részleges 2-3. labujj
syndactylia, magasan ivelt szajpad, révid nyak, tdvol il6 mellbimbok, bizonytalan jellegii kiilsé
nemi szervek (kariotipus: 46,XY), pylorus stenosis, biliaris cirrhosis és atrioventricularis
szeptumdefektus. Taplalasi nehezitettségén a pylorotomia nem javitott, igy parenteralis

taplalasra szorult. 3 honapos koraban szamos infekcié utan haldlozott el.

12. Beteg

A fingyermek a 35. terhességi hétre sziiletett diabetes mellitusszal és hypertensioval komplikalt
terhességbdl praeeclampsia miatt csdszarmetszéssel. Sziiletési sulya 1725 g volt. A kovetkezd
fenotipusos eltérések voltak megfigyelhetéek: inguinalis sérv a bal oldalon, kétoldali részleges

2-3. labujj syndactylia, hypospadias, hasadt scrotum és pitvari szeptumdefektus.

13. Beteg

A legenyhébb fenotipust mutato, jelenleg 25 éves ndbeteg. Klinikai jellemzdk: postaxialis
polydactylia, 2-3. labujj syndactylia, pitvari szeptumdefektus, mentalis retardacio, scoliosis,
strabismus €és nagyothallas. Iddsebb lanytestvére a 38. terhességi hétre sziiletett akut asphyxias
allapotban, sziiletési sulya 2500 g volt. Sikeresen ujraélesztették. Minor anomalidk (nincs
klinikai adat, édesanya elmondésa alapjan 0jsziilottként éppen tigy nézett ki, mint fiatalabb
lanytestvére) és velesziiletett szivfejlodési rendellenesség miatt Turner-szindréma gyanuja
mertilt fel, de citogenetikai vizsgalat normal n6i kariotipust igazolt. Sulyos kardiovaszkularis
rendellenességek voltak megfigyelhetdek: atrioventricularis szeptumdefektus, nyitott ductus
arteriosus, részleges tiidovéna transzpozicid, hidnyzo tiidélobulacio és epehdlyag agenesia.
Sulyos kardialis dekompenzacio miatt a fejlddésben elmaradt és 1 honapos koraban elhaldlozott

(SLO szindroma iranyu kivizsgalas nem tortént).
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4.3.2 Modszerek

4.3.2.1 Biokémiai diagnosztikai modszerek

Szérum mintakbol a 7-DHC szint meghatarozasat a Honda és mtsai altal leirt UV
spektrofotometrias modszerrel végeztiik [89], a total koleszterin koncentraciét enzimatikus

kolorimetrias modszerrel hataroztuk meg.

4.3.2.2 A DHCRY?7 gén kodolo régiojanak molekularis genetikai analizise

A periférias vér leukocytaibol torténd genomialis DNS izolalas a 4.1.1 pontban leirtak szerint
tortént. A DHCR7 gén molekuléris genetikai analizise sordn a kddold 3—9. exonokat és az exon-
intron hatarokat amplifikaltuk. A korabban Fitzky és mtsai altal leirt [48] intronokban
lokalizalodo primereket alkalmaztuk, a 7. exon (e7F: 5°-GCT GGG CTC TCG CTA AGT AA-
3’, e7R: 5’-GCA GTA GAT TAA GGT CAT GGG AAT-3’) és 9a exon reverz primer
kivételével (e9aR: 5’-ATG TAG AAG TAG GGC AGC AGG TGG C-3’). A Sanger DNS
szekvenalast a 4.1.2 pontban leirtak szerint végeztik. Az elektroferogramok manudlis
értékelésénél hasznalt referencia szekvencia: DHCR7 gén (NG _012655.2). A betegek DNS
mintaiban detektalt mutaciok transz elhelyezkedését a sziildi mintak célzott analizisével
minden esetben igazolni tudtuk. A 11. Beteg esetén csak a sziildi mintdk alltak

rendelkezéstlinkre.
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4.3.2.3 A DHCR?7 gén nem-kodolo exonjainak és szabalyozo szekvencidinak analizise

A feltételezett promoter régiot [52] és a 3 UTR egy részét is (a stop kodontol 462 nukleotidot
3’ iranyban, mely tartalmazza az egyik poliadenilacids helyet [69]) a kovetkezé primerek
alkalmazaséval analizaltuk: PM1F (5’-CCT GAC ACC CATGTG TTT ACC-3’), PMIR (5’-
CCG GAC TCG AGA TTG ACG-3’), PM2F (5’-AGC TGG GAT CCC GAA GAA G-37),
PM2R (5’-CAC GCC GCC TAC CCT CTA-3"), PM3-¢elF (5’-GCA ATC GCTGAC ATC ATC
C-3”), PM3-elR (5’-CCT GTG AGT GGG CACCTG-3"), e2F (5’-GAG CTT CTG CCC TCT
CCT G-3°), e2R (5’-TCA ACG CTG TGA AGC CAT AG-3’), 3UTRIF (5’-CTA CATGGC
CAT CCT GCT G-3’), 3UTRIR (5’-CCC CAG GGA CACTGA TTA GA-3’), 3UTR2F (5’-
GTTCCTTGCTTT TGC CTTCA-3") és 3UTR2R (5’-GGA GGG GGA TCT AGA GCT GA-

3’). A Sanger DNS szekvenalast a 4.1.2 pontban leirtak szerint végeztiik.

4.3.2.4 ADHCR7 mRNS szekvendaldsa

EDTA-val (etilén-diamin-tetraecetsav) antikoagulalt periférias vérbol végeztiink total RNS
izolalast Trizol reagenssel (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok). A
reverz transzkripciot a High Capacity cDNA Kit-tel (Applied Biosystems) végeztiik. A DHCR7
CDNS-t 4 atfedé6 fragmentben amplifikaltuk Pfu DNS polimeraz enzimmel (Agilent
Technologies, Santa Clara, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) a kovetkez8 primerek
alkalmazasaval: DHCR7mRIF (5’-TGA CAG AACCGC ATC TCA A-3’), DHCR7mRIR (5°-
CTC CTA CGT AGCCGG GTA GA-3’), DHCR7mR2F (5’-TAC CTT GTG GGT CACCTT
CC-3’), DHCR7mR2R (5’-ATT GGT CAC ATG GCT GTGG-3’), DHCR7mR3F (5’-GAT
CGGGAAGTGGTT TGACT-3’), DHCR7mR3R (5’-GCC ACC CGG AAG ATG TAG TA-
3”), DHCR7mMR4F (5’-GAC TGT GTC TGG CTG CCT TA-3’) és DHCR7mR4R (5’-AGG
ATG GCC ATG TAG ATG ATG-3"). A Sanger DNS szekvenalast a 4.1.2 pontban leirtak

szerint végeztiik.
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4.3.2.5 Az uj misszensz mutdcio patogenitisanak megitélésére hasznalt modszerek

Az altalunk detektalt, korabban nem leirt ¢.374A>G (p.Tyr125Cys) misszensz mutacid
funkciondlis hatasdnak megitélésére a Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT) predikcids
szoftvert hasznaltuk [90, 91]. A DHCR7 ortologok tobbszoros szekvencia-illesztését ClustalW
bioinformatikai analizissel végeztiik [92]. Annak kizarasara, hogy nem egy gyakori magyar
populécioban eléforduld polimorfizmusrol (benignus varidnsrol) van szd 50 egészséges egyén
DNS mintdjat analizaltuk a c¢.374A>G varians jelenlétére PCR-RFLP (restrikcios
fragmenthossz polimorfizmus) modszerrel, SnaBI restrikcios enzim alkalmazasaval. A DHCR7
gén 5. exonjanak amplifikacidja egy 250 bp-os PCR terméket eredményez. Homozigdta normal
(vad tipusu) mintdk emésztése SnaBI restrikcios enzimmel (New England Biolabs, Ipswich,
Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok) egy 121 és egy129bp-os restrikcios fragmentet

redményez, mig az SnaBl enzim hasitési helye elvész a ¢.374A>G varians jelenléte esetén.

4.4 Szekvencia variansok leirasa (ndmenklatira)
A szekvencia variansok nomenklatirdgja a Human Genome Variation Society (HGVS)
(weboldal: http://varnomen.hgvs.org/) ajanlasainak megfelel6. CF esetén a mutaciok

hagyomanyos elnevezését is feltiintettiik [8, 93].

4.5 Szekvencia variansok terminoldgiaja

Az 1 varians klasszifikacié [8] a “mutacio” illetve ’polimorfizmus” kifejezések hasznalata
helyett a detektalt genetikai eltérések varians” megnevezését javasolja a kovetkezo jelzokkel
kiegészitve: (i) patogén, (ii) valoszinilileg patogén, (iii) bizonytalan jelentOségii, (iv)

valdsziniileg benignus vagy (v) benignus.
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Ennek ellenére a mutacié/mutation megnevezést az irodalomban/diagnosztikai gyakorlatban is
még mindig igen elterjedt volta miatt a dolgozatban is hasznaltuk a <1% minor allél
frekvenciaval el6fordulod, potencialisan a betegséggel 0sszefiiggésbe hozhaté vagy korabban

leirt patogén varidansok megnevezésére.

4.6 Szekvencia variansok klasszifikacidja

A korabban nem leirt szekvencia variansok besorolasara az Amerikai Orvosi Genetikai és
Genomikai Tarsasag (American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG))
klasszifikacios rendszerét alkalmaztuk [8], mely két kritérium-szettet alkalmaz a patogén vagy
valésziniileg patogén illetve a benignus vagy valdszinlileg benignus varidnsok
strong (PVS1)), er6s (strong (PS1-4)), kozepes (moderate (PM1-6)) vagy “tamogatd”
(supporting (PP1-5)) erbsséglick lehetnek. A varians benignus voltat alatdmasztod
kritériumok/bizonyitékok dnmagukban bizonyito erejiick (stand-alone (BA1)), erdsek (strong
(BS1-4)) vagy “tamogato” (supporting (BP1-6)) erésségiiek lehetnek. Az egyes kategoriakon
beliili szdmozasok célja kizardlag a visszavezethetdség, hogy mely kritériumok alapjan tortént
az adott varidns besoroldsa, nem a bizonyiték erdsségi szintjét jeloli. A rendelkezésre allo
bizonyitékok kombinacidja alapjan torténik a varians klasszifikacioja az 6t kategoria egyikébe.
Amennyiben egy adott varians sem a patogén, sem a benignus kritérium-szett kritériumait nem
teljesiti, vagy a rendelkezésre allo bizonyitékok ellentmondoak, a bizonytalan jelentGségii
varians besorolds a javasolt. A klasszifikdcios kritériumrendszer haszndlatdit nagyban
megkonnyiti az interneten elérhetd és a felhasznalo altal megadott bizonyitékok alapjan a

varians besorolast automatikusan elvégzd program [94].
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5. Eredmények

5.1 Az anyai sejt kontaminacid interferalo hatasa invaziv modszerrel nyert prenatalis
mintak molekularis genetikai tesztelése soran

5.1.1 A Sanger DNS szekvenalas anyai sejt kontaminaciéval szembeni szenzitivitasa

Hat kis skalaju mutacio esetén végeztiik el a keveréses kisérleteket a Sanger DNS szekvenalés
szenzitivitasanak meghatarozasara.

Vad tipust DNS minta (‘magzati’) ¢és kiilonb6z6 pontmutaciokra heterozigdta DNS
minta ("anyai’) keveréses vizsgéalatdval az alabbi mutins allélra vonatkozo detektalasi
hatarértékeket (limit of detection, LOD) kaptuk: 1) NM_138694.3:¢.8870T>C, 2.5% mutéans
allél (5% MCC, 1A. abra); 2) és 3) NM_138694.3:¢.3407A>G és ¢.7916C>A, 5% mutans allél
(10% MCC, 1B.,C. abra); 4) NM_138694.3:c.6992T>A 10% mutans allél (20% MCC, 1D.
abra); (5) NM_138694.3:¢c.107C>T, 15% mutans allél (30% MCC, 1E. abra).

