Képiaszam eltérések vizsgalata minor anomalias és

epilepszias betegekben

DOKTORI (Ph.D.) ERTEKEZES

SZABO ANDRAS

Doktori iskola vezetdje Program és Témavezetd

Prof. Dr. Siimegi Balazs Prof. Dr. Melegh Béla

Pécsi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar

Interdiszciplinaris Orvostudomanyok Doktori Iskola
Klinikai Kézpont, Orvosi Genetikai Intézet

Pécs, 2016



=  Bevezetd

Az epilepszia torténelmi hattere

Az epilepszia megjelenése mar a Kr.e. 1600-1700-as években felkeltette az orvoslassal
foglalkozd emberek érdekloédését. A legelsd, egyiptomi és kinai irdsos bizonyitékok a
jellegzetes korkép alapjan az epilepsziat még természetfeletti jelenségként tiintették fel. A
XVI-XVIIL szazadtdl kezdédéen az epilepszia hatterének tanulmanyozasa robbanasszerii
fejlédésnek indult, melynek soran a betegséggel kapcsolatba hozhato fiziologiai kisérletek és
értelmezések sora keriilt leirasra. Az epilepszias betegek vizsgalata altal nyert eredmények az
id6 muldsaval és a tapasztalatok gytjtésével az epilepszia és a kozponti idegrendszer
kapcsolatanak tanulmanyozasara helyezték a hangsulyt. Az Gjuld diagnosztikai eszk6zok altal
nyert tapasztalatok révén az epilepszia megfogalmazasa kiterjedt az agy funkcionalis és/vagy
morfoldgiai rendellenességeire.

Az International League Against Epilepsy jelenlegi legfrissebb (2014. évi) definialasa
alapjan epilepszias betegnek nyilvanithatd azon személy, aki az alabbi kondiciok legalabb
egyikének megfelel:

1. Tobb, mint 24 ora alatt legalabb két nem provokalt (vagy reflex) rohamot mutat.

2. Egy nem provokalt (vagy reflex) rohamot mutat, és esetében a 10 éven beliili
ujabb rohamok kialakulasi kockazata megfelel a két nem provokalt rohamot
kovetd altalanos kockazatnak (legalabb 60%).

3. Esetében egy epilepszia szindroma diagndzisa all fenn.

Az epilepszia demografiai megoszlasa
Vilagszerte az emberek kozel 1%-a szenved epilepszias megbetegedésben. Az
epilepszias esetek megkozelitéleg 80%-at a fejlodé orszagok népessége teszi ki. A betegség

kialakulasanak valdsziniisége a kor elérehaladtaval n6.

Az epilepsziak csoportositasa

Az epilepszids rohamok széles spektruma révén osztalyozasuk tobb szempontbol
torténhet. Az agyi érintettség szempontjabol megkiilonboztetiink fokalis, valamint generalizalt
rohamokat. A fokalis rohamok az agykéreg epilepszids gocaibol indulnak ki, és ennek

megfeleld motoros, érzd, kognitiv, emocionalis és Gsszetett jelenségekkel jarnak. Generalizalt



rohamoknak nevezziik a kétoldali motoros jelenségekkel jaro epilepszias rohamokat, valamint
az absence rohamokat. A motoros aktivitast mutatdo fokalis és generalizalt rohamok
leggyakrabban el6forduld tipusai a tonusos, aténusos, clonusos, tonusos-clonusos, clonusos-
tonusos-clonusos, myoclonusos, myoclonusos-atonusos és hypermotoros rohamok, valamint
az epilepszias spazmus. A motoros aktivitast nem mutaté rohamok alkotjak a fokalis rohamok
nem-motoros csoportjat, mely kiterjed a szenzoros, kognitiv, emocionalis, valamint autoném
jegyekre is. Az epilepszias rohamok csoportositasa soran nagy szerepet kap az érintett
tudatallapotanak megléte vagy hidnya. Az epilepszids rohamok osztalyozasa egy masik
szempontbol a patomechanizmus alapjan torténik. A tlinetek kialakulasdban egyarant nagy
szerepet tulajdonitanak mind a velesziiletett agyi malformacioknak, mind a szerzett 1ézidknak,
valamint a genetikai eredetnek. A mindennapi gyakorlatban még napjainkban is hasznalatos az
ILAE egy korabbi definicidja, mely alapjan nevezetesen a genetikai hattérrel rendelkez6
epilepszidk mintegy szinonimajaként hasznaljuk az idiopatids epilepszia elnevezést. Azok az
epilepszidk, amik feltételezhetden nem genetikai okokra vezethetdk vissza, azonban a
kialakulasukban szerepet jatszé pontos szerkezeti karosodas sem ismert, alkotjak a kriptogén
epilepszidk csoportjat. Az utdbbi idében ezt az epilepszia csoportot ,,feltehetdleg szimptomas™
csoportként is emlegetik. Azokban az esetekben, amikor a betegség kialakulasaért egy gén
defektusa tehet6 felelGssé, legnagyobb szazalékban ioncsatorna defektusok, enzim defektusok,

GABA defektus és G-protein kapcsolt receptor defektusok allnak a hattérben.

