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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACFS acro-cardio-facial syndrome, acro-cardio-facialis szindroma

aCGH array comparative genomic hybridization, array komparativ genomi
hibridizacié

ACMG American College of Medical Genetics and Genomics, Amerikai Orvosi

Genetikai és Genomikai Tarsasag

AMH anti-Mullerian hormone, anti-Miillerian hormon

AP arteria pulmonalis, tiidGartéria

AS aortic stenosis, aortasziikiilet

ASD atrial septal defect, pitvari sovényhiany

AVSD atrioventricular septal defect, pitvar-kamrai s6vényhiany

BAV bicuspid aortic valve, bicuspidalis aortabillentyti

CHD congenital heart disease, velesziiletett szivfejlddési rendellenesség
CNV copy number variant, kopiaszam eltérés

CoA coarctatio aortae, aortasziikiilet

DBD DNA-binding domain, DNS-k6t6 domén

DECIPHER DatabasE of genomiC varlation and Phenotype in Humans using Ensembl

Resources
DGV Database of Genomic Variants
DQ dosage quotient, dozis hanyados
DSD differences of sex development, nemi differencialodasi zavar
EDTA ethylene-diamine-tetraacetic acid, etilén-diamin-tetraecetsav
FISH fluorescence in situ hybridization, fluoreszcens in situ hibridizacié
FoA foramen ovale apertum, nyitott foramen ovale



FoSTeS

FSH

GD

HE

HLH

HLHS

IAA

ISCA

ISCN

L1

LBD

LCR

LH

LOH

MLPA

MP

NAHR

NHEJ

NIPT

OMIM

PA

PCR

PDA

Fork Stalling and Template Switching

follicle-stimulating hormone, folliculus stimulalé hormon

gonad dysgenesis

hematoxylin-cosin festés

hypoplastic left heart, hypoplasias bal szivfél

hypoplastic left heart syndrome, hypoplasias bal szivfél szindroma
interrupted aortic arch, megszakitott aortaiv

The International Standards for Cytogenomic Arrays

International System for Human Cytogenomic Nomenclature

long interspersed element-1

ligand-binding domain, ligandkté domén

low copy repeat, alacsony kopiaszamil ismétlddo szekvencia

luteinizing hormone, luteinizalé hormon

loss of heterozygosity, heterozigbtasag-vesztés

multiplex ligation-dependent probe amplification, multiplex ligacio-fiiggd
proba amplifik4cio

mitralis prolapsus, mitralis billentyii prolapsus

non-allelic homologues recombination, nem-allélikus homolog rekombinacié
non-homologues end joining, nem-homolog DNS végek Osszekapcsolasan
alapulé mechanizmus

Non-Invasive Prenatal Testing, nem-invaziv prenatalis teszt

Online Mendelian Inheritance in Man

pulmonalis atresia, tiidoveréér-zarodas

polymerase chain reaction, polimeraz lancreakcio

patent ductus arteriosus, nyitott ductus arteriosus



PS
QMPSF
SRY

sSMC

SVAS
TBE
TGA
TOF
TS
TSD
UCsC
UH
UPD
VSD
WES

WGS

pulmonalis stenosis, tiidoverdér-szikiilet

Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent Fragments
sex-determining region Y, szex-determinalo régio Y

small Supernumerary Marker Chromosome, kis szamfeletti
kromoszéma

supravalvular aortic stenosis, supravalvularis aortasziikiilet
Tris-borate-EDTA, Tris-borat-EDTA

transposition of the great arteries, nagyér-transzpozicid
tetralogy of Fallot, Fallot-tetralogia

target site

duplicated target site

University of California, Santa Cruz

univentricular heart, egykamras sziv

uniparental disomy, uniparentalis diszomia

ventricular septal defect, kamrai sovényhiany

whole exome sequencing, teljes exom szekvenalas

whole genome sequencing, teljes genom szekvenalas

marker



2. BEVEZETES

A kopiaszam eltérések (copy number variant, CNV) a human genom intermedier méretii
(50 bp — 3 Mb) struktaralis eltérései, amelyek funkcionalis kovetkezményei az altaluk okozott
DNS tobblet vagy hiany méretétdl és géntartalmatol fliggenek. Jelentds résziik benignus, az
egészséges populacioban is eléforduld polimorfizmus. A patogén CNV-Kk olyan a fejlédéshez
nélkiilozhetetlen, dozis-szenzitiv géneket tartalmaznak, amelyek delécioja/duplikécidja révén
ritka velesziiletett fejlédési rendellenességek alakulhatnak ki (1).

A velesziiletett szivfejlddési rendellenességek (congenital heart disease, CHD) a
leggyakoribb fejlédési anomaliak, klinikai megjelenésiik alapjan két csoportra oszthatok:
szindromas (egyéb fejlodési rendellenességet is mutatd) vagy izolalt (csak a szivet érint6). A
szindromas CHD-kban gyakori extrakardialis tiinet a dysmorphia, szomatikus és mentalis
retardacio, beszéd- és tanulasi zavarok. A CHD etioldgidja (genetikai és kdrnyezeti hatas) az
esetek mindossze 20-30%-aban ismert (2-4). A szindromas formak azonositasa és a genetikai
hattér tisztazasa nélkiilozhetetlen a prognozis becsléséhez és a betegek megfeleld ellatasahoz.
A javul6 diagnosztikali és sebészeti beavatkozasok kovetkeztében a vitiumos betegek tobb mint
90%-a eléri a felndttkort (2, 5). Az ismétlédési kockazat megitéléséhez, a reproduktiv
dontéshozatalhoz és a prenatalis diagnosztikahoz a genetikai diagnozis ismerete ma mar
elengedhetetlen.

Az értekezés 6.1. fejezetében a CHD-s betegcsoportban végzett citogenetikai microarray és
MLPA vizsgalatok eredményeit mutatom be. Ezen moddszerek alkalmazasaval a CHD-k
hatterében allo patogén CNV-k azonositasa, genotipus-fenotipus Osszefiiggés leirasa volt a
célom. A postnatalis eseteket szindromas és izolalt csoportra osztva vizsgaltam, a prenatalis

mintak CHD-val diagnosztizalt magzatok abortumainak kamrai szovetmintaibol szarmaztak.



Az alkalmazott modszerek hatékonysaganak tesztelésével eredményes diagnosztikai
Kivizsgalasi algoritmus kidolgozasara torekedtem.

A nemi differencialédasi zavarok (differences of sex development, DSD) olyan ritka
velesziiletett rendellenességek, amelyek nagyon valtozo fenotipusbeli eltérésekkel jarnak, sok
esetben a klinikai diagndézis felallitasa is nehézségekbe titkozik. A tiinetek Gjsziilottkorban vagy
a nemi érés idészakaban jelennek meg (6). A Klinikai gyakorlatban az esetek kevesebb, mint
20%-anak van molekularis genetikai diagnozisa, ami megneheziti a megfelelé kezelési mod
(sebészi, hormonterapia) kivalasztasat és a betegség prognozisanak megitélését (7).

Az értekezés 6.2. fejezetében egy olyan 46,XY DSD-vel diagnosztizalt lany gyermek
genetikai kivizsgalasat mutatom be, akinél a kromoszomalis nem meghatarozasat kovetden ot
évre volt sziikség a fenotipust magyarazd molekularis genetikai diagnozis megsziiletés¢hez.
Ezen eset tanulmdnyozdsa kapcsan a kisméretli, intragénikus CNV-k vizsgalatanak

jelentdségére hivjuk fel a figyelmet.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Képiaszam eltérések a human genomban és azok genetikai vizsgalo modszerei

A human genomban el6fordulo kdpiaszam eltérések azokat a nem iSmétlodo szekvencidkat
érint6 strukturalis eltéréseket jelentik, amelyek eredményeként DNS tobblet vagy hiany alakul
ki a diploid referencia genomhoz képest. A normal 2 kopiaszam helyett delécio esetén 1 vagy
0, duplikaci6 esetén 3 vagy 4 mutathatd ki. Méretilk alapjan kiilonbozéek lehetnek:
kromoszomalis aneuploididk (3—5 Mb); intermedier méreti CNV-k, azaz szubmikroszkopos
vagy intragénikus deléciok/duplikaciok (50 bp — 3 Mb); a legkisebb méretli indel-ek
(inszerciok/deléciok) (<50 bp). Az elmult két évtizedben intenziv kutatas folyt az intermedier
méretli (50 bp — 3 Mb) CNV-k feltérképezésére (8, 9).

A CNV-k kialakulasaban tobbféle mechanizmus jatszik szerepet (1. abra). Leggyakoribb a
rekombinacids-alapi  nem-allélikus homolég rekombinaciéo (non-allelic  homologues
recombination, NAHR), amely soran az azonos allélen elhelyezkedd ismétlddé szekvenciak
NAHR deléciot és duplikéciot, ellentétes iranyuak kozotti pedig inverziot eredményez. Az
LCR-eken kiviil mas szekvenciak, retrotranszpozabilis L1 (long interspersed element-1)
elemek, Alu és pseudogének is medialhatjak a NAHR-t. Kisméretii CNV-k kialakulasahoz vezet
a nem-homolég DNS végek dsszekapcsolasan alapuld (non-homologues end joining, NHEJ)
mechanizmus is. Fiziologids koriilmények kozott az NHEJ a kettds szala DNS torések
javitasaért felelds, ennek soran a toréspontokban bekdvetkezd kisméretii, néhany nukleotidot
érintd deléciok/duplikaciok eredményezik a CNV-t. A humén genom kb. 17%-4t kitevd tn. L1
az egyediili aktiv transzpoziciora képes szekvencidk. Kozvetitésiikkel elsdsorban inszerciok
jonnek létre. Az ujabban leirt replikacios alapu mechanizmus, az tn. ,,Fork Stalling and

Template Switching (FoSTeS)” deléciok, duplikaciok, inverziok és komplex szerkezeti



variansok létrehozasaért felelds. Emellett fontos szerepe van gén duplikaciok/triplikaciok és

exon cserék létrehozasaban is (1, 10).

NAHR NHEJ FoSTeS L1 retrotransposition
FoSTeS x 1 FoSTeSx 2

e =i—

—a =%

2.y TSD TSD

—i— ===k =ﬁ=# = =

1. abra A human genomban eléforduld CNV-k kialakulisiban szerepet jatszo
mechanizmusok (10) A NAHR kialakulasat az ismétlddé szekvencidkon (LCR-ek) kiviil mas
szekvenciak (pl. L1 elemek, Alu, pseudogének) is medialhatjak. Az NHEJ mechanizmus a kettds szala
DNS torések kovetkeztében, a torvégek hibas ligacidja kapcsan alakulhat ki. A FoSTeS replikacios
alapti mechanizmus egyszeri (x 1) és komplex (x 2 vagy tobb) szerkezeti varidnsok kialakulasaért
felelés. A retrotranszpozabilis L1 szekvenciak az egyediili aktiv transzpoziciora képes elemek.
Roviditések: FoSTeS: Fork Stalling and Template Switching, L1: long interspersed element-1, NAHR:
non-allelic homologous recombination, NHEJ: non-homologues end joining, TS: target site, TSD:
duplicated target site. (Az abra Zhang F. és munkatarsainak 2009-es kozleménye (10) alapjan, annak

szerkesztésével késziilt.)

Funkciondlis kovetkezményeik az altaluk okozott DNS tobblet vagy hidny méretétdl és
géntartalmatol fiiggenek. A human genom kb. 12-16%-at kitevd CNV-k nagy része benignus,
azaz olyan polimorfizmus, amely az egészséges populacio >1%-aban fordul el (1, 11). Ezeket
foglalja magaba a 2004-ben 1étrehozott és folyamatosan frissiilé Database of Genomic Variants

(DGV) nevii adatbazis (12). Az 1990-es évek eleje 6ta ismert, hogy a szubmikroszkopos méretii
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CNV-k human betegségeket is okozhatnak. A patogén CNV-k olyan a fejlddéshez
nélkiilézhetetlen, dozis-szenzitiv, filogenetikailag konzervalt géneket tartalmaznak, amelyek
delécioja/duplikacioja ritka velesziiletett rendellenességeket, autizmust, pszichiatriai
korképeket (pl. Alzheimer-kor, skizofrénia), gyakori, komplex felnéttkori betegségeket (pl.
clhizas) vagy szerzett tumorokat okozhat (11, 13). A teljes genomot vizsgald genetikai
technikak fejlédésével folyamatosan nétt az Gjonnan felismert patogén CNV-K szama, ezért
sziikségessé valt azoknak az adatbazisoknak a 1étrehozasa is (pl. DECIPHER, ISCA, ClinVar),
amelyek a patogén CNV-k altal okozott genetikai betegségeket tartalmazzak. Az elérhetd
informaciok béviilésével a CNV-K osztalyozasa is egyre bonyolultabb lett, 6t szinti
osztalyozasuk (patogén, valdszinilileg patogén, ismeretlen klinikai jelentdségii, valosziniileg
benignus, benignus) nemzetkozileg elfogadott szakmai protokollok iranymutatasai alapjan
torténik (14).

A szubmikroszkdpos méretii (<3 Mb) CNV-k kimutatasanak egyik legrégebbi modszere a
fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH), amely soran fluoreszcens jelolésit DNS probakat
hibridizalnak interfazisi vagy metafazisi sejtek DNS-€¢hez a vizsgalni kivant régio
hogy eldzetes ismeretet igényel az érintett régiordl, a vizsgalat célzott jellege miatt pedig egy
mintan egyszerre csak egy-két lokusz analizalhato.

Ezen korlatok kikiiszobolésére kivaléan alkalmas a gold standardnak szamito6 array
komparativ genomi hibridizacio (array comparative genomic hybridization, aCGH), amely a
teljes genom egy lépésben valo vizsgalataval képes kimutatni CNV-ket. A vizsgalat soran a
beteg ¢s egy referencia egyén 1:1 ardnyu genomi DNS-ét eltérd szinli fluoreszcens festékkel
jelolik, osszekeverik, majd szilard hordozora fixalt normal human genomhoz hibridizaljak. A
beteg (piros) és a referencia DNS (z6ld) kompetitiv hibridizacioja utan kapott fluoreszcencia

intenzitasok egy analizalo szoftver segitségével kopiaszamma konvertalhatok. A modszer

11



felbontoképessége annal nagyobb, minél rovidebb oligonukleotidokkal van reprezentalva a
szilard hordozora rogzitett normal human genom. A nagy felbontasu citogenetikai microarray
platformok hasznalataval jelentésen megemelkedett az Gjonnan felismert patogén CNV-k
szama. A genom polimorf helyeire tervezett SNP probéakat tartalmazo array-k segitségével a
CNV-k mellett heterozigotasag-vesztés (1oss of heterozygosity, LOH), uniparentalis diszomia
(uniparental disomy, UPD) is kimutathato (16). Az aCGH nagy felbontasa révén jelentOs
mértékben javitotta a CNV alapu betegségek diagnosztikai hatékonysagat (kb. 15-20%), ezért
elsdvonalbeli tesztként javasolt tobbszords fejlddési rendellenességek, ismeretlen eredetii
szomatikus és mentalis retardaciok, valamint autizmus kivizsgalasa esetén (17). A postnatalis
genetikai diagnosztika mellett elsé genetikai vizsgalatként javasolt azokban a prenatalis
esetekben is, amikor a sziirGvizsgalatok soran a magzat fejlddési rendellenességének gyantja
meriil fel (18). A modszer nem alkalmazhatd kopiaszam valtozas nélkiili genomialis eltérések
kimutatasara, mint pl. kiegyenstilyozott transzlokacio, inverzi6, valamint alacsony (<15-20%)
mozaikos formaban el6fordulo CNV.

A multiplex ligdcio-fiiggé proba amplifikdacio (multiplex ligation-dependent probe
amplification, MLPA) alkalmazasaval egy gént vagy csak néhany exont érintd, un. intragénikus
CNV-k detektalhatok. A rendszer elénye, hogy multiplexalhatd, egyszerre akar 40-50
rovidebb, elézetesen ismert génszakasz vizsgalhato.

Az 0j generacios alapu teljes genom szekvendlas (whole genome sequencing, WGS) a
legigéretesebb és leghatékonyabb modszer a CNV-K kimutatasara. A CNV-k mellett képes
kiegyensulyozott aberraciok detektalasara a toréspontok szekvencia szintli megadéasaval és a
genomi szakaszok irdnyultsaganak identifikalasaval egyiitt. Ezaltal a WGS képes helyettesiteni
valamennyi eddig alkalmazott genomi vizsgaloeljarast. A modszer hatranya, a standardizalas
hidnya mellett, hogy olyan mennyiségli informaciot general, amelyek bioinformatikai és

klinikai értelmezése jelenleg is nagy kihivast jelent (11).
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3.2.  Velesziiletett szivfejlodési rendellenességek (congenital heart disease, CHD)

osztalyozasa, etiologiaja és genetikaja

3.2.1. A CHD definicioja és osztilyozdsa

A CHD-k a sziv és a nagyerek funkcionalis és struktiralis defektusait foglaljak magukba
(4). A leggyakoribb sziiletési anomalidk, az wjsziilottek perinatalis megbetegedésének és
halalozasanak vezet6 okai. Prevalenciajuk kb. 8/1000 élve sziiletett gyermek, ez a szam
azonban orszagonként ¢és kontinensenként valtozik (2,3-9,3/1000) (19, 20). A fejlett
orszagokban nagyobb gyakorisaggal fordulnak el6. Halvasziiletett magzatok esetén a
gyakorisag ennek az értéknek kb. tizszerese, mig abortumokban eléri a 15%-ot is. A
diagnosztikai modszerek korszertisodésével, valamint a miitéti technikak javuldsaval a CHD
prevalenciaja folyamatosan n6, 1970 6ta 5 évenként kb. 10%-kal (19, 20). Az eredményes
kezelési és miitéti beavatkozdsoknak kdszonhetéen ma mar a CHD-ban szenvedd betegek kb.
90%-a eléri a felndttkort. Ennek kovetkeztében a 18 év feletti felnétt CHD-s betegek szdma
mara meghaladta a gyermekkori esetek szamat (5). A CHD-k osztalyozasanak szamos formaja
létezik. Megkiilonboztetlink egyszerli vagy komplex (t6bb vitium egyiitt); cianotikus vagy
acianotikus; a sziv egyes részeinek érintettsége alapjan jobb oldali, bal oldali, kiaramlasi palyat
vagy nagyereket érint6 (conotruncalis), valamint oldalisagi hibaként (heterotaxia) megjelend
CHD-t. A leggyakrabban el6fordulo vitiumok 1000 ujsziiléttre vonatkoztatott prevalenciajat
mutatja az 2. abra. A komplex tipusba tartozo Fallot-tetralogia (TOF), nagyér-transzpozicid
(TGA), egykamras sziv (UH) és hypoplasiés bal szivfél (HLH) miitéti beavatkozast igényelnek,
progndzisuk komplexitasuktol fligg. A vitiumok eléfordulhatnak szindromas (egyéb
szervrendszer fejlodési rendellenességét is mutatd) vagy csak a szivet érintd, izolalt formaban.

