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Bevezetés

A 20. szazad masodik felében €s a 21. szazad elején bekovetkezett technoldgiai 0jitasok nagyban
hozzajarultak a tudomany szamos teriiletének fejlodéséhez, beleértve a humangenetikat is. A
neurofibromato6zisban vagy Marfan szindroméaban szenvedd betegek kdpiaszambeli eltéréseinek
jellemzésére modern modszereket, kdztiik a multiplex ligaciofiiggd szondaamplifikaciot (MLPA)
¢s az array komparativ genomialis hibridizaciot (aCGH) alkalmaztunk kutatdémunkank soran.
Tovabba a kimutatott eredmények ¢€s a klinikai adatgytijtés alapjan genotipus-fenotipus analizist
allitottunk fel. Dolgozatunk sordn a betegség lefolyasa és sulyossdga, valamint a bemutatott
genetikai eltérések kozotti osszefliggések vizsgalatat végeztiik el. Mindezek mellett a kimutatott
nagy CNV-k és a Marfan szindroma kardiovaszkuldris manifesztacidinak stlyossdga kozotti
Osszefiiggés vizsgalatat végeztik el és mutattuk be kutatdsunkban. A szabalyozd elemek
szerepének feltarasat végeztik el, kiilonos tekintettel az FBN1 génben talalhato transzkripcios
faktorok kotéhelyeire. Ezen kiviill megvizsgaltuk az ebben a génben talalhaté nagy de novo
delécio toréspontjait, és javaslatot tettiink e nem rekurrens kopiaszambeli eltérés (CNV)

kialakulasanak molekularis mechanizmusara.
Kopiaszambeli eltérések

Az abnormalis kopiaszambeli eltérések a strukturalis variaciok (SV) egyik tipusa, amely igen
gyakran jelenik meg az egyén genomjaban. Az SV-k a nukleotidszekvencia hosszi szakaszait
érintdé genomialis atrendezédések egy csoportja. Ezek finom, kozepes és nagyméretii SV-kre
csoportosithatok. A CNV-t altalanossagban olyan kopiaszambeli eltérésként hatarozzak meg,
amely egy 1 kb vagy anndl nagyobb DNS-szegmenst érint. A mutacids ratdk nagymértékben
eltérnek a kiilonb6z6 10kuszok kozott, €s a CNV-k esetében sokkal magasabbnak tlinnek, mint az
SNP-k esetében. A CNV-k hozzijarulnak az egyének kozotti genomikai diverzitdshoz, és

jelentds szerepet jatszanak az evolicioban.
Kopiaszambeli eltérések tipusai

A CNV-k toréspont-elemzései alapjan két f6 csoportot kiilonboztethetiink meg: a rekurrens és a
nem rekurrens CNV-ket. A rekurrens CNV-k tobbé-kevésbé ugyanazon a genomi helyen
helyezkednek el, azonos toréspontokkal, igy hasonld méreti DNS szegmenseket érintenek a nem

rokon egyének kozott. Ezzel szemben a nem rekurrens CNV-ket kiilonb6z6 helyeken észlelik,
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toréspontjaik és méreteik tekintetében megfigyelhetd kiilonbséggel. Megkiilonbdztethetiink egy
harmadik csoportot is, amelyet csoportositassal nem rekurrens CNV-knek neveziink. Ebben az
esetben a CNV-k egyik oldala nagyjabdl hasonld genomi helyre lokalizalodik, mig a toréspont a

masik oldalon valtozik.
A kopiaszambeli eltérések kialakulasanak mechanizmusa

A CNV-k rekombinacion és replikacion alapulé mechanizmusok soran is kialakulhatnak.
Emellett szamos esetben kimutathat6 a transzpozabilis elemek (TE) hozzajarulasa szamos CNV
kialakuldsdhoz. Az egyenldtlen meiotikus rekombinacion alapuld mechanizmusok a nem-
allelikus homol6ég rekombinaci6 (NAHR), a nem-homoldg végcsatlakozas (NHEJ) és a
mikrohomologidval kozvetitett végesatlakozas (MMEJ). A replikacids hibdkon alapuld javasolt
mechanizmusok a sorozatos replikacios csuszas (SRS), a villa megakadasa és a templat valtas
(FoSTeS) és a mikrohomologia altal kozvetitett torés-indukalt replikacio6 (MMBIR). Korabbi
tanulmanyok alapjan gy tlinik, hogy bizonyos koriilmények vagy kémiai dgensek replikacios

stresszhez vezethetnek, ami potencialisan karos CNV-ket alakithatnak ki.