Az epilepsziak kialakulasaval kapcsolatba hozhaté genomialis eltérések

A kiilonb6zo tipust epilepszidk aCGH vizsgalata soran detektalt CNV-k esetén
megkiilonboztethetiink ismételten el6forduld, tgynevezett rekurrens, valamint egyedi
esetekben el6forduld nem rekurrens genomialis eltéréseket. Az érintett genomialis régiokban
talalhatd gének funkcidja, delécié vagy duplikacié kovetkeztében kialakuld kopiaszam
valtozasa egylittesen hatarozzak meg a gyakran Osszetett klinikai kép kialakulasat. Az
irodalomban lekdzolt leggyakoribb, rekurrens mikrodeléciok, melyek az idiopatias epilepsziak
kiilonb6z6 tipusaival 0Osszefliggésbe hozhatok, az 1q21.1, 15ql11.2, 15q13.3, 16pl11.2,
16p13.11, 22ql1.2 genomi régiokat érintették. A rekurrens mikrodeléciok el6forduldsi
valdsziniisége, epilepszias betegekben vald rendszeres detektalasuk ellenére sem haladja meg
egyenként a 0,5-1%-ot, dsszességében pedig a 2,5%-ot. A vizsgalt betegszam ndvekedésével

nyilvanvalova valt, hogy ezen genomi régiok érintettsége esetén nem csak azok kopiaszam
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vesztése allhat a kialakult fenotipusos kép hatterében. Ezen genomi régiokba esd,
dozisérzékeny gének kopiaszaméanak novekedése, a kopiaszam csokkenésiikhdz hasonloan
koros tiinettan kialakulasahoz jarulhat hozza. A nagy felbontoképességli genomanalizald
modszerek elterjedése a mikrodelécios szindromak mellett a kiilonb6z6 mikroduplikacios
szindromak fontossagat is elotérbe helyezte. Az emlitett 1g21.1, 15q11.2, 15q13.3, 16p11.2,
16p13.11, 22ql11.2 genomi régiokat érintd valtozasok mellett természetesen egyéb,
dozisérzékeny géneket tartalmazod régiok (pl.: 9q34) rekurrens kopiaszam valtozasai is
hozzajarulhatnak meghatarozott tiinetek, akar szindromak (pl.: Kleefstra szindroma)
kialakulasahoz.

A teljes genom vizsgalatat lehetévé tevé Uj-generacidos moddszerek szélesebb koril
alkalmazasaval az epilepszias betegekben detektalt nem rekurrens CNV-k meghatarozo

szerepe a betegség kialakitasaban egyre nyilvanvalobba valt.

Az epilepsziak terapias vonatkozasai

Az epilepszias betegek korében leggyakrabban alkalmazott kezelés az antikonvulzéns
kezelés. Az alkalmazandd antikonvulzans szer meghatarozasat nagymértékben befolyasolja a
roham tipusa, az epilepszias szindroma milyensége, egészségiigyi problémak megléte, egyéb
gyogyszeres kezelések, valamint az illeté kora és életformaja. A fejlett epilepszids terdpia
ellenére az esetek kdzel 30%-aban a kiilonb6z6 antikonvulzansok alkalmazasa ellenére sem

szlinnek meg a tiinetek.

Genomanalizaléo médszerek - aCGH

Az Gj-generacios szekvenalas (NGS) és aCGH modszerek megjelenése az 0j genomialis
eltérések detektalasan tul lehetdvé tette a hagyomanyos technologidk eredményeinek
meger0sitését, illetve az Uj-generdcidos modszerek nagy felbontoképessége révén a mar
meglévé eredmények pontositasat. Az aCGH a tradicionalis komparativ genomialis
hibridizaci6 egy fajtija, mely esetén a metafazisos kromoszomak meghatarozott hossziisagu
(25-60 bp), a genomot lefedd oligonukleotidokkal helyettesitettek. Az oligonukleotidok egy
specidlis targylemezen helyezkednek el, és genomi pozicidjuk a gyarté altal meghatarozott. A
modszer 5-10 kilobazisos felbontoképességével egy specifikus, gyors, érzékeny technikava
valt, megkdnnyitve a kopiaszdm valtozasok detektalasat mind a klinikai alkalmazasokban,
mind a kutatdsban. A hagyomanyos (Kariotipizalas, FISH) és 0j keleti (NGS, aCGH)
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molekularis biologiai modszerek egyiittes alkalmazasa, egymast erdsitve tette lehetévé az
ujabb modszerek diagnosztikai alkalmazasat. Fontos megjegyezni, hogy a hagyomanyos és 0j-
generacios modszerek nem felvaltottak, hanem kiegészitették egymast. A régi és (ij modszerek
korlatainak nagy része egymas melletti alkalmazas esetén kikiiszobolhetok (pl.:
kiegyensulyozott transzlokaciok detektalasa). A tudomany és a modszerek fejlodése az
epilepszia genetikai hatterének vizsgalatat is nagyban befolyasolta. Az aCGH és FISH
egylittes alkalmazasa lehetdvé tette epilepszias betegekben nagyobb genomialis eltérések
kimutatasat, ezaltal a klinikai kép ¢és a genotipus kozti korrelacio mélyrehatobb
tanulmanyozasat. Az egy gén érintettsége révén kialakult epilepszidk vizsgalata mellett igy
egyre nagyobb teret kapott a nagyobb kromoszomalis valtozasok — deléciok, duplikaciok — és