Az 6sszes CHD 25-40%-a szindromas, mig 60—75%-a izolalt formaban fordul el6 (2, 21-23).
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VSD (3.07/1000) ASD (1.44/1000)

% %ﬁ(moom

TOF (0.36/1000) PS (0.55/1000)

2. abra A CHD gyakori megjelenési formai és prevalencidjuk ujsziilottkorban (22) A
zardjelben 1évé szamok a CHD-K prevalencidjat jelentik 1000 Gjsziilottre vonatkoztatva. Roviditések:
ASD: pitvari sévényhiany (atrial septal defect), PDA: nyitott ductus arteriosus (patent ductus arteriosus),
PS: tiidover6ér-sziikiilet (pulmonalis stenosis), TOF: Fallot-tetralogia (tetralogy of Fallot), VSD: kamrai

sévényhiany (ventricular septal defect).
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3.2.2. A CHD etiologidja

Irodalmi adatok szerint a CHD etiologiaja heterogén és még ma is cSak részben ismert.
Epidemiologiai tanulmanyok adatai alapjan kb. 75%-ban multifaktorialis eredetiiek, azaz
kornyezeti agensek €s sok minor gén egyiittes hatasanak kovetkezményeként jonnek Iétre.
Teratogén agensek kb. 5%-ban, mig genetikai eltérések kb. 20%-ban feleldsek kialakulasukért
(3, 24). Kornyezeti teratogének lehetnek a terhes anyat ért ionizald sugarzas, virusfertézések
(pl. HIV, influenza, rubeola), gyogyszerhasznalat (pl. thalidomid, antiepileptikumok, A-
vitamin-szarmazékok, nemi hormonok), dohanyzas, alkohol- és kabitoszer-fogyasztas,
valamint az anya betegségei (pl. gesztacios diabetes, hypertonia, fenilketonuria, szisztémas
lupus erythematosus) (2, 3, 25). A CHD-k genetikai eredetét tamasztja ala a familiaris esetekben
tapasztalt magasabb ismétlddési kockézat, a rokonhazassdgokban észlelt emelkedett incidencia,
a geografiai kiillonbozéségek lehetséges magyarazataul szolgald populacio specifikus genetikai
faktorok megléte. A leggyakoribb sporadikus CHD-k hatterében allo genetikai eltérések
rendszerint de novo eredetiiek (26). Mai ismereteink szerint a CHD fenotipus kialakitasat
okozhatja egy nagy hatasu gén mutacioja, tobb gén egylittes hatasa, vagy gén(ek) és kornyezeti
hatas kozotti interakcid is. Ebb6l adodéan a CHD-k genetikailag rendkiviil heterogének.
Kiilonboz6 gének eltéré mutacioi kialakithatjak ugyanazt a CHD-t, mig ugyanazon mutaciok,
kiilonboz6 egyénekben eltérd CHD-t eredményezhetnek. Tovabb bonyolitja a képet a valtozo
expresszivitas és a csokkent penetrancia, amikor ugyanaz a CHD kiilonb6z6 stilyossaggal vagy
egyaltalan nem jelenik meg az azonos mutaciot hordozok korében (22). A CHD-k hatterében
allo genetikai eltérések nagyfoku komplexitdsa miatt a patomechanizmusra vonatkozd
ismereteink ma még mindig nagyon hidnyosak. Egér allatmodelleket alkalmazva kideriilt, hogy
a genetikai eltérések olyan géneket, géncsoportokat érintenek, amelyek a magzati
szivfejlédésben, szoveti differencialédasban jatszanak kiemelkedd fontossagh szerepet (24). A

DNS szinti genetikai eltérések felderitése mellett az elmult évtizedben egyre tobb bizonyiték
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gyllt 0ssze az epigenetikai faktorok CHD-t indukalé hatasar6l. Az embriogenezis soran
ugyanis a magas rataju DNS szintézis és a normal metilacios mintazat kialakitasanak folyamata
igen érzékenyen reagal az in utero kornyezeti hatasokra (27).

A CHD-kat okozd patogenetikai eltérések méretiik alapjan lehetnek kromoszomalis
aneuploidiak  (triszomia, monoszoémia), szubmikroszképos CNV-k (mikrodelécid,
mikroduplikacio) és egy vagy néhany nukleotidot érintd génmutaciok. Ezek az eltérések

szindromas (kb. 20%) vagy izolalt CHD-t (kb. 80%) egyarant okozhatnak (2, 3, 24, 28, 29).

3.2.3. Kromoszomalis aneuploidiak okozta CHD

A CHD-k elséként felfedezett genetikai okai a kromoszomak szambeli aberracioi
(triszomia/monoszomia) voltak, amelyek a CHD-s esetek 9-18%-4aban mutathatok ki. A teljes
kromoszomakat érintd eltérések nagy géntartalmuk miatt szinte kizarolag stlyos, tobb szervet
érintd tiinetegyiittest, szindromas CHD-t okoznak. A CHD-k eltér6 gyakorisaggal fordulnak eld
az egyes aneuploidiak okozta szindromakban, ugyanakkor bizonyos CHD-k dominancija

figyelhet6 meg a kiilonb6z6 megbetegedésekben (1. tablazat) (2, 21, 22, 30).

3.2.4. Kopiaszam eltérések okozta CHD

Szubmikroszkoépos CNV-k az izolalt CHD-k esetén 3—10%-ban, mig az extrakardialis
tiineteket is mutato szindromas formakban 3—25%-ban mutathatok ki (4). A régota ismert és a
rutin diagnosztikaban rendszeresen vizsgalt DiGeorge/Velocardiofacialis (22q11.21 delécio) és
Williams—Beuren szindroma (7q11.23 delécio) mellett a 8p23.1 delécios szindromaban 74—
94% a CHD celofordulasi gyakorisaga (1. tablazat) (2-4, 31). A CNV-k méretiiket és
géntartalmukat tekintve nagyon heterogének. A deléciok fenotipusos kovetkezményei
sulyosabbak, mint a duplikacioké, az érintett gének haploinsufficiencidjanak kevésbé

toleralhato volta miatt. EQy CNV-n beliil rendszerint tobb, egymas melletti gén kopiaszama
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valtozik meg egyszerre, Osszetett fenotipust eredményezve. A CHD-hoz tarsul6 tlinetek
felismerése 0jsziilottkorban vagy kisgyermekkorban nehézséget jelenthet, ezért a szindromas
CHD-k gyakran aluldiagnosztizaltak. Ennek elkeriilésére javasoljak a CHD-val sziiletett
gyermek esetében az aCGH alkalmazasat a genetikai kivizsgalas soran (4). A CNV pontos
mérete betegenként eltér6 lehet, de mindig van egy Kkozos, Gn. minimalisan
deletalédott/duplikalodott régid, amely sziikséges a szindroma legjellemzébb tiineteinek
kialakitasaért. Az esetek zomében ezen région beliil sikeriil azonositani a CHD kialakitasaért
felel6s, funkcionalisan relevans gént (pl. TBX1 gén DiGeorge szindromaban) (2, 24). Az elmult
évtizedben a nagy felbontasti aCGH széleskort elterjedésével szamos uj, CHD-val tarsulo de
novo patogén CNV keriilt felismerésre (1921.1, 2p13.3, 3p25.1, 7q11.13, 11924-25, 15911.2,
16p13.11) (26, 32, 33). Ezek géntartalmanak részletes analizise eldsegitheti uj CHD gének

azonositasat, tovabb bévitve ismereteinket a CHD patogenezisérol.

3.2.5. Génszintii eltérések okozta CHD

A CHD-t okozd, mendeli 6roklodési, kisméretli génmutaciok felismerése a familiaris
esetek kapcsoltsagi analizisével, a jelolt gének célzott szekvenalasaval kezd6dott (24). A
patogén mutéaciok funkciondlis tanulmédnyozéasa soran kideriilt, hogy az esetek zomében az
érintett gének haploinsufficiencigjat/funkciovesztését eredményezve vezetnek vitiumok
kialakulasahoz (2). A szivfejlodés, a kiilonbozé funkcioji sejtek proliferacidja és
zajlik. A jelenleg ismert, CHD-t okoz6 génmutaciok valamennyi elemét érinthetik ennek a
komplex szignalizacios Gitvonalnak. A legismertebb génmutacioé okozta szindromas CHD-K az
alabbiak: Alagille (JAG1, NOTCH1), Holt-Oram (TBX5) és Noonan (PTPN11, SOS1) (1.
tablazat) (2, 4, 22). Az izolalt CHD-k hatterében all6 mutaciok olyan géneket érintenek,

amelyek fehérje termékei funkcidjuk szerint harom f6 csoportba sorolhatok: transzkripcids
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faktorok, szignaltranszdukcioban résztvevé fehérjék és struktaralis fehérjék. A normal
szivfejlodésért felelds génexpresszidt szabalyozo transzkripcids faktorokon beliil legtobbet
tanulmanyozott az alabbi harom csoport: a GATA (pl. GATA4, GATAG, ZIC3), a Homeobox (pl.
NKX2-5, NKX2-6) és a T-box (pl. TBX1, TBX5, TBX20) faktorok. Elsésorban funkcioveszto
mutaciok jellemzoek a Notch, a WNT/BMP, a NODAL és a RAS/MAPK szignaltranszdukcios
utvonalak faktorainak génjei esetén (24, 34). A sarcomer és az extracellularis matrix
felépitésében résztvevo fehérjék génjeinek mutacioi (pl. MYH6, MYH7, MYH11, ACTC1, ELN)
nemcsak cardiomyopathiakat, hanem CHD-kat is eredményezhetnek. A felsorolt
géncsoportokon kiviil epigenetikai tényez6k (DNS- és hisztonmetilacio, -acetilacio, miRNS) is
modosithatjak a kardiogenezisben szerepet jatszd fehérjék expresszidjat. Az elmult évek
legtjabb kutatasi eredményei szerint az embriogenezis sordn a bal-jobb oldalisag kialakitasaban
esszencialis szerepe van a csilloknak, amelyek felépitéséhez és milkodés¢hez sziikséges
fehérjék génjeinek mutacioi autoszomalis recessziv 6roklédési izolalt vagy szindromas CHD-
t eredményezhetnek (pl. GDF1, GALNT11). Ezek kozil az egyik legsulyosabb a heterotaxia

szindréma (4).
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1. tablazat CHD-val jaro6 genetikai szindromak (2-4, 22, 31)

Kariotipus / CHD
Szindroma Kromoszomarégio / CHD gyakorisag Jellemz6 klinikai tiinetek
Gének (%)
Kromoszomalis aneuploidiak
Edwards szindréma 47 XX 418 ASD., VSD, PDA 80.100 Intrauterin névekedési retardacio, jellemzé kéztartas,
felcsapott sarok, micrognathia, polyhydramnion
Ajak- és szajpadhasadék, holoprosencephalia,
Patau szindréma 47,XX,+13 ASD, VSD, PDA 80-100 hypotelorismus, micro-anophthalmia, omphalocele,
polydactylia
Brachycephalia, lapos arcél, felfelé iveld szemrések,
Down szindroma 47, XX,+21 AVSD, VSD, ASD | 40-50 epicanthus, hypertelorismus, nagy nyelv, hypotonia,
mentalis retardacio, brachydactylia
Alacsony termet, nyaki redd, alacsony nyaki hajvonal,
Turner szindroma 45X CoA, BAV, AS 25-35 pajzs alaku mellkas tavol il6 mellbimbokkal, csikgonad,
primer amenorrhoea
Klinefelter szindréma 47 XXY ASD, PDA. MP - Hypogonadismus, hosszu végtagok, magas termet, ndies
elhizas, késo1 pubertas
Mikrodelécios szindromak
DiGeorge szindroma 22q11.21 TOF. VSD. IAA 2485 Thymus aplasia, parathyreoidea hypoplasia, mélyen iil6

fiilek, hypertelorismus, micrognathia, beszédkésés
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Williams—Beuren

Szomatikus retardacio, ,,.kobold arc”, kitoltott periorbitalis

régid, nagy, nyitott szaj kifelé forduld vaskos ajakkal,

7911.23 SVAS, PS, VSD 80
szindroma csont- ¢s vese rendellenességek, hypercalcaemia,
baratsagos viselkedés
S Pre- és postnatalis szomatikus retardacid, beszédzavar,
8p23.1 delécio szindroma | 8p23.1 TOF, HLHS, AVSD | 94 o o . . .
arcdysmorphia, microcephalia, hiperaktivitas, epilepszia
Génszintii eltérések
Epeut hypoplasia, cholestasis, hepatomegalia, magas,
) ) elédomborod6 homlok, mélyen iil6 szemek, alacsonyan
Alagille szindréma JAG1, NOTCH1 PS, TOF, PA >90 )
il6, deformalt fiilkagylok, csigolyaiv rendellenesség
(,,pillango csigolyak™)
Alacsonyndvés, csontdeformitasok, magas, széles
homlok, alacsonyan iil0 fiilkagylok, lefel¢ iveld
Noonan szindréma PTPN11, SOS1 PS, ASD, TOF 75
szemrések, laza nyaki borreddk, taplalasi nehezitettség,
sulygyarapodas elmaradéasa
Fels6 végtag csontndvekedési zavara, hianyzo vagy tal
Holt—Oram szindréma TBX5 VSD, ASD, AVSD 50

hosszu hiivelykujj

Roviditések: AS: aortasziikiilet (aortic stenosis), ASD: pitvari sovényhiany (atrial septal defect), AVSD: pitvar-kamrai sévényhiany (atrioventricular septal

defect), BAV: bicuspidalis aortabillentyti (bicuspid aortic valve), CHD: velesziiletett szivfejlodési rendellenesség (congenital heart disease), CoA: aortasziikiilet

(coarctatio aortae), HLHS: hypoplasias bal szivfél szindroma (hypoplastic left heart syndrome), IAA: megszakitott aortaiv (interrupted aortic arch), JAGL:

Jagged canonical Notch ligand 1, MP: mitralis billentyt prolapsus (mitralis prolapsus), NOTCHL: Notch receptor 1, PA: tiidéver6ér-zarddas (pulmonalis atresia),
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PDA: nyitott ductus arteriosus (patent ductus arteriosus), PS: tiidéveréér-sziikiilet (pulmonalis stenosis), PTPN11: Protein tyrosine phosphatase non-receptor
type 11, SOS1: SOS Ras/Rac guanine nucleotide exchange factor 1, SVAS: supravalvularis aortasziikiilet (supravalvular aortic stenosis), TBX5: T-box

transcription factor 5, TOF: Fallot-tetralogia (tetralogy of Fallot), VSD: kamrai s6vényhiany (ventricular septal defect).

21



3.3. Nemi differencialodasi zavarok (differences of sex development, DSD)

osztalyozasa, etiologiaja és genetikaja

3.3.1. A nemi differencidlodds folyamata

A nemi differencialodas a 6. gesztacios héten indul és pubertaskorban nemi éréssel,
valamint a reproduktiv miikodés kialakulasaval fejezédik be. Az embrié nemi kromoszéma
Osszetétele (XY vagy XX) hatarozza meg a bipotencialis gonad testis vagy ovarium iranya
differencialodasat, a kialakult gonad altal termelt nemi hormonok pedig a belsé és kiils6 nemi
szervek fejlodését (35).

A nemi differencialodas komplex folyamat, a normal iranyu fejlédéshez szamos gén
megfeleld idében ¢és helyen torténé koordinalt expresszidja sziikséges. Ez a folyamat sok
ponton szabalyozott, még ma sem ismert teljes egészében, hogy ezek a gének hogyan hatnak
egymasra. A 6. gesztacios hétig az embrid gonadja bipotencialis. A férfi iranyu differencialodas
elinditasahoz Y kromoszoma sziikséges, azon beliil is a rovid karon (Ypll.2) elhelyezkedd
szex-determinal6 gén (sex-determining region Y, SRY). Ennek hianyaban (XX kariotipus) n6i
iranyu differencialodas indul el, amelyet nagyon sokaig a ,,passziv vagy default” elnevezéssel
illettek. Azota szamos bizonyiték cafolta ezt a hipotézist. A ndi és férfi iranyt differencialodast
ugyanis eltéré gének expresszioi eredményezik, amelyek ezen feliil antagonisztikus hatast
fejtenek ki az ellentétes titvonal génjeire (36). Az SRY gén egyik legfontosabb feladata a SOX9
gén expressziojanak elinditasa, amely a here Sertoli-sejtjeinek fejlodéséért és rajtuk keresztiil
az anti-Miillerian hormon (AMH) termeléséért felelés. Ennek hatdsara a Miiller-cs6
visszafejlodik és a Wolff-csobol elindul a belsd és kiilsé férfi nemi szervek kialakulasa. Ezt a
folyamatot tamogatjak a here Leydig-sejtjei altal termelt androgének is. A here fejlédésében
szamos egyéb génnek is fontos szerepe van (pl. GATA4, NR5A1, SOX3, SOX8, SOX10, WT1),

amelyek mutécioi a here fejlodési zavarat és tarsuld velesziiletett eltéréseket okozhatnak. Az
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ovarium iranyu differencialodasért felelés gének (pl. DAX1, FOXL2, RSPO1, WNT4) a

folliculusok megfeleld differencidlédasa mellett gatoljadk a férfi iranytt SOX9-es utvonal

kifejezédését is (3. abra) (36, 37).

