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1. BEVEZETES

A kopiaszam eltérések (copy number variant, CNV) a human genom intermedier méreti
strukturalis eltérései, amelyek funkcionalis kovetkezményei az altaluk okozott DNS tobblet
vagy hiany méretétol és géntartalmatol fliggenek. Jelentds résziik benignus, az egészséges
populécidban is eléforduld polimorfizmus. A patogén CNV-k olyan dézis-szenzitiv géneket
tartalmaznak, amelyek delécidja/duplikdcidja révén ritka velesziiletett fejlodési
rendellenességek alakulhatnak ki.

A velesziiletett szivfejlédési rendellenességek (congenital heart disease, CHD) a
leggyakoribb fejlédési anomalidk, klinikai megjelenésiik alapjan két csoportra oszthatok:
szindromas (egyéb fejlodési rendellenességet is mutatd) vagy izolalt (csak a szivet érintd). A
CHD etiologiaja (genetikai €s kornyezeti hatas) az esetek minddssze 20-30%-4ban ismert. A
szindromas formdk azonositasa és a genetikai hattér tisztdzasa nélkiilozhetetlen a progndzis
becsléséhez és a betegek megfeleld ellatasdhoz. A javuld diagnosztikai €s sebészeti
beavatkozasok kovetkeztében a vitiumos betegek tobb mint 90%-a eléri a felndttkort. Az
ismétlédési  kockazat megitéléséhez, a reproduktiv dontéshozatalhoz ¢és a prenatalis
diagnosztikdhoz a genetikai diagnozis ismerete ma mar elengedhetetlen.

Az értekezés 5.1. fejezetében a CHD-s betegcsoportban végzett citogenetikai microarray
¢s MLPA vizsgalatok eredményeit mutatom be. Ezen modszerek alkalmazasaval a CHD-k
hatterében all6 patogén CNV-k azonositdsa, genotipus-fenotipus Osszefliggés leirdsa volt a
célom. A postnatalis eseteket szindromas és izolalt csoportra osztva vizsgéaltam, a prenatalis
mintak CHD-val diagnosztizalt magzatok abortumainak kamrai szovetmintaibol szarmaztak.
Az alkalmazott moddszerek hatékonysaganak tesztelésével eredményes diagnosztikai
kivizsgalasi algoritmus kidolgozasara torekedtem.

A nemi differencialodasi zavarok (differences of sex development, DSD) olyan ritka
velesziiletett rendellenességek, amelyek nagyon valtozé fenotipusbeli eltérésekkel jarnak, sok
esetben a klinikai diagnodzis felallitasa is nehézségekbe iitkozik. A klinikai gyakorlatban az
esetek kevesebb, mint 20%-anak van molekularis genetikai diagndzisa, ami megneheziti a
megfeleld kezelési mod (sebészi, hormonterdpia) kivalasztasat és a betegség prognodzisanak
megitélését.

Az értekezés 5.2. 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 megsziiletéséhez.



Ezen eset tanulmanyozasa kapcsdn a kisméretli, intragénikus CNV-k vizsgalatanak

jelentdségére hivjuk fel a figyelmet.

2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Képiaszam eltérések a human genomban és azok genetikai vizsgalé modszerei

Az intermedier méretli (50 bp — 3 Mb) CNV-k funkcionalis kovetkezményei az altaluk
okozott DNS tobblet vagy hidny méretétdl és géntartalmatol fiiggenek. A human genom kb.
12-16%-4t kitevé CNV-k nagy része benignus, azaz olyan polimorfizmus, amely az egészséges
populacid >1%-aban fordul el6. A patogén CNV-k olyan a fejlddéshez nélkiilozhetetlen, dozis-
szenzitiv, filogenetikailag konzervalt géneket tartalmaznak, amelyek delécidja/duplikacioja
ritka velesziiletett rendellenességeket, autizmust, pszichiatriai korképeket, gyakori, komplex
felnottkori betegségeket vagy szerzett tumorokat okozhat.

A szubmikroszkopos méretii (<3 Mb) CNV-k kimutatasanak egyik legrégebbi modszere a
fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH), amely soran fluoreszcens jeldlési DNS probakat
hibridizalnak interfazisi vagy metafazisi sejtek DNS-éhez a vizsgalni kivant régid

Az array komparativ genomi hibridizacio (aCGH) a teljes genom egy lépésben vald
vizsgalataval képes kimutatni CNV-ket. Az aCGH nagy felbontasa révén kb. 15-20%-0s
diagnosztikai hatékonysaggal rendelkezik CNV alapii betegségekben, ezért elsévonalbeli
tesztként javasolt tobbszords fejlddési rendellenességek, ismeretlen eredetli szomatikus és
mentalis retardaciok, autizmus kivizsgalasa esetén és azokban a prenatalis esetekben is, amikor
a szlirdvizsgalatok soran a magzat fejléddési rendellenességének gyantja meriil fel.

A multiplex ligacio-fiiggd proba amplifikdacio (MLPA) alkalmazasaval egy gént vagy csak
néhany exont érintd, Un. intragénikus CNV-k detektalhatok.

Az 10j generacios alapu teljes genom szekvendaldas (WGS) a CNV-K mellett képes
kiegyensulyozott aberraciok detektalasara a toréspontok szekvencia szintli megadaséaval €s a
genomi szakaszok irdnyultsaganak identifikalasaval egyiitt. Ezaltal a WGS képes helyettesiteni

valamennyi eddig alkalmazott genomi vizsgaloeljarast.

2.2. Velesziiletett szivfejlodési rendellenességek osztalyozasa, etiolégiaja és genetikaja
A CHD-k a sziv és a nagyerek funkcionalis és strukturalis defektusait foglaljak magukba.
A leggyakoribb sziiletési anomalidk, az ujsziilottek perinatdlis megbetegedésének ¢és

haldlozasanak vezetdé okai. Prevalencidjuk kb. 8/1000 élve sziiletett gyermek, ez a szam



azonban orszagonként és kontinensenként valtozik (2,3-9,3/1000). Az eredményes kezelési és
mitéti beavatkozasoknak koszonhetéen ma mar a CHD-ban szenvedd betegek kb. 90%-a eléri
a felnéttkort. A CHD-k osztalyozasanak szamos formaja 1étezik. Megkiilonboztetiink egyszerii
vagy komplex (tobb vitium egyiitt); cianotikus vagy acianotikus; a sziv egyes részeinek
érintettsége alapjan jobb oldali, bal oldali, kiaramlasi palyat vagy nagyereket érintd
(conotruncalis), valamint oldalisagi hibaként (heterotaxia) megjelend CHD-t. A vitiumok
el6fordulhatnak szindromas (egyéb szervrendszer fejlodési rendellenességét is mutatd) vagy
csak a szivet érintd, izolalt forméban. Az 6sszes CHD 25-40%-a szindromas, mig 60—75%-a
izolalt formaban fordul eld.

A CHD-k etiologiaja heterogén és még ma is csak részben ismert. Epidemioldgiai
tanulmanyok adatai alapjan kb. 75%-ban multifaktorialis eredetiiek, azaz kornyezeti agensek
¢s sok minor gén egylittes hatasdnak kovetkezményeként jonnek 1étre. Teratogén agensek kb.
5%-ban, mig genetikai eltérések kb. 20%-ban feleldsek kialakulasukért.

A CHD-kat okozo patogenetikai eltérések méretiik alapjan lehetnek kromoszomalis
aneuploidiak  (triszomia, monoszoémia), szubmikroszkopos CNV-k (mikrodelécio,
mikroduplikacid) és egy vagy néhany nukleotidot érinté génmutaciok. Ezek az eltérések
szindromas (kb. 20%) vagy izolalt CHD-t (kb. 80%) egyarant okozhatnak.