Vad tipust DNS minta (‘magzati’) és egy 3 bp-0s deléciora (NM_000492.3:
c.1521 1523delCTT) heterozigbta DNS minta (Canyai’) keveréses vizsgalata soran 10%

mutans allél bizonyult a detektalas alsé hataranak (20% MCC, 1F. abra).
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1. abra A Sanger DNS szekvenalas anyai DNS kontaminacidval szembeni szenzitivitasa. Vad
tipusu DNS mintat ("magzati’) 6 kis skaldji mutaciora heterozigéta DNS mintaval kevertiink
(Canyai’):  A)  NM_138694.3:¢c.8870T>C; B) NM_138694.3:c.3407A>G; C)
NM_138694.3:c.7916C>A; D) NM_138694.3:c.6992T>A; E) NM_138694.3:c.107C>T; F)
NM _000492.3:c.1521 1523delCTT). +/—, heterozigdta *anyai” DNS minta; 1-40%, a szimulalt
MCC mértéke. A mutans allél detektalasi hatarat narancssarga téglalap jeloli minden keveréses

vizsgalatnal.

A detektalasi hatarérték megallapitasat minden esetben az alapvonal ,,zajossagatol”
fliggben hatdroztuk meg és kizardlag az egyértelmiien elkiilonithetd (jelnek tekinthetd)

csucsokat vettiik figyelembe.
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5.1.2 Az MLPA médszer anyai sejt kontaminacioval szembeni szenzitivitasa

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

1) Az els6 esetben vad tipusi n6i DNS mintat ("magzati’) a MID1 gén 1-3. exonjainak
a heterozigota delécionak megfeleld 0,51-0,65 tartomanyba esé dozis kvocienseket
kalkulaltunk a deletalt régiora specifikus probak esetén. 30%-os szimulalt MCC-ig a magzati’
genotipus valtozatlan maradt, a deletalt régionak megfeleld probdk dozis kvdciensei a normal
tartomanyban maradtak. 40%-o0s anyai sejt kontaminacid hatdsara, mely 20% mutans allél
aranynak felel meg, a probak relativ csticsmagassag értéke a 0,70-0,89 tartomanyba esett, mely
mar diagnosztikai bizonytalansagot eredményezhet a gyakorlatban (1. tablazat).

Mas megkdzelitésbdl elemezve az eredményeket, ha a vad tipust mintdban a deletalt
régionak megfelel probak dozis kvocienseinek atlagat tekintettiik 100%-nak, a kevert DNS
mintdkban a probak atlagos relativ csucsmagassag csokkenése 0%, 1,96%, 3,92%, 9,8%,
15,68% ¢és 21,56% volt sorrendben az 1%, 5%, 10%, 20%, 30% ¢és 40%-os szimulalt MCC

esetén (1. tablazat).
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1. tablazat Az anyai sejt kontaminacio interferalo hatasa - MLPA moddszer, delécid analizis

DNS minta tipusa® Atlagb (tartomany)® Atlagos DQd csokkenés Magzati genotipus®

vad tipus 1,02 (0,97-1,12) NA NA

1% MCC 1,02 (0,89-1,10) 0% vad tipus

5% MCC 1,00 (0,85-1,10) 1,96% vad tipus

10% MCC 0,98 (0,88-1,09) 3,92% vad tipus

20% MCC 0,92 (0,85-0,98) 9,80% vad tipus

30% MCC 0,86 (0,81-0,91) 15,68% vad tipus

40% MCC 0,80 (0,70-0,89) 21,56% nem egyértelmii
heterozigéta delécio 0,57 (0,51-0,65) 44,11% NA

MCC, anyai sejt kontaminacié (maternal cell contamination); DQ, doézis kvéciens (dosage
quotient); NA, nem alkalmazhato.

IMCC szimulacié: vad tipusi n6éi DNS mintat ("magzati’) a MID1 gén 1-3. exonjainak
delécidjara heterozigéta néi DNS mintaval (Canyai’) kevertiink. PA delécios szakaszra
specifikus probak (n=8) atlagos DQ és °DQ tartomany értékei. “Atlagos DQ csokkenés a vad
tipust minta atlagos DQ-hez képest (utobbit 100%-nak tekintettiik). ®A magzat teoretikus

genotipusa.
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2) A masodik esetben vad tipusi DNS mintat (‘magzati’) a PKHD1 gén 33-35. exonjainak
duplikaciojara heterozigéta DNS mintaval kevertiink (‘anyai’). A kontaminal6 DNS mintdban
a heterozigdta duplikacionak megfeleld 1,39-1,46 tartomanyba esé dozis kvociensek adodtak a
duplikalt régidnak megfeleld probak esetén. A vizsgalat az mutatta, hogy még 40%-o0s szimulalt
MCC sem valtoztatta meg a teoretikus magzati genotipust, a duplikalt régiora specifikus probak
dozis kvociensei a normal tartomanyban maradtak (2. tablazat).

Az elébbiekben leirt masik elemzést alkalmazva, ha a vad tipust mintdban a duplikéalt
régionak megfelel probak dozis kvocienseinek atlagat tekintettiik 100%-nak, a kevert DNS
mintdkban a probdk atlagos relativ csicsmagassag novekedése 2,02%, 3,03%, 8,08%, 12,12%
és 13,13% volt sorrendben az 5%, 10%, 20%, 30% ¢s 40%-os szimuldlt MCC esetén (2.

tablazat, 1% MCC nem eredményezett 4tlagos relativ csicsmagassag novekedést).
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2. tablazat Az anyai sejt kontaminaci6 interferald hatasa - MLPA moédszer, duplikacio

analizis
DNS minta tipusa® Atlagb (tartomany)® Atlagos DQO| novekedés Magzati genotipus®

vad tipus 0,99 (0,96-1,02) NA NA
1% MCC 0,98 (0,96-1,02) - vad tipus
5% MCC 1,01 (0,98-1,04) 2,02% vad tipus
10% MCC 1,02 (0,99-1,06) 3,03% vad tipus
20% MCC 1,07 (1,03-1,10) 8,08% vad tipus
30% MCC 1,11 (1,08-1,15) 12,12% vad tipus
40% MCC 1,12 (1,09-1,15) 13,13% vad tipus

heterozigdta duplikacio 1,42 (1,39-1,46) 43,43% NA

MCC, anyai sejt kontaminédcié (maternal cell contamination); DQ, dézis kvéciens (dosage
quotient); NA, nem alkalmazhato.

®MCC szimulacié: vad tipust DNS mintat (’magzati’) a PKHD1 gén 33-35. exonjainak
duplikacidjara heterozigota DNS mintaval (*anyai’) kevertiink. PA duplikacios szakaszra
specifikus probak (n=4) atlagos DQ és °DQ tartomany értékei. YAtlagos DQ névekedés a vad
tipusti minta atlagos DQ-hez képest (utobbit 100%-nak tekintettiik). ®A magzat teoretikus

genotipusa.

Az 1. és 2. tablazatokban kizarolag a deletalt és a duplikalt régioknak megfeleld probak relativ

csucsmagassag értékeit tiintettiik fel.

5.1.3 Uj generaciés DNS szekvenalasi médszer (piroszekvenalas) anyai sejt
kontaminacioval szembeni szenzitivitasa
A vizsgalat soran vad tipusi DNS mintat (‘magzati’) egy, az FBN1 génben eléforduld

pontmutaciora (NM_000138.4: c.4727T>C) heterozigéota DNS mintaval kevertiink (‘anyai’).
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Piroszekvenalassal nagy lefedettségnél (szekvenalasi mélység) 0,5% mutans allél kimutathato
volt. A 2,5%, 5%, 10%, 15% és 20% mutans allél frakciok kvantifikalasa megfelelonek
bizonyult (atlag lefedettség 752x, minimum-maximum lefedettség: 437-1165x), a kalkulalt és
a detektalt allél aranyok kiilonbsége elfogadhatoan kicsi volt, a legkisebb eltérés, 0,23% a 2,5%
mutans allél frakcid, mig a legnagyobb eltérés, 1,92% a 20% mutans allél frakcio esetén adodott
(a szamitast a bidirekcionalis és duplikatumban végzett szekvenalasok atlagos detektalt mutans

allél aranya alapjan végeztiik). Az eredményeket a 3. tablazatban foglaltuk 6ssze.

3. tablazat Az anyai sejt kontaminacio interferald hatasa - piroszekvenalas

Szimulalt Kalkulalt Detektalt (o C
MCC? % mutans allél % muténs allél® % Lefedettség
1 0,5 0,14 802
1 0,5 0,37 545
5 2,5 2,90 1165
5 2,5 2,56 772
10 5 4,23 974
10 5 4,57 459
20 10 8,42 1065
20 10 9,56 530
30 15 17,66 645
30 15 14,50 1029
40 20 16,86 437
40 20 19,30 448

&Vad tipusut DNS mintat (’magzati’) egy, az FBN1 génben el6forduld pontmuticiora
heterozigota DNS mintaval kevertiink ("anyai’). PA detektalt mutans allél szazalékos aranya a
bidirekcionalis szekvenalas adatainak atlaga. °A lefedettség a bidirekcionalis szekvenalasi

lefedettségek 0sszege. A mintdkat duplikdtumban vizsgaltuk.

40



5.2 Uj misszensz mutacié a DMD génben

5.2.1 A szérum Kreatin kinaz idobeli valtozasa
A 2. abran a szérum kreatin kinaz (CK) koncentracio id6beli valtozasat mutatjuk be a

kovetési periodus alatt.
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2. abra A szérum CK aktivitds emelkedd tendenciat mutatott (1497-4915 U/L) a kovetéses

periodus alatt (12-33 honap). Referencia tartomany: 24-195 U/L.
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5.2.2 A DMD gén molekularis genetikai analizise

crer

mutatta (3. abra).
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csticsmagassag értékei vannak feltiintetve. A 4. exon esetén a beteg DNS mintdjdban nem
detektaltunk préba amplifikéciot (vildgos sziirke). Sotét sziirke, normal kontroll (férfi) DNS

minta.

A 4. exon PCR-rel torténé amplifikacidja azonban sikeres volt, igy ez a vizsgalat a
deléciot nem erdsitette meg. A 4. exon Sanger DNS szekvenalasa egy 0j pontmutaciot igazolt
(c.227A>T, p.Asn76lle; LOVD adatbazis:

https://databases.lovd.nl/shared/variants/0000171133), mely a 76. aminosavpozicidban

aszparagin-izoleucin cserét eredményez. A mutacié de novo-nak bizonyult, az édesanya DNS

mintdjaban nem volt kimutathat6 (4. abra).
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https://databases.lovd.nl/shared/variants/0000171133

4. abra A DMD gén Sanger DNS szekvenalasa j misszensz mutaciot igazolt a 4. exonban
(nyil, LRG_199t1:c.227A>T, LRG 199pl:p.Asn76lle) a beteg DNS mintajaban hemizigota
formaban (felsé panel). De novo eredetlinek bizonyult, az édesanya DNS mint4jaban nem volt

kimutathat6 (also panel).