WT1.NR5A41.CBX2

; Bipotencialis gonad

Wolff-csé Gc / Miiller-cs6
46,XY W\ 46,XX
ﬂTl t;“; / \
GATA4
NR5AI
| SOX3
SOX8
SRY SOX10 _ DAXI1
_l % FOXL2 \'
SOX9 - T oy ST
) - —% RSPOI
Ovarium '

spermatogonia

Vas deferens

Epididymis

Vagina

3. abra A nemi differencialodas folyamata 46,XY kariotipusi embrioban az SRY gén kifejezddésének
hatasara a bipotencialis jellegli embrionalis gonadbol here alakul ki. A here Leydig-sejtjei altal termelt

androgének hatasara a Wolff-cs6bol férfi belso és a kiilsé nemi szervek differencialodnak, mig a Sertoli-
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sejtek altal szekretalt AMH a Miiller-cs6 visszafejlodését eredményezi. 46, XX kariotipusti embridban a
bipotencialis gonadbodl ovarium, a Miiller-cs6bdl néi belsé nemi szervek differencialodnak (36, 37).
Roviditések: AMH: anti-Miillerian hormon (anti-Mullerian hormone), CBX2: Chromobox 2, CTNNB1:
Catenin beta 1, DAX1: Dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, on chromosome
X, gene 1, FOXL2: Forkhead box L2, GATA4: GATA binding protein 4, NR5A1: Nuclear receptor
subfamily 5 group A member 1, RSPO1: R-spondin 1, SOX3: SRY-box transcription factor 3, SOX8:
SRY-box transcription factor 8, SOX9: SRY-box transcription factor 9, SOX10: SRY-box transcription
factor 10, SRY: Sex-determining region Y, WNT4: Wnt family member 4, WT1: WT1 transcription

factor.

3.3.2. A DSD osztalyozdsa

A DSD a kromoszomalis, gonadalis vagy fenotipusos nem velesziiletett eltéréseit jelenti
(38). Klinikailag nagyon heterogén betegcsoport, incidenciaja a fenotipus stlyossaganak
megfeleléen valtozik. A klinikai kép spektruma a legenyhébb hypospadiasistol (1:250
fingyermek), a bizonytalan kiils6 nemi szerveken at (1:4500) a teljes nemvaltasig terjed (1:20
000). A tiinetek leggyakrabban mar ujsziilottkorban lathatok, ritkan a nemi érés idészakaban,
pubertaskorban jelennek meg (6, 7). 2006-ban 10j nomenklatara és osztalyozas kertilt
bevezetésre (39). Az 0 iranyelvek kidolgozasanak célja a korai diagnozis, a betegek megfeleld
ellatasahoz sziikséges kezelési stratégidk iddben torténd kialakitasa volt, hangstlyozva az
ellatas multidiszciplinaris jellegét, amely gyermekgydgyész-endokrinologus, sebész, urologus,
négyogyasz, klinikai és laboratoriumi genetikus és pszichologus szoros egyiittmiikodését
jelenti. Az uj osztalyozas alapja a nemi kromoszoma Gsszetétel, amely alapjan a DSD-k harom
csoportja kiilonithetd el: (i) a nemi kromoszomak eltérései altal okozott DSD-k: 45,X; 47, XXY;
45,X146,XY'; 46,XX/46,XY:; (i) 46,XY DSD és (iii) 46,XX DSD. Ez utébbi két csoporton beliil
tovabbi alcsoportok képezheték a gonad fenotipusa és az androgén termelés/hatas zavara

alapjan (39).
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3.3.3. A DSD etiologidja

A DSD kialakulésaért genetikai tényezok, kornyezeti karos hatdsok, hormonalis
eltérések és epigenetikai valtozasok egyarant felelések (40-42). Anyai eredetii karos hatasok
kozé tartoznak a terhesség alatt szedett kiilonb6z6 gyogyszerek (pl. androgének, szintetikus
progesztagének), nemi hormon termelddésével jaro korallapotok (pl. androgénszekretald
tumorok, hyperandrogenismus, virilizalé gesztacidés luteoma), valamint a kornyezetbol
szarmazo6 Osztrogénszerii kémiai anyagok (6, 43, 44).

A DSD hatterében 4llo genetikai eltérések koziil a nemi kromoszémak szambeli és
szerkezeti eltéréseit ismerték fel legkorabban, amelyek méretiiknél fogva a DSD-n Kiviil egyéb
tiineteket is mutato szindromas format eredményeznek (pl. Turner, Klinefelter) (3).

Az SRY gén 1990-es elsd leirdsa utan intenziv kutatds kezd6dott a nemi fejlodést és
differencidlodast befolyasold gének felfedezése és mutacidik patogenitdsdnak bizonyitasa
céljabol (45). Szekvenciaanalizis segitségével a ,,46,XY DSD” és a ,,46,XX DSD” csoporton
beliil szamos kisskalaju mutacio keriilt leirasra, ezek az esetek zomében forropontok nélkiili,
egyedi mutaciok voltak (46). A nemi differencialodast koordinaldo génekben leginkabb
funkcidvesztéssel jard kisméretli deléciok, inszerciok, missense, nonsense €s splicing mutaciok
kertiltek azonositasra. A genetikai heterogenitas mellett nehezitette az esetek felderitését a
mutaciok okozta fenotipus nagyfokll véltozatossaga, a valtozd expresszivitds és csokkent
penetrancia (7, 47-49). Az 0ij generacios szekvenalasi technikak bevezetését kovetden a gének
egyenkénti vizsgalatat felvaltotta az un. DSD-specifikus génpanelek alkalmazasa, amelyek
segitségével lehetévé valt az ismert funkcioju gének mutacidinak szlirése egyetlen 1épésben.
Az ilyen modon nyert jelentds mennyiségii j informacio ellenére a DSD esetek nagy részében
(kb. 80%) tovabbra sincs molekularis genetikai diagnozis (7).

A CNV-k DSD-ben betoltott patogenetikai szerepérdl — a szekvenciaszintli mutaciokhoz

képest — viszonylag kevés informacioval rendelkeziink. Ugyanakkor egyre tobb irodalmi adat
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utal a CNV-k vizsgalatanak sziikségességére DSD-ben aCGH moddszer alkalmazasaval, ami a
kodold és nem kodold genomi régiok kopiaszam eltéréseit egyarant képes kimutatni. Az eddig
leirt kodold szakaszokat érintd nagy méreti CNV-k az ismert DSD gének koziil leggyakrabban
az NR5AL, az NROB1 és a DMRT1 géneket tartalmaztak (50-52). A csak néhany exont érintd,
parcialis géndeléciokat okozo kisméretli CNV-k ritkdbbak, a WWOX ¢s DMRT1 gének esetében
kertiltek leirasra (53, 54). A nem kodolo genomi szakaszokat érinté CNV-k a DSD-k esetében
kiilonosen nagy jelentdséggel birnak, mivel az itt talalhatd ismert szabalyozo elemek
delécioja/duplikacioja megvaltoztatja a DSD gének expressziojat (52, 55, 56). A legjobban
tanulmanyozott, nem kodolo szabalyozo régio a SOX9 gén elétti kb. 2 Mb-os szakasz, amelyen
beliili CNV-k 46,XX és 46,XY DSD-t egyarant okozhatnak (57, 58).

Az altalunk vizsgalt DSD-vel diagnosztizalt lany gyermek esetében a nemi
differencidlodasi zavarokért felelds gének koziil az NRSAL gént érintd patogén CNV Kkeriil

bemutatasra.

3.3.4. Az NR5A1 szerepe a DSD kialakitasaban

Az NR5A1 (korabbi neve Steroidogenic factor 1, SF-1) gén altal kodolt fehérje egy
magreceptor, amely kulcsfontossagli a reproduktiv szervek és a mellékvese fejlédésében,
valamint a szteroid hormonok szintézisében. A bipotencialis gonadban termelédve a férfi iranya
differencidlodast segiti elé az SRY és SOX9 gének expresszidjanak fokozasa révén, a kialakult
herében pedig stimulalja a Sertoli-sejtek AMH termelését és a Leydig-sejtek tesztoszteron
szintézisét. A 9933.3 kromoszomarégioba lokalizalodé NR5ALl gén 7 exonbdl épiil fel,
amelyekbdl az elsé exon nem kodold (59). A DSD-ben szerepet jatszo gének koziil az NRSAL
gén heterozigdta mutacioi a leggyakoribbak, 46,XY DSD esetén kb. 10-20%-ban fordulnak elé
(49, 60). Az NR5A1 mutaciokat olyan 46,XY DSD esetekben irtak le eldszor, amelyekhez

mellékvese elégtelenség is tarsult (61), késdbbi tanulmanyok azonban a két elvaltozas allando
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tarsulasat nem erésitették meg (62, 63). A mutacié okozta haploinsufficiencia autoszomalis
dominans 6roklédési, leginkabb 46,XY DSD-t eredményez, de leirtak 46,XX DSD-ben is. A
mutaciok okozta Klinikai kép nagyon heterogén, a hypospadiasistol a bizonytalan kiilsé nemi
szerveken at a teljes nemvaltasig terjed. A gonadotropin, tesztoszteron ¢és AMH koncentraciok
is nagyon kiilonbozdek lehetnek az egyes betegekben, emellett a gonadok hisztologiai képe sem
egységes (64). Mindezek a tényezOk nagyon megnehezitik az NR5A1 mutacids esetek

felismerését, diagnosztizalasat.

3.4. A genetikai hattér tisztazasanak klinikai jelentosége CHD-ban és DSD-ben

Az altalunk vizsgalt két betegcsoport kozds vonasa, a nagyfokl genetikai és klinikai
heterogenitds, valamint az etiologiai hattér korlatozott ismerete. A genotipus-fenotipus
Osszefiiggések meghatdrozasat nagymértékben neheziti, hogy ugyanaz a fenotipus kiilonb6zd
genetikai eltérések eredményeként is kialakulhat, vagy forditva, ugyanaz a mutacié a CHD vagy
DSD tobbféle fenotipust formajat is eredményezheti. A csokkent penetrancia miatt egy mutacio
hordozo akar teljesen tlinetmentes is lehet, a valtozd expresszivitas kovetkeztében a mutaciot
hordozok kozott eltérd sulyossagi CHD-k vagy DSD-k jelenhetnek meg.

Az elmult évtizedben a genomi vizsgalé modszerek (aCGH, WES, WGS) széleskorii
alkalmazasaval szamos Uj, patoldgias jelentdségli genetikai eltérést azonositottak mindkét
betegcsoportban (3, 65).

Ismereteink rohamos bdviilése ellenére nagyon alacsony (20-30%) a genetikai
diagnodzissal rendelkez6 CHD-S betegek aranya (66). A diagnosztikai modszerek fejlodésével
¢s a betegek miitéti ellatasanak javulasaval ugyanakkor folyamatosan emelkedik a CHD
prevalenciaja €s a reproduktiv kort elérd felndttek szama. 1998 és 2007 kozott 35%-kal nott
azoknak a sziil6 néknek a szama, akiket valamilyen CHD-val diagnosztizaltak (67). Az érintett

sziilok utoédainal a CHD ismétlédési kockazata 3—8%, egyenesagi rokon érintettségekor 1-6%
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(3, 68). A CHD-s betegek megfelel6 klinikai ellataisahoz ezért egyre inkabb sziikséges a
genetikai kivizsgalas, amely eredményének birtokaban az alabbi kérdésekre keresiink valaszt:
(i) mi a CHD ismétlédési kockazata, (ii) hordozzak-e a genetikai eltérést egyenesagi rokonok,
(iii) vannak-e (addig fel nem ismert) extrakardialis tiinetek, (iv) tarsuld tiinetként eléfordul-e az
idegrendszer fejlodési zavara, (v) milyen az adott CHD progndzisa, milyenek lesznek a beteg
¢letkilatasai (4).

A DSD gyakran tarsul bizonytalan kiils0 nemi szervekkel, késObbi életkorban
infertilitassal, nemi identitaszavarral, késéi kovetkezményként a gonadok malignus
atalakuldsaval. A pontos diagnodzis megaddsdhoz, a betegek megfeleld nemi fejlédésének
kialakitasahoz, a korrekciés mitétek megtervezéséhez, illetve a prognodzis megitéléséhez
elengedhetetlen a genetikai hattér ismerete, ami ma még csak a betegek kb. 20%-aban valosul

meg (7).
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4. CELKITUZESEK

Tudomanyos munkam soran patogenetikai szereppel bir6 CNV-k kimutatasat téiztem Ki
célul olyan fejlodési rendellenességekben, amelyek genetikai hattere napjainkban is
nagymértékben tisztdzatlan. Az eredmények birtokaban genotipus-fenotipus Osszefiiggések
meghatarozasaval arra kerestem valaszt, hogy a kimutatott CNV milyen médon jarul hozza a

betegség kialakulasahoz, milyen 6sszefliggést mutat a klinikai képpel.

1) Célom wvolt szindromas CHD-val diagnosztizalt betegek esetében patogén
szubmikroszkopos CNV-k azonositisa aCGH ¢és MLPA moédszer alkalmazasaval.
Eredményeim alapjan célul tiiztem ki olyan kivizsgalasi algoritmus kialakitasat, amelynek
segitségével nagy diagnosztikai hatékonysaggal igazolhatok patogenetikai jelentdségii

CNV-k ezen betegek genetikai kivizsgalasa soran, figyelembe véve a hazai lehet6ségeket.

2.) Vizsgalataim soran célul tiiztem ki extrakardialis tiineteket nem mutato, izolalt CHD-val

diagnosztizalt betegek CNV irdnyt genetikai vizsgalatat.

3.) Munkam soran célom volt prenatalisan diagnosztizalt, izolalt és komplex CHD-t mutato

abortumok kamrai szovetmintaibol patogén CNV-k azonositésa.

4.) DSD-ben a kisméretli, egy vagy néhany exont érint6 CNV-K nagyon ritkdn vizsgalt
mutaciotipusok. Egy 46,XY DSD-vel diagnosztizalt lany gyermek esetében célul tiztem
ki a korkép kialakitasaért felel0s genetikai eltérés azonositasat a nemi differencidlodasban

szerepet jatszo gének intragénikus kopiaszam eltéréseinek vizsgalata révén.
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5. BETEGEK ES MODSZEREK

5.1. Betegek
A genetikai vizsgalatokra a paciensek vagy sziileik tajékozott irasbeli beleegyezését
kovetden keriilt sor a Helsinki Nyilatkozat alapelveinek, illetve a genetikai kutatasokra

vonatkoz6 hazai torvényi szabalyozasnak a figyelembe vételével.

5.1.1. CHD-val diagnosztizalt betegcsoportok

5.1.1.1. Szindrémas CHD-val diagnosztizalt betegek

A szindromas CHD-ban szenvedd betegek (n=33) vizsgalati mintai a Debreceni
Egyetem, Klinikai Ko6zpont, Gyermekgyogyaszati Klinika, a Szegedi Tudomanyegyetem,
Altaldnos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Genetikai Intézet és a zalaegerszegi Zala Megyei Szent
Rafael Korhaz Klinikai Genetika szakrendelésérol érkeztek. A betegek fenotipusra vonatkozo
adatait az 6ket gondozd klinikai genetikus szakorvosok bocsatottdk rendelkezésiinkre. A

betegek életkora 2—18 év kozott volt, a nemek eloszlasa: fit:1any 16:17.

5.1.1.2. Izoldlt CHD-val diagnosztizalt betegek

Az izolalt CHD-s esetek (n=16) a Debreceni Egyetem, Klinikai Ko&zpont,
Gyermekgyogyaszati Klinika Kardiologia szakrendelésének beteganyagabol és a Szegedi
Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Genetikai Intézetbél szarmaztak.

A betegek életkora 10 honap és 46 év kozott volt, a nemek aranya: fia:lany 9:7.
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5.1.1.3. Abortumokbdl szarmazo mintak

A Semmelweis Egyetem |. sz. Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinikajan képalkotd
eljarasokkal (ultrahang, echocardiographia) CHD-val diagnosztizalt magzatok esetében
mesterséges terhességmegszakitasra kertilt sor. Az abortumok patologiai vizsgalata minden
esetben igazolta a CHD-t. Az abortumok atlagos gesztacios kora 20,85 (19-23) hét volt. A

genetikai vizsgalatok az abortumok kamrai szovetmintaibol (n=18) torténtek.

5.1.1.4. A vizsgalatok menete

A genetikai tesztek sorrendjét a betegek részletes klinikai kivizsgalasa soran leirt
fenotipusos jegyek és a CHD jellege hatarozta meg. A szindromas csoport betegeinél a rutin
diagnosztikai kivizsgalas hagyomanyos G-savos citogenetikai analizissel kezd6dott a nagy
méretll kromoszdmaeltérések kimutatdsa/kizardsa céljabol. Ennek negativitasa vagy a talalt
eltérés pontositasanak sziikségessége esetén, valamint azokban az esetekben, amikor a tiinetek
alapjan egy konkrét mikrodelécios vagy mikroduplikacids szindroma gyantja mertilt fel,
altalam végzett célzott FISH vagy MLPA vizsgalatokra kertilt sor. Amennyiben ezek a tesztek
is negativ eredménnyel zarultak, aCGH vizsgalatot végeztiink. Az izolaltnak tekintett CHD-s

csoport esetén, extrakardialis tiinetek hianyaban célzott MLPA vizsgalatokra kertilt sor.