A CHD-k elséként felfedezett genetikai okai a kromoszémak szambeli aberracioi
(triszoGmia/monoszomia) voltak, amelyek a CHD-s esetek 9—18%-aban mutathatok ki. A teljes
kromoszdmékat érint6 eltérések nagy géntartalmuk miatt szinte kizardlag sulyos, tobb szervet
érintd tiinetegyiittest, szindromas CHD-t okoznak. Szubmikroszképos CNV-k az izolalt CHD-
k esetén 3—10%-ban, mig az extrakardialis tiineteket is mutatd szindromas formakban 3—-25%-
ban mutathatok ki. A legismertebb génmutacio okozta szindromas CHD-k az alabbiak: Alagille
(JAG1, NOTCH1), Holt-Oram (TBX5) és Noonan (PTPN11, SOS1). Az izolalt CHD-k
hatterében all6 mutacidk olyan géneket érintenek, amelyek fehérje termékei funkcidjuk szerint
harom f6 csoportba sorolhatok: transzkripcids faktorok, szignéltranszdukcidban résztvevo
fehérjék és strukturalis fehérjék. A normal szivfejlodésért felelds génexpresszidt szabalyozo
legismertebb transzkripcids faktorok: a GATA, a Homeobox és a T-box faktorok. Elsésorban
funkcioveszté mutaciok jellemzdek a Notch, a WNT/BMP, a NODAL ¢és a RAS/MAPK
szignaltranszdukcids Utvonalak érintettsége esetén. A sarcomer és az extracelluldris matrix
felépitésében résztvevo fehérjék génjeinek mutacioi (pl. MYH6, MYH7, MYH11, ACTC1, ELN)
nemcsak cardiomyopathidkat, hanem CHD-kat is eredményezhetnek. A felsorolt
géncsoportokon kiviil epigenetikai tényezdk (DNS- és hisztonmetilacio, -acetilacid, miRNS) is

modosithatjak a kardiogenezisben szerepet jatsz6 fehérjék expressziojat.



2.3. Nemi differencialédasi zavarok osztalyozasa, etiologiaja és genetikaja

A nemi differencialédas a 6. gesztacids héten indul és pubertdskorban nemi éréssel,
valamint a reproduktiv miikodés kialakulasaval fejezodik be. Az embrié nemi kromoszéma
Osszetétele (XY vagy XX) hatdrozza meg a bipotencidlis gonad testis vagy ovarium iranyu
differencialodasat, a kialakult gonad altal termelt nemi hormonok pedig a belsé és kiils6 nemi
szervek fejlodését.

A nemi differencialodas komplex folyamat, a normal iranya fejlédéshez szamos gén
megfeleld idében ¢és helyen torténd koordinalt expresszidja szikséges. A férfi iranyu
differencialodas elinditasdhoz Y kromoszoma sziikséges, azon belill is a rovid karon (Yp11.2)
elhelyezked6 szex-determinald gén (SRY). Ennek hianyaban (XX kariotipus) néi iranyua
differencialodas indul el. Az SRY gén egyik legfontosabb feladata a SOX9 gén expresszidjanak
elinditasa, amely a here Sertoli-sejtjeinek fejlodéséért és rajtuk keresztiil az anti-Miillerian
hormon (AMH) termeléséért felelds. Ennek hatdsara a Miiller-csé visszafejlodik és a Wolff-
cs6bdl elindul a belso 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 mutacioi a here
fejlddési zavarat és tarsuld velesziiletett eltéréseket okozhatnak. Az ovarium irdnya
differencialodasért felelos gének (pl. DAX1, FOXL2, RSPO1, WNT4) a folliculusok megfeleld
differencidlodasa mellett gatoljak a férfi irany SOX9-es itvonal kifejezodését is.

A DSD a kromoszomalis, gonadalis vagy a fenotipusos nem velesziiletett eltéréseit jelenti.
Klinikailag nagyon heterogén betegcsoport, incidencidja a fenotipus sulyossaganak
megfeleléen valtozik. A klinikai kép spektruma a legenyhébb hypospadiasistél (1:250
fiigyermek), a bizonytalan kiils6 nemi szerveken at (1:4500) a teljes nemvaltasig terjed (1:20
000). A tiinetek leggyakrabban mar ujsziilottkorban lathatok, ritkdn a nemi érés idszakaban,
pubertaskorban jelennek meg. A 2006-ban megjelent Gj nomenklatira és osztalyozas alapja a
nemi kromoszoma 0sszetétel, amely alapjan a DSD-k hdrom csoportja kiilonithet6 el: (i) a nemi
kromoszomak eltérései altal okozott DSD-k: 45,X; 47, XXY; 45,X/46,XY; 46,XX/46,XY:; (ii)
46,XY DSD és (iii) 46,XX DSD. A DSD kialakulasaért genetikai tényezok, kdrnyezeti karos
hatasok, hormonalis eltérések és epigenetikai valtozasok egyarant feleldsek. A genetikai
eltérések koziil a nemi kromoszoémak szdmbeli és szerkezeti eltéréseit ismerték fel legkorabban,
amelyek méretiiknél fogva a DSD-n kiviil egyéb tiineteket is mutatd szindromas format

eredményeznek (pl. Turner, Klinefelter).



A nemi differencialdédast koordinalé génekben leginkabb funkciovesztéssel jaro kisméretii
deléciok, inszercidk, missense, nonsense ¢€s splicing mutaciok keriiltek azonositasra. A
genetikai heterogenitas mellett nehezitette az esetek felderitését a mutaciok okozta fenotipus
nagyfoku valtozatossaga, a valtozo expresszivitas és csokkent penetrancia. A CNV-k DSD-ben
betoltott patogenetikai szerepérél — a szekvenciaszintii mutaciokhoz képest — viszonylag kevés
informacioval rendelkeziink. A kodold szakaszokat érint nagy méretit CNV-k az ismert DSD
gének koziil leggyakrabban az NR5AL, az NROB1 és a DMRT1 géneket érintik.

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

Az NR5A1 (SF-1) gén altal kodolt fehérje egy magreceptor, amely a bipotencialis gonadban
termelddve a férfi iranyt differencidlodast segiti eld 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 DSD-ben szerepet jatszo gének koziil az NRSAL gén
heterozigdta mutacioi a leggyakoribbak, 46,XY DSD esetén kb. 10-20%-ban fordulnak elé. A
mutacio okozta haploinsufficiencia autoszomalis dominans 6roklédést, leginkabb 46,XY
DSD-t eredményez, de leirtdk 46,XX DSD-ben is. A mutaciok okozta klinikai kép nagyon

heterogén, a hypospadiasistol a bizonytalan kiils6 nemi szerveken at a teljes nemvaltasig terjed.

2.4. A genetikai hattér tisztazasanak klinikai jelentdsége CHD-ban és DSD-ben

Az altalunk vizsgalt két betegcsoport kdzos vondsa, a nagyfoku genetikai és klinikai
heterogenitas, valamint az etiologiai hattér korlatozott ismerete. Ismereteink rohamos bdviilése
ellenére nagyon alacsony (20-30%) a genetikai diagnézissal rendelkezd betegek aranya.

A CHD-s betegek megfelel6 klinikai ellatasahoz ezért egyre inkabb sziikséges a genetikai
kivizsgalas, amely eredményének birtokaban az aldbbi kérdésekre keresilink valaszt: (i) mi a
CHD ismétlédési kockazata, (i1) hordozzdk-e a genetikai eltérést egyenesagi rokonok, (iii)
vannak-e (addig fel nem ismert) extrakardialis tiinetek, (iv) tarsulé tiinetként eléfordul-e az
idegrendszer fejlédési zavara, (v) milyen az adott CHD progndzisa, milyenek lesznek a beteg
¢letkilatasai.

A DSD gyakran tarsul bizonytalan kiils6 nemi szervekkel, felnéttkorban infertilitassal,
nemi identitaszavarral, késoi kovetkezményként a gonddok malignus atalakulasaval. A pontos
diagndzis megadasdhoz, a betegek megfelel6 nemi fejlddésének kialakitasahoz, a korrekcios
miitétek megtervezéséhez, illetve a prognézis megitéléséhez elengedhetetlen a genetikai hattér

ismerete.