az epilepszia kapcsolatanak vizsgalata.



Célkitiizések

A vizsgalat soran célom volt:

epilepszias tiineteket, és minor anomaliakat mutatd betegek varhaté genomi eltéréseinek
detektalasa;

rekurrens és nem rekurrens kopiaszam valtozasok detektalasa epilepsziaval és minor
anomaliakkal rendelkez6 betegekben;

az epilepszias tlinetek és a minor anomaliak kialakulasa és a detektalt kopiaszam
valtozasok kozotti kapcesolat tanulmanyozasa;

a detektalt eltérések altal érintett gének, genomi régiok funkcidjanak elemzése
szakirodalomi adatok és publikus adatbazisokban kozolt adatok felhasznalasaval;

az érintett gének dozisérzékenységére vonatkozo irodalmi adatok értékelése;

Osszevetve a szakirodalomban ko6zolt, hasonld genotipussal és fenotipusos
megnyilvanuléssal rendelkezd esetekkel;

sajat taldlataink, valamint a szakirodalmi adatok alapjin az érintett, nagyobb genomi
régiok lesziikitése a betegség kialakitasaban szerepet jatszo kisebb régiokra, génekre;
valamint a detektalt genomi eltérések és a megfigyelt fenotipus alapjan az aCGH
vizsgélat alkalmazhatoésaganak megerGsitése az epilepszids tiinetekkel és minor

anomaliakkal rendelkez6 betegek csoportjan beliil.



= Anyagok és mdédszerek

A vizsgalatba bevont betegek és csaladtagjaik klinikai vizsgalata, valamint a mintavétel
genetikai tanacsadas keretein beliil tortént. A tajékoztatast és a vizsgalatba valo beleegyezést
kovet6en 5-7 ml Etil-diamin-tetraecetsavval (EDTA) alvadasgatolt vér kerilt levételre minden
kivalasztott személytdl a laboratoriumi vizsgalatok elvégzéséhez. A DNS izolalasara Omega
E.Z.N.A. Blood Maxiprep Kit-et alkalmaztunk.

A G-savos kromoszoma festés soran elséként a vizsgalatba bevont személyek
lymphocytaitt tenyésztettiik, majd a targylemezre kicseppentett preparatumot Giemsaval
festettik meg. A szaradas utdn mikroszkopban értékeltiik a latottakat, mely soran 15
metafazisban 1év0 kromoszomat szamoltunk meg, majd csoportokba soroltuk dket. A Giemsa
festést és értékelést kovetden végeztiik el a G-savozast. A savozott preparatumot Leishmann’s
festékkel kezeltik, majd a mikroszkopos elemzés soran minden mintabol 5 Kkariotipust
készitettiink.

Az uniparentalis diszomia vizsgdlata soran a sziilék és a vizsgalt személy esetén a
polimorf mikroszatellita (STR) markerek amplifikalasra keriiltek PCR segitségével. Az
értékelés soran a gyermek (vizsgalt személy) alléljeit a két sziild alléljeihez viszonyitottuk,
azaz a kapott termékek mintazatat értékeltiik.

A kivalasztott személyek fluoreszcens in situ hibridizaciés (FISH) vizsgalatdhoz
periférias vért hasznaltunk. A folyamat sordan a prepardtumok eldkezelését kovetden
denaturalasi és hibridizacios 1épéseket végeztiink, majd a poszthibridizaciés mosasi €s festési
1épést kovetden kiértékeltiik a kapott eredményeket.