A DMD génben egyéb, esetlegesen patogén mutacio jelenlétének kizasasara a teljes
kodolo régio szekvenalasat elvégeztiik. Az izom promoter, az exonok és az exon-intron hatart6l
+/—5 nukleotidnyi szakaszok analizise harom hemizigdta varidnst igazolt. Az eddig nem leirt
misszensz mutacion (C.227A>T) kiviil, melyet elézéleg Sanger DNS szekvenalassal is
kimutattunk, két tovabbi varianst detektaltunk (mindketté szerepel a Single Nucleotide
Polymorphism Adatbazisban (dbSNP) >5%-0s minor allél frekvenciaval (minor allele

frequency, MAF), 4. tablazat)
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4. tablazat A DMD génben piroszekvenalassal detektalt variansok

Lokalizacio Genotipus (hemizigota)? Fehérjeszinti dbSNP ID° MAF?
hatas?

exon 4 C.227A>T p.Asn76lle - -

exon 37 €.5234G>A p.Argl745His rs1801187 0,47

exon 59 c.8810A>G p.GIn2937Arg rs1800280 0,12

Referencia szekvenciak: 3LRG 199t1 és °LRG 199p1.

°dbSNP ID, Single Nucleotide Polymorphism database azonosité szdm; YMAF, minor allél

frekvencia, 1000 Genom Projekt.

5.2.3 Az izom szovettani és immunohisztokémiai vizsgalata

Az izom szovettani vizsgalata enyhe dystrophias vonasokat mutatott: mérsékelten fokozott
rostkaliber ingadozas, elvétve néhany hyperkontrahalt rost, helyenként enyhe foku
maginternalizacio, kis csoportokban basophil regenerativ rostok (5A. abra).

A dystrophin immunhisztokémiai vizsgalata: 1) az l-es antitesttel a sarcolemma valtozo
intenzitasu jel6l6dést mutatott, szegmentéalisan minimalis vagy hidnyzé immunoreaktivitassal,
2) a 2-es antitesttel intenziv, linearis sarcolemmalis expresszio volt megfigyelheté (normal
jelolédés); 3) a 3-as antitesttel a rostok dontd tobbsége negativ volt, a rostok kevesebb mint
5%-aban teljes vagy szegmentalis sarcolemmalis expresszid volt kimutathaté (5B., C. és D.
abra). A spectrin immunhisztokémiai vizsgalata normal, linearis sarcolemmalis expressziot
mutatott (SE. abra). Az a, B, y és & sarcoglycanok linearis sarcolemmalis expressziot mutattak
kozepes vagy erds intenzitassal, n€hdny rostban szegmentalis expresszio csokkenés volt lathato.
A merosin expresszid szabalyos, erds sarcolemmalis mintazatot adott (5F. abra). Minden
immunhisztokémiai reakciot megfeleld negativ és pozitiv kontroll mintdk mellett értékeltiink.
A dystrophin immunhisztokémiai vizsgalatait az eredmények megerdsitése érdekében
megismételtiik (Dr. Hortobagyi Tibor, Patholégiai Intézet, Neuropatholégiai Nem Ondllé
Tanszék, Debreceni Egyetem).
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/LRG/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000198947;lrg=LRG_199;lrgt=LRG_199t1;r=X:31097677-33339441
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/LRG/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000198947;lrg=LRG_199;lrgt=LRG_199t1;r=X:31097677-33339441

5. abra Izombiopszia analizis. A) M¢érsékelt rostkaliber ingadozas, enyhe foku
maginternalizacio, néhany nekrotikus és bazofil regenerativ rost (fehér nyil) lathato. B) Az 1-
es antitesttel (dystrophin kézponti régi¢) a sarcolemma szegmentalisan csokkent vagy hianyzo
immunoreaktivitast mutat. C) A 2-es antitesttel (dystrophin C-terminalis régid) normal linearis
sarcolemmalis expresszio. D) A 3-as antitesttel (dystrophin N-terminalis régio) a rostok
tobbsége negativ, elvétve néhany rostban szegmentalis jell6dés. E) A spectrin normal, linearis

sarcolemmalis expressziot mutat. F) A merosin szabalyos, erés sarcolemmalis mintazatot ad.
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5.2.4 Az Asn76lle mutacié hatasanak in silico analizise

5.2.4.1 A human dystrophin 76. poziciojiban elhelyezkedd aszparagin reziduum (Asn76)
jellemzése

Az Asn76 reziduum domén stabilizacioban betoltott szerepének megitélése céljabol a human
dystrophin N-ABD szerkezetét analizaltuk. A kristalyszerkezet alapjan az Asn76 reziduum az
N-ABD CHI1 szubdoménjanak E hélixében helyezkedik el (6A. abra). Irodalmi adatok szerint
az Asn76 reziduum nem része az aktinkoto helyek egyikének sem és kozvetleniil nem vesz részt
az aktin kotésben [39]. Az Asn76 oldallanca nem a CH1 szubdomén felszinén, hanem sokkal
inkabb a C és E hélixek és a D hurok kozott ,rejtve” helyezkedik el. Az Asn76 oldallancat
alkoto atomok hidrogénkotésnyi tavolsagra vannak az Asp46 és Glu65 reziduumok f6 lancat
alkoto atomoktol az N-ADB kristalyszerkezete alapjan (Asn76.ND2-Asp46.0 és Asn76.0D1-
Glu65.N). Ezek a hidrogénkotések feltehetden stabilizaljak a CH1 szubdomént, kolcsonhatast
teremtve az E hélix (Asn76), a B hurok (a C hélix N-terminalis vége mellett) (Asp46) és a D

hurok kozott (Glu6b) (6A. abra).

5.2.4.2 CH1 szubdoménnel rendelkezd fehérjék szerkezet-alapu szekvencia-illesztése

A human dystrophin, utrofin, a-aktinin 3 és fimbrin fehérjék N-ABD doménjeinek szerkezeti
Osszehasonlitasa (6B. abra) és szekvencia-illesztése is az Asn reziduum nagyfoku
konzervaltsagat mutatta (dystrophin szamozas szerint a 76. pozicioban) (6C. abra), mely
megfelel korabbi analizisek soran tapasztaltnak [39, 95, 96].

Az Asn76 reziduummal interakcioban 1évé Asp46 és  Glu65 reziduumok
konzervaltsagat szintén megvizsgaltuk. Az Asp reziduum (Asp46 dystrophin szamozas szerint)
nem mutatott teljes mértékli konzervaltsagot a vizsgalt human proteinek CH1 szubdoménjei
kozott (6C. abra), mig az a-actinin 1 és 4 izoformai esetén Asp reziduum, a 2 és 3 izoformak

esetén Asn talalhat6 ebben a pozicidban (nincs abrazolva). A human dystrophin Glu65
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reziduumhoz hasonlban, az Asp46 esetében is hasonlo oldallancok konzervaltsaga jellemz6

ebben a pozicioban (Asn vagy Asp) (6C. abra).
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Fimbrin EEEKYAFVNWINKALE--NDPDCRHV-IPMNPNTDDLFKAVGBGIVLCKMINLSVPDTIDERAINKKKLTPFIIQENINLALNSASATIGCHVVNIGAEDLRAGKPHLVLGLLWQIIKIGL

6. abra A human dystrophin, utrofin, a-aktinin 3 és fimbrin fehérjék szerkezete és szekvenciaja.
A) A human dystrophin N-ABD abrazolasa szalagmodellel. Bal oldali panel: az N-terminalis
ABD-k antiparalell dimert formalnak. Kozépsé panel: a CH1 szubdomén szerkezete hélix és
hurok szamozassal. Jobb panel: a CHI szubdomén Asn76, Glu65 és Asp46 reziduumok
abrazolasa palcikamodellel, a kdlcsonhato atomok kozotti tavolsagok (A) feltiintetésével. B) A
human utrofin, a-aktinin 3 és fimbrin fehérjék konzervalt Asn reziduumainak interakcioi. A
human dystrophin C hélixének, D hurkanak és E hélixének megfelel6 régiokat mutatjuk. A
kolesonhatd reziduumokat palcika abrazolassal mutatjuk, a reziduumok nevét és az atomok
kozotti tavolsagot (A) is feltiintettiik. C) Az aktinkotd domének szerkezet-alapt szekvencia-

illesztése. A human dystrophin aminosav szekvencia szamozasa és masodlagos szerkezetének
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szervezOdése az illesztett szekvencidk folott talalhatd. A hélixeket és hurkok elnevezését
feltiintettiik, az Asp46, Glu65 és Asn76 reziduumokat (dystrophin szamozas szerint) zold

szinnel emeltik ki.

5.2.4.3 Az Asn76lle mutdcio feltehetéen nagymértékben destabilizdlé hatdsu

Az Asn76lle mutacionak a masodlagos szerkezetre gyakorolt hatasat a mutins N-ABD
szekvenciaja alapjan josoltuk. A predikcio alapjan az aminosavcsere nem valtoztatja meg sem
az N-ABD domén, sem pedig az E hélix masodlagos szerkezetét.

A mutans human dystrophin protein szerkezete (a FoldX algoritmussal végzett szamitas
alapjan) ugy valtozik meg, hogy az Asn76-nak a szomszédos Asp46 és Glu65 reziduumokkal
kialakitott konzervalt hidrogénkotései felbomlanak a polaros aszparagin hidrofob izoleucinra
cserélddése miatt. A mutacio feltehetden nagymértékben destabilizalé (AAG > 3 kcal/mol) és
kovetkezményes fehérje diszfunkcidt okoz.

Az p.Asn76lle mutacié a dystrophin fehérje aggregacios hajlamara/szolubilitasara gyakorolt
hatasat szintén megvizsgaltuk. Analizisiink alapjan mind a vad tipusi Asn76, mind a mutans
[1e76 reziduumok ,rejtve” maradnak a C ¢és E hélixek kozott, igy a CH1 szubdomén
aggregaciora hajlamos régidinak nem képezik részét (Dr. Motyan Janos Andras, Biokémiai és

Molekularis Biologiai Intézet, Debreceni Egyetem).
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5.3 Magyarorszagi Smith-Lemli-Opitz szindromas betegek mutacios spektruma

5.3.1 Szérum koleszterin és 7-DHC meghatarozas

Minden beteg esetén extrém mértékben emelkedett szérum 7-DHC koncentraciot mértiink 87-
302 mg/L tartomanyban, mely 580-2013-szorosa a referencia értéknek (<0,15 mg/L). A szérum
koleszterin koncentracio 8/13 beteg esetén alacsony volt a korspecifikus referencia
tartomanyhoz viszonyitva. A 7-DHC/koleszterin ardny minden esetben koros volt (nem
tiintettiik fel). A 7-DHC ¢és koleszterin értékek minden esetben a kezelést (koleszterin

szupplementacid) megeldzden keriiltek meghatarozasra.