5.1.2. DSD tiineteit mutato beteg

Az altalunk vizsgélt lany gyermek fiatal sziilOpar els6é gyermekeként sziiletett spontan
modon a 36. gesztacios héten, 3200 grammal, 9/9 Apgar statuszban. Megsziiletését kovetden
fizikalis vizsgélattal ndi kiils6 nemi szerveket és clitoris hypertrophiat (Prader I.), minor
rendellenességként a kezek 5. ujjainak clinodactyligjat és a 2-3. labujjak bort érintd
syndactyligjat irtak le. A csaladi anamnézis negativ volt genetikai betegségek, DSD, fertilitasi

zavar ¢s korai petefészek elégtelenség tekintetében. Kilenc honapos koraban akut hasi fajdalom
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¢és hanyas miatt korhazi felvétele tortént, ekkor észlelték kétoldali lagyéksérvét, amelyet az
ultrahangvizsgalat gonadként azonositott. Laparoszkdpos vizsgalattal kevert belsé nemi
szerveket, kis uterust, bal oldalon tuba uterinat, jobb oldalon mellékherének tiin6 képletet irtak
le. A gonadokat a hasiiregbe helyezték, a bel6liik vett biopszids minta Szovettani vizsgalata
heréket igazolt spermatogdéniumok nélkiil, kevés Leydig-sejttel. A velesziiletett kariotipus
meghatarozas SRY-pozitiv 46,XY Kariotipust igazolt. A komplett androgén inszenzitivitasi
szindroma diagnozisa kizarasra keriilt, mivel a beteg laboratoriumi vizsgalata soran alacsony
tesztoszteron értéket (<0,15 nmol/L) mértek. A gonadotropin hormonok értékei az alabbiak
voltak: folliculus stimuldlé hormon (FSH) 6,4 mIU/L (ref.: 0,1-6 mIU/L), luteinizal6 hormon
(LH) 1,5 mIU/L (ref.: 0,1-4 mIU/L). Kizérasra keriilt a mellékvesekéreg elégtelenség is, mivel
a kortizol és adrenocorticotropin értékek a normadl tartoményba estek. A sziilék lanyként
nevelték gyermekiiket. Endokrinologushoz csak 5 és fél éves kordban keriilt a gyermek. Az
akkor indikalt MRI- és hasi ultrahangvizsgalat soran uterus nem volt azonosithato és egyéb
Miiller-cs6 eredetli belsd ndi nemiszerv sem. Az ebben az idében végzett AMH meghatarozas
értéke (87,3 pmol/L) a ndi referencia tartomany {61¢ (2—32 pmol/L), a férfi referencia tartomany
ala (400-1300 pmol/L) esett. Ez alapjan 46,XY DSD parcidlis gonad dysgenesissel (GD)
diagnozis sziiletett, amit alatdmasztott a gonadok korabbi szdvettani képe is. Ebben az
életkorban laparoszkopia sordn eltavolitottak a dysgenetikus gonadokat, hogy megel6zzék azok
malignus atalakulasat. Az urethro-cysto-vaginoscopia soran uterus nélkiili, vakon végzddo
vaginat irtak le. Az eltavolitott gonddokbdl ujabb szdvettani vizsgalat tortént. A jobb oldali
gonadban here, mellékhere, ductus deferens €s tuba atmetszetre emlékeztetd teriilet volt 1athato.
A bal oldali gonddban here és mellékhere részleteket irtak le. A seminiferosus tubulusok

mindkét gonadban csak Sertoli-sejteket tartalmaztak spermatogdniumok nélkiil (4. abra).
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4. abra A gonadok szovettani vizsgalatanak eredménye a.) A jobb oldali gonad szovettani képe
(hematoxylin-eosin (HE) festés, 20x nagyitas), b.) A bal oldali gonad szévettani képe (HE festés, 20x
nagyitas), ¢.) Seminiferosus tubulusok Sertoli-sejtekkel (HE festés, 400x nagyitas), d.) Seminiferosus

tubulusok Sertoli-sejtekkel (inhibin-alpha immunhisztokémia, 400x nagyitas).

5.2.  Maédszerek

5.2.1. Citogenetikai vizsgadlat

A velesziiletett kariotipus meghatdrozasa Na-heparinnal antikoagulalt periférias vérbol
tortént. A phytohemagglutininnal stimulélt vizsgélati mintak 72 6ran 4t torténd tenyésztését, a
kromoszdémapreparalést és a Giemsa festéssel (Merck, Darmstadt, Germany) torténd savozast
standard protokoll alkalmazasaval végezték. Betegenként 15 metafazisu sejtet analizaltak
LUCIA Kariotipizal6 szoftver (LUCIA Cytogenetics, Czech Republic) segitségével. A

kariotipus leirasa az aktudlis nemzetk6zi nomenklaturanak (ISCN) megfelelden tortént.
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5.2.2. Fluoreszcens in situ hibridizdcio

A FISH vizsgalatokhoz a kromoszémapreparalds soran nyert sejtszuszpenziot
hasznaltuk. A CHD-ban szenved6 betegek mintain az alabbi FISH probak keriiltek
alkalmazasra: DiGeorge/VCFS TUPLEL, Subtelomer (4p/4q, 6p/6q), Cri-du-chat és SOTOS
(Cytocell, Rainbow Scientific Inc., Windsor, CT), 24X-Cyte (MetaSystems, Altlussheim,
specifikus probat (Cytocell, Rainbow Scientific Inc., Windsor, CT) hasznaltuk. Minden esetben
a gyartdo altal megadott protokollnak megfelelden tortént a vizsgalat kivitelezése. A
szignalmintazatok értékelését Zeiss Axioplan 2 fluoreszcens mikroszkoppal (Carl Zeiss, Jena,

Germany) és ISIS szoftver (MetaSystems, Altlussheim, Germany) hasznalataval végeztiik.

5.2.3. DNS izoldlds

A DNS alapu genetikai vizsgalatok kivitelezéséhez a betegek Ks-EDTA-val (etilén-
diamin-tetraecetsav) vagy Na-citrattal alvadasgatolt periférias vérmintaibol és az abortumok
kamrai szovetmintaibol a genomialis DNS izolalas QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) alkalmazasaval tortént, a gyartd ajanlasainak megfeleléen. Az izolalt DNS

crer

spektrofotométert (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) hasznaltuk.

5.2.4. Multiplex ligdcio-fiiggd proba amplifikdcio

Az MLPA vizsgalat egy szemi-kvantitativ modszer, amely soran a vizsgalandd minta
rovid DNS szekvencidinak relativ kopiaszam meghatarozésa torténik. A vizsgalat sordn DNS
templathoz hibridizalt, ligacioval dsszekapcsolt oligonukleotidok amplifikalasat végezziik. A
kiilonbozé  16kuszokhoz/génekhez kapcsolodd probaparok — toltelékszekvenciai — eltérd

hosszusaguak, igy lehetdvé teszik a probaparok amplifikalasa soran keletkezett PCR termékek
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méret szerinti elvalasztasat kapillaris elektroforézissel. A beteg mintainak koépiaszamat a
parhuzamosan futtatott normal mintak kopiaszdmahoz viszonyitjuk. Vizsgalataink soran a PCR
termékek szeparalasa ABI-3130 (Applied Biosystems, Foster City, CA) késziiléken tortént, a
relativ kopiaszamok meghatarozasa pedig Coffalyser szoftver (MRC-Holland, Amsterdam, The
Netherlands) segitségével. Mintan beliili és mintak k6zo6tti normalizaciot kovetden a vizsgalt
régiok kopiaszamat a kapott hanyadosok alapjan az alabbiak szerint hatdroztuk meg: 0,65 és
1,30 kozotti érték normal kopiaszamnak felelt meg, 0,65 alatti deléciot, 1,30 feletti pedig
duplikéciot jelolt.

Szivfejlodési rendellenességek MLPA vizsgalatakor két kitet alkalmaztunk. A SALSA
MLPA P250-B2 DiGeorge kit 48 régiora specifikus probat tartalmaz: 29 proba a 22q11.2-es
kromoszomarégiohoz bekotddve alkalmas a DiGeorge szindroma (DGS) és ugyanezen régio
mikroduplikdcidjanak kovetkeztében kialakulé Cat eye szindroma kiilonbdzd térésponta
variansainak azonositasara; 19 proba fedi le a DGS II. 16kuszt (10p14) és a DGS-hez hasonlo
fenotipussal jar6 mikrodelécids régiokat (4935, 8p23, 9934.3, 17p13.3, 22g13). A SALSA
MLPA P311-B1 CHD kit olyan gének kopiaszam eltéréseit vizsgalja, amelyek mutacioi CHD
kialakulasahoz vezethetnek: GATA4 (8p23), TBX5 (12g24), NKX2.5 (50935), BMP4 (14q22),
CRELDL1 (3p25) és a 220911.2 régio. A DSD-vel diagnosztizalt beteg esetén a SALSA MLPA
P185-C2 Intersex probamixet alkalmaztuk, amely az alabbi génekre specifikus probakat
tartalmazza: NROB1/DAX1, CXorf2l, SOX9, SRY, ZFY, WNT4, NR5A1 (MRC-Holland,

Amsterdam, The Netherlands).

5.2.5. Teljes genom array komparativ genomi hibridizdcio
Az aCGH vizsgalatokat CytoScan 750K Array (Affymetrix, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) alkalmazasaval végeztiik. Ez a tipusu citogenetikai microarray 750 436

oligonukleotid probat tartalmaz (550 000 egyedi, nem polimorf CNV préba és 200 436 SNP
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proba). A citogenetikai microarray altal lefedett géneken beliil (ISCA, OMIM, RefSeq, X
kromoszoéman 1év6 és tumorgének) az atlagos felbontoképesség 1737 bp, a teljes, intra- és
intergénikus atlagos felbontoképesség 4125 bp. A modszer kivitelezése, az egyes reakciok

paramétereinek beallitasa és alkalmazasa a gyarto altal megadott protokoll alapjan tortént. A

vizsgalat 1épései a kovetkezok (5. abra):

(ﬁ’«‘.‘\‘r“

Genomi DNS
Nsp1 Nsp1 Restrikcios emésztés

II'r

I\

Adapter ligalas

PCR
[ S—— ] Tisztitas
e — Kvaniitlas et
— — Fragmentacio
— r—
— p——"H"
— —
—
— "% —
Jelolés
Hibridizacio
Wit
ijf%éaéisu:zgu
Adatelemzés e

5. abra Az aCGH folyamatabraja
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A vizsgalati protokoll 1épései:

1)

2)

3.)

4)

5.)

6.)

7)

8.
9.

10.)

11)

Restrikcios emésztés: 250 ng genomi DNS emésztése Nspl restrikcidés endonukleazzal,
amely soran 200—1100 bp hosszusagti DNS fragmentek képzddnek.

Ligalas: az emésztés soran keletkezett DNS fragmentek két végéhez primerek
bekotddéséhez sziikséges Un. adapter szekvencidk kapcsoldsa DNS ligaz enzim
segitségével.

PCR: az adapter szekvencidkat tartalmaz6 DNS darabok amplifikédlasa a gyartd altal
definialt paraméterekkel.

A PCR termékek méreteloszlasanak és mindségének ellendrzése 2%-os TBE gélen.

Az amplifikalt PCR termékek tisztitasa a gyarto altal biztositott magneses alapu tisztito
gyongyokkel.

2000/2000c UV-Vis spektrofotométeren. Az optimalis koncentracid >3,0 pg/ul.

A PCR termékek fragmentdlasa. Mivel az altalunk hasznalt DNS chip-en rogzitett
oligonukleotidok 25 nt hosszasaguak, ahhoz, hogy az amplifikalt PCR termékek
hatékonyan tudjanak hozzajuk hibridizalni, azok tovabbi fragmentalasa sziikséges.
Ennek soran 25-125 bp hossziisagt DNS fragmentek Kkeletkeznek, amelyek
hibridizacidja mar optimalis.

A fragmentalas hatékonysaganak ellenérzése 4%-os TBE gélen.

A DNS fragmentek jelolése fluoreszcens festékkel (Phycoerythrin).

A jelolt termékek felvitele DNS-chipre, majd hibridizacié Affymetrix GeneChip
Hybridization Oven 645 tipust kamraban 16—18 6ran keresztiil.

A hibridizacié soran nem bekotddott, jelolt DNS fragmentek lemosasa Affymetrix

GeneChip Fluidics Station 450 tipusii moséegységen.
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12.) A DNS-chip fluoreszcencia intenzitasanak beolvasasa Affymetrix GeneChip Scanner
segitségével.

A kapott eredmények analiziséhez a Chromosome Analysis Suite (ChAS) v2.0 szoftvert
hasznaltuk, az adatokat a GRCh37 (hgl9) human referencia genomhoz hasonlitottuk. Elsé
1épésként ellendriztiik a mintak mindségét jellemzoé paramétereket (MAPD < 0,25; SNPQC >
15; Waviness-SD < 0,12). Az elemzéskor valds delécionak azokat a CNV-ket tekintettiik,
amelyek legalabb 10, duplikacionak pedig, amelyek legalabb 20 egymas utan elhelyezkedd
probat tartalmaztak. A CNV-k osztalyozasa (patogén, valdsziniileg patogén, ismeretlen klinikai
jelentdségti, valoszintileg benignus, benignus) a 2011-ben leirt ACMG (American College of
Medical Genetics and Genomics) iranyelvei (69) szerint tortént az alabbi adatbazisok
alkalmazasaval: DGV (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home), UCSC Genome Browser
(https://genome.ucsc.edu/), DECIPHER (https://decipher.sanger.ac.uk/), ISCA
(http://dbsearch.clinicalgenome.org/search/), OMIM (https://omim.org/), PubMed
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). A CNV-k mellett a >10 Mb méretii heterozigdtasag-
vesztést tartalmazé kromoszomalis régiokban vizsgaltuk a genomikus imprinting mintazat

valtozasanak lehetséges hatasat.

5.2.6. Teljes exom szekvendlas

A DSD-vel diagnosztizalt beteg genomi DNS mint4janak teljes exom szekvenalasa
Hongkongban, a Beijing Genomics Institute-ban tortént Complete Genomics platform
alkalmazaséval. Az adatok értékelésére a budapesti Semmelweis Egyetem, Laboratoriumi
Medicina Intézet, Klinikai Genetika és Endokrinologiai Laboratoriumaban kertilt sor a DSD-t
okozo6 gének (LIM1, CBX, SOX9, DHH, WT-1, SRY, AR, NR5A1, CYP17, HSD17B3, DMRT1,
DAX, AMH, WNT4, RSPO1, CTNNB1, MAP3K1, NROB1, AMHR?2, LHCGR, FGF9) célzott

mutacié analizisével (Genome Analysis Toolkit, GATK szoftver).
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5.2.7. Az NR5AI génben detektalt CNV megerositése QMPSF modszerrel

kvantitativ, multiplex PCR technika, QMPSF (Quantitative Multiplex PCR of Short
Fluorescent Fragments) segitségével validaltuk (70, 71). A vizsgalathoz az NR5AL génre és 2
kontroll génre (HSD17B3, USH2A) tervezett primereket (0,2 umol/L) (2. tablazat), és egy
univerzalis 5  fluoreszcens festékkel jelolt primert (6FAM-M13: 6FAM-5’-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3’, 0,8 umol/L) (71) és MyTaq HS Mixet (Bioline, London,
UK) hasznaltunk. A modszer optimalizalasa utan alkalmazott PCR hémérsékleti paraméterei a
kovetkezok voltak: denaturalas (95°C — 2 min), 29 ciklusos amplifikaci6 (95°C — 15 sec, 60°C
— 20 sec, 72°C — 15 sec), végso elongacio (72°C — 5 min). A kiilonb6z6 hosszusagu fragmentek
ABI-310 (Applied Biosystems, Foster City, CA) szekvenalo késziiléken kertiltek elvalasztasra.
A CNV meghatarozasahoz els6 1épésként a vizsgalt exonok fluoreszcencia intenzitasat a
kontroll gének amplifikalt exonjainak fluoreszcencia intenzitasahoz viszonyitottuk (mintan
beliili normalizacio), majd mintak kozotti normalizaciot végeztiink, parhuzamosan futtatott

egészséges kontroll mintak ugyanezen exonjainak fluoreszcencia intenzitasat figyelembe véve.
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2. tablazat A QMPSF reakciohoz alkalmazott primerparok

PCR termék

Gén Exon Primer szekvencia hosszusag
(bp)

Forward: 5’-GCGTGCCTCTTCCTTCCA-3’
5 143
Reverz: 5>-GATGCTGCCCTCCTTGCC-3’

6 Forward: 5’-GGAGTTTGTCTGCCTCAAGT-3’ 210
Reverz: 5’-AATGAGTAAGGGAGGGGTCC-3’

Forward: 5>-AAGGCTGCTCCTGACACACT-3’
HSD17B3 | 11 191
Reverz: 5>-CCTCCATCTTCAGCGGACTA-3’

Forward: 5>-CCTTTCACCAGAGTCCCAGA-3’
USH2A 41 278
Reverz: 5’-CCATGGGCTAAGAGCAGAAG-3’

NR5A1

Roviditések: bp: bazispar (base pair), HSD17B3: Hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 3, NR5A1:
Nuclear receptor subfamily 5 group A member 1, PCR: polimeraz lancreakcié (polymerase chain

reaction), USH2A: Usherin.
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6. EREDMENYEK

6.1. CHD-val diagnosztizalt betegcsoportok

6.1.1. Szindromds CHD-val diagnosztizalt betegek

A CHD mellett szomatikus és/vagy mentalis retardaciot, dysmorphias tiineteket is
mutat6 betegek (n=33) esetében kiilonboz6 sulyossagu szivfejlodési rendellenességek fordultak
el6 6nalldan vagy egymassal kombinalodva: ASD és/vagy VSD (n=12), TOF (n=8), FoA (n=3),
PDA (n=1), PS (n=1), UH (n=1), totalis situs inversus (n=1), egyéb komplex vitium (n=6).