Az egyik legismertebb mechanizmus a NAHR, amely a legtobb rekurrens CNV-hez jarul hozza.
A CNV-k gyakran szegmentalis duplikaciok vagy LCR-ek kozvetlen kozelében talalhatok, bar
mas hosszu homologia szakaszok is feleldsek lehetnek a NAHR mechanizmusaért, példaul Alu-
vagy Ll-elemek. Az NHEJ az egyik legfontosabb javitd mechanizmus a kettdsszal-torések
(DSB-k) helyreallitasara, kiilonosen a GO és G1 fazisokban. Az MMEJ a NHEJ egy hibatiir6bb,

fliggetlen, alternativ formaja.

A FoSTeS modell szerint a replikacios villa valamilyen esemény miatt megéll, majd egy kozeli
ennek kovetkeztében folytatja a replikaciot. Az MMBIR a torés-indukalt replikacio (BIR)
javasolt, specifikus formdja, amely az 6sszeomlott replikacids villakbol szarmazo kettds szalu
DNS-végeket javitja. Az MMBIR egy masik, kozeli replikacios villabol szarmazoé rovid
mikrohomologiat hasznél a templatvaltashoz. Az SRS alapvetden az eldre- és hatrafelé torténd
replikdcios csuszas tobb forduldja, amelyek gyakran kisebb komplex atrendezédéseket hoznak
létre. A mobilis elemek, mas néven transzpozabilis elemek, olyan genetikai anyagok, amelyek

képesek athelyezni magukat a genomban, ezért az emberi genom jelentds részét alkotjak.



Ritka betegségek

Az Europai Kozegészségligyl Bizottsaig meghatarozasa szerint a ritka betegségek "olyan
¢letveszélyes vagy kronikusan legyengité betegségek, amelyek olyan alacsony gyakorisaggal
fordulnak el6, hogy kezelésiikhoz kiilonleges, egyiittes eréfeszitésekre van sziikség". A
gyakorisagi szamot gy hatarozzak meg, hogy az kevesebb embert érint, mint 1/2000. Jelenleg
mintegy 7000 ritka betegséget ismernek el. A rendellenességek orokolheték a sziilokt6l vagy
kialakulhatnak de novo. Jelenlegi ismereteink szerint a ritka betegségek kb. 50%-a érinti a
gyermekeket. Mind a betegség lefolyasa, mind a betegség megnyilvanulasa kiilonb6z6 a betegek

kozott.
Marfan szindroma

A Marfan szindroma (MFS; OMIM #154700) egy autoszomalis dominans, multiszisztémas
betegség, amely nagy klinikai heterogenitassal rendelkezik, és els6sorban a csontvaz-, szem-,
sziv- és érrendszert érinti. Az MFS-ben a legéletveszélyesebb szovodmény a kardiovaszkularis
rendszerhez kapcsolodik, beleértve az aorta gyokerének és a felszallo aortanak a tagulasat, ami
aorta disszekciot és hirtelen halalt eredményezhet. A betegséget a fibrillin-1 (FBN1) gén
mutaciol okozzak, amely 65 kodold exonbol all, és a 15. kromoszoma hosszu karjan (15g21.1)
helyezkedik el. A gén az extracellularis matrixban (ECM) talalhaté6 mikrofibrillumok egyik f6
alkotdelemét, a fibrillin-1-et kddolja. Egyetlen, tobb exonbol allo, és teljes FBN1 deléciokrol
egyarant beszamoltak eddig. Az FBN1 esetében az MFS-betegek 2-7%-aban talaltak

kopiaszambeli eltérést.
Neurofibromatozis

A neurofibromatozisnak tobb kiilonb6zd tipusa van, bar a hadrom leggyakoribb az 1-es, 2-es
tipusu neurofibromat6zis (NF1 és NF2) és a schwannomatdzis. A leggyakoribb tipus, a
autoszomalis dimonans 6roklédést mutatd neurofibromatosis 1 (NF1; MIM#162200), amelyet az
NF1 nevii gén genetikai elvaltozasa okoz. Az NF1 {6 klinikai jellemz6i a café-au-lait foltoknak
(CALs) nevezett hiperpigmentalt bérfelszinek és a patognomikus neurofibromak. Szamos
jellegzetesség gyakorisdga az életkor elérehaladtdval novekszik, és életkorfiiggd penetranciat
mutat. Az NF1 egy tumorszuppresszor gén, amely a 17. kromoszoman (17q11.2) lokalizalodik,