5.3.2 A DHCRY7 gén molekularis genetikai analizise

5.3.2.1 DHCRY?7 génmutdcio tipusok a magyar SLO szindromds betegpopuldaciéban

12/13 beteg esetén mindkét koroki mutaciot azonositottuk, 1 esetben egy mutaciot detektaltunk

heterozigota forméaban. A betegek genotipusat, a fehérjeszintii hatést, a sulyossagi pontértéket,

a szérum 7-DHC ¢s koleszterin meghatarozésok eredményeit az 5. tablazatban részletezziik.
12 nem rokon egyénben, 23 identifikalt allél alapjan: 56,5% (13/23) misszensz mutacio,

26,1% (6/23) nonszensz mutédcio és 17,4% (4/23) splicingot érinté mutdciod. 11 nem rokon

betegben detektaltuk mindkét mutaciot és egy beteg kivételével, aki homozigdta genotipusu

volt a ¢.964-1G>C null allélra (9,1%, 1/11) minden esetben Osszetett heterozigdtasag

igazolodott: 63,6%-ban (7/11) null allél (nonszensz vagy splicing mutacid)/misszensz mutacio,

27,3%-ban (3/11) két kiilonb6zé misszensz mutacio volt kimutathato.
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5. tablazat Magyarorszagi SLO szindrémas betegek mutacios spektruma, szérum 7-DHC és

koleszterin értékei

Silyossagi  7.pHCY  Koleszterin®

Betegek Genotipusa Fehérjeszintii kﬁvetkezményb fok® (mg/L) (mmol/L)
1 c. [964-1G>C];[964-1G>C] p.[Gly322Lysfs*136];[Gly322Lysfs*136] 55-S 109 0,31
2 c. [964-1G>C];[1190C>T] p.[Gly322Lysfs*136];[Ser397Leu] 50-T 302 1,4
3 c. [964-1G>C];[1190C>T] p.[Gly322Lysfs*136];[Ser397Leu] 40-T 253 1,08
4 c. [964-1G>C];[1190C>T] p.[Gly322Lysfs*136];[Ser397Leu] 55-S 174 0,58
5 c. [452G>A];[740C>T] p.[Trp151*];[Ala247Val] 10-E 130 3,47
6 c. [976G>T];[374A>G] p.[Val326Leu];[Tyr125Cys] 40-T 205 2,1
7 c. [730G>A];[976G>T] p.[Gly244Arg];[Val326Leu] 40-T 155 0,72
8 c. [326 T>C];[452G>A] p.[Leul09Pro];[Trp151*] 30-T 126 0,77
9 c. [1295A>G];[1328G>A] p.[Tyrd32Cys];[Arg443His] 15-E 217 2,0
10 c. [452G>A];[976G>T] p.[Trp151*];[Val326Leu] 20-T 156 1,57
11 c. [725G>A];[452G>A] p.[Arg242His];[Trp151*] 55-S 215 0,8
12 c. [452G>A];[1295A>G] p.[Trp151*];[Tyr432Cys] 20-T 274 1,47
13 c. [452G>A];[?] p.[Trp151*];[?] 15-E 87 2,44

Referencia szekvencia DHCR7 gén (NCBI): ®NM_001360.2 (k6dolé DNS szekvencia),
ANG_012655.2 (genomi), "NP_001351.2 (fehérje szekvencia).

°E = enyhe; T = tipusos/klasszikus; S = stlyos.

Korspecifikus referencia tartomanyok: 97-DHC <0,15 mg/L; ®koleszterin 0-1 év: >1,3 mmol/L

(1,2,3,4,6,7,8,9, 10, 11, 12 Betegek), koleszterin >1 év: 2,8-5,2 mmol/L (5, 13 Betegek).
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5.3.2.2 Magyar DHCR7 génmutdacios spektrum

A magyar SLO szindromas betegekben detektalt genetikai eltéréseket 6sszehasonlitottuk egyéb
europai orszagok mutéacids spektrumaval (6. tablazat). A panetnikus, de Nagy-Britanniadban
legelterjedtebb, leggyakoribb SLO szindromat okozo mutacid a ¢.964-1G>C gyakori
Spanyolorszagban, Olaszorszagban, Németorszagban és Ausztridban [97, 98], de ritka
Lengyelorszagban, Csehorszagban, Szlovakiaban és Dél-Olaszorszagban [97, 99, 100] a
masodik leggyakoribb mutacionak adodott az altalunk vizsgalt betegpopuléacidoban (4 allél). A
p.Trpl51* volt a leggyakoribb a (6 allél) magyar SLO szindromas betegekben. A p.Trpl51*
szintén gyakori Lengyelorszdgban, Németorszdgban ¢&s Ausztridban, Csehorszagban,
Szlovékiaban, de nagyon ritka Nagy-Britannidban, Spanyolorszagban és Olaszorszdgban. A
masik tipikusan kelet-europai mutacio, a p.Val326Leu allél [97], az el6bbi mutaciohoz nagyon
hasonlo f0ldrajzi megoszldst mutat, a magyar betegpopulacioban is a 3. leggyakoribb
eléfordulast (3 allél). A p.Ser397Leu ¢és p.Tyrd432Cys muticidkat Osszesen 2-2 allélon
detektaltuk, tovabbi 8,3-8,3%-ban. Tovabbi, korabban leirt SLO szindromat okoz6é mutaciok
[101] 1-1 allélon fordultak el6: p.Ala247Val, p.Gly244Arg, p.Leul09Pro, p.Argd43His és

p.Arg242His (5. tablazat).
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6. tablazat A leggyakoribb SLO szindromat okozé DHCR7 génmutaciok prevalencidja (%)

Eurdopaban
. Nagy- Lengyel-  Németorszag, Olasz- Spanyol- Csehorszag, .
I ,?li{szag, ) Britannia orszag Ausztria orszag orszag Szlovakia Magy(z;t:;rszag
(allélok szama (44) (30) (44) 20) (40) (20)
p.Trpl51* 2,3 33,3 18,2 <5,0 <5,0 50,0 25,0
p.Val326Leu 2.3 23,3 18,2 0 0 25,0 12,5
p.Arg352Trp 0 133 6,8 <5,0 <5,0 0 0
p.Leul57Pro 0 6,7 2.3 0 0 5,0 0
€.964-1G>C 34,0 33 20,5 20,0 30,0 50 16,7
p.Arg446GIn 0 3,3 0 0 75 50 0
p.Arg404Cys 91 0 0 <5,0 0 0 0
p.Thro3Met 6,8 0 0 45,0 23,0 0 0
p.Gly410Ser 23 0 23 0 7.5 10,0 0
p.Phe302Leu 23 0 0 0 10,0 0 0
p.Ser397Leu 0 0 0 0 0 0 8,3
p.Tyr432Cys 0 0 0 0 0 0 8,3
Osszesen 59,1 83,3 68,3 100,0 70,8
Referencial a a a b b c jelen tanulmany

ta = [97]; b = [98]; ¢ = [99]. Kovéritett betiikkel a magyar betegpopulaciéban >2 allélon

detektalt mutaciokat jeloltiik.

5.3.2.3 Uj misszensz mutdcié kimutatisa a DHCR7 génben

A mar ismert SLO szindrémat okoz6 nonszensz, misszensz €s splicing mutdciokon kiviil egy

Uj misszensz mutaciot ¢.374A>G (p.Tyr125Cys) is detektaltunk. A mutacid patogenitasat az

alabbiak tAmasztjak ala: 1) az érintett aminosavreziduum filogenetikailag konzervalt emberben,

kutyaban, zebraddnidban, egérben és rhesusmajomban (7. abra), 2) a Grantham matrix

pontszam 194 és 3) a SIFT predikcids szoftver szerint ebben a pozicidban a tirozin-cisztein

aminosavcsere nem toleralhato. Fentieken tul a c.374A>G volt az egyetlen potencialisan

patogén varians transz pozicioban egy madsik ismerten SLO szindromat okozd mutacidval

(c.976G>T (p.Val326Leu)) az érintett egyénben. A legkdzelebbi aminosavpoziciok, ahol SLO

szindromat okoz6 mutaciot leirtak a 119. (p.His119Leu [71] és a 138. (p.Gly138Val, [102]) (7.
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abra). A c.374A>G 50 egészséges egyén DNS mintajaban (100 all¢l) PCR-RFLP modszerrel

nem volt kimutathato.

gi|12652617|gb|AAH00054.1| CHKFLPGYVGGIQEGAVTPAGVVNKYQING 147
gi|384945612|gb|AFI36411.1| CHKFLPGYVGGIQEGAVTPAGVVNKYQING 147
gi|73983551|ref|XP_540796.2| CHKFLPGYVGGVQEGAVTPAGIVNKYEING 147
gi|71059883|emb|CAJ18485.1| CHRFLPGYVGGVQEGAITPAGVVNKYEVNG 143
gi|41152207 |ref |NP_958487.1| LHKILPGYVGGVQDGARTPAGLINKYEVNG 150

koakhkkhkhhkkoskokk dhkkkgokkdhgokd

7. abra DHCRY7 ortol6gok aminosavszekvencia illesztése. AAH00054.1: ember, AFI36411.1:
rhesusmajom, XP_540796.2: kutya, CAJ18485.1: egér, NP_958487.1: zebradanio. Az érintett
tirozin reziduumot aldhtzassal jeloltik. A 2 legkdzelebb es6 ismert SLO szindromat okozd

misszensz mutéaciot kovéritett betiik jelzik (H119, G138).

5.3.2.4 A DHCRY7 gén tobbszintii molekuldris genetikai analizise

A 13. Beteg esetén a standard molekularis genetikai analizissel (kodolo exonok és exon-intron
hatarok szekvendlasa) egy kordbban leirt, SLO szindromat okozé mutacidt tudtunk azonositani
heterozigota formaban (c.452G>A (p. Trp151%*). Masodik szintii analizisként a nem kodolo (1-
2.) exonok, a feltételezett promoter régio €s a 3° UTR régid vizsgélata (a stop kodontol 462
nukleotid 3’ irdanyban, mely tartalmazza az egyik poliadenilacids helyet is) tortént. Ez a
vizsgalat Gjabb potencialisan patogén eltérést nem igazolt.

A kovetkezd 1épésben DHCR7 mRNS szekvenalast végeztiink. Ez utobbi vizsgalat
nonszensz mutaciéo medidlta mRNS lebomlast igazolt a ¢.452G>A muticio esetén, a mutans
allél fehérvérsejtekbdl szarmazé mRNS-ben nem volt kimutathaté (8. abra). Ezen SLO
szindromat okozo mutacid esetén ez ismert jelenség [9]. Egyéb patogén eltérést az mRNS

szekvenalas sem igazolt.
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8. abra DHCR7 c¢DNS analizis. A ¢.452G>A (p.Trp151*) mutacié nem volt detektalhato a
fehérvérsejtekbol szarmazé mRNS-ben, mely nonszensz mutacié medidlta mRNS lebomlasra

utal. Felsé panel: genomialis DNS, alsé panel: CDNS.

6. Megbeszélés

6.1 Az anyai sejt kontaminacié interferalé hatasa invaziv modszerrel nyert prenatalis
mintak molekularis genetikai tesztelése soran
Ebben a tanulmanyban 3 molekularis genetikai modszer, a Sanger DNS szekvenalas, az MLPA
és a piroszekvenalas anyai DNS kontamindcioval szembeni érzékenységét hataroztuk meg. A
molekularis prenatalis diagnosztikaban el6forduld leggyakoribb szituaciét modellezve, stlyos
monogénes betegség oroklddése, ismert, a csalddra jellemzé mutdciokkal, mely esetekben az
édesanya autoszomalis recessziv vagy X-kromoszomahoz kotott recessziv betegség hordozoja;
minden esetben a kontamindld6 DNS minta (anyai’) kiilonb6z6 mutéciokra heterozigota
genotipust volt.

A Sanger DNS szekvendlds anyai DNS kontaminiciora vald szenzitivitdsanak

vizsgélata sordn a keveréses kisérletek, melyeket hat (5 pontmutécio és egy 3 bp-t érintd kis
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delécio) kis skalaju mutacio esetén végeztiink el, kiilonbozo detektalasi hatarértékeket (2,5-
15% muténs allél, mely 5-30% szimulalt MCC-nek felel meg) mutattak. Eredményeink alapjan
>5-30% MCC értékek esetén a magzati genotipus bizonytalannad valhat, és diagnosztikai
bizonytalansaghoz vagy akar fals magzati genotipus megallapitdsahoz vezethet a gyakorlatban.

