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Fogalomtar

Allél: Egy gén vagy DNS szakasz egy vagy tobb alternativ formaja egy adott 16kuszon.
Amplifikacio: Egy adott DNS szakasz (kdpiaszamanak) megsokszorozasa.

cDNS: Koédol6 DNS, mely mRNS-r6l reverz transzkriptdz enzim segitségével
szintetizalodik. A genomikus DNS-t6l kiilonbozik, mert intronokat nem tartalmaz.
Delécié: A mutaciok egy tipusa, mely esetén egy adott hosszisaga DNS szakasz
kitorlédik a DNS-szalbol.

Denaturalas (egyszalusitas): A kétszali DNS szalainak kiilonvalasztasa, hé vagy
kémiai reakcio hatasara, igy két darab egyszalit DNS keletkezik.

De novo / novel mutacié: Ujonnan keletkezett mutécio.

Dezoxinukleotidok: A DNS ¢épit6 elemei, d-nukleotid trifoszat (TP) forma. A négy
bazisnak megfelelden négy féle létezik: dezoxiATP, dezoxiCTP, dezoxiGTP és
dezoxiTTP.

DNS microarray (diagnosztikus chip): Genetikai diagnosztikus eszkdz, melyen solid
(pl.: iiveg ) felszinen multiplex DNS szakaszok vannak rogzitve, melyek mintaként
szolgalnak rovid DNS szakaszok in situ szintetizalasahoz, illetve szekvencia
meghatarozasahoz. A direkt szekvendlassal szemben nagy elénye a nagyszami minta
parhuzamos analizalasanak lehetdsége.

DNS polimeraz enzim: A DNS szal szintézisét katalizal6 enzim.

DNS replikacio: Uj DNS szl szintézise egy adott DNS szakasz, mint minta alapjan.
Direkt DNS-szekvenalas: A génen talalhato koroki mutaciok kimutatasa fluoreszcens
alapt automata kapillaris szekvenator hasznalataval.

Domén: A fehérje funkcionalisan aktiv kotohelye.

Elektroforézis: DNS vagy fehérjefragmentumok agar6z vagy poliakrilamid gélben
torténd méret szerinti szétvalasztasa.

Elektoretinogram: Az elektroretinografia soran regisztralt gorbe.

Exon: A t6bb darabban kodolt gének egy-egy kifejez6dé szakasza, melyeket egymastol
kozbeékelt DNS szakaszok, intronok valasztanak el.

Fenotipus: Egy sejt vagy €10 szervezet megfigyelhet6 tulajdonsagainak Gsszessége.



DOI:10.14753/SE.2019.2302

Folding (hajlitgatas): A fehérje transzlalodastol a végsé globularis allapotig
bekovetkezd jelentds konformaciovaltozas, a térbeli szerkezet kialakulasanak
folyamata.

Forward: 5’-3’ irany, mely iranyban a nukleinsavak és fehérjék szintetizalodnak
Fragmentalas: Feldarabolas, kisebb szakaszokra bontas.

Frame shift (kereteltolodasos mutacié): Egy vagy tobb bazis beépiilése (inzercio),
vagy elvesztése (delécid) a leolvasdsi keret eltolodasdhoz, a lancvég
iranyaba 01j aminosav sorrendhez vezet.

Genomikus DNS: A DNS exonokat és intronokat is tartalmazo6 formaja.

Genotipus: Egy egyed vagy egy génlokusz jellemz6 genetikai dsszetétele.
Heterozigota: Egy génlokuszon két kiilonbozo allélt hordozo sejt/egyed.

Hibridizacio: Az egyszala DNS vagy RNS szekvencia szakasz kotddése a
komplementer NS szakaszhoz.

Homozigoéta: Egy génlokuszon két azonos allélt hordozo sejt/egyed.

Intron: Olyan DNS-szekvencidk, amelyek az RNS-re atirodnak, de az érés soran
kivagasra keriilnek, igy aminosavat nem hataroznak meg.

Inzercié: Egy bizonyos hosszusagl nukleotid szakasz beiiltetése a DNS-lancba.

Kodon: Az mRNS bazisharmasa, mely egy aminosavat hataroz meg.

Konszanguinitas (vérrokonsag): Kozos elédokkel rendelkezés, ily modon genetikailag
kapcsolatban 1év6 allapot.

Lokusz: Egy adott gén vagy DNS szekvencia helye a genetikai térképen/
kromoszoéman. Allélikus szekvenciak identikus 16kuszokon helyezkednek el a homolog
kromoszénmakon (kromoszomalis pozicio).

Misfolding, aberrans folding: A fehérjék nem megfeleld feltekeredése, gombolyodasa,
térszerkezetiik kialakulasa soran.

Misszensz mutacié: A DNS nukleotidsorrendjének aminosavcserét eredményezd
valtozasa.

MRNS: Messenger (hirvivé) RNS, mely a fehérjeszintézis sordn a mag-DNS-t6l
szallitja a fehérje aminosavszekvencidjat meghatarozo genetikai informaciot.

Nonsense mediated decay: A ,,nonszensz medialta lebontas” egy olyan, a természetben
miikodé védekezo, illetve kontroll mechanizmus, amely eliminalja a korai terminacios

kodonokat (PTC) tartalmaz6é RNS-eket.
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Nonszensz mutacié: Stop kodonhoz, igy a DNS szal korai végzodéséhez vezetd
mutécio.

Nukleotid: A nukleinsav lancot alkotd szerkezeti egység, mely egy heterociklusos
bazisbol, egy pentdz cukorbol €s egy foszfat csoportbol all.

Primer: 20-30 bazisbol alloé oligonukleotid, mely a célszekvenciaval komplementer,
(szekvencigjat elére megtervezzilk un. genomikus bronzerek segitségével). A
célszekvenciahoz kapcsolodva lehetségessé valik, hogy a DNS polimeraz elkészitse a
komplementer DNS szalat.

Polimorfizmus: Egy adott populacidban ketté vagy tobb kiilonbdzo varians, melyekbol
a legritkabb el6fordulasi gyakorisaga legalabb 1%. Egy genetikai lokusz polymorfnak
tekintett, ha legalabb két kiillonb6z6 formaban 1étezik a népességben.

Pontmutacio: Mutaci6 tipus, mely soran egy darab bazis helyettesitddik egy masikkal
(single base substitution).

Retinogramtérkép: A multifokalis ERG soran regisztralt gorbék topografikus
megjelenitése.

Reverz transzkripcio: cDNS készitése RNS-rdl reverz transzkriptaz enzimmel.

SNP (single nukleotid polimorfizmus): Kett6 vagy tobb kiilonb6z6 varians egy adott
bazis 16kuszan.

Splicing: Az intronok kivagasa a nukleinsavbol az mRNS érés soran.

Vilaszsiiriség: Multifokalis ERG vizsgalattal mért egységnyi teriiletre jutd elektromos

aktivitas (mértékegysége: nV/fok?).
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Roviditések jegyzéke

AD: autoszomalis dominans

AIPL1: aryl-hydrocarbon receptor interacting protein like 1
ANOVA: analysis of variance

APEX: arrayed primer extension

AR: autoszomalis recessziv

AAV: adeno-asszocialt virus

ACHM: achromatopsia

BCVA: best corrected visual acuity, legjobb korrigalt lat6élesség
bp: bazispar

cDNS: komplementer dezoxiribonukleinsav

CEP290: centroszomalis protein, 290 Dalton sulya

CHM: chorioiderémia

CRBL1: crumbs homologue 1

CSNB: congenital stationary night blindness (velesziiletett stacioner soététadaptacios
zavar)

dNTP: dezoxyribonukleotid-trifoszfat

DNS: dezoxiribonukleinsav

DTL: elektroda Dawson-Trick-Litzkow féle ,,szal” (fiber) elektroda
EORD: early onset retinal dystrophy

ERG: elektroretinografia

ERM: epiretinal membrane

ETDRS: Early Treatment Diabetic Retinopathy Study

GCL: ganglion cell layer

GfERG: Ganzfeld elektroretinografia

ILM: internal limiting membrane (belsé hatarhartya)

INL: inner nuclear layer (belsé6 magvas réteg)

IPL: inner plexiform layer (belsé rostos réteg)

ISCEV: International Society for Clinical Elecrophysiology of Vision
LCA: Leber Congenital Amaurosis
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logmar: logarithm of the Minimum Angle of Resolution

MFERG: multifokalis elektroretinografia

MRNS: messenger RNS (hirvivé ribonukleinsav)

NGS: next generation sequencing

OCTRIMA: OCT retinal image analyzer

OMIM: online mendelian inheritance in man

OCT: optical coherence tomography (optikai koherencia tomografia)
OPL.: outer plexiform layer (kiilsé szemcsés réteg)

ONL.: outer nuclear layer (kiils6 magvas réteg)

PCR: polimerase chain reaction

RD: retina disztrofia

ROS: rod outer segment

RNFL: nerve fiber layer (idegrostréteg)

RP: retinitis pigmentosa

RPE: retinal pigment epithelium (a retina pigmenthamja)

SD: standard deviaci6 - szoras

SNP: single nucleotide polymorphism (egypontos nukleotid polimorfizmus)

XL-RP: X kromoszémahoz kotott retinitis pigmentosa

10
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|. Bevezetés

A retina disztrofiak (RD) ritka, progressziv, genctikai hiban alapuld, degenerativ
betegségek csoportja, melyek elsédlegesen a fotoreceptorok morfologiai vagy
funkcionalis karosodéasat okozzdk. Elérehaladott stddiumban a retina Osszes rétege
érintett, a neuroretina generalizalt strukturalis valtozasa figyelhet6 meg,
kovetkezményes stlyos funkcioromlassal, esetenként vaksaggal. (1, 2, 3) Fellépésiik
idopontjat, genetikai hatteriiket, patomechanizmusukat, oroklésmenetiiket és klinikai

megjelenésiiket tekintve egyarant jellemz6 rajuk a nagyfoku heterogenitas. (1. abra)

Stargardt

Cone/Cone-Rod
\
Dystrophy \_ABCA4

Retinitis

RDH5 Pigmentosa
KCNV2
RIMS1 PDE6A
SEMA4A PRPF31
& others RP2

USH2A

RP1

& others RHO

CSNB

& others

1. abra. A retina disztr6fidk genetikai és fenotipusos heterogenitasa: ugyanazon korkép
pl: retinitis pigmentosa vagy Leber-féle kongenitalis amaurdzis hatterében szamos gén
defektusa allhat (genetikai heterogenitas) ugyanakkor egy adott gén (pl. CRB1-)
defektusa mindkett6t okozhatja (fenotipusos heterogenitas). (4)

A fotoreceptorok felépitésiiket és miikddésiiket tekintve egyarant nagyfokban

specializalddott sejtek, a palcikak szama kb. 130 millio, a csapoké 6-7 millidé egy

11
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szemben. (1) A RD-k esetében a klinikai képet leggyakrabban a palcikak miikodési
zavara uralja, elérehaladott stadiumban azonban mindig a csapok is érintettek (palcika-
csap disztrofia, masnéven ,retinitis pigmentosa”, (RP, OMIM: 268000). A , retinitis
pigmentosa” elnevezés a szemfenéki kép alapjan sziiletett, a jellegzetes szemfenéki
elvaltozasokat (csontsejtszerti / intraretindlis pigmentacio) eldszor szemtiikdrrel van
Trigt 1853-ban latta és irta le. A ,,retinitis pigmentosa” elnevezés Donderstdl szarmazik:
1857-ben vak betegek szemfenekén sotétebb, csontsejtszeri pigmentaciot figyelt meg
(5, 6). Ma mar ismert, hogy a RP nem gyulladasos eredetii, azonban ez a terminus
technicus annyira elterjedt a szakirodalomban, hogy jelenleg is ezt hasznaljuk. (5) A
palcika-Ccsap mintdzati RD-k masik szinonimaja a ,,degeneratio pigmentosa retinae”. A
legtobb beteg un. sporadikus eset, kb. az 6sszes RP 50-60 %-a, ezen izolalt esetek
valosziniien autoszomalis recessziv (AR) modon 6roklédnek, ezzel szemben
autoszomalis dominans (AD) 6roklést mutat kb. 25%, és a fennmarado6 kb. 10-15%-ban
az X kromoszomahoz kotott 6roklodés a jellemzo. (2, 5)

A legsulyosabb retina disztrofiak elsé leirdjukrol Theodor Leberrdl kaptak a Leber-féle
kongenitalis amaurozis (LCA, OMIM 204000) elnevezést, aki a jellemzé klinikai
tineteket 1869-ben irta le. (7) A tinetek klasszikus esetben mar 1 éves kor el6tt
fellépnek, maskor a pontos kezdet nehezen allapithatdé meg, gyakran egy kiilsé szemléld
veszi €észre a sotétben vald bizonytalansagot. Ez gyakran 1 éves kor utan, de még
kisgyermekkorban kezdddik. A legstlyosabb, velesziiletett formaktol elkiilonitendo,
ezeket a disztrofidkat korai életkorban kezdddo retina disztréfianak (early-onset severe
retinal dystrophy, EORD) nevezi a szakirodalom. Az LCA és az EORD kozott az
atmenet folyamatos, ami szamos esetben diagnosztikus pontatlansaghoz vezet. (3, 8, 9)
A RP vilagszerte eléfordul, gyakorisaga 1: 4000 (2, 3), Magyarorszagon az érintettek
szama 2500 koriilre tehetd, mig az LCA-EORD gyakorisaga vilagszerte kb. 1: 50-
80 000. (10) A magyar betegek szama hozzavetbleg 125-200 k6zé tehetd. A velesziiletett
¢és gyermekkori RD-k az 6sszes RD esetek kb 5-7 %-at teszik ki. (9)
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I. 1. Klinikai kép, tiinetek
I.1.1. Felnéttkorban fellépé RD (retinitis pigmentosa)

A diagndzis mar a klinikai kép és a szubjektiv tlinetek alapjan felallithato, a végleges
diagnozishoz azonban a Ganzfeld-elektroretinografia (Gf~-ERG) alapvetd.

Az RP betegek tiinetei lassan, észrevétleniil kezdddnek és tobb évtized alatt jutnak el a
végallapotig. A korai stadiumra a niktalopia jellemzO, mely az elsd vagy a masodik
életévtizedben kezdodik. (2, 3) Az érintett személynek nincs betegségtudata, igy sem a
tiinetek sem a fotoreceptor pusztulds kezdetének pontos ideje nem meghatarozhato. A
beteg ebben a stadiumban jellegzetesen nem keriil szemorvoshoz, igy diagnézis sem
sziiletik, féleg ha a csaladban nincs masik érintett személy. A 1atoélesség altalaban nem
érintett. A szemfenék a korai stadiumban Altaldban nem mutat eltérést,
pigmentdepozitumok nincsenek. A retindlis arterioldk nem, vagy csak alig sziikebbek, a
latéidegfé morfologiailag ép. A latotérben koros eltérés eldszor csak szkotopikus
koriilmények kozott mutathatd ki, a latotér vizsgalat viszont altalaban mezopikus
koriilmények kozott torténik. A Kozépsd stadiumban a niktalopia a mindennapi életben
is korlatozza a beteget (pl: autovezetés este). A periférids latotér sziikiiletét nappal is
észleli a beteg, példaul gyalogatjaron kozlekedés vagy kézfogas esetén. Az
elérehaladott stadiumban csélatotér alakul ki. A betegségre a diszkromatopszia is
jellemzd, ami a kék és sarga szint érinti. A csapok masodlagos érintettsége miatt
fénykertilés alakul ki, igy a beteg szdmara csak egy igen sziik intervallumban
optimalisak a fényviszonyok: til kevés fényben a niktaldpia, til erds fényben a
fotoaverzi6 zavarja. A centralis latds gyakran csokkent, ennek hatterében makula
oedema vagy atrofia allhat. A papilla mar egyértelmiien halvanyabb, az erek attenualtak.
A Ganzfeld elektroretinogram (Gf-ERG)-n a kozéps6 stadiumban a szkotopikus ERG
kioltott, a fotopikus ERG nagyfokban csokkent vagy kioltott lehet. (3,5)

A latotérben kdzépperiférikus gytri alaka szkotoma alakul ki, mely id6ével mind a peri-
féria, mind a centrum felé terjed. (2.

abra)
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2. abra. 80 fokos latotér, bal szem. Gytirti alaka szkotdma, a latoélesség 1.0. 37 éves

ndbeteg a Szerzd sajat beteganyagabol.

A retinitis pigmentosaban szenvedd beteg jellegzetes szemfenéki képén a legelsd
elvaltozas az intraretindlis (csontsejtszeril) pigmentacid megjelenése a kozépperiférian,
mely az RPE sejteknek az elpusztult fotoreceptorok helyére, a neuroretinaba torténd
migralasanak a kovetkezménye.(5) Késébb a pigmentacié mind a centrum, mind a
periféria felé kiszélesedik, egyidejileg a papilla fokozott decoloracidja (ascendald

atrofia, glidzis) és a retinalis erek sziikiilete alakul ki. (1, 2, 3, 5) (3. abra)

14



DOI:10.14753/SE.2019.2302

3. abra. K6z¢épso stadiumi RP-s beteg szemfenéki képe. Jobb szem. A latéidegfé nem
dekoloralt, az erek alig sziikebbek, a kdzépperiférian korben hiperpigmentacio. A kép a

szerz0 sajat beteganyagabol szarmazik.

Az eldrehaladott stadiumban a szemfenéken kiterjedt, a makulat is tobbnyire érintd
pigmentdepozitumok, kiterjedt chorioretinalis atrofia, sziik erek és halvany latoidegfd
figyelhetd meg. Egyes betegekben 10-20 év alatt a centralis latas is elvész, mas
esetekben nem. A betegek tobbsége szorészleteket még évekig tud olvasni. A centralis
latas elvesztésének jellemz6 ideje a 60 éves kor, ilyenkor a retina elektromos valasza

kioltott. (2)

4.abra. El6érehaladott stadiumu RP beteg szemfenéki képe, bal szem. Decoloralt papilla,

sziik erek, a kozépperiférian Un. csontsejt szerli hiperpigmentacio, szemcsés-atrofias
retina mintazat jellemzi a szemfenéki képet. A 1atasi teljesitmény fényérzés - szemeldtti

ujjolvasas. A kép a szerzd sajat beteganyagdbo6l szarmazik.
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1.1.2. Velesziiletett, illetve korai életkorban kezd6dé RD-k (LCA, EORD)

klinikai tiinetei

A betegeket alapvetden két csoportba (LCA/ EORD) oszthatjuk, melyek kozott a hatar

gyakran elmosddik, szamos intermedier fenotipus 1étezik. (8, 9)

1.1.2.1. Klasszikus, 1-es tipusi LCA (csap-palcika tipusi betegség)

(Leber altal leirt eredeti klinikai kép) esetén az elsd tiinetek altalaban 1 éves kor elott
mutatkoznak. A vizudlis teljesitmény nagyon gyenge, tObbnyire csak fényérzés-
ujjolvasas- kézmozgas latas mar a korai kisded korban. (11) Elsé tiinetként, jellemz6en
par honapos korban, finom vagy durva hullamu, keresé szemmozgas (sensoros
nystagmus) lathatd, a gyermek fixalési reflexe nem alakul ki. A pupilla renyhe, fényre
nem vagy lassan reagal. (7, 10) A gyermek, sajat rossz funkcioju szemének ,extra
ingert” biztositandd, gyakran nyomogatja vagy dorzsoli azt, ez az tgynevezett okulo-
digitalis jel. A latas legjobb esetben 2-3 mou, az évek eldrehaladtaval altalaban tovabb
romlik, sok esetben a fényérzékelésig illetve a fényérzékelés nélkiili allapotig,
ugyanakkor gyakori a fotoaverzio is. (11, 12)

A szemfenék altalaban az elsé élethonapokban nem mutat 1ényeges eltérést, néha
finoman méarvanyozott rajzolatd. Az életkor elérehaladtaval bizonyos geno-fenotipusos
Osszefiiggések kimutathatova valnak (pl. makularis érintettség, vagy sargas
depozitumok megjelenése). (12) Elérehaladott stadiumban a szemfenéken egyre inkabb
az intraretinalis, masnéven csontsejtszerli pigmentacid lesz a jellemzd, ennek oka a
fotoreceptor sejtek progressziv pusztulasa.

A diagnoézisban alapvetd a Gf-ERG, mely 1 éves korban mar tipusosan kioltott. Az
ideghartya elektromos csendje (sem szkotopikus, sem fotopikus, sem maximalis valasz
nincs) valamint az igen rossz latasfunkcié alapjan a klasszikus (1-tipust) LCA
velesziiletett, stationer csap-palcika disztrofianak felel meg. Ezt erdsiti meg az az elsore
talan furcsa tény is, hogy a szinte teljes latashiany ellenére, a gyermek mégis
fényérzékeny, mint ahogy a csapfunkcio hidnyara ez jellemzd. A ,,stationer” jelzé nem a
folyamat benignus jellegére utal, hanem arra, hogy az igen gyenge latasteljesitmény
tovabb nem tud romlani.

A retina elektromos tevékenységének hidnyat el0szor Francescetti és Dieterlé irta le és

ismerte fel fontossagat a diagnozis felallitasaban. (13)
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1.1.2.2. 2-es tipusti LCA vagy EORD (palcika-csap tipusu betegség)

Az elsé tiinet a niktalopia, mely lassan kezdddik, tobbnyire a sitétben vald rossz
tajekozodas tiinik fel a sziiloknek, altalaban az els6 2-3 életévben, néha az elsé
évtizedben.

A centralis latas altalaban még hosszu ideig relativ jo (1.0 -1.3 Logmar / BCVA 0.05-
0.1), aazonban id6vel ez is progressziv romlik (14). A keresé nystagmus nem jellemz6.
A szemfenéki kép altalaban nem jellegzetes, késobb szintén a pigmentdepozitumok
progressziodja a tipikus. A Gf-ERG szkotopikus valasza csokkent, de még felismerhetd,
késobb kioltotta valik. Ez alapjan a pontos diagnézis korai életkorban kezdodo,
progressziv (stlyos.”’severe”) pdlcika-csap disztrofia. A szakirodalomban elfogadott
egyik elnevezés ennek angol nyelvii roviditése: early onset severe retinal dystrophy,
EORD.

A magyar nyelvli szakirodalmat attekintve, RP-val kapcsolatos kozlemény a
»Szemészet”-ben 1992-ben jelent meg Sziics és Janaki szerzoktdl, mely a dél-alfoldi
betegek szocioepidemioldgiai helyzetét elemzi. (15) Kusnyerik az Orvosi Hetilapban az
elérehaladott RP betegek terapias vonatkozasardl kozolt kozleményt valamint PhD
értekezésének témaja is ez. (16, 17)

Molnar Kalman a retina disztrofidk esetleges immunpatomechanizmusarol jelentetett
meg kozleményt a ,,Szemészet”-ben. (18)

Sajat vizsgalataink eldtt magyar LCA illetve EORD betegekrél nem tortént vizsgalat

illetve nem jelent meg kozlemény.

|.2. Differencial diagnozis

1.2.1. Retinitis pigmentosa

1.2.1.1. Szindromas RP
Szindrémas RP-ban a szemen kiviil valamely mas szerv(rendszer) is érintett, ez az
Osszes RP eset kb. 20-30 %-a. A leggyakoribb az Usher szindroma és és a Bardet-Biedl

szindroma.
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- Usher szindromaban a RD neurosensoros hallaszavarral jar egyiitt, az autoszomalis
recessziv RP-k kb. 20-40%-4ban, az Osszes RP eset kb. 10-20%-aban all fenn. A
hallaszavar altalaban megel6zi a szemészeti tiinetek kezdetét. (2, 3, 5)

- Bardet-Biedl szindroma: ritka, obesitassal, kognitiv zavarral, polydactylidval,
hipogonadizmussal és veseérintettséggel jar, az 6sszes RP kb. 5-6%-a. (2, 3)

Az abétalipoproteinémia és a Refsum betegségek hatterében anyagcserezavar all, a korai
felismerés jelentdségét az adja, hogy megfeleld diétaval a latasromlas megeldzhetd ill.
lassithato. (2, 3, 5)

- Bassen-Kronzweig betegség, (abétalipoproteinémia): progressziv ataxia, steatorrhea,
csokkent plazma lipid szint és RP. (2, 3,5)

- Refsum-betegség: fitansav-oxidaz enzim deficiencia, tiinetei: emelkedett fitansav szint,

anosmia, siiketség, RP. (2, 3, 5)

1.2.1.2. Egyéb progressziv niktalopiaval jaré RD: chorioiderémia (CHM),

A CHM (OMIM 303100) X- kromoszoémahoz kototten 6roklédik, igy elsésorban az X
kromoszémahoz kototten 0roklédd RP-t6l (XL-RP) kell megkiilonboztetni. Ez
gyakorlati szempontbol is fontos, mert az XL-RP hosszutavon az életmindséget sokkal
inkabb befolyasolja, mint a CHM: CHM-ben a centralis rezidualis 1atotér szigeten beliil
a latoélesség elérehaladott (60 éves) kor koriil is megmarad, addig XL-RP-ben a
centralis latas mar fiatal korban romlik. (19, 20) Kezdeti stadiumban, 10 éves kor kortil
még nem lehet a két korképet elkiiloniteni, sem a Gf.-ERG, sem a szemfenék alapjan.
(5. abra) Segitséget nyujthat a csalad hordozé nétagjainak szemfenék vizsgalata, mely
CHM-ban altalaban finom difftiz szemcsézett pigmentaciot €s enyhe pigmetkikopasokat
mutathat, hasonléan a manifeszt betegség korai stddiuméhoz. (7. abra) Fiatal felndtt

korban mar jellegzetes a CHM-ben szenvedd beteg szemfenéki képe.
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5. abra. Felsd sor: Choroideremias beteg bal szemének a szemfenéki képe. A 8 éves

betegben ép latoidegfd, normalis tdgassaglh erek, a retinan diffuzan molyragéasszer(i
szemcsés pigmenteltérés figyelheték meg, mely utobbi az elsé manifeszt retinalis
elvaltozés. Also sor: X-hez kotott Retinitis pigmentosa képe. A 10 éves betegben a
papilla élessz€li, a periférian szemcsés mintazat, pigmentkikopas, illetve —zavar lathato.

A képek a szerzd sajat anyagabdl szarmaznak.
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6. abra. CHM-ben szenvedd fiatal férfi szemfenéki képe. Az érintett teriileten diffuz,
teljes chorioidedlis atrofia, ivelt éles széllel. A kép a szerzd sajat beteganyagabol

szarmazik.

7. abra. 46 éves CHM hordoz6 n6 bal szemének szemfenéki képe, aki a 6. abran lathatd

beteg édesanyja. A hatso polus (balra) és periférias retina (jobbra). Difftz, szabalytalan
elrendez6désti hiperpigmentalt teriiletek, némi granularis jelleggel. A hatso poluson

vilagosabb foltozottsag.
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1.2.1.3. Nem progressziv, niktalépiaval jaré kérképek

Velesziiletett stacioner ¢éjszakai vaksag, (Congenital Stationary Night Blindness,
CSNB): altalaban gyermekkorban kezdddik, tobb oroklésmenete lehet. A szemfenéki
kép nem jellegzetes, az elkiilonitésben a Gf-ERG fontos, ugyanis egyes formakban az
un. negativ tipusu ERG (normalis nagysagu szkotopikus ,,a” hullam mellett csokkent

szkotopikus ,,b” hullam) jellemz6. (21)

1.2.2. LCA és EORD differencial diagnosztikaja

1.2.2.1. 1-es tipusu LCA

Az 1-es tipusu LCA-t -t a ,,vizudlis viselkedés hianya” jellemzi, ezért a klinikai tiinetek
alapjan tapasztalt szemorvos szamara, megfeleld iranyultsag esetén a diagnozis
felmerill. (6, 9, 11, 12) Elsésorban az achromatopsiatol (OMIM:216900) Kell
elkiiloniteni, mivel mindketté velesziiletett allapot és jellegzetes klinikai tiinete a
fotoaverzio. A latoélesség ugyancsak csokkent, az Oroklésmenet szintén AR. A
differencidl diagndzisban alapvetd a Gf- ERG: achromatopsiaban a szkotdpikus valasz

elvezethetd, fotopikus valasz nagyfokban csokkent vagy hianyzik.

1.2.2.2. EORD (2 —es tipusu LCA)

Az EORD (2 —es tipusi LCA) elkiilonitésében minden gyermekkorban kezd6do
niktalopiaval jaré korkép (CSNB, CHM, XL-RP) szoba jon. A gyakori nystagmus-
micronystagmus EORD-ben jellemzd, a tobbi korképben nem. A csaladfa elemzés az X
kromoszomahoz kotott korképektdl (CSNB  egyes tipusai, XLRP, CHM) vald
elkiilonitést megkonnyiti, mert az EORD-hoz tartozo korképek AR modon 6roklddnek.
Az els6 szemfenéki elvaltozas jellemzden a periférids retina so-bors jellegli fokozott
szemcsézett mintazata CHM és XLRP-ben, de eléfordulhat EORD-ban is. A Gf-ERG
jellemzden 7-8 éves korban mar kioltott mind CHM-ban, mind XL-RP-ben, hasonldéan
az EORD-hoz. A CSNB egyes formaitol, azok jellegzetes Gf-ERG eltérései alapjan a

korai életkorban kezd6d6 retina disztrofiak biztonsaggal eldifferencialhatoak.
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1.3. Retina disztrofiak — genetikai vonatkozasok
1.3.1. Retinitis pigmentosa

Régota ismert, hogy egyes RD-k csaladi halmozodast mutatnak, mas esetek
sporadikusak.

Az els6 direkt Osszefiiggést egy adott RD-fenotipus €s egy adott genetikai elvaltozas
kozott 1984-ben Bhattacharya és munkacsoportja kozolte, akik az XLRP és az X
kromoszéma rovid karjan egy adott polimorfizmus kozott szoros Gsszefliggést talaltak.
(22) 1990-ben Dryja és munkatarsai a 3-as kromoszoma hosszt karjan egy pontmutaciot
irtak le AD-RP-ban. (23)

Ezt kovetdoen a RD-k genetikai diagnosztikajaban oriasi fejlodés kovetkezett: az
identifikalt RD gének szama 2006-ban mar 120-nal, 2013-ban mar 300-nal is tobb volt.
(24, 25). A Kklinikai gyakorlatban a sporadikus formak genetikai hatterének tisztazasa a

legnagyobb kihivas, ami az 6sszes nem szindromas RP esetek kb. 50%-a.

1.3.2. LCA - genetikai vonatkozasok

A velesziiletett vagy korai életkorban kezd6dd formékban a klinikai diagnézishoz
alapvetd a Gf-ERG, azonban ma mar a definitiv diagnozishoz hozzatartozik a koroki
mutacid azonositisa is. Ennek jelent0sége a genetikai alapl terapids lehetdségek
bdviilésével egyre ndvekedni fog.

Az LCA-EORD éltaldban AR modon 6roklédnek, tipusosan két tliinetmentes, jO latast
sziilének sziiletik egy érintett gyermeke. A klinikai tiinetek elsé leirasatol kb. 130 év
telt el, mig LCA-s betegekben az elsé asszocialt gént azonositotta egy francia
munkacsoport 1996-ban: ez a retindlis guanyl ciklaz 2D, (GUCY2D). (26) 2017-ig 20
kiilonboz6 gént identifikaltak, melyek génhibdja vagy mutacioja felelés az LCA
fenotipus kialakulasaért. (27, 28)

1.3.2.1 Klasszikus LCA
A klasszikus LCA-ban azonositott gyakoribb, igy korabban identifikalt felelos gének a

kovetkezok: aryl-hydrocarbon receptor interacting protein like 1 (AIPL1) (29) (els6
kozlés: Sohocki 2000), GUCY2D (24) (els6 kozlés:Perrault 1996), a retinitis
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pigmentosa GTPase regulator interacting protein 1 (RPGRIP1) (30) (els6é kozlés:
Dryja, 2001) és a centrosomal protein 290 (CEP290) (31) (els6 kozlés: den Hollander
2006). Ezt kovette még 7 tovabbi koroki gén azonositasa, jellemzéen mindegyik az
0sszes LCA esetek kb.1-2%-aban ¢€s tobbnyire olyan csaladokban, ahol a sziilok kozott
vérrokonsag all fenn. Ezen ritkabb gének a kovetkezok: cone-rod homeobox (CRX), az
. tipusu LCA esetek kb. 1-3%-aban talaltak (RETNET, 6).

A retinal degeneration 3 (RD3)-at egy indiai testvérparnal azonositottak el0szor, a leiras
szerint latasuk sziiletéstél kezdve nagyon gyenge volt. (32)

tagjaban azonositottak, akiknél LCA szerli fenotipust irtak le. (33) Az 1Q motif
containing B1 (IQCB1) gén, masik neve: NPHPS5, itt az els6é 11 kozolt esetbdl 4-nél
Klasszikus 1-es tipustt LCA alakult ki, mig 7-nél veseelégtelenség is tarsult a szemészeti
tiinetekhez (Senior-Loken syndroma). (34)

A Kalium channel inwardly rectifying subunit (KCNJ13) gént, mint koéroki tényezot
Osszesen harom betegben mutattak ki, egy testvérparban egy vérrokon kozel-keleti
csalddban és egy nem rokonhazassagbol sziiletett simplex esetben. Az LCA tiinetei nem
sokkal a sziiletés utan mar lathatéak voltak. 32-34 éves korukra a vizualis teljesitmény
1,5-2,0 Logmar Vvolt. (BCVA: 0.01 -0.04). (35)

A Lebercillin (LCA5) a fotoreceptor un ,,connecting cilium”-aban talalhatd fehérje,
melynek mutacidjat 6sszesen 18, sulyos LCA fenotipust betegben talaltak, legtobbszor
a fehérjét csonkold mutacioval. (36, 37) A Nicotinamide nucleotide adenyltransferase
1 (NMNAT1) enzim defektusat szintén kevés, de sulyos, a centralis retina korai

atrofiajaval jaré LCA fenotipusu betegben irtak le. (38)

1.3.2.2. EORD

EORD-ban a korabban azonositott gének a kovetkezok: Crumbs homologue 1 (CRB1),
(els6 kozlés den Hollander, 2001, Lotery 2001) (39, 40), retinal pigment epithelium-
specific 65 kD protein (RPE65), (els6 kozlés: Marlhens 1997, (41), retinol-
dehydrogenase -12 (RDH12) (els6 kozlés: Janecke 2004) (42), valamint a tubby-like
protein 1 (TULP1) (43). A késObbiekben még legalabb 4 tovabbi olyan gént fedeztek
fel, mely EORD kialakulasaért felelés, ezek a kovetkezok: lecithin retinol acetyl
transzferdz (LRAT) (els6 kozlés: Thompson, 2001) (44), MERTK: (els6 kozlés: Issa P.
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Ch, 2009) egy vérrokon marokkoéi csalad 5 érintett gyermekében irtak le, 5 éves kor
koriil még ,,némi hasznalhato latassal”. A tiinetek kezdete az els6 életévtized volt, a
csaladban egy homozygdta mutaciot azonositottak. (45). A Spermatogenesis associated
protein 7 (SPATA7)-hez asszocialt EORD-t 2010-ben kozolte Perrault és

munkacsoportja. (46)

A vérhat6 genotipus megitélésében a klinikai kép sokat segithet, ismerve a latasi
teljesitményt, szemfenéki képet, OCT leletet és az esetleges progresszio fennallasat
vagy hianyat: a 20/50-nél jobb latoélesség leginkdbb CRBI1, LRAT, RPE65
géndefektusra utal, hasonldéan az atmeneti szubjektiv javulds, majd csak ezt kovetd
romlas jelenségéhez. A latasfunkcié a klasszikus LCA csoportban az AIPL1 és
RPGRIP1 génhez kotott korképekben a kezdetihez képest tovabb romlik, esetenként a
fénysejtés vagy fényérzés nélkiili allapotig, mig a CEP290- és GUCY2D-asszocialt

LCA-ra a sulyos, de stabil latdsdefektus a jellemzo.

1.4. Patomechanizmusok, az azonositott gének normal szerepe
1.4.1. Retinitis pigmentosa

Legalabb harom, egymastol fiiggetlen, a retina mukodésének szempontjabol fontos
mechanizmus lehet érintett: 1./ palcikak kiils6 tagjanak (ROS) korongjainak megujulasa
illetve levalasa 2./ a fototranszdukcios kaszkad 3./ az A-vitamin/ retinol anyagcsere

(vizualis ciklus). (1)

1.4.2. LCA-EORD

Az eddig azonositott kauzativ gének illetve fehérjék mindegyike alapvetden sziikséges a
retina normalis miikodéséhez, hibds miikddésiik hét kiilonbozd retindlis folyamatot
érinthet. (28)

1./ Fototransdukcios kaszkad: enzimatikus lancreakcio, melyet a retinat éré foton indit
be. A fotoranszdukciot érintd LCA gének a GUCY2D, az AIPL1 és az RD3. ,,Hiba”
esetén a fotoreceptor ioncsatornaja zarodik és az folyamatos hiperpolarizalt allapotba

keriil és elpusztul.
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2./ A Retinoid ciklus: (A vitamin anyagcsere) folyamata soran az all-transz-retinal —
11-cisz retinalla alakul at, azt ezt kovetd reakciok sorozata a rodopszin regeneralddasat
teszi lehetové. A retinoid ciklust érinté LCA gének a RPEG5, a LRAT ¢és az RDH12.

3./ Retinalis transzkripcids faktor(ok): CRX

4./ Interflagellaris transzport folyamatot érinté RD-k (ciliopathiak, melyekben a
fotoreceptor belsé (IS) és kiilsé (OS) tagja kozotti fehérje szallitas érintett. (SPATA7Y,
LCA5, RPGRIP1, CEP290, TULPL, sth)

5./ Fotoreceptor morfogenezis (CRB1, PRPH2, utébbi neve korabban RDS/periferin)
6. / Metabolikus enzimek, sejttulélés: (IMPDH1, NMNAT1)
7./ Fotoreceptor ioncsatornak érintettsége , pl. mint KCNJ13 esetében a K ion-

csatornaké.

1.5. A retina disztréfiak szovettani vonatkozasai
Ezen betegség csoportban érthetden kevés szovettani vizsgalatra van lehetdség, ha igen,
akkor is altalaban el6érehaladott allapoti szemeken. Tovabbi nehézségek a retina

postmortem autolizise és a metszetkészités soran keletkezé artefaktumok. (47)

1.5.1. A retinitis pigmentosa szévettani jellemzo6i

A retina kiils6 magvas rétege (ONL) a palcikdk és csapok sejtmagvaibol 4ll. A legelsd
szovettani  elvaltozads egybehangzdéan a fotoreceptor réteg (palcikak) kiilsd
szegmentjének (rod outer segment, ROS) megrovidiilése, droklésmenettdl fiiggetleniil,
minden tipust retina disztréfidban. Szintén korai jel a kiils0 magvas réteg
elvékonyodasa, benne a sejtmagok szdmanak jelentds csokkenésével az egészséges
szemekhez képest. (47, 48) A bels6 magvas réteg (inner nuclear layer, INL), mely
amakrin, bipolaris és horizontalis sejtekb6l all, valamint a ggl-sejt réteg is, altalaban
jobban megtartott: Santos és mtsai 21 postmortem vizsgalt szem maculdjanak metszeteit
elemezték és sulyos RP-ben az INL sejtjeinek 78%-at intaktnak talaltak.(48) A betegség

késoi stddiumaban ezek is degeneralddhatnak.
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8. abra. A retinitis pigmentosa stadiumai. A korfolyamat elérehaladtaval az ONL
(fotoreceptor réteg) elvékonyodik, majd végleg eltiinik. A retina teljes vastagsaga is
csokken, egyidejlileg a Miiller sejtek (M), (sejtmag a bels6 magvas rétegben, INL)
hipertrofiaja is megfigyelhetd. (49)

A retina 3 féle glia sejttipust is tartalmaz, melyek sejtteste szintén az INL-ben van.
Ezek a Miiller sejtek, a microglia és az astrocytak. A Miiller sejtek vertikalis nyulvanyai
alkotjak a kiils6 (OLM) és belsé (ILM) hatarhartyat, mig az astrocytdk a retinalis
idegrost rétegre korlatozodnak. Hisztologiai szempontbdl a belsd magvas réteg relativ
morfologiai megdrzottségéhez a gliasejtek megléte illetve reaktiv valtozasa 1is
hozzajarulhat. (47, 48)

A periférias palcikak axon szeri nyulvanyokat novesztenek a belso retina iranyaba és az
ILM koriil végzédnek ahol a Miiller sejtekkel képeznek kapcsolatot, nem pedig a bels6
magvas rétegben talalhatd horizontalis és bipolaris sejtekkel képeznek szinapszist.
Elekronmikroszkdopos vizsgalatok szerint ez a kapcsolat nem valodi szinapszis. (47,50)
A Miiller sejtek a fotoreceptorok apoptozisa utan hipertrofizalnak és esetenként a
szomszédos sejtek nagyobb vertikalis glia oszloppa olvadnak 0Ossze. (47, 50, 51)
Eldrehaladott esetben a periférias retinaban mind a palcikak, mind a csapok eltlinnek, a
maculaban csak egy csap monolayer van. (48, 50) A fotoreceptorok helyét
megvastagodott Miiller sejt nytalvanyok veszik at. A ganglion sejtek nagy része is

elpusztult, mig az INL magjai elsésorban a hiperplazias astrocytaktol szarmaznak. A

26



DOI:10.14753/SE.2019.2302

proliferalt astrocytak jellemzden a papilla eliilsé-fels6 részén és a peripapillaris retinan

epiretindlis membranképzddéshez vezethetnek.

1.5.2. Az LCA-EORD szovettani jellemzdi

Az irodalomban 0Osszesen 13 LCA szerii fenotipusi esetet kozoltek, melyben a
szemgoly6 postmortem szovettani vizsgalaton esett at. Az esetek, egy kivételével mar
felnétt korban kertiletek vizsgalatra, igy nagyrészt szekunder valtozasok figyelhetdk
meg. A betegek nagy részének nem ismert a genotipusa. A leggyakoribb elvaltozasok a
fotoreceptor réteg, a belsé retina és a pigmentham atrofiaja és glidzisa volt. (11) Harom
esetben ismeretlen genotipusu betegekben a retina a fotoreceptorok teljes hianyat
mutatta, primitiv kob-jellegti sejtekkel, egy esetben a fotoreceptor réteg megrovidiilését

talaltak. (11)

1.6. Allatmodellek, allatkisérletek, human terapias lehetéségek

A molekularis szintli patomechanizmusok megismerésével elméletileg 0j terapias
lehetdségek nyiltak, melynek célja a ,,hibas genetikai folyamat kijavitasa”, ezt nevezziik
génterapianak. (52)

Szamos LCA-EORD- fenotipusu allatfaj ismert, mind természetes variansok, mind
mesterségesen ,,eléallitott” allattdrzsek forméjaban. Ismert a spontdn RPE65 mutéciot
hordoz6 Briard kutya és egy spontan CEP290 mutaciot hordozd macska torzs is. (53,
54) Jelen munkamban emlitésre méltd harom mesterséges egértorzs, az Un. ,,rd8”, mely
CRBI1 géndeficienciat hordoz, az ,,rd16” egér, melyben egy CEP290 mutécié talalhato
¢és egy AIPLI1-deficiens egértorzs is, mivel sajat human LCA-EORD beteganyagunkban
ennek a hiarom génnek a mutécidit azonositottuk és huméan szdvettani vizsgélati
eredmény ez idaig az ilyen betegekben nem ismeretes. (56, 57, 58) Az allatkisérletes
megfigyelések és emberben a genetikai szubtipusok identifikalasa fontos a hossza tava
spontan lefolyds megismeréséhez, mely a jovoben esetleg segithet a legjobb terdpia
idealis idejének meghatarozasaban is.

Az eddig ismert terapias lehetéségek: 1. farmakoterapia (RPE65, 9-cisz retinoid

szubsztithcio). A hibas / hidnyzo termék potlasa csak a vizualis ciklust érinté RD-kban
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jon szoba, de ismerete ezen kevés beteg szamara fontos. (58) A 2. terapia tipus a gén
»replacement” (ha a retina/ makula szerkezete megtartott), a 3. az dssejt terapia: a./ ha
a retina (fotoreceptor) fejlédési zavara all fenn (AIPL1, CRX) vagy b./ ha a terdpia

kezdete el6tt a fotoreceptor réteg tonkrement. (59)

1.6.1. Spontan lefolyas kiillonb6zo géndefektusu allatmodellekben

1.6.1.1. AIPL1 knock-out egér

Az AIPL1 knock-out egérben gyors ¢s teljes palcika és csap degeneracio kovetkezik
be mar a 4 hetes allatokban (57) A szovettani képeken (HE festés) lathatd, hogy a
kontroll (vad tipus) egérben (9/a. abra, +/+) és az érintett (-/-) egérben a retina
rétegeinek vastagsaga sziiletéskor nem kiilonbozik. A postnatalis 18 napon (9/b. abra) a
(-/-) retinaban az ONL csak egy vékony monolayerként abrazolddik a gyors degeneracio
eredményeként. A 30 napon (9/c. abra, 100x nagyitas) az ONL eltint, mig 20x
nagyitassal a kontrollban jol elkiiloniil a INL és az ONL

7573 PE
~ ONL
INL

Anehs: SEET o | )
GoL e é s 74Oy GCL
+¥ +/- o

9. abra. AIPL1 gén deficiens egér retinajanak szovettani képe, hematoxylin-eosin (HE)
festéssel. a. kezdeti allapot, b: 18. életnap, c: 30 életnap

+/+: vad tipus  +/- : heterozigdta -/- : homozigota knock-out (57)
Adeno-asszocialt virus vektor medialt gén supplemetacoval az AIPL1-knock-out

egérben, a terapiat Ujsziilott korban elkezdve a retina szerkezetének atalakuldsat

szignifikans médon meg lehetett akadalyozni. (60, 61)
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1.6.1.2. ,,rd8” (CRBL1 deficiens) egér
Az rd8 (CRB1 deficiens) egér szemfenekén diffuzan, szabalytalan elrendez6désben

fehér pottyok lathatdak, ez hasonld a human fenotipushoz.

10. abra. CRB1 gén deficiens egér szemfenéki képe. A: egészséges kontroll. B: érintett

egér: diffuz multiplex sarga depozitumok. (55)

v
ey

e AT

11. abra. CRB1 gén deficiens egér és egészséges kontroll egér retindja, szovettani kép,
HE-festés.

A. Egészséges kontroll egér retina szovettani képe, jol elkiilonithetd retina rétegek

B. rd8 egér retina szovettani képe. Fokalisan dezorganizalodd retinalis rétegek
figyelheték meg red6képzodéssel a kiils6 és bels6 magvas réteg hataran (nyil). A nyilfej
a fotoreceptor réteg kiilsé szegmentjében fokalis elvékonyodast mutat.

C. rd8 idos egér retina szovettani képe, nagyobb nagyitassal késziilt kép, melyen jol

lathato a fotoreceptor pusztulas, a fotoreceptor réteg elvékonyodik.(55)

1.6.1.3. ,,rd16” (CEP290 deficiens) egér
Az ,rdl6” (CEP290 deficiens) egér 2006-ban keriilt kozlésre egy CEP290

géndeficiens egértdrzs, melyben mind a szemfenéki kép, mind a szdvettani vizsgalat a
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cres

mutans) egérrel, ahol multiplex vilagos kerek pottyok (depozitumok) vannak, az rd16
mutans retindjan nagyobb, dsszefolyo relativ élessz¢élii degenerativ teriiletek lathatok.
(12. abra)

WT rd16/rd16

2 onths 1 month 2 months
WT rd16/rd16

o,

6 weeks —1~9'da

53. ;Ne-eks 30 déys 6 weks

12. abra. CEP290 deficiens (Rd16) egér retina (felsé sor:) Fundus fotd, baloldalon a
kontroll, ,,vad tipusu” egér, 2 honapos kor. Kézépen: homozygota mutans egér retindja,
1 honapos, korban. Jobb oldalon: homozygdta mutans egér, 2 honapos korban. Lathato
a retina degenerativ elvaltozasainak progresszioja.

Alsé sor: Szovettani kép, vad tipus (WT) és rd16 egér retina: 19 napos korban az rd16
egér fotoreceptor IS/OS rétegének vastagsdga nagyfokban csokkent. A kiils6 magvas
réteg (ONL) réteg vastagsaga nem csokkent, de benne a sejtek denzitasa igen. 3 hetes
korban az OINL vastagsaga mar jelentésen csokkent. 30 napos mutans egérben az
IS/OS csak vékony savként lathatd és a ONL vastagsaga tovabb csokkent. 6 hetesen az

egész retina jelentdsen vékonyabb, €és a kiilsd retina rétegek csak keskeny savként

abrazolodnak. (56)
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1.6.1.4. Macska model (CEP290 mutans)
Spontan génmutaciot hordoz6 egy abesszin macska torzs, melynek retinajaban a

palcikak kiils6 tagjanak megrovidiilését talaltak. (54)

1.6.1.5. Kutya (RPE65 mutans)

A szakirodalomban kétféle RPE65 mutans kutya ismert: a természetes mutans ,,Briard
kutya” és a RPE65 ,knock out” kutya. A két kiilonb6z6 mutans kutyatdrzsben két
kiilonbozo terapiat kisérletek meg, az egyikben intravitrealis injekcioként AAV-ba
tiltetett kijavitott RPE65 génszakasz, a méasikban szubsztitiicids terapidként ugyancsak
intravitrealis injekcio formajaban 9-cisz-retinalt juttattak az tivegtesti térbe. (58, 59) A
javulast a pupilla reakcio javulasaban, a kozlekedés biztossagaban illetve az ERG
valaszok valtozasaban mérték le. Bar az esetszam mindkét kisérletben kicsi, az

eredmények a szubsztitcios terapia rovidebb ideig tarto hatasat sejtetik. (58)

1.6.1.6. RPE65 knock out egér
RPE65 knock out egérben oralis adminisztracio esetén hasonld eredményt

tapasztaltak. (62)

1.6.2. Human terapias probalkozasok

1.6.2.1. Els6 human klinikai kisérletek

Az els6 human klinikai kisérletek 2007-2008-ban torténtek, egy pennsylvaniai, egy
londoni és egy floridai munkacsoport kozremitkodésével, RPE65 deficiens, fiatal
felnbttek esetében, 3-3-3, Gsszesen 9 betegben. (59, 63 64) Az RPE65 génhez asszocialt
EORD-ra azért esett a valasztas, mert ebben az altipusban a retina rétegezettsége ¢€s
sejtjei relativ megtartottak. A human kisérleteket RPE65 deficiens kutyaban és két
egértorzsben végzett kisérletek elézték meg, jo eredménnyel. (59, 62) A terapia
feltétele hogy a retinaban a AAV-vektor ,,célsejtjei” jelen legyenek, ennek megfeleléen
elérehaladott degeneraci6 €s aplasia esetén nem varhato hatas a gén-,,replacement”-tol.
A kezelés célja a biokémiai defektus kijavitasa, azaltal, hogy a vad-tipusa RPE65 gént
beiiltetjiik, a génszakaszt helyettesitjiikk (gén-replacement) az érintett személy RPE
sejtjeibe. A vektor rekombindns adeno-asszociadlt virus (AAV), a beiiltetés standard

vitreoretinalis technikaval, a szubretindlis térbe adott injekcidval tortént. Postoperativ
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immunvalaszrol, egyéb adverz reakciérél nem szamoltak be. Mindharom csoport

,,bizonyos foku” latasjavulasrol és a pupilla reakcid javulasarol szamolt be. (59)

1.6.2.2. Mutaciospecifikus, biotechnoldgiai alapu terapia a CEP290 gén
leggyakoribb mutacidjaban, in vitro

Ezt az in vitro génterapias lehetdséget két okbol tartjuk emlitésre érdemesnek, az egyik
ok, hogy ezen mutéciot hordozza egyik sajat LCA betegiink, a masik ok, hogy mutatja
egy merOben 0 terapias korszak kezdetét. A mutaciot az Eredmények fejezetben
részletesen leirjuk, melynek kovetkeztében egy aberrans exon épiill be a CEP290
mRNSébe. A géntechnologiai modszer soran rovid RNS molekuldk, un.
antioligunukleotidok, (AON-ek) segitségével képesek a megvaltozott exon-intron hatart,
ily modon a mutacidé okozta hibat kijavitani. A modszert in vitro, CEP290 mutaciot
hordozo6 betegek limfocita tenyészetében probaltak ki, azokat olyan AON-kal fertézték,
melyek 0n ,,cél nukleotid szakasza” az inzertalodott aberrans exon szakasz a mutans
CEP290 mRNS-be. Ezt kovetd PCR analizis bizonyitotta, hogy az AON-ok nagy
szamban beépiiltek és képesek voltak csaknem teljesen helyreallitani a normalis
splicing-ot. Fenti modszer mutatja, hogy az AON-ok potencialisan képesek splice site
defektusokat korrigalni azaltal, hogy blokkoljak az aberrans splice site-ok felismerését,
ezaltal elérhetd velik a fehérje rovidiilését okozd mutacidkat tartalmazd exonok
eliminélasa.

Az AON alapu terapia pl. Duchanne féle izomatrofidban mar human Phasis I / 11
kisérletben van. Human RD-ban intraokularis injekcioként valo alkalmazésa jonne
szoba, (ekkor ismételni kellene), vagy egyszeri szubretinalis injekcidként virusvektorba
tltetve. (65)

A magyar nyelvii szakirodalmat attekintve, RP-val kapcsolatos témdaju kozlemény 1992-
ben jelent meg Sziics ¢és Janaky szerzoktdl, a Szemészet folyoOiratban, az RP
szocioepidemiologidjarol, Kusnyerik szdmolt be elérehaladott stddiumu magyar RP
betegek szemébe szubretinalis implantatum beiiltetésérél valamint Molnar Kalman
kozolt cikket a retinitis pigmentosa eseteges immunpatologiai eredetérdl. (15, 16, 17,
18).

Sajat vizsgalataink el6tt magyar LCA illetve EORD betegekrdl nem tortént vizsgalat

illetve nem jelent meg kozlemény.

32



DOI:10.14753/SE.2019.2302

Il. Célkituzések

A retina disztréfids betegek ¢letmindségét nagyfokban befolyésolja, hogy elérehaladott
stadiumban a centralis latas megmarad-e illetve a makula morfologiaja és miikodése
mennyire romlik. A centralis retina finomszerkezetét az excentricitds fliggvényében

eléttiink nem tanulmanyoztak in vivo.

I1.1. Retinitis pigmentosa (RP) betegek

Az RP betegekben elsédlegesen a kiilsé retina rétegek érintettek és a RP dominaloan a
periférids retina betegsége, ennek megfeleléen véarhatéan a makularis régioban is a
periférias teriilet érintett kifejezettebben.

Arra kerestiik a valaszt, hogy az OCT képek szegmentdcios analizise alkalmas-e az
intraretinalis szerkezeti valtozasok topografikus, excentricitastol fliggd kimutatasara.
Céljaink a kovetkezdk voltak:

1. Az eldrehaladott retinitis pigmentosds betegek esetében vizsgalni a makula
szerkezetét, az egyes intraretinalis rétegek vastagsagbeli valtozasat az excentricités és a
funkcié fliggvényében. A betegek eredményeit egészséges kontrollok eredményeivel
hasonlitottuk 6ssze;

2. Megvizsgalni, hogy a makula rétegeinek vastagsagi valtozasai hogyan fiiggnek
0ssze a funkcidval, vagyis van-e kiilonbség a még elektromos aktivitdst mutatd és mar
kioltott centralis retinogrammu makulak intraretinalis szerkezetében;

3. Arra is kerestiik a valaszt, hogy a periférids makuléris rétegek vastagsagbeli
valtozasa nagyobb mértékii-e, mint a centralisabb rétegeke;

4. Megfigyelni, hogy a makula kiilsd rétegeinek vastagsdgbeli valtozasa

kifejezettebb-e, mint a belso retina rétegeké.

11.2. Magyar LCA-EORD betegek
Tudomasunk szerint el6ttiink még nem vizsgaltak a magyar LCA-EORD betegeket,
ezért célul tlztik ki ezen betegek felkeresését és modern klinikai eszkozokkel és

genetikai modszerekkel torténd vizsgalatat.
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Célkittizéseink az alabbiak voltak:

1. Az LCA-EORD betegek modern klinikai és genetikai modszerekkel torténd
vizsgalata;

2. A fenotipus pontos leirasa;

3. A genotipus meghatarozasa, patogén mutaciok kimutatasa;

4. Az azonositott mutaciok hatasanak analizise: ismert mutdciok esetén annak
gyakorisaganak leirasa az adott szubtipusu LCA-ban;

5. Uj mutaciok keresése és azok hatasanak ,,in silico” vizsgalata;

6. Sajat betegeink genotipis-fenotipus 0Osszefiiggésének Osszehasonlitasa irodalmi
adatokkal;

7. Sajat LCA-ban szenved6 betegeink SD-OCT vizsgalata.

Stone egy nagyobb 0Osszefoglald munkajaban 600 feletti, nem csak a kaukazusi
szarmazasut LCA beteg adatait analizdlta és vizsgdlata szerint az LCA-EORD

betegekben azonositott mutaciok illetve azok kombinécidja (Osszetett heterozygota) kb.

70%-ban egyedi. (66)
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I11. Betegek és modszerek

I11.1. Betegek

Mind a felnéttkori, mind az LCA/EORD-ban szenvedd betegek klinikai vizsgalatai a
Semmelweis Egyetem Szemészeti Klinikajan torténtek, a vizsgalati alanyok a Klinikan
évek ota gondozott felnétt retinitis pigmentosaban szenvedd betegek ¢€s a Klinikara

kivizsgalasra iranyitott vagy ott jelentkezd retina disztrofids gyermekek kozil kertiltek
Ki.

I11.1.1. Retinitis pigmentosa betegek

2006. november és 2010. marcius kozott vizsgalt RP betegek adatait retrospektive
vizsgaltuk. A retinitis pigmentosa diagnézis kritériumai a kovetkezdk voltak:
progressziv sziirkiileti 14tasi nehezitettség, kétoldali szemfenéki érintettség, progressziv
koncentrikus jellegli 1atotér sztikiilet, palcika-csap mintazati gf-ERG eltérés, atrofias
papilla és intraretindlis csontsejt jellegli pigment kicsapodasok Olyan betegeket
valogattunk be, akiknek ugyanazon vizit soran tértént OCT és mf-ERG vizsgélat is.
Kizarasi kritériumok voltak: barmely egyéb szemészeti betegség, glaucoma, latdéideg
betegség, egyéb altalanos betegség, kivéve a kezelt hipertoniat. Az OCT kép alapjan a
kizarasi kritériumok voltak: 1. cisztoid makula 6déma (CMO), 2. epiretinalis membran
(ERM) 3.. alacsony szignal erdsség. 4. fovealis decentracio. Utobbi feltételeknek az 57
betegbdl 22 beteg 29 szeme felelt meg, ezeket vettiik be a vizsgalatokba. A betegek
kozil 16 férfi és 6 n6 volt, atlagéletkoruk 32 év (14-63).

A 22 betegbdl 10 sporadikus eset volt, egy AR, kettd autoszomailis AD ¢és egy X-
kromoszémahoz kotott RP-ban szenvedett. Nyolc beteg csalddjaban fordult mar elé RP
beteg, de definitiv o6roklésmenetet nem lehetett megallapitani, megfeleld informacio
hianya vagy a csaladtagok kevés szdma miatt.

Kontroll csoportként a Szemészeti Klintka OCT laboratorium adatbazisabol 17
egészséges egyén 17 véletlenszerlien valasztott szeme szolgalt az OCT laboratorium

adatbazisabol. a kontrollok atlagéletkora 31 év (21-59 év) volt. A kontrollok
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bevalasztasi kritériuma kozé tartozott az 1,0 korrigalt 1atdéélesség, minden szemészeti,
neuroldgiai és szisztémas betegségtdl vald mentesség,

Minden betegtdl irasbeli beleegyezd nyilatkozatot kaptunk, a vizsgalatok a Helsinki
Deklaracionak megfelelden torténtek. A retrospektiv vizsgalathoz nem volt sziikség

etikai engedélyre, Intézményi Beleegyezd Nyilatkozatra.

111.1.2. LCA-EORD betegek

A Semmelweis Egyetem Szemészeti Klinikajan 2005 ota 6sszesen 14 LCA-EORD-ban
szenvedod beteget (8 férfi, 6 nénemil) vizsgaltunk, akik részben a gyermek ambulancidn
jelentkeztek, részben mas szemészeti intézménybdl, részben maganrendel6bdl utaltak
klinikdnkra. A mas intézménybdl érkezd gyermekek egy részénél a diagnodzis
felallitdsdra még kisérlet sem tortént, egy részénél lezajlott szemfenéki gyulladést
(inveteralt chorioretinitist) feltételeztek vagy mar komplex neuroldgiai kivizsgalas is
tortént, ,,ismeretlen eredeti” latdszavar miatt. A klinikdnkon valo elsé vizsgalatkor a
betegek ¢életkora 6 honap - 25 év kozott volt.

A latasi teljesitmény minden betegben nagyfokban, de kiilonb6zé mértékben ( kml-0.3)
csokkent volt. Minden betegre jellemzé a kiilonbozé fokd, akarattol fiiggetlen
szemmozgas (keresd nystagmus-mikronystagmus, fixalasi képtelenség), a szemfenék
azonban jelentdsen eltérd képet mutatott. Az elvégzett Gf-ERG egy eset kivételével
kioltott valaszt talalt, mely az LCA-EORD diagnézisdnak megfelel. A nem kioltott Gf-
ERG-ji betegben a maximalis valasz kisfokban még kimutathaté volt. Genetikai
vizsgalat Osszesen 10 esetben tortént, ebbdl harom esetben egyik allélon sem sikeriilt
mutdciét azonositani DNS microarray modszerével. Teljes klinikai és genetikai
vizsgalat, pozitiv eredménnyel (egy adott génben mindkét allélen koros mutacid
detektalasa) Osszesesen hat esetben tortént, ezek ismertetése az értekezés LCA/EORD-
vel foglalkozé fejezetének alapja.

A tobbi esetben vagy a beteg nem jelentkezett tobbet az elsé vizsgalat utan, vagy nem
egyezett bele a genetikai vizsgalatba vagy nem kérte, mivel jelenleg terapids megoldast
nem tudtunk igérni . A vizsgalatokhoz el6zetesen etikai engedélyt kértiink, melynek
szama 2605-3/2012/ EHR).
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111.2. Klinikai vizsgalatok

111.2.1. Latoélesség vizsgalat

Minden betegnél elvégeztiik az automata refraktometrias vizsgalatot, (Tomey RT-6000,
Tomey Corporation, Nagoya, Japan), meghataroztuk a nyers és legjobb korrigalt

latoélességet.

111.2.1.1. Retinitis pigmentosa betegek
Retinitis pigmentosa betegek vizsgalatkor a legjobb korrigalt 1atoélességét Schnellen

tablaval vizsgaltuk, majd a kapott értéket logmar értékre konvertaltuk.

111.2.1.2. LCA-EORD betegek

LCA-EORD betegek esetében a latasi teljesitménye sokkal rosszabb volt, mint a feln6tt
betegeké, 0,1-nél jobb BCVA-ja csak egy betegnek volt. A 0.1-nél rosszabb
latoélességli gyermekek esetében 1 méterenként csdkkend tavolsagban vizsgaltuk az ujj-
olvasast, amennyiben a latasi teljesitmény ennél is rosszabb volt, 50 cm-rdl, 30 cm-rol
majd 20 cm-rél nagy optotipust abrazold tablat mutattunk, j6 megvilagitas mellett.
Ennél is rosszabb latasi teljesitmény esetén a beteg szeme el6tti kézmozgast vagy
nagyobb, szines targy (pl. jatékmacko) felismerését vizsgaltuk. Az eredményeket

logmar értékben is meghataroztuk. (1. tablazat)

1. tablazat. A kiilonb6z6 modon meghatdrozott, egymassal equivalens csokkent

latoélesség értekek az alabbi tablazat szerint konvertalhatok. (68, 69)

logmar tort decimalis

1,4 20/500 0.04

1,6 20/800 0.025

1,8 20/1250 0.016
2,0 20/2000 0.01

2,3 20/4000 0.005

2,6 20/8000 0.0025
1,98 (szeou) - 0.001
2,28 (kml) - 0.005
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111.2.2. Réslampaval torténé vizsgalat

Pupillatagitast megel6z6en minden beteg eliils6 szegmentjét biomikroszkoppal

vizsgaltuk meg.

111.2.3. Szemfenék vizsgalat és szemfenéki fotodokumentacio

A pupillatagitast kdvetéen (0,5%-os cyclopentolat) a retinat 90 D-as SuperField® Volk®
lencsével néztiikk és a szemfenéki kép rogzitésére, nagy felbontasu digitalis fundus-
kamerat hasznalunk. A kamera a felvétel készitésekor 2-3 cm-re van a retinatol, Az
altalunk hasznalt késziilék: Topcon TRC 5IX digitalis retina Camera, IMAGEnet 2000

system softver (Tokyo, Japan).

111.2.4. Ganzfeld elektroretinografia (Gf-ERG)

Mind a felnéttkori, mind az LCA-EORD betegeknél alapvetd diagnosztikus modszer,
mely a retina fényingerre adott valaszat objektiv mddon detektilja. A klasszikus
Ganzfeld (Gf)- ERG /angol nyelvii irodalomban full-field (ff)-ERG/ a fotoreceptor réteg
¢és a belsd retina rétegeinek szummalt miikodését vizsgalja, a retina egész teriiletérdl ad
informaciot. Az elvezetett valaszok mértékegysége a mikrovolt (uV). A Gf-ERG
alkalmas annak eldontésére, hogy melyik fotoreceptor tipus érintett ill. érintett

dominaldéan. Gyermekben a kioltott Gf-ERG Leber-féle kongenitalis amaurozist igazol.

Betegeink Gf-ERG vizsgalatat a SE Szemészeti Klinikajanak Elektrofiziologiai
Laboratoriumaban végeztiik, szobeli és irasbeli felvilagositds valamint beleegyezd
nyilatkozat alairatasa utan (gyermek esetében a nyilatkozatot a Sziil0 irta ala).

A pupillak tagitasa Cyclopent (cyclopentolat) szemeseppel tortént. Az inaktiv (referens)
elektrodat a kiilsé szemzug kdzelében a bdrre, a foldeld elektrodot a homlokbdrre
helyeztiikk. Aktiv (differens) elektrodként felndtteknél ,,ERG-jet” kontaktlencse
elektrodokat, gyermekeknél. DTL/ gold-foil elektrodakat hasznaltunk A vizsgalat
elkezdése el6tt a kotéhartyazsakba Humacain  (oxybuprocain) szemcseppet

cseppentettiink
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Az alkalmazott ERG-késziilék felndttekben a Roland Consult cég (Brandenburg,
Wiesbaden, Németorszag)  Retiport késziiléke, gyermekekben a Thomey cég
hordozhaté ERG késziiléke volt. A késziilék beallitasai az ISCEV (International Society
for Clinical Elektrophysiology of Vision) altal meghatarozott standardok szerint
torténtek. (70)

Szkotopikus koriilmények kozott, 30 perc soOtétadaptacid utdn a palcikamiikddés
vizsgalhato, ez az un. szkotopikus valasz. Ingerként harom gyenge (0.01 cd-s/m? vagy:-
2,5 log units) majd harom erds (3.0 cd-s/ m? vagy: +0,6 log units) fehér fényvillanas
szolgal, az els6 kizardlag a palcikakat, utobbiak (korabban un. maximalis valasz, mai
nomenklatura szerint ,,standard combined” valasz) a csapokat is ingerlik. Legvégiil
ismét harom villanas (3.0 cd-s/m?) kovetkezik, mely az un. ,,oscillatorikus potencialok”-
at detektalja, melyek a maximalis valasz ,,b” hullamanak felszall6 agan lathatd szamos
hulldm. Az oscillatorikus potencidlok a retina belsd rétegeinek allapotat reprezentaljak.

Fotopikus koriilmények kozott, 10 perc vilagos adaptacié utan a csapok szummalt
mikodését vizsgalja (Un. ,.fotopikus valasz”). Ingerként egyszeri diffuz fehér
fényvillanas, majd 30 Hz frekvenciaju ,,flicker” fényingerlést alkalmazunk. A palcikak
refrakter ideje kb. 50 msec, ennek megfelelden az adott valasz csak a csapoktol

szarmazik.

111.2.5. Multifokalis elektroretinografia (mf-ERG)

A mf-ERG fotopikus koriilmények kozott a centralis retina funkcidjanak topografiai
megitélésére alkalmas, noninvaziv, objektiv vizsgaldo modszer. (71) Segitségével kisebb
miikddd retina teriilet (pl: elérehaladott RP esetében a rezidualis centralis funkcid), vagy
fokalis teriileten funkcioromlas (pl: X kromoszémahoz kotott retina disztrofia hordozo
allapota) mutathato ki illetve a centrdlis 30 fokos retina teriilet funkcidvaltozasa
kovethetd. A vizsgéalatokat a Roland Consult cég (Brandenburg, Wiesbaden,
Németorszag) RetiScan késziilékével végeztiik.

A vizsgalat 15 perces fényadaptacio (stabil, kdzepes erdsségli szobamegvilagitas) utan
torténik. A betegek pupilldjat 0, 5%-0s cyclopentolattal tagitottuk, a szemfelszint 1
csepp 0,45%-o0s oxybuprocaine cseppel érzéstelenitettiik. Az elektrodok felszerelése a

Gf-ERG-hez valo el6készitésnél leirtak szerint tortént.
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13. abra. a mf-ERG vizsgalat soran alkalmazott pszeudorandom ingerminta

(baloldalon) és a retinogram térkép (trace array) (jobbra.), utobbi topografikusan jeleniti

meg az egyes ingermintdknak megfeleld retinateriilet fokalis valaszat.

Az ISCEV guideline ajanlasanak megfelelden stimulacionak 217-os katodsugarcsdves
monitoron (75-Hz frame rate, cutoffs:10-100 Hz ) megjelenitett, 61 fekete-fehér
hexagonbdl all6 ingermintat hasznaltunk, melyen specialis pszeudorandom szekvencia
szerint valtakozik az egyes hexagonok megvilagitisa (fekete vagy fehér volta). Az
ingert a fehér hexagon jelenti. (13. abra) A fixalashoz egy vékony X-et (keresztet)
hasznaltunk, hogy a centalis stimulusbdl a ,,kitakards” a minimalis legyen.

Az ingermintat alkoté hexagonok nagysdga a centrumtodl a periféria felé haladva
novekszik, a retindlis csapsiiriiséggel forditott aranyban. A késziilék szoftvere
keresztkorrelacidval kiszamitja az egyes ingerelt retinateriiletek lokalis valaszat és az
ingermintdval megegyezd szamu kis retinogramot jelenit meg A vizsgalatot
monokulérisan végeztiik, a monitor-szem tavolsag 28 cm volt, a betegek fénytorési
hibgjat erre a tavolsagra korrigdltuk. Az ingerminta méretét figyelembe véve a retina
centralis 60° atmérdji, (a foveatél mindkét iranyban 30°) teriiletét ingereltiik. (72) A

retina linearis funkciojara jellemz6 Gn. elsé rendl valaszt (first order kernel) vizsgaltuk.
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Az eredmény megjelenitésére ajanlott parameter az un. véalaszstiriiség (nV/fok?) vagyis
egységnyi teriiletre jutd elektromos aktivitds és nem a hulldmok amplitid6janak
mikrovoltban kifejezett értéke. Mértiik a talnyomoan csap eredeti N1- (a) és bipolaris

sejt eredetli P1- (b) hullamanak valaszstirtiségét.

14. abra. A mf-ERG {6 komponensei. N1= a-hullam, P1= b-hullam. Az N1 és P1
hullamkomponensek és a fotopikus gf-ERG hullamanak komponensei (a és b) irodalmi

adatok szerint nagyrészt azonos retinasejtekben generalodnak. (72)

Az excentricitdsnak megfelelden a valaszok gyurliszerlien és haromdimenzios,

szinkddolt forméaban is abrazolhatok. Jelen munkankban a gylirliszerli abrazolast

alkalmaztuk.
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15. abra. Az excentricitds (gyliriik) szerinti abrazolas: a centrumtdl a periféria felé 5
koncentrikus  gytirlinek megfelelden elhelyezkedd fokalis elektroretinogramok
valaszslriség értékeinek atlagat mutatja. Ily mdédon egyértelmiien megjelenithetd pl. a

makularis funkciocsokkenés.
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A mfERG vizsgalatot a felnétt RD-s (RP-s) betegeken végeztiik. Elérehaladott retinitis
pigmentosaban a mf-ERG valaszok a rezidudlis csap aktivitast reprezentaljak, ennek
megfelelden a valaszsiiriség (egységnyi teriileten detektalhatd elektromos aktivitas)

mind a centralis gytirikben, mind az excentricitassal egyenes aranyban csokken.

111.2.6. Optikai koherencia tomografia (OCT)

Az optikai koherencia tomografia a szemészeti diagnosztikaban az els6 modszer, mely
»IN Vivo” képes vizsgalni a retina vastagsagat és belsé szerkezetét. Az elsé generacios,
un. time domain OCT késziilékek mikddése az alacsony koherenciaju lézer
interferometria elvén alapul, mely a retina felszinérdl és az egyes, kiillonb6z6 optikai
denzitdsu intraretinalis (magvas ¢€s rostos) rétegek hatarardl reflektdlodo infravoros jel
(kb. 820 nm) visszaverddésének iddbeli és intenzitasbeli kiillonbségét méri és a mért
adatokbol keresztmetszeti képeket general. (73, 74)

Sajat feln6tt RP betegeink OCT vizsgalatat time-domain elven miikodd, Stratus OCT
(Carl Zeiss Meditec, Dublin,CA, USA) berendezéssel végeztilk, melynek axialis
felbontasa 9-10 pm. A berendezés a kiilonbozd denzitast retina rétegeket szinkddolt
formaban jeleniti meg, a magas reflektivitasu, rostos rétegeket meleg (vOrds) szinnel
abrazolja (RNFL, IPL, OPL), mig a hyporeflektiv, magvas rétegek hidegebb (z6ld/kék)
sziniek (GCL, INL, ONL). Segitségével elkiilonithet6 a RPE-chorioidea komplexum,
(RPE+Ch), a kiilsé magvas réteg (ONL), a kiilsé rostos réteg (OPL), a bels6 magvas
réteg (INL), a bels6 rostos+ganglionsejt réteg (IPL+GCL) €s az idegrost réteg (RNFL).
(75)

A betegek pupilldjat cyclopentolat cseppel tagitottuk ki, a vizsgalat soran a késziilék
fixalo pontjara nézettiik 6ket. Az un. ,,Macular thickness map” protokoll szerint minden
szemrdl hat darab, egyenként 6 mm hosszisag,, a fovea centralison keresztiil mend
leképzés tortént, ily moédon 6 radier metszet (B moda kép) késziilt a makulardl. A
metszetek sikja 30°-ban tér el egymastol. A protokollal kiszamithat6 a retina atlagos
vastagsdga a foveoldban (foveal thickness, FT), két koncentrikusan elhelyezkedd (a
belsé 3,5 mm-es, a kiilsd 6 mm-es atmérdji) korben, illetve a felsd, a temporalis, az alséd

¢s a nasalis teriileteken, az ETDRS régioknak megfeleléen. (16. abra, 76)
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16. abra. Stratus 3 OCT felvétel, ép retina szinkddolt keresztmetszeti képe (feliil), a
centrdlis retina szinkodolt vastagsagi térképe (alul balra), atlagos vastagsaga (alul

kozépen) és atlagos térfogata (alul jobbra) a 9 ETDRS régioknak megfelelden.

111.2.6.1. Az OCTRIMA szoftver, az intraretinalis rétegek szegmentalasa

A Stratus OCT nyers képeit a berendezésbdl kimentve az un. OCTRIMA (OCT-Retinal-
Image-Analizer) szoftverrel elemeztiik tovabb, melyet specidlisan a time-domain OCT-
re, az intraretinalis szerkezet vizsgalatara fejlesztettek Ki. (77) Segitségével az egyes
retina rétegek kozti hatdrvonalak kijelolhetdk és koztik 1évd tavolsag megmérhetd,
utobbi adja az egyes intraretinalis rétegek vastagsagat. Ily modon a retina 6 rétege

kiilonithetd el egymastol.
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17. abra. Stratus3 OCT kép, egészséges makula. A fehér vonalak a szoftver altal
kijelolt hatarokat jelzik: a felsd vonal a vitreoretinalis hatarfelszin, az als6 vonal a
pigmentham belsé hatara. A két vonal tdvolsaga a retina vastagsaga a RPE nélkiil. (Dr.

Tatrai Erika sajat anyagabol) (78)

Megjegyzendd, hogy az OCTRIMA a teljes retina vastagsagot a vitreoretinalis hatar
(ILM) ¢és a masodik, kiilsé hiperreflektiv csik belsé hatara kozott méri, mely a
fotoreceptorok kiilsd és belsd szegmentumanak a hatara, vagyis a kiilsé szegment/ RPE
hatarnak felel meg. (79, 80, 81) Ily modon a teljes retina vastagsagi mérés nem

tartalmazza a pigmentham vastagsagat.

Minden szemrdl minden egyes ETDRS régioban mértiik a teljes retina vastagsagot, a
kiils6 magvas réteg (ONL), a kiilsd rostos réteg + bels6 magvas réteg (OPL+ INL)
komplexum, a ganglion sejt + bels6 rostos réteg (GCL+IPL) komplexum és a retindlis
idegrost réteg (RNFL) vastagsagat. (18. dbra) A rostos rétegeket (IPL és OPL) azért
vizsgaltuk komplexum részeként GCL-lel illetve az INL-lel, mert a szomszédos

rétegektol valo elkiilonitésiik nehezen reprodukalhato. (82)
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18. abra. Stratus OCT vizsgdlat, egészséges makula képe ( A). Az also képen (B)

lathatd, hogy az ONL-ként jelzett réteg a kiils6 hatarhartyat és a fotoreceptor belsd
szegmentjét (IS) foglalja magaba, ami a standard 10 um-es felbotassal nem
elkiilonithetd. A GCL ¢és IPL rétegek kozotti hatar is nehezen eldifferencialhato, mivel
nincs egyértelmil vildgos zona koztiik, a GCL kiils6 hatarat nehéz meghatarozni. Ezért a

két réteg Osszevonasa célszerli a pontos mérés érdekében.

111.2.6.2. Heidelberg Spectralis SD-OCT

Az LCA-EORD betegek egy részénél spectral-domain-OCT (SD-OCT)-vel (Spectralis
OCT, Heidelberg Engineering, Heidelberg, Németorszag) vizsgaltuk a retinat. Az SD-
OCT leképzési sebessége gyorsabb, leképzési ideje rovidebb (az A-scan leképzéseinek
szama 25-50.000/sec, szemben a TD-OCT 400/sec leképezési sebességével) és
zajszliréssel ellatott. A mélységbeli felbontds 3-5 pm koriili, a késziilékben beépitett tn.
»eye tracking” talalhato, ezért a vizsgalatot a szemmozgasok kevésbé zavarjak, aminek

eredményeként jobb mindségii OCT-kép készithet6 vele, mint a TD-OCT-vel. (83)

111.2.7. Szerkezet-funkcio osszefiiggés vizsgalata a retinitis pigmentosaban
szenvedd betegek centralis retinajanak megitélésére

A korfolyamat eldrehaladtdval a centralis funkcié egyre csokken, ezt objektiv modon a
mf-ERG csokkend valaszsiiriségével mérhetjiik. Szintén ismert, hogy a kiils6 magvas

réteg (ONL) vastagsdga RD betegekben csokkent.
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Arra kerestiik a vélaszt, hogy a felndtt RP betegek esetében in vivo kimutathato-e
eltérés a makula finom felépitésében az egészséges szemekhez képest, illetve a
funkcionalisan kiilonboz6 (elektromos aktivitdst mutatd és mar kioltott/ nem elvezetheto
retinograml) szemekben. A betegek szemeit két csoportra osztottuk, aszerint, hogy
van-e¢ detektalhatoé valasz a mf-ERG-n. A valaszokat akkor tekintettiik kioltottnak, ha
nem volt jelen centralis cstcs a retinogram térképen vagy ha a normadlis latencia idén

kiviil csupan 2 vagy 3 alacsony amplitido6ji hulldm jelent meg a gytrii-abrazolasban.
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19. abra. a két betegcsoport (detektalhatdo és kioltott centralis retinalis valaszok)

jellemzd mf- ERG képe

Az OCTRIMA altal megmért intraretindlis rétegvastagsdgokat a foveatdl az
adatait kiilon néztikk, a R2-R5 régiok adatait atlagoltuk, ez a pericentralis makula

régionak, a R6-R9 régiok atlagolt adatai pedig a periférias makula régionak felel meg.

A 20. abran a szemfenék, a mf-ERG ingermintdjanak ¢s a 6 mm hosszi OCT
abrazolasnak az egymdashoz vald viszonya lathatd. A centralis hexagon altal ingerelt
retina teriilet 0-2.5°, a 2. gylirii alaki ingerminta altal stimulalt teriilet 2.5-8° és a 3
gylrt altal ingerelt teriilet 8-15° kozott volt a foveatdol mindkét oldalon. (84) Ennek
megfelelden a centrdlis ETDRS régi6 megfeleltethetd a mf-ERG centralis
hexagonjanak, a pericentralis ETDRS régi6 a 2. ingergytirlinek és a periférids ETDRS
régio a mfERG 3. gytrijének felel meg. (84, 85) Az igy vizsgalt teriilet a retina
hozzavet6leg 30°-os atmér6jii centralis teriiletét reprezentalja, az atfedés a hexagon
alaki ingerminta és az ETDRS régiok illetve korok alakbeli kiillonbsége miatt

természetesen nem lehet teljes.
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20. abra. A képen a szemfené¢k, a multifokalis ERG ingermintdzata és a centralis

ETDRS régiok egymashoz valo6 viszonya abrazolddik. A 6 mm hossza OCT leképzés
altal lefedett teriilet és a mfERG 3 centralis gylirije egymasnak hozzavetdleg
megfeleltethetd. Az atfedés a kor és hexagon alakzat kiilonbdzdsége miatt nem lehet

teljes.

111.2.8. Statisztikai szamitasok

A retinitis pigmentosa betegek esetében a logmar értékekben kifejezett latoélességet és a
makula teriiletében mért intraretinalis rétegvastagsagokat a harom (2 beteg és a kontroll)
csoport kozott mixed model ANOVA és Newman-Keuls post hoc tesztet alkalmazva
hasonlitottuk Gssze. Linealis korrelaciot végeztiink annak megallapitasara, hogy van-e
Osszefliggés a logmar egységekben kifejezett latoélesség, az életkor €s a vizsgalt retina
rétegek vastagsaga kozott. A statisztikai analizist az SPSS 15.0; SPSS Inc. , Chicago,
IL; és a Statistica 8.0 Szoftver; Statsoft InC ., Tulsa, OK) szoftverek segitségével
végeztik. Mivel az Osszehasonlitott paraméterek szama nagy (n=14) Bonferroni
korrekciot alkalmaztunk, mely alapjan a statisztikai szignifikancia szintjét p < 0.0036-

ban hatdroztuk meg.
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I11.3. Genetikai vizsgalatok

A felnéttkorban manifesztalodo retina disztrofidkban koroki szerepet jatszo ismert
gének szama mar tobb szaz, ennek megfelelden sajat felndtt betegeink genetikai
vizsgalata nem volt célunk.

Az ismert LCA-EORD gének szama jelenleg tobb mint 20. A genectikai vizsgalatok
korabbi ,,arany standard”-janak szamit6 direkt (SANGER) szekvenalads a genetikailag
nagyfokban heterogén korképek esetében nem effektiv, ezért mas moddszerek
kifejlesztésére volt sziikség.

Sajat LCA-EORD betegeink vizsgéalata sordn hdrom kiilonbozé genetikai modszert
alkalmaztunk, elsdként a DNS microarray-t (APEX-mddszer) végeztik el minden
betegben. Azon két esetben, ahol ily modon csak egy allélon sikeriilt mutaciot
azonositani, fiiggben a fenotipus jellegzetességétél (CRB1 gén, 5. beteg) illetve az
érintett gén nagysagatol (CEP290 gén, 55. exon, 6. beteg), a méasodik allél detektalasara
direkt (Sanger) szekvendlas,t illetve célzott ujgenerdacios szekvendlast (NGS)
alkalmaztunk. A direkt szekvendlast mindkét masik modszerrel nyert eredmény

validéléasara is elvégeztiik.

111.3.1. DNS izolalas

Az LCA betegek (n = 7) DNS-ének izolalasa a Semmelweis Egyetem 1. sz. Patologiai és
Kisérletes Rakkutatd Intézetében és az Orszdgos Hematologiai és Immunologiai
Intézetben torténtek periférids vénas vérbol tortént, a vért 10 ml-es K3-EDTA
kémcsovekbe vettiik le. Az EDTA stabilizalt mintakbol az extrakcio a leukocytakbol
Gentra Puragene Blood Kit vagy Qi amp DNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden
Németorszag) hasznalataval tortént.

A tovabbi vizsgalatok (DNS microarray, Sanger szekvenalds, célzott NGS) az Asper
Ophthalmics Biotechnologiai Cégnél (Tartu, Esztorszag) torténtek.

111.3.2. DNS amplifikalas polimeraz lancreakciéval (PCR) és fragmentalas

Ezen folyamat célja a beteg DNS-ének elékészitése a microarray vizsgalathoz.
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A polimerdz lancreakciéval (PCR) a betegek genomikus DNS-ének azon szakaszait
amplifikaltak, amelyek a klinikai diagnozis felallitasahoz illetve a feltételezett betegség
szempontjabol fontos mutaciot vagy polimorfizmust tartalmaznak.

A PCR primerek a Genorama ™Chip Design Software segitségével lettek megtervezve.
A dTTP bizonyos hanyadat dUTP-vel helyettesitették a PCR reakcioban, lehetové téve
a késobbi fragmentaciot uracil N-glikozidazzal (UNG). A termékeket Gsszegylijtotték,
koncentraltdk és enzimatikus uton, alkalikus foszfatdz segitségével megtisztitottdk a
szabad, be nem ¢épiilt ANTP-t6l. Az alkalikus foszfataz és uracil N-glikozildz kezelés
utdn a mintdkat melegitették az enzim deaktivalasa és a DNS-lancon az uracil helyének
megfeleld hasitdsa céljabol. A hosszi PCR termékek fragmentdldsa eldsegiti a
megfeleld hibridizaciot az iveghez kotott oligonukleotidokhoz, mely a microarray

vizsgalat soran torténik.

111.3.3. LCA-DNS microarray vizsgalat

A tisztitott derivatumok tovabbi vizsgalata a célzottan az LCA-EORD betegekre
kifejlesztett genotipizalé microarray-vel tortént, mely a direkt szekvenalasnal gyorsabb,
hatékonyabb és joval olcsobb. (86, 87) A DNS microarray elméletileg csak a mar ismert
mutéciokat (single nukleotid polimorfizmusok /SNP/, delécidk, inserciok) képes
azonositani, az identifikalas a vizsgalt esetek kb. 60 - 70% ban sikeres. (88, 89) A
modszer az un. APEX (arrayed primer extension) reakcio.

(i) A betegekbdl szarmazo fragmentalt PCR termékeket a reakcid elott kozvetleniil
egyszalusitottak (denaturaltak) és transzferdltik egy elézetesen megtervezett chip-re,
mely egy oligonukleotidokbol all6 array itiveglemezre applikalva. Az array korabban
mar identifikalt és a szakirodalomban ko6zolt, betegséggel asszocialt kéros szekvencia
varidnsokat, vagy mutaciokat tartalmaz, melyek nagyrészt europoid/kaukazusi
népességre vonatkoznak.

(ii) A pufferolt reakcio keverék egyszalit DNS-t, DNS polimeraz enzimet és 4 kiilonbozé
terminator nukleotidot tartalmaz, utobbiak mindegyike mas-mas szinli fluorescens
festékkel jelzett. A templat dependens DNS polimeraz reakcié magasabb héfokon van
kivitelezve, ennek célja, hogy megakadalyozza az oligonukleotidokban a nem kivanatos

szekunder szerkezetvaltozast, ugyanakkor lehetséges legyen a hatékony hibridizacio a
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cél-DNS-sel és ne karositsa a polimeraz aktivitast. Megfeleld ideig tartd inkubacid utan

a nem hibridizalt és kovalens mdédon nem ko6tddott anyag kimosasra kertil.

g Polymerase
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21. abra. Az APEX reakcio.

Bal oldalon: tvegfelszinen rogzitett oligonukleotid mintak (révid DNS szakaszok) A
microarray tobb szaz ilyen DNS markert tartalmaz, melyek igy egyidejiileg
vizsgalhatok. Balra kézépen: PCR modszerrel amplifikalt, betegbdl szarmazo6 denaturalt
(egyszalu) DNS-t adunk az arrayhez. A komplementer szakaszok egymashoz
kapcsoldodni fognak.

Jobbra kézépen: az 5’ végével az array-hez rogzitett primer a 3> végén szekvencia
specifikusan egy 1j, fluorescein festékkel jelzett dANTP nukleotid beépiilésével (zold
szin, G) novekszik. A folyamatot DNS polimeraz enzim medialja.

Jobbra: kimosas utan a be nem épiilt, felesleges ddNTP-k és a betegt6l szarmazo minta

eltavolitasra keriil, maga utan hagyva a megndvekedett primert.

(iii) Detektalas: a reakcio utan az iiveglemezeken az eredmények megjelenitése egy Gn
microarray detektorral (Genorama® Quattro Imager™ Detektor 003/ Genorama Ltd.,
Tartu, Esztorszag) tortént. Négy killonbozé laser segitségével excitaltak a négy
kiilonb6z6 szinli fluorescens festéket. A fluorescens festékek altal emittalt fényt egy
charged-coupled device (CCD) kamera detektalta. Mivel reakcionként négy kiilonboz6

festéket hasznalt a moddszer, a kibocsatott szineknek megfeleléen az array-n négy

50



DOI:10.14753/SE.2019.2302

kiilonb6z6 szin és topografiai mintazat fog abrézolddni, mely az egyes nukleotidok

elrendezddésének felel meg. (22. dbra)

[ Detection

Genorama®
QuattroImager™

P

CCD
CAMERA

22. abra. Mikroarray detektor: a kibocsatott szineknek megfeleléen az array-n négy
kiilonbozé szin ¢€s topografiai mintdzat abrazolddik, mely az egyes nukleotidok
elrendezddésének felel meg.

(iv) Képfeldolgozas és az adatok elemzése: az analizis a GenoramaTM Genotyping
szoftver (Asper Biotech, Tartu, Esztorszag) felhasznalasaval tortént, mely a

floureszcens informaciot szekvencia sorrenddé alakitotta.
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23. abra. A mikroarray detektorral nyert adatok feldolgozasa Genorama Genotipizald

szoftver segitségével

A DNS mikroarray vizsgalatot 7 beteg esetében végeztiink, 4 betegnél — egy fin
testvérpar, egy simplex 25 éves férfi beteg, és egy simplex 5 éves kislany — az LCA
mikroarray 6-os verzidjaval (435 mutacio /10 gén). Egy 5 éves fiunal a mikroarray 7-es
verzojaval (451 mutacio/ 12 gén), és tovabbi két betegnél, egy 5 éves fill és egy 8 éves
kislany) a mikroarray 8-as verzidjaval (641 mutaciéo 13 gén). Ennek oka, hogy a
betegek, betegségiik ritkasaganal fogva nem egy idében keriiltek Klinikankra, igy a

klinikai diagnozis is kiillonb6zd idopontban lett felallitva.

111.3.4. Direkt (Sanger) szekvenalas

A modszert Frederick Sanger fejlesztette ki 1977-ben, melynek lényege az tn.
»kapillaris gélelektroforézis szekvenalds”, mely soran ,,in vitro” a DNS polimeraz
enzim kozremikodésével torténik a  DNS  replikacio.  (90) Az enzim
didezoxinukleotidokat (ddNTP) szelektiv valaszt ki és épiti fel beldliik a komplementer
nukleotid szalat. A modszer a PCR reakcioval fragmentalt DNS szakaszok nukleotid

crer

cycle (>500 base pairs) szekvenalo kittel. (ABI, Foster City, California, USA)
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A ddNTP-k fluorescein festékkel jelzettek, a 4 féle nukleozid szerint mas-mas szinnel.
A reakcid soran kiilonb6zé hosszusag fragmentumok keletkeznek, melyeket
elektroforetikusan szeparalnak, viszkdzus polimerrel toltott sziik iiveg kapillarisokban.
A DNS szekvencia leolvasdsa laserexcitacid segitségével torténik, hasonldéan a
mikroarray technikanal leirtakhoz.

Sajat betegeink mikroarray-vel és NGS-sel azonositott eredményeinek ellendrzése (a
talalt patogén mutéaciok validaldsa) Sanger szekvenalassal tortént standard protokoll
szerint. A fragmentumok nukleotid szekvencidjat automata szekvenald késziilékkel
(ABI PRISM® 3730 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)

hataroztak meg.

111.3.5. Célzott ujgeneracios szekvenalas (new generation sequencing, NGS)

A 2000-es évek elejétdl a genetikai vizsgaldé moddszerek kozott a nagy kapacitasu,
szimultan sok gén illetve nagy mennyiségii DNS minta vizsgalatira képes, un.
Ujgeneracios szekvenald modszerek Keriiltek el6térbe, melyek a retina disztrofiak
genetikai diagnosztikajaban nagy el6relépést jelentettek, mind a szekvenalas koltsége
mind a vizsgalat elvégzéséhez sziikséges id0 jelentésen csokkent. (91, 92) Az un.
célzott modszerekkel (,target-enreachment methods”) lehetéség van specifikus
genetikai régiok, példaul egy betegséghez kapcsolhatdo gének csoportjdnak célzott
vizsgalatara. (93)

crer

alkalmaztuk.

Az ASPER Ophthalmics Biotech cég altal megtervezett LCA panel Osszesen 20,
korabban azonositott és az irodalomban kozolt LCA-EORD gén (AIPL1, CABP4,
CEP290, CRB1, GDF6, GUCY2D, IMPDH1, I1QCB1, KCNJ13, LCAS5, LRAT,
NMNATI, OTX2, RD3, RDH12, RPE65, RPGRIP1, SPATA7 és TULPI) mutécidinak
vizsgalatat teszi lehetdvé, Osszesen 780 SNP-t vizsgadl egyidejiileg. A panel, a
microarrayhez hasonléan egy adott gén ,,hot spot” régioit vizsgalja, ezen kiviil az un.
atfedé (flanking) régiokat is: ezek a DNS szakasz 5 végéhez kozeli régiok, melyek a

promoter és enhancer szakaszokat és mas fehérje kotdhelyeket is tartalmaznak.
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Az NGS szakaszai:

1. Konyvtarkészités: A genomot 100 bp-os darabokra fragmentaljak. A dupla
szali DNS két végén a ragados végeket eltiintetik, majd el6szor egy adeninnel
toldjak meg az 3’ végeket, majd egy timin tulnyuld véggel rendelkezd adapter
DNS-t kotnek hozza. A ligdlt DNS-darabokat ezt kdvetden kivalogatjak és
egyszalusitjdk. A mintat egy szekvenald iiveglemezre viszik fel, ahova az
adapter DNS lanccal komplementer oligonukleotidokat horgonyoznak Ki.
Ezekhez hibridizaltatjdk a DNS fragmentumokat.

2. Klonalis amplifikiacio, mely sordn 1 fragmentb6l kb 1 milli6 kopia
szintetizalodik 60°C-on megfeleld puffer és denaturadloszer jelenlétében. Az
[Mumina késziilék hidképzéssel amplifikal, majd klasztereket képeznek az egyes
szalak kozott és felszaporitjak a meghatarozni kivant DNS-szakaszt.

3. Szekvenalas: szintézissel torténik, melynek sordan a templathoz egy primert
kotnek, a reakciohoz egyszerre adjak hozza a 4 terminator nukleotidot, melyeket
kiilonbozd fluoreszcens jeldléssel latnak el. A fluoreszcens jel detektalasa CCD
kameréaval torténik (Illumina Kit, TrueSight one panel on a MiSeq Platform,
MiSeq, Illumina San Diego, CA, USA)

4. Bioinformatikai kiértékelés
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24. abra. Az 1j-generacios szekvenalas vazlatos menete: A: a genomikus DNS
fragmentéldsa és a 3’végen ligalas: Adenin és egy Timin adapter DNS hozza kotése.

B: a ligalt DNS szakaszokat egyszalusitas utan liveglemezre rogzitése.

Az NGS modszernek szamos elénye van mind a Sanger szekvenaldssal, mind a
microarrayvel Osszehasonlitva: magasabb lefedési szint, mély szekvenalds, nagyobb
szenzitivitas: ritka, 0j variansok is felfedezhetok vele. A Sanger szekvenalasnal nagyobb

megiizhatosag ritka allélek megtalalasara egy adott régioban.

Bioinformatikai kiértékelés

Az NGS vizsgalat kiértékelése csak szamitogépes szoftverek segitségével lehetséges.
Az 10j variansok (mutaciok) patogenitasanak megitélése a MUTATION TASTER
predikcios szoftver hasznalataval tortént. (94, 95) A szoftver szamos biomedikai
adatbazis (pl. Ensembl, UniProt, ClinVar, EXAC, 1000 Genomes Project, phyloP)
adatait integralva analizdlja az adott DNS szekvenciat, figyelembe veszi a evolucios
konzervaltsagot, a hasitasi helyek ill. a fehérjelancok funkcionalis doménjeinek
megvéltozasat, a szabalyozo elemek (transzkripcios kotdhelyek) érintettségét. Osszegzi
az adott nukleotidvaltozds okozta eltéréseket, besorolja, hogy betegséget okozd ismert

vagy 1 mutaciorol van-e szo, illetve polimorfizmus-e az adott eltérés.

55



DOI:10.14753/SE.2019.2302

IV. Eredmények

IV.1. Retinitis pigmentosa betegek

Retrospektiv vizsgalatunkba a bevalasztasi kritériumoknak megfeleld 22 beteg 29
szemét, annak megfeleléen, hogy a mf-ERG vizsgalat eredménye mutatott-e retinalis
elektromos valaszt, tovabbi két csoportra osztottuk, egy DRF csoportra (detektalhato
retina funkcio) (n=15, életkor median 34 év, 15-63 év) és NCRF csoportra (nincs

centralis retina funkcio) (Nn=14, életkor median 32,5 év, 14-47 év).

A két csoportban (DRF és NCRF) vizsgaltuk a latoélességet, a DRF csoportban a
centralis mfERG gylirliben a retinalis valaszsiirliséget és a harom (centralis,
pericentralis és paracentralis) macularis régidban az egyes retina rétegek vastagsagat és

ezeket a kontroll csoport azonos paramétereivel hasonlitottuk dssze.

IV.1.1. Latoélesség

A DREF csoportban a latoélesség Logmar 0.1 [BCVA 0.82 (SD: 0.26)], a 15-b6l 10 beteg
legjobb korrigalt latoélessége 1.0 volt. A NCRF csoportban a latoélesség Logmar 0.4
[BCVA 0.44 (SD:0.21)] volt és egyetlen betegnek sem volt 1.0 a latoélessége. Az
NCRF csoport Logmar értékben kifejezett értékei szignifikansan rosszabbak a DRF és a

kontroll csoport értékeihez viszonyitva.

1V.1.2. Funkcionalis (multifokalis ERG) valtozasok

A mf -ERG valaszsiiriiség értékei minden betegben vagy csokkentek vagy kioltottak
voltak. A 2.-3. gyliri-ben a csokkenés kifejezettebb volt, mint a centralis gytiriben.A
NCRF, eldrehaladottabb stadiumu csoportban, értelemszertien, egyik gytiriben sem, a
DRF csoportban a 3.-5. gytiriiben nem volt elvezethet6 valasz. A DRF csoportba tartozo
15 szembdl 13-ban (88%) csak a centralis (fovealis) hexagonban, 2 szem (12%)
esetében a 2.. gylirliben is (centralis 7 hexagon) detektaltunk mf-ERG valaszokat. Az

eredményeket a 2. tdblazatban foglaltuk dssze.
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2. tablazat. Sajat betegeink multifokdlis ERG (valaszstirliség) értékeinek

Osszehasonlitasa a korcsoporti normal értékekkel.

Excentricitas Kontroll (n=50) DRF (n=17) NCRF (n=12)
nV/deg? nV/deg? nV/deg?

1. gyliri 129 (+/-24.02) 26.6 (+/-9.60) ND

2. gylrli 84.6 (+/-12.05) 8.82 (+/-3.32) ND

3. gytiri 59.3 (+/-9.90) ND ND

(atlag+/-SD), ND = nem detektalhato.

A DRF csoportban az 1. gyliri atlagos valaszstirisége a normal kontroll csoportban
mért érték 20%-a, a 2. gylird atlagos valaszsiirisége a normal kontroll csoport értékének
kb. 10 %-a. A 4.-5. gyliriiben egyik betegcsoportban sem volt detektalhato valasz, ezért
ezeket a tablazatban nem tiintettiik fel. A korcsoporti normal értékek (kontroll csoport) a
Semmelweis Egyetem Szemészeti Klinika FElektrofiziologiai Laboratoriuméanak

adatbazisa alapjan kertiltek meghatarozasra.

1V.1.3. Szerkezeti valtozasok

A 25. abran jol lathaté, mind a vastagsagi térképen szinkddolt formaban, mind a
keresztmetszeti képeken a rétegvastagsag valtozdsa a kontroll csoport és a betegek,
valamint a két betegcsoport kozott is. A funkcidbeli csokkenést a gytrik szerinti

mfERG vilaszok egyértelmiien megjelenitik.
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25. abra. Osszefoglalo abra az egészséges kontroll szem (bal oldal), egy DRF
csoportba tartozd szem (kozépen) és egy NCRF csoportba tartozo szem (jobb oldal)
jellemz6 OCT és mf-ERG adataival. Felsd sor: keresztmetszeti OCT képek a macularol.
Masodik sor: vastagsagi topografikus térkép. Harmadik sor: mf-ERG gytiriik szerinti
abrazolas (az azonos excentricitasu fokalis retinogramok atlaga) Negyedik sor:

retinogram térkép (az elektromos aktivitas topografikus dbrazolasa)

Megfigyelhetd, hogy a DRF csoportban a retina vastagsaga a pericentralis és periférias
régiokban is csokkent az egészségeshez képest. Ugyancsak lathatd, hogy az NCRF
csoportban a centralis és pericentralis régiokban a retina vastagsaga csokkent a DRF

csoporthoz képest.
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1V.1.3.1. Centralis makula régié (fovea, 1 mm)

A teljes retina vastagsag és az ONL nem kiilonbozott szignifikansan a DRF és a kontroll
csoport kozott. A NCRF csoportban mindkét paraméter szignifikansan csokkent volt
mind a kontrollhoz, mind a DRF csoporthoz képest. (3. tablazat és 26. abra)
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26. abra. Centralis makula: a NCRF csoportban mind a ONL, mind a teljes retina
vastagsag szignifikdnsan kisebb, mint a DRF és az egészséges kontroll csoportban.

Utobbi kettd értékei egymastol nem kiilonboztek szignifikansan.

1VV.1.3.2. Pericentralis makula régio (perifovea, 1-3 mm)

Az ONL szignifikdnsan vékonyabb volt mindkét beteg csoportban a kontrollhoz képest.
A két beteg csoport vastagsagi értékei kozott nem volt szignifikans kiilonbség. Az INL
+ OPL ¢és a GCL+IPL komplexumok vastagsdga nem kiilonbozott a DRF csoport €s a
kontrollok kozott, azonban a NCRF csoportban mindkét komplexum vastagsaga
szignifikansan vékonyabb volt a DRF csoporthoz képest. Az RNFL réteg vastagsaga
nem kiilonbozott egymdstol a harom csoportban. A retina teljes vastagsdga
szignifikdnsan vékonyabb volt mindkét beteg csoportban a kontrollokhoz képest. A
kioltott funkcioji (NCRF) csoportban a teljes retinavastagsag szignifikansan kisebb a
DRF csoporthoz képest. (3. tdblazat €s 27. dbra)
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27. abra. Pericentralis makula: Az ONL réteg vastagsaga mindkét betegcsoporban
szignifikansan vékonyabb, mint az egészséges kontroll csoportban. Az INL(+OPL), a
GCL(+IPL) rétegek valamint a teljes retina vastagsaga csak a NCRF csoportban volt
szignifikansan vékonyabb, a DRF és kontroll csoportok kozt nem volt kiillonbség. Az

RNFL réteg vastagsadga a harom csoportban nem mutatott kiilonbséget.
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1V.1.3.3. Periférias makularégio (3-5 mm)
Az ONL, a GCL+IPL és a teljes retina vastagsag egyarant szignifikdnsan vékonyabb

volt a periférias makula régidban mindkét betegcsoportban az egészségeshez képest, a
két betegcsoport értékei kozott nem volt kiilonbség. Az INL+OPL rétegek vastagsaga a
harom csoportban nem kiilonbozott egymastol. A pericentralis régioval ellentétben, az
RNFL szignifikansan vastagabb volt mindkét betegcsoportban a kontrollhoz képest,
azonban egymadstol nem mutattak szignifikéns kiilonbséget.

(3. tablazat, 28. abra)
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28. abra. Periférias makula: az ONL, a teljes retina vastagsag és a GCL+IPL
komplexum is mindkét betegcsoportban szignifikansan vékonyabb volt, mint az
egészségesekben. Az INL+OPL komplexum a harom csoportban nem kiilonbozott
szignifikansan, az RNFL réteg mindkét betegcsoportban szignifikdnsan vastagabb volt,

mint a kontrollokban.
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3. tablazat. Osszefoglalé tdblazat: az egyes retina rétegek vastagsaga az excentricités
figgvényében, numerikus adatok. A pirossal jelzett értékek szignifikans eltérést

mutatnak (p =0.0036).

Vastagsag, um, atlag (SD) p érték
Kontrol DRF NCRF DRF - NCRF - DRF -
Kontrol  Kontrol NCRF
Centraris régio
ONL 112 (7) 111 83(12)  0.946 <0.001  <0.001
(16)
Teljes 229 (13) 245  186(25)  0.036 <0.001  <0.001
retina (26)
Pericentralis régio
RNFL 25(3)  28(4)  22(6) 0.050 0.233 0.006
GCL+IPL 93 (8) 99 (14) 77 (8) 0.041 0.001 <0.001
INL+OPL 75 (6) 78 (6) 66 (10) 0.275 0.003 <0.001
ONL 87(5) 60(11) 58(16) <0.001  <0.001  0.371
Teljes 317 (12) 305 262 (19)  0.205 <0.001  <0.001
retina (20)
Periférias régio
RNFL 43 (2) 57(9) 54(14) <0.001 0.002 0.396
GCL+IPL  67(4) 50(9) 49(11) <0.001  <0.001  0.839
INL+OPL  64(4) 66(4) 66 (6) 0.344 0.385 0.978
ONL 75(3)  44(10) 46(14)  <0.001  <0.001  0.667
Teljes 285 (7) 265 255 (20) <0.001 <0.001 0.640
Retina (22)
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29. abra. Sematikus abra, amely a disztrofias retina koros szerkezeti valtozasait
mutatja: az egyes retinarétegek vastagsaga az excentricitas fiiggvényében, az egészséges
kontroll csoporttal (felsé sor) 6sszehasonlitva. Kdézépsé sor: DRF (detektalhatéd retina
funkcid) csoport keresztmetszeti kép. Also sor: NCRF (nincs centralis retina funkcio)

csoport keresztmetszeti kép. A kék szinvékonyodast, a rozsaszin vastagodast jelol.

A fenti abra reprezentalja, hogy a leginkdbb érintett a kiilsé magvas réteg (ONL), mely
a DRF (még nem kioltott funkcioji) csoportban a pericentralis és periférids régioban is
elvékonyodott, a NCRF (kioltott funkcidjl) csoportban a makula teljes kiterjedésében, a
fovedlis terlileten is vékonyabb. A belsé magvas réteg (INL+OPL) a DRF csoportban
sem a pericentralis, sem a periférids régioban nem valtozott a kontrollhoz képest, az
NCREF csoportban a pericentralis régidban vékonyabb, a periférias régidban valtozatlan.
A GCL(+IPL) réteg a kevésbé eloérehaladott csoportban csak a periférias makula
régidban, az eldrehaladottabb csoportban a pericentralis régioban is vékonyabb. Az
RNFL réteg mindkét betegcsoportban csak a periférias régioban valtozott, a kontrollhoz
képest szignifikdnsan vastagabb. A folyamat eldrehaladtaval az egyre centralisabb és
egyre belsdbb rétegek (eldszor a fotoreceptorok, késébb a ganglionsejtek) valtozasa is

kimutathato.
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Az ONL ¢és a teljes retina vastagsag a centralis régidban szignifikans linearis korrelaciot
mutatott a Logmar értékben kifejezett 1atdéélességgel: (r = - 0.56 és r = - 0.59, p=0.003
¢s p=0.002) mindkét beteg csoportban, vagyis a jobb latoélesség a vastagabb ONL
illetve teljes retina vastagsdggal jart egyiitt. A tobbi réteg vastagsaga illetve a
pericentralis és paracentralis makula régiok és a latdélesség értékek kozott nem volt

korrelacio.

IV.2. LCA-EORD betegek vizsgalatanak eredményei
IV.2.1. Klinikai vizsgalatok

A gyerekkori RD-s betegek fenotipusa 4 betegnél (1., 2., 6. és 7. beteg) a klasszikus, 1-
es tipust LCA-nak, 3 beteg (3., 4. és 5. beteg) fenotipusa a 2-es tipusi LCA-
nak/EORD-nek felelt meg. Az 1. és 2. beteg testvérek, a sziilok par honapos korukban
vették észre a furcsa, szabalytalan szemmozgast mindkettdjiiknél, ezért szemorvoshoz
vitték Oket. Tobb alkalommal tortént vizsgalat mas intézményben, a nystagmus miatt
csak rossz mindségili elektrofiziologiai vizsgalat sikeriilt, a feltételezett diagndzisok
»velesziiletett 1atdideg rendellenesség ill. tapetoretinélis betegség” voltak. A 6. beteget

fél éves korban vizsgaltuk eldszor klinikankon, keresé szemmozgasok és enophthalmus

miatt.

_

30. abra. A 6. beteg a kdvetéses vizsgalatok kezdetén, enophthalmus
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Ezt megeldzden, neuroldgiai eredetet feltételezve, intracranidlis patologia kizéarasara
koponya MR vizsgalat tortént negativ eredménnyel. A 7. betegnek szintén par
honaposan mar sensoros nystagmusa volt, késobb valt egyértelmiivé enophthalmusa.
Gf-ERG vizsgalat klinikankon igazolta a kioltott retinalis valaszokat, ily médon az LCA
diagnodzisat. A 3. beteg sziilei a gyermek 1.5-2 éves kora koriil észleleték, hogy sotétben
bizonytalanul kozlekedik, maskor azonban nem. Klinikdnkon eldszdr 25 éves koraban
vizsgaltuk, eldtte 7 szemorvos latta, definitiv diagnozisa nem volt. A 4. beteget, bar
fixalasi képtelensége ¢és nystagmusa mar egyéves kora koriil kideriilt, szemészeti
vizsgalaton a szemfenéken ,,régi hegeket” talaltak, igy kordbban a disztrofia lehetdsége
nem meriilt fel. Az 5. beteget magan szemorvos utalta klinikankra, 4 honapos koratol
kishullamt szemtekerezgést és kancsalsagot észleltek. Mas intézményben flash-VEP
vizsgalatot végeztek, a sziilok elmondasa szerint ,eltérést nem talaltak”. A retina
disztrofia diagnozisa csak klinikankon meriilt fel.

A hét beteg klinikai tlineteit €s genetikai szubtipusat a 4. tdblazatban foglaljuk Gssze.
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niktal

2. betegek testverek. kml

14
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4, tablazat. A magyar LCA-EORD betegek klinikai jellemzdit 6sszefoglalo tablazat.
nem emlitett, nyc

Az 1.
Szubtipus.
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IV.2.1.1. Ganzfeld -ERG vizsgalat

A klinikai diagnézist mind a hét beteg esetében Gf-ERG vizsgalat alapjan allitottuk fel.
5 beteg esetében mind a szkotopikus, mind a maximalis, mind a fotopikus valaszok
kioltottak voltak. A 4. beteg (7 éves, fin) és az 5 beteg (8 éves, lany) egy-egy szemén
csokkent amplitudojii maximalis valasz kivalthato volt, a mésikon a valaszok kioltottak
voltak.

A 31. abra egy egészséges korcsoporti kontroll (A. abra) és egy LCA-ban szenvedd
beteg kioltott Gf-ERG-jét (B. abra), a 32. abra a 4 beteg (C. abra) és az 5. beteg (D.
abra) még kivalthatd maximalis valaszi Gf-ERG-jét mutatjuk be. A klinikai
vizsgalatokat Osszefoglalo tablazatbodl kitlinik, hogy a 4. és 5. beteg egyarant CRB1-
szubtipusu LCA/EORD-ben szenved, mely, legaldbbis a korai életkorban, enyhébb
lefolyasu és még némi haszndlhat6 1atds és retina funkcio detektalhato. Sajat betegeink

adatai az irodalmi adatokkal egybehangzanak.

B

-

A
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31. abra. Egészséges kontroll (A) és LCA-s beteg (B) kioltott Gf-ERGje. A bal fels6
negyed a szkotopikus, a bal als6 negyed a maximalis valaszokat mutatja. Jobb oldalon

feliil a fotopikus vélaszt, alul a fotdpikus flicker valaszok dbrazolddnak.
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32. abra. A 4.s 5. beteg Gf-ERG-je (mindkett6 CRB1 szubtipusi EORD, fiatal
betegek). A maximalis valasz (baloldalon, alul) mindkét betegben bar csokkent, de
elvezethetd, a szkotopikus (baloldalon, feliil), fotopikus és fotdpikus flicker valaszok

(jobb oldalon) kioltottak.
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1V.2.1.2. Latéélesség, latasi teljesitmény

Az 1., 2., 6. és 7.beteg latasi teljesitménye kml-szeou (logmar 2.0-3.0), mely a
Klasszikus LCA-ban tapasztaltnak megfelel. A 3. beteg legjobb korrigalt latasi
teljesitménye az Gsszes beteg koziil a legjobb: BCVA: 0.2/0.2, logmar: 0.7/0.7), a 4. és
5. betegek latasa (BCVA) 0.025-0.04, (logmar 1.5-1.4) amely kisfokban, de
egyértelmiien jobb, mint a klasszikus LCA-ban és megfelel a 2-es tipusi LCA/EORD
fenotipusanak. Minden beteg refrakcioja hipermetrop volt (+2.0D -+7,5 D szférikus
komponens).

IV.2.1.3. A retinalis fenotipus

1. és 2. beteg: a két fiu testvérpar, a szemfenéki képiik hasonld, de az iddsebb
dokumentéicidja a nagyfoku fotoaverzid ¢és a fixacid hidnya miatt csak gyenge
mindségben volt lehetséges, ezért annak bemutatasatol eltekintiink. A 14atoidegfd széle
¢les, nem decoloralt, az erek nem sziikek, lefutasuk szabalyos. A maculaban kifejezett
RPE diszrupci6 lathatd, depigmentalt foltokkal, mely korkoros jellegi mintdzatot mutat.

A kozépperiférian Osszefiiggd, kiterjedt, nagyobb szemcsés (nem csontsejt jellegii)

hiperpigmentaci6 lathato.

33. abra. A 2. beteg szemfenéki képe, 3 éves fiu, klasszikus LCA, AIPLI szubtipus.
Jellegzetes pigmentacid a makulaban és a kozépperiférian. Latasi teljesitmény

kézmozgas latas.
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3., 4. és 5. szamu beteg:

A 3. beteg bal szemén a papilla nasalis részén drusenoid elvaltozéas lathat6, a masik
papilla eltérés nélkiill. A 4. és 5. beteg papilldja élesszEélii, nem decoloralt, ép.
Mindharom beteg szemfenéki erei normal tagassagliak, lefutdsuk szabdlyos, a
szemfenéken elszortan kiillonb6z0 mennyiségii és elhelyezkedésti sargas-fehér pottyok,
valamint 1-1 kisebb-nagyobb, nummularis hiperpigmentalt folt lathat6. Mindharom
betegben kiilonboz6 mértéki makulopatia mutatkozott, hiperpigmentacio nélkiil, mely a

4. betegben volt a legstlyosabb ¢és az 5. betegben a legenyhébb.

50° 0D #10

34. abra. 3. beteg, 28 éves férfi. EORD, CRBI szubtipus: Felsé sor: mindkét szem: bal
papillan drusenoid elvaltozas, fundusszerte sargas apro foltozottsag, 1-1 Kisebb
nummularis pigmentfolt, makulopatia, hiperpigmentacio nélkiil. Latoélesség 0.1-0.2
Also kép: jobb szem, periférias retina. Diffuz apro sarga depozitumok illetve elszortan

kerek nummularis hiperpigmentacio lathato.
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35. abra. 4. és 5. beteg, EORD, CRBI1 szubtipus Felsd sor: 5 éves fiu, jobb szem: ép

papilla, kortilotte és a kerek pigmentfoltoktodl temporalisan sarga pontszerti foltok,
stlyos atrofias makulopathia. A jobb oldali képen lathatd az erek Kkifejezett
kanyargossaga és a kdzépperiférian a sargas szemcsés depozitumok. Latési teljesitmény
excentrikusan 2-3 mou. Also sor: 6 éves leany: ép papillak és erek, a hatsé poluson
szamos kerek pigmentfolt, a bal papilla mellett és a makuldk koriil sargds pottyok,

enyhe maculopathia, hiperpigmentacié nélkil. Latasi teljesitmény: 3 -4 mou.

6. beteg:
A papillak épek, makulopathia nem lathato, erek lefutasa és tagassaga szabalyos, a
kozépperiférian kiterjedten, konflualé fehéres foltok, a jobb papilla felett nasalisan

néhany kerek hiperpigmentalt folt lathato. (36. abra)
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36. abra. 6. beteg, 5 éves lany, klasszikus LCA, CEP290 szubtipus. Mindkét oldalon ép
papillak és makula lathatd. Az erek lefutasa szabalyos, a kozépperiférian részben

konflualo fehéres foltozottsag lathato. A latési teljesitmény kézmozgaslatas-fényérzés.

7. beteg:
A papillak épek, makulopatia nem latszik, az erek lefutdsa szabalyos, a periférian diffiz

sO-bors jellegli szemcsés pigment mintazattal. (37. abra)

37. abra. 8 éves fiu, bal szem. Klasszikus LCA, szubtipus ismeretlen. Latasi

teljesitmény: kézmozgas 1atas
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1V.2.1.4. Optikai koherencia tomografia

Az 1., 6. és 7. betegben (mindharom 1-es tipusi LCA) OCT vizsgalatot vagy egyaltalan
nem vagy csak nagyon rossz, nem értékelhetd mindségben tudtunk végezni, részben a
fotoaverzio, részben a fixalasi képtelenség és a kooperacio hianya miatt.

A 2., 3., 4. és 5. beteg esetében Heidelberg Spectralis OCT-vel (Spectralis OCT,
Heidelberg Engineering, Heidelberg, Németorszag) tortént vizsgalat. A 2. betegben
mind a fovealis vastagsagot (90 um), mind az extrafovealis retina teljes vastagsagat,
utobbit kiillonb6zo lokalizacidkban mérve (180-200 um) a normalisnal vékonyabbnak

talaltuk (norm:223+/-36 um). (85) (38. abra)

l’.": ""‘i‘”-a vy
sy ST A
» -

38. abra. A 2. beteg (AIPL1 genotipus) Heidelberg Spectralis OCT képe.

A 3., 4. és 5. betegben egyhangtian az extrafovedlis retina diffiz megvastagodasa (337-
420 pm) figyelhetd meg. A 4. betegben a fovealis régidban a retinarétegek nem
kiilonboztetehetdéek meg és az RPE és chorioidea is hianyzik, mely a diffaz makularis
atrofia képének felel meg. A teljes retina vastagsaga a legvékonyabb helyen 72 um volt.
A 3. és 5. beteg fovealis behtzottsiga megtartott volt, az idésebb betegben
kiszélesedett. A fovealis vastagsag mindkét betegben csokkent, (102 és 134 um). Az
intraretinalis rétegek megkiilonboztethetdsége a normalis retindval Osszehasonlitva
csokkent, az idésebb (3. szamu) betegben kifejezettebben. Az RPE-fotoeceptor réteg
nyomokban detektalhato. (39.4bra)
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39. abra. A 3., 4. és 5. szamu beteg Spectralis OCT képe. Fels6 sor: bal oldalon a 3.
szamu beteg, jobb oldalon a 4. szamu beteg. Alsos sor: 5. szamu beteg. Mindharomban
megfigyelheté  az  extrafovedlis retina  diffiz = megvastagoddsa és a

pigmentham-+fotoreceptor réteg maradvanyai, egyenetlen volta.

1V.2.2. A genetikai vizsgalatok eredményei

A microarray vizsgalat az 1., 2., 3. és 4. betegben mindkét (anyai és apai) allélen talalt
koros mutaciot, az 1. és 2. beteg esetében az AIPL1 génben, a 3. és 4. beteg esetében a:
CRBI1 génben, ugyanakkor az 5. és 6. betegben csak egy-egy egyszer(i heterozygota
mutaciot azonositott a CRB1- illetve a CEP290 génben. A 7. betegben a microarray
egyik allélen sem talalt eltérést. A CRBI gén relativ rovid és az 5. beteg Klinikai
megjelenése megfelelt az irodalomban kozolt CRBI1 fenotipusnak, ezért a masodik
mutacid azonositasa céljabol a teljes CRB1 gén direkt (Sanger) szekvenalasa tortént. A
CEP290 gén 55 exont tartalmaz, a gén nagysaga miatt célzott NGS vizsgalat tortént. Az
identifikalt patogén mutaciok validalasat direkt szekvenalassal végeztik. Az

eredményeket a 5. tdblazatban foglaltuk 6ssze.
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5. tablazat. A magyar LCA-EORD betegek genetikai vizsgalatainak eredményei

A magyar Leber Congenitalis Amaurdzisban szenvedo betegek genetikai adatai
Beteg Erintett gén exon Mutacié aminosav valtozis

L AIPL] 6 c.834 G=A/c.834 G=A p-W278X /p.W278X

2 AIPL1 6 c.834 G=A/c.834 G=A p-W278X /p.W278X

3. CRB1 9 2843 G=A /2843 G=A p.CO48Y / p.CO48Y

4. CRBI 719 | ¢.2536G=T /c.2843G>A p.G846X=* / p.C948Y

5. CRBI 719 €2555T> C / c.2843G=A pl1e852Thr / p.C948Y

IVS25 ¢.2991+1655A=G p-C998X
6. CEP290 ]
37 c.4929delA p.-Lys1643fsX2=
7. NI ND ND

* 1j muticio , irodalomban eddig nem kozolt
NI = nem identifikalt ND = nem detektalt

Az 0Osszefoglald tablazatbol kitlinik, hogy harom kiilonb6zé génben Osszesen hat
kiilonb6zd mutéaciot azonositottunk a betegeinkben, az AIPLI génben a C.834G>A
(p.Thr278X ) mutaciot homozygota formaban az 1. és 2. betegben, a CRBI génben a
€.2843G>A (p.C948Y) mutaciot homozygota formaban a 3. betegben és Osszetett
heterozygota forméaban a 4. és 5 betegben. A CRBI génben tovabbi két mutacio kertilt
detektalasra, ezek a €.2536G>T (p.G846X) mutacid a 4. betegben és a ¢.2555T>C (p.
11e852Thr) szubsztiticio az 5. betegben, utobbi kettdt heterozygota formaban. A CEP
290 génben a 6. betegben a ¢.2991+1655A>G (p.C998X) és a ¢.4929delA (p.Lys

1643fsX2) mutaciokat azonositottuk dsszetett heterozygdta formaban.
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AIPL1 exon 6 834G>A W278X AT HOM
A
794 AGGCCTACTA CGTGCGTGCC CGGGCTCACG CAGAGGTGTG GAATGAGGCC 843
A
Forward l
90 100 110 120 130

GGG TCACGOAGAGGTOT GAAATGAGGCCGAGGCOCAAGGCG

40. abra. 1. beteg. AIPL1 gén: A mikroarray eredményének validalasa direkt
szekvenalassal. A 834 nukleotid Guanin helyett Adeninnel helyettesitédik, mely ily
modon a stop kodon (TGA) utolsé nukleotidja lesz. (TGG AAT helyett TGA AAT)

CRB1 exon 9 2843G>A C948Y AT HOM

A
2843 GTATTGC AAATGCTGTT TTTAATGGAC AAAGCGGTCA AATATTATTC 2889

Forward

A
20 l 40 a0 a0
TTCTCTCATTA GATATT GCAAAT GCTOGTTTTTAAT G GACA:

ey

41. abra. 3. beteg, CRB1 gén: A mikroarray vizsgalat eredményének validalasa direkt

szekvenalassal. A 2843. nukleotid Guanin helyett Adeninnel helyettesitddik, melynek
eredménye egy nukleotid csere (TGT helyett TAT), vagyis cisztein helyett tirozin kertil

az aminosav lancba.
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CRB1 exon 7 2536G>A, novel G>T  G846R, novel G846X _

heterozygota

Referencia szekvencia:

(a referencia szekvencia alapjan vart szekvencia: 2536G>A

A
2519 AGACTGAACT TAATGGTGGA TTCTTCAAAG GCTGTATCCA AGATGTAAGA 2568

A 4. beteg szekvenalasi eredménye: 2536G>T

T

Forward |

390 400 10 420
AAGAGAC TGAAC T TAATGO WS OGATTOC TTCAAAGGCTGT A

42. abra. 4. beteg, CRB1 gén. A mikroarray vizsgalat eredményének validalasa
szekvenalassal. A referencia szekvencian (vad tipus, egészséges kontroll) a 2536
nukleotidnak megfeleléen Guanin talalhato, a vart, ismert mutacié Adenin, melyet a
mikroarray tartalmazott. A 4. betegben, ezen a lokuszon Timin talalhatd, mely egy stop
codon els6 nukleotidja (GGA helyett TGA) . A 4. beteg ezen mutacioja egy eddig nem

kozolt nonszensz mutacio.

Megjegyzés:
STOP codonok: TAG ,TAA, TGA tripletek
CRB1 exon7  ¢.2555T>C p.11e852Thr HET  MUT
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Referencia szekvencia:

C

Vv
2519 AGACTGAACT TAATGGTGGA TTCTTCAAAG GCTGTATCCA AGATGTAAGA 2568

Szekvenalas eredménye:

crer

szekvenalasaval azonositottuk. A 2555 nukleotidnak megfeleléen Timin helyett Citozin
van, ennek kovetkeztében az eredeti isoleucin (ATC) helyett threonin (ACC) keriil az

aminosav lancba.
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CEP290 1VS25 2991+1655 A>G C998X AG/TC HET

G
CACCTGGCCC CAGTTGTAAT TGTGAATATC TCATACCTAT CCCTATTGGC AGTGTCTTAG

7o EIII‘:1 a0 100
CCCCAGTTOTAATTGOT GAATATCTCATACCTATCCCTATT

T

44. abra. 6. beteg, CEP290 gén. A mikroarray eredményének validalasa direkt
szekvenalassal. Az ,,A helyett G” csere a mRNS intron 26.-ban van, vagyis a nem
kodolod szakaszban. Az ,,AT” helyett ,,GT” valtozas torténik a szekventiaban, ez pedig
invarians szekvencia az intronok végén, ami ,,intron-.exon hatart” jelez, és koros helyen
értelmezi az exon kezdetét (aberrans splicing). Kovetkezményként egy 128 bp nagysagu
rejtett exon épiil be a 26. és 27. exon kozé, mely tartalmazza a ,,stop kodon”-t.

Az é4bra csak az intronikus mutaciot abrazolja, a stop kodon nem lathato.
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Szekvenalas eredménye

CEP290: c.4929delA /p.lys.1643fs*2 HET

Referencia szekvencia (wt)

G AAA GTA TCACAAGATTTGGAGA

wt-> CTCTCTTTCCTCACTCTTGGTC

mu-> CTCTCTTTCCTCACTCTTGGTC AAC TAA A

Referencia szekvencia:

CTCTCTTTCCTCACTCTTGGTCAAACTAAAGAAAGTATCACAAGATTTGGAGA

Szekvenalas eredménye:

CTCTCTTTCCTCACTCTT GGTCAACTAAAA AAAGTTACCA!

45. abra. 6. beteg, CEP290 gén: a célzott ujgeneracids szekvenalds eredményének
validalasa direkt szekvenalassal. A ¢.4929delA /p.Lys1643fs2 mutacional az Adenin
torlddése a leolvasasi kereteltolodasat okozza, igy a 1643 aminodsav lizin (AAA) helyett
asparagin (AAC) lesz, melyet rogton kovet egy stop kodon (TAA) a 1644 Leucin
(CTA) helyett.
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IV.2.3. A genetikai eredmények bioinformatikai feldolgozasa, a talalt

mutaciok patogenitasanak megitélése, illetve vizsgalata

Sajat betegeinkben azonositott, az irodalomban kordbban mar ismert, az adott génben
leggyakoribb mutacidkat a ,,Megbeszélés fejezetben” targyaljuk ezek a kovetkezok: az
AIPL1 génben a ¢.834G>A (p.W278X) mutacio, a CRB1 génben a c.2843G>A
(p.C948Y) mutacio és a CEP 290 génben a c. 2991+1655 A>G (p.C998X) mutacid.

A masik harom mutaciobol kettd 0j, eddig az irodalomban nem kozolt, ezért ,,in silico”
patogenitas predikcids szoftverrel (Mutation Taster) vizsgaltuk oket. Az 5. betegben
talalt c.2555T>C (p. lle 852 Thr) mar ismert patogén mutdci6 (Reference ID:
1s62636271), azonban predilekcids vizsgalatit részben relativ ritkasdga, részben
,,Misszensz” volta miatt végeztiikk el. Korabban homozygota formaban egy vérrokon
sziriai csalad négy gyermekébdl haromban mutattak ki. (96)

A két 0 mutaci6 kozil az egyik a CRBI génben egy nonszensz mutacid, a masik a
CEP290 génben egy, célzott NGS vizsgalattal azonositott, 1 nukleotidot érintd delécio.
Az NGS soran Osszesen 780 vizsgalt SNP-bol 28 varians volt figyelemre mélto, ebbdl 4
varians eléfordulasa volt 1 %-nal ritkdbb a normal kaukazusi népességben. Ezek koziil a
CEP290 gén 37 exonjan talalt (NM_025114: c4929delA / p.Lys1643fs*2, eredmény:
GT/ T) egy bazis (A) delécidja, mely kereteltolodast (frameshift) okoz, melyet
kozvetleniil utana egy stopkodon kovet. (lasd 45.4bra)

Ennek megfelelden a két 4j mutacié patogenitasa nem kérdéses, az ,,in silico” értékelést

Osszefoglalasként végeztiik el. ( 6. tdblazat, Mutation Taster eredménye)
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6.tablazat. Az LCA-EORD betegeinkben azonositott ketté 01j €s egy ritka misszensz

mutéacié Mutation Taster predikcids szoftverrel tortént analizisének eredményei

Gén SCORE Kromoszoma DNS Hatas | Erintett domain
lokalizacio valtozas
CRB1 6,0 1.kr.197396991 bp csere | NMD Laminin G szerii 2
G>T Gly846X Domain
CRB1 89 1.kr.197397010 bp csere | NMD Laminin G szeri 2
T>C 11e852 Thr Domain
CEP290 | 1,0 12.kr.88476891 8 | delécio NMD 7.a-hélix
8476891delT Lys1643Asn fehérjehurok
Phosphoserine
domain

NDM: Nonsense Mediated decay
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V. Megbeszélés

Jelen vizsgalatunk a retina szerkezete ¢és mukodése kozti Osszefliggést vizsgalta
elérehaladott RP betegekben a mf-ERG és az OCT képek szegmentacids elemzésével,
az excentricitas €s a funkcionalis allapot fliggvényében.

Az értekezés masik része a magyar korai életkorban kezdddé RD-s betegek részletes
klinikai és genetikai vizsgalatat foglalja 0ssze és azokat hasonlitja 0ssze az irodalmi

adatokkal.

V.1. Retinitis pigmentosa betegek

A retina disztrofias szemekrdl rendelkezésre 4llo kevés szdvettani vizsgalat
egybehangzoan a fotoreceptorok, elsOsorban a kiils6 szegment érintettségét,
megrovidiilését irja le kezdeti elvaltozasnak, fiiggetleniil az 6roklésmenettdl és a kezdeti
tinetek fellépésének idejétdl is. (11, 47, 48) A betegség progressziojaval egyes
esetekben a centralis latas hosszabb ideig megtartott, mas esetekben elvész, mely a
foveahoz kozeli fotoreceptorok érintetté valasanak a kovetkezménye. (47)

Szamos kozlemény szamolt be arrdl, hogy a szdvettani vizsgalatokhoz hasonldan az
ONL elvékonyodasa in vivo (OCT-vel) is kimutathato. (97, 98)

Jelen tanulméanyt megel6z6en a makularis régid intraretinalis rétegvastagsagait
topografikusan, az excentricitas fiiggvényében nem vizsgaltak. A mf-ERG vizsgalattal a
centralis retina funkcio valtozasa kovethetd, a fotoreceptor vesztéssel parhuzamosan a

centralis valaszslirliség értekek csokkennek esetleg kioltotta valnak.

V.1.1. A kiilso nuklearis réteg (ONL) valtozasa

Sajat vizsgalataink eredménye szerint az ONL vastagsdga csak a centralis makula
régidban volt megtartott és csak azokban a betegekben, akiknek volt detektalhato
retinalis elektromos valasza, ezzel ellentétben szignifikdnsan vékonyabb volt a kioltott
MFERG-ji betegcsoportban. Ezen eredmény az OCT vizsgalatok és az elektrofiziologiai

eredmények Osszhangjara, azok parhuzamos valtozasara utal.
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Masfelél, az ONL szignifikdnsan vékonyabb volt mindkét betegcsoportban a
kontrollhoz viszonyitva a pericentralis és periférias régiokban egyarant. Mindkét
régioban a mfERG valasz kioltott volt. Az utobbi két régioban az ONL vastagsaga nem
kiilonbozott a betegesoportok kozott, ez szintén a szerkezeti és funkcionalis valtozasok
parhuzamos valtozasara utal.

Vizsgalataink eredménye egybehangzé korabbi kozleményekkel, melyek RP
betegekben OCT-vel a fotoreceptor réteg elvékonyodasat talaltak. Hood és munkatarsai
a fotoreceptor ¢s RPE komplex vastagsagbeli csokkenését irtak le, Witkin ¢s
munkatarsai high-resolusion OCT-vel a makularis fotoreceptor kiils szegment és RPE
komplex vékonyodasat talalta. (97, 98, 99, 100) Sajat vizsgalati eredményeink valamint
az irodalomban korabban kozolt OCT vizsgalatok eredményei egybehangzanak a
szovettani vizsgalatok eredményével, mely szerint a fotoreceptor kiilsé szegmentjének

rovidiilése a legkorabbi morfologiai eltérés lehet retinitis pigmentosa betegségben.

V.1.2. Az INL+OPL komplexum valtozasa

A fotoreceptor pusztulds kovetkezményes valtozasokat indukdl a belsd retina
rétegekben, az RPE és a glia sejtekben is. (47) Az INL szamos neuron magjat
tartalmazza, nevezetesen a bipolaris, a horizontalis, az amakrin, valamint a Miiller
sejtekét is. lrodalmi adat, hogy a betegség -elorehaladtaval a Miiller sejtek
hipertrofizalnak (47, 49)

A kiilsé retina vastagsag csokkenésével ellentétben az INL+ OPL rétegek valtozasait
illetéen az irodalmi adatok korantsem ilyen egyértelmtiek. (99, 101, 102)

Jelen tanulmanyunkban az INL+OPL komplexum vastagsaga a pericentralis makula
régidban szignifikansan vékonyabb volt a kioltott mfERG csoportban, de nem a még
elektromosan aktiv (DRF) betegcsoportban. A periférias makula régioban ezzel
ellentétben az egészséges kontrollok és a két betegcsoportban mért vastagsagi értékek
kozott nem volt kiilonbség, A jelenség hatterében az allhat, hogy a fotoreceptor
degeneraco maga utan vonja a ,,masodik neuron” pusztulasat, ezzel egyiddben a Miiller
glia hiperplazigja is megfigyelhetd, mely az INL réteg vékonyodast, legalabbis

morfoldgiai szempontbdl ellensulyozhatja (47)
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A Kkorabbi szovettani és OCT vizsgalatok nem talaltak szignifikdns valtozast az INL
rétegben retinitis pigmentosas szemekben. (48, 97) Hood in vivo OCT vizsgalattal

normal kozelinek mérte az INL réteg vastagsagat.

V.1.3. A GCL+IPL komplexum valtozasa

A GCL+IPL komplexum vastagsagat a pericentralis régidban valtozatlannak talaltuk a
DRF csoportban, mig a periférias régioban vékonyodas volt megfigyelhetd. A periférias
¢s pericentralis régiokban is vékonyabb volt a GCL+IPL komplex a kioltott elektromos
valaszi betegcsoportban. Ez a kifejezettebb fotoreceptor pusztuldst kovetdéen nagyobb
mértékii transzneuralis degenerdciora, nevezetesen a masodik (INL) és harmadik
neuronok (GCL) nagyobb fokti pusztulasaira utal az NCRF csoportban. Masik
nézépontbdl nézve, a centralis makuldban a csapok ardnya magasabb €s a RP primeren a
palcikak betegsége, ilymodon a fotoreceptor pusztulds és a transzneuralis degeneracio
kisebb mértékii lehet a kevésbe elorehaladott betegség stadiumban a centralis és
pericentralis régiokban, mint a periférias teriileten. A DRF csoportban a pericentralis
régioban a GCL+IPL komplex valtozatlan vastagsdgat ez magyarazhatja, az ezen
régioban talalt csokkent ONL vastagsag mellett. Az NCRF csoport eredményei arra
engednek kovetkeztetni, hogy a pericentralis ganglionsejtek a betegség eldrehaladtaval
szintén degradalodnak. Postmortem vizsgalatok a ganglionsejtek szdmanak szignifikans
csokkenését talaltak kozepesen sulyos és stlyos RP betegek szemeiben. (47, 48) Ezen
eredmények egybevagnak sajat eredményekkel.

Aleman ¢és munkatarsai a fentekkel ellentétben az ONL réteg vékonyodasaval
parhuzamosan a belsd retina vastagodasat figyelték meg, mig Hood és munkatarsai a

GCLA+IPL rétegek vastagsagat a normalishoz kozelinek talaltak OCT-vel. (97, 99)

V.1.4. Az RNFL réteg valtozasa

Az RNFL réteg kifejezett megvastagodasa volt megfigyelhetd a periférids régioban
mindkét betegcsoportban. Ez a jelenség kezdddd epiretinalis membran képzddésre

utalhat, mely szdvettani vizsgélatok alapjan a latdéidegfé felszinén 1évd astrocytak

crer
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felé. (47) Mindezek ismeretében nem meglepd, hogy az altalunk vizsgalt RP betegek
szemeiben az RNFL a latdidegfohoz kozelebbi (periférids makula) régioban volt
vastagabb, mig a pericentralis régioban csak enyhe vastagsag csokkenés volt
megfigyelhet6 az NCRF csoportban, feltehetéen a ganglion sejtek és a bel6liik induld
axonok pusztulasanak kovetkezményeként. Korabbi, OCT-vel végzett, a peripapillaris
RNFL vastagsagot mérd vizsgalatok egymadssal ellentétes eredményekre jutottak:
kimutattdk az RNFL réteg vastagodast ¢s vékonyodasat is RP betegek szemeiben. (99,
101, 102)

V.1.5. A teljes retina vastagsag valtozasa

Vizsgdlati eredményeink is alatdmasztjak illetve igazolni latszanak, hogy a retina az
elsédleges fotoereceptor pusztulas utan fokozatosan degeneralodik, mely eléri a
ganglion sejteket is. Ezt a teljes retina vastagsag valtozasa is reprezentalja: azokban a
szemekben, ahol volt még detektalhatdé mfERG valasz, a centralis makula régioban az
ONL vastagsaga nem csokkent, ez egyben a teljes retina vastagsag is. A pericentralis
régidban azonban a teljes retina vastagsdg szignifikdnsan csdkkent a kontrollokhoz
képest, de egyuttal vastagabb, mint az NCRF csoportban. A periférids makula régioban

a teljes retina vastagsag mar mindkét betegcsoportban egyforman csdkkent volt.

Jelen ismeretek szerint a retina disztrofidk nem gyogyithatoak. A génterapias kisérletek
mellett figyelemre mélto a kiilonb6zo retina implantatumok szerepe, mely elérehaladott
esetben szinte az egyetlen latasjavitd lehetéség. Az implantatum Osszetett
mikroelektronikai berendezés, mely a retina megmaradt, még milkodéképes sejtjeit
stimulalja, helyettesitve az elpusztult fotoreceptorokat. A szembe iiltetheté retina
implantatumok kutatasa és fejlesztése az 1990-es években kezdddott. Az optimalis
eredmény eléréséhez fontos a megfeleld beteg kivalasztasa, vagyis egy adott betegben a
retina egyes rétegvastagsagi valtozasanak topografikus ismerete.

Egy ausztral munkacsoport, Olpie és munkatarsai a személyre szabott epiretinalis
implantatum kifejlesztésén dolgozik, melyhez 88 RP beteg OCT altal meghatarozott

vastagsagi adatait elemzi. Az epiretinalis implantatum penetralé elektrodjanak optimalis

crer

85



DOI:10.14753/SE.2019.2302

crcr

hivatkozik a jelen dolgozat egyik alapjat képezd Investigative Ophthalmology and
Visual Science-ben megjelent cikkiinkre is. Magyar viszonylatban kiemelkedd
Kusnyerik és azon magyar szemsebészi csoport munkassaga, aki a Tiibingeni Egyetemi
Szemklinikéval egylittmikddve, magyar retina disztr6fids betegek szemébe elsdként

tiltetett be szubretindlis retina implantatumot.

V.2. LCA-EORD betegek

Ertekezésem masodik fele a magyar korai életkorban kezd6d§ retina disztrofias betegek
klinikai és genetikai vizsgalatait foglalja 0Ossze. Ezen betegcsoport eléfordulasi
gyakorisagat (1:50-80 000) figyelembe véve, Magyarorszagon szamuk 125-200 kozé
tehet6. Klinikankon részletes klinikai és genetikai vizsgalat 7 esetben tortént.

Mint ismeretes, a klinikai diagnézis alapja a Gf-ERG, a genetikai vizsgélat célja ezen
betegcsoportban a genetikai szubtipus megallapitasa €s egyben a klinikai diagnozis
megerdsitése. A genetikai diagnozis prognosztizalja a varhatd hosszutava latasi
teljesitményt (LCA vagy EORD), megkonnyiti a varhatd korlefolyds megitélését és
esetleges genetikai tanacsadas alapjaul is szolgdl. A génterdpids lehetdségek
fejlédésével fontos lehet az optimalis terapia meghatarozasahoz, hogy egy adott
egyénnek melyik génben, milyen tipust mutéacidja van.

Sajat betegeink vizsgalata soran az elvégzett genetikai vizsgalat 6 beteg esetében
mindkét allélen talalt koros mutaciot, melyek minden esetben megerdésitették a klinikai
diagnozist. Az azonositott gének az AIPL1, a CRBI1 és a CEP290 voltak, mindharom
gén a nyugat-europai ¢és egyesiilt allamokbeli, alapvetéen kaukazusi betegekben
azonositott leggyakoribb LCA-EORD gének kozé tartozik. (104, 105) Az AIPL1
szubtipus 4-7 %-ban, a CRBI1 szubtipus 7-10%-ban, a CEP290 génhez kothetd
szubtipus 15-20%-ban fordul el6 az ezidaig genetikailag azonositott LCA-EORD
betegek kozott. A bevezetdben leirtak és irodalmi adatok szerint az AIPL1 és a CEP290
génhez kotott korai retina diszrtrofidk klasszikus 1-es tipusu LCA-nak felelnek meg,

mig a CRB1 szubtipus EORD, mas nomenklatura szerint 2-es tipusu ,,LCA”. (12, 14)
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V.2.1. A latasi teljesitmény és a genetikai szubtipus dsszefiiggése

Sajat betegeink latasi teljesitménye a harom CRB1 szubtipusu betegben jelentdsen jobb
volt, mint az AIPL1 és CEP290 mutaciot hordozé masik 3 betegé. (4. tablazat)
Megjegyzendd, hogy betegeink koziill a legidésebb, 25 éves (CRB1 homozygodta
mutacidt hordozd) beteg volt az egyetlen, akinek latoélessége 0,1 nél jobb volt az elsé
vizsgalat idejében. Ezen tény is mutatja, hogy az EORD relativ jobb funkcioval jar,
legalabbis az els6 ¢életévekben, évtizedben, mint a klasszikus LCA. Vizsgalati
eredményeink a latasfunkciot illetéen az irodalmi adatokkal megegyeznek. (12, 105,
106, 107, 108, 112)

V.2.2. Funkcionalis eltérések, Ganzfeld-ERG

Betegeink koziil csak az EORD klinikai képnek megfeleld, 10 év alatti 2 gyerek Gf-
ERG-je nem volt kioltott, (4 és 5 beteg), mindkettének rezidualis, de egyértelmiien
detektalhaté maximalis valasza volt. (32. abra) A 25 éves EORD illetve klasszikus LCA
betegek valasza kioltott volt, utobbi az LCA diagndzisanak alapja. A Gf-ERG valaszok
szintén megfelelnek az irodalmi adatoknak: az EORD lényegét tekintve korai életkorban
fellépd progressziv palcika-csap disztrofia, gyermekkorban egyes esetekben még

detektalhato rezidualis retinalis valaszokkal.

V.2.3. Morfologiai eltérések: a retinalis fenotipus és a genetikai szubtipus

osszefiiggése

Az LCA-EORD betegek retinaja sziiletés utan illetve par hoénapos korban nem
feltétleniil mutat eltérést. Az 1d0 elérehaladtaval, a fotoreceptorok pusztuldsaval
parhuzamosan egyre nagyobb a hiperpigmentalt teriiletek aranya és idds korban, csak a
szemfenéki kép alapjan, a korel6zmény ismerete nélkiil az RP-t6] nehezen kiilonithetd
el. Sajat betegeink koziil a legfiatalabb életkorban, 1 éves kor el6tt, a CEP290 génhez
kotott beteget vizsgaltam, akinek szemfenekén az els6 vizsgalat alkalmaval az egyetlen
eltérés a periférids retina igen finom marvanyszerii szine volt. Ezzel ellentétben, a
masodik vizsgalat sordn, 18 honaposan a periférias retindn mar konfluald fehér foltok

voltak lathatok, A maculdban eltérés nem volt lathato. (36. abra).
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Bizonyos feno-genotipus 0Osszefliggést leirt az irodalom, a jellegzetes szemfenéki

képeket az alabbiakban ismertetjiik.(12, 14)

V.2.3.1. Az AIPL1 génhez kotott szubtipus

A tipusos beteg sziiletéstdl nagyon gyenge latasu, latasi teljesitménye kézmozgas latas-
fényérzés tartomanyba esik, mely a késébbiekben gyakran fényérzés nélkiilivé valik.
Gyakori a fotoaverzi6, a rossz latasfunkcio ellenére. Sajat AIPL1 szubtipusu
testvérparunk iddsebb tagjat az erds fénykeriilés miatt nem tudtuk j6 mindségben
dokumentalni. Az AIPL1 génhez k&tott LCA-ban altalaban jellemz6 a hipermetrop
fénytorés. A szemfenéken mar fiatal korban jellemz6 a hiperpigmentacio, mind a
makuldban, mind a kdzépperiférian korkorosen. Dharmaraj 26 AIPL1 szubtipusa LCA
beteg 80%-aban talalt pigmenteltéréssel jar6 makulopathiat. (12, 105, 107, 109) Jelen
értekezés 2. betegét 3 éves korban vizsgaltuk eldszor és akkor mar mindkét szemén
lathato volt a hiperpigmentacioval jaro makulopathia és a kozépperiférian a diffuz, a RP
betegekre jellemzo6tdl eltérd, halozatos mintazat(i hiperpigmentacio. Sajat betegeink
szemészeti eltérései és szemfenéki képe és funkciondlis eltérései az irodalomban
leirtakhoz hasonlo6. (33. abra)

AIPL1-hez kothetd LCA betegek OCT vizsgalatarol Pasadhika valamint Jacobson
szamolt be, mindkét szerz6 az Investigative Ophthalmology and Vision Science
folydiratban, a betegek életkora 9-40 év kozotti, €s sajat vizsgalatunkhoz hasonloan a
retina vastagsag csokkenését talaltdk. Jacobson a fovedlis behuzottsdgot minden
betegben megtartottnak taldlta, de a fovea vastagsadga 40 -120 pum volt. A foveaban nem
volt mérheté6 ONL, tole excentrikusan mérhetd, de csokkent FT-ot talalt. (104,107).

V.2.3.2. A CRBI1 génhez kotott szubtipus

A CRBI1 gén bizonyos mutacioi EORD-t okoznak, mely jelentdsen jobb latoélességgel
jar, mint a klasszikus LCA. A betegnek akar 0.1-01.2 14atoélessége is lehet, azonban az
évek soran ez minden esetben romlik. A szenzoros nystagmus nem jellemzd, esetenként
un mikronystagmus igen. A retina jellegzetes képet mutat, gyakori az aprd fehéres
sargas depozitumok jelenléte, néha csak a papilla koriil, méskor diffuzan, a periférian is.

Az atlagosnal gyakoribb a latéidegfon a drusen képzddés. A makula kiillonb6zd fok-
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ban, de érintett, de soha nem hiperpigmentalt. Jellemz6 a makula koriil a nagyobb,
ugynevezett nummularis pigmentfolt. (40, 105)

Henderson ¢s munkatarsai megfigyelése szerint atrofias makula elvaltozéas relativ
gyakran fordult el6 (7/15, 46%) sajat CRB1 asszocialt betegeikben, ¢s koztiik jelentds
aranyban fordul el6 a fehérje csonkoldsaval jard (nonszensz és kereteltolodasos)
mutaciod. Sajat 4. betegiinkben, aki esetében egy uj mutaciot (¢.G846X) azonositottunk,
stlyos atrofias makulopatiat talaltunk, mely Henderson megfigyelését meger6siti. (110)
A CRBI1 szubtipusi EORD betegek OCT képe nagyon jellemz6, melyet Jacobson és
munkatarsai irtak le 2003-ban, és a retina diffiz megvastagodasat talaltak a normalis
rétegezettség elmosodasaval. (110, 111) Pashadika csokkent fovealis ONL vastagsagot
¢és extracentralisan limitalt ONL-t irt le. (104) Sajat harom CRB1-asszocialt betegiink

mindegyikében megvastagodott retinat és megvaltozott rétegezettséget talaltunk.

V.2.3.3. A CEP290 génhez kotott szubtipus

A CEP290 gén szamos szindroma hatterében allhat, masik neve NPHP6
(nephronophthysin 6) gén, mely mutatja hogy egyes esetekben vese érintettséget is
okoz. (112)

Az LCA betegek genetikai vizsgalata azért is fontos, mert amennyiben ismert egy adott
génhez asszocialt mas szervrendszeri érintettség, azt az érintett gyermekben célzottan
lehet vizsgalni, igy jo eséllyel ideje koran felismerni, sziikség esetén kezelni. (pl:
juvenilis nephronophthisis)

A nem szindrémas, csak okularis érintettségii CEP290 génhez asszocialt LCA-ban a
korai gyerekkorban a retina altaldban nem mutat eltérést, esetenként a periférian finom,
marvanyozott rajzolat lathatd. Késobb, de még a gyerekkorban progressziv retina atrofia
alakul ki. A makula morfologiai eltérése ritka, a nagyfoka hipermetropia és az
enophthalmus gyakori. (105) Az évek mulasaval a hiperpigmentacio illetve RP-szeri
kép kertil el6térbe.

Szamos betegben leirtak az érarkddok mentén multiplex, konfludldé fehér pontszerii
elvaltozasokat, hasonldoan mint azt a sajat 6. betegiinkben talaltuk. (105, 113) Egy
fingyermek szemfenéki képének idébeli valtozasa hasonld volt, mint amilyen a sajat 6.
betegiinknél, nevezetesen 7 honaposan retindja még nem mutatott eltérést, azonban két

éves korban mar konflualo6 fehér pottydk voltak lathatoak. (105, 113)
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V.2.3.4. A nem azonositott genotipusu beteg morfologiai jellemzaoi

A microarray vizsgalat a 7. betegben nem azonositott mutaciot, a fenotipusa nem
hasonlitott a mésik 6 betegéhez. A beteg latasi teljesitménye fényérzés-kézmozgas latas
volt egész kisgyermek kordtol, nagyhullam®, irdnyat valtoztatd keresd
szemmozgasokkal. Fenti tiinetei és a kioltott gf-ERG alapjan klasszikus LCA volt a
klinikai diagnozis, mely alapjan a két leggyakoribb EORD (palcika-csap tipust retina
disztrofia) gén, a CRB1 és RPE65 szerepe nem volt valdszinlisithetd. A makulopatia
hianya az AIPL1gént is kizarta mint szobajovo felelds gént. A retina periférias részén
diffuz s6-bors jellegli szemcsézettségen kiviil 8 éves korban mast nem talaltunk, ezért a
CEP290 gént sem tartjuk valdszinlinek. Az irodalmi adatokkal Osszevetve ugy

gondoljuk, hogy a 7. beteg genotipusa a masik 6 vizsgalt betegtol kiillonbozo.

V.2.4. Genetikai vizsgalatok: az azonositott gének szerepe és a talalt

mutaciok analizise

V.2.4.1. AIPL1 gén

A gén a 17 kromoszoman taldlhatd, a retindban és a tobozmirigyben expresszalodik.
Nevét onnan kapta, hogy 49%-ban identikus az aryl-hydrocarbon interacting proteinnel
(AIP), mely fehérje az un. FK-506 kot6 fehérje szuper-csalad (super family) tagja. (109,
116) Ennek alapjan feltételezték, hogy a retindlis fehérjék illetve makromolekuldk
,»folding”-ban, térbeli szerkezetének kialakitasaban ¢és stabilitasaban valamint azok
szallitasban vehet részt. (109,116) Az AIPL1 gén szerepe szerepét LCA-ban elészor
Sohocki és munkatarsai kozolték 2000-ben, amikor egy LCA-ban szenvedé vérrokon
pakisztani csalad minden érintett tagjaban egy homozygoéta nonszensz (p.W278X)
mutaciot azonositottak. (116)

Mai ismeretek szerint az AIPL1 génnek és fehérjének a fototranszdukcidban van
indirekt szerepe, mivel a foszfodieszteraz 6 (PDE6) enzim normdl miikdodéséhez
szlikséges, annak térbeli stabilitasat illetve aktivitdsat befolyasolja. A PDE6 a
fototranszdukcié alapvetd enzime, €ép viszonyok kozott a ciklikus GMP fényinger

hatdsara torténd hidrolizisét katalizalja. Az AIPL1 fehérje a PDEG6 stabilitasat csak egy
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un. heat shock proteinnel (HSP90) egylitt tudja biztositani, ilymdédon mindkettének
fontos szerepe van a makromolekula térbeli szerkezetének stabillitasdban ¢€s
aktivitdsaban. AIPL1 knock-out egérben a PDEG6 szerkezete dezorganizalddik és
muikodése sériil, majd a fotoreceptor degeneralodik. (114)

A gén 6 exonbdl, a fehérje 384 aminosavbol all, 3 db tetratricopeptid (TRP) domén
elemmel. Mindharom TPR elem 1-1 par anti-parallel alfa hélixbdl all, a TRP domének
diszrupcidja, vagy megrovidiilése a HSP90-nel torténd interakciot megakadalyozza
(109, 114). A p.W278X mutacié az utolsd, 6. exonban, egy evoliciosan konzervalt
szakaszon van ¢és hatdsara a fehérje 107 aminosavval lesz rovidebb az eredeti vad-
tipusnal (116). A mutacié a harmadik TRP domén részleges elvesztését és az AIPLI
fehérje funkciovesztését okozza. (Van der Spuy 2004)

A humén retina fejlddése soran az AIPLI fehérje mind a csapok, mind a palcikék
prekurzor sejtjeiben jelen van. Az AIPL1-asszicialt LCA-ban megfigyelhet6 igen korai
nagyfoku csokkentlatas feltételezi, hogy az AIPL1 funkcié mindkét fotoreceptor korai

fejlodési szakaszaban alapvet6 fontossagu. (115)

Cys2394rg Ala3icaz

180bp  96bp  180bp 189bp  177bp  142bp 371 bp

j'—[\12345 5 /\’}4
VoV / ”\“

911bp  ~1550bp  1261bp  125bp  T81bp

46. abra. Az AIPL1 gén vazlatos felépitése. A sotét szinli szamozott egységek a gén
exonjait reprezentaljak. A sajat betegeinkben is azonositott pW278X (mas nomenklatiura

szerint Trp278X) mutacid a 6. exonban talalhato. (29)

Dharmaraj 2004-ben szamolt be 26 AIPL1 génhez kotott LCA betegrol, akikben 48%-
ban az eredetileg kozolt p.W278X mutaciot talaltak. (109, 116) Jacobson 2011-ben
szintén a leggyakoribb AIPL1 mutacionak a p.W278X-et talalta. (107) Aboshiba
Osszesen 42, kiilonbozé kontinensekrdl szarmazd AIPL1-asszocialt LCA beteg adatait
dolgozta fel és a p.W278X mutacioé 62%-ukban legaldbb az egyik allélen megtalalhato
volt. (117) Sajat 1. és 2. betegiinkben is a p.W278X mutaciot talaltuk.
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V.2.4.2. A CRBI1 gén

A CRBI gén (OMIM: 604210) az 1 kromoszéman helyezkedik el, a fehérje az iriszben,
a retinaban és az agyban is expresszalodik. A “Crumbs homologue 17 (CRBI1)
elnevezés a Drosophylidban azonositott Crumbs gén és fehérje human megfeleldjére
utal. A CRBI fehérje egy, a retina kiils6 hatarhartyéjat (outer limiting membrane, OLM)
alkot6 fehérjekomplex része, a fotoreceptorok ¢s Miiller sejtek kozti adherens junkciok
fenntartasahoz sziikséges. (55, 118, 119) A fehérje komplex funkcionalis megvaltozasa
vagy elvesztése a sejtek kozti kapcsolatok gyengiilését okozza a fotoreceptorok
kovetkezményes karosodasaval. (110, 120, 121) A CRB1 gén szerepét LCA-EORD-ben
2001-ben igazolta egy holland munkacsoport A. den Hollander vezetésével. (39)

A CRBI1 gén 12 exonbdl all, 3 Laminine A G-szerti domént és 19 Epidermal Growth
Faktor (EGF)-szerii domént tartalmaz. Mind a 2. Laminin-A G-szeri, mind a 14.
(EGF)-szerti domén evolticiésan nagyfokban konzervalt, ami funkcionalis fontossagukat
mutatja. (118) A CRBI fehérje 1406 aminsavbol allo, Gn. transzmembran fehérje,
nagyobb része extracellularisan helyezkedik el, mely tartalmazza a fehéje interakcios
kotohelyeit. A Laminine A G-szert domének és EGF-szerti domének ilyen kotohelyek,
sok cisztein oldallancot tartalmaznak, melyek diszulfid hidak képzésében vesznek részt.
(118) A 2. Laminine-A G-szerii domén kett6 cisztein kotohelyet tartalmaz, mig a 14,
EGF-szeri domain szintén tartalmaz cisztein kotohelyet. Ha mutacié kdvetkeztében egy
1j szekvencia varians cisztein szubsztitucidval jar (pl: p.C948Y), akkor diszulfid-kotés
nem alakulhat ki és a fehérje masodlagos illetve térbeli szerkezete megvaltozik

(aberrans folding), eseténként sulyosan. (118)
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47. abra. A CRBI1 gén vazlatos felépitése, az egyes funkcionalis domének és az eddig
kozolt mutaciok feltiintetésével (118) Lathatd, hogy a harom Laminin G-szeri
doménbdl a 2-ban abrazolodik a G846R és az I852T mutacid, az elobbi lokuszan
identifikaltuk a G846X novel mutaciodt sajat 4. beteglinkben. A mésodik mutéciot sajat

5. betegiinkben is azonositottuk.

A sajat betegeinkben azonositott harom mutaciobol kettd a 7. exonban, egy a 9. exonban
van. (lasd “Eredmények” fejezet). Ez egybehangzik az irodalmi adotokkal, mely szerint
a CRBI génben eddig azonositott szekvencia valtozasok kétharmada a 7. és 9. exonban
talalhato. (110). A 7. exon a masodik Laminin A G-szeri domént, a 9. exon a 14. EGF-

szert domént érinti.

A p.C948Y varians a CRB1-hez kotott LCA-EORD-ben az egyik leggyakoribb mutacio.
(14, 105, 110, 118) Erdekes, hogy bar misszensz mutaciordl van szo, d.Hollander 35
LCA beteghdl 5-nél ezt a mutaciot talalta homozygota formaban, mely mutatja, hogy ez
a fehérje funkciot salyosan érinté mutacio. (14, 105, 110, 118) Sajat betegeinkben is ezt
talaltuk a leggyakoribbnak.

.....

korabban azonositott p.G846R misszensz mutacionak (lasd fenti abra), melyet
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homozygodta formaban mar leirtak egy pakisztani RP12-ben szenvedd csalad érintett
tagjaiban. (122)

A p.G846X mutacié a fehérje csonkolashoz vezet, mely 460 anminosavval lesz
rovidebb a ,,vad tipus”-nal, és a 2. Laminine-G A-szerii domén is elveész.

A sajat 5. betegiinkben azonositott p.11e852T mutacio6 (7. exon) szintén a 2 Laminine-A
G-szerti domén elvesztésével jar (lasd eredmények, mut-taster). Egy LCA betegben,
Osszetett heterozygédta formaban azonositottak, valamint, homozygdta formaban egy
sziriai vérrokon csalad négy gyermeke koziil haromban. (14, 96)

Megjegyzendd, hogy LCA betegekben a 7. exonban még tovabbi kettd nonszensz
mutaciot (p.G827X és p.K801X) kozoltek az irodalomban, homozygota vagy Osszetett
heterozygota formaban. (14, 39, 106) Kisfokban enyhébb, LCA-szeri vagy EORD
fenotipusti betegben pedig ketté misszensz mutaciot (p. Ser740Phe ¢és p.Pro836Thr)
azonositottak homozygota formaban. (123).

Osszefoglalva megallapithat6, hogy a legtobb CRB1 mutaci6 a fehérje szerkezet stilyos
(mésodlagos) diszrupcidjahoz vezet. Az LCA sulyos fenotipust okozd szekvencia

variansok jellemzden teljes funkciovesztést okoznak.

V.2.4.3. A CEP290 gén

A CEP290 gén szerepét LCA-ban elészor 2006-ban igazoltak, masik neve
nephronocystin 6 (NPHP6), mely elnevezés mutatja, hogy nem csak szemészeti eltérést
okozhat.(112) Elsoéként egy vérrokon francia-kanadai csalad négy érintett tagjaban
talaltak CEP290 génmutaciot, minden érintett csaladtag latasa csak fényérzés volt,
mindegyik beteg esetében enophthalmust és nagyfoka hipermetrop fénytorési hibat is
leirtak.(112)

A CEP290 fehérje 2480 aminosavbdl all. sulya 290 KDalton, nevét is innen kapta,
miszerint a fotoreceptor centroszémajaban elhelyezked6, 290 KD sulya protein. A
fehérje a fotoreceptorok Un. ,,connecting cilium”ahoz kotott illetve annak kozelében
talalhato, a génnek feltehetéen az Gsszekotd cilium kifejlodésében, ily modon az
intracellularis transport folyamatokban van szerepe. (112, 108, 124, 125, 126)

A CEP290 gén a 12. kromoszéman talalhatd, 55 exonbol all és sok, nagyrészt

evolucidsan konzervalt doménbdl épiil fel, ezek szerepe azonban nagyrészt nem ismert.

(124)
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A fotoreceptorokban a kiilsé (OS) és belsé szegmentet (IS) Osszekotd ciliumon
keresztiil torténik az IS-ben termelt és a OS-ben végbemend, nagy anyagcsere aktivitasa
folyamatokban, példaul a fototranszdukcioban fontos szerepet jatszo fehérjék szallitasa.
Az 6sszekoto cilium fontossagat mutatja, hogy jelenleg hét olyan LCA gén ismert, mely

a cilium miikkddészavara altal okozza a stlyos klinikai képet. (lasd Bevezetés)

A sajat 6. betegiinkben el6szor azonositott CEP290 mutacidé (¢.2991+1665A>G
/p.C998X) megegyezik azzal, amit els6ként leirtak az eredeti francia kanadai vérrokon
csaladban. Az Eredmények fejezetben a mutaciot részletesen leirtuk (44. abra). (112) A
kereteltolodas ¢s az azt kovetd, intronban Iétrejové stopcodon a fehérje

megroviduléséhez vezet.

A kaukdzusi szarmazast népességben jelenleg is ez a leggyakoribb CEP290-mutacio.
Sajat 6. betegiinkben a masodik allél mutaciojat a CEP290 gén 37. exonjan
azonositottuk. A mutacié koradbban nem kozolt, 0j szekvencia varians: c4929delA/p.
Lys 1643fsX2, egy nukleotid (adenin) deletioja, mely kereteltolédast okoz, kézvetleniil
utana egy stop codon keletkezik, ilymdodon a mutans fehérje 836 aminosavval rovidebb
a vad tipusnal (1644/2480). Az ) mutacio a fehérjének egy fontos részét, a Rab8a
enzimnek a kotohelyét (1208-1695 aminosavak) érinti. A Rab8a egy kisméretli GTPaz,
127). Sajat 6. betegiinkben tehat a CEP290 fehérjét érintd, kettd, kiilonboz6 modon
patogén, fehérjét csonkold mutaciot azonositottunk.

A CEP290 adatbazis (cep290base.cmgg.be/overview.php) szerint az ezidaig azonositott
két leggyakoribb mutaci6 a 26 intronban lokalizalédo és a 36. exonban talalhato
c4723A T/ Lys 1575x.

Sajat 6. beteglinkhez hasonld, a 37. exont érinté mutaciot ezidaig kilenc betegben
kozoltek, melyek koziil hét esetben nonszensz mutacio, kettd esetben kereteltolodast
okoz6 valtozas keletkezett. Mindegyik mutacio jellemzdéen az 1628. ¢és 1656. kozotti
aminosavakat érinti, ennek megfelelden, a sajat betegiinkben taldlthoz hasonl6an szintén
a Rab8a enzim ko6tohelyén vannak. A betegek klinikai tiinetei a masik mutacio helyétol
¢és tipusatol is fliggenek, egyes esekben rendlis érintettséget is leirtak, masokban

azonban nem.
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Tudomasuk szerint sajat értekezéslink elsOként vizsgalt és azonositott magyar
LCA/EORD betegeket, valamint ez az elsé kozlés a kozép-eurdpai régiobol is.
Betegeink fenotipusa megfelel az eddig kozolteknek, igy meg tudtuk erdsiteni a korabbi
genotipus-fenotipus Osszefiiggéseket. Ketté j mutaciot azonositottunk, mindketté a
transzlacié korai befejezésével és a fehérje rovidiilésével jar. Tovabba megerdsitettiik
azt a korabbi allitast, mely szerint CRB1 asszocialt EORD-ben sulyos makula atréfia

gyakran jar egyiitt fehérjét csonkold mutacioval. (110)
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VI. Kovetkeztetések
Elséként vizsgaltuk elérehaladott RP betegek makulajaban az egyes intraretinalis

rétegek vastagsagi valtozasait az OCT kéepk szegmentacios analizisével az excentricitas

¢s a funkci6 fliggvényében.

1. Szignifikdns rétegvastagsag valtozasokat mutattunk ki, melyek a mar kioltott
elektromos aktivitasi (NCRF) csoportban kifejezettebbek voltak, mint a még
funkcionalis aktivitast mutaté ( DRF) csoportban.

a./ A fovedlis régidban az ONL vastagsaga csak a kioltott funkcidju csoportban volt

szignifikansan vékonyabb a kontroll csoporthoz képest, a DRF csoportban nem.

b./ Hasonld Osszefiiggést taldltunk a pericentralis régioban a belsé retina rétegek
(INL+OPL) és (GCL+IPL) esetében, miszerint ezek vastagsdga csak a NCRF
csoportban volt szignifikdnsan vékonyabb, mint a kontroll csoporté, a DRF csoportban

nem.

2. Megallapitottuk, hogy a pericentralis és periférids makula régidkban egy adott réteg
valtozasa kifejezettebb, mint a tble centralisabb régidban, illetve a rétegvastagsag
csokkenése mar a DRF csoportban is kimutathatd. Ez azt erésiti meg, hogy az egyes
makularis rétegvastagsagok az excenticitassal is szignifikansan valtoznak eldrehaladott

RP esetén:

a/ Az ONL réteg vastagsdga a pericentralis régidoban a DRF csoportban is
szignifikdnsan vékonyabb volt a kontroll csoporthoz képest, ellentétben a fovedlis

régioval.

b./ Hasonloképpen, a GCL+IPL réteg vastagsdga a periférids régioban a DRF
csoportban is szignifikansan vékonyabb volt a kontroll csoporthoz képest, ellentétben a

pericentralis régioval.

3. Megallapitottuk, hogy kiilsé retina rétegek valtozasa Kifejezettebb mint a belsé

rétegekeé.

a./ a pericentralis régioban az ONL vastagsaga mar a DRF csoportban is szignifikans

csokkenést mutat a kontrollhoz képest, ezzel ellentétben az INL+OPL valamint a
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GCL+IPL rétegek vastagsaga a DRF csoportban nem csokkent, csak a NCRF

csoportban.

Ezen vizsgalati eredmény az irodalomban kozolt szovettani vizsgalati eredményekkel

Osszhangban van.

b./ A periférids régioban az ONL vastagsaga, hasonléan a pericentralis régidhoz,
mindkét betegcsoportban szignifikans vékonyodast mutatott, ezzel ellentétben az ,,INL
+OPL” rétegek vastagsaga a kontroll csoporthoz képes nem mutatott eltérést, ami
leginkabb azzal magyarazhatd, hogy az INL rétegben talalhato az elérehaladott RP-ben

hipertrofizalo Miiller sejtek magja is.

c./ A GCL+IPL rétegek a periférias makuldban mindkét betegcsoportban szignifikans
vastagsadg csokkenést mutatott, hasonldan az ONL-hez, mely azt latszik bizonyitani,

hogy a kiils6 retina valtozasa maga utan vonja a belsé retina rétegek vékonyodasat at.
Ertekezésem masik témaja a magyar LA-EORD betegek vizsgalata volt.
4. Elséként vizsgaltunk genetikai modszerekkel magyar LCA-EORD betegeket.

a./ Els6ként mutattunk ki pathogen mutacidkat magyar, klinikailag LCA-EORD-nak
megfelelé betegekben, az elvégzett genetikai vizsgalat a hét esetbdl hat esetben talalt

mindkét allélen mutaciot, mely minden esetben aldtdmasztotta a klinikai diagnozist.

b/ A genetikailag azonositott betegek fenotipusat részletesen leirtuk és
Osszehasonlitottuk az irodalomi adatokkal Megallapitottuk, hogy mind a hat beteg

fenotipusa az irodalomban ko6zolt jellemzdéket mutatta.

c./ A magyar LCA betegekben azonositott gének az AIPL1, A CRBI1 és a CEP290,
melyek a kaukazusi népességben korabban identifikalt leggyakoribb gének kozé
tartoznak.

d./ Két betegben egy-egy uj mutdciot azonositottunk, a CRB1 génben a ¢.G846X
(p.2536GT) és a CEP290 génben a ¢c4929delA (p.lys1643fsX2) varianst.

e./ A magyar LCA-EORD betegekben azonositott, korabban mar ismert mutaciok az

adott gén mutacios spektrumaban a leggyakoribbak koz¢ tartoznak, melyek az AIPL1
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génben a C.834G>A (p.Thr278X) muticié, a CRBI génben a ¢.2843G>A (p.C948Y) és
a CEP290 génben a ¢.2991+1655A>G (p.C998X).

A két G mutdcié patogenitdsdt az Un.”Mutation taster” szoftverrel analizaltuk és

megallapitottuk, hogy mindkettd az érintett fehérje rovidiiléséhez vezet.

SD OCT-vel vizsgilva harom beteg esetében az extrafovedlis makula diffuz
megvastagodasat talaltuk, mindharom betegben CRBI1 asszocialt géndefektust

azonositottunk, mely az irodalmi adatokat megerdsiti.
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VILI. Osszefoglalas

A retina disztrofiak genetikai hiban alapulo, ritka, progressziv lefolyasi betegségek
csoportja, melyekre a nagyfoku heterogenitas jellemz6. Leggyakoribb forma a "retinitis
pigmentosa” (RP), melyet a palcikak progressziv funkcidzavara, niktalopia és a
fotoreceptorok pusztuldsat kovetdéen a retina szerkezetének 4talakuldsa jellemez,
elérehaladott allapotban stlyos funkcioromlassal vagy vaksaggal.

Jelen értekezésben a Semmelweis Egyetemen gondozott RP betegek koziil retrospektiv
vizsgalat keretében, huszonkét beteg huszonkilenc szemének intraretindlis szerkezeti
valtozasait vizsgaltuk a makuldban, time-domain OCT képek szegmentacios vizsgalata
¢s a multifokalis ERG-vel meghatarozott funkcionalis allapot fiiggvényében a makula
harom kiilonb6zé excentricitdsi régidjaban. Eredményeink egybehangzanak a
irodalomban kozolt szovettani  vizsgalatokkal, miszerint a legkifejezettebb
vastagsagcsokkenés a fotoreceptor rétegben torténik, eldrehaladott RP esetén az ONL
vastagsdga csak a fovedlis régioban megtartott és ott is csak a még nem kioltott
elektromos aktivitasi szemekben. A rétegvastagsag csokkenés az ONL, és a GCL+IPL
esetében az excentricitassal fokozodott, az INL+OPL esetében nem, ami a retina glia
sejtjeinek hipertrofiajaval magyarazhatd. A periférias makula régioban az RNFL réteg
vastagodasa feltehetden a papilla felél induld epiretinalis vagy intraretindlis gliozissal
magyarazhatd. El6rehaladott RP betegekben az intraretinalis rétegek vastagsaganak
pontos, topografikus ismerete segitséget nyujthat személyre szabott retina protézis
(therapias chip) ideélis helyének meghatarozasahoz.

Az értekezés masik része az ezidaig nem vizsgalt magyar LCA-EORD betegek klinikai
¢és genetikai vizsgalatat célozta. Hét beteg részletes klinikai és genetikai vizsgalatat
végeztiik el, hat betegben sikeriilt a beteg mindkét alléljén patogén mutaciot kimutatni.
A genetikai vizsgalat minden esetben alatdmasztotta a klinikai diagnézist. A patogén
mutaciokat az AIPL1, CRBI és a CEP290 génekben azonositottuk, melyek a kaukazusi
népességben eléforduld leggyakoribb LCA-EORD gének kozé tartoznak. Az identifikalt
mutaciok koziil ketté Gj mutacio, melyek bioinformatikai analizise az un. "mutation
taster” szoftverrel tortént és mindkét esetben az érintett fehérje csonkolasaval jaro
mutaciot igazolt. A betegek klinikai tiinetei, a funkciocsokkenés sulyossaga €s a

szemfenéki eltérések az irodalomban korabban leirt eltérésekhez hasonlo.
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VIIl. Summary

Retinal dystrophies are a rare group of genetic diseases with progressive nature and high
degree of heterogenity. The most common form is "retinitis pigmentosa” (RP),
characterized by progressive rod dysfunction, nyctalopia and remodelling of the retinal
structure after fotoreceptor death in advanced stages with consecutive functional
deterioration or blindness.

In the present study twenty-nine eyes of twenty-two RP patients were retrospectively
examined at the Department of Ophthalmology, Semmelweis University. The
intraretinal structural alterations of the macula were analized using segmentation
analysis of the OCT images according to the functional status determined by mf-ERG
recording in three macular regions with different excentricity. Our results are in
concordance with that of the earlier published hystopathological examinations, as the
most striking reduction was detected in the thickness of the photoreceptor layer. In
advanced RP the thickness of the ONL remained normal only in the foveal region and
only in patients with remained retinal electrical activity.

The reduction of the thickness in the ONL and GCL+IPL complexum increased with
excentricity, but not in the INL+OPL layers, probably due to the hypertrophy of the
retinal Miiller glia cells. The increased thickness of the RNFL layer in the periferal
macular region may be the result of epiretinal and intraretinal gliosis starting from the
optic nerve head. The exact topographic determination of the thickness of all intraretinal
layers in advanced RP may help in the optimal planning of personalized retinal
prothesis in the future.

The other aim of this work was to detect Hungarian LCA-EORD patients and perform
clinical and genetic examinations. Seven LCA-EORD patients underwent detailed
clinical and genetic examinations and biallelic pathogen mutations were detected in six

of them. The result of the genetic test confirmed the clinical diagnosis in all six patients.

Six diifferent pathogen mutations were identified in the AIPL1-, CRB1 and CEP290
genes, two of them were novel, not published earlier. Bioinformatic analysis of the
novel mutations using the "mutation taster" softver confirmed that both new mutations
causes the truncation of the affected protein. The clinical symptoms, severity of

dysfunction and retinal fenotype were similar as reported earlier in the literature.
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XIl. Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani Sziileimnek, akik példamutatasukkal,

szeretd torddésiikkel lehetdséget adtak arra, hogy idaig eljussak.

Halasan koszonom Dr. Somfai Gdbor Mark, PhD med. habil. konzulensemnek a
munkdm sordn végig tanusitott Onzetlen tamogatasat €s preciz igényességét, mely

mindig példaértékii szamomra.

Szeretném megkoszonni tovabba Dr. Varsdanyi Balizs PhD egyetemi adjunktus

tarskonzulensem értékes segitségét a genetikai vizsgalatok értékelésében.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Nagy Zoltan Zsolt, Prof. Dr. Németh Janos valamint
Prof. Dr. Salacz Gyérgy és Prof- Dr. Imre Gydrgy Professzor Uraknak a szakmai

elérehaladdsomban és dolgozatom megirasahoz nyujtott segitségiikért.

Szeretném kifejezni kdszonetemet Prof. Dr. Siiveges lldiko Professzor Emeritanak, a

Doktori Iskola Szemészeti Program vezet6jének értekezésem tamogatasaért.

Ko6szonom Dr. Tatrai Erikanak (PhD) kitartdé munkajat és sok segitségét a retina

szegmentacios analizis teriiletén.

Ezlton szeretném megkdszonni Dr. Szabo Viktorianak (PhD) a genetikai vizsgalatok
értékelésében nyujtott konstruktiv szakmai segitségét és az egész munkdm soran

nyujtott felbecsiilhetetlen értékii barati tAmogatasat.

Halaval tartozom a Semmelweis Egyetem elektrofiziologiai munkacsoportjia minden
egyes tagjanak a kozos munkaért, killonds tekintettel Dr. Farkas Agnesnek (PhD

egyetemi docens), hogy érdeklddésemet a ritka retinabetegségek irant felkeltette.

Koszondm Weiszer Ildikonak az elektrofizioldgiai vizsgalatok elvégzésében, valamint

disszertaciom képanyagéanak szerkesztésében nytjtott segitségét.
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Es végiil, de nem utolsdsorban kdszonettel tartozom mindazoknak, akik gyogyitd és

tudoméanyos munkéamat segitették, akikt6l palyam soran tanultam.
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