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1. BEVEZETES

1.1. UJ-GENERACIOS SZEKVENALAS - A FORRADALOM

Az 1970-es években Sanger ¢és kutatotarsai kifejlesztették a fragmentacion és
lancterminacion alapuld DNS szekvenalasi technikat [1]. Ezzel kezdetét vette a
molekularis biologia atalakulasa, mert rendelkezésre allt az az eszkdz, ami lehetdvé tette
eleinte teljes gének, majd teljes genomoknak is a vizsgalatat. A Sanger-altal megalkotott,
€s ma mar Sanger-szekvenalasnak nevezett technika kevesebb mérgezd vegyszert vagy
radioizotopot alkalmazott, mint a Maxam ¢és Gilbert nevéhez kotheté modszerek [2] és
emiatt a genomika meghatarozo eszkdze lett, kdzel 30 éven at.

A novekvo igények és az ateresztOképesség novelésére tett erdfeszitések eredményeként
kiépiiltek olyan kozpontok, ahol tobb szaz szekvenator dolgozott, pdrhuzamositva és
automatizalva. Ezeknek a fejlesztéseknek volt koszonhetd, hogy 2004-ben elkésziilhetett
az elso, teljesnek mondhaté human genom szekvenciaja [3].

A Human Genom Project hatalmas anyagi, idébeli és emberi raforditast igényelt, a
torténelem legnagyobb szabast bioldgiai-orvosi egylittmitkddését és 3 milliard dollart
felemésztve. Ez egyértelmiivé téve, hogy valamilyen 0j technologidra van sziikség a DNS
szekvencia megallapitasara, mely nagysagrendekkel gyorsabb és olcsobb is egyben.
Emiatt a National Human Genome Research Institute (NHGRI) egy palyazatot irt ki, mely
célul tlizte ki a teljes human genom vizsgalati koltségének 10003 ala valo leszoritasat, 10
éven beliil [4]. Ezzel kezdetét vette a gyiijténéven uj-generacios szekvenalasnak (NGS)
nevezett technologidk fejlesztése és versenye. Ezen modszerek kozos jellemzdje, hogy a
massziv parhuzamositas miatt egyidében tobb szdzezer vagy akar millidé bazis sorrend
meghatarozas zajlik le, kozvetlen detekcioval, gélelektroforézis nélkiil. A parhuzamositas
ilyen szintli volumene miatt nagy méretli genomi teriiletek vizsgélata is korabban nem
lathato sebességgel valt kivitelezhetévé, mikdzben az egy nukleotid meghatarozashoz
sziikséges koltség a toredékére esett vissza.

Az 1j-generacids szekvendldsi technologia hatuliitéje azonban a relative rovid
szekvenciak eldallitasanak képessége, mely a de novo genom Osszeillesztést még
nehezebbé tette, illetve teljesen 1) programok és algoritmusok kifejlesztését tette

sziikségessé.
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Az elsd, piacképes késziilék 2005-ben jelent meg, a 454 Life Sciences fejlesztésében (a
fejlesztocéget a Roche felvasarolta) [5]. A késziilék piroszekvenalasi technoldgiat
alkalmazott, melynek Iényege, hogy a kiegészit6 DNS szal szintézise soran pirofoszfat
szabadul fel, egy detektalhatd fényjelenség kiséretében. A kezdeti reagenskészlettel a
szekvenator 200 000 szekvencia eldallitasara volt képes, azok atlagos hossza pedig 110
bazispar volt. A Roche jelentOs fejlesztései aran a kései modellek 1 millio, 400-1000
bazispar hossziisagi leolvasas eldallitasara voltak képesek, azonban bizonyos
technoldgia korlatok (homopolimer szekvenciadk hosszdnak pontatlan meghatarozasa) és
az igen ¢éles piaci verseny miatt 2013-ban a tulajdonos kivezette a technoldgiat a
kereskedelmi forgalombol és 2016-ban a tamogatasat is megsziintette.

Egy évvel a 454 piroszekvenatora utdn megjelent a Solexa (2007-ben vasarolta fel az
[Mlumina) késziiléke, mely csupdn 35 bazispar hosszu szekvencidk generédldsara volt
képes, azonban azokbol egyszerre 30 milliora (mostanra 20 milliard, 150 bazispar
hosszlisagu leolvasas a maximalis képessége a legijabb gépeknek). A kémiai reakciod
soran a szalszintézis reverzibilis terminéacioval torténik, a nukleotidokat pedig négyféle
szin jeloli (ma mar két- és egyszin kémiak is 1éteznek). A bazis inkorporaciot és detekciot
kovetden a termindtor és a fluorofor hasitasra keriil, majd a ciklus megismétlodik.
Napjainkban ez a technologia és az Illumina cég lett a szekvenalasi piac domindns
szerepldje.

2007-ben Iépett be a versenybe az Applied Biosystems (ma Thermo Fischer Scientific)
oligo-ligacio detekcion alapuld szekvenalasra (SOLiD) képes késziiléke [6], mely
hasonléan rovid DNS szakaszok meghatarozasat végeztek, azonban mar a kezdeti
ateresztOképessége is elérte a 100 millié szekvenciat, mely 2009-re 1 milliard f6lé
emelkedett, azonban a palindrom szekvenciak bazissorendjének megallapitasa problémas
volt.

2010-ben jelent meg az Ion Torrent (ma a Thermo Fischer Scientific része) Personal
Genome Machine (PGM) nevii szekvenatora, mely f6 fejlesztéje a 454 Scientific alapitdja
volt. A gép nem tartalmazott draga kamerarendszert és a szekvenalasi reakcioban
felhasznalt nukleotidok sem hordoztak kémiai modositasokat a természetes formahoz
képest. Ez egy kisebb, olcsobb és gyorsabb késziilék kifejlesztését tette lehetdve, az elsé
»asztali” szekvenator megjelenését. Az lon Torrent akviziciojat kovetden az akkor

tulajdonos Life Technologies megsziintette a SOLiD késziilékek tovabbi tamogatasat. Az
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elsé verziok 100 bazispar hosszisagl leolvasasokat generaltak, félvezetd szekvenalési
technika alkalmazéisaval. Ma mar lehetdéség van akar 600 bp hosszi szekvencidk
eloallitasara is, a maximalis kapacitas pedig elérte a 130 millio leolvasast. A
disszertacidban késobb még részletesen ismertetésre kertil a félvezetd szekvenalas, mivel

vizsgalatainkat ezen a platformon végeztiik (1. abra).

lon S5

fontarrent

1. abra: A jelenleg elérhetd lon Torrent szekvenatorok. Bal oldalon lathaté a PGM
(maximum 6 millié szekvencia), mig jobbra az S5 (maximum 130 milli6 szekvencia)

késziilék.

2014-ben keriilt bemutatasra az Illumina HiSeq X-Ten késziiléke, mely els6ként érte el
az ezer dollaros huméan genom szekvenalasi koltséget (amennyiben a késziilék
folyamatosan és teljes kihasznaltsagon iizemel), pontosan tiz évvel a Human Genom
Project elkésziilte utan. Ez azonban nem tartalmazza a bioinformatika koltségét, illetve
maga a késziilék és a sziikséges infrastruktira tobb millié dollaros beruhazast igényel.

A harmadik generacids szekvenatoroknak nevezett gépek mar képesek egyetlen DNS
molekula szekvencidjanak meghatarozasara (single molecule sequencing), valos idoben
[7]. A technoldgia roppant nehezen és korlatozottan alkalmazhatd, jelenleg a Pacific
Biosciences késziiléke az uttord, mely tobb ezernyi, tobb tiz kilobazis hosszusagu
leolvasas eldallitasara képes. Jelenleg ez az egyetlen olyan szekvenalasi modszer, mely

alkalmas bizonyos komplex, vagy repetitiv genomi régiok vizsgélatara.
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Az 1j-generacios szekvenald technikdk altalanos tulajdonsaga, hogy az adott pozicioban
megallapitott nukleotid mindségi mutatéja (quality score) alacsonyabb, mint a
tradicionalis Sanger-szekvenalds soran nyert nukleotid informécioé. A Human Genom
Project soran keriilt kifejlesztésre a Phred-féle quality score, mely logaritmikus skalan
mutatja meg, hogy a megallapitott nukleotid mekkora valdsziniiséggel helyes [8].

A Q=-10logioP formula gyorsan ¢és széleskorben terjedt el a mindségi értékek
megallapitasara. Ertelmezése egyszerti, a logaritmikus skéla miatt, ha a Phred-féle quality
score 10, az azt jelenti, hogy a hibas nukleotid megallapitasanak esélye 1:10, vagyis a
meghivott nukleotidok 90%-a lehet helyes. A pontszam megallapitasahoz az algoritmus
a mért értékek szamos paraméterét vizsgalja, illetve a mért értékek Osszehasonlitasat
végzi a varhato értékével. A mai szekvenalasi technikak jellemzéen a Q30-as érték
kozelében teljesitenek, vagyis a pontossaguk 99.9% ¢és a hibas bazisok eléfordulasanak
valoszintisége 1:1000. Ez meglehetdsen pontos szekvencia meghatarozasnak tiinhet,
azonban, ha tobb milli6 szekvenciat (és ezzel tobb millidrd bazis informaciot) general a
késziilek egy-egy szekvendldsi futds sordn, akkor a hibads bazisok eléforduldsa nem
elhanyagolhato. Ezért van sziikség arra, hogy a vizsgélni kivant célteriiletet ne
egyszeresen, hanem tobbszordsen is megszekvenaljuk, aminek eredményeként a hibas
bazisok véletlenszerlien fognak megjelenni (illetve a késziilékre jellemz6 error-modell
szerint), mig a valos pozitiv eltérések feldusulnak az adott genomi pozicidban. Az egy

adott ponthoz illeszthetd szekvencidk szamat nevezziik lefedettségnek.

Mindezen laboratoriumi technikdk dramai fejlédése alapjaiban valtoztatta meg a
genomikai kutatasok és klinikai genetikai diagnosztikék lehetdségeit, menetét. Korabban
nem volt lehetséges teljes humdn gének vagy akdr kodold genomok gyors és
koltséghatékony vizsgalatara. Ezzel egyiitt lehetdvé valt korabban nem diagnosztizalhato
szindromak genetikai alapjainak a felfedezése ¢€s nagyobb betegcsoporton valo
validacidja.

Ezek a felfedezések és technoldgiai-informatikai fejlesztések vezettek a molekularis és
human genetika forradalmdhoz, mely elvezethet a valoban személyre szabott, precizios
orvoslas koraba.

Vizsgalataink sordn az Ion Torrent szekvenalasi technikdjat alkalmaztuk olyan, 6rokletes
megbetegedések vizsgalatara, melyek ismereteink szerint nagyobb szdmu kodolo

szakasszal rendelkez6 génhez (Wilson-kor) vagy génekhez (osteogenesis imperfecta)
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kapcsolhatdak, €s emiatt a hagyomanyos szekvencia meghatarozéassal a diagnosztikus
eljaras gyakran igen hosszu id6t vesz igénybe, magas koltségigény és leletafordulasi id6
mellett. Tovabba ezen betegségek fenotipusai atfedhetnek mas szindromak tiineteivel is,
igy a genetikai vizsgalat a differencial diagndzis szempontjabdl is fontos informéaciokat

adhat.

10
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1.2. OSTEOGENESIS IMPERFECTA BEVEZETES

Az osteogenesis imperfecta (OI) egy orokletes, kotoszoveti megbetegedés, valtozatos
fenotipusos megjelenéssel. Gyakran nevezik ,,livegcsont” betegségnek is. A stlyosan
érintettek sokszoros csonttoréseket szenvednek minimalis- vagy trauma nélkiil. A
legstilyosabb formdja perinatdlisan letalis. Enyhe megjelenésében csak korai
osteoporosist, vagy sulyosabb postmenopauzalis csont dsvanyi anyag tartalom csokkenést
okoz.

Az OI incidencidja koriilbeliil 1 per 10 000 - 20 000 élve sziiletés [9] [10]. Ezzel az
el6fordulasi arannyal az Eurdpai Unidban ritka betegségnek szamit (kevesebb, mint 5
beteg, 10 000 f&bal) [11].

A tiinetegylittes elsdsorban a csontrendszert érinti, de megfigyelhetd a fogak koros
fejlodése (dentinogenesis imperfecta), az arckoponya rendellenességei és az iziiletek
hipermobilitdsa. A vazrendszeren kiviil el6fordulhat a sclera kék elszinezddése, a hallas
sériilése, illetve tiid6 abnormalitdsok. [4] A betegség elsddleges oka az 1-es tipust
kollagént kodold két gén (COL1A1 és COL1A2) egyikének a hibdja, mely az esetek kozel
90%-anal all a szimptomak hatterében. [12] A kollagén fehérje egy heterotrimer, két al
(I) és egy a2 (I) lancbol épiil fel. El6szor egy prokollagén molekula szintetizalodik, ami
szdmos poszttranszlacios modositdson megy keresztiill. Azok a mutdciok, amik a
propeptid molekulak hasitasi helyeit érintik, egyedi fenotipusokat, és az osteogenesis
imperfecta specifikus tipusait hozzak létre [13]. Az esetek koriilbeliil 10%-at az olyan

génekben bekovetkezd, recessziv modon 6roklédd mutaciok okozzak, melyek a kollagén

crer

......

befolyasold gének elvaltozasai miatt 1étrejovo megbetegedések.

1.2.1. Az l-es tipusu kollagén felépitése

Az egyes tipusu kollagén helikalis doménje elsddlegesen glicin €s prolin vagy
hidroxiprolin aminosavak ismétlédésébol épiil fel [14]. A helikalis domént két globularis
rész veszi koriil, az N- és C-propeptidek, melyek eltavolitasra keriilnek a kollagén

Osszeszerelddése soran [15]. Az OI leggyakoribb oka ebben a helikalis doménben

11
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talalhato glicin aminosavak kicserélddése méas aminosavakra, melyek hatassal lesznek az
egyes tipusu kollagén hélixének kialakulasara. Az ol(I) lanc helikalis részében
bekovetkezo glicin kicserélddések okozzak a legsulyosabb fenotipussal jard betegséget,
koztiik a magzati letalitdssal jaro formakat is. Az a2 (I) lanc hélixének sériilése kevésbé
stlyos tiineteket okoz. A prokollagén felépitése a C-propeptid feldl kezdddik, igy az
ebben a régidoban 1évo glicin aminosavak megvaltozasa hatassal lehet a lancok

rrrrrr

osteogenesis imperfectat.

1.2.2. Poszttranszlacios modositasok

A kollagén szintézis sordn a naszcens egyes tipusi prokollagén molekuldk az
endoplazmatikus retikulumba transzlokalodnak, ahol tobbféle poszttranszlacios
modositason esnek at (lizil- és prolil hidroxilacio), melyek elengedhetetlenek a megfeleld
kollagén szintézis, transzport és stabilitds szempontjabol. Az érés tovabbi folyamata soran
ezek a modositasok a lizil oxidaz szubsztratjaul szolgalnak, mely specifikus
elhelyezkedésti lizin aminosavakat konvertal lizil-piridinolinna (LP), vagy a hidroxilizin
oldallancokat alakitja 4t hidroxilizil-piridinolinnd (HP). Ezek hozzdk majd létre a
kollagénlancok kozotti  keresztkotéseket [16]. A lehetséges poszttranszlacios

modositasokat az 2. dbra mutatja be.

1.2.2.1.  Prolil 3-hidroxilaz komplex (P3h1/Crtap/CypB)

A prolil 3-hidroxilaz 1 (P3h1, melyet a LEPRE1 gén kodol) a prolil 3-hidroxilaz (P3H)
enzimek kozé tartozik, amely a 2-oxoglutarat dioxigenaz domént tartalmazé enzimek
nagyobb csoportjaba tartozik. Elsdként csirke embriobdl izolaltdk a fehérjét és azt
figyelték meg, hogy a tisztitasi eljaras soran egyiitt marad a cartilage associated
proteinnel (Crtap) és a Cyclophilin B-vel (CypB, melyet a PPIB gén kodol), azokkal
egy egységet alkot [17].

Ez a P3hl komplex egyetlen prolint konvertdl hidroxiprolinnd az egyes tipusu

s

hidroxiprolinna (3Hyp) [18]. A homozigota delécidja a Crtap fehérjének csokkenti a
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3Hyp szintjét és csokkent csonttomeget, novekvd csont torékenységet és leromlott
biomechanikai paramétereket eredményezett egerekben. Ezzel a megfigyeléssel
Osszhangban azt taldltak, hogy a CRTAP, P3H1 ¢és PPIB funkcidveszté mutacioi
sulyos, recessziv modon 6rokléd6 osteogenesis imperfectat okoznak [19-22]. Ehhez
hasonldéan a Lepre -/- genotipusu egerek csontrendszeri abnormalitasokat mutattak:
csokkent novekedés, osteopénia és csokkent csont erdsség volt rajuk jellemzd. Ezek
alapjan a P3h1 komplex és a 3-hidroxiprolin elvesztése lehet a felelés az ilyen egerek
fenotipusos tiineteiért [23]. Erdekes modon knock-in egerekben (melyek egy, a P3h1
katalitikus doménjében bekovetkezd aminosavcsere miatt elvesztették a P3h1 enzim
enzimatikus hatasat, de az enzimnek megmaradt a Crtap-hoz valé kotddés- és a P3hl
komplex formalasi képessége) nem tapasztaltak novekedésbeli kiilonbséget, csak

osteopéniat [24].

A peptidil-prolil izomeraz (Ppib) homozigéta delécioja kisebb méretli egereket
eredményezett, kyphosis-t és csokkent csonttomeget. Csokkent a P3hl szintje is, a
Crtap fehérjéé nem valtozott, mely eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a Ppib
nélkiilozhetetlen a P3hl stabilitasaban [25]. A 3-hidroxiprolin hianya nem
befolyasolja a kollagén stabilitasat, azonban hozzaférést biztosithat mas kollagén-
modifikald enzimeknek, mely a helikalis domén tilzott modositasdhoz vezethet az
egyes tipusu prokollagénben és novelheti a keresztkotések szamat is [22]. Ez a talzott
modositas megfigyelhetd Leprel -/- és Crtap -/- egerekben, azonban a Ppib -/-
genotipus esetén nem tapasztaltak ezt a jelenséget, feltehetéen azért, mert a P3h1-nek
és a Crtap fehérjének kolcsondsen sziikségiikk van egymasra a trimer komplex

fenntartasaban [26-27].

1.2.2.2. Lizil-hidroxilaz komplex (Plod2/Fkbp10)

A lizil-hidroxilaz 1-3 (LH1-3) fehérjét a prokollagén-lizin, 2-oxoglutarat 5-dioxigenaz 1-
3 (PLOD1-3) gén kodolja a human genomban. Feladata az, hogy a lizint hidroxilizinné
(Hyl) konvertalja at, mely késobb a lizil oxiddz (LOX) enzimek szubsztratjaként fog
szolgélni és piridinolin keresztkotéseket hoz majd 1étre. A hidroxilizin oldallancokat

specifikus enzimek hozzak létre, attol fiiggden, hogy a lizin hol helyezkedik el a
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prokollagén molekulan beliil. Példaul a PLODI a helikalis Hyl kialakitasat végzi, mig a
PLOD2 a telopeptid részben végzi ezt el [28]. A PLOD2 funkcidveszté mutacioi
osteogenesis imperfectat okoznak, az izililetek kongenitalis megrovidiilésével egyiitt.
Ezen tiinetek egyiittes el6fordulasat Bruck szindromanak nevezziik [29]. Ehhez
hasonléan az FKBP10 gén hibai szintén az OI és a Bruck szindroma fenotipusat hozzék
létre, a prokollagén telopeptidben megfigyelhetd, szignifikansan csokkent mennyiségii
lizil hidroxilaci6 és a lancon beliili keresztkotések eredményeként [30]. A hasonld
fenotipusos tulajdonsagok, a sejten beliili lokalizacio és az FKBP65 sajat lizil-hidroxilaz
funkcidja miatt felmeriilt annak a lehetdsége, hogy az FKBP65 és az LH2 egy komplex
kialakitasan at produkalja az enzimatikus aktivitasat [14,31], mely interakcio
sejtkulturaban megerdsitést is nyert [32]. A kotédés specifikusnak bizonyult, az FKBP65
nem kapcsolddott sem az LH1, sem az LH3 gének termékeihez, azonban az LH2-vel vald
interakcidé pontos megértése tovabbi vizsgalatokat igényel, hasonléan az Fbkpl0 ¢és a
Plod2 kolcsonhatasanak fiziologiai jelent6ségnek feltérképezéséhez. Az FkbplO -/-
genotipus egerekben perinatalisan letdlisnak bizonyult, feltehetden a szdvetek altalanos

torékenysége vagy a tiid6éfunkciok fejletlensége miatt [33].

1.2.2.3.  Serpinhl/Hsp47 rendszer

A Hsp47 egy endoplazmatikus retikulumban lokalizalodo chaperon fehérje, mely részt
vesz a kollagén tripla hélix megfelel6 kialakitasaban. A Hsp47 knock-out
embrionalisan letalisnak bizonyult a kollagénszintézis defektusa miatt. [66] A
chaperon a kollagén tripla hélix stabilitasat kozvetleniil szabalyozza, specifikus arginin
oldallancokhoz kotédve [34]. A HSP47 gén mutacidja recessziv modon 6roklodé OI-t
okoz, a prokollagén molekuldk aggregacioja és késleltetett szekrécidja révén [35]. A
Hsp47 a kollagén poszttranszlaciés modositdsaban kdzvetve vesz részt, azonban a gén
hibdja, allatkisérletek alapjan, az egyes tipusi kollagén tulzott moddositasat és
keresztkotések kialakulasat okozza, anélkiil, hogy hatassal lenne a 3Hyp (Pro986)
aminosavra [36]. Ez azt is jelenti, hogy a kollagén strukturalis defektusa szerepet jatszhat
az abnormalis poszttranszlacids modifikaciok kialakuldsdban is. In vitro kisérletek
alapjan elképzelhetd, hogy a HSP47 asszocialni képes az FKBP65/LH2 komplexszel is,

de ez tovabbi megerdsitésre var még [35].
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2. abra: Az l-es tipusu kollagén poszttranszlacidés modositasaban résztvevod
gének. A P3hl komplex hozza 1étre a 3-hidroxiprolin aminosavat a 986.
pozicidban az a(I) lancban és az Lh2 komplex pedig lizil-hidroxildz aktivitdsaval
hidroxilalja a telopeptid rész lizin oldallancait. A P3h1 komplex defektusai
osteogenesis imperfectat okoznak, mig az Lh2/Fkbp65 mutéciéi a Bruck
szindroma megjelenésért felelnek, Ol mellett. A leggyakoribb, dominans
COL1AT1 és COL1A2 génhibak mellett a kollagén keresztkotésében,
széllitasaban és az extracellularis matrix szignalingjaban bekovetkezd valtozasok

allnak a betegség hatterében. [12]

1.2.3. Kollagén szekrécio és endoplazmatikus retikulum (ER) stressz

Az tUjonnan szintetizdlodo fehérjéknek megfeleld konformécios valtozasokon kell

keresztiulmennitk a szekrécio elott.

Ez a folyamat az endoplazmatikus retikulumban megy végbe. A fehérjék helytelen

feltekeredése vagy a fehérjék tulzott szintézise ER stresszt okozhat és elindithatja a
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rendezetlen fehérje valaszt (unfolded protein response (UPR)), mely specifikus
transzkripcids hatdsokat okoz. A legjobban tanulméanyozott UPR mechanizmusok a
PERK-elF20-ATF4, IREla-Xbpl és az ATF6a jelatviteli itvonalakon talalhatoak [37].
A kozelmultban sikeriilt olyan recessziv. Ol géneket azonositani melyek

patomechanizmusaban szerepel az ER stressz és az UPR is.

1.2.3.1. Creb3l1

A cAMP response element-binding protein 3-lik 1 (Creb311) egy leucin cipzar
transzkripcios faktor, ami a CRAB/ATF csaladba tartozik. A Creb3ll kifejezédése
kifejezetten magas osteoblasztokban, egérmodellben a homozigéta delécidja osteopéniat
okoz, a csokkent osteoblaszt mitkodés eredményeként [38]. A Creb3l1 molekularis

funkcidja ma tudasunk szerint kétféle: kozvetleniil kotédik a COL1A1 gén promoter

crer

crer

mutacioi recessziven 6rokl6dé OI-t okozhatnak, spontan csonttorésekkel [40].

1.2.3.2. Mbtps2

A Membrane-bound transcription factor protease, site 2 (Mbtps2) protein a Golgi
membranban lokalizalodik, ahol az ER stresszre adott valaszként kiilonb6z6 fehérjeket
hasit el, beleértve a Creb3l1 peptidet is. A MPTBS2 génben leirtak egy misszensz
mutacidt, mely a fehérje protedz hatasu katalitikus doménjében helyezkedik el, kdzepes
vagy sulyos, X kromoszémahoz kototten 6roklodod, recessziv osteogenesis imperfectat
okozhat. Ezzel egyiitt az osteoblasztok csokkent Creb311 hasitasi aktivitast és csokkent
LHI1 szintet mutattak, alacsonyabb hidroxilacioval a helikalis lizin esetében, illetve

magasabb LP/HP arany volt megfigyelhet6 [41].
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1.23.3. Tric-b

A trimeric intracellular cation channel subtype B (Tric-b, emberben TMEM38B néven is
ismert) f6 funkcidja az intracellularis kalcium felszabadulas szabalyozasa [42]. A Tric-b
-/- genotipusu egerek nem sokkal a sziiletés utan elhalnak, a tiid6 defektusa miatt. Az
ilyen egerek sziiletéskor szignifikdnsan csokkent csont mineralizaciot tapasztaltak [43].
Tric-b -/- egerek alacsonyabb csont dsvanyianyag tartalmat mutattak, annak ellenére,
hogy az alkalmazott BMP-2 kezelés hatasara megnovekedett a kollagén fehérje
akkumulacidja a primer, csontiiregb6l szarmazoé osteoblasztok endoplazmatikus
retikulumaiban, mely a kollagén szekrécio defektusara enged kovetkeztetni [43]. A
TMEM38B funkcidveszté mutacidi kozepestdl sulyos tiinetekkel jard recessziv OI-t
okozhatnak [44-46]. A kisérleti egerekben megfigyeltekhez hasonldan, a mutaciot
hordoz6 emberi fibroblaszt sejtekben is az egyes tipusu kollagén csokkent szintézise és
szekrécidja figyelhetd meg [47]. Ahhoz azonban még tovabbi vizsgalatok is sziikségesek,
hogy a pontos mechanizmusat megérthessiik, miként vezet a TRIC-B elvesztése a

kollagén keletkezés defektusahoz.

1.2.4. Kollagén feldolgozasa

A prokollagén molekuldk N- és C-termindlis doménjeinek proteolitikus feldolgozason
kell keresztiilmenniiik, a fibrillaris struktira kialakulasa érdekében [15]. A C-
propeptid eltavolitdsa kiilonosen fontos 1€pés, ené€lkiil nem megy végbe a szerkezet
atalakitasa [48]. A keresztkotések létrejottében kulcsfontossagu a telopeptid rész

hidroxil-lizinjeinek lizil-oxidaz (LOX) enzimek altali oxidacioja [14].

A bone morphogenetic protein 1 (Bmpl) egy szekretalodé prokollagén C-proteinaz
enzimet kddol, mely funkciondlisan elkiiloniil més, csont-indukalé BMP molekulaktol
[49]. A prokollagénen kiviil, a BMP1 proteaz aktivitast mutat LOX és egyéb,
extracellularis matrix (ECM) fehérjékkel szemben is [50]. A Bmpl -/- knock-out
egerek csokkent csontosodast mutatnak a frontélis, parietdlis €s interparietalis
koponyacsontok esetében, de az axialis vazrendszer és a fiiggesztovek normalis

fenotipusuak [49]. A jellemz6 vazrendszeri tiinetek hidnya valdszintileg a tolloid-like
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1 (TI1) rezidudlis proteinaz-C aktivitasat kdszonhetd, mert a Bmpl és Tll1 egyiittes
delécidja szignifikdnsan csokkentett a csontok tomegét, hosszat és biomechanikai
tulajdonsagait a fokozott csont turnover kovetkeztében [51].

OI betegekben a BMP1 mutacioi valtozatos hatassal birnak a csont tomegére, de
minden esetben gyakori toréseket ismertettek, mely az egyes tipusu kollagén C-
terminalis doménjének csokkent hasitasanak volt kdszonhetd [52-53]. Erdekes modon
a hasitott C-terminalis karboxil propeptid befolyasolja a sejtek viselkedését, de
tovabbi kutatasok sziikségesek annak megitéléséhez, hogy ez hatassal van-e az Ol

patomechnaizmusara [54].

1.2.5. Osteoblaszt differenciacio és mineralizacio

Az osteoblaszt sejtek a mesenchimalis dssejtekbdl szarmaznak és ezek a sejtek az

elsddleges forrasai a csontba keriil6 kollagénnek [55]. Az osteoblasztok

rrrrrrrrrr

s

tobbféle faktor is szabalyozza a mineralizaci6 tovabbi folyamatat.

1.251. Wntl

------

funkcidinak szabdlyozasdban. Miutan a WNT ligandjai bekotddtek a megfeleld
receptorokhoz és ko-receptorokhoz, koztiik a low-density lipoprotein receptor-related
protein 5 vagy 6 (LRP5, LRP6)-hoz, a B-catenin a sejtmagba lokalizalodik és aktivalja a
downstream elhelyezkedd célpontjait [55]. A WNT szignaling fontossagat elsoként az
LRP5 funkcidveszté mutacionak segitségével irtak le, mely osteoporosis-pseudoglioma
szindromat (OPPG) okozott [56]. Ezzel szemben az LRP5/6 aktivaldé mutéacidi a
normalisndl magasabb csonttomeget hoztak létre [57-58]. Az irodalomban jol
dokumentalt a WNT jelatvitel csontképzésre gyakorolt hatdsa, arrdl azonban keveset
tudunk, hogy melyik ligandnak van a legnagyobb szerepe ebben. A WNTI1 gén hibai

szemidomindns Oroklédésmenettel (a homozigdta mutacidok sulyosabb fenotipussal
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jarnak egyiitt, mint a heterozigéta eltérést hordozok) megjelend osteogenesis imperfectat
okoznak. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy ennek a ligandnak, mind doézisanak, mind
id6beli kifejez6désének fontos szerepe van a WNT szignaling szabalyozasaban [59-60].
A Swaying egérmodellben (Wnt1"s") gyakori csonttoréseket, alacsony csonttomeget és

csokkent csonterdsséget lehet megfigyelni, a human megfeleldjével megegyezé modon
[61].

1252, Sp7

Az Sp7 egy cink-ujj motivumot tartalmazé transzkripcios faktor, ami esszencialis az
torténik meg a csontok kialakuldsa, az osteoblasztok defektusa miatt, a posztnatélis
delécigja pedig enyhén csokkenti a csontok tomegét az dssejtek szdmanak csékkenése
miatt [63]. Az Sp7-ben bekodvetkezd leolvasasi keret-eltolodast okozo (frameshift)
mutaciok recessziv Ol-ért felelosek, ami enyhe csont deformitdsokkal és visszatérd

csonttorésekkel jar egyiitt [64].

1.253. Serpinfl

A Serpinfl a pigment epithelium-derived faktort (PEDF) kodolja, ami egy
szekretalddo glikoprotein ¢€s elsGsorban a neuronalis illetve angiogenezist gatlo
hatasardl volt ismert. A SERPINF1 karos mutéicioil VI. tipust, recessziv osteogenesis
imperfectat okoznak, amire a hosszl csontok torése €s ostemalacia miatt bekovetkezd
deformitasok jellemzok [65-66]. Mivel a PEDF egy szekretalt fehérje, amit
elsddlegesen a m4j allit eld, felmeriilt annak a Iehetdsége, hogyha a keringésben 1évo
PEDF mennyiségét sikeriilt visszaallitani a normalis szintre az a tiinetek
sulyossaganak csokkenésével jarna. Egy kisérletben helper-dependens adenovirus
vektor segitségével human SERPINF1 génterméket expresszaltattak Serpinfl -/-
egerek majaban, azonban a PEDF overexpresszidja nem javitott a csont fenotipusan
annak ellenére sem, hogy a szérumban helyreallitotta a bioldgiailag aktiv PEDF

szintet [67]. Egy masik kisérletben intraperitonealis injeckiéval PEDF tartalmu
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mikropartikulumokat juttattak be az egerek szervezetébe, ez novelte a csontok
tomegét és részben javitotta a csontok biomechanikai paramétereit is [68]. Az
ellentétes eredményeket esetleg a két modszer hatékonysaganak kiilonbsége okozta
vagy a PEDF-nek az a képessége, hogy magas koncentracioban mar gatolni képes a

Whnt jelatvitelt, de ennek tisztazasara tovabbi kutatasok sziikségesek.

1.254. Ifitm5

Az interferon inducible transmembrane protein family 5 gén kifejezOdése
osteoblasztokban a legerésebb [69]. Az Ifitm5 -/- Gjsziilott egerek gorbe csontokkal
jonnek a vilagra, melyek a felndttkorban korrigdlédnak. Jellemzd rajuk a
fliggeszt6ovek megrovidiilése, azonban a csonttomegiik normalis [70]. A human
IFITMS mutéciok tobbségét a heterozigbta NM_001025295.2:¢.-14C>T baziscsere
betegségként jelenik meg. F6 jellemz6je a hipertrof kallusz kialakulasa és a csontok
kozotti hartyak kalcifikacioja [71-72]. Olyan transzgénikus egerekben melyek
overexpresszaljak a mutans formajat az Ifitm5-nek, in utero torések és sulyos
vazrendszeri malformaciok figyelhet6k meg. A vad tipusua IfitmS5 taltermelése nem jar
fenotipusos véltozassal. Erdemes megjegyezni, hogy egy masik heterozigéta mutacio
(NM _001025295.2:c.119C>T), mely a 40. szerin aminosav cseréjét okozza egy
leucinra, VI. tipust OI-t jelenit meg a betegben, szignifikdnsan csokkent PEDF
szérum szinttel. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a SERPINF1 a PEDF
stabilitasara van hatassal [73-74].

A kollagén bioszintézisét a 3. abra foglalja Ossze.
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3. abra: Az l-es tipusu kollagén bioszintézise. Az I-es tipusu kollagén két al- és egy
a2 lancbdl épiil fel. A transzlacidt kovetden a pro- al- és pro- a2 lancok a durva
felszinti endoplazmatikus retikulumban keriilnek feldolgozasra. A lancoknak
megfelelden kell illeszkedniiik, hogy a fehérje foldingja soran kialakulhasson a tripla-
hélix. A tripla-hélix kialakuldsa kézben torténnek meg a poszttranszlacios modositasok,
az ebben résztvevo génekben bekdvetkezd mutaciok OI-t okoznak. A prokollagén
Golgi-késziilékbe torténd transzportjat kdvetden a fehérje exocitozissal az
extracellularis méatrixba jut, ahol megtorténik a C- és N-propeptidek lehasitasa €s ezzel
az l-es tipusu kollagén kialakulésa. Keresztkotések révén a kollagén molekuldk szalakat

formalnak [13].

1.2.6. Osteogenesis imperfecta és a TGF-p jelatviteli ut kapcsolata

A transzformald novekedési faktor béta (TGF-P) szignaling modulélja a sejtek osztddasat,

~~~~~~
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ligandja inaktiv formaban szekretalodik. Az aktiv TGF-B nem kovalensen asszocial a
LAP (latency-associated peptide) propeptiddel, 1étrehozva a kis latencia komplexet (SLC)
[76]. Ez a komplex képes kapcsolodni a latens TGF-B kot6 fehérjéhez (LTBP), mely igy
modulalni tudja a TGF-B megkotését az extracellularis matrixban [77]. Az aktivalt
jelatviteli 0t els6sorban kindz kaszkddokon at érvényesiil. A ligandum kapcsolodasat
kovetéen a TGF-B receptor heterotetramert formal és indukalja a Smad2/3
foszforilacidjat, mely ennek hatdsara a sejtmagba lokalizalodik és génexpresszios
valtozasokat indit be [78].

tarolodik, elsédlegesen az SLC-vel asszocialva [79].

A TGF-B aktivitasat modulaljak a kis, leucin-gazdag proteoglikanok (SLPR) is, mint
példaul a decorin, mely az aktiv TGF-B-hoz és a kollagén fonalakhoz képes k6tédni [80-
81]. A TGF-f molekula felszabadulhat a csont matrixabol és aktivalodhat a csont
osteoklasztok 4ltali reszorpcidja soran is, melynek tovabbi kdvetkezménye egyben az
csontszovet kialakulasa is. Ezaltal a TGF-f fontos a csont tomegének fenntartasaban [82-
83]. Mindazonaltal a TGF-p folyamatos aktivacidja gatolja az osteoblasztok végsé
novekedése mellett [84-85]. Erdekes modon a Crtap -/- egerek fenotipusa megfeleltethetd
a megndvekedett TGF-P szignaling genetikai modelljének, beleértve az osteblasztok és
osteoklasztok szdmanak novekedését, az osteblasztok miikddésének sériilését, alacsony
csonttomeget és megnovekedett csontsejt stirtiséget [86-87]. Tovabba az ilyen genotipusu
egerek a korosan tilmiikodé TGF-fB szignaling miatt kialakulé Marfan-szindromahoz
hasonlatos tiid6 eltéréseket mutatnak [88-89]. A TGF-B neutralizald antitest kezelés
hatasara csokkent az osteoblasztok- és klasztok szama, normalizalodott a csontsejtek
stirlisége, tovabba a csont biomechanikai erdssége megkdzelitette a vad tipusuét a Crtap
-/- egerekben, raadasul a tiid6 paraméterei is javultak a kezelés hatasara [86].
Osszességében ezek az eredmények azt jelzik, hogy a megnovekedett TGF-P jelatviteli
ut aktivitds egy altaldnos mechanizmusa lehet a vazrendszeren beliili és azon kiviili
osteogenesis imperfectas, dominans €s recessziv fenotipusoknak is. Azt azonban még
nem ismerjiilk pontosan, hogy mik azok a folyamatok, amik abnormalis TGF-$

szignalingot okozhatnak Ol-s betegekben.
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In vitro kisérletek alapjan a decorin kevésbé képes az egyes tipusu kollagénhez kdtddni
Crtap null egerekben, ami felveti annak lehet6ségét, hogy az abnormalis kollagén
megakadalyozza a decorin -és potencidlisan mas SLRP molekulaknak is a- TGF-p
modulalé hatasat [86]. A TGF-B szignaling megvaltozasat tapasztaltak Collal +/-
egerekben is, valtozatos sulyossdgu fenotipusokkal tarsultan. A letdlis formak
csontszovetében emelkedett TGF-B  expressziot detektaltak, de a Smad2/3
foszforilacigjaban nem volt valtozds. A kevésbé sulyos fenotipust mutaté egerek
csontjaban nem valtozott meg a TGF-J kifejezddés szintje, viszont a Smad2/3 aktivacioja
fokozott volt [90]. A letalitast mutato kisérleti allatokban a citoszkeleton struktiirajanak
¢és funkciojanak megvaltozasat is leirtdk, mely hatassal volt az integrin-medialt
jelatvitelre is. Az integrin képes aktivalni a TGF-B-t az extracellularis matrixban, igy
elképzelhetd, hogy a megvaltozott TGF-B szignaling szerepet jatszhat az OI
kialakulasaban is [90-91]. A jovOben azonban tovabbi klinikai vizsgalatokra van sziikség
annak megallapitasara, hogy az osteogenesis imperfectaban megvaltozott jelatviteli
utvonalak célzott befolydsoldsa biztonsdgos-e és milyen terdpids haszna lehetséges.
Hasonldan fontos, de jelenleg még tisztazatlan, hogy a kiilonb6zd proteoglikdnok és a
kollagén kozti kdlcsonhatasokban bekovetkezd valtozdsoknak milyen szerepiik van a

betegség patomechnizmusaban.

1.2.7. Az osteogenesis imperfecta klinikai megjelenése

A betegség klinikai spektruma meglehetdsen széles: a sulyos, perinatalisan letalistol az
enyhe, csak késObbi életkorban diagnosztizalhatd fenotipusig terjed. FO jellemzdje a
csontok torékenysége a vazrendszer deformitasaval és novekedésbeli elmaradasaval, de
mas tiinetek is megjelenhetnek. A sulyos esetek mar halva sziiletés formdjaban is
eléfordulhatnak, vagy a sziiletést kovetden nem sokkal, tobbszords csonttdrések
kovetkezhetnek be [92]. Az enyhe fenotipussal jar6 megbetegedésben a torések szama
tendenciozusan csokkenhet az életkor elérehaladtaval, azonban sziilés- és menopauza
utan ismét megemelkedhet ez a szam. Az OI-s betegek csontstirisége (BMD) jellemzden
alacsonyabb a normalisnal és a csontok mérete is kisebb [93]. A csontok
hipermineralizaltnak tlinnek, kisebb, de nagyobb szamu kristalyt tartalmazhatnak. Ez az

oka a csontok alacsonyabb mechanikai erdsségének [94].
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A vézrendszer deformitidsai kozott eldfordulhat a hossz csontok elhajlasa,
kyphoscoliosis, a csontok acetabularis részének kiemelkedése és a mellkas torzuldsa, mint
a tolcsér- (pectus excavatum) és tyukmell (pectus carinatum), valamint a hord6é mellkas
[31]. Az OI minden tipusaban gyakoriak a csigolyak torése, mely stlyosabb esetekben a
csigolyatestek kilapulasat okozhatja [95]. A bordak torése altalanosan el6fordul a
stlyosabb esetekben, a hosszll csontok torése szintén valamennyi Ol-s betegre jellemzo,
leggyakrabban a tibia vagy fibula érintettségével.

A sziirke vagy kék sclera megléte, illetve arnyalata nem egységes, még egy rokoni kéron
beliil sem. Az id6 mulasaval az is el6fordulhat, hogy a sclera kéksége kivilagosodik. Az
egyéb tiinetek sulyossaga és a sclera fenotipusa kdzott nincs Osszefiiggés [96].

A fogak altalanosan érintettek lehetnek, a dentinogenesis imperfecta azonban 6nalld
genetikai betegség, mely az OI nélkiil is megjelenhet. A fogak elszinezddhetnek,
atlatszova valhatnak és id6 elott elkophatnak. A fogak gyodkere jellemzden rovid és
szukitett, az iny szinte teljesen megsemmistil. A fenotipus akar egy betegben is kiillonb6z6
lehet: keveredhetnek az egészséges megjelenésii és a sulyosan érintett fogak is [97]. Az
Ol-s betegek tobb, mint 80%-a dentinproblémakkal is érintett [98].

A hallas sériilése is gyakran el6fordul, a betegek 39-57.9%-a érintett [99], a prevalencia
novekszik az életkor elérehaladtaval. A tiinetek akar egy csaladon beliil is varidbilisek
lehetnek, a hallast érint6 tiinetek nem mutatnak korreldcidt més szervek érintettségével.
[44] Az iziiletek hipermobilitasa szintén altalanos kiséréje az OI-nak, a betegek 66-70%-
a mutatja ezeket a tlineteket [100-101], mely az OI minden tipusaban megjelenhet,
fliggetlentil a fenotipus sulyossagatol [101].

A kardiovaszkularis megbetegedések nagyobb szamban fordulnak el6 a betegek korében,
jellemzden a szivbillentylik érintettsége figyelhetd meg, de kialakulhat pitvarfibrillacid

és szivelégtelenség is [102].

1.2.8. Az osteogenesis imperfecta tipusainak osztalyozasa

Az els6 klasszifikaciot Sillence alkotta meg, 1979-ben, mely a klinikai tiineteken és
az 6roklodés menetén alapult. Négy kategoriat alkotott meg [103]:
- I tipus: nem jar deformitdsokkal, autoszomalis dominans 6roklddésmenet,

enyhe vazrendszeri tiinetek és kék sclera jellemzi
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- II. tipus: a legsulyosabb forma, perinatalis letalitdssal jar egyiitt,
oroklédésmenete autoszomalis domindns

- III. tipus: sulyos tiinetekkel ¢és deformitassal jard tipus, oOroklédése
autoszomalis recessziv

- IV. tipus: tiinetei kozepes sulyossaguak, a sclera normalis 4rnyalatu.

Autoszoémalis dominans mddon 6roklodik.

Az 1j szekvenalasi technologia segitségével a genetikai kutatasokban és a
diagnosztikdban végbemend valtozasok miatt az osztilyozasi rendszer atalakult és a
genetikai defektust vette a tipusba sorolds alapjdnak. Ez azonban bizonytalanna tenné a
klasszifikaciot és nem lenne lehetséges egy specifikus génhibat korrelédltatni a klinikai
tiinetekkel és azok sulyossagaval, a geno- és fenotipusok jelentOsen atfedd természete
miatt. Emiatt 2015-ben, a genetikai okokra visszavezetheté vazrendszer betegségek
megtartasat javasoltak. Elismerik az osteogenesis imperfecta genetikai komplexitasat,
és ugyanannak a mutdcionak a fenotipusos variancidjat, éppen ezért tartjak
sziilkségesnek, hogy az osztalyozas kozvetlenliil ne tdmaszkodjon semmilyen
molekularis genetikai jellemzdre sem. Az OI 1-4 tipusai megfeleltethetdk az eredeti
I-IV tipusnak, az 6t0s tipust pedig a sajatos radioldgiai tulajdonsdgai miatt hoztak
létre [104]. Az 1. tablazat foglalja Gssze a jelenleg javasolt, els6sorban klinikai

jellemzdkon alapulod osztalyozast.
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1. tablazat: Az osteogenesis imperfecta klinikai megjelenésén alapuld osztalyozasi

rendszer. Lathato, hogy egy gén tobbféle fenotipus kialakitdsaban is szerepet jatszhat,

igy a genotipus feldl kdzelitve a tipusba sorolds nem minden esetben lehetséges. (OM:

oroklédésmenet)

Betegség neve Tipusa OM Gén Fehérje

kozotti hartyak
kalcifikacioja jellemzi

Nem-deformal6 forma Type 1 AD COL1Al1 al chain of type 1 collagen
COL1A2 a2 chain of type 1 collagen

Perinatalisan letalis forma | Type 2 AD, AR |COL1A1 al chain of type 1 collagen
COL1A2 a2 chain of type 1 collagen
CRTAP Cartilage-associated protein
LEPRE1 Prolyl 3-hydroxylase 1
PPIB Cyclophilin B

Erfrﬁgedlalo’ deformalo Type 3 AD, AR |COL1A1 al chain of type 1 collagen
COL1A2 a2 chain of type 1 collagen
CRTAP Cartilage-associated protein
LEPRE1 Prolyl 3-hydroxylase 1
PPIB Cyclophilin B
SERPINH1 Heat-shock protein 47
BMP1 Bone morphogenetic protein 1
FKBP10 Ef{pélggls prolyl isomerase
PLOD2 Lysyl hydroxylase 2
SERPINF1 Pigment epithelium-derived factor
SP7 Osterix
WNT1 Wingless family member 1

Trimeric intracellular cation

TMEM38B channel subtype B
CREB3L1 ;ﬁ)l:gli?nrg?ﬁﬁgsle element-binding
SEC24D Eg%;llgxcomponent of the COPII

Enyhe forma Type 4 AD, AR |COL1A1 al chain of type 1 collagen
COL1A2 a2 chain of type 1 collagen
CRTAP Cartilage-associated protein
PPIB Cyclophilin B
FKBP10 E%élg%/é prolyl isomerase
SERPINF1 Pigment epithelium-derived factor
WNT1 Wingless family member 1
SP7 Osterix

Hipertrof kallusz

kialakuldsa és a csontok Type 5 AD IFITM5 Bone-restricted ifitm-like protein
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1.2.9. Az osteogenesis imperfecta kezelésének lehetdségei

A OI betegek kezelésének altalanos célja a torések incidenciajanak csokkentése, a
csontfijdalom mérséklése, illetve mozgés fejlesztése. Figyelemmel kell kisérni a

vazrendszeren kivili tinetek és a kezelések mellékhatasainak kialakulasat.

Kalcium és D-vitamin
Habar a metabolikus csontbetegségek esetében a megfeleld kalcium és D-vitamin
bevitelt tartjak a legfontosabbnak, OI betegek bevonasaval még nem torténtek olyan
klinikai vizsgalatok, mely az optimalis dozis, illetve szérum szintek megallapitasat
célozta volna. A rendelkezésre 4116 adatok szerint a 25(OH)D-vitamin szintje pozitiv
asszociaciot mutat az érintettek BMD értékeivel [105]. Egy k6zelmultbol szarmazo,
randomizalt klinikai kisérlet sordn, gyermek ¢és fiatal felndtt OI-s paciensek kaptak
napi kétszeri D3 vitamint, két dozisban (400 IU és 2000 IU), egy évig, mely sordn a
BMD z-score értékek meghatarozasa jelentette a végpontot [106]. Az eredmények
szerint a tobb egységnyi D-vitaminnal kezelt csoportban magasabb volt a 25(OH)D-
vitamin szintje, a BMD tekintetében nem volt szignifikans kiilonbség a két csoport
kozott. Az alcsoportok vizsgalata azonban kimutatta, hogy a 20 ng/ml 25(OH)D-
vitamin szint alatt a nagyobb dozisu D-vitamin kezelés kismértékben jobb BMD
valaszt valtott ki. Az ajanlasok szerint 1300mg kalcium és 600-800 IU napi D-vitamin
bevitel a legtobb esetben elégséges lehet. A betegek kozotti variancia, a D-vitamin
potlas biztonsadgossaga (2000 IU vagy afolott is) és a kevés rendelkezésre allo adat
miatt észszerlinek tlinik a 30 ng/ml 25(OH)D-vitamin szint elérése, nagyobb dozist

készitmény adasaval.

Csont specifikus gyogyszerek
Habar az Ol betegek kezelésének indikéacidja fiigg a klinikai fenotipustdl, az enyhe
megjelenésti formaknal valoszinlsithetd a biszfoszfonat kezelés jotékony hatasa.
Altalanossagban, gyermekekben a csigolyak torése (fiiggetleniil a BMD z-score
értéktdl) vagy legaldbb 2-3 minimalis trauma hatasara bekdvetkezd torés a hosszu

csontokban (10-18 éves kor kozott, BMD z-score < -2) jo indikacioja a kezelésnek.

27



DOI:10.14753/SE.2020.2405

Posztmenopauzalis nébetegekben, illetve 50 év feletti férfiaknal szintén javasolhat6 a

terapias beavatkozas, ha a BMD T-score < -2,5 [107].

Biszfoszfonat (BP) kezelés

A biszfoszfonat kezelés a legszélesebb korben alkalmazott gydgyszer a menopauza
utdni-, férfi- és gliikkokortikoidok-altal indukalt csontritkulds esetén. A BP a
hidroxiapatithoz kotddik hozza és az osteoklasztokra gyakorol hatast. A kezelés
csokkenti a csont remodellinget, noveli a mineralizaciot és a BMD értékét. Tobb
randomizalt klinikai vizsgalat is igazolta a csont torékenységét csokkentd hatasat az
alendronsav, rizedronsav és a zoledronsav hatdéanyagnak. Az oralisan alkalmazott
biszfoszfonatok biohozzaférhetdsége roppant alacsony, a bevitt dozisnak koriilbeliil csak
1%-a szivodik fel a bélrendszerben. Mivel a BP beépiil a csontokba is, igy a félélet-ideje
tiz év is lehet [108].

A biszfoszfonatokat elterjedten hasznaljadk a gyermekkori OI kezelésére, szajon at
(alendronsav, rizedronsav) és intravéndsan (pamidronsav, neridronsav, zoledronsav) is
adva. A kezelés jellemzdéen altalanosan javitja a csontok BMD értékét, kiilonosen a
csigolyakét. Azonban az olyan, placebo kontrollalt klinikai vizsgalatok eredményei,
melyek a torékenységre, mobilitasra és a csont fajdalom csokkenésére gyijtottek volna
adatokat, még hidnyoznak. Valdsziniileg nem is fog sor keriilni ilyen tesztekre, mert a
nemrég megjelent 6sszefoglald kozlemények nem talaltak biztos javulast az osteogenesis
imperfectas betegek klinikai statuszaban, a kezeléseket kovetéen [109]. A kezelés
elkezdésének ¢€s folytatasanak a csigolydk- vagy a hosszi csontok torésének megléte
képezheti az alapjat. A leggyakrabban hasznalt intravénas zoledronsav dozisat, illetve az
infizi6 beadasanak gyakorisagat, valamint a kezelés hatékonysagat a klinikai vélasz és a
BMD z-score értékének segitségével hatarozzak meg. Altaldban a zoledronsav
készitményt 0,1 mg / kg mennyiségben alkalmazzak, évi két infiziora elosztva (nem
szamitva a legelsd dozist, mely biztonsagi okokbol 0,0125 mg/kg). Ha a beteg még
novésben van és nem érte el a z-score > -2,0 értéket, akkor a terdpia ugyanilyen
adagokban fenntarthatd. Ha a beteg elérte a z-score > -2,0-t, akkor a dozist csokkenteni
kell a novekedés befejeztéig. Ha a z-score > 0,0 és a paciens még mindig ndvésben van,
akkor az infuziot évente kell adni [110]. A kezelés fenntartasa azért sziikséges a

novekedés befejezésééig, mert a gyodgyszer megvonasa a kordbban kezelt teriiletekben
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BMD csokkenést okozhat a metaphysis teriiletén, mely a magasabb BMD-t mutato részek

mentén szoveti stresszt és ezaltal magasabb torési kockazatot okozhat (4. abra) [111].

4. abra: Tobbszoros zebra csikok egy 14 éves, egyes tipusu osteogenesis
imperfectaban szenvedd nobetegrol késziilt felvételen. A beteg zoledronsav infuzidt
kapott fél évente, 5 éven at, majd a terapia megszakadt. A zebra csikok a ciklikus
kezelések eredményei, melyek az epiphysis zarodasa eldtt jottek 1étre. Minden

sclerotikus csik egy infuzios ciklusnak felel meg [107].

A legtdbb tanulmany szerint a scoliosis progressziojat csokkenteni tudja a biszfoszfonat
kezelés a sulyos esetekben, de a scoliosis eléforduldsa a felndtt betegekben fiiggetlennek
mutatkozott a BP kezeléstol, vagy a kezelés elkezdésének idejétdl I-es és IV-es tipust Ol-
s betegeket vizsgalva [112]. A nem-csigolya torések esetében a legtobb tanulmany
kedvezd, de nem szignifikans hatdsokrol szamol be, mely 6sszhangban van a BP terapidk
mérsékelt eredményességével a torési kockazat csokkentését tekintve és kiemeli a tényt,
mely szerint a jelenlegi terdpiak nem képesek korrigdlni a csontok geometridjat és a

kialakult deformitasokat.
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A biszfoszfonat kezelés mellékhatasai

Egy retrospektiv vizsgalat szerint a legtobbszor el6forduld mellékhatds a
hipofoszfatémia volt (25,2%), ezt kovette az akut fazis reakcid (19,1%) és a
hipokalcémia (16,4%) [113]. Az akut fazis reakcio gyakori rovid tava mellékhatasa a
BP készitményeknek, mely soran jelentkezhet 14z, hat- és csontfajdalom, hanyinger
¢s hasmenés is. A tinetek jellemzéen az els0 beadast kovetd 24 oOraban
jelentkezhetnek és jellemzOen késébbi kezeléseknél mar nem 1épnek fel ujra [110].
Kialakulhat hipokalcémia az intravénds biszfoszfonatot kovetden, ez azonban
elkeriilhetd, ha az infzid utan egy hétig kalciumpotlasrol gondoskodunk, illetve ha a
beadds csak megfeleld 25(OH)D-vitamin szint mellett torténik meg. A
veseelégtelenség egyértelmli kontraindikidcidja a BP alkalmazasanak (GFR
<35ml/min), kiemelt figyelmet kell forditani a vesefunkcidk ellendrzésére, ha az adott
esetben a szérum kreatinin nem megbizhaté marker (pl.: alacsony izomtomeg).
Alkapocsnekrozist nagyobb betegszam (n=439) esetében sem figyeltek meg [114].

A legriasztobb lehetséges mellékhatdsa a hosszl tava biszfoszfonat kezelésnek az
atipikus combcsont torések. Az elmult években tobb publikacié is bemutatott olyan
felnétt és gyermek kort OI betegeket, akiknél jelentkezett ez a kéaros hatdsa is a
terapianak [115]. Egy kozelmultbeli, részletes, retrospektiv vizsgalat 127 combcsont
torést analizalt 24 gyermekben (11 I-es tipus, hat II-es tipus és hét [V-es tipus) és nem
talalt osszefliggést se magaval a BP kezeléssel, se a kumulativ dézissal [116]. Az
atipikus femoralis torés patomechanizmusa és a biszfoszfonatokkal vald kapcsolata

még tisztazatlan €s vitatott is az irodalomban.

Denosumab kezelés
A denosumab egy monoklondlis antitest, mely a RANKL molekulat célozza.
Alkalmazasi teriilete elsdsorban a posztmenopauzalis- illetve férfi osteporosis.
Néhany kutatds a denosumab hatdsat vizsgalata olyan OI betegekben (I/IV tipusbdl 8
beteg, I11-as tipusbol 2 beteg), akiknek az allapotat a SERPINF1 gén mutacioja okozta
¢és a korabbi gyogyszeres kezelésre nem reagaltak jol [117-118]. 3 honapnyi terapiat
kovetden szignifikans BMD nodvekedést mutattak ki minden esetben, komolyabb
mellékhatasok nélkiil. A betegek mindegyike kapott a denosumab terapia eldtt

biszfoszfonat kezelést is, biszfoszfonat naiv betegeknél kiillonds odafigyelést igényel
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a csigolyatorések megeldzése, mely a denosumab felfliggesztésének ritka

komplikacioja lehet.

Anabolikus terapia

Jelenleg Eurépaban a teriparatid az egyetlen engedélyezett hatbanyag menopauzalis-
¢s gliikkokortikodok-altal indukalt csontritkulas elleni anabolikus terapia céljabol. Az
USA teriiletén 2017-ben az FDA altal engedélyezésre kertilt az abaloparatid hatdanyag
tartalmu gyogyszer is. A teriparatide noveli a csont remodellinget, a csontképzést a
reszorpcidval szemben, tovabba csokkenti a vertebralis- és a nem-vertebralis torések
kockazatat is. A kezelés kontraindikacidja a még nem zarddott epiphysis régiok
megléte. A kdzelmultban egy randomizalt, placebo kontrollalt klinikai vizsgdlatban
78 felndtt OI beteget kezeltek teriparatidevel, mely sordn az I-es tipust OI esetén
szignifikdns BMD novekedést észleltek. A  stlyosabb III/IV-es tipusu
megbetegedésekben azonban nem mutattak ki elényt a placebohoz képest [119].

A sclerostin gatlasa egy masik lehetdség lehet az osteogenesis imperfectara jellemzd
csonttorékenység kezelésére. Romosozumab (ez szintén egy monoklondlis antitest,
mely a sclerostint koti) egy éven at torténd addsa csokkentette az osteoporotikus
torések  incidenciajat,  csontritkulasban  szenvedd  ndbetegekben  [120].
Egérmodellekben biztaté eredmények sziilettek az enyhébb forméja Ol kezelésére is.
Egy randomizalt, fazis 2A vizsgalat soran neutralizald, IgG2 A monoklonalis, anti-
sclerostin antitesttel (BPS804) kezeltek 14 felndtt beteget. A vizsgalat soran a
csontképzés novekedését, a reszorpcid csdkkenését tapasztaltak [121]. A
romosozumab hatianyagt készitményt 2019-ben engedélyezte az FDA osteoporosis

kezelésére.

Egyéb lehetséges terapiak
A TGF-p jelatviteli ut zavarai osteogenesis imperfecta kialakuldsahoz vezethetnek,
mig az ilyen esetekben a jelut gatlasa ndvelheti a csont tomegét és erdsségét. Jelenleg
fazis 1 vizsgalat zajlik egy nagy affinitastt TGF-f} neutralizal6 antitest (fresolimumab)
hatasat vizsgalva felnétt kozepes-stlyos Ol betegekben [122].
Posztmenopauzalis nékben a csont torékenység javulasardl szamoltak be teriparatid

¢és zoledronsav vagy denosumab kombinacidjat kovetden [123].
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Mis beavatkozasi lehetdségek, mint a csontveld transzplantacié vagy a génterdpia,

még kutatas alatt allnak, sulyos formaju OI kezelésére.

1.3. WILSON-KOR BEVEZETES

A Wilson-kér  genetikai  diagnosztikajanak  eredménye  kozvetlen  klinikai
kovetkezménnyel jarhat, ezért kiilondsen fontos, hogy az alkalmazott médszer gyorsan
szolgaltasson, nagy megbizhatosagl eredményt. A molekularis vizsgalat sebessége abbol
a szempontbdl is életmentd lehet, hogy biztosan pozitiv diagnozis birtokaban, akut
esetben a beteg eldrekeriil a nemzetk6zi majtranszplantacios listdn. A betegséghez
kapcsolt gén két tucatnyindl tobb kodold exont tartalmaz, melyek barmelyikében
eléfordulhat karos hatdsi mutaci6d, igy alkalmas az 1j-generacids szekvenalas

képességeinek bemutatasara.

Sir Samuel Alexander Kinnier Wilson, az Egyesiilt Allamokban sziiletett, de Anglidban
tanult neurologus volt az elsd, aki Osszekapcsolta a neuroldgiai degenerdcioval jard
tiineteket a m4j cirrhosidval, melyet leginkabb boncolasok soran azonositottak csak. Tébb
mint egy évszazaddal az attéré tanulmanya [124] utan mar pontosan ismert a betegség
patomechnizmusa és a mogotte allo genetikai ok is. Az elsd leirdjarol Wilson-kornak
elnevezett anyagcserebetegséget a majsejtekben kifejez6dd réz transzporter ATPaz 2-t
kodolo, ATP7B génnek a defektusa okozza [125]. Az atlagos napi rézbevitel 1,5-2,5 mg
naponta, ami a gyomorban és a patkobélben szivodik fel, majd pedig a keringésben 1évd
albuminhoz kétédve a majba szallitodik. A réz felvétele a majsejtek basolateralis oldalan
torténik meg, a réz transzporter 1 (CTR1) segitségével. Egy specifikus réz chaperon
fehérje (antioxidans fehérje 1, ATOX1) széllitja a felvett réz ionokat a réz transzporter
ATPaz 2-hoz (ATP7B), rézfuggd fehérje-fehérje kolcsonhatasok révén [126]. A
citoplazmaban az ATP7B funkcioi kozé tartozik a fOlosleges réz vezikulakba
csomagolasa ¢és exocitozissal torténd eltdvolitdsa az apikalis membranon at, az epébe

[127] (5. abra).
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5. abra: Sematikus 4dbrdzolésa a réz-indukalt ATP7A és ATP7B relokalizdcionak.
Az é4bra bal oldala egy enterocitat mutat be, mig a jobb oldalon egy m4jsejt lathato.
A réz mindkét esetben a réz transzporter 1 (CTR1) fehérje kozremiikodésével jut be a
sejtbe és utdna az antioxidans fehérje 1 (ATOX1) kiséri a transz-Golgiban elhelyezkedo

ATP7A vagy ATP7B-hez. Amikor a réz szintje elér egy bizonyos értéket, akkor az
ATP7A ¢és az ATP7B kibocs4jtja a rezet a plazmaba basolateralis oldalan az
enterocitaknak, illetve a réz az epeutakba keriil a hepatocitak apikalis oldalan. Az
ATP7B lokalizacioban bekdvetkezd defektus kovetkeztében réz felhalmozodas
keletkezhet a transz Golgi halozataban (1), a sejt periférialis részében (2) és az

endoplazmatikus retikulumban a fehérje folding hibaja miatt (3) [128].

Az érintett betegekben a normalis réz kivalasztas az epeutakba csokkent miikodést mutat,
a hianyz6 vagy nem miikodd réz transzporter fehérje miatt. Ez a réz felhalmozodésat
okozza a majsejtekben, mely iddvel tallépi a tdrolhaté mennyiséget €s a sejtek sériilését
fogja okozni. Ezt kovetéen a réz a keringésbe jut és mas szervekben halmozodik fel,
jellemzéen a kozponti idegrendszer teriiletén, ahol neuroldgiai- és pszichidtriai
megbetegedést okozhat. Jellemzd tiinete a betegségnek a szaruhartydban megjelend

Kayser-Fleischer gytiri is (6. abra). A legtobb Wilson-korban szenvedd beteg majtiinetei
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az els6- vagy a madsodik életévtizedben jelentkeznek, mig a neurologiai panaszok

jellemzden a betegek huszas-harmincas éveikben 1épnek fel [129].

6. abra: Kayser-Fleischer gytirii réz lerakodassal a szaruhartyan, mely a szaruhartya

kiils6 teriiletének barnas elszinezddését okozza [130].

A majsejtek hibasan miikodé réz homeosztazisdra enged kovetkeztetni a plazmaban
mérhetd alacsonyabb keringd coruloplazmin szint. Az ATP7B funkcioi kozé tartozik a
réz transz-Golgi késziilékbe valo tovabbitasa. Az coruloplazmin fehérje itt kapna meg a
réz prosztetikus csoportjat, mely sziikséges a helyes térszerkezet kialakitdsahoz. Enélkiil
az apocoruloplazmin peptid mashogyan tekeredik fel, ami csokkent félélet-id6t
eredményez a plazmaban, vagyis azt tapasztaljuk, hogy a betegnek a normalisnal
alacsonyabb a coruloplazmin szintje. Magéanak a coruloplazminnak a hianya nem
vezet a réz felhalmozodasahoz, az acoruloplazminémidban szenvedd betegek
vizsgalata alapjan. Ebben a megbetegedésben a madjsejtek nem szintetizalnak
coruloplazmin fehérjét, a betegségre jellemzd tiineteket pedig a vas haztartisa
felborulasa okozza [131-132].

A mutacié penetrancidja 100%-o0s, azonban az okozott fenotipus igen varidbilis. A
Wilson-kor incidenciajat altalaban 1:30 000-re becsiilik, egy brit tanulmany szerint
azonban ennél gyakoribb is lehet az eléfordulasa (1:7000) [133]. A Wilson-kor

monogénes, autoszoémalis recessziv modon 6roklédd betegség. A kor kialakulasahoz
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compound heterozigdtasag fennallasa (két kiillonb6z6 mutédciora) vagy homozigotasag
(egy mutaciora) sziikséges. A kor hordozoi nem mutatnak tiineteket. Az irodalomban
ismertettek tobb olyan csaladot is, ahol az 6roklédésmenet pszeudo-dominans jelleget
mutatott, ezért csak az Oroklodésmenet alapjan nem lehet elvetni a Wilson-kor
diagnozisat [134]. Atipikus 6roklddés is eléfordulhat, ismert olyan beteg, aki harom
mutacioit hordoz, illetve olyan is ahol a betegséget uniparentalis diszomia okozta [133].
Jelenleg az ATP7B az egyetlen gén, amit a Wilson-kor hatterében azonositottak, az 6sszes
exonjaban irtak le karos mutaciokat [135-136]. T6bb, fliggetlen klinikai vizsgalat is
beszamolt olyan esetekrdl, ahol a beteget a klinikai kép és a biokémiai paraméterek
alapjan Wilson-korral diagnosztizaltak, de csak egy heterozigdta mutaciot hordozott az
ATP7B génben. Ez felveti egy masodik koroki gén 1étezését, ezidaig azonban ilyen gén
nem keriilt felfedezésre [137].

Nagyobb betegpopulacion végzett megfigyelés szerint a prion fehérje (PRNP) egyik
polimorfizmusa (NM_000311.4:¢.385A>G), mely a 129. kodonban okozza a metionon
valin aminosavra valo kicserélddését, Osszefiiggést mutat a Wilson-korhoz kothetd
neuroldgiai tiinetek stlyossagaval. A 129-es kodon polimorfizuma nem fligg Ossze a
prion betegséggel, azonban korrelaciot mutat az Alzheimer-kor kialakuldsanak
kockazataval [138] és a hosszatavo memoria miikodésével [139].

Fontos megemliteni, hogy a Wilson-korban bekovetkez6 haldlozas f6 oka a megkésett

diagnozis.

1.3.1. Az ATP7B felépitése és funkcioja

crer

alkotja, a teljes genomi mérete 80 kb [135]. A gén terméke az endoplazmatikus
retikulumban szintetizalodik, utdna majsejtekben athelyezdédik a transz-Golgiba. A gén
expresszios szintje a majban a legmagasabb, de kifejezddik a vesékben, placentaban,
tiildében és az agyban is. Az ATP7B az erdsen konzervalt P-tipusia ATP4z szupercsaladba
tartozik, melyek funkcioi kozé tartozik a nehézfém ionok transzportja a sejtmembranon
at [140]. A fehérje 1465 aminosavbol all, tartalmaz egy foszfataz domént (A-domén),
foszforilacios domént (P-domén, 971-1035 aminosavak), nukleotid-k6t6 domént (N-

domén, 1240-1291 aminosavak) és egy M-domént, mely nyolc transzmembran ion
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csatornat foglal magaban (7. abra). Mindegyik domén kdzponti struktirajara egy unikalis
aminosav motivum jellemzdé, mint példdul TGEA az A-doménben, DKTGT a P-
doménben és SEHPL az N-doménben. Az N-terminals fém-kotdo domén hat, réz-koto
régiot tartalmaz, melyeket egy konzervalt aminosav szekvencia épit fel (GMXCXXC)
[141]. Ezek a fém-kotoé helyek kdzponti szerepet jatszanak a réz atvételében a réz
chaperon Atox1-t6] fehérje-fehérje kolesonhatasok révén. Erdekes modon az 5-6. réz-
kotd helyek erdsebb hatassal vannak az Atpb7b fehérje katalitikus aktivitasara, mint az
1-4. helyek [142]. A réz aktiv transzportja a sejtmembranon at egy komplex folyamat,
aminek az elsé 1épésenként az Atp7b megkdti a rezet az N-termindlis doménja
segitségével és ATP felhasznélasaval atjuttatja azt a membranon. Ezt kovetden a szabad
réz az intracellularis fém-ko6t6 domének GG motivumaihoz kapcsolodik, majd a fém-kotd
hely domén 6 (MBD®6) cisztein-prolin-cisztein (CPC) szekvencia motivumaihoz adodik
at. Végill az A-domén acil-foszfat részének defoszforilacidja kovetkezik be, mely
atbocsajtja a rezet a sejtmembranon. A folyamat barmely 1épését befolyasold karos
mutacio a réz felhalmozodasat okozhatja [143]. A hisztidin tartalmi SEHPL domén
befolyasolja a réz transzportjat, azonban ennek pontos mechanizmusa még nem ismert.
Az Eurépaban leggyakoribb mutdcié az 1069-edik hisztidin kicserélédését okozza
glutaminre, a homozigdta eltérést hordozdé majsejtekben az Atp7b fehérje az
endoplazmatikus retikulumban helyezkedik el, a transz-Golgi helyett, mely a fehérje

abnormalis szallitasat jelentheti [144].
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7. abra: Sematikus abrazolasa a human ATP7B génnek és fehérjének. A felsé
diagram mutatja az 5’ nem-transzlal6do régiot (UTR) és a promotert és az intronok
altal elvalasztott exonokat. Az als6 dbra mutatja be a domén szerkezetét a réz
ATPaznak. A konzervalt aminosav szekvencidk feltiintetésre keriiltek a funkcionalis
domének kdzponti strukturdjaban: TGDN és GDGVND az A-doménben, DKTG a P-
doménben és SEHPL az N-doménben. M: kétrétegii foszfolipid sejtmembrant, Cu: fém-
kotd régioi a transzmembran kation csatornanak, Tm: transzmembran domének, PD:

foszfataz domén [145].

1.3.2. Az ATP7B gén muticioi

Tobb, mint 600 patogén mutacid taldlhaté a Human Gene Mutation Database (HGMD)
adatbazisaban az ATP7B génrdl [146]. A leggyakoribbak a misszensz €és nonszensz
pontmutéciok, ezeket kdvetik a kisméretii inzercidok-deléciok €s a splicingot befolyasolo
nukleotidcserék. El6fordulhatnak mas, ritka genetikai mechanizmusok is, mint teljes exon
deléciok, promoter mutaciok, hdrom patogén eltérés egylittes megléte €s monogénes
diszomia is [130,133]. A mutacios ,hotspot” f6ldrajzi régionként valtozik, a kaukazusi
populacidban a p.H1069Q a leggyakoribb (30-70%) patogén eltérés. A tovabbi patogén

mutaciok tobbsége az M- és N-doménekben talalhatd, preszimptomas- vagy hepatikus
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szimptomakat mutatd paciensekben [147-148]. A p.H1069Q az N-domén konzervalt
hibas foldingjat, a P-domén abnormalis foszforilaciodjat és csokkent ATP-koto képességet
okoz [149]. A mutacio a fehérje csokkent héstabilitasaért és abnormalis lokalizaciojaért
is felelés. A SEHPL motivum mas mutacidi, mint példaul a p.E1064A nem jar egyiitt a
hibas térszerkezet kialakulasaval, azonban az ATP-koto képessége teljesen megsziinik a
fehérjének. Az p.R778L misszensz valtozas a réz transzmembran transzportjat
befolyasolja [150], a p.G943S és a p.M769V aminosav cserék pedig a réz metabolizmus
defektusat okozzak, normalis coruloplazmin szint mellett [151]. A Wilson-korral
Osszefliggést mutatd mutaciok jelentds részében megfigyelheté a mutans fehérje alacsony
szintje, mely a megnovekedett fehérje degradacioval fiigg 6ssze [128]. A nonszensze és
frameshift mutaciok valosziniileg az mRNS lebomlasat okozzak [152] vagy egy
jelentésen trunkalt fehérje 1étrejottét, ami jelentéktelen fehérjeszintet fog eredményezni a
sejtekben. A legtobb beteg compound heterozigéta, kiillonb6z6 mutaciokat hordozva a két

kromoszéman.

1.3.3. Genotipus-fenotipus osszefiiggések

Kozvetlen genotipus-fenotipus korrelaciokat igen nehéz a Wilson-kor esetében
megallapitani, annak ellenére, hogy sok tanulmany foglalkozott a kérdéssel [153]. A
nagyszamu, de alacsony el6fordulast mutacid, illetve a legjellemzébb compound
heterozigdta eléfordulds miatt a genetikai varidciok klinikai karakterizaldsa roppant
nehéz. A fenotipusok leirdsa altalaban csak a tiinetek megjelenésének idejére és magukra
a tiinetekre vonatkoznak, azonban a diagnozis bizonytalansaga vagy késlekedése, illetve
a klinikus gyakorlottsaga jelentds befolyassal van ezekre. Emiatt a Wilson-kor nagyfoku
fenotipusos variabilitasaért inkabb a genetikai-, metabolikus- és kornyezeti faktorok
egyiittes hatasa lehet a felelds [154]. A legkonzisztensebb genotipus-fenotipus korrelaciot
a legsulyosabb, korai életkorban megjelend €s els6sorban maj tiinetekkel jar6 Wilson-
korral Gsszefliggésben sikeriilt megallapitani: ezért a klinikai képért olyan mutaciok
feleldsek, melyek teljesen megsziintetik az Atp7b fehérje ATPaz aktivitasat. Az ATP7B
gén genetikai polimorfizmusai, mas gének, illetve epigenetikus faktorok is

befolyasolhatjak a fenotipust [143]. A misszensz mutaciok tobbsége az ATP7B réz
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srer

nonszensz mutaciot hordozd betegekben korabban jelentkeznek a tiinetek a csdkkent
fehérje mennyiség és stabilitas miatt [155]. Mas tanulmanyokban az enyhébb fenotipusos
format a részlegesen megmaradt réz-szallito képességgel hoztak 6sszefiiggésbe [150]. A
p.R778L mutaciot hordozo betegeknél altalaban koran jelentkeznek a tiinetek, melyek
elsGsorban a majat érintik [156]. Ezzel szemben a p.H1069Q mutacio esetében a tiinetek
jellemzéen 20-22 éves korban jelentkeznek, elsdsorban a kdzponti idegrendszer
érintettségével [157]. Arrol is vannak adatok, hogy a Kayser-Fleischer gyiirii gyakrabban
fordul eld a magyar betegek kozott a p.H1069Q homozigdta mutacié megléte esetén, mint
compound heterozigdta genotipus esetében [158]. A p.Met875Val mutacio eredménye
egy kevésbé stabil fehérje, mely az Atp7b fehérje lokalizaciojanak reverzibilis defektusat
okozza. Alacsony réz tartalmi kozegben a p.Gly875Arg varidnssal terhelt fehérje az
endoplazmatikus retikulumba keriil. Azonban, ha kiviilrél rezet visziink be a sejtek
tapoldataba, akkor a fehérje stabilizalodik és athelyezddik a transz-Golgiba, ami a
betegségre jellemzd fenotipus megsziinését okozza. Teoretikusan, az ilyen mutaciot
hordozé betegek érzékenyebbek lehetnek a taplalék réztartalmara [159]. Knock-out
egérmodellen végzett vizsgalatok alapjan a rézfelhalmozodas idoben ¢€s térben valtozo a
sejteken belill, igy ennek a vizsgalata pontosabb prognosztikus marker lehet, mint a teljes
réz szint vizsgalata [160]. Egy sok tagu libanoni csalad vizsgalata soran lehetdség nyilt a
homozigota és a compound heterozigdta genotipusokhoz tarsult fenotipusok vizsgéalatara
is, eszerint a ¢.2299insC mutacié a mgj érintettségével tarsul, mig a p.Alal003Thr
mutacio pedig a neurologiai tiinetekkel [147].

Tovabbi olyan gének, melyek polimorfizmusainal, felmeriilt annak a lehetdsége, hogy
befolyasolnak a Wilson-kor fenotipusat: MTHFR [161], COMMD1 [162], ATOX1 [163],
XIAP [164] és DMTI1 [165]. A vizsgalatok egyik gén esetében sem igazoltak, hogy
jelentds diagnosztikus vagy prediktiv értékiik lenne.

Szignifikdns fenotipusos kiilonbségeket lehet megfigyelni olyan Wilson-koros betegek
kozt, akiknek megegyezik az ATP7B genotipusok, illetve egy csaladon beliil is lehetnek
ilyen kiilonbségek, s6t egypetéjii ikrek kozott is [166].

Egyes tanulmanyok nagymértékii egyezést irtak le a biokémiai és a klinikai paraméterek
kozt, csaladon beliil, masok pedig ezzel ellentétes megfigyeléseket tettek €s széleskdrben

eltéré megjelenését tapasztaltak a Wilson-kornak, ugyanazon csaladon beliil is. Ezek az
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adatok, illetve az egypetéjii ikrekben észlelt fenotipusos eltérések felvetik az epigenetikus

faktorok jelentdségét, ezekrél azonban ma még keveset tudunk.

1.3.4. Klinikai diagnosztikai megkozelitések

Talan a legaltalanosabb eset, amikor szamitasba kell venni a Wilson-kor lehetéségét, ha
egy beteg megmagyarazatlan majbetegséggel ¢és abnormalis majfunkcid teszt
eredményekkel érkezik. A kortorténet segithet kizarni az alkoholfogyasztast és a
gyogyszerek altal okozott mdjkarosodast, azonban egyes szerologiai markerek
atfedhetnek egymassal virusos hepatitis, autoimmun majbetegség vagy majgyulladas
esetében is. Amennyiben a paciens csaladjaban mar el6fordult korai neuroldgiai,
pszichiatriai megbetegedés, vagy mas, ismeretlen eredetli majbetegség, akkor indokolt
lehet a Wilson-kor diagnosztizalasanak iranyaba elindulni. A neurologiai tiinetek
leggyakrabban tremorral jelentkeznek, majd a progresszid soran egyensulyzavarok,
dysarthria és nyaladzas jelentkezhet. Kései stadiumban a tiinetek a Parkinson-korra
emlékeztetnek. A pszichidtriai tiinetek széles skdldja el6fordulhat, az enyhe
hangulatingadozastol a pszichozisig, de a leggyakrabban a depresszié néhany eleme
jelenhet meg [167]. Egy tanulmany szerint a Wilson-korban szenvedo betegek 20%-a allt
pszichiatriai gondozas alatt, a tényleges és helyes diagnézis el6tt. Az atlagos idd, ami
eltelik a pszichiatriai tiinetek jelentkezése és a Wilson-kor diagnozis kozott: 864 nap
[168].

A klinikai dontéshozds egységesitésének ¢és segitésének céljabol létrehoztak egy
stlyozott, diagnosztikai pontrendszert, mely egyarant tartalmaz klinikai, biokémiai és
molekularis genetikai vizsgalatokat is [169]. Amennyiben a vizsgalt beteg 4 vagy tobb
pontot kap eszerint a szisztéma szerint, akkor a Wilson-kér diagnozisa nagyon valoszinli
[170] (2. tablazat). Ennek a kritériumrendszernek a hidnyossaga, hogy az elvégezhetd
tesztek sorrendjére nem tesz javaslatot, az a klinikus dontése maradt. Javasolhatd, hogy
elsésorban nem-invaziv beavatkozasokra keriiljon sor, szemészeti-, vér- &s
vizeletvizsgalatok, illetve molekuldris genetikai tesztek ajanlhatdéak. Méjbiopsziara
inkabb csak akkor keriiljon sor, amikor mas megkozelitések nem hoztak diagnosztikus

eredményt.
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2. tablazat: A Wilson-kor diagnosztizalasara szolgalod pontrendszer. 4 pont esetén a
diagndzis nagyon valdszini, 3 pontndl a diagnodzis lehetséges, de tovabbi tesztek
sziikségesek, 2 vagy kevesebb pontnal a diagnozis valoszintitlen. ULN: a normal érték
fels6 hatara *: tipikus eltérések agyi MR felvételen T: ha a kvantitativ maj réz érték

nem érhetd el

Kayser-Fleischer gyiirii Pontszam
Jelen van 2

Nincs jelen 0

Neuroldgiai tiinetek™

Stlyos 2
Kozepes 1
Enyhe 0
Normal (>200mg/1) 0
100-200 mg/I 1
<100 mg/I 2
Jelen van 1
Nincs jelen 0

ﬁ

Maj réztartalma

> 5x ULN (>250 pg/g) 2
20-250 pg/g 1
Normal (<50 nug/g) -1
Rhodanin pozitiv részek 1
Normal 0
1-2x ULN 1
> 2x ULN 2

Normal, de > 5x ULN penicillamin
kezelés utan 2

Mutacio vizsgalat

Homozigdta 4
Heterozigota 1
Nincs mutacio 0
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1.3.5. Molekularis diagnosztikai megkozelitések

A sokaig gold standardnak szamit6 eljaras a Wilson-kor molekularis diagnosztizalasara a
direkt Sanger-szekvenalas volt, melyet az ATP7B gén teljes vizsgalatara vagy a csaladban
kordbban azonositott mutacidok ellendrzésére szolgalt. Torténetileg a legtobb patogén
varianst az ATP7B génben polimeraz lancreakcid (PCR) és valamilyen mas technoldgia
kombinacioval irtak le, példaul restrikcids fragmentumhossz polimorfizmus (RFLP),
egyszalu konformaciés polimorfizmus (SSCP), denaturald gradiens gél elektroforézis
(DGGE) vagy denaturalé nagy teljesitményii folyadék kromatografia (DHPLC) majd
pedig Sanger-szekvenalas alkalmazasaval [171-172]. A folyamat komplexitasa gyakran
igen hosszu vizsgalati idéket okozott és a detekcids rataja sem elég magas ahhoz, hogy
minden mutéaciot felismerjen. A molekularis vizsgalatot egyszertisitheti a populacid
specifikus gyakori mutaciok els6 korben valo analizise, azonban a Wilson-koérban
jellemzden egy-két ilyen mutacié van, a masodik mutacidé megtalalasdhoz elkeriilhetetlen
valamilyen komplexebb megkozelités alkalmazéasa. A biokémiai markerek gyakran nem
elég precizek, példaul a vizelet réziirités gyakran csak a betegség elérehaladtaval valik
jelent6ssé, a preszimptomatikus paciensek koriilbeliil 40%-