Az altalunk megallapitott detektalasi hatarértékek dsszhangban vannak az irodalomban
kozolt, a Sanger DNS szekvenalas analitikai szenzitivitasat, mozaikossag detektalasara valo
alkalmassagat vizsgald tanulmanyok eredményeivel szolid tumorok €s nem tumoros betegségek
vonatkozasaban [103-106]. Ezekben a tanulmanyokban tesztelt mutaciok tobbségénél az LOD
15-20% mutans allélnak adodott, a Sanger DNS szekvendlds inszenzitiv voltat igazolva
kismértékii mozaikossag kimutatasara [103, 104, 106]. Tumoros sejtvonalakat alkalmazd
keveréses vizsgalatok alapjan a Sanger DNS szekvenalas képes 2-10% muténs allél frakciod
Kimutatasara is, azonban ebben a tartomanyban gyenge a reprodukalhatosag, gyakori a téves
vagy bizonytalan genotipizalas, mig a genotipusok meghatarozasa 20-30%-0s mutans allél
frakciok esetén az esetek dont6 tobbségében megfeleld [105]. Habar a Sanger DNS szekvenalas
nem kvantitativ médszer, ismert, hogy az elektroferogramon megjelend csiics magassaga a
altalunk elvégzett keveréses vizsgélatok is demonstraljak ezt, 1. abra). Mindazonaltal, a Sanger
DNS szekvenalas egy analdog modszer, mely egy atlagos jelet general a mintdban jelen 1évd
mutans ¢és vad tipusu DNS molekulékrol és az eredmények gyakran variabilisak, kiilondsen, ha
az allélfrekvencia alacsony [104, 107]. A Sanger DNS szekvenalas limitacidéi a spektrum
mindkét végén ismertek, a nagyobb ardnyu mozaikossagot (30-35%) gyakran ,tulbecsiili”,
csirasejtes variansnak tiinhet [103]. A magzati mintaban jelen 1év6 anyai DNS mennyiségétol
figgben a kvantifikdcios képesség hidnya, a varidbilis szenzitivitds és a gyenge

reprodukélhatdsag alacsony allélfrakciok esetén a Sanger DNS szekvenalassal nyert prenatalis

crer
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Kissé kiszélesitve tanulmanyunk targykorét, ha a magzat apai mutacié hordozéd
autoszomalis dominans betegség esetén, a kontaminald anyai minta homozigota normal lesz.
Ebben az esetben, a Sanger DNS szekvenalas szenzitivitasat figyelembe véve, a szignifikans
(vagyis magzati eredményt befolyasold) MCC szint valdsziniileg sokkal magasabb lesz, mivel
az apai mutacio 2,5-15%-os allélfrakcioig feltehetéen kimutathaté marad a magzati mintaban.
Az anya apai mutaciora nézve negativ statusza autoszomalis recessziv 6roklodésmenet esetén
szintén befolyasolhatja az apai mutacio kimutathatosagat az allélfrakciok eltolasa miatt a fotalis
mintaban.

Osszefoglalva, habéar az altalunk elvégzett vizsgalatok és az irodalomban elérhetd
adatok a Sanger DNS szekvenalas alacsony analitikai szenzitivitdsat mutatjak a legtobb tesztelt
mutacid esetén, fontos hangsulyozni, hogy a szignifikans anyai DNS kontaminacié mértéke
igen sok tényez6tdl fligghet: a mar emlitetett mutécio tipusan tul, a szekvencia kdrnyezettdl, az
alapvonal variabilitasatol, az 6roklédés modjatol és a DNS minta mindségétdl egyarant, nem is
beszélve az esetleges PCR torzitas eldforduldsarél (amikor valamilyen okndl fogva az egyik
allél preferdltan amplifikalodik), ezért minden eset egyedi és rendkiviil fontos a prenatalis
mintak bidirekcionalis DNS szekvenalasa is.

Az MLPA modszer anyai DNS kontaminaciora vald szenzitivitasat vizsgalod elsd
DNS mintaval kevertiink. 30%-o0s szimuldlt MCC koncentracidig (15% mutans allél) a
teoretikus magzati genotipus valtozatlan maradt. 40% MCC (20% muténs allél) mellett a
delécids szakaszra specifikus probak esetén a dozis kvociensek 30%-0s maximalis csokkenését
detektaltuk, mely mar diagnosztikai bizonytalansaghoz vezethet (heterozigdta delécid esetén a
relativ csticsmagassag tipikusan 35-50%-o0s csokkenése varhato). Egy masik megkozelitést
alkalmazva az anyai DNS kontaminacio MLPA modszerre vald hatasanak megitélésére, a vad

tipusii mintdban a deletalt régiora specifikus probak dozis kvocienseinek atlagat 100%-nak
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tekintettilk. A novekvé mértékben kontaminalt DNS mintdkban a relevans probak atlagos
relativ csticsmagassaganak fokozatos csokkenése volt kimutathato (1. tablazat).

A masodik esetben vad tipusi DNS mintat a PKHD1 gén 33-35. exonjainak
duplikéciojara heterozigdta DNS mintéval kevertiink. Az eredmények alapjan 40%-os szimulalt
MCC (20% mutans allél) sem valtoztatta meg a teoretikus magzati genotipust, a duplikalt
régiodra specifikus probak relativ csucsmagassag értékei a normal tartomanyban maradtak (2.
tablazat). Az eredmények analizisére az eldbbiekben leirt masik modszert alkalmazva, ha a
vad tipusi mintdban a duplikalt régidra specifikus probak dozis kvocienseinek atlagat
tekintettiik 100%-nak, a kevert DNS mintdkban a megfelel6 probak atlagos relativ
csucsmagassag értékeinek fokozatos novekedése volt megfigyelhetd (2. tablazat). Az MLPA
egy szemikvantitativ technika és az elGbbiekben leirt kalkulacido a rutindiagnosztikai
gyakorlatban nem haszndlatos, azonban lehetségessé teszi az allélfrakciok durva becslését.

Osszefoglalva, az anyai DNS kontaminaci6 MLPA modszerrel nyert eredményekre
gyakorolt hatasat: 1) tobb exont érinté deléciok esetén >40% MCC vezethet magzati
genotipizalasi hibdhoz (a detektalasi hatar 20% mutédns allél volt); 2) a tobb exont érintd
duplikécio vizsgalata soran a legmagasabb tesztelt (40%) MCC sem befolydsolta a genotipust,
ezen tipust mutacio esetén az LOD feltehetéen >20% mutans allél. Van Veghel-Plandsoen és
mtsai vizsgaltak az MLPA alacsony szintli mozaicizmus kimutatasara valo képességét egy tobb
exont érintd duplikacid és egy teljes gén delécid esetén, melyek megkdzelitdleg (sorrendben)
20% illetve 15% mutans allél jelenléte esetén voltak kimutathatéak [108]. A mi
eredményeinkhez hasonldéan, az MLPA mddszer kevésbé bizonyult érzékenynek duplikaciok
kimutatasara a delécidkkal Osszehasonlitva. Habar ezen adatok az MLPA moddszer
inszenzitivitdsat mutatjdk anyai DNS kontamindciéval szemben, a pontos magzati
genotipizalashoz elengedhetetlen a parhuzamosan elvégzett MCC szint meghatarozés és az

anyai genotipus figyelembevétele, amennyiben anyai DNS kontaminéci6 jelen van (példaul, ha
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a klinikai kérdés az, hogy a magzat hordozza-e az apai muticiot és az anya genotipusa
homozig6dta normal erre a kdpiaszam variacidora, CNV). A CNV mérete és a probak denzitasa
is feltehetdéen befolyasolja a detektalds szenzitivitasat, illetve az egy exont érintd mozaikos
deléciok/duplikaciok megitélése nehezebb, mert az amplifikalt probak szignalintenzitasa fiigg
a DNS min6ségétdl is [108, 109].

Irodalmi adatok szerint >20% MCC szint ritkan, a magzati mintak 0,3-1,3%-aban
detektalhato [7], mely alapjan az esetek donté tobbségében a CVS és AF mintakban az anyai
DNS kontaminacié szintje a Sanger DNS szekvendlas és MLPA mddszerek (leggyakrabban
detektalt) szenzitivitasi szintje alatt van. Azt is meg kell emliteni, hogy az MCC detektalasi
essz¢ék ajanlott szenzitivitasa 5% [16], mely 3-8-szor magasabb, mint a Sanger DNS
szekvenalas és MLPA modszerek esetén szignifikdnsnak szamitdé anyai DNS kontaminécio
mértéke.

A harmadik keveréses vizsgalatsorozat soran a piroszekvendlds anyai DNS
kontamindcioval szembeni érzékenységét vizsgaltuk. A prenatdlis molekuldris genetikai tesztek
elvégzésének két {6 indikacios teriilete lehet. Sulyos, monogénes betegség oroklédik a
csaladban és a csaladra jellemz6 mutaciok ismertek, ebben az esetben a vizsgalatok ezen
genetikai eltérések kimutatasara iranyulnak. A masik lehet6ség, hogy a magzati ultrahang
vizsgalat genetikai betegség gyanujat veti fel és a genetikai tesztek ennek megerdsitésére
iranyulnak [110]. Ez utdbbi esetben az 0j generacids DNS szekvenalasi modszerek nagy
ateresztOképessége, gyorsasaga és relative alacsonyabb koltsége a Sanger szekvendlassal
Osszehasonlitva nagy elényt jelenthet genetikai heterogenitdst mutaté korképek genetikai
diagnosztikdja esetén.

A piroszekvenalas egy kvantitativ modszer, az egyedi DNS molekuldk szekvenaldsa
lehetévé teszi az allél aranyok pontos meghatarozasat [111]. Vizsgalatunk alapjan

piroszekvenalassal 0,5% mutans allél detektalasa is lehetséges volt nagy lefedettségnél,
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azonban ezt az igen alacsony allél frakciot a modszer alamérte. A 2,5-20%-os allél frakciod
tartomanyban a mutans frakcid piroszekvenaldssal torténd kvantifikdlasa pontos volt (a
pontossagot az invaziv prenatalis molekularis diagnosztika elvarasaihoz mérten értjiik), ezért,
amennyiben ugyanazon magzati mintan elvégezziikk az MCC analizist és az anyai genotipus
ismert, az eredmények interpretacidja lehetséges lehet 1-40%-o0s anyai DNS kontaminacio
mellett is.

A piroszekvenalas szenzitivitasat korabban KRAS génmutaciok kimutatasara
kifejlesztett essz€k esetén tobb munkacsoport is vizsgalta és koriilbeliil 5%-ban hatarozta meg
[105, 106, 112]. Rohlin és mtsai szerint a piroszekvenalas ennél is magasabb analitikai
szenzitivitasu, 1% mutans allél is kimutathato igen magas lefedettségnél (648-8313x) [104].
Jamuar és munkacsoportja egy masik tipusu 0j generdcios szekvendldsi technika mozaikos
forméaban eléforduld muticiok kimutatasa sordan mutatott szenzitivitdsat vizsgalta és azt
talaltak, hogy >200-szoros atlagos szekvenalasi lefedettségnél 5% mutéans allél kimutathato
[103]. A klinikai gyakorlatban alkalmazott ij generacios szekvenalasi modszerek alkalmazasa
esetén ennél sokkal alacsonyabb az atlagos lefedettség (40-80x) [103], mely nagy
valosziniliséggel 1ényegesen alacsonyabb érzékenységet eredményez.

Az 1j generacios szekvenalasi technikék kvantitativ moédszerek, a mintaban 1€vé mutans
¢s vad allélok pontos ardnydnak meghatarozasara képesek, a kvantifikacid pontossaga
els6sorban a szekvenalt molekuldk szamatol, vagyis a szekvenalas mélységétdl (lefedettség)
fiigg [107]. Ezért, bar ezek a modszerek nagy lefedettség esetén igen szenzitivek az anyai DNS
kontaminéci6 jelenlétére, parhuzamosan meghatdrozott MCC szint és ismert anyai genotipus
mellett az allél ardnyok pontos meghatirozédsa lehetdvé teheti az eredmények megfeleld

Osszefoglalva, a magzati mintakban esetlegesen jelen 1évé anyai DNS miatt az

eredmények koriiltekintd interpretacioja kritikus a prenatdlis molekuldris genetikai
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diagnosztikdban. Fontos hangsulyozni az ugyanazon magzati mintabol a diagnosztikai teszttel
parhuzamosan elvégzett MCC analizis szerepét. Jelen tuddsunk alapjan anyai DNS
kontaminaci6 jelenléte a magzati mintdban nem feltétleniil teszi értékelhetetlenné az
eredményeket, helyes prenatalis molekularis genetikai diagnozis és leletkiadas az esetek donto

tobbségében lehetséges és az ismételt, invaziv és kockazatot jelenté mintavétel elkeriilhetd.