Valamennyi szindromas vitiummal diagnosztizalt betegnél tortént valamilyen genetikai
vizsgalat. A rutin diagnosztikai Kivizsgalas részeként 32 betegnél végeztek hagyomanyos
kromoszoéma analizist, amely soran 30/32 esetben (94%) normal kariotipus igazolodott. Két
beteg mintajaban szambeli és szerkezeti kromoszoémaaberraciokat mutattak ki (1. és 2. eset).
DGS-specifikus FISH analizisre 10/33 esetben kertilt sor, egyik mintaban sem igazolodott a
22q11.2 régio delécioja. Citogenetikai microarray vizsgalatot 25/33 beteg mintajan végeztiink,
amelyek koziil 21 esetben nem volt kimutathatd patogenetikai jelentdségii CNV. Négy beteg
(1-4. eset) mintajaban kodolo OMIM géneket tartalmazo patogén CNV-t azonositottunk, ami
16%-0s (4/25) detekcios ratat jelent. Nyolc (8/33) beteg mintajan kizarolag MLPA vizsgalatot
végeztiink, koziilik harom esetben (5-7. eset) patogén CNV-t mutattunk ki (6. abra). A
szindromas CHD-val diagnosztizalt betegek genetikai vizsgalatainak eredményeit a 3. tablazat

foglalja Ossze.
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” 5o 4 » Citogenetika (n=32)
Szindrémas (n=33) Kédros kariotipus: 2/32

ASD, VSD, TOF, FoA, PDA, . FISH (1=10)

¢ Array CGH (n=25)
Patogén CNV: 4/25

egyéb komplex vitium « MLPA (n=8)

Patogén CNV: 3/8

PS, UH, totalis situs inversus,

Izolalt (n=16)
TOF, AVSD, UH, HLH, * MLPA (n=16)
AVSD+TGA

Magzati (n=18)
* MLPA (n=18)
TGA, VSD, AVSD, PS, COA,  putpgin cNV: 1/18
TOF, UH

6. abra Szindrémas és izolalt CHD-val diagnosztizalt betegek, valamint abortumokbél
szarmazo mintak genetikai vizsgalatai Roviditések: array CGH: array komparativ genomi
hibridizacid (array comparative genomic hybridization), ASD: pitvari sdvényhidny (atrial septal defect),
AVSD: pitvar-kamrai sévényhiany (atrioventricular septal defect), CNV: kopiaszam eltérés (copy
number variant), CoA: aortasziikiilet (coarctatio aortae), FISH: fluoreszcens in situ hibridizacio
(fluorescence in situ hybridization), FoA: nyitott foramen ovale (foramen ovale apertum), HLH:
hypoplasias bal szivfél (hypoplastic left heart), MLPA: multiplex ligacio-fliggd proba amplifikacio
(multiplex ligation-dependent probe amplification), PDA: nyitott ductus arteriosus (patent ductus
arteriosus), PS: tiidéver6ér-sziikiilet (pulmonalis stenosis), TGA: nagyér-transzpozicid (transposition of
the great arteries), TOF: Fallot-tetralogia (tetralogy of Fallot), UH: egykamras sziv (univentricular

heart), VSD: kamrai sdvényhiany (ventricular septal defect).
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3. tablazat Szindromas CHD-val diagnosztizalt betegek genetikai vizsgalatainak eredményei és fenotipusa

Eset Kor*/Nem CHD Citogenetika Array CGH (méret) MLPA CNV Fenotipus (OMIM)
R arr[hg19]5p15.33p13.2(113,576-34,700,951)x1 ., . Cri-du-chat szindroma
+
1. 3 év/Fin ASD, PDA 47 XY ,r(5),+sSMC (34,58 Mb) nem vizsgalt delécio (MIM # 123450)
2. 9 ho/Fia TOF 46,XY,del(6)(q239275) ?I;[r;%lsgl](i‘;zmza2(113'913'946'132'667254))(1 nem vizsgalt | delécio 6921922 delécié szindroma
ASD. 46.XX arr[hg19]4934.3935.2(178,807,365-190,957,460)x1 o o o
3 3,5 év/Lany | totalis situs Végleges kariotipus: (12,15 Mb) nem vizsgalt delécio & | 4q deléci6/6q duplikdci
' ' . ) 25.1927(150,4 -167,439,22 likacié indré
Versus 46,XX der(4)t(4:6)(q34.3:q25.1)mat 6025.1927(150,485,038-167,439,226)x3 duplikacié | szindroma
(16,95 Mb)
o, arr[hg19]8p23.1(8,093,065-11,935,465)x3 ., . .. | 8p23.1 duplikacio
. lik
4 4,5 év/Fin CoA 46, XY (3,842 kb) nem vizsgalt duplikacid <zindréma
5. 22 hé/Lany | FoA 46,XX nem vizsgalt Bp231 duplikdcio | P21 duplikicid
duplikacid szindroma
A L ., 22g11.21 . DiGeorge szindroma
6. 16 év/Fia TOF nem vizsgalt nem vizsgalt delécio delécio (MIM # 188400)
. ., 22q11.21 L., DiGeorge szindroma
7. 6 ho/Lany TOF 46,XX nem vizsgalt delécio delécio (MIM # 188400)

Roviditések: array CGH: array komparativ genomi hibridizacio (array comparative genomic hybridization), ASD: pitvari sdvényhiany (atrial septal defect),

CHD: velesziiletett szivfejlodési rendellenesség (congenital heart disease), CNV: kopiaszam eltérés (copy number variant), CoA: aortaszlikiilet (coarctatio

aortae), FOA: nyitott foramen ovale (foramen ovale apertum), MLPA: multiplex ligacio-fiiggd proba amplifikacio (multiplex ligation-dependent probe

amplification), OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man, PDA: nyitott ductus arteriosus (patent ductus arteriosus), sSMC: kis szamfeletti marker

kromoszoma (small Supernumerary Marker Chromosome), TOF: Fallot-tetralogia (tetralogy of Fallot). “Az aCGH vizsgalat idépontjaban.
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6.1.1.1. Az 1. eset klinikai jellemzoi és genetikai eredményei

Anamnesztikus adatok alapjan a prenatalisan végzett ultrahangvizsgalat nem igazolt
morfologiai eltérést a magzatban, az anyai vérbol tortént, magzati kromoszéma
rendellenességeket vizsgalod genetikai teszt (nem-invaziv prenatalis teszt, NIPT) eredménye is
negativ lett. Sziilést kovetden az 0jsziilottnél ASD és PDA igazolodott. Két hetes koraban latta
Kklinikai genetikus, aki tobbszords fejlédési rendellenességet irt le: alacsonyan ilé fiilek,
hypertelorismus, hypotonia, kis szaj, laryngealis hypoplasia, microcephalia, retrognathia,
syndactylia lI-111, spasztikus végtagok. A gyermek jellegzetes, macskanyavogasra emlékeztetd
sirasi hangja miatt Cri-du-chat szindroma gyantja meriilt fel, amelyet az 5-6s kromoszoma
rovid karjanak delécigja okoz. Hagyomanyos kromoszoma analizissel koros kariotipus
igazolodott, 5-0s eredetli gyliriikromoszomaval és egy kis szamfeletti marker kromoszéméval
(sSMC): 47,XY,r(5),+sSMC (7A. abra). Az 5-6s kromoszoma szerkezeti eltérésének
pontositasa céljabol a Cri-du-chat régiora specifikus FISH vizsgalatra keriilt sor, amivel az
5p15.2 régid delécidja igazolodott az 5q35-0s régio (SOTOS) megtartottsaga mellett (7B. abra).
Az sSSMC kromoszomalis eredetének azonositasa multicolor FISH moédszerrel tortént. Ennek
eredménye alapjan az SSMC 15-6s eredetiinek bizonyult (7C. abra). Ezt kovetéen aCGH
modszerrel azt vizsgaltuk, hogy milyen méretii és géntartalmi az 5-6s kromoszomat érintd
CNV, amely gyiiriikromoszoma kialakulasahoz vezetett. Ezen kiviil arra kerestiink valaszt,
hogy az sSSMC a 15-6s kromoszoma mely régioit tartalmazza parcialis triszomia formajaban. A
vizsgalat eredménye az 5-6s rovid kar 34,58 Mb méretii, 65 OMIM gént tartalmazo terminalis
deléciojat (5p15.33p13.2x1) igazolta (7D. abra). A 15-6s kromoszoma esetében CNV nem volt
azonosithato, ami arra utalt, hogy az sSSMC kizarolag nem kodolo, 15-0s eredetii

heterokromatikus régiokbol épiil fel (3. tablazat).

44



7. abra Az 1. eset genetikai vizsgalatainak eredményei A) A reprezentativ kariogramon nyilak
jelzik a gytirikromoszémat és az sSMC-t. B) Metafazisi FISH vizsgalattal a normal 5-0s
kromoszéman mind a Cri-du-chat (5p15.2) (fazids szignal), mind a SOTOS (5q35) (zold szignal)
régio jelen van. A gytriikromoszoman csak a SOTOS régiot jelold zold szignal lathato. C)
Multicolor FISH modszerrel igazolodott a gytiriikromoszoéma 5-6s (piros), valamint az SSMC 15-6s
kromoszoémabol valo eredete (lila). D) Az aCGH vizsgalat igazolta az 5p15.33p13.2
téglalap jelzi a delécio nagysagat, az egyes CNV probakhoz tartozo jelintenzitas csdkkenése lathato
a log2 skalén, alatta a delécionak megfeleld 1-es kopiaszdm. Deléciot jelz6é mintazatot (két sav)

mutat a B-allél frekvencia is.
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6.1.1.2. A 2. eset klinikai jellemzdi és genetikai eredményei
késébbiekben extrakardialis tiinetként hypothyreosis és szomatikus retardacio tarsult.

A rutin diagnosztikai kivizsgalas részeként végzett G-savos kariotipizalassal a 6-0s
kromoszoma hosszu karjan interstitialis deléciot mutattak ki 6q23 ¢és 6q25 feltételezett
toréspontokkal. A toréspontok ¢és a hidnyzé kromoszémaszakasz méretének pontos
meghatarozasa, valamint az elveszett géntartalom megadésa céljabol keriilt sor az aCGH
vizsgalatra. Ennek soran egy 18,753 kb méretli, 6q21q23 torésponti és 49 OMIM gént
tartalmazo deléciot azonositottunk, amely CHD-ra hajlamositdé géneket (GJALl, HDAC2,

MARCKS) is tartalmazott.

6.1.1.3. A 3. eset klinikai jellemzéi és genetikai eredményei

A lany gyermek ASD-vel és situs inversus totalisszal sziiletett. Klinikai genetikai
vizsgalatakor a vitium mellett az alabbi fejlodési rendellenességeket mutatta: arcdysmorphia,
brachydactylia, keskeny mellkas, macrocephalia, rovid és széles nyak, syndactylia III-1V,
szomatikus retardacio. Az elsé genetikai tesztként végzett citogenetikai vizsgalattal normal n6i
kariotipust mutattak ki. Mivel a tiinetek alapjan ismert mikrodelécidos/mikroduplikéacios
szindroma nem mertilt fel, kdvetkezd 1épésként aCGH vizsgalatot végeztiink. Ennek soran a 4-
es €s a 6-os kromoszomakat érint6 CNV-k igazolodtak, a 4934.3935.2 régio 12,15 Mb méretii
el6forduld delécid és duplikacid kiegyenstlyozatlan formdju transzlokacidra utalt. A
citogenetikai microarray technikaval kimutatott CNV-k 4q és 6q subtelomer specifikus FISH
vizsgalattal megerdsitésre keriiltek. Ezen kromoszomaszakaszon beliill a CHD kialakitasaért
felelos OMIM gének (pl. PDLIM3, SLC25A4, SORBS2) talalhatok. Az aCGH-val kapott

eredményeket kovetéen a beteg kariogramjainak tjraértékelése, ¢s a kariotipus revidealasa
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tortént (8A. abra). A kiegyenstlyozatlan transzlokacido kovetkeztében 1étrejott derivalt 4-es
kromoszoma felismerését nehezitette, hogy a transzlokacioban hasonld savmintazati részek
cseréltek helyet. A transzlokacié familidris eredetének tisztazasara elvégezték a sziilok
citogenetikai vizsgalatat, amely soran kideriilt, hogy az édesanya kiegyenstlyozott formaban
hordozza a betegnél kimutatott transzlokaciot. Ennek ismeretében a beteg végleges kariotipusa
az alabbi lett: 46,XX,der(4)t(4;6)(q34.3;925.1)mat. arr[hg19]4q34.3q35.2(178,807,365-
190,957,460)x1, 6q25.1q27(150,485,038-167,439,226)x3. Genetikai tanacsadas keretében az
¢desanyat felvilagositottak a kiegyensulyozatlan transzlokacié magas ismétlédési kockazatarol

¢s prenatalis citogenetikai vizsgalat lehetdségérdl a jovObeni terhességekben.
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8. abra A 3. eset citogenetikai és microarray vizsgalatainak eredményei A) A kariogramon nyil
jelzi a transzlokacié miatt szerkezetileg atrendez6dott derivalt 4-es kromoszomat, amelynek hosszu
karja a 4g34.3-as régioig 4-es eredetii, attdl terminalisan a 6-0S kromoszéma hosszl kar q25q27
toréspontok kozé eso savjai lathatok. A transzlokacio kiegyenstlyozatlan volta miatt a beteg 4q
parcialis deléciot és 6q parcialis duplikaciot hordoz. B) Array CGH modszerrel 4q34.3q35.2
(178,807,365-190,957,460) delécid igazolodott. A piros téglalap jelzi a delécid nagysagat, az egyes
CNV probakhoz tartozo jelintenzitas csokkenése lathato a log2 skalan, alatta a delécionak megfeleld
1-es kopiaszam. Deléciot jelz6 2 sdvos mintazatot mutat a B-allél frekvencia is. C) Array CGH
modszerrel kimutatott 6q25.1q27 duplikacid lathatdo az alabbi koordinatakkal: 150,485,038-
167,439,226. A kék téglalap jelzi a duplikdcié nagysagat, az egyes CNV probakhoz tartozo
jelintenzitas novekedése lathatd a log2 skalan, alatta a duplikaciot jelz6 3-as kdpiaszam. Duplikaciot

megerdsito 4 sdvos mintazatot mutat a B-allél frekvencia is.
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6.1.1.4. A 4. eset klinikai jellemzdi és genetikal eredményei

A fingyermek CoA-val sziiletett, klinikai genetikai vizsgalata soran plagiocephaliat,
lapos occiputot, arcdysmorphias jegyeket (epicanthus, felfelé iveld szemrés, hossza philtrum,
mély/besiippedt orrgyok, mélyen il6 fiilek, retrognathia) és hypospadiasist irtak le. A
velesziiletett kariotipus meghatarozas normal férfi kariotipust igazolt. Az arcdysmorphia miatt
célzott DiGeorge FISH vizsgalat tortént, aminek eredménye negativ lett. A gyermek 4,5 éves
koraban keriilt sor az aCGH vizsgalatra, amellyel a 8-as kromoszéma révid karjan, a 8p23.1-es
régioban 3,842 kb méretii duplikacio igazolddott, amely MLPA modszerrel megerdsitésre
kertilt. A duplikalddott régié 17 OMIM gént, koztiik a CHD kialakitasaért felelds géneket
(kiemelt) (CLDN23, MFHAS1, ERI1, PPP1R3B, TNKS, MIR124-1, MSRA, PRSS55, RP1L1,

SOX7, PINX1, MTMRY, SLC35G5, FAM167A, BLK, GATA4, NEIL2) tartalmazott.

6.1.1.5. Az 5. eset klinikai jellemzdi és genetikai eredményei

A 22 honapos koraban vizsgalt gyermek a 4. beteg lanytestvére. A 32. terhességi hétre
sziiletett 1900 g sullyal és FOA-val. A CHD-n kiviil az alabbi fejlodési rendellenességeket
mutatta: elédomborodé homlok, hypotonia, epicanthus, széles orrgyok és a motoros fejlodés
késése.

Mivel testvérénél kordbban igazolodott a 8p23.1-es régid duplikacidja, ezért nala célzott
MLPA vizsgalat tortént a régiot érintd CNV kimutatasara. Ennek soran a 8p23.1-es régioba
lokalizalodo harom gén (GATA4, MSRA, PPP1R3B) tobbletét mutattuk ki, ami alatamasztotta

korabbi feltételezésiinket, az eltérés familiaris eredetét (9A. abra).

6.1.1.6. A 6. eset klinikal jellemzdi és genetikai eredményei

A Fallot-tetralogiaval diagnosztizalt betegnél elséként DiGeorge MLPA vizsgalatot

crer

49



gént érintett (CLTCLI1, HIRA, CDC45, CLDNS5, GP1BB, TBX1, TXNRD2, DGCRS, ZNF74,
KLHL22, MED15, SNAP29, LZTRI) és DiGeorge szindromaban a leggyakrabban deletalodott
régionak felelt meg, ami az LCR22-A ¢és LCR22-D (low copy repeat 22-A és -D)
toréspontokkal jellemezheté. Az eredmény egyértelmiien aldtdmasztotta a Szindréma

diagnozisat. Sziildi mintak vizsgalatara nem keriilt sor, mert azok nem voltak elérhetdk.