¢s egy Ras-specifikus GTPaz-aktivald fehérjét, az tgynevezett neurofibromint kodolja.
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Napjainkban az NF1-es betegek 5-11%-anak van kopiaszambeli eltérése, amely az NF1 és a
szomszédos régiokban taldlhatdo géneket érinti. Jelenleg a mikrodelécioknak 4 tipusa létezik,
amelyeket 1-es, 2-es, 3-as és atipusos tipusoknak neveznek. A {6 kiilonbség kozottiik a toréspont
helye, az érintett méret és régiod, s ezaltal a delécios tartomanyon beliili érintett gének. Az 1., 2.
¢s 3. tipusokat a NAHR okozza akar a meidzis (1. tipus, 3. tipus), akar a mitozis (2. tipus) soran.

Az atipikus mikrodeléciok esetében az okok heterogének.
Célok

Célunk az volt, hogy

1. meghatarozzuk a kopiaszdmbeli eltérések gyakorisagat ¢és tipusat az 1l-es tipust

neurofibromatdzisban szenvedd betegek korében;

2. feltarjuk a genotipus-fenotipus korrelaciot a kiilonbozo tipusu kopiaszambeli eltérések kozott

az NF1 mikrodelécios betegcsoportban;

3. Osszehasonlitsuk az 1. tipust neurofibromatdzisban szenvedd intragenikus és mikrodelécios

betegcsoport klinikai lefolyasanak kiilonbségeit;
4. Osszefiiggést tarjunk fel az eddig kimutatott nagy FBN1 deléciok és a kardiovaszkularis
manifesztaciok stlyossaga kozott;

crer

crer

Anyagok és modszerek

Intézetiinkbe (Orvosi Genetikai Intézet) genetikai vizsgalatra olyan betegeket utaltak, akiknél
felmeriilt a Marfan szindroéma vagy a neurofibromatoézis gyanuaja. Kutatasunkba 41 olyan beteget
vontunk be, akiknél felvet6dott a Marfan szindroma vagy valamely egyéb kotOszoveti
rendellenesség gyanuja. Az FBN1, TGFBR1 ¢s TGFBR2 gének eldzete Sanger szekvenalassal

torténd vizsgalata negativ eredménnyel zarult. Kontrollként 15 intragenikus FBN1 mutacioval



rendelkez6 beteget is bevontunk a vizsgalatba. Valamennyi beteg megfelelt a feliilvizsgalt Genti
kritériumoknak. Kutatdsunkban 640 nem rokon beteget vontunk be, akinél felvetodott a
neurofibromatdzis gyantija. Az NF1 gén Sanger szekvenalasat vagy az NF1, NF2, KIT, PTPN11,
RAF1, SMARCB1 ¢és SPRED1 gének NGS analizisét kdvetden 252 betegnél nem sikertilt
betegséget okoz6 mutaciot azonositani. Koziiliikk 17 betegnél nagy NF1 delécidt azonositottunk
MLPA-val. A betegcsoport féleg gyermekekbdl allt (a 17-bdl 14), akiknek ¢€letkora 2 és 17 év
kozott volt. Kontrollként 33 intragenikus NF1 mutacioval rendelkezd beteget is bevontunk a

vizsgalatba.

A periférias vér leukocitaibol E.Z.N.A.® Blood DNA Maxi kit segitségével DNS-t izolaltunk,
majd MLPA és Whole Genome aCGH elemzést végeztiink el. A CNV-k interpretaciojat in silico

végeztik el, valamint elvégeztiik a szomatikus mozaikossag meghatarozasat.

Az FBN1 deléci6 megerdsitésére €s a toréspontok meghatarozasdra az in silico elemzés
segitségével célzott primerekkel végzett long range PCR-t és Sanger-szekvenalast alkalmaztunk.
Az FBN1 génen beliil a szabalyozé elemeket az UCSC genom bongészd segitségével elemeztiik.
Statisztikai elemzést (two-tailed Fisher-féle egzakt teszt) alkalmaztunk a klinikai jellemzok
gyakorisagaban mutatkozo kiilonbségek mérésére a kopiaszam variaciokkal (NF1 mikrodelécid
¢s FBN1 nagy delécio) és az intragenikus mutacidkkal rendelkezd betegek kozott. A p<0,05