6.2 Uj misszensz muticié a DMD génben

A tizennégy honapos fitigyermek esetén jelentdsen emelkedett CK érték, enyhe izomhypotonia
¢s a motoros fejlodés elmaradasa alapjan BMD/DMD gyantja meriilt fel. A tobbszintii
molekularis genetikai kivizsgalast a DMD gén MLPA analizisével kezdtiik, mely a 4. exon
delécigjat mutatta. Az MLPA-val igazolt egy exont érintd deléciok mas moddszerrel torténd
megerdsitése sziikséges, mivel egy “latszolagos” delécid hatterében a probak hibridizaciojat
vagy ligaciojat gatlo, a hibridizacios régioban 1év6 pontmutacio allhat [113]. A 4. exon sikeres
PCR amplifikécidja az elézetes MLPA eredmény fals pozitivitasat igazolta, majd ezt kdvetden
Sanger DNS szekvenalassal a 227. nukleotid helyet érintd A-T transzverziot detektaltunk az 5’
MLPA proba ligacios helyének megfelelden. A pontmutacid nagy valdszintiséggel a ligacid
és/vagy hibridizacio és ezaltal a probaamplifikacié elmaradasahoz vezetett. A DMD gén teljes
korabban Sanger DNS szekvenalassal detektalt, nem leirt ¢.227A>T pontmutacion kiviil. A
C.227A>T varianst a legujabb varians klasszifikacié [8] alapjan valosziniileg patogénként
kategorizaltuk a kovetkezok alapjan: i) erds’ (strong) bizonyiték, hogy a detektalt varians de
novo, az édesanya DNS mint4jaban a muticido nem volt kimutathatd és a csaladi anamnézis
negativ BMD/DMD-re nézve; ii) kdzepes ereji evidencia, hogy a genetikai eltérés nem szerepel
az 1000 Genom Projekt és az EXAC (Exome Aggregation Consortium) adatbazisokban, iii)

tdmogatd bizonyiték, hogy az érintett aminosavreziduum fajok kozotti evolucios
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konzervaltsagot mutat, tovabba strukturalisan hasonld, aktink6té doménnel rendelkezé humén
proteinekkel valo 0sszehasonlitasa (szekvencialis €s strukturalis) is az Asn76 konzervaltsagat
mutatta; iv) a beteg fenotipusa specifikus BMD/DMD-re (a jelentésen emelkedett CK
koncentracid és a klinikai kép alapjan).

A detektalt 0j misszensz mutacio patogenitasanak tovabbi (indirekt) alatamasztasara és
differencialdiagnosztikai szempontok (BMD vagy DMD?) miatt izombiopszia elvégzésére is
sor keriilt. Az izom szOvettani vizsgalata (hematoxilin-eozin festés) enyhefokti myopathias
jellegli elvaltozasokat mutatott regenerativ aktivitassal. A dystrophin fehérje expresszios
mintazata patologias volt. Az 1-es antitesttel (a fehérje kozponti részét ismeri fel) valtozo
intenzitast, szegmentalisan minimalis, illetve hianyz6 sarcolemmalis immunoreaktivitas volt
detektalhato, a 3-as antitesttel (a fehérje N-terminalis részét ismeri fel) a rostok kevesebb mint
5%-aban szegmentalis, a tobbiben teljesen hidnyzo festddés volt megfigyelhetd. A dystrophin
fehérje expresszids mintdzatdnak megvaltozdsa megfelelhet a genetikai analizis sordn detektalt,
N-ABD-t érintd misszensz mutaci6é kdvetkezményének és Becker-féle izomdystrophidra utal.
Ez az eset ravilagit az igen nagy méretii fehérjék, mint a dystrophin, vizsgalata esetében, a tobb
funkcionélisan fontos szerepet betdltd domén elleni antitesttel torténd vizsgalat jelentdségére,
a fals negativ vagy fals pozitiv esetek elkeriilése miatt.

Misszensz mutaciok ritkan allnak DMD/BMD hatterében, azonban ezek egy jelentds
része (~50%) az N-ABD-t érinti [www.dmd.nl]. A human dystrophin fehérje
tanulmanyozasanak gatat szab a teljes hosszlisag fehérje expresszidjanak és tisztitdsanak
nehézsége, a tanulmanyok tobbnyire csak az N-ABD-t vizsgaljak [114]. Jelenleg az N-ABD, a
C-terminalis régid6 WW domén fragmensének illetve a rod-domén elsé N-terminalis ismétl6do
szakaszanak (spectrin repeat) kristalyszerkezete ismert (PDB adatbazis: 2018. 08. 18.).

In silico modszerek alkalmazasaval a detektalt pontmutacié dystrophin fehérje

szerkezetére €s stabilitasara kifejtett hatdsat mi is az N-ABD szintjén vizsgaltuk, az N-ABD

61



szekvenciajanak és kristalyszerkezetének ismeretében. Az p.Asn76lle mutacio feltételezett
hatasat 6sszehasonlitottuk a kordbban tanulmanyozott, az X-kromoszoémahoz kotott dilatativ
cardiomyopathiaval (XLDCM) és DMD-vel asszocialt p.Lys18Asn és p.Leu54Arg mutaciok
kovetkezményével [96, 114]. Néhany CH1 szubdoménnel rendelkez6 human fehérje szerkezeti
Osszehasonlitasa (6B. abra) és az aminosavszekvencia illesztése (6C. abra) a 76. pozicidban
1év6 Asn reziduum (dystrophin szamozas szerint) konzervaltsagidt mutatta. Hasonloan a
korabban vizsgalt Lys18 és vele interakcioban 1évé Asn39 and Phe41 reziduumok nagymértéki
konzervaltsagahoz [114], az altalunk elvégzett analizis is az Asn76 és a kolcsonhatd Asp46 és
Glu65 reziduumok evoltcidés konzervaltsagat mutatta, mely ezen kotéseknek a domén
stabilizalasban betoltott szerepét sejteti.

Az Asn76lle aminosavcsere az E hélix masodlagos szerkezetére nincs hatéssal,
hasonldan (sajat analizisiink alapjan) a p.Lys18Asn és p.Leu54Arg mutansok masodlagos
szerkezete is megegyezik a vad tipusu N-ABD szerkezetével. Ez j6 egyezést mutat a cirkularis
dikroizmus spektroszkopids mérésekkel, melyek alapjan a p.Lys18 Asn mutacié nem valtoztatja
meg az N-ABD globalis masodlagos szerkezetét [114]. Molekuladinamikai szimulaciok a
p.Leu54Arg és p.Lys18 Asn mutansok esetén az I hélix (linker régio) helicitasanak nagymértékii
csOkkenését (p.Lys18Asn) vagy elvesztését (p.LeuS4Arg) mutattadk, mely ezen muticidok
jelenléte esetén lokalis konformaciovaltozasok és tdvolabbi szerkezetre gyakorolt hatasokra
utal [96]. A linker régié helicitasanak csokkenése és a molekula dinamikajanak megvaltozasa
befolyasolhatja az aktin kotés hatékonysagat [96]. Egyszer(, csupan a masodlagos szerkezet
predikciojan alapuld6 mddszerek alkalmazéasaval nem lehet kell biztonsdggal megjosolni a
p.Asn76lle esetében a mutdciotdl tavoli szerkezeti hatasokat. Bar kiilonbozd kisérletes
technikdkkal vagy molekuladinamikai szamitdsokkal a pontmutéciok hatdsara bekovetkezd

szerkezeti hatasok felderithetdek, azonban ezek tiilhaladnak jelen tanulmany keretein.
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A protein stabilitasra vonatkoz6 predikcios vizsgalat (az SDM server segitségével) a
p-Asn76lle mutacié nagymértékii destabilizald hatasat mutatta, hasonloan a CH1 szubdomén
hidrofob kézponti részét érintd p.LeuS4Arg mutaciohoz (AAG > 5 kcal/mol), mely jo egyezést
mutat ezen utobbi genetikai eltérés korabban kimutatott hatasaval [115]. Mivel a p.Asn76lle
mutacié analizisiink alapjan az N-ABD masodlagos szerkezetét nem befolyasolja, nagy
valoszintiséggel lokalis konformaciovaltozashoz vezet a CH1 szubdoménen beliili stabilizalo
interakciok megzavarasa révén. A mutacid valoszinlileg a B hurok flexibilitasat (az E hélix és
a B hurok kozotti Asn76-Asp46 hidrogénkotés elvesztése miatt) és a D hurok reziduumainak
térbeli elhelyezkedését (az E hélix és a D hurok kozotti Asn76-Glu65 hidrogénkotés elvesztése
mutécio, mivel az E és C hélixek kozott nincs direkt hidrogénkdtés, csak a C hélix N-termindlis
vége mellett elhelyezkedd Asp46 1ép interakcioba az Asn76 reziduummal. A CH1 szubdomén
A hélixében elhelyezkedd Lys18 reziduum is stabilizalja a szomszédos B hurok egy
megnovekedett flexibilitdsdhoz vezet, az A hélix (Lys18) és a B hurok (Asn39 and Phe41)
reziduumai kozti kolesonhatasok megzavarasa révén [114].

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

Osszefoglalva, a p.Asn76lle mutacié az in silico analizisek alapjan a maésodlagos
szerkezetet nem befolyasolja, hanem feltehetéen a CHI1 szubdoménen beliili stabilizalo
interakciok megzavardsa révén, nagymértékben destabilizalo hatast. Irodalmi adatok szerint a
monogénes betegséget okozd misszensz mutaciok patogenitdsanak hatterében mintegy 80%-
ban a fehérjét destabilizalo hatas all [116], mely végs6 soron a megfeleld végleges konformaciot

felvevo, ezaltal funkcionalis protein populacié aranyat csokkenti [114]. Tovabba, a nem
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megfelelden feltekeredett protein, in Vivo a proteazok hatasanak is fokozottabban ki van téve
[117].

A fenotipus sulyossaganak megitélése két szempontbol nehéz ebben az esetben. E10szor
is, a detektalt, valosziniileg patogén genetikai eltérés egy 0j misszensz mutacio. Hatasat in silico
modszerekkel probaltuk prediktalni, melyek a mutacié patogenitasat tamogatjak, azonban a
fenotipus sulyossagat nem tudjak megitélni. Masodszor, a beteg igen fiatal kora miatt (6 év) a
klinikai tiinetek a DMD/BMD differencialdiagnosztikajaban nem segitenek. A dystrophin
immunhisztokémiai vizsgalata alapjan ugy gondoljuk, hogy a p.Asn76lle mutacié nagy
valoszintiséggel BMD-t okoz, de a fenotipus feliilvizsgalata id6r6l-idore sziikséges a prognozis
pontosabb elérejelzése miatt. A szérum CK aktivitas az utankovetéses periodus alatt (12-33
honap) emelkedd tendenciat mutatott (1497-4915 U/L), mely feltehetden a legmagasabb (peak)
értek eléréséig tart, majd a betegség progresszidjaval varhatoan csokkend tendenciat kezd
mutatni [118]. A mért CK aktivitas BMD-ben megfigyelt értékekkel jo egyezést mutat (36
BMD-ban szenvedd beteg vizsgalata alapjan (atlagéletkor 27 év (6-55 év), 101-12090 UJ/L,
atlag 2366 U/L, 3/36 betegben mértek normal CK értéket, akik >45 évesek voltak és sulyos
fenotipust mutattak; [119]). A BMD stlyossaga a CK aktivitassal inverz korrelaciot mutat
[119], a CK csokkenésének iiteme a szérumban a betegség progressziojat jelzo prognosztikai
marker [118]. Mivel a mutécio eredete alapjan de novo, az ismétlddési kockazat a korabban
emlitett csirasejtes mozaicizmus BMD/DMD-ben val6é nem elhanyagolhat6é gyakorisaga miatt
kb. 2% [38]. Molekularis genetikai analitikai szempontbol eredményeink az MLPA modszerrel
kimutatott egy exont érintd deléciok mas moddszerrel torténd megerdsitd vizsgalatanak

fontossagara hivjak fel a figyelmet.