6.1.1.7. A 7. eset klinikai jellemzéi és genetikai eredményei

A 6 honapos kislany Fallot-tetralogiaval sziiletett, amelyhez hypoplasias thymus tarsult.
A citogenetikai vizsgalat eredménye normal ndi kariotipust mutatott. A jellemzd tiinettarsulas
miatt masodik genetikai vizsgalatként MLPA vizsgalatot végeztiink. Ennek eredménye a
22011.21-es régidban az LCR22-A és LCR22-D toréspontok kozé esé 14 gén delécidjat
igazolta, a 6. esethez hasonloan. A sziil6i mintak MLPA modszerrel tortént vizsgalata igazolta

az eltérés de novo eredetét.
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9. abra Az 5. eset (A) és a 6. eset (B) MLPA vizsgalatainak eredményei Az X-tengelyen a vizsgalt
gének kromoszomalis lokalizacioja van feltiintetve, az Y-tengelyen a kopiaszamot jelz6 normalizacios
dozis hanyados (DQ) lathato. A kék (DQ=1,30) és piros vonal (DQ=0,65) kozotti tartomany normal
kopiaszamnak felel meg. Delécio esetén a DQ<0,65, duplikaciokor >1,30. A kék hattérrel jelolt teriilet
a 22q11.2-es régioban talalhato géneket tiinteti fel, a sziirke teriilet az alkalmazott kit referencia probait
reprezentalja. A) Az 5. eset vizsgalatakor a 8p23.1-es kromoszomarégioba lokalizalodd harom gén
(PPP1R3B, MSRA, GATA4) heterozigota duplikacidja igazolodott, amit a >1,30 DQ-val rendelkez6
harom kék pont jelol. B) A 6. esetben a piros pontok (DQ<0,65) a 22911.21-es régidban 1évo tizennégy

gén (CLTCL1, HIRA, CDC45, CLDN5, GP1BB, TBX1, TXNRD2, DGCRS8, ZNF74, KLHL22, MED15,

crer
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6.1.2. Diagnosztikai algoritmus szindromds CHD esetén

Vizsgalati eredményeink alapjan kidolgoztunk egy kivizsgalasi algoritmust szindromas
CHD-ban szenved6 betegek CNV eredetii patogenetikai hatterének tisztazasara (10. abra). A
dignosztikai utvonal kiindulasi és egyben legfontosabb eleme a klinikai genetikus altal végzett
részletes fenotipizalas, amely alapvetéen meghatarozza a vizsgalatok sorrendjét. Amennyiben
a tiinetek szambeli vagy szerkezeti kromoszoémaaberraciora utalnak, a rendelkezésiinkre allo
modszer fliggvényében hagyomanyos kromoszoma analizist vagy citogenetikai microarray
vizsgalatot végziink. A leggyakoribb, CHD-val asszocialt mikrodelécios (pl. DiGeorge és
Williams) szindromak vagy egyéb, ritkabban eléforduld ismert mikrodeléciés vagy
mikroduplikacios szindroma gyanuja esetén FISH vagy MLPA vizsgalatot végziink (del 1p36,
del 2p16.1-p15, del/dup 2g23.1, Glass szindréma, del/dup 3929, Wolf-Hirschhorn szindréoma,
Cri-du-chat szindroma, Sotos szindroma, Williams—Beuren szindréma, Langer—Giedion
szindroéma, del 9922.3, DGS Il szindréma, Prader-Willi szindroma, Angelman szindréma, del
15924, Rubinstein—-Taybi szindroma, Miller-Dieker szindroma, Lissencephaly-1 szindroma,
Smith—Magenis szindréma, Potocki—Lupski szindroma, del NF1, Koolen—de Vries szindroma,
dup 17921.31, DGS szindroma, dup/del 22ql11.2, Phelan—-McDermid szindroma, Rett
szindroma, dup MECP2). Ismeretlen genetikai hatter(i szindroma gyantja esetén citogenetikai
microarray az els6ként valasztando modszer. Ha a citogenetikai analizis, a célzott FISH és az
MLPA vizsgalatok negativ eredménnyel zarulnak, aCGH modszer alkalmazasa javasolt a

patogén CNV-K igazolasara vagy kizarasara.
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10. abra Diagnosztikai algoritmus szindromas CHD esetén Els6 1épés a beteg tiinetegyiittesének
pontos leiradsa a klinikai genetikus altal, ami alapjan a nagy méretii kromoszomaeltérések G-savos
kariotipizalassal vagy aCGH modszerrel igazolhatok. A leggyakrabban eléfordulé DiGeorge vagy
Williams szindroma gyanuja esetén, valamint egyéb, ritkabb, ismert mikrodelécios/mikroduplikacios
szindroma gyantja esetén célzott FISH vagy MLPA vizsgalat alkalmazasaval 1éphetiink tovabb. Ezen
vizsgalatok negativitdsa vagy ismeretlen genetikai hatteri szindroma gyanujakor citogenetikai
microarray a valasztandé moédszer patogenetikai jelent6ségti CNV-K igazolasara vagy kizarasara.
Roviditések: CHD: velesziiletett szivfejlodési rendellenesség (congenital heart disease), FISH:
fluoreszcens in situ hibridizacio (fluorescence in situ hybridization), MLPA: multiplex ligacio-fiiggd

proba amplifikacio (multiplex ligation-dependent probe amplification).
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6.1.3. Izolalt CHD-val diagnosztizalt betegek

A kardiologusok altal izolalt CHD-val gondozott 16 betegnél az alabbi sulyos, komplex
szivfejlédési rendellenességek fordultak elé: TOF (n=12), AVSD (n=1), UH (n=1), HLH (n=1),
AVSD + TGA (n=1).

Mivel ezekben az esetekben tarsuld extrakardialis tiinetek nem szerepeltek a betegek
anamnesztikus adatai k6zott, ezért CHD-ra specifikus MLPA modszert alkalmaztunk az ismert
CHD gének kopiaszam eltéréseinek kimutatasara. A vizsgalatok soran patogenetikai

jelent6ségii CNV nem igazolodott ebben a betegcsoportban (6. abra).

6.1.4. Abortumokbdél szdrmazo mintik

Terhességi ultrahangsziirések soran a magzatokban a CHD kiilonb6z6 megjelenésii és
sulyossagli formait mutattdk ki, amelyeket a terhességmegszakitdst kovetd foetopathologiai
vizsgalatok megerdsitettek és pontositottak. Az altalunk vizsgalt 18 esetbdl egyszerti VSD-t két
esetben azonositottak. A VSD egyéb vitiummal valo tarsuldsat 13/18 esetben mutattak ki. Két
magzatban TOF, egy magzatban pedig egykamras sziv keriilt leirasra. A vizsgalt abortumok
klinikai adatait és a CHD-k leirasat a 4. tablazat foglalja 6ssze.

Mindkét tipusi MLPA kittel megvizsgaltuk az abortumok szivének kamraszovetébol
izolalt genomi DNS mintakat. Az analizalt 18 eset koziil 17-ben nem mutattunk ki patogén
CNV-t. Egy mintaban (12. eset) a 14022.2-es kromoszoémarégioba lokalizalodo BMP4 génre
tervezett probakkal az exon 1, intron 1, exon 3 és 4 duplikacidja igazolodott (6. abra). A DNS
mintdk korlatozott mennyisége ¢és mindsége nem tette lehetévé tovabbi aCGH vizsgalat

vegzesét.
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4. tablazat Abortumok gesztacios kora, neme és a képalkoto eljarasokkal igazolt CHD tipusa

Eset Gesztacios kor Nem CHD
(hét)
1. 21 Fiu TGA, VSD
2. 22 Lany AVSD, PS, dextropositio aortae
3. 23 Lany VSD, hydropericardium, endomyocardialis fibrosis, arteria pulmonalis dextri
4. 20+ 3 Lany VSD, CoA
5. 20 Fiu TOF
6. 19 Fiu VSD
7. 22 Fiu TGA, VSD
8. 19 Lany VSD, hypoplasia ventriculi sinistri cordis, dilatatio cavorum dextri cordis
9. 21 Fia UH, aorta a k6zos kamrabdl eldl ered, mogotte AP
10. 22+4 Lany VSD, atresia aortae ascendentis
11. 19+4 Fiu AVSD
12. [20+3 Lany | VSD, CoA
13. 20 Fiu TOF
14, 21 Fit Hypoplasia ventriculi dextri cordis, hypoplasia arteriae pulmonalis
15. 21 Lany Hypoplasia aortae, hypoplasia ventriculi sinistri cordis
16. 21 Lany Hypoplasia aortae, hypoplasia sinistri cordis, dextropositio cordis
17. 22 Fit Dilatatio cavorum cordis
18. 19 Fiu VSD

Roviditések: AP: tidGartéria (arteria pulmonalis), AVSD: pitvar-kamrai sévényhiany (atrioventricular

septal defect), CHD: velesziiletett szivfejlédési rendellenesség (congenital heart disease), CoA:

aortasziikiilet (coarctatio aortae), PS: tiidoverdér-sziikiilet (pulmonalis stenosis), TGA: nagyér-

transzpozicid (transposition of the great arteries), TOF: Fallot-tetralogia (tetralogy of Fallot), UH:

egykamras sziv (univentricular heart), VSD: kamrai sovényhiany (ventricular septal defect).

6.2.

DSD tiineteit mutaté beteg

Az altalunk vizsgalt lany gyermek megsziiletését kdveten clitoris hypertrophia miatt

kromoszomalis nem meghatarozasa tortént, ami SRY-pozitiv 46,XY kariotipust igazolt. A DSD

hatterében allo genetikai eltérés azonositasa céljabodl a rutin diagnosztikai kivizsgalas részekeént

WES tortént, a DSD-vel 0sszefiiggésbe hozhatod gének célzott analizisével. Ennek eredménye

negativ lett. Ezt kovetéen aCGH vizsgalatot végeztiink, amely soran patogenetikai jelentoségii
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CNV nem igazolddott. Pontmutaciok €s szubmikroszkopos méretli CNV-k kizardsa utan olyan
intragénikus CNV-t feltételeztiink, amely a gonadalis dysgenesis kialakitasaért felelds géneket
érintheti. Ennek igazolasara MLPA vizsgalatot végeztiink ismert, nemi differencialodast
meghatarozdé gének (NROB1/DAX1, SOX9, SRY, WNT4, NR5A1) intragénikus kopiaszam
valtozasanak detektaldsa céljabol. Ezzel a modszerrel az NR5AL gén 5-0s és 6-os exonjanak
érintd deléciot QMPSF moddszerrel megerdsitettiik (11B. abra). A kisméretli, intragénikus
delécid a korabbi aCGH vizsgalattal azért nem volt kimutathatd, mert az NR5A1 gén ezen
exonjai nincsenek lefedve CNV probakkal az alkalmazott citogenetikai microarray platformban
(11C. abra). A deléciotol proximalisan és disztalisan elhelyezkedd legkdzelebbi CNV probak a
4-es és 6-0s intronban talalhatok, ezek normal kopiaszamot mutattak. A szildk MLPA
vizsgalatakor az NR5A1 génben nem igazolodott CNV, ami megerdsitette a kislanynal

crer

DSD részleges GD-vel diagnozis keriilt leirasra.

56



Al WsAteons  HSD7B3 exont] 5
USH2A exond]
i |
% l
| I‘NRSA'I exonb ’ ‘
W\ L '
— POV Al
C

ex6 ex 5

11. 4bra DSD-t mutaté beteg MLPA, QMPSF és citogenetikai microarray vizsgalatainak eredményei A)
MLPA vizsgalat eredménye. Az X-tengelyen a vizsgalt gének kromoszoémalis lokalizacidja van feltiintetve, az Y-
tengelyen a kdpiaszamot jelz6 normalizacios dozis hanyados (DQ) lathatd. A kék vonal (DQ=1,30) és piros vonal
(DQ=0,65) kozotti tartomany normal kopiaszamnak felel meg. Delécid esetén a DQ<O0,65, duplikaciokor
DQ>1,30. Az eltérd szinii hattér a kiilonb6z6 kromoszémarégiokba lokalizalodo géneket jeldli, a sziirke teriilet az
alkalmazott kit referencia probait reprezentalja. Az abran lathaté két piros pont a 9q33.3-as kromoszémarégioban
eredménye. Az elektroferogramon kék szinnel a kontroll mintdk (n=2), piros szinnel a beteg mintajanak
amplifikacios termékei lathatoak. A HSD17B3 és USH2A kontroll gének azonos csiucsmagassaguiak a kontroll
mintakban és a beteg mintajaban. Az NR5AL gén 5-0s és 6-os exonjanak heterozigota delécidja miatt a két exon
amplifikalasaval nyert PCR termékek csticsmagassaga a beteg mintajaban felére csokkent a kontrollokéhoz képest.
C) Az NR5AL gén citogenetikai microarray CNV probakkal valo lefedettsége. A gén exonjainak szamozasa (exon
1-7) jobbrdl balra torténik. Az abra felsd részén lathato pontozott vonalak a kdpiaszamot jelolik, amely valamennyi
CNV préba esetén 2, azaz normal. A deletalddott 5-6s exon el6tti utolsé6 CNV proba a 4-es intronban helyezkedik
el, genomi koordinataja: 127,259,618. A deletalodott 6-os exon utan kovetkezd els6 CNV proba a 6-0s intronban
talalhatd, genomi pozicidja: 127,251,976 (GRCh37). Rovidités: ex: exon, HSD17B3: Hydroxysteroid 17-beta

dehydrogenase 3, NR5A1: Nuclear receptor subfamily 5 group A member 1, USH2A: Usherin.
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7. MEGBESZELES

7.1. CHD-val diagnosztizalt betegcsoportok, genotipus-fenotipus osszefiiggések

Az extrakardialis tiineteket is mutaté szindromas CHD-k 3-25%-aban, mig az izolalt
formak 3-10%-aban mutathatok ki patogenetikai jelentdségii CNV-k (4). A CNV-k nemcsak a
CHD és a tarsulo fejlédési rendellenességek kialakitasaért felelések, hanem olyan, a korlefolyas
soran megjelend korallapotokért is, mint pl. szivelégtelenség, arrhythmia, neurokognitiv és
légzOszervi zavarok. Feltehetden ez magyardzza a CNV okozta CHD-k kedvezdtlenebb
kimenetelét, a miitéti beavatkozasok nagyobb aranyu sikertelenségét és a szivtranszplantacid
gyakoribb sziikségességét (72-74). Ezen Kklinikai kovetkezmények miatt kimutatasuk
kiemelked6 jelentdségii a CHD progndzisanak megitélése szempontjabol (74). Tudomanyos
munkam soran szindromas ¢és izolalt CHD-val diagnosztizalt betegek és abortumok mintait

vizsgaltam aCGH és MLPA modszer alkalmazéasaval patogén CNV-k kimutatasa céljabol.

7.1.1. Szindromas CHD-val diagnosztizalt betegek

Harmincharom szindromas CHD-val diagnosztizalt beteg koziil hét esetben sikertilt
patogén CNV-t azonositani, ami 21%-os detekcios aranyt jelent. Ez a diagnosztikai
hatékonysag megfelel a szakirodalomban ko6z6lt adatoknak. Klinikai és tudomanyos célu
tanulmanyok eredményei alapjan a CHD-s esetek 3-25%-aban mutathatok ki patogenetikai
szereppel bird6 CNV-k (4). A kozolt adatokban vald nagymértékii eltérés azzal magyarazhato,
hogy a vizsgalatok soran kiilonbozé tipusu, szenzitivitasti citogenetikai microarray
platformokat alkalmaztak, eltér6 modon definialtdk a CNV-ket és valtozo volt a vizsgalt
betegpopulaciok mérete, Osszetétele is. Ugyanazt az 1 Mb felbontasi BAC/PAC array
platformot alkalmazva Thienpont és mtsai (75), valamint Breckpot és mtsai (32) nagyon

hasonld aranyban, 16,7% és 17,3% igazoltak patogén vagy valosziniileg patogén CNV-ket
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szindromas CHD-s esetekben. Oligonukleotid microarray-k alkalmazasaval nagyobb
diagnosztikai hatékonysagot, 20,7% (76) és 18,5% (77) sikeriilt elérni. Richards és mtsai 20
szindromas ¢és 20 izolalt CHD-val diagnosztizalt gyermek esetében alkalmazott nagy felbontast
(385 000 proba) aCGH modszert. A szindrémas csoportban 25%-os volt a detektalasi rata, mig
az izolalt esetekben nem azonositottak patogén CNV-t (78).

Array CGH modszerrel az altalunk igazolt patogén CNV-k mérete 3,8 és 34,58 Mb kozott
valtozott. Jol ismert tény, hogy a velesziiletett betegségek kialakitasaért felelés CNV-k
méretiiket, ezaltal géntartalmukat tekintve nagyon heterogének, az altaluk okozott klinikai kép
ebbdl addddan nagyon valtozd. Ennek lehetséges magyarazata, hogy mivel egyszerre tobb gén
¢érintett, ezek egyedi hatidsa Osszeadodik vagy egy-egy gén fejt ki pleiotrop hatast az eltérd
fenotipusu betegeknél. A velesziiletett szivhibak hatterében igazolt CNV-k esetén tovabb
neheziti a genotipus-fenotipus Osszefliggés megadasat a CHD fenotipus inkomplett
penetranciaja. Ennek oka még ma sem ismert pontosan, tobbféle feltételezés 1étezik: a CNV
interakcioja (i) a masik allél genetikai faktoraival, (ii) a CNV-vel azonos allélen (cis), (iii) vagy
mas kromoszoman (trans) elhelyezkedé genetikai eltérésekkel, (iv) nem genetikai eredetii
faktorokkal (4).

Az elsd szindromas betegnél az aCGH tisztazta és pontositotta a diagnosztikai kivizsgalas
soran végzett citogenetika, FISH és multicolor FISH vizsgalatok eredményeit. Az 5-6s
kromoszoma rovid karjan igazolt 34,58 Mb méretii terminalis deléci6 megerdsitette a Cri-du-
chat szindroma (MIM # 123450) diagnozisat, amely a gyakoribb mikrodelécids szindromak
kozé tartozik, 1:20 000 — 1:50 000 incidenciaval. A betegnél kimutatott delécidés 5-0s
kromoszéma gyliri forméban torténd eléforduldsa igen ritka, eddig minddssze néhany esetet
irtak le ebben a szindromaban (79). A szindroma az esetek 85%-aban de novo eredetii, az 5-6s
rovid kart érintd deléciok mérete 560 kb és 40 Mb kozott valtozik. A betegek heterogén

fenotipusat egyértelmiien magyardzza a deléciok méretében mutatkoz6 kiilonbozoéség. Egy, a
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genotipus-fenotipus korrelaciot vizsgéald Osszefoglald tanulmany szerint a legjellemzobb
tiinetek az alabbi kromoszoémarégiok elvesztéséhez kothetok: macskanyavogasra emlékeztetd
sirasi hang 5p15.31, beszédkésés 5p15.32-15.33, arcdysmorphia 5p15.2-15.31. A mentalis
retardacio annal sulyosabb, minél proximalisabb régiok (5p14.1-14.2) érintettek a delécioban.
Az Aaltalunk vizsgalt betegnél az azonositott delécio toréspontja alapjan sulyos mentalis
retardacio varhato késébbi életkorban (80). A szindromaban érintettek 15-20%-anak van
szivfejlodési rendellenessége, amelyek koziil leggyakoribb a betegnél is kimutatott PDA ¢és
ASD. A vitiumok kialakitasaért felelds gént vagy géneket még nem sikeriilt azonositani (81).
A gylirikromoszoma mellett egy 15-6s eredetii SSMC is lathato volt a beteg analizalt sejtjeiben.
Array CGH vizsgalattal az sSSMC kromoszomalis dsszetételét vizsgalva arra kerestiink valaszt,
hogy milyen mértékben jarul hozza ez a szdmfeletti kromoszdma a fenotipus kialakitdsdhoz. A
citogenetikai microarray analizis nem igazolta a DNS kopiaszamanak duplikaciojat a 15-6s
kromoszoman, amib6l arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a teljes sSSMC nem kédold
heterokromatinbol épiil fel, ezaltal nem befolyésolja a klinikai képet.