értéki kiilonbséget szignifikdnsnak tekintettiik.
Eredmények

Marfan szindroma

Az MLPA analizis soran egy 22 éves nonél és egyéves fianal egy két exont (46-47) érint6 1j,
nagy deléciot azonositottunk. Ennek kovetkeztében a fibrillin-1 fehérje 31. és 32. kalciumkotd
EGF-szeri doménje deletalodik, amely hozzédjarul a Marfan szindroma kialakuldsdhoz. Az FBN1
deléci6 pontos toréspontjainak azonositdsa egy 4916 nukleotid hosszusdgi szekvencia

elvesztését mutatta ki "TG" nukleotidok beillesztddésével.
A kardiovaszkularis manifesztaciok sulyossaga és a CNV-k kozotti osszefiiggés vizsgalata

A kardiovaszkularis (CV) tlineteket két kiilonbozd csoportba soroltuk, az tigynevezett minor és

major CV csoportba. Az eldbbi csoportba tartozik az annulus mitralis meszesedés (a tiinetek



megjelenésének kora <40 ¢év), a tiidOartéria tagulata, a mitralis billentyli prolapsus, az aorta
descendens vagy az aorta abdominalis tdgulata vagy disszekcioja (a tiinetek megjelenésének kora
<50 év). A major tiinetek kozé tartozik az aorta ascendens, az aorta ascendens tagulata aorta

regurgitacioval vagy anélkiil, valamint a Valsalva-szinuszok érintettsége.

Az egy exon deléciét hordozd betegek nagy részénél (16-bol 10; 63%) major CV-tlinetek
jelentkeztek, emellett egy betegnél minor tiinetek jelentkeztek, két betegnél pedig nem volt
kardiovaszkularis manifesztacié. A tobb exon deléciot hordozo betegeknél sokkal gyakrabban
fordultak el6 stlyos CV tiinetek (19-bdl 16; 84%). Tovabba 11 betegnek a f6 CV-tiinetek mellett
kevésbé sulyos tiinetek is tapasztalhatok voltak. Teljes géndelécid esetén 16 betegbdl 11 betegnél
(69%) jelentkeztek sulyos CV-tlinetek, ahol nyolc beteg két csaladhoz tartozott. Kontroll
betegeink koziil (intragenikus mutaciok) hat betegnél major (40%), négy betegnél minor CV
manifesztacio (csak mitralis billentyli prolapsus, 27%), 6t betegnél pedig semmilyen CV tiinet
nem volt. A major CV-manifesztaciok megfigyelt gyakorisaga szignifikans kiilonbséget mutatott
(73 vs. 40%; p=0,031) a nagy delécioval rendelkezd betegek €s a kontrollbetegek csoportja
kozott. A tobb exon delécidval rendelkezd betegek esetében az eredmények meglehetdsen
hasonloak voltak (84% vs 40%; p=0,012). Végiil nem mutatkozott szignifikdns kiilonbség az egy

exon delécidt hordozo betegek és az intragenikus FBN1 mutacioval rendelkez6 betegek kozott.

Az FBN1 génen beliili szabalyozé elemek elemzése a transzkripcios faktorok kotéhelyeire

osszpontositva

Az FBN1 gén kiilonb6zé CNV-k altal érintett régidjaiban szamos transzkripcio faktor kdtohelyet
(TFBS) talaltak. Az eldzetes in silico elemzés szerint a bemutatott TFBS-ek koziil a STAT3
mutat potencidlis korrelaciot a CV tiinetekkel, és feltételezhetden szerepet jatszik a
kardiovaszkularis manifesztaciok kialakuldasaban. Ot esetben a STAT3 kétdhelyeket érintd
deléciot mutattunk ki. Koziiliik négy betegnél aortatdgulat alakult ki, egy betegnél pedig a
felszallo aorta és a jobb koszortiér akut disszekcidja is el6fordult. Ezenkiviil szdmos, az aortaban

aktivnak ismert szabalyoz6 elemet (promoter és/vagy enhancer) talaltunk az FBN1 gén

crer



Neurofibromatozis

17 betegnél a teljes NF1 gén és tobb szomszédos gén heterozigdta delécidja volt kimutathatd. Az
MLPA analizis tizenkét 1-es tipusu és Ot atipusos deléciot mutatott ki. Tiz betegnél aCGH-
analizist alkalmaztak az MLPA-eredmények megerdsitésére. Osszességében tizenkét 1-es tipusi,
egy 2-es tipusu és négy atipusos deléciot (harom kiilonb6z6 1) atipusos delécidt) azonositottunk
a betegcsoportunkban. Emellett nem észleltiink 3. tipusu mikrodeléciot. Az aCGH-val vizsgalt
tiz beteg koziil egy atipusos delécioval rendelkezd beteg mutatott szomatikus mozaikossagot, kb.