6.3 Magyarorszagi Smith-Lemli-Opitz szindromas betegek mutacios spektruma
A koleszterin bioszintézis velesziiletett zavarainak kozOs vondsa a koleszterin

deficiencia, feltehetéen a kiilonb6zé szterol prekurzorok felszaporoddsa vezet az egyes
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szindromakban megfigyelhet6 eltéré tiinetegyiittesekhez [43]. Az SLO szindroma klinikai
meghatarozasa. A 7-DHC koncentracié ritkan csak minimalis emelkedést mutat [120, 121],
azonban az esetek tobbségében minimum 50-szerese a kontroll értéknek [43]. Ezen
laboratoriumi teszt egyben el is kiiloniti az SLO-t az igen ritka, de fenotipusos spektrumban
atfedést mutatd ‘SLO-szeri’ szindromaktol, a lathosterolosistol és a desmosterolosistol [64]. A
plazma koleszterin koncentracidja a betegek mintegy 10%-dban normal lehet, ezért
sziir6tesztként nem alkalmazhato [43, 60]. Ennek részben az az oka, hogy a koleszterin
koncentraci6 meghatarozasa sordn a dehidrokoleszterinek is reakcioba lépnek a koleszterin
mellett (a 7-/8-DHC a szterolok >50%-at is kiteheti!) [60].

Az altalunk vizsgalt betegcsoportban minden esetben extrém mértékben emelkedett
szérum 7-DHC koncentraciot mértiink. A szérum koleszterin koncentracié a betegek kozel 2/3-
aban csokkent volt a korspecifikus referencia tartomdnnyal Osszehasonlitva. Az SLO
szindroémaban prognosztikai markernek tekinthet6 [53, 122] 7-DHC/koleszterin arany minden
esetben koros volt.

A DHCRY gén molekularis genetikai analizise soran 11 nem rokon beteg esetén mindkét
mutécio jelenlétét sikeriilt igazolnunk, 1 esetben 1 mutaciot detektaltunk heterozigdta formaban
(23/24 allél, 95,8%). Ez j6 egyezést mutat az irodalmi adatok alapjan 95-96%-0s mutéacio
esetén [101, 122], mely alapjan nagy deléciok és egyéb tipusu SLO szindromat okozo mutaciok
eléfordulasa feltehetden ritka.

Kiterjesztett analizis ellenére (nem kodold exonok, feltételezett promoter régiod, 3° UTR
régi6 vizsgalata) a 13. Beteg esetén egy mutdcidt detektaltunk heterozigota formaban
(c.452G>A, p.Trp151%*). Fehérvérsejtekbdl izolalt DHCR7 mRNS szekvenalas NMD-t igazolt

a c.452G>A mutécio esetén. Ezen SLO szindromat okozé mutacié esetén az NMD leirt jelenség
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[9], kimutatasa korabban bér fibroblasztokbol izolalt mRNS vizsgalataval tortént. Mivel
eredményeink a periférias vér fehérvérsejtjeibol izolalt mRNS szekvenalasaval ugyanazt az
eredményt mutattdk, feltehetéen ez a mintatipus is alkalmas DHCR7 mRNS vizsgalatok
elvégzésére, melynek sziikségessége esetén a borbiopszia igy elkeriilhetd lehet. Az NMD korai
stop kodont tartalmazo (potencialisan kéaros hatast) fehérjék szintetizalasa ellen védo cellularis
mechanizmus [123]. Egyéb patogén eltérést az mRNS szekvenalas sem igazolt. Egy aberrans
splicing-ot ¢és (esetlegesen teljes mértékii) kovetkezményes NMD-t okozd (igy nem
detektalhatd) masodik mutacio eléfordulasat az enyhe fenotipus miatt nem tartjuk valdsziniinek
(hiszen a detektalt masik allél egy null allél). Kereteltolodast nem okozo, exon skipping-et
eredményezd mutdci6 az mRNS vizsgalata soran nem volt detektdlhaté. A 2. mutacid
feltehetden nem vizsgdlt mély introni vagy szabalyozd szekvenciat érinthet és nagy
valoszinliséggel az mRNS stabilitdsat vagy mennyiségét befolyasolja. Egy masik, szovet-
specifikus promoter 1étezése a koleszterin szintézis szempontjabol kritikusabb szdvetekben sem
kizérhato. Az irodalom tobb egyetlen igazolt DHCR7 mutécioval jellemezhetd SLO szindromas
esetr6l beszamol [48, 100, 102, 124, 125]. Az altalunk vizsgalt 13. Beteg esetén az SLO
szindroma diagnozisa a klinikai tiinetek és az emelkedett szérum 7-DHC koncentracio6 alapjan
egyértelmiien felallithaté volt (diagnosztikai algoritmus [64]).

Az eset tovabbi érdekessége, hogy a 13. Beteg 1jsziilottkordban elhaldlozott
lanytestvére (az 6 esetében az SLO szindroma diagnézisa nem keriilt megéllapitasra, biokémiai
¢s genetikai tesztek elvégzésére nem keriilt sor), aki tobbszords, SLO szindroméban is
megfigyelhetd fejlddési rendellenességekkel sziiletett, a klinikai spektrum éppen ellentétes
végén helyezkedne el, mint a jelenleg is €16 (25 éves) és igen enyhe fenotipust mutaté testvére.
Szamos SLO szindrémas beteg genotipus-fenotipus elemzése alapjan ugyanazon DHCR7
genotipust betegek jelentdsen eltérd sulyossagi pontértékkel és plazma 7-DHC koncentracidval

rendelkezhetnek [101], mely, habar az SLO szindroma monogénes betegség, egyéb genetikai,
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epigenetikai és/vagy kornyezeti tényez6k modulald hatasat valoszintsiti [60, 126-128]. Az
SLO szindromas testvérparok tobbségénél a fenotipus hasonlo [126, 129], mely igaz a mi
betegpopulacionkban igazoltan SLO szindromas testvérpar esetében is (2. és 3. Beteg),
azonban, egyes esetekben, jelentds intrafamiliaris variabilitast figyeltek meg [62].
Természetesen nem kizarhato, hogy a 13. Beteg testvére mas betegségben szenvedett, érdekes
azonban az édesanya anekdotikus beszamoloja a két 0jsziilott nagyon hasonlé arckarakterérol.

A mutaciok kb. fele-fele aranyban az 5-7. exonokban és a 8. intron-9.exonban
helyezkedtek el, mely jo egyezést mutat a korabban leirt megoszlassal, miszerint a genetikai
eltérések mintegy fele a 9. exonban fordul elé [122]. A muticiok mintegy fele (56,5%)
misszensz mutacié volt, mely kevesebb az irodalomban (40-154 mutacié alapjan)
leggyakrabban kozolt aranynal (~90%, [52, 101, 122]. Az aminosavcserével jaro mutaciok
mintegy kétharmada (69%) a feltételezett transzmembran (TM) doménekben ([48] membran
topoplogia alapjan) helyezkedett el (p.Leul09Pro, p.Arg242His, p.Gly244Arg, p.Ala247Val,
p.Val326Leu és p.Tyr432Cys) korabbi irodalmi adatoknak megfeleléen [122]. Ezen beliil is a
TM mutéciok kétharmada (p.Arg242His, p.Gly244Arg, p.Ala247Val, p.Val326Leu) a
feltételezett szterol érzékelé6 doménben [52] talalhato.A TM doménokat érinté misszensz
mutaciok feltehetéen a protein stabilitasat befolyasoljak [122], mely egy eltérés esetén
kisérletes koriilmények kozott igazolodott is [48]. A nem TM doménban elhelyezkedd
misszensz mutaciok koziil, a 2 allélon detektalt p.Ser397Leu a nagymértékben konzervalt,
feltételezett szterol reduktaz ,,signature” motivumot (394-405. aminosavak, 4. citoplazmatikus
hurok, [52]), mig a p.Arg443His a 2-es szterol reduktaz motivumot (C-terminus) €rinti €s ez
utobbi nagy valoszinliséggel a protein stabilitasat csokkenti [52, 124]. A misszensz mutaciok
mellett 26,1% nonszensz és 17,4% splicingot érintd mutacidt detektaltunk, melyek null allélt

eredményeznek [52, 122].
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A genotipusok megoszlasa az irodalomban leirthoz hasonlonak adodott [101, 130]. Egy
beteg kivételével (9,1%) minden esetben Gsszetett heterozigdtasag igazolodott: 63,6%-ban null
allél/misszensz mutacio, 27,3%-ban két kiilonbdz6 misszensz mutacid volt kimutathato.

A DHCR7 gén mutacidi érdekes foldrajzi megoszlast mutatnak, mely allélikus
heterogenitas mas monogénes betegségek esetén is ismert [131, 132]. A null allélt eredményezd
p.Trpl51* nonszensz mutacié volt a leggyakoribb a magyar SLO szindrémas betegekben. A
p.Trpl51*mutacié feltehetden Dél-Lengyelorszagban keletkezett és kelet-nyugati gradienst
mutat Eszak-Eurépaban [97].

A 8. intronban a splice akceptor helyet érintd, null allélt eredményezé €.964-1G>C
mutacio a masodik leggyakoribbnak adodott az altalunk vizsgalt betegpopulacidban. A ¢.964—
1G>C a leggyakoribb SLO szindrémat okoz6, Eszak-Eurdpaban nyugat-keleti gradienst mutato
mutacio feltehetden brit eredetii [97]. Erre a mutaciora homozigota allapot igen sulyos
fenotipust eredményez [70, 71, 122, 124, 130]. A ¢.964-1G>C mutaciora homozigdta
genotipust 1. Beteg az els ¢letnapon elhaldlozott, majd az édesanya 2. és 3. terhessége spontan
vetéléssel végzodott a 7. és 14. terhességi héten (a 3. magzat genotipusa keriilt meghatarozasra,
ahol szintén ¢.964-1G>C homozigotasag igazolddott). Az SLO szindromaval érintett
csaladokban a magzati haldlozas és a spontan vetélések incidencidja mintegy 2-szerese az atlag
populacioénak [133]. Az altalunk vizsgalt csaladok negyedében fordult eld tobbszords spontan
vetélés.

A null mutaciok (c.964-1G>C ¢és p. Trp151*) gyakorisaga ellenére igen kevés a 0/0
genotipusu eset, mely indirekt bizonyiték a nagymértékii pre- és perinatalis haldlozasra nézve
(utobbi esetek jo része diagnosztizalatlan maradhat) [134]. A korabban feltételezett 80%-0S
prenatalis mortalitasi ratat [135, 136] egy 2017-es, tobb, mint 260 000 egyénben DHCR7

mutacid hordozdsagi gyakorisadgot vizsgalo retrospektiv tanulmany, a hordozdsagi gyakorisag
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alapjan becsiilt ¢és korabban publikalt sziiletési incidencia adatok alapjan 42-88%-0s
tartomanyba helyezte a prenatalis haldlozas mértékét SLO szindromaban [73].

A masik tipikusan kelet-eurdpai mutacio, a p.Val326Leu [97], mely a harmadik
leggyakoribbnak bizonyult a magyar betegekben, a p.Trpl51* és ¢.964—1G>C mutaciokkal
egyiitt az SLO szindromdat okozo eltérések 54%-aért felelds Magyarorszagon. Haplotipus
analizis alapjan feltehetéen mindharom alapité mutacio [97]. A magyar populacioban <8,3%-
ban elfordulé mutaciok egyéb orszagokban is a ritka allélok kozé szamitanak [97, 99]. Az
allélikus heterogenitds miatt ugyanazon génpanel esetén a detektdldsi rata szignifikdnsan
kiilonb6z6 lehet a vizsgalt populaciotol fliggden.

A magyar adatokkal kiegészitett, irodalomban k6zo6lt mutacios spektrum adatok alapjan
a ritka és unikalis DHCR7 mutaciok aranya viszonylag nagy [101].

Jelen tanulmanyunkban a mar ismert SLO szindromat okozd nonszensz, misszensz €s
splicing mutacidkon kiviil egy 0j misszensz mutéciot c.374A>G (p.Tyr125Cys) is detektaltunk.
Egy misszensz mutacid patogenitasat, fehérje miikodésre kifejtett hatdsat az érintett aminosav
evolucios konzervaltsdga, az aminosavcsere fizikokémiai kovetkezményei és az érintett
aminosav fehérjén beliili elhelyezkedése, szerepe hatarozza meg.

Predikcios szoftverek - jelen esetben mi a SIFT predikcids szoftvert hasznaltuk, mely
homolog fehérje szekvenciak analizisét végzi el - segitségével a misszensz mutaciok fehérjére
gyakorolt hatdsa (patogén vagy benignus volta) josolhatd, azonban ezek pontossdga kb. 65-
80%-ra tehetd [137], és eltérd predikcios hatékonysaguak lehetnek gént6l fiiggden [8]. Az ezen
szoftverek 4ltal hasznalt algoritmusok gyakran ugyanazon informacidkat hasznaljak (evolucios
konzervaltsag és/vagy protein szerkezet/funkcio). A SIFT szoftver szerint Tyr125Cys csere
artalmas a fehérje funkcidjara nézve, a DHCR7 ortologok szekvencia-illesztése az érintett
aminosav reziduum nagyfokt konzervaltsagat mutatta, a Grantham matrix alapjan kalkulalt

pontszam 194, vagyis a két aminosav fizikokémiai tulajdonsagaiban jelentdsen kiilonbozik. A
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legiijabb varians klasszifikacio ajanlas [8] szerint az in silico adatok csak egy tényezét,
tamogatd (’supporting’) evidenciat képezhetnek a patogenitas megitélésében és amennyiben
nem egybehangzdak, abban az esetben nem javasolt az eredményt a klasszifikdcional
figyelembe venni.

A folyamatosan boviilé Gn. populacios adatbazisok a detektalt varians gyakorisaganak
megitélésében nyujtanak segitséget. Az altalunk detektalt c.374A>G 50 egészséges egyén DNS
mintajaban (100 allél) nem volt kimutathatd (feltehetben nem egy gyakori magyar
polimorfizmusrél/benignus varidnsrél van sz06), emellett sem az ExAC, sem az 1000 Genom
Projekt adatbazisban nem szerepel. Ez kozepes szintli evidencianak szamit. A transz helyzet
megallapitdsa autoszomalis recessziv 6roklédésmenet esetén (vagyis, ha az 0j varidns transz
helyzetben van egy ismerten patogén varianssal) szintén kozepes erésségii bizonyiték a
patogenitas mellett. Ha az adott betegség hatterében gyakoriak a misszensz mutaciok, akkor ez
egy Uj misszensz mutacid patogenitdsat illetden tdmogatd bizonyiték. A beteg fenotipusa is
tovabbi patogenitast tdimogat6 erejli lehet, amennyiben 1) a teszt klinikai szenzitivitasa magas,
i1) a beteg klinikai tiinetei alapjan egy adott betegség fennallasa valoszin, iii) ha a génben nem
tul gyakori a benignus variacié populacids adatbazisok alapjan és iv) a csaladfa alapjan a
betegséggel egybehangz6 az 6roklddésmenet.

A fentieket figyelembe véve a 2015-0s varidns klasszifikacio alapjan c.374A>G
(p-Tyr125Cys) a valosziniileg patogén (’likely pathogenic’) kategoriaba sorolhato [8, 94].

Az SLO szindrémaval érintett csaladokban a 2008-2018 kozotti idészakban 10 esetben
végeztiink prenatalis vizsgalatot chorionboholy biopszids vagy magzatviz mintabdl, mely 2
esetben a magzat érintettségét igazolta (homozigotasag vagy Osszetett heterozigoétasag), 1
esetben hordozdi statusz igazolddott (2018. juniusi CVS minta) és 7 egészséges gyermek (4

esetben heterozigdta hordozo, 3 esetben normal genotipus) sziiletett.
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Az értekezésben bemutatott tanulmanyok jol mutatjdk a molekularis genetikai
diagnosztika és a tudomany szoros 0sszefonddasat és elvalaszthatatlansagat, a klinikus és egyéb
diagnosztikus tevékenységet végzd kollégakkal vald szoros egylittmiikodés és konzultacio
fontossagat és a kortltekintd és a tesztelési folyamat minden elemét figyelembe vevo

interpretacids tevékenység sziikségessegét.
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7. Osszegzés

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

Az elsd vizsgélatsorozatban harom molekuldris genetikai teszt anyai sejt
kontamindciora valo érzékenységének meghatarozasat végeztiik el. A Sanger DNS szekvenalas
esetén a szignifikans anyai sejt kontaminacid szint 5-30%-nak adodott. Az MLPA teszt esetén
>40% anyai DNS kontamindaci6 interferalt a *'magzati’ genotipizalassal. A piroszekvenalas igen
érzékenynek bizonyult, 1% anyai sejt kontaminacié kimutatasa is lehetséges volt.

A mésodik tanulmanyban egy 14 hoénapos fiugyermek Duchenne/Becker-

izomdystrophia iranya tobbszintli genetikai kivizsgalasat végeztik el. Az elsGvonalbeli

crer

crer

pontmutacio (¢.227A>T, p.Asn76lle) jelenlétét igazolta, mely a dystrophin fehérje N-terminalis
aktink6td doménjat érinti. In silico analizisek alapjan a mutaci6 feltehetéen destabilizalja az N-
termindlis aktink6td domént. A dystrophin fehérje immunhisztokémiai vizsgalata BMD-t
valdsziniisitett.

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

p.Tyr125Cys), melyet valdsziniileg patogénként kategorizaltunk.

72



8. Summary

In our work we studied some of the special and challenging aspects of prenatal and postnatal
molecular genetic diagnostics of severe monogenic disorders.

In our first study we investigated the sensitivity of three molecular genetic methods to
MCC. Sensitivity of Sanger DNA sequencing proved to be variable, significant MCC was in
the range of 5-30% depending on the type of mutation. In the case of MLPA method only high
level (>40%) MCC interfered with ’fetal” genotyping. Pyrosequencing was shown to be very
sensitive to MCC detecting as low as 1%.

In the second study we performed a tiered molecular genetic analysis of DMD gene in
the case of a 14-month-old male patient. The initial screen for deletions/duplications with
MLPA method showed deletion of exon 4, which could not be confirmed by another method.
A novel point mutation (c.227A>T, p.Asn76lle) affecting the N-ABD of dystrophin protein was
detected by Sanger DNA sequencing. No other potentially pathogenic mutation was detected
by sequencing the whole coding region of DMD gene. Based on in silico analyses the detected
missense mutation was predicted to be highly destabilizing on the N-ABD. According to
dystrophin immunohistochemistry results the detected genetic alteration most likely leads to
BMD.

In our third study we summarized molecular genetic, biochemical and clinical data of
13 Hungarian Smith-Lemli-Opitz syndrome patients. 7-DHC concentration was extremely
elevated in the patients’ sera. The mutation detection rate was 95.8%, in one case we detected
only one mutation in heterozygous form in spite of tiered molecular genetic analysis In
Hungarian SLOS patients three alleles (p.Trp151*, ¢.964-1G>C and p.Val326Leu) accounted
for 54% of mutations. One patient was homozygous for a null mutation, while all other patients
were compound heterozygotes. One novel missense mutation, ¢.374A>G (p.Tyr125Cys) was

also identified, which was classified as likely pathogenic.
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0. Az értekezés uj megallapitasai

1) Keveréses vizsgalatokkal kiilonboz6 mértéki (1, 5, 10, 20, 30 és 40%) szimulalt anyai DNS
kontaminédci6 esetén komprehenziva modon meghataroztuk 3 molekuldris genetikai
diagnosztikai modszer esetén a szignifikans (magzati genotipizalast befolyasolo) anyai sejt
kontamindci6 mértékét és a detektalasi hatarértékeket. A Sanger DNS szekvenalas
szenzitivitasa variabilis volt, mutaciétol fliggben a szignifikans anyai sejt kontaminacio szint
5-30%-nak adodott. Az MLPA teszt esetén nagy mértékii anyai DNS kontaminacié (>40%)
esetén jelentkezett interferencia. A piroszekvenalds igen érzékeny modszer, 1% anyai sejt
kontamindcio6 kimutatasa is lehetséges volt. Eredményeinket 6sszehasonlitottuk az irodalomban
fellelhetd, ezen modszerek analitikai szenzitivitasara vonatkozo adatokkal és ezeket a prenatalis
molekularis genetikai diagnosztika, illetve az anyai DNS kontaminacié Osszefiiggésében

elemeztik.

2) A misszensz mutaciok el6fordulasa dystrophinopathiak hatterében igen ritka és érdekes
moddon ezen tipusti mutaciok mintegy fele a dystrophin fehérje N-terminalis aktink6td doménjat
érinti. A DMD génben egy 1j, szintén az N-terminalis aktinkoté domént érint6 és a dystrophin
fehérje  immunhisztokémiai  vizsgalata alapjan nagy  valoszinliséggel = Becker-
izomdystrophidhoz vezetd misszensz mutaciot (c.227A>T, p.Asn76lle, LOVD adatbazis:

https://databases.lovd.nl/shared/variants/0000171133) detektaltunk, mely in silico analizisek

alapjan feltehetéen nagymértékben destabilizald hatasu.

3) Munkank soran Osszefoglaltuk a magyarorszagi Smith-Lemli-Opitz szindromas betegek
mutacidés spektrumat, tovabba klinikai és biokémiai fenotipusos jellemzdit, mellyel
kiegészitettiik az eddigi irodalomban fellelhetd eurdpai mutacids és fenotipusra vonatkozo
adatokat. A detektalt muticiokat/genotipusokat génspecifikus adatbazisba is feltdltottiik

(https://databases.lovd.nl/shared/geness/DHCRY7). Egy 1j, valoszintleg patogén, SLO
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szindromat okozo misszensz mutaciot is detektaltunk (c.374A>G (p.Tyr125Cys).
Magyarorszagon 3 allél (p.Trpl51%*, ¢.964-1G>C és p.Val326Leu) felelOs a betegséget okozo
genetikai eltérések mintegy feléért. Eredményeink alapjan DHCR7 mRNS analizis a periférias

vér leukocytaibol is elvégezheto.
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Igazgatojanak, egykori kedvenc oktatomnak, hogy az altala vezetett intézetben, kihivasokkal
teli, inspiralo és tamogatd kornyezetben fejlodhetek, dolgozhatok.

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

A kutatomunka a Gazdasagfejlesztési és Innovacids Operativ Program (GINOP-2.3.2-

15-2016-00039) tamogatasaval jott 1étre.
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14. Fiiggelék

A fliggelék az értekezés alapjaul szolgaldo in extenso kozlemények kiilonlenyomatait

tartalmazza.
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