3. CELKITUZESEK

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

betegség kialakuldsdhoz, milyen 6sszefliggést mutat a klinikai képpel.

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

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

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 szdvetmintaibol patogén CNV-k azonositasa.

4.) DSD-ben a kisméretli, egy vagy néhany exont érintdé CNV-k nagyon ritkan vizsgalt
mutaciotipusok. Egy 46,XY DSD-vel diagnosztizalt lany gyermek esetében célul tiiztem
ki a korkép kialakitasaért felelos genetikai eltérés azonositasat a nemi differencialédasban

szerepet jatszo gének intragénikus kopiaszam eltéréseinek vizsgalata révén.



4. BETEGEK ES MODSZEREK
4.1. Betegek
4.1.1. CHD-val diagnosztizalt betegcsoportok

4.1.1.1. Szindromas CHD-val diagnosztizalt betegek

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

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

4.1.1.2. Izolalt CHD-val diagnosztizalt betegek

Az izolalt CHD-s esetek (n=16) a Debreceni Egyetem, Klinikai Kozpont,
Gyermekgyogyaszati Klinika Kardiologia szakrendelésének beteganyagabol és a Szegedi
Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Genetikai Intézetb6] szarmaztak.

A betegek életkora 10 honap €s 46 év kozott volt, a nemek ardnya: fia:lany 9:7.

4.1.1.3. Abortumokbol 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.

4.1.1.4. A vizsgalatok menete

A genetikai tesztek sorrendjét a betegek részletes klinikai kivizsgaldsa soran leirt
fenotipusos jegyek és a CHD jellege hatarozta meg. A szindromas csoport betegeinél a rutin
diagnosztikai kivizsgalds hagyomanyos G-savos citogenetikai analizissel kezd6dott a nagy
méretli kromoszomaeltérések kimutatdsa/kizarasa céljabol. Ennek negativitdsa vagy a talalt
eltérés pontositasanak sziikségessége esetén, valamint azokban az esetekben, amikor a tlinetek

alapjan egy konkrét mikrodeléciés vagy mikroduplikacids szindroma gyantija meriilt fel,



altalam végzett célzott FISH vagy MLPA vizsgalatokra keriilt 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.

4.1.2. DSD tiineteit mutato beteg

Az altalunk vizsgalt lany gyermek megsziiletését koveten fizikalis vizsgalattal n6i
kiilsé nemi szerveket és clitoris hypertrophiat (Prader 1.) mutatott. Kilenc honapos koraban
¢észlelték kétoldali lagyéksérvét, amelyet az ultrahangvizsgalat gonadként azonositott.
Laparoszkopos vizsgalattal kevert belsd nemi szerveket, kis uterust, bal oldalon tuba uterinat,
jobb oldalon mellékherének tiing képletet irtak le. A gonadokat a hastiregbe helyezték, a beldliik
vett biopszias minta szovettani vizsgalata heréket igazolt spermatogoniumok nélkiil, kevés
Leydig-sejttel. A velesziiletett kariotipus meghatarozas SRY-pozitiv 46,XY kariotipust igazolt.
A komplett androgén inszenzitivitasi szindroéma diagndzisa kizardsra keriilt, mivel a beteg
laboratoriumi vizsgalata soran alacsony tesztoszteron értéket (<0,15 nmol/L) mértek. Kizarasra
keriilt a mellékvesekéreg elégtelenség is, mivel a kortizol €s adrenocorticotropin értékek a
normal tartomanyba estek. A sziilok lanyként nevelték gyermekiiket. A gyermek 5 és fél éves
koraban az endokrinologus altal indikalt MRI- és hasi ultrahangvizsgélat soran uterus nem volt
azonosithato és egyéb Miiller-csd eredetli belsd n61 nemiszerv sem. Az ebben az idoben végzett
AMH meghatérozas érteke (87,3 pmol/L) a néi referencia tartomany f6lé (2—-32 pmol/L), a férfi
referencia tartomany ald (400—1300 pmol/L) esett. Ez alapjan 46,XY DSD parcidlis gonad
dysgenesissel (GD) diagnozis sziiletett, amit alatdmasztott a gonddok korabbi szdvettani képe
is. Ebben az életkorban laparoszkopia sordn eltavolitottdk a dysgenetikus gonddokat, hogy
megeldzzeék azok malignus atalakulasat. Az urethro-cysto-vaginoscopia soran uterus nélkiili,
vakon végzddo vaginat irtak le. Az eltavolitott gonadokbol jabb szdvettani vizsgalat tortént. A
jobb oldali gonadban here, mellékhere, ductus deferens és tuba atmetszetre emlékeztetd teriilet
volt lathatd. A bal oldali gonddban here és mellékhere részleteket irtak le. A seminiferosus

tubulusok mindkét gonadban csak Sertoli-sejteket tartalmaztak spermatogoniumok nélkdil.

4.2. Madszerek

4.2.1. Citogenetikai vizsgalat
A velesziiletett kariotipus meghatarozasa Na-heparinnal antikoagulalt periférids vérbol
tortént. A phytohemagglutininnal stimulalt vizsgélati mintak 72 6ran at torténd tenyésztését, a

kromoszdmapreparalast és a Giemsa festéssel (Merck, Darmstadt, Germany) térténd savozast



standard protokoll alkalmazasaval végezték. Betegenként 15 metafazisu sejtet analizaltak
LUCIA kariotipizal6 szoftver (LUCIA Cytogenetics, Czech Republic) segitségével. A

kariotipus leirdsa az aktualis nemzetkdzi nomenklatiranak (ISCN) megfelelden tortént.

4.2.2. Fluoreszcens in situ hibridizacio

A FISH vizsgalatokhoz a kromoszomapreparalas sordn nyert sejtszuszpenziot
hasznaltuk. A CHD-ban szenvedd betegek mintdin az aldbbi FISH probak keriiltek
alkalmazasra: DiGeorge/VCFS TUPLEIL, 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
szigndlmintazatok értékelését Zeiss Axioplan 2 fluoreszcens mikroszkoppal (Carl Zeiss, Jena,

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

4.2.3. DNS izolalas

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 QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen,

Hilden, Germany) alkalmazasaval tortént, a gyartd ajanlasainak megfelelden.

4.2.4. Multiplex ligdcio-fiiggo proba amplifikdcio

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
kromoszomarégidhoz bekotddve alkalmas a DiGeorge szindroma (DGS) €s ugyanezen régio
mikroduplikacidjanak kovetkeztében kialakuld Cat eye szindroma kiilonbozd téréspontt
variansainak azonositasara; 19 proba fedi le a DGS I1. 16kuszt (10p14) és a DGS-hez hasonld
fenotipussal jar6 mikrodelécios régidkat (4q35, 8p23, 9q34.3, 17p13.3, 22q13). A SALSA
MLPA P311-B1 CHD kit olyan gének kopiaszam eltéréseit vizsgalja, amelyek mutacioi CHD
kialakulasdhoz vezethetnek: GATA4 (8p23), TBX5 (12g924), NKX2.5 (5935), BMP4 (14q22),
CRELD1 (3p25) és a 22q11.2 régid.



A DSD-vel diagnosztizalt beteg esetén a SALSA MLPA P185-C2 Intersex probamixet
alkalmaztuk, amely az alabbi génekre specifikus probakat tartalmazza: NROB1/DAX1, CXorf21,
SOXO9, SRY, ZFY, WNT4, NR5A1 (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands).