30%-0s mértékben.
Az NF1 mikrodelécio kiilonbozo tipusaiban szenvedé betegeink klinikai jellemzése

Hét 16 kategoriat (dysmorphias jellemzok, bérmanifesztaciok, neurofibromak és egyéb tumorok,
csontvazanomalidk, szemészeti manifesztaciok, neuropszichologiai tiinetek, kotdszoveti
anomaliak és szivrendellenességek) hatdroztunk meg és valasztottunk ki a genotipus-fenotipus

asszociacios elemzéshez.

A 17 betegbdl 9-nél (53%) az arc dysmorphidja jelentkezett. Hasonlé gyakorisag volt
tapasztalhato a hypertelorismus esetében is. Ugy tinik, hogy a durva arckifejezés és a nagy
kezek és labak az NF1 mikrodelécios betegek jellegzetes dysmorphids jellemzdi, mivel ez
gyakori volt az 1. tipust delécids betegeinknél (12-bdl 8, 67%), és mindkét tlinetet a 2. tipust
delécids betegnél is észleltiik. Ezzel szemben intragenikus NF1-es betegpopuldcionkban a

dysmorphias vonasok ritkan voltak tapasztalhatok.

A deléci6 tipusatol fiiggetleniil minden betegnél café-au-lait foltokat (CALs) figyeltiink meg. A
honalji €s a lagyéktdji szepld azonban hidnyzott a 2-es tipusu delécids betegnél, ezek nagy
gyakorisagot mutattak az 1-es tipusu (12-b6l 10; 83%) €s az atipikus (4-bol 3; 75%) delécios
csoportban. A kezek és a labak lagyszoveti feleslege a mi betegeink kozott is eléfordult, bar
kisebb gyakorisaggal. A bor manifesztacioi, beleértve a CALs-okat (33-bol 30; 91%) és a honalji
¢s inguinalis szeploket (33-bol 17; 52%) szintén jellemzbek voltak az intragenikus NF1-es

betegekre.

Eredményeink szerint a neurofibromak tipusai koziil a subcutan neurofibromak voltak a

leggyakoribbak, bar érdemes megemliteni, hogy az egész test és a gerinc MRI nem része a



rutineljarasnak a betegellatasunkban, €s a 17 betegbdl 14 gyermek volt, rdadasul a 14-bol 10
beteg a vizsgalat idején 10 év alatti volt. Az optikai palya gliomajat (OPG) négy betegnél
mutattuk ki MRI-vel, és egyik esetben sem volt tiinetmentes. A kontrollbetegek koziil két tiinetes
és két tiinetmentes OPG-t figyeltek meg.

Rosszindulata periférias ideghiivelydaganatot (MPNST) két betegiinknél észleltiik, egy felnott és
egy majdnem felnétt (36 éves, illetve 17 éves), és mindketten az 1. tipusu delécids csoportba
tartoztak. Erdemes megemliteni, hogy az MPNST korfiiggé penetranciat mutat. Intragenikus
NF1l-es betegeink kozott 30%-os gyakorisaggal talaltunk subcutan fibromékat, a cutan és
plexiform neurofibromék el6fordulasa 18%, illetve 6% volt. A gerincveldi neurofibromakat
betegeink 3%-anal figyeltiik meg. Tovabba a kontrollbetegek koziil 33-bol 4-ben (12%) alakult
ki OPG, és nem figyeltiink meg MPNST-t.

Betegeink tobbségénél a csontrendszer valamilyen rendellenessége mutatkozott (17-bol 16;
94%). A makrokefalia volt a leggyakoribb. Az intragenikus NF1-es betegcsoportban ritkabban

(33%) volt tapasztalhat6 csontrendszeri rendellenességek.

Szemészeti manifesztaciokat 17 beteglink koziil 7-nél (41%) észleltiink. Bar a Lisch-goc az 1-es
tipusu neurofibromatdzisra jellemzd, az 1-es tipusu delécioval rendelkezd 12 betegbdl 3 betegnél
és a 2-es tipust delécioval rendelkezd betegnél is megfigyelhetd volt. Valamelyest hasonld

gyakorisagot figyeltek meg az intragenikus NF1-es betegcsoportban.

Az l-es tipusu betegeknél viszonylag nagy gyakorisdggal figyeltimk meg jelentds késést a
kognitiv fejléddésben és altalanos tanuldsi nehézségeket (75%), valamint beszédzavarokat (67%).
Betegeink tobbségénél T2 hiperintenzitast észleltink (76%). A  neuropszichologiai
manifesztaciok ritkdk voltak az NF1 intragenikus betegcsoportban. A T2 hiperintenzitasoknak

volt a legmagasabb a prevalenciaja 39%-kal (33 betegbdl 13).
Diszkusszio

Marfan szindroma

A detektalt nagy FBN1 deléciok és a kardiovaszkularis manifesztaciok sulyossaga kozotti

osszefiiggés vizsgalata



Betegcsoportunkban az FBN’ génben egy 0j, nagyméretli, a 46. és 47. exont érint6 deléciot
azonositottunk heterozigdta formaban MLPA segitségével. A talalat validalasa és a de novo

eredet meghatdrozasa molekuléris genetikai vizsgalattal megtortént.

Az FBN1 gén teljes delécioi mellett 34 kiilonb6zo CNV létezik, amelyek egy vagy tobb exont
érintenek. A bemutatott esetek részletes klinikai értékelése a betegek tobbségénél (34-bdl 26-nal)
sulyos kardiovaszkularis manifesztaciokat (a mellkasi aorta taguldsa és/vagy disszekcidja) tart
fel. Hat esetben nem éalltak rendelkezésre egyértelmli vagy semmilyen klinikai informacié. A
proband esetében csak mitrélis billentyii prolapsus volt lathato, és az 1 éves csecsemdjének sziv-
¢s érrendszere ép volt. Ezaltal a CNV-ken kiviil feltehetéen mas tényezok is szerepet jatszanak a
sulyos kardiovaszkularis manifesztaciok kialakuldsaban. Az eredmények értelmezése azt
mutatta, hogy a CNV-k altal érintett betegeknél a kardiovaszkularis manifesztaciok sulyosabbak

¢és gyakoribbak, mint az intragenikus FBN1 gén mutacioban szenvedd betegeknél.

Feltételezésiink szerint a betegeknél a TB-domének (nevezetesen a TB6, TB7 ¢és TB8) delécidja
az aktiv TGF-B felszabaduldsat okozza az aortafal ECM-jébe, ami viszont tulaktivalja a
kanonikus TGF-f jelatviteli utvonalat. Ez a hatds aztan a mikrofibrilldk degeneraciojat
szuperponalhatja, ¢és végiil egyiittesen sulyos kardiovaszkularis manifesztaciokhoz (azaz

aortatagulathoz ¢és aorta disszekcidhoz) vezethet ezekben az esetekben.

Atfogo értékelés utan az FBN1 gén in silico analizise sordn bizonyos esetekben kimutattuk a
STAT3 potencialis transzkripcids kotdhelyeinek jelenlétét. Feltételezziik, hogy a STAT3
kotéhelyeket tartalmazo deléciot hordozo CNV-s betegeknél maga a delécio is hatdssal van a
STAT3 jelatviteli utvonalakra, ami feliilirhatja az FBN1 génhibat, és egyiittesen sulyos

kardiovaszkuléris manifesztaciohoz vezethet ezeknél a betegeknél.
A nagy FBN1 delécié mogott meghuzodé mechanizmus megvitatasa

Feltételezéseink szerint egy lehetséges dinukleotid inszercié ("TG") egy "CCTTGCCTTG"
direkt ismétlodo szekvenciat hozott 1étre, amely megszakithatja a replikacios gépezetet. Maga az
inszercid vagy a létrehozott ismétlddés potencidlisan a replikacidos villa lelassulasat,
megtorpanasat és végiil dsszeomlasat okozhatta. Feltehetden ez az esemény egyetlen DSB-t
eredményezett, ahol az 5'-rdl 3'-ra torténd reszekcid egy rovid 3'-es tulnyulassal rendelkez6

szekvenciat hozott létre. A reszekcid eredményeképpen egy DNS-szegmens egy masik



potencialisan mikhromologiat tartalmazo DNS-szegmensnek volt kitéve. Ennek kovetkeztében
egy D-hurok alakult ki, amelyben a kettés szala DNS 3' tulnyl6 része behatolt a mikrohomolog
régiodba, ahol megtortént az dsszekapcsolddas és a szintézis ujraindult. Masrészt egy hibas DNS-
javitas kovetkeztében egyidejii adeninr6l guaninra torténd szubsztituciot feltételeziink, amely
ebben a pozicioban kialakitotta a mikrohomoldgiat a masik DNS-szegmensen, igy végil a
toréspontoknal egy "TG" dinukleotid inszercioval kiegészitett ~5 kilobazis hosszu delécioval
kialakult a végsé szekvencia. Ezéltal azt sugalljuk, hogy esetiinkben az MMBIR volt felelés a
CNV kialakulasaért, amit alatdmaszt az a tény, hogy az MMBIR gyakran 1ép fel olyan esetekben,
melyeknél mikrohomolog (1-4bp) szakasz all rendelkezésre.

Neurofibromatozis

A genotipus-fenotipus Osszefliggések feltarasa érdekében Osszehasonlitottuk betegeink klinikai
jellemzdit a mikrodelécids €s intragenikus NF1-es betegekrdl publikalt adatokkal. Figyelemre
méltd kiilonbséget figyeltink meg szamos manifesztacioban, mint példaul a dysmorphias
jellegzetességek, a subcutan neurofibromak, a csontrendszeri anomalidk, és a tanulasi és
magatartasi problémakban. Bar jelentds kiilonbségeket ismertiink fel bizonyos Kklinikai
jellemzokben a korabban publikdlt nagy NF1 mikrodelécidoval rendelkezd esetek €s a mi
mikrodelécios betegeink  kozott, érdemes megemliteni, hogy egyes manifesztaciok

¢letkorfiiggdek.

A dysmorphias jellegzetességek kiilondsen az 1. tipusu delécioval rendelkezd egyéneknél
figyelhetok meg, amelyet alatdmaszt, hogy a betegcsoportunkban az érintett egyének 67%-a

rendelkezik ezzel a jellegzetességgel.

A nagy kezek és labak a mi betegcsoportunkban kissé nagyobb gyakorisagot mutattak (67%) a
korabban kimutatott 46%-0s aranyhoz képest. Korabbi tanulmanyok a neurofibromdk korai
megjelenését allapitottdk meg az NF1 mikrodelécios betegek korében. Amellett, hogy a mi
betegeinknél és masoknal megfigyelt kozel azonos gyakorisaggal (58%, illetve 76%) észleltek
subcutan neurofibromakat, a mi betegeinknél a cutan vagy plexiform neurofibromak eléfordulasa
joval alacsonyabb volt a tobbi betegcsoporthoz képest (8% vs. 86%, 17% vs. 76%). A subcutan
neurofibromakkal rendelkezd betegeknél nagyobb a kockazata az MPNST kialakulasanak, a

plexiform neurofibromak jelenléte pedig magéaban foglalja a rosszindulati daganat
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kialakulasanak kockazatat. Az 1. tipust betegeinknél gyakrabban talaltunk jelentds késést a

kognitiv fejlédésben, de az értelmi megkésettség eléfordulasa kevésbé volt kifejezett.

Az 1-es tipusu delécio tizennégy fehérjekodolo gént és négy mikroRNS-gént rejt. Egyes NF1-
gyel egyitt deletalt gének kaploinsufficiencidja befolyasolhatja bizonyos klinikai
manifesztaciokat, €s hozzajarulhat a betegség sulyossagdhoz. A korabbi esetekkel ellentétben a
mi 2-es tipusu betegilink fenotipusaban nem fordultak el tanulasi és magatartasi problémak,
sziv-, és érrenderi manifesztaciok, szepldsddés, az iziiletek hiperhajlékonysaga ¢és kiilséleg
megfigyelheté neurofibromak. Erdekes modon az egész klinikai képet a csontrendszeri

anomaliak uraljak.

Az NF1 mikrodelécidval rendelkezd betegek mintegy 8-10%-anal figyelheté meg atipikus
delécio. Ezek heterogén csoportot alkotnak kiilonbozd lokalizacidjukkal és érintett méretiikkel,
valamint a bemutatott valtozatos klinikai képpel. Betegcsoportunkban magasabb gyakorisagot
(23%) figyeltiink meg, és csak egy betegnél mutatkozott mozaikossag. Kutatdsunk soran harom
kiilonbozd, Gjszert deléciot talaltunk. Az NF1 mikrodeléciok jellegzetes ismertetdjegyei, mint az
arc dysmorphidja, az arc aszimmetridja, a nagy kezek és labak, valamint a durva arc az eddig
azonositott atipikus esetek legalabb felénél jelentkeztek. A mi betegcsoportunkban azonban csak
egy betegnél fordult el6 arcdysmorphia, egy masiknal pedig hipertelorismus. Neuropszicholdgiai
megnyilvanuldsok nem voltak tapasztalhatok a mi betegeinknél, csak egy betegnél mutatkozott

jelentds késés a kognitiv fejlédésben.