Az array komparativ genomidlis hibridizacio elvégzéséhez Agilent SurePrint G3 Human
Gene Expression V2 8x60K Microarray Kit-et alkalmaztunk. A vizsgalt minték és referenciak
fragmentalasat kovetden, a fragmentalt DNS-eket amplifikaltuk, majd megjeloltik kiillonb6zo
fluorescens festékekkel (CyS és Cy3). A minta és referencia DNS-ek tisztitasat és
bekoncentralasat kovetéen megmértiik a festék beépiilésének mértékét, majd a megfeleld
minta-referencia parokat egy csébe pipettaztuk. A minta-referencia parok lemezre torténd
hibridizalasat, majd a mosasi 1épéseket kdvetden a fluorescens intenzitasértékek detektalasara
alkalmas scanner-be helyeztik a lemezt. A lemezek scannelését kovetden kiértékeltiik az

adatokat.



= Betegek

1. Dbeteg

Egy 27 honapos fiti gyermeket vizsgaltunk intézetiink genetikai tanacsadasan epilepszia és
pszichomotoros elmaradas miatt. Az altalunk vizsgalt gyermek a mater I1I./2. graviditasabol,
40. gesztacios héten, per vias naturales, 9/10-es Apgar ponttal, 3200 gr sullyal sziiletett. EEG
vizsgalat diffaz mikodészavart irt le multifokalis tiiskékkel, ami miatt antiepileptikus terapia
keriilt bevezetésre, melyet 3 honapos koraig kapott. Hosszll idon keresztiil az antiepileptikus
terapia mellett sem volt rohammentes, az EEG valtozé rohammintazatot mutatott. Az emiatt
elvégzett koponya-MR vizsgalat strukturalis eltérést nem mutatott.

CsecsemOkoraban etetési nehezitettség miatt csak poharbol tudtik etetni. Furcsa sirasi
hang jellemezte (epiglottis lazasag), izomzata hypoton volt. A gyermek pszichomotoros
fejlédése megkésett. Dysmorphids statuszabol lapos occiput, epicanthus, hipertelorizmus, bal
fillcimpa hatsé felszinén redd, széles-lapos orrgyok valamint mikrognatia kiemelendo.

Neurologiai statuszaban generalizalt hypotonian kiviil durva neuroldgiai korjel nincsen.

2. Dbeteg

Masodik betegiink egy 17 honapos kislany, aki minor anomalidk és epilepszia miatt keriilt
intézetliinkbe kivizsgalds céljabol. A gyermek az édesanya I1./2 zavartalan graviditasabol
sziiletett 41. gesztacioés héten, per vias naturales, 10/10-es Apgar ponttal, 3520 gr sullyal.
Lasst pszichomotoros fejlédés miatt a gyermek neurohabilitacioban részesiilt 4 honapos
koratol. Fél éves életkorban bizonytalan eredetii rosszullétek, megfesziilések miatt kivizsgalas
indult, ennek soran EEG vizsgalat tortént, mely West-szindromara jellegzetes mintazatot
igazolt. Koponya-MR vizsgalat frontalisan és temporalisan tagabb liquor tereket abrazolt,
egyéb agyi strukturalis fejlédési rendellenesség nem volt kimutathatd. Vigabatrin kezelés
mellett jelentdsen csokkent a rohamok eléfordulasa. Fizikalis vizsgalata soran enyhe
craniofacialis dysmorphia mellett (kiugro homlokcsont, lapos occiput, széles arc), széles
mellkas és kis labak voltak megfigyelhetéek. Neurologiai statuszaban generalizalt hypotonia,
sztereotip mozgasok ¢és labbujjhegyezés volt észlelheté. Az epilepszia rohammintazata

valtozast mutatott: a vigabatrin kezelést valproatra cserélték.



3. beteg

Harmadik betegiinket 3 éves koraban vizsgaltuk elsd alkalommal minor anomalidk és
epilepszia miatt. A kislany a mater I./1. zavartalan graviditasabol, terminusra sziiletett,
harantfekvés miatt csaszarmetszéssel, 2600 gr stllyal és 9/10-es Apgar ponttal. A Kkorai
kardiorespiratorikus adaptacio rendben zajlott. 2 napos életkorban jelentkezett elsd
epileptiform gorcse, mely barbiturat adasa mellett oldodott. A rosszullét 3 hét muilva
megismétlédott. A convulsiok hatterében koponya ultrahanggal III. foku intraventricularis
haemorrhagia (IVH) igazolodott. EEG vizsgalat negativ eredményt adott; koponya-MR corpus
callosum dysgenesiat vetett fel, ezt azonban kés6bbi ismételt MR vizsgalat nem igazolta.

Ujabb MR-vizsgalat az IVH kovetkeztében kialakult jobb oldalkamra tagulatot irt le.
Kombinalt antiepileptikus terapia ellenére sem rohammentes. A gyermek sziiletése ota ismert
atrialis és ventrikularis septum defektus miatt rendszeres kardiologiai gondozés alatt allt.
Megkésett pszichomotoros fejlddés miatt neurohabilitacidban részesiilt.

Fizikalis vizsgalat soran a kovetkezO minor anomalidkat azonositottuk: mikrokefalia,
mikrognatia, besiippedt orrgydk, epicanthus, hipertelorizmus, elére allo6 philtrum, goétikus
szajpad, II-III. labujjak részleges syndactylidja, testszerte 0,5-2 cm-es café au lait foltok.

Bruxizmus, hiperaktivitas és enyhe autisztikus vonasok jellemezték a viselkedését.

4. beteg

Negyedik betegiink egy 8 honapos kislany, akinek kivizsgalasa minor anomalidk,
hallaskarosodés és megkésett pszichomotoros fejlédés miatt indult. A gyermek a mater 1./1.
graviditasabol, terminusra, 2740 gr sullyal, 4/6/8-as Apgar ponttal sziiletett. A 26. gesztacios
héten foetalis echocardiographiaval hypoplasias aortaivet észleltek. 1 napos életkorban tortént
kardiologiai vizsgilat aorta stenosist és coarctatio aortaet véleményezett. Ujsziilsttkori
koponya ultrahang vizsgalat soran enyhe oldalkamra aszimmetriat irtak le, hasi ultrahang
enyhe bal oldali pyelectasian kiviil koros eltérést nem talalt.

Pszichomotoros fejlédése megkésett volt. Elsé epilepszias rohama 22 hénapos koraban
jelentkezett. EEG vizsgalat generalizalt, aktiv interiktalis epilepszids mechanizmust mutatott.
Kombinalt antiepileptikus kezelés mellett a rohamok szama jelent6s csokkenést mutatott.
Koponya-MR vizsgalat tag liquor teret, gracilis hippocampust és a szubkortikalis teriileten

ischaemids karosodasnak megfelelé képet mutatott. Fizikai vizsgalata soran brachykefalia,
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lapos arc, kdzéparci hypoplasia, ferdén lefelé allo szemrések, konvergens strabizmus, révid

orr, magas szajpad, valamint generalizalt hypotonia volt megfigyelheto.

5. beteg

Otodik betegiink egy 30 honapos kisfin, akit minor anomalidk miatt vizsgiltunk genetikai
tanacsadonkban.

A fiigyermek a mater II./2. spontan graviditasabol, a 38. gesztacios héten, 2600 gr stllyal,
csaszarmetszéssel, 7-es Apgar ponttal sziiletett. A 34. gesztacios héttol IUGR miatt fokozott
obszervacio tortént. 5 honapos koratdl kezdddden fejlédésneurologiai gondozas alatt allt
megkésett mozgasfejlodés miatt.

Els6 epileptiform rosszulléte 20 hoénapos kordban zajlott terapiarezisztens fokalis
rohamokkal tarsulé epilepszia képében. Az alkalmazott antiepileptikumok metabolizmusaban
jelentOs eltérést tapasztaltak a szokasostdl. Minimalis dozirozas mellett is toxikus vérszinteket
mértek a gyermeknél. (0,03 mg/kg clonazepam mellett 600 nmol/l gyogyszerszint és 11 mg/kg
levetiracetam mellett 330 nmol/l gydgyszerszint)

Informativ morfogenetikai variansok kozil a kovetkezdk voltak megfigyelhetok:
brachymikrokefalia, lapos arc, kdzéparc hypoplasia, hipertelorizmus, révid orr, vastag alsé
ajak, hegyes all, deformalt fil. Neurologiai statuszaban enyhe hypotonidn kiviil koros eltérést

nem talaltunk.



= Eredmények

1. Dbeteg

A G-savos kromoszoma festés segitségével az 1. beteg vizsgalatakor detektalasra kertilt
egy E-méretcsoportba tartozo akrocentrikus szamfeletti 15-6s marker kromoszoma. A vizsgalt
beteg normal 15-6s kromoszomainak uniparentalis diszomiaja a felhasznalt STR markerek
alkalmazasaval kizarasra keriilt.

A metafazisos FISH vizsgalat alapjan az 1. beteg kariotipusa 47,XY,+psu idic
(15)(pter—q14::q14—pter)-ként hatarozhaté meg. Az aCGH vizsgalat alapjan az 1. beteg a
15011.2gq13.3 (9,68 Mb, chrl5:22,765,628-32,445,252) kromoszomalis régiot tekintve 4
kopiat hordoz. Ez alapjan a psu idic(15) két 9,68Mb-0s 15q11.2q13.3 szegmentet tartalmaz.

2. beteg

A 2. beteg G-savos kromoszoma vizsgalata soran detektalasra keriilt egy addicionalis
biszatellit 15-6s kromoszoma. A 2. beteg normdl 15-6s kromoszomainak uniparentalis
diszoémidja a felhasznalt STR markerek alkalmazasaval szintén kizarasra kertilt.

A metafazisos FISH vizsgalat alapjan a 2. beteg Kkariotipusa 47,XX,+idic
(15)(pter—q14::q14—pter)-ként hatarozhaté meg. Az aCGH vizsgalat alapjan a 2. beteg a
15911.2q13.2 (8,42 Mb, chrl5: 22,765,628-31,183,907) kromoszomalis régiot, illetve a
15913.3 (1,6 Mb, chrl5: 31,261,835-32,861,626) kromoszomalis régiot tekintve 4 kopiat
hordoz. Ez alapjan a +idic(15) két 8,42 Mb méretii 15q11.2q13.2 szegmentet, valamint két 1,6
Mb méretli 15q13.3 szegmentet tartalmaz.

3. beteg

A vizsgalt beteg G-savos kariotipus analizise egy 15-0s gyirikromoszoémat és egy
addicionalis 15-6s marker kromoszomat tartalmazoé koros néi kariotipust detektalt. A 3. beteg
normal 15-6s kromoszomadinak uniparentalis diszomiaja a felhasznalt STR markerek
alkalmazasaval kizarasra kertilt.

A limfocitak részletes analizise a
47, XX,r(15),+m[76]/46,XX,r(15)[18]/47,XX,r(15)x2,+m[4]/48,XX,r(15),r(15),+m[2], mig a
fibroblaszt sejtkultirak részletes analizise a 47,XX,r(15),4m[51]/47,XX,r(15)x2,+m[1]

kariotipus felallitasat eredményezte. A vizsgalat soran a 47,XX,r(15),+m kariotipust mutato
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sejtek bizonyultak dominansnak, azonban a masodlagos gylir(i képz6dés eredményeként
detektalhatok voltak a két 15-6s gyiirlikromoszomat és a 15-6s marker kromoszomat
tartalmazo, valamint a 15-6s marker kromoszomat nem, azonban a 15-6s gyiirikromoszomat
tartalmazo sejtek is. Az aCGH vizsgalat eredményei alapjan az addicionalis marker

kromoszoéma a normal 15-6s kromoszéma egy 22,765,628-t61 25,383,882-ig terjedd, 2,6 Mb

4. Dbeteg

4. betegiink G-savos kromoszoma vizsgalata 46,XX n6i kariotipust detektalt.

ey

aCGH vizsgalat alapjan a 4. beteg a 9q34.3 (2,188 Mb, 138,831,145-141,018,984)

kromoszomalis régiot tekintve 1 kopiat hordoz.

5. beteg

5. betegiink G-savos kromoszoma analizise 46,XY férfi kariotipust eredményezett.

ey

Az aCGH vizsgalat alapjan az 5. beteg a 9q34.3 (1,211 Mb, 139,641,471-140,852,911)

kromoszomalis régidt tekintve 1 kopiat hordoz.
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= Eredmények megbeszélése és kivetkeztetések

1. és2. beteg

A szakirodalomban ismertetett, aCGH modszerrel vizsgalt és 15q duplikacios
szindromaban szenvedd esetek, valamint 1. betegiink 0sszehasonlitdsa soran betegiinkben a
normalis sziiletési sulyt kovetSen egy kifejezett posztnatalis ndvekedési visszamaradottsagot
észleltlink. Az érintett gének tanulmanyozasa alapjan esetiinkben megerdsitést nyert, az a
megallapitas, miszerint nem csak a CHRNA7 gén kopiaszam csokkenése, hanem annak
novekedési is allhat a posztnatalis novekedési visszamaradottsag hatterében. A CHRNA7
érintettsége mellett, betegiinkben az NDN, MAGEL2, NIPA1l és NIPA2 gének kopiaszam
emelkedése is kapcsolatba hozhaté a fent leirt fenotipusos kép, valamint az epilepszia
kialakulasaval.

Az érintett régid6 KLF13 génjének kopiaszam valtozasa irodalmi adatok alapjan
Osszefliggésbe hozhatd a szivmorfologiai valtozasok kialakulasaval. 1. betegiink vizsgalata
soran a beteg bigemin extraszisztoléjat észleltiik, ami nem morfologiai rendellenesség. Ez
alapjan nem tudjuk megerdsiteni azon irodalmi adatokat, miszerint a KLF13 gén kopiaszam
emelkedése minden esetben szerepet jatszik a szivmorfologiai valtozasok kialakitasaban.

1. és 2. betegiink vizsgalata soran a GABA receptorok egy-egy alegységét kodold
GABRB3, GABRA5 ¢és GABRG3 gének kopiaszdm novekedését mutattuk ki, mely emelkedett
GABA receptor szint kialakuldsahoz vezethet. Az epilepszia terapidja soran alkalmazott
vigabatrin és valproat a gamma aminobutirat transzaminaz gatlasan keresztiil megndveli a
GABA fehérjék szintjét, igy a kopiaszam novekedés kovetkeztében megnovekedett GABA
receptor szint és az antiepileptikumok alkalmazésa kovetkeztében megnovekedett GABA szint
egyiittes jelenléte magyarazhatja a rohamok gyakorisaganak csokkenését az alkalmazott
antiepileptikumok hataséara

A 22,765,628-31,183,907 és 31,261,835-32,861,626 genomi régidkba esé gének atfedése
az 1. betegben detektalt duplikacié altal érintett génekkel, illetve a két beteg tlinetei nagy
részének azonossiga alapjan a 2. beteg esetén megfigyeltek az 1. beteg esetén leirt
megfigyelések nagy részével megegyeznek. 2. betegiink fenotipus vizsgéalata soran az érintett
CHRNA7, OTUD7A, illetve NDN2, MAGEL2, MKRN3, NIPA1 és NIPA2 gének kopiaszam
novekedése jelentds mértékben hozzdjarulhat a betegben detektalt epilepszias tiinetek,

valamint a neuropszichologiai tiinetek kialakitdsahoz
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1. betegiinkh6z hasonléan a 2. betegiinknél sem észleltiink sziv malformaciot. Ennek
alapjan szintén megallapithatjuk, hogy a KLF13 gén kopiaszam ndvekedése nem feltétleniil

vezet sziv malformaciok kialakulasahoz.

3. Dbeteg

3. Betegiink klinikai adatait és molekularis diagnosztikai talalatait a szakirodalomban
ismertetett adatokkal Osszevetve azt feltételezhetjiikk, hogy a PWSCR génjeinek kopiaszam
novekedése allhat a facialis dysmorphia és a megkésett mentalis fejlédés hatterében.

Irodalmi adatok alapjan a 15q11.2 régio BP1 és BP2 toréspontjai kozé es6 TUBGCPS,
CYFIP1, NIPA2 és NIPA1 fehérjéket kodolo TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2 és NIPAL gének
kopiaszam csokkenése feltételezhetden szerepet jatszik a motoros és beszédfejlodés késése
mellett epilepszias tiinetek kialakitasaban is. Ennek alapjan feltételezhetjiik, hogy esetiinkben
a TUBGCPS5, CYFIP1, NIPA2 és NIPA1 gének kopiaszam emelkedése is szerepet jatszhat a
motoros ¢és beszédkészség fejlodés, valamint az epilepszia kialakuldsaban.

3. betegiink esetén a gyliriikromoszoman a SELS, SNRPA1 és PCSK6 géneket érintette a
delécid, igy a betegilinknél észlelt CHD és az érintett gének alapjan megerdsithetjiik az Alenne
¢és Flaquer altal korabban leirt eredményeket, miszerint ¢ gének kopiaszam csokkenése

Osszefliggésbe hozhat6 a kamrai vagy pitvari szeptum defektus (ASD/VSD) kialakulasaval.

4. és5. beteg

A molekularis diagnosztikai modszerekkel kapott eredmények, valamint a vizsgalt betegek
tiinetei alatamasztottak a Kleefstra szindroma diagnozisat.

A tudomany jelenlegi allasa szerint a Kleefstra szindroma genetikai hatterében az EHMT1
gén delécidja vagy funkcidvesztéses mutacioja all.

4. betegink aCGH vizsgalata a 9q34.3 (2,188 Mb, 138,831,145-141,018,984)
régid 78 gént tartalmaz, koztiik a Kleefstra szindroma kialakitasdban szerepet jatszo EHMT1
gént. Tinettanat tekintve a beteg fenotipusa teljes mértékben megfelel a Kleefstra
szindromaban szenvedd betegek fenotipusos leirasanak.

5. betegiink fenotipusos jegyeit dsszehasonlitva az irodalomban leirt Kleefstra szindromas
betegekkel, valamint az altalunk diagnosztizalt 4. beteggel, egy erre a szindromara nem
jellemzd antiepileptikum (AED) rezisztenciat észleltiink. 5. betegiinkoén elvégzett aCGH
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vizsgalat alapjan az 5., AED rezisztenciat mutatd betegiink deletalt régidja (1,211 Mb,
139,641,471-140,852,911) beleesik a megfelel6 AED valaszt add 4. betegiink deletalt
kromoszomalis régidjaba (2,188 Mb, 138,831,145-141,018,984). A két beteg deletalt
régidjaba esé gének szamanak kiilonbsége 21 melyek ezen eredmények alapjan
feltételezhetéen nem jatszanak szerepet az 5. beteg esetén tapasztalt AED rezisztencia
kialakulasaban.

A fenti eredmények alapjan a modosult AED valasz kialakuldsanak hatterében
feltételezhetden nem a delécid altal érintett genomialis régié kopiaszam csokkenése all. Mas

genomi régiok kopiaszam valtozasai, valamint DNS szekvenciaban bekdvetkez6 valtozasok

szerepet jatszhatnak a Kleefstra szindromara nem jellemz6 AED rezisztencia kialakulasaban.
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Osszefoglalas

Vizsgalataink soran epilepsziaval és minor anomaliakkal rendelkez6 betegekben sikeriilt
kimutatnunk aCGH alkalmazéasaval a szakirodalomban leirt 15q11.2 és 15q13.3 genomi
régiok rekurrens duplikacidjat, a 15q26.3 régiot érinté nem rekurrens deléciot, valamint a
Kleefstra szindroma kialakitasaért felelds 9q34 genomi régiot érinté deléciot.

Betegeink genomidlis eltéréseit és fenotipusos jegyeiket Osszehasonlitva a
szakirodalomban ismertetett betegekkel, meghataroztuk az érintett régiokban talalhato
géneket, melyek a klinikai kép kialakitasaban szerepet jatszhatnak.

A 15q11.2q13.3 régiot érintdé kopiaszam valtozasok és az epilepszias tiinetek kozti
Osszefliggés tanulmanyozadsa soran arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az érintett
genomi régioba lokalizalodo CHRNA7, OTUD7A, NDN, MAGEL2, MKRN3, TUBGCPS5,
CYFIP1, valamint NIPAl és NIPA2 gének kopiaszam tobblete jelentés mértékben
hozzajarul a posztnatalis fejlodési visszamaradottsdg mellett az epilepszids rohamok
kialakitasahoz is.

A 15q11.2q13.3 régidt érintd kopiaszam valtozasok és egyéb klinikai tiinetek kozti
Osszefliggés vizsgalata soran arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a 15q13.3 régidba es6
KLF13 gén kopiaszam tobblete a szakirodalomban Derwinska altal leirtakkal ellentétben
nem minden esetben jar szivfejlddési rendellenesség kialakulasaval.

A betegeinkben detektalt 15q11.2q13.3 régiot érinté kopiaszam  valtozasok
tanulmanyozasa alapjan Osszefliggést feltételeziink a GABRB3, GABRAS és GABRG3
gamma aminobutirat receptor alegységeket kodold gének kopiaszam nodvekedése,
valamint a GABA transzaminaz aktivitasanak csokkentését, igy a GABA szintjének
emelését eredményezd vigabatrin és valproat pozitiv antiepileptikus hatasa kozott.

A 15-6s gylrikromoszoman detektalt 15q26.3 terminalis delécid és a megfigyelt klinikai
tiinetek, valamint a szakirodalomban leirt adatok sszehasonlitasa soran megerdsitettiik a
SELS, SNRPAL és PCSK6 gének kopiaszam vesztésének és a kialakitott szivfejlodési
rendellenességeknek ez idaig feltételezett Osszefliggését.

dystrophidja kozti Osszefliggés vizsgalata nem tadmasztotta ald azt a szakirodalmi
megallapitast, miszerint az IGF1R gént hordozoé terminalis delécioval rendelkezé betegek
esetén minden esetben az IGFIR gén kopiaszam vesztése all az alacsony testmagassag
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hatterében. Feltételezéseink szerint mar a 15-0s gyliriikromoszoéma jelenléte 6nmagaban
is hozzajarulhat a tiinetek megjelenéséhez, illetve az IGFIR géntdl disztalisan
elhelyezkedd genomi régié haploinszufficiencidja is meghatarozo lehet a ndvekedési
elmaradas kialakitdsaban.

A Kleefstra szindroma kialakitasaban szerepet jatszo 9q34 genomi régiéo kopiaszam
vesztése mind az altalunk vizsgalt 4., mind az 5. betegben a szindromara specifikus
tiinetek kialakulasat eredményezte, azonban az 5. beteg klinikai vizsgalata soran AED
rezisztenciat figyeltink meg. Eredményeink alapjan a modosult AED valasz
kialakulasanak hatterében feltételezhetéen nem a delécié altal érintett genomialis régid
kopiaszam csokkenése all. Mas genomi régiok kopiaszam valtozasai, valamint DNS
szekvenciaban bekovetkezd valtozasok szerepet jatszhatnak a Kleefstra szindromara nem
jellemzé AED rezisztencia kialakulasaban.

Az epilepszidval és minor malformaciokkal rendelkezé betegek esetén bizonyitottuk az
aCGH alkalmazasanak fontossagat a kevésbé specifikus tiinettan genetikai hatterének

megallapitasa érdekében.
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