Vizsgalataink soran a PCR termékek szeparalasa ABI-3130 (Applied Biosystems,
Foster City, CA) késziiléken tortént, a relativ kopiaszdmok meghatarozasa pedig Coffalyser
szoftver (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands) segitségével. Mintan beliili és mintak
kozotti normalizacidt kovetden a vizsgalt régiok kopiaszamat a kapott hanyadosok alapjan az
alabbiak szerint hataroztuk meg: 0,65 és 1,30 kozotti érték normal kopiaszamnak felelt meg,

0,65 alatti deléciot, 1,30 feletti pedig duplikéciot jelolt.

4.2.5. Teljes genom array komparativ genomi hibridizacio

Az aCGH vizsgalatokat CytoScan 750K Array (Affymetrix, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) alkalmazasaval végeztik. Ez a tipust citogenetikai microarray 750 436
oligonukleotid prébat tartalmaz (550 000 egyedi, nem polimorf CNV préba és 200 436 SNP
proba). A citogenetikai microarray altal lefedett géneken beliil (ISCA, OMIM, RefSeq, X
kromoszoman 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 gyarto6 altal megadott protokoll alapjan tortént.

A kapott eredmények analizis€hez a Chromosome Analysis Suite (ChAS) v2.0 szoftvert
hasznaltuk, az adatokat a GRCh37 (hgl9) human referencia genomhoz hasonlitottuk. Els6
1épésként ellendriztiik a mintdk mindségét jellemzd 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, valosziniileg patogén, ismeretlen klinikai
jelentdségli, valdszintileg benignus, benignus) a 2011-ben leirt ACMG (American College of
Medical Genetics and Genomics) iranyelvei szerint tortént az aldbbi adatbazisok
alkalmazasaval: DGV, UCSC Genome Browser, DECIPHER, ISCA, OMIM, PubMed. A
CNV-k mellett a>10 Mb méretii heterozigotasag-vesztést tartalmazd kromoszomalis régiokban

vizsgaltuk a genomikus imprinting mintazat valtozasanak lehetséges hatasat.

4.2.6. Teljes exom szekvendlds
A DSD-vel diagnosztizalt beteg genomi DNS mintajanak teljes exom szekvenalasa
Hongkongban, a Beijing Genomics Institute-ban tortént Complete Genomics platform

alkalmazaséaval. Az adatok értékelésére a budapesti Semmelweis Egyetem, Laboratoriumi
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Medicina Intézet, Klinikai Genetika és Endokrinologiai Laboratoriumaban kertilt sor a DSD-t
okozd gének (LIM1, CBX, SOX9, DHH, WT-1, SRY, AR, NR5A1, CYP17, HSD17B3, DMRTI,
DAX, AMH, WNT4, RSPOI1, CTNNBI, MAP3K1, NROBI, AMHR2, LHCGR, FGF9) célzott

mutacio analizisével (Genome Analysis Toolkit, GATK szoftver).

4.2.7. Az NR5A1 génben detektilt CNV megerdositése QMPSF modszerrel

kvantitativ, multiplex PCR technika, QMPSF (Quantitative Multiplex PCR of Short
Fluorescent Fragments) segitségével validaltuk. A vizsgalathoz az NR5AL génre és 2 kontroll
génre (HSD17B3, USH2A) tervezett primereket (0,2 umol/L), és egy univerzalis 5’ fluoreszcens
festékkel jelolt primert (6FAM-M13: 6FAM-5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’, 0,8
pmol/L) és MyTaq HS Mixet (Bioline, London, UK) hasznaltunk kordbban k6zolt protokoll
alapjan. A kiilonb6z6 hossziisagu fragmentek ABI-310 (Applied Biosystems, Foster City, CA)
szekvenalod késziiléken kertiltek elvalasztasra. A CNV meghatarozasdhoz els6 1épésként a
vizsgalt exonok fluoreszcencia intenzitasat a kontroll gének amplifikalt exonjainak
fluoreszcencia intenzitasahoz viszonyitottuk (mintan beliili normalizaci6), majd mintak kozotti
normalizacidt végeztiink, parhuzamosan futtatott egészséges kontroll mintdk ugyanezen

exonjainak fluoreszcencia intenzitasat figyelembe véve.

5. EREDMENYEK

5.1. CHD-val diagnosztizalt betegcsoportok

5.1.1. Szindréomds CHD-val diagnosztizalt betegek

A CHD mellett szomatikus és/vagy mentélis retardaciot, dysmorphids tiineteket is
mutat6 betegek (n=33) esetében kiilonb6z6 stilyossagu sziviejlodési 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 szindrémas vitiummal diagnosztizalt betegnél tortént valamilyen genetikai
vizsgalat. A rutin diagnosztikai kivizsgalds részeként 32 betegnél végeztek hagyomanyos
kromoszoma analizist, amely soran 30/33 esetben (94%) normal kariotipus igazolodott. Két
beteg mintajaban szambeli és szerkezeti kromoszomaaberraciokat mutattak ki (1. és 2. eset).
DGS-specifikus FISH analizisre 10/33 esetben kertilt sor, egyik mintdban sem igazolddott a
22q11.2 régio delécidja. Citogenetikai microarray vizsgalatot 25/33 beteg mintajan végeztiink,
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amelyek koziil 21 esetben nem volt kimutathatd patogenetikai jelentéségii CNV. Négy beteg
(1-4. eset) mintajaban kodolo OMIM géneket tartalmazo patogén CNV-t azonositottunk, ami
16%-o0s (4/25) detekcids ratat jelent. Nyolc (8/33) beteg mintajan kizarélag MLPA vizsgalatot
végeztiink, koziilikk harom esetben (5-7. eset) patogén CNV-t mutattunk ki.

5.1.1.1. 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 kromoszoma
rendellenességeket vizsgald genetikai teszt (NIPT) eredménye is negativ lett. Sziilést kdvetden
az ujszilottnél ASD és PDA igazolddott. Két hetes koraban latta klinikai genetikus, aki
tobbszoros fejlodési rendellenességet irt le: alacsonyan 1il6 fiilek, hypertelorismus, hypotonia,
kis szaj, laryngealis hypoplasia, microcephalia, retrognathia, syndactylia II-11l, spasztikus
végtagok. A gyermek jellegzetes, macskanyavogasra emlékeztetd sirasi hangja miatt Cri-du-
chat szindroma gyantja merilt fel, amelyet az 5-6s kromoszoma révid karjanak delécidja okoz.
Hagyomanyos kromoszoéma analizissel koros kariotipus igazolddott, 5-0s eredetli
gylriikromoszomaval és egy kis szamfeletti marker kromoszomaval (sSMC):
47,XY,r(5),+sSMC. Az 5-6s kromoszoma szerkezeti eltérésének pontositasa céljabol a Cri-du-
chat régiora specifikus FISH vizsgalatra keriilt sor, amivel az 5p15.2 régi6 delécidja igazolodott
az 5035-0s régidé (SOTOS) megtartottsaga mellett. Az sSMC kromoszomalis eredetének
azonositasa multicolor FISH moddszerrel tortént. Ennek eredménye alapjan az sSMC 15-6s
eredetlinek bizonyult. Ezt kovetden aCGH moddszerrel azt vizsgaltuk, hogy milyen méretii és
géntartalmu az 5-0s kromoszomat érintd CNV, amely gylirlikromoszoma kialakulasahoz
vezetett. Ezen kiviil arra kerestiink valaszt, hogy az sSSMC a 15-0s kromoszoma mely régioit
tartalmazza parcialis triszomia formajaban. A vizsgalat eredménye az 5-6s rovid kar 34,58 Mb
kromoszoma esetében CNV nem volt azonosithatd, ami arra utalt, hogy az sSSMC kizarolag nem

kodolo, 15-0s eredetli heterokromatikus régiokbol épiil fel.
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5.1.1.2. A 2. eset klinikai jellemzoi és genetikai eredményei
késdbbiekben 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 tdréspontok és a hianyzd kromoszoémaszakasz méretének pontos
meghatarozasa, valamint az elveszett géntartalom megadasa céljabol keriilt sor az aCGH
vizsgalatra. Ennek soran egy 18,753 kb méretli, 6q21q23 torésponti és 49 OMIM gént
tartalmaz6 deléciot azonositottunk, amely CHD-ra hajlamosito géneket (GJA1, HDAC?2,
MARCKS) is tartalmazott.

5.1.1.3. 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 els6 genetikai tesztként végzett citogenetikai vizsgalattal normal néi
kariotipust mutattak ki. Mivel a tiinetek alapjan ismert mikrodelécios/mikroduplikacios
szindroma nem mertilt fel, kovetkezd 1épésként aCGH vizsgalatot végeztiink. Ennek sorédn a 4-
es és a 6-os kromoszémakat érinté CNV-k igazolodtak, a 4q34.3q35.2 régio 12,15 Mb méretii
delécidé és duplikacié kiegyensulyozatlan formaji transzlokaciora utalt. A citogenetikai
microarray technikaval kimutatott CNV-k 4q és 6q subtelomer specifikus FISH vizsgalattal
megerdsitésre kertiltek. Ezen kromoszémaszakaszon beliil a CHD kialakitasaért felelés OMIM
gének (pl. PDLIM3, SLC25A4, SORBS2) talalhatok. Az aCGH-val kapott eredményeket
kovetden a beteg kariogramjainak ujraértékelése, és a kariotipus revidedlasa tortént. A
kiegyensulyozatlan transzlokacié kovetkeztében létrejott derivalt 4-es kromoszoma
felismerését nehezitette, hogy a transzlokacidban hasonl6 sdvmintazath részek cseréltek helyet.
A transzlokéci6 familiaris eredetének tisztdzaséara elvégezték a sziilok citogenetikai vizsgélatat,
amely soran kideriilt, hogy az édesanya kiegyensulyozott formaban hordozza a betegnél
kimutatott transzlokaciot. Ennek ismeretében a beteg végleges kariotipusa az alabbi lett:
46,XX,der(4)t(4;6)(934.3;925.1)mat. arr[hg19]4q34.3935.2(178,807,365-190,957,460)x1,
6925.1927(150,485,038-167,439,226)x3. Genetikai tanicsadds keretében az édesanyat
felvilagositottdk a kiegyensulyozatlan transzlokacidé magas ismétlédési kockézatarol és

prenatalis citogenetikai vizsgélat lehetdségérdl a jovobeni terhességekben.
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5.1.1.4. A 4. eset klinikai jellemzdi és genetikai eredményei

A fiugyermek CoA-val sziiletett, klinikai genetikai vizsgalata sordn plagiocephaliat,
lapos occiputot, arcdysmorphias jegyeket (epicanthus, felfelé iveld szemrés, hossza philtrum,
mély/bestippedt orrgyok, mélyen iilé fiilek, retrognathia) és hypospadiasist irtak le. A
velesziiletett kariotipus meghatdrozas 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 vizsgéalatra, amellyel a 8-as kromoszoma révid karjan, a 8p23.1-es
régidban 3,842 kb méreti duplikacié igazolodott, amely MLPA modszerrel megerdsitésre
kertilt. A duplikalddott régio 17 OMIM gént, koztiik a CHD kialakitasaért felelds géneket
(kiemelt) (CLDN23, MFHAS], ERI1, PPP1R3B, TNKS, MIR124-1, MSRA, PRSS55, RP1L1,
SOX7, PINX1, MTMR9, SLC35G5, FAM167A, BLK, GATA4, NEIL?2) tartalmazott.

5.1.1.5. Az 5. eset klinikai jellemzoi és genetikai eredményei

A 22 hoénapos kordban vizsgalt gyermek a 4. beteg lanytestvére. A 32. terhességi hétre
sziiletett 1900 g sullyal és FoA-val. A CHD-n kiviil az alabbi fejlédési rendellenességeket
mutatta: elédomborod6é homlok, hypotonia, epicanthus, széles orrgyok €és a motoros fejlédés
késése.

Mivel testvérénél korabban igazolddott a 8p23.1-es régi6 duplikacioja, ezért nala célzott
MLPA vizsgalat tortént a régiot érintd CNV kimutatasara. Ennek sordn a 8p23.1-es régioba
lokalizalodo harom gén (GATA4, MSRA, PPP1R3B) tobbletét mutattuk ki, ami aldtdmasztotta

korabbi feltételezésiinket, az eltérés familiaris eredetét.

5.1.1.6. 4 6. eset klinikai jellemzoi és genetikai eredményei

A Fallot-tetralogiaval diagnosztizalt betegnél els6ként DiGeorge MLPA vizsgalatot
(CLTCL1, HIRA, CDC45, CLDNS5, GPIBB, TBX1, TXNRD2, DGCRS, ZNF74, KLHL22,
MEDI5, 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
jellemezhetd. Az eredmény egyértelmiien aldtdmasztotta a szindroma diagndzisat. Sziiléi

mintak vizsgalatara nem kertilt sor, mert azok nem voltak elérhetdk.

5.1.1.7. A 7. eset klinikai jellemzoi és genetikai eredményei
A 6 honapos kislany Fallot-tetralogiaval sziiletett, amelyhez hypoplasias thymus tarsult.

A citogenetikai vizsgalat eredménye normal ndi kariotipust mutatott. A jellemz0 tlinettarsulas
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miatt masodik genetikai vizsgalatként MLPA vizsgalatot végeztiink. Ennek eredménye a
22011.21-es régioban az LCR22-A és LCR22-D toréspontok koze esé 14 gén delécidjat
igazolta, a 6. esethez hasonldan. A sziil6i mintdk MLPA modszerrel tortént vizsgalata igazolta

az eltérés de novo eredetét.

5.1.2. Diagnosztikai algoritmus szindromds CHD esetén

Vizsgalati eredményeink alapjan kidolgoztunk egy kivizsgalasi algoritmust szindromas
CHD-ban szenvedd betegek CNV eredetii patogenetikai hatterének tisztazasara. A
diagnosztikai utvonal kiindulasi és egyben legfontosabb eleme a klinikai genetikus altal végzett
részletes fenotipizalds, amely alapvetden meghatdrozza a vizsgalatok sorrendjét. Amennyiben
a tiinetek szambeli vagy szerkezeti kromoszomaaberraciora utalnak, a rendelkezésiinkre allo
modszer fliggvényében hagyomanyos kromoszoma analizist vagy citogenetikai microarray
vizsgalatot végziink. A leggyakoribb, CHD-val asszocialt mikrodelécios (pl. DiGeorge és
Williams) szindromdk vagy egyéb, ritkdbban el6forduld ismert mikrodelécidos vagy
mikroduplikacids szindroma gyantja esetén FISH vagy MLPA vizsgalatot végziink. Ismeretlen
genetikai hatteri szindroma gyantja esetén citogenetikai microarray az els6ként valasztando
moddszer. Ha a citogenetikai analizis, a célzott FISH és az MLPA vizsgélatok negativ
eredménnyel zarulnak, aCGH mddszer alkalmazésa javasolt a patogén CNV-k igazoldsara vagy

kizarasara.

5.1.3. Izolalt CHD-val diagnosztizalt betegek

A kardiologusok altal izolalt CHD-val gondozott 16 betegnél az alabbi sulyos, komplex
szivfejlodési rendellenességek fordultak eld: 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 kimutatdsara. A vizsgéalatok soran patogenetikai

jelentdségli CNV nem igazoldodott ebben a betegcsoportban.

5.1.4. Abortumokbdl szarmazo mintik
Terhességi ultrahangsziirések soran a magzatokban a CHD kiilonb6z0 megjelenésii és
sulyossagu formait mutattak ki, amelyeket a terhességmegszakitast kovetd foetopatholdgiai

vizsgalatok megerdsitettek és pontositottak. Az altalunk vizsgalt 18 esetbdl egyszerii VSD-t két
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esetben azonositottak. A VSD egyéb vitiummal vald tarsulésat 13/18 esetben mutattak ki. Két
magzatban TOF, egy magzatban pedig egykamras sziv keriilt leirasra.

Mindkét tipusat MLPA kittel megvizsgaltuk az abortumok szivének kamraszdvetébol
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 igazolddott. A DNS mintak

korlatozott mennyisége és mindsége nem tette lehetdvé tovabbi aCGH vizsgalatok végzését.

5.2. DSD tiineteit mutat6 beteg

Az altalunk vizsgalt lany gyermek megsziiletését kdvetden 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 részeként
WES tortént, a DSD-vel Osszefiiggésbe hozhatd gének célzott analizisével. Ennek eredménye
negativ lett. Ezt kovetden aCGH vizsgalatot végeztiink, amely soran patogenetikai jelentdségii
CNV nem igazolodott. Pontmutaciok és szubmikroszkopos méretit CNV-k kizarasa utan olyan
intragénikus CNV-t feltételeztiink, amely a gonadalis dysgenesis kialakitasaért felelés géneket
érintheti. Ennek igazoldsara MLPA vizsgéalatot végeztiink ismert, nemi differencialodast
meghataroz6é gének (NROB1/DAX1, SOX9, SRY, WNT4, NR5A1L) intragénikus kopiaszam
valtozasanak detektalasa céljabol. Ezzel a modszerrel az NR5AL gén 5-0s €s 6-0os exonjanak
QMPSF modszerrel megerdsitettiik. A kisméretli, intragénikus delécio a korabbi aCGH
vizsgalattal azért nem volt kimutathato, mert az NRSAL gén ezen exonjai nincsenek lefedve
CNV probakkal az alkalmazott citogenetikai microarray platformban. A deléciotol
proximalisan és disztalisan elhelyezkedd legkozelebbi CNV probak a 4-es és 6-0s intronban
talalhatok, ezek normal kopiaszamot mutattak. A sziildk MLPA vizsgélatakor az NR5A1
génben nem igazolodott CNV, ami megerdsitette a kislanynal kimutatott eltérés de novo

crcr

diagnozis kertilt leirasra.
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6. MEGBESZELES

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

6.1.1. Szindromds CHD-val diagnosztizalt betegek

Harmincharom szindromas CHD-val diagnosztizalt beteg koziil hét esetben sikeriilt
patogén CNV-t azonositani, ami 21%-0s detekcids aranyt jelent. Ez a diagnosztikai
hatékonysag megfelel a szakirodalomban ko6zolt adatoknak. Klinikai és tudomanyos célu
tanulmanyok eredményei alapjan a CHD-s esetek 3-25%-aban mutathatok ki patogenetikai
szereppel bird6 CNV-k.

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 valtozo. A velesziiletett szivhibak hatterében igazolt CNV-k esetén
tovabb neheziti a genotipus-fenotipus Osszefiiggés megadasat a CHD fenotipus inkomplett
penetranciaja.

Az elsé szindromas betegnél az aCGH tisztazta és pontositotta a diagnosztikai
kivizsgalas sordn végzett citogenetika, FISH és multicolor FISH vizsgélatok eredményeit. Az
5-0s kromoszoma rovid karjan igazolt 34,58 Mb méretli terminélis delécié megerdsitette a Cri-
du-chat szindroma (MIM # 123450) diagnézisat, amely a gyakoribb mikrodelécios szindromak
kozé tartozik, 1:20 000 — 1:50 000 incidencidval. A betegnél kimutatott delécids 5-0s
kromoszoma gytirQi formaban torténd eléfordulasa igen ritka, eddig minddssze néhany esetet
irtak le ebben a szindrdmaban. A szindroma az esetek 85%-aban de novo eredetl, az 5-0s rovid
kart érintd deléciok mérete 560 kb és 40 Mb kozott valtozik. A betegek heterogén fenotipusat
egyértelmilen magyarazza a deléciok méretében mutatkozé kiillonbozdség. Egy, a genotipus-
fenotipus korrelaciot vizsgalo osszefoglald tanulmény szerint a legjellemzobb tlinetek az aldbbi
kromoszomarégiok elvesztéséhez kothetOk: macskanydvogésra emlékeztetd sirdsi 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 altalunk
vizsgalt betegnél az azonositott delécid tdréspontja alapjan stilyos mentalis retardacid varhatod
késobbi  életkorban. 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. A citogenetikai

microarray analizis nem igazolta a DNS kopiaszamanak duplikacidjat a 15-6s kromoszéman,
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amibdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a teljes SSMC nem kodolo heterokromatinbél
éptil fel, ezaltal nem befolyasolja 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 kromoszoma hosszu karjan interstitialis delécid igazolddott a 621 és 6023.2
toréspontok kozott. A kimutatott 18,753 kb méreti delécio 49 OMIM gént tartalmaz. Ez a CNV
tartalmazza a ritka ,,60q21—q22 delécios szindroma”-ként ismert korkép kialakulasaért felelds
kromoszomarégiot, mely igen valtozatos velesziiletett fejlodési rendellenességekkel,
arcdysmorphiaval, szomatikus és mentalis retardacioval jar. A 6-os kromoszdéma hosszu karjat
érintd deléciok a jellemz6 toréspontok alapjan 3 csoportba sorolhatok: ,,A” vagy proximalis
(6911—q16); ,,B” vagy kozéps6 (6q15-925); ,,C” vagy terminalis (6q25—qter). Az altalunk
azonositott CNV a ,,B” delécids csoportba tartozik. Az interstitialis 6q delécios esetek
genotipus-fenotipus dsszefiiggéseit elemz6 irodalmi adatok szerint a CHD-val diagnosztizalt
esetekben egy 113-114,5 kb-os méretii k6zos delécids szegmens mutathato ki, amely a kardialis
morfogenezisben kritikus szereppel bird géneket (GJAL, HDAC2, MARCKS) tartalmazza. A
betegnél igazolt delécid 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 monoszémidt és 6q25.1q27 parcidlis triszomiat, amelyek kiegyenstlyozatlan
transzlokacid kovetkeztében jottek létre. A 4-es kromoszoma hosszu karjanak terminalis
delécidja egy ritka aberracio, az esetek kb. 10-20%-aban sziil6i kiegyenstlyozott transzlokacid
kiegyensulyozatlan formaban valo orokitésének eredménye és egyiitt jar a transzlokacidban
részt vevO partnerkromoszoma parcialis duplikacidjaval. 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 terminalis részén beliil két, CHD-val szoros Osszefiiggést mutatd
kromoszomarégi6 is leirasra keriilt. A 4q32.2—034.3-ban a TLL1, HPGD és HAND2 gének
delécidja tehetd feleldss¢ a CHD létrejottéért. A kiegyensulyozatlan transzlokéacié hordozas
kovetkeztében a beteg fenotipusanak kialakitdsdhoz hozzdjarul a terminalis 6q duplikécid
(6925—927) is, amelynek kovetkezményei nagyon heterogének. A CHD jelolt gének ebben a
régioban a DLL1, QKI, RPS6KA2. A kiegyensulyozott transzlokacid hordozas miatt a sziiloket
genetikai tandcsadas keretében tajékoztattak a magas ismétlodési kockazatrdl és a prenatalis

genetikai diagnosztika lehetdségérdl egy kovetkezd terhességben.

18



cre

duplikaciojat mutattuk Ki. 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. A 8p23.1 duplikacios szindromas betegek fenotipusa igen
heterogén, leggyakoribb tiinetek a CHD, fejlddésbeli elmaradas, tanulasi nehézségek (>90%),
viselkedészavarok és enyhe dysmorphia. A CHD kiilonb6z0 sulyossagu forméi az esetek 25%-
aban fordulnak elé. A 8p23.1 kromoszomarégioban szamos gént (n=27) és mikroRNS-t (n=5)
azonositottak, melyek koziil a GATA4, TNKS1, SOX7 és XKR6 dozis-szenzitiv gének, fokozott
expressziojuk felelds a szindroma tiineteinek kialakuldsaért. A GATA4 és SOX7 gének egyiittes
hatasara alakul ki CHD, a TNKS a viselkedési zavarokért, a SOX7 a fejlodésbeli elmaradésért
tehetd feleldssé. A betegnél azonositott 3842 bp méretli duplikacio teljes mértékben lefedi a
szindromaért felelds kritikus régidt, ennek megfeleléen a beteg fenotipusa is atfed az
irodalomban leirt tiinetekkel: aszimmetrikus arc és koponya, epicanthus, benyomott orrgyok,
hosszl philtrum, retrognathia, alacsonyan iil6 fiilek.

Az 6todik beteg az el6z0 lanytestvére, aki a pozitiv familidris anamnézis, a congenitalis
vitium és enyhe dysmorphia miatt 22 honapos koraban keriilt klinikai genetikushoz. Célzott
MLPA vizsgéalattal a 8p23.1-es régidoban 1évd gének (GATA4, MSRA, PPP1R3B) duplikéaciojat
részébe lokalizalodnak. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a duplikalodott régidé mérete azonos
a testvérénél azonositottal. A kislanynal jelentkez6 enyhébb CHD (FoA) és fenotipusbeli
eltérések lehetséges magyardzata a CNV szindromaékra jellemzé csokkent penetrancia és
valtoz6 expresszivitas lehet.

A 6. és 7. esetben célzott MLPA vizsgalattal igazoltuk a DiGeorge szindroma (MIM #
betegnél Fallot-tetralogiat diagnosztizaltak sziiletéskor, amely a leggyakoribb vitium ebben a
szindromaban. Mivel azonban az immundeficiencia (a betegség egyik legjellemzobb tiinete)
hidnyzott a 6. betegnél, 16 éves koraig izolalt CHD-val tartottak nyilvan. A 7. betegnél a thymus
hypoplasia és TOF alapjan mar 1 hénapos korban felmeriilt a DGS diagnozisa. A 22ql11.2
l6kusz delécioja altal okozott DGS a legrégebben ismert és leggyakoribb mikrodelécios
szindroma, prevalencigja 1:3000 — 6000. A korkép fébb tiinetei: CHD, thymus hypoplasia,
fejlodésbeli elmaradas, tanulasi nehézségek, beszédkésés, hypoparathyreosis okozta
hypocalcaemia, arcdysmorphia, szdjpadhasadék ¢€s a szajpad funkcidzavara, a vese és a szem
fejlédési  rendellenességei, felndttkorban  pszichidtriai  betegségek. A 22qll.2-es

kromoszomarégioban tobb alacsony kopiaszamu ismétlédé szekvencia (LCR) talalhato,
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amelyek NAHR-ra hajlamositva eredményezik a régioban el6forduld  gyakori
szubmikroszkopos deléciot és duplikaciot. A DGS-re jellemz6 klinikai kép nagyon heterogén,
a CHD-kat valtozo expresszivitas és csokkent penetrancia jellemzi. A csokkent expresszivitas,
a CHD szindromak jellegzetes tiineteinek hidnyat eredményezheti, ami megnehezitheti a
szindromas formak felismerését, ezért az izolaltnak tiind esetekben klinikailag nagyon hasznos

lehet a CNV-ket kimutat6 aCGH vagy MLPA alkalmazasa.

6.1.2. Izolalt CHD-val diagnosztizalt betegek

Az izoladlt CHD-val diagnosztizalt csoportban féleg komplex szivfejlddési
rendellenességet mutatoé betegek voltak: TOF (n=12), UH (n=1), HLH (n=1), AVSD (n=1),
AVSD + TGA (n=1). Az 6 esetiikben 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, 22ql1.2, 22ql3) kopiaszdm
eltéréseinek kimutatasara. Az altalunk alkalmazott MLPA kitekkel nem igazolddott patogén
delécio vagy duplikacid egyik beteg mintdjaban 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 alkalmazésara keriilt sor.

6.1.3. Abortumokbdl szarmazo mintik

A prenatalisan felismert vitiumok hatterében 18-22%-ban mutathato6 ki kromoszomalis
aneuploidia és DiGeorge szindréma, a magzatok jelentds hanyadaban egyéb genetikai eltérések
(CNV, pontmutaciok) feltételezhetok. Az ismert, CHD-val tarsulo
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 els6vonalbeli genetikai tesztként javasolt eljaras
magzati rendellenességek esetén. Vizsgalataink sordn kiilonbozd sulyossagl és komplexitasa
vitiummal diagnosztizalt magzatok (n=18) mintdin MLPA modszerrel a DGS- (22q11.2) és mas
CHD-specifikus kromoszomarégiokban (4q35, 8p23, 9q34.3, 10pl4, 17p13.3, 22ql13) nem
azonositottunk deléciot vagy duplikaciot. A CHD-kban patogén szereppel biro gének (GATA4,
TBX5, NKX2.5, BMP4, CRELD1) CNV sziirése soran egy mintaban (12. eset) a 14922.2-es
kromoszomarégioba lokalizal6do BMP4 gén duplikaciojat mutattuk ki. Ennél a magzatnal VSD
és CoA volt lathat ultrahangvizsgélattal. Allatmodellekben igazoltik, hogy a BMP4 fehérje

fontos szerepet jatszik a kardiogenezisben, a szeptumok ¢és az ingeriiletvezetés kialakitasaban.
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A gén funkcidovesztd mutdcidja sulyos velesziiletett szivhibakat eredményez. A gén
duplikéciojanak szivfejlodésre gyakorolt funkciondlis kdvetkezményeirdl nincsenek irodalmi

adatok.

Eredményeink alapjan a citogenetikai microarray moédszer hatékony eljarasnak
bizonyult patogenetikai jelentéségii CNV-k kimutatasara szindromas CHD-ban. A korallapot
hatterében 4ll6 mutacidk azonositdsdval genetikai diagnozis allithato fel, ami lehetévé teszi
pontos genotipus-fenotipus 0Osszefiiggés megadasat, eldsegiti a betegek prognosztikai
besorolasat, az érintettek korai, személyre szabott megel6z0 és terdpias ellatasat. A genetikai
eltérések ismerete segitséget nyujt a klinikai genetikusnak a tarsuld tiinetek korai
felismerésében, az ismétlodési kockazat becslésében, az els6fokt rokonok sziirésében. Amikor
az érintett egyén eléri a felndttkort, a genetikai diagndzis birtokdban lehetové valik prenatalis

genetikai diagnosztika is.

6.2. DSD tiineteit mutat6 beteg

Az altalunk vizsgalt beteg ndi kiilsé nemi szervekkel, clitoromegaliaval ¢és enyhe
dysmorphids jegyekkel sziiletett. A kromoszoma analizis SRY-pozitiv 46,XY kariotipust
igazolt. A késObbiekben végzett képalkoto vizsgélatok hianyz6 uterust, vakon végzdd 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 gének
mutacio analizise és a teljes genomot vizsgalé aCGH modszer eredménye negativ lett. A DSD
kialakitasaban szerepet jatszo gének (DAX1/NROB1, CXorf2l, SOX9, SRY, ZFY, WNT4,
NR5A1) kopiaszam valtozasanak vizsgalatara MLPA modszert alkalmaztunk. Ennek soran az
technika segitségével megerdsitettiink. Az altalunk kimutatott CNV 1j mutacio, DSD-vel
diagnosztizalt beteg esetében ilyen genetikai eltérést még nem irtak le.

Az NRS5A1 fehérje egy magreceptor szupercsalad tagja. A ligandk6td doménjének
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 szekvencidja utan. Ennek
kovetkezményeként vagy funkcidképtelen, trunkalt NRS5AL fehérje szintetizadlodik errdl az
allélrol vagy a nonszensz-medialta mRNS lebomlas miatt egyaltalan nem képzddik fehérje. A

masik allél mutacidja kizarhatd, mivel az exom szekvendlds sordn ebben a génben nem
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igazolodott szekvenciabeli eltérés. Ezek alapjan az NRSAL gén parcialis delécidja okozta
haploinsufficiencia teheto feleldssé a beteg nemi differencialodasi zavaraért.

A 46,XY DSD komplett vagy parcialis GD-vel jar6 formaiban a testis differencialodasi
zavara vagy az androgén hatas elmaradéasa miatti maszkulinizacios/virilizacios zavar figyelhetd
meg. A 46,XY DSD hatterében allo gének koziil az egyik legtobbet vizsgalt az NRSAL. Az
altala kodolt NR5A1 fehérje egy transzkripcios faktor, a férfi irdny nemi differencialédasban
kulcsfontossagt szerepet jatszé gének (pl. SRY, SOX9) expressziojanak szabalyozdsidban vesz
részt a WT1 fehérjével egylitt. A bipotencialis gonadbdl kialakult herékben fokozza a Sertoli-
sejtek AMH termelését, ami a Miiller-csé visszafejlédéséhez vezet. A here Leydig-sejtjeiben a
tesztoszteronszintézisért felelds enzimek expressziojanak fokozasa révén a Wolff-cso
differencidlodasat, a belso és kiilso férfi nemi szervek kialakuldsat segiti eld.

Humén vizsgalatok eredményei alapjan az NR5A1 gén funkcidvesztéssel jaré mutacioi
nagyfoku fenotipusbeli variabilitassal jarnak: férfi infertilitas, hypospadiasis, rejtettheréjliség,
bilateralis anorchia, primer ovarium elégtelenség (46,XX kariotipusu ndknél), GD ¢és ritkan
mellékvesekéreg elégtelenség. Napjainkig az NRS5AL génben kb. 40 heterozigdta mutaciot
azonositottak 46,XY DSD-vel diagnosztizalt betegekben, ezek nagy része egy vagy néhany
nukleotidot érintd pontmutacid volt. A kisskaldju génmutaciokkal szemben nagyon kevés
irodalmi adat all rendelkezésre a 46,XY DSD-vel Osszefliggésbe hozhato gének, illetve ezen
géneket tartalmazo lokuszok kopiaszam eltéréseir6l. NR5AL gént érintdé CNV-t csak néhany
esetben irtak le, ezek mind méretiik, mind fenotipusbeli kovetkezményeik tekintetében nagyon
heterogének voltak.

Osszefoglalva, vizsgalataink soran egy 0j, 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 kialakulasaban és
hangsulyoztak azok kimutatasdnak klinikai jelentdségét. Ezeknek a mutacidtipusoknak a
vizsgélata ma még nem része a DSD-s betegek rutin diagnosztikai kivizsgéalasanak,
eredményeink alapjan azonban egyértelmiien javasolt a tisztdzatlan genetikai hatterli esetek
felderitésében. Az MLPA moddszer alkalmasnak bizonyult a DSD-vel 6sszefiiggésbe hozhatd
gének exondlis kopiaszam eltéréseinek szlirésére, alkalmazasa javithatja a korkép nagyon

alacsony diagnosztikai hatékonysagat.
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7. OSSZEFOGLALAS

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

Az els6 tanulmanyban a CHD-s betegpopulacidt harom alcsoporta osztva 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 6sszefiiggés vizsgalatakor valamennyi pozitiv esetben
igazolhat6 volt a CNV patogenetikai szerepe. Hairom betegnél ismert mikrodelécios szindroma
(2 DiGeorge, 1 Cri-du-chat), egy testvérparnal ultra ritka familiaris 8p23.1 duplikacios
szindréma, egy betegnél nagyon ritka 6q21-q22 delécids szindroma, egy beteg esetében pedig
egy eddig még nem leirt kiegyensulyozatlan transzlokaci6 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 sulyos, 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 14g22.2-es kromoszomarégioba lokalizalodo BMP4
gén duplikacigjat jelentette. A kardiogenezisben szerepet jatszo gén kdpiaszam novekedésének
patogenetikai jelentdsége nem bizonyitott.
genetikai kivizsgalasat végeztiik el. Az SRY-pozitiv, 46, XY Kkariotipusu, lanyként nevelt
gyermeknél néi kiilsé genitalia, hianyzé uterus és GD keriilt leirasra. A DSD-specifikus
génekben 1) generacios szekvenaldssal mutdcid nem volt kimutathatd, teljes genom
citogenetikai microarray vizsgalattal patogén CNV nem igazolodott. DSD-specifikus MLPA
moddszer alkalmazasaval egy eddig még nem leirt mutacidt, az NR5A1 gén 5-0s és 6-0S
haploinsufficiencidjat eredményezve vezet DSD-hez. A mutacid6 megerdsitette a 46,XY
parcialis GD diagnézisat. Eredményeink megerdsitették az intragénikus CNV-k patogenetikai
szerepét a DSD-k kialakul4dsaban €s hangsulyoztak azok kimutatasanak klinikai jelentoségét.

Az MLPA moddszer alkalmasnak bizonyult a DSD-vel 6sszefiiggésbe hozhaté gének exonalis
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kopiaszam eltéréseinek sziirésére, alkalmazasa javithatja a korkép nagyon alacsony

diagnosztikai hatékonysagat.

8.

1)

2)

3)

4)

AZ ERTEKEZES UJ MEGALLAPITASAI

Els6ként végeztiink Magyarorszagon olyan tanulmanyt, amelyben patogén CNV-k
eléfordulasat vizsgaltuk CHD-ban aCGH ¢és MLPA moddszerek alkalmazasaval.
Vizsgalataink sordn 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-q22 delécios
vagy 8p23.1 duplikaciés szindroma. Egy esetben egy eddig még nem leirt, familiaris
eredetli  kiegyensulyozatlan transzlokédciot azonositottunk. Mivel valamennyi
mikrodelécios/mikroduplikdciés szindréma autoszom dominans moédon 6roklédik,
amennyiben az érintettek elérik a felnéttkort, a genetikai diagnézis birtokaban lehetdség
nyilik prenatalis genetikai vizsgalatra a betegség ismétlodésének megeldzése céljabol.
Megallapitottuk, hogy az altalunk alkalmazott aCGH és MLPA technikdk hatékony
diagnosztikai eljarasok a szindromas CHD-k hatterében allo CNV-k azonositasaban.
Eredményeink alapjan egy olyan, a CNV-k kimutatasara alkalmas diagnosztikai
algoritmust dolgoztunk ki, mellyel a genetikai tesztek eredményesen és koltségkimélen
alkalmazhatoak.

Az izolalt CHD-s esetek €s a prenatalisan CHD-val diagnosztizalt magzati mintdk esetében
kapott eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a célzott MLPA vizsgéalatok nem
elegendéek patogén CNV-k azonositisara. A teljes genomra kiterjedd CNV sziirés
citogenetikai microarray modszerrel nagyobb hatékonysaggal azonosithat patogenetikai
jelentdségii CNV-ket.

Egy tisztazatlan genetikai hattert DSD-vel diagnosztizalt betegben 1j, eddig nem ko6zolt
mutéciot azonositottunk az NRSAL génben MLPA modszerrel. A gén 5-0s és 6-0s exonjat
érintd heterozigdta deléci6 a DSD-t okozd mutéciok egy nagyon ritka tipusa.
Eredményeink alapjan felhivtuk a figyelmet a DSD kialakitdsdban szerepet jatszo gének
intragénikus parcialis kopiaszam eltéréseinek vizsgalatira. Hangsulyoztuk az MLPA
modszer alkalmazédsanak jelentdségét ezen CNV-k azonositdsaban, amely révén jelentds

mértékben javithaté a DSD-k nagyon alacsony diagnosztikai hatékonysaga.
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