A 2. esetben a citogenetikai analizissel feltételezett 6q delécid pontositisa és a
toréspontok meghatarozasa céljabol végeztiink citogenetikai microarray vizsgalatot. Ennek
soran a 6-os kromoszoéma hosszu karjan interstitialis deléciod igazolddott a 6q21 és 6023.2
toréspontok kozott. A kimutatott 18,753 kb méretii delécio 49 OMIM gént tartalmaz. Eza CNV
tartalmazza a ritka ,,6021-022 delécios szindroma”-ként ismert korkép kialakulasaért felelos
kromoszomarégiot, mely igen valtozatos velesziiletett fejlédési rendellenességekkel,
arcdysmorphiaval, szomatikus €és mentalis retardacioval jar (82, 83). A 6-os kromoszoma
hosszu karjat érintd delécidk a jellemz0 tdréspontok alapjan 3 csoportba sorolhatok: ,,A” vagy
proximalis (6q11-q16); ,,B” vagy ko6zépso (6q15—q25); ,,C” vagy terminalis (6q25—qter) (83).
Az altalunk azonositott CNV a ,,B” delécios csoportba tartozik. Toschi és mtsainak (82)

vizsgalatai szerint a 6015—q25 tipust delécids betegek klinikai tiinetei nagy atfedést mutatnak
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az acro-cardio-facialis szindromas (ACFS, MIM # 600460) betegek fenotipusaval (CHD, kéz-
¢és labmalformaciok, ajak- és/vagy szajpadhasadék, arcdysmorphia, a kiilsé nemi szervek
eltérései, mentalis retardacid). Az altalunk vizsgalt betegnél azonban hidnyoznak az ACFS
legjellemzO6bb malformacios tiinetei, kivéve a CHD-t, ami TOF formajaban van jelen. Ehhez
hasonlé eredményre jutottak egy esettanulmanyban, amelyben Gsszehasonlitottak az eddig
kozolt valamennyi 6q21—q22 mikrodelécios eset (n=16) fenotipusos jegyeit €s megallapitottak,
hogy a betegek tobbségében nincsenek meg az ACFS-specifikus malformacios tiinetek (84).
Az interstitialis 6q delécios esetek genotipus-fenotipus Osszefiiggéseit elemz6 irodalmi adatok
szerint a CHD-val diagnosztizalt esetekben egy 113-114,5 kb-os méretii kozos delécios
szegmens mutathato ki, amely a kardialis morfogenezisben kritikus szereppel biré géneket
(GJA1, HDAC2, MARCKS) tartalmazza (82, 83). A betegnél igazolt delécio is magaba foglalja
ezeket a géneket és magyarazza a beteg kardialis fenotipusat.

A 3. esetben aCGH vizsgalattal sikeriilt igazolni a betegség hatterében allo parcialis
4q34.3935 monoszomiadt és 6q25.1q27 parcidlis triszomidt, amelyek kiegyenstlyozatlan
transzlokacid kovetkeztében jottek létre. A 4-es kromoszoma hosszu karjanak terminalis
delécidja egy ritka aberracio, az esetek kb. 10-20%-aban sziil6i kiegyensulyozott transzlokacio
kiegyensulyozatlan forméaban vald 6rokitésének eredménye és egyiitt jar a transzlokacidban
részt vevd partnerkromoszoma parcialis duplikaciojaval. Az altalunk vizsgalt beteg klinikai
tiinetei nagymértékben atfednek a terminalis 4q delécios esetek fenotipusos jegyeivel: mentalis
retardacio, fejlodésbeli elmaradas, CHD, szajpadhasadék, craniofacialis dysmorphia és
vazrendszeri eltérések. A 4q termindlis részén beliil két, CHD-val szoros 0sszefliggést mutatd
kromoszomarégio is leirasra keriilt. A 4932.2—q34.3-ban a TLL1, HPGD és HAND2 gének
delécioja tehetd feleléssé a CHD létrejottéért (77, 85). Egy masik tanulmanyban 6t beteg
egymast atfedd CNV-je alapjan a legkisebb deletdlodott régionak a 4q35.1-0935.2

kromoszomasavot jelolték meg, amelyben a CHD jelolt gének az alabbiak voltak: SORBS2,

61



PDLIM3, SLC25A4. Egér allatmodellekben igazoltadk a SORBS2 és SLC25A4 gének magas
expressziojat szivizomban és szerepiiket a kardiogenezisben, a PDLIM3 mutacioja esetén a jobb
kamra és a trabekularis halozat fejlédési zavarat (77). A beteg mintajaban kimutatott
4034.3935.2 delécié soran ezek a gének is elvesztek. A kiegyensulyozatlan transzlokacid
hordozas kovetkeztében a beteg fenotipusanak kialakitdsdhoz hozzajarul a terminalis 6q
duplikacio (6q25-927) is, amelynek kovetkezményei nagyon heterogének. A betegek nagy
részében CHD, craniofacialis dysmorphia, rovid, széles nyak ¢és iziileti kontraktara lathato. A
CHD jelolt gének ebben a régioban a DLL1, QKI, RPS6KA2 (77, 86). A kiegyensulyozott
transzlokacié hordozas miatt a sziil6ket genetikai tandcsadas keretében tdjékoztattdk a magas
ismétlédési kockazatrol és a prenatalis genetikai diagnosztika lehetdségérdl egy kovetkezd
terhességben.

Két, familiaris etiologiaju beteg (4. és 5. eset) mintajaban a 8p23.1-es kromoszomarégio
duplikaciojat mutattuk ki. A 4-es szamu betegben aCGH modszerrel, testvérénél (5. eset)
célzott MLPA-val. A 8p23.1 duplikacios szindroma ultra ritkanak szamit, becsiilt prevalenciaja
1:58 000. Huszonnégy, molekularisan is karakterizalt esetet irtak le eddig, amelyek nagy része
sporadikus (87). A szindroma tiineteinek kialakitasaért felelés un. kritikus régio 3,68 Mb
méretl, telomerikus, kozépsé €s centromerikus régiokra oszthatd. A régiot hatarold két
végpontban ismétlédd szekvenciak talalhatok, az olfactory receptor/defensin repeat proximal
(REPeat Proximal) ¢s distal (REPeat Distal). Ezen ismétlodo szekvenciak hajlamossa teszik a
8p23.1-es régiot nem-allélikus homolog rekombinaciora (NAHR) és ezaltal visszatéré de novo
deléciora és duplikaciora (87, 88). A 8p23.1 duplikacios szindromas betegek fenotipusa igen
heterogén, leggyakoribb tiinetek a CHD, fejlodésbeli elmaradas, tanulasi nehézségek (>90%),
viselkedészavarok és enyhe dysmorphia (87-89). A CHD kiilonb6z6 sulyossagi formai az
esetek 25%-aban fordulnak eld. A 8p23.1 kromoszomarégioban szamos gént (n=27) és

mikroRNS-t (n=5) azonositottak, melyek koziil a GATA4, TNKS1, SOX7 és XKR6 dozis-
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szenzitiv gének, fokozott expresszidjuk felelds a szindroma tiineteinek kialakuldsaért. A
GATA4 ¢és SOX7 gének egyiittes hatdsara alakul ki CHD, a TNKS a viselkedési zavarokért, a
SOX7 a fejlodésbeli elmaradasért tehetd feleléssé (87, 89). A betegnél azonositott 3842 bp
méretli duplikacio teljes mértékben lefedi a szindromaért felelds kritikus régiot, ennek
megfeleléen a beteg fenotipusa is atfed az irodalomban leirt tiinetekkel: aszimmetrikus arc és
koponya, epicanthus, benyomott orrgyok, hosszh philtrum, retrognathia, alacsonyan il6 fiilek.
Egyedi jellemzdként szegényes mimikat €s hypospadiasist irtak le. A sziiletéskor észlelt CoA
kéthetes korban miitéti korrekciot igényelt, a gyermek fejlédése azdta normal iitemi.

Az 6todik beteg az el6z6 lanytestvére, aki a pozitiv familiaris anamnézis, a congenitalis
vitium ¢és enyhe dysmorphia miatt 22 honapos koraban keriilt klinikai genetikushoz. Célzott
MLPA vizsgalattal a 8p23.1-es régioban 1évo gének (GATA4, MSRA, PPP1R3B) duplikaciojat
részébe lokalizalodnak. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a duplikalddott régié mérete azonos
a testvérénél azonositottal. A kislanynal jelentkez6 enyhébb CHD (FoA) és fenotipusbeli
eltérések lehetséges magyardzata a CNV szindromaékra jellemz6é csokkent penetrancia és
valtozo expresszivitas lehet (90).

A 6. és 7. esetben célzott MLPA vizsgalattal igazoltuk a DiGeorge szindroma (MIM #
betegnél Fallot-tetralogiat diagnosztizaltak sziiletéskor, amely a leggyakoribb vitium ebben a
szindrémaban. Mivel azonban az immundeficiencia (a betegség egyik legjellemzdbb tiinete)
hianyzott a 6. betegnél, 16 éves koraig izolalt CHD-val tartottak nyilvan. A 7. betegnél a thymus
hypoplasia és TOF alapjan mar 1 honapos korban felmeriilt a DGS diagnézisa. A 22q11.2
lokusz delécioja altal okozott DGS a legrégebben ismert és leggyakoribb mikrodelécios
szindroma, prevalenciaja 1:3000 — 6000 (91). A korkép fobb tiinetei: CHD, thymus hypoplasia,

fejlodésbeli elmaradéas, tanulasi nehézségek, beszédkésés, hypoparathyreosis okozta
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hypocalcaemia, arcdysmorphia, szajpadhasadék és a szajpad funkcidzavara, a vese és a szem
fejlodési  rendellenességei, felndttkorban  pszichiatriai  betegségek. A 22011.2-es
kromoszémarégioban tobb alacsony kdpiaszamui ismétlédé szekvencia (low copy repeat, LCR)
talalhato, amelyek NAHR-ra hajlamositva eredményezik a régidban el6forduld gyakori
szubmikroszkopos deléciot és duplikaciot. Az esetek nagy része de novo eredetil, a deletalodott
régio 1,5 és 3 Mb kozotti méretii. Familiaris forma 5-10%-ban fordul elé (92). A DGS-re
jellemzd klinikai kép nagyon heterogén, a CHD-t is érintd valtozo expresszivitast és csokkent
penetranciat az alabbi tényezdkkel magyarazzak: (i) a genomban eléforduld egyéb genetikai
eltérések, amelyek modosithatjak az egyforma méretli deléciok fenotipusra gyakorolt hatasat,
(if) az embriogenezist befolyasold véletlenszeri hatasok, (iii) kornyezeti karos hatasok a
terhesség soran (93). A csokkent expresszivitas, a szindromak jellegzetes tiineteinek hianya
megnehezitheti a szindromas formak felismerését, ezért az izolaltnak tin6 esetekben klinikailag
nagyon hasznos lehet a CNV-ket kimutaté aCGH vagy MLPA alkalmazasa (94). Az elmult
években tobb olyan tanulmany is sziiletett, amelyek elsOvonalbeli tesztként javasoljak
alkalmazni ezeket a modszereket CHD-val diagnosztizalt Gjsziilottek esetén, amikor a tarsulo
tiinetek felismerése és ezaltal az izolalt és szindromas CHD formak elkiilonitése kiilondsen

nehéz (95).

7.1.2. Izolalt CHD-val diagnosztizalt betegek

Az izolalt CHD-val diagnosztizalt csoportban foleg komplex szivfejlodési
rendellenességek fordultak el6: TOF (n=12), UH (n=1), HLH (n=1), AVSD (n=1), AVSD +
TGA (n=1). Ezeknél a betegeknél célzott MLPA vizsgalatokat végeztiink az ismert,
szivfejlodési rendellenességet okozo gének (GATA4, TBX5, NKX2.5, BMP4, CRELD1) és
kromoszomarégiok (4q35, 8p23, 9q34.3, 10pl4, 17pl13.3, 22qll1.2, 22ql13) kopiaszam

eltéréseinek kimutatasara. Az altalunk alkalmazott MLPA kitekkel nem igazolddott patogén
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deléci6 vagy duplikacido egyik beteg mintdjdban sem. A kapott eredmény lehetséges
magyarazata a vizsgalt esetek alacsony szama és/vagy az analizis célzott jellege lehetett.
Eredményeinkkel azonos vagy alacsony detektalasi hatékonysagot kozoltek tobb olyan
tanulmanyban, amelyben célzott CHD-specifikus MLPA alkalmazasara keriilt sor. Guida és
mtsai 161 izolalt CHD-s beteget vizsgaltak P234 MLPA kit felhasznalasaval és nem mutattak
ki patogén CNV-t a GATA4 és GATA3 génekben (96). Egy masik vizsgalatban
szeptumdefektusokkal diagnosztizalt betegeknél (n=45) alkalmaztak az altalunk is hasznalt
MLPA P311 tipusa CHD kitet és minddssze harom esetben (6,66%) igazoltak patogén CNV-t
a 22911.21-es kromoszomarégioban, ami alatamasztotta a DiGeorge szindroma diagnozisat
97).

Azokban a kutatdsokban, amelyekben az izolalt CHD-s betegeknél a CNV sziirést
kiterjesztették a teljes genomra, 3—-10%-o0s aranyban sikeriilt patogén CNV-ket kimutatni (4).
Kim és mtsai egy prospektiv tanulmany keretében hasonlitottak 6ssze 422 izolalt CHD-s beteg
¢és egészséges kontroll egyén mintajaban a CNVeldforduldsi gyakorisagat. Eredményeik azt
mutattak, hogy a CHD-s kohorszban nagyobb aranyban fordultak elé valosziniileg patogén
CNV-k a kontroll populacidhoz képest (12,1% vs. 5,0%, P=0,00016) (73). Az izolalt CHD-s
betegcsoportban legnagyobb diagnosztikai hatékonysagot Wu és mtsai kozoltek 17,9%-0S

(7/39) gyakorisaggal (98).
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7.1.3. Abortumokbél szarmazé mintik

A prenatalisan diagnosztizalt CHD mindig nagy kihivast jelent a genetikai tanacsadé
szamara, mivel a magzati ultrahangvizsgalat soran tarsuld rendellenességre utalo jelek nem
minden esetben mutathatok ki, ezért a szindromas és izolalt formak prenatalis elkiilonitése nagy
nehézséget jelent. A prenatalisan felismert vitiumok hatterében 18-22%-ban mutathato Ki
kromoszomalis aneuploidia és DiGeorge szindroma, a magzatok jelentds hanyadaban egyéb
genetikai eltérések (CNV, pontmutaciok) feltételezheték. Az ismert, CHD-val tarsuld
mikrodelécios/mikroduplikacios szindromak sziirésére CHD-specifikus MLPA alkalmazhato,
az aCGH modszer azonban nemcsak ezek, hanem egyéb, ritka CNV-k felismerését is lehetdveé
teszi. Ezért a citogenetikai microarray ma mar elsévonalbeli genetikai tesztként javasolt eljaras
magzati rendellenességek esetén (99). Vizsgalataink soran kiilonboz6 stlyossaga és
komplexitdsu vitiummal diagnosztizalt magzatok (n=18) mintdit teszteltik MLPA mddszerrel.
Ezzel az eljarassal a DGS- (22q11.2) és mas CHD-specifikus kromoszoémarégiokban (4q35,
8p23, 9934.3, 10p14, 17p13.3, 22q13) nem azonositottunk deléciot vagy duplikaciot. A CHD-
kban patogén szereppel bird gének (GATA4, TBX5, NKX2.5, BMP4, CRELD1) CNV sziirése
soran egy mintaban (12. eset) a 14022.2-es kromoszomarégioba lokalizalodo BMP4 gén
duplikacidjat mutattuk ki. Ennél a magzatnal VSD és CoA volt lathatd ultrahangvizsgalattal.
Allatmodellekben igazoltak, hogy a BMP4 fehérje fontos szerepet jatszik a kardiogenezisben,
a szeptumok ¢és az ingeriiletvezetés kialakitdsaban. A gén funkcidvesztd muticidja stlyos
velesziiletett szivhibakat eredményez (100). A gén duplikacidjanak szivfejlodésre gyakorolt
funkcionalis kovetkezményeirdl nincsenek irodalmi adatok. A rendelkezésiinkre allo
korlatozott mindségli és mennyiségli magzati DNS miatt aCGH vizsgalatot nem tudtunk

végezni.
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Eredményeink alapjan a citogenetikai microarray modszer hatékony eljarasnak bizonyult
patogenetikai jelent6ségii CNV-k kimutatasara szindromas CHD-ban. A korallapot hatterében
alld mutaciok azonositasaval genetikai diagnoézis allithato fel, ami lehetévé teszi pontos
genotipus-fenotipus Osszefiiggés megadasat, elOsegiti a betegek prognosztikai besorolasat, az
érintettek korai, személyre szabott megel6z0 és terapias ellatasat. A genetikai eltérések ismerete
segitséget nyujt a klinikai genetikusnak a tarsul¢ tiinetek korai felismerésében, az ismétlodési
kockazat becslésében, az els6foki rokonok sziirésében. Amikor az érintett egyén eléri a

felndttkort, a genetikai diagnozis birtokdban lehetdvé valik prenatalis genetikai diagnosztika is.

7.2. DSD tiineteit mutato beteg

Az altalunk vizsgalt beteg ndi kiils6 nemi szervekkel, clitoromegaliaval és enyhe
dysmorphids jegyekkel sziiletett. A kromoszoma analizis SRY-pozitiv 46,XY kariotipust
igazolt. A kés6bbiekben végzett képalkotd vizsgalatok hianyzo uterust, vakon végz6do vaginat
¢és kétoldali inguinalis sérvet mutattak ki. Ez utobbiak szovettani vizsgalata dysgenetikus
gonadokat irt le, testis, epididymis, tuba uterina és ductus deferens részletekkel. A DSD
genetikai kivizsgéldsa a DSD gének mutacid analizisével és a beteg teljes genomjat vizsgalo
aCGH modszerrel folytatodott. Mindkét vizsgéalat eredménye negativ lett. Ezt kovetéen a DSD
kialakitasaban szerepet jatszoé gének (DAXL/NROB1, CXorf2l, SOX9, SRY, ZFY, WNT4,
NR5A1) kopiaszam valtozasanak vizsgalatara MLPA modszert alkalmaztunk. Ennek soran az
technika segitségével megerésitettiink. Az altalunk kimutatott CNV 1j mutéacio, DSD-vel
diagnosztizalt beteg esetében ilyen genetikai eltérést még nem irtak le. A szililok genetikai
vizsgalata igazolta a mutacioé de novo eredetét.

Az NRSAI fehérje egy magreceptor szupercsalad tagja. Felépitését tekintve két cinkujj

szerkezeti DNS-k6t6 doménbdl (DNA-binding domain, DBD), hinge régiobol, a
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magreceptorokra jellemz0, 12 alfa-hélixbdl allo ligandko6té doménbdl (ligand-binding domain,
LBD) és két aktivacios funkcioval rendelkez6 doménbél épiil fel (101). Az LBD felépitésében
a gén 4-es exonjanak egy része, az 5-0s, 6-0s €s 7-eS exon vesz részt. Az altalunk vizsgalt
esetben az NR5AL gén 5-0s és 6-o0s exonjanak delécidja egy out-of-frame mutacio, amely stop
kodont eredményez kozvetleniil a 4-es exon kodold szekvenciaja utdn. Ennek
kovetkezményeként vagy funkcioképtelen, trunkalt NR5AL fehérje szintetizalodik errdl az
allélrol vagy a nonszensz-medidlta mRNS lebomlas miatt egyaltalan nem képzddik fehérje. A
masik allél mutdcioja kizarhaté, mivel az exom szekvendlds soran ebben a génben nem
igazolodott szekvenciabeli eltérés. Ezek alapjan az NRSAL gén parcialis delécidja okozta
haploinsufficiencia tehet6 feleldssé a beteg nemi differencialodasi zavaraért.

A 46,XY DSD komplett vagy parcialis GD-vel jaro formaiban a testis differencialodasi
zavara vagy az androgén hatas elmaraddsa miatti maszkulinizacids/virilizacios zavar figyelhetd
meg. A 46,XY DSD hatterében 4ll6 mutaciok az alabbi géneket érintik leggyakrabban: ARX,
ATRX, CBX2, DAX1, DHH, DMRT1, EMX2, ESR2, FGFR2, GATA4, HHAT, MAP3K1, NR5A1,
SOX8, SOX9, SRY, TSPYL1, WNT4, WT1, ZFPM2 és ZNRF3 (40, 102). Kozilik az egyik
legtobbet vizsgalt gén az NRSAL. Az altala kodolt NR5SAT1 fehérje egy transzkripcids faktor, a
férfi irany nemi differencialodasban kulcsfontossagli szerepet jatszo gének (pl. SRY, SOX9)
expressziojanak szabalyozasaban vesz részt a WT1 fehérjével egyiitt. A bipotencialis gonadbodl
kialakult herékben fokozza a Sertoli-sejtek AMH termelését, ami a Miiller-csé
visszafejlodéséhez vezet. A here Leydig-sejtjeiben a tesztoszteronszintézisért felelds enzimek
expressziojanak fokozasa révén a Wolff-csd differencialodasat, a belsd és kiils6 férfi nemi
szervek kialakulasat segiti el6 (49). Egér kisérletekben (XY) az Nrb5al gén delécioja
mellékvesekéreg elégtelenséget és GD-t eredményezett teljes nemvaltassal, néi kiilsé nemi

szervekkel és a Miiller-csé visszafejlodésével (103).
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Human vizsgalatok eredményei alapjan az NR5AL gén funkcidvesztéssel jardé mutacioi
nagyfoku fenotipusbeli variabilitassal jarnak: férfi infertilitas, hypospadiasis, rejtettheréjliség,
bilateralis anorchia, primer ovarium elégtelenség (46,XX kariotipustt néknél), GD ¢és ritkan
mellékvesekéreg elégtelenség. Napjainkig az NR5A1 génben kb. 40 heterozigbta mutaciot
azonositottak 46,XY DSD-vel diagnosztizalt betegekben, ezek nagy része egy vagy néhany
nukleotidot érinté pontmutacio6 volt (49). A kisskalaju génmutaciokkal szemben nagyon kevés
irodalmi adat all rendelkezésre a 46,XY DSD-vel 6sszefiiggésbe hozhatd gének, illetve ezen
géneket tartalmazo lokuszok kopiaszam eltéréseir6l. Kon és Fukami 2015-ben megjelent
kozleménylikben foglaltak 6ssze azokat az eseteket, amelyekben citogenetikai microarray vagy
MLPA modszert alkalmaztak szubmikroszkopos CNV-k kimutatasara 46,XY DSD-s
betegpopulacion (104). Valamennyi addig ko6zolt delécio vagy duplikacié heterozigota
formaban fordult el6 és az érintett gének haploinsufficienciaja révén eredményezte a DSD-t. A
kimutatott CNV-k legnagyobb része de novo eredetii volt, csak néhany esetben dokumentaltak
a mutacio hordozasat az anyaban, akinél tiinetként korai ovariumelégtelenség jelentkezett.

NR5A1 gént érintd6 CNV-t csak néhdny esetben irtak le, ezek mind méretiilk, mind
fenotipusbeli kovetkezményeik tekintetében nagyon heterogének voltak (50, 52, 56, 105-108).

Az eddig kozolt esetek és betegiink klinikai és genetikai adatait az 5. tablazat foglalja ssze.
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5. tablazat NR5AL gént érinté CNV-k 46,XY DSD betegekben

dysgenetikus gonadok

Delécio Nemi szervek Egyéb Genetikai . )
Oroklodés Referencia
mérete fenotipusa tiinetek vizsgalat
Clitoromegalia, Genitopatellaris .
3,07 Mb o ) aCGH nem vizsgalt | (105)
ovotestis, hidnyz6 uterus | szindréma
Enyhe mentalis
1,54 Mb | Néi kiils6 nemi szervek | retardacio, minor | aCGH de novo (108)
dysmorphia
Clitoromegalia, hianyz6
uterus vagy Miiller-csé
képlet, nagyajkak Bal oldali
0,97 Mb o ) ) aCGH de novo (106)
fuzioja, keskeny szemhéj ptosis
vaginabemenet, gonad a
bal oldali nagyajakban
Bizonytalan nemi
szervek
0,24 Mb | hypospadiasissal, - aCGH maternalis (52, 107)
gonadok a labioscrotalis
redokben
Leydig-sejt hyperplasia,
3,148 Yagel 'yp P custom .
kevés csirasejt, gonadok - nem vizsgalt | (50)
kb o . ) MLPA
in situ carcinomaja
Clitoromegalia,
Max. hianyzo uterus, vakon Sajat
- MLPA de novo
7,642 kb | végz6do vagina, eredmény

Roviditések: aCGH: array komparativ genomi hibridizacié (array comparative genomic hybridization),

MLPA: multiplex ligacio-fliggd proba amplifikacioé (multiplex ligation-dependent probe amplification).

Osszefoglalva, vizsgalataink sordn egy 0ij, az NRSAL génben két exont érintd deléciot

azonositottunk egy 46,XY parcialis GD-vel diagnosztizalt lany gyermek esetén, amely egy

eddig még nem leirt genetikai eltérés 46,XY DSD-ben. Eredményeink wjabb bizonyitékot

szolgaltattak az intragénikus CNV-K patogenetikai szerepérél a DSD-k kialakuldsaban és
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hangsulyoztak azok kimutatasanak klinikai jelent6ségét. Ezeknek a mutaciotipusoknak a
vizsgalata ma még nem része a DSD-s betegek rutin diagnosztikai Kivizsgalasanak,
eredményeink alapjan azonban egyértelmiien javasolt a tisztazatlan genetikai hatterti esetek
felderitésében. Az MLPA moddszer alkalmasnak bizonyult a DSD-vel 6sszefiiggésbe hozhatd
gének exonalis kopiaszam eltéréseinek szlirésére, alkalmazasa javithatja a korkép nagyon
alacsony diagnosztikai hatékonysagat. A patogén mutaciok azonositasaval nemcsak a betegség
bioldgiai hatterének megismeréséhez keriiliink kozelebb, hanem lehetdvé valik pontos
genotipus-fenotipus Osszefliggés leirdsa, az adrenalis és gonadalis funkcidk karakterizalasa, a
gonadok malignizalodéasi kockézatdnak felmérése, genetikai tanacsadas keretében az
ismétlédési kockazat €s progndzis megitélése, a személyre szabott ellatds megtervezése. A
molekularis genetikai diagnézis legnagyobb nyertesei maguk a betegek és sziileik, akik a
korallapot okanak és a varhaté kovetkezményeknek az ismeretében, sziikség esetén pszichés

tamogatas igénybevételével, tervezhetik a jovot.
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8. OSSZEFOGLALAS

Tudomanyos munkam soran aCGH és MLPA moddszerek alkalmazasaval vizsgaltuk
patogén CNV-k el6fordulasat CHD-ban és egy DSD-vel diagnosztizalt beteg esetében.

Az els6 tanulmanyban a CHD-s betegpopulaciot harom alcsoporta 0sztva vizsgaltuk.

A szindromas CHD-val diagnosztizalt betegcsoportban (n=33) 21%-o0s (7/33)
diagnosztikai hatékonysaggal azonositottunk patogén CNV-t, ami megfelel az irodalomban
kozolt adatoknak. A genotipus-fenotipus Osszefiiggés vizsgalatakor valamennyi pozitiv esetben
igazolhato volt a CNV patogenetikai szerepe. Harom betegnél ismert mikrodelécios szindroma
(2 DiGeorge, 1 Cri-du-chat), egy testvérparnal ultra ritka familiaris 8p23.1 duplikacios
szindréma, egy betegnél nagyon ritka 6g21—q22 delécids szindroma, egy beteg esetében pedig
egy eddig még nem leirt kiegyenstlyozatlan transzlokacié keriilt kimutatasra. Eredményeink
alapjan kialakitottunk egy kivizsgalasi algoritmust a CNV-k hatékony kimutatasara szindromas
CHD-k esetén.

Az izolalt CHD-s csoportban (n=16) a betegek stlyos, komplex CHD-val rendelkeztek
extrakardialis tiinetek nélkiil. CHD-specifikus MLPA vizsgalatokkal nem igazolodott etiologiai
szereppel bird patogén CNV. Ennek egyik lehetséges magyarazata az alacsony mintaszam, a
masik pedig a vizsgalat célzott jellege.

A CHD-val diagnosztizalt abortumok kamrai szovetmintaibol (n=18) MLPA modszerrel
egy esetben mutattunk ki CNV-t, amely a 140922.2-es kromoszomarégioba lokalizalodo6 BMP4
gén duplikacidjat jelentette. A kardiogenezisben szerepet jatszo gén kopiaszam novekedésének
patogenetikai jelentdsége nem bizonyitott.

A masodik tanulmanyban egy tisztazatlan etiologiaji DSD-vel diagnosztizalt beteg
genetikai kivizsgalasat végeztik el. Az SRY-pozitiv, 46,XY Kkariotipust, lanyként nevelt

gyermeknél néi kiilsé genitalia, hidnyzé uterus és GD kertilt leirasra. A DSD-specifikus

72



génekben 10j generacios szekvenalassal mutaci6 nem volt kimutathato, teljes genom
citogenetikai microarray vizsgalattal patogén CNV nem igazolddott. DSD-specifikus MLPA
modszer alkalmazasaval egy eddig még nem leirt mutaciot, az NR5ALl gén 5-0s és 6-0S
exonjanak heterozigota delécidjat azonositottuk, amely a dozis-szenzitiv NR5AL gén
haploinsufficienciajat eredményezve vezet DSD-hez. A mutaci6 megerdsitette a 46,XY
parcialis GD diagnozisat. Eredményeink megerdsitették az intragénikus CNV-k patogenetikai
szerepét a DSD-k kialakuldsdban és hangstlyoztak azok kimutatdsanak klinikai jelentdségét.
Az MLPA modszer alkalmasnak bizonyult a DSD-vel 6sszefliggésbe hozhat6 gének exonalis

kopiaszam eltéréseinek szlirésére, alkalmazasa javithatja a korkép nagyon alacsony

diagnosztikai hatékonysagat.
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9. SUMMARY

In my scientific work, we investigated the occurrence of pathogenic CNVs in CHD and in
a patient diagnosed with DSD using aCGH and MLPA methods.

In the first study, we examined a CHD patient population divided into three subgroups.

In the group of patients with syndromic CHD (n=33), we identified pathogenic CNV with
21% (7/33) diagnostic efficiency, which corresponds to data reported in the literature.
Determining the genotype-phenotype relationship, we were able to confirm the pathogenetic
role of CNV in all positive cases. Three patients had known microdeletion syndrome (2
DiGeorge, 1 Cri-du-chat), two siblings had an ultra-rare familial 8p23.1 duplication syndrome,
one patient had a very rare 6g21-g22 deletion syndrome, and one patient had a previously not
reported unbalanced translocation. Based on our results, we worked-out a diagnostic algorithm
for the effective detection of CNVs in syndromic CHDs.

In the isolated CHD group (n=16), patients had severe, complex CHDs without
extracardiac symptoms. No pathogenic CNV with an etiological role was confirmed by CHD-
specific MLPA studies. Possible explanation of our results can be the low number of
investigated samples or targeted nature of the study.

In ventricular tissue samples from abortions diagnosed with CHD (n=18) were examined
by MLPA method. In this cohort we detected a CNV in one case, a duplication of the BMP4
gene localized to the 14g22.2 chromosome region. The pathogenetic significance of the
increased gene copy number involved in cardiogenesis has not been demonstrated.

In the second study, we performed a genetic examination of a patient diagnosed with DSD
of unknown etiology. Female external genitalia, missing uterus and GD have been reported in
an SRY positive, 46,XY karyotype child raised as a girl. No mutation was detected in DSD-

specific genes by next-generation sequencing, and no pathogenic CNV was revealed by whole
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genome cytogenetic microarray analysis. Using DSD-specific MLPA method, we identified a
novel mutation, a heterozygous deletion of exons 5 and 6 of the NR5A1 gene, which resulted in
the haploinsufficiency of the dosage sensitive NR5AL gene and explained the DSD of the
patient. The mutation confirmed the diagnosis of 46,XY partial GD. Our results confirmed the
pathogenetic role of intragenic CNVs in the development of DSDs and emphasize the clinical
significance of their detection. The MLPA method has been shown to be suitable for screening
for exonal copy number variants of genes associated with DSDs, and its application may

improve the very low diagnostic efficiency of the disease.
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10.

1)

2)

3)

4)

AZ ERTEKEZES UJ MEGALLAPITASAI

Els6ként végeztink Magyarorszagon olyan tanulmanyt, amelyben patogén CNV-k
eléfordulasat vizsgaltuk CHD-ban aCGH és MLPA moddszerek alkalmazasaval.
Vizsgalataink soran 21%-os diagnosztikai hatékonysaggal azonositottunk patogén CNV-
ket a CHD szindromas formainak hatterében. A leggyakoribb DiGeorge szindroma mellett
olyan ritka (prevalencia <1:2000) vagy ultra ritka (prevalencia <1:50 000) CNV okozta
szindromak genetikai diagnozisat allitottuk fel, mint a Cri-du-chat, 6q21-022 delécios
vagy 8p23.1 duplikicids szindroma. Egy esetben egy eddig még nem leirt, familidris
eredeti  Kiegyensulyozatlan transzlokaciét azonositottunk. Mivel valamennyi
mikrodelécios/mikroduplikacidés szindroma autoszom dominans modon Oroklodik,
amennyiben az érintettek elérik a felndttkort, a genetikai diagnozis birtokéban lehetdség
nyilik prenatalis genetikai vizsgélatra a betegség ismétlddésének megeldzése céljabol.
Megallapitottuk, hogy az altalunk alkalmazott aCGH és MLPA technikdk hatékony
diagnosztikai eljarasok a szindromas CHD-K hatterében allo6 CNV-k azonositasaban.
Eredményeink alapjan egy olyan, a CNV-k kimutatasara alkalmas diagnosztikai
algoritmust dolgoztunk ki, mellyel a genetikai tesztek eredményesen és koltségkimélden
alkalmazhatoak.

Az izolalt CHD-s esetek és a prenatalisan CHD-val diagnosztizalt magzati mintak esetében
kapott eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a célzott MLPA vizsgéalatok nem
elegendéek patogén CNV-k azonositdsara. A teljes genomra kiterjedd CNV sziirés
citogenetikai microarray modszerrel nagyobb hatékonysaggal azonosithat patogenetikai
jelentdségli CNV-Ket.

Egy tisztazatlan genetikai hatteri DSD-vel diagnosztizalt betegben uj, eddig nem kozolt

mutacidt azonositottunk az NR5AL génben MLPA modszerrel. A gén 5-0s és 6-0s exonjat
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érinté heterozigota deléci6 a DSD-t okozd mutaciok egy nagyon ritka tipusa.
Eredményeink alapjan felhivtuk a figyelmet a DSD kialakitasaban szerepet jatszo gének
intragénikus parcialis kopiaszam eltéréseinek vizsgalatdra. Hangstlyoztuk az MLPA
modszer alkalmazéasanak jelentségét ezen CNV-k azonositdsaban, amely révén jelentds

mértékben javithaté a DSD-k nagyon alacsony diagnosztikai hatékonysaga.
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