Korabbi tanulmanyok szerint az NF1 mikrodelécioval rendelkezd betegeknél alacsonyabb
kognitiv képességet mutattak ki az intragenikus mutacioval rendelkezé betegekhez képest. Az
RNF135 és az OMG gének egyiittes delécigja feltehetden szerepet jatszik a csokkent kognitiv
képesség kialakulasaban. Az OMG-t, amely fontos szerepet jatszik a korai agyfejlodésben,
Osszefliggésbe hoztdk bizonyos neuropszichiatriai rendellenességekkel ¢és az értelmi
fogyatékossag progressziojaval. Az RNF135-t és az OMG-t magaban foglalo betegeink azonban
alig mutattak neuropszichidtriai tiineteket, igy tovabbi tényezdk is sziikségesek lehetnek ezen

megnyilvanulasok kialakulasahoz NF1 mikrodelécioval rendelkezd betegeknél.

A 17q11.2 régidban tobb gén (ATADS5, COPRS, UTP6 és SUZ12) is feltételezhetden részt vesz a

tumorigenezisben, ezért a magas tumorterhelés fokozott kockazataért ezek is felelosek lehetnek.
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Kovetkeztetés

1. Az NF1 mikrodelécié harom tipusat (1. tipusu, 2. tipusu és atipusos) azonositottuk NF1-es
betegcsoportunkban. A kimutatott 17 mikrodelécio koziil 6sszesen tizenkét 1-es tipusu (~70%),
egy 2-es tipusu (~6%) és négy atipusos deléciot (~24%) azonositottunk. Harom kiilonb6z6 1y

atipusos deléciot és egyetlen 3. tipusu mikrodeléciot sem észleltiink.

2. A betegeink korében végzett genotipus-fenotipus elemzések kimutattdk, hogy a specifikus
klinikai manifesztaciok, mint példaul dysmorph arcvonasok, macrocephalia, nagy kezek és
labak, késleltetett kognitiv fejlédés és/vagy tanulasi nehézségek, beszédzavarok, subcutan
neurofibromak és talndvekedés jellemzéek az 1. tipusi NF1 mikrodelécioval rendelkezo
betegcsoportra. A nem-mozaikos, 2. tipusit NF1 nagy delécioban szenvedd betegiinknél az NF1
mikrodelécioban megfigyelhetd tipikus klinikai tiinetek koziil csak néhdnyat észleltiink:
macrocephalia, nagy kezek ¢és labak, valamint tanulasi nehézségek, tovabba az atipikus NF1
mikrodelécioban szenvedd betegiinknél arc dysmorphiaja, a subcutan neurofibromak jelenléte,

késleltetett kognitiv fejlédés és macrocephalia volt megfigyelhetd.

3. Megfigyeltiik, hogy az NF1 nagy delécioval rendelkezd betegek stlyosabb klinikai fenotipust
mutattak az intragenikus NF1 mutacidval rendelkezd egyénekhez képest, ami valosziniileg az

érintett gén tartalmanak és/vagy mas szabalyozo DNS-elemek elvesztésének kdszonhetd.

4. Az irodalmi adatok és eredményeink segitségével kimutattuk, hogy a nagy kiilonb6z6 CNV-k

gyakran tarsulnak stlyos kardiovaszkularis manifesztaciokkal Marfan-szindromaban.

5. Feltételeztiik, hogy a sulyos kardiovaszkularis tiinetek és az FBN1 gén nagy delécioi kozotti
Osszefliggés talalhato, ¢s megallapitottuk, hogy a szabdlyozd elemek érintettsége (a STAT3

transzkripcios kotdhelyének hidnya) szerepet jatszhat a kardiovaszkularis tiinetek kialakulasaban.

6. Az FBN1 génben észlelt nagy delécio toréspontjainak jellemzése egy 4916 nukleotid hosszu
deléciot mutatott, amely kiegésziilt egy TG-dinukleotid inszercioval. Korabbi modellek és
bioinformatikai elemzés segitségével azt javasoltuk, hogy a nagy delécidért egy ritka
mechanizmus, az ugynevezett mikrohomologia altal kozvetitett torés indukalt replikacio lehet a

felel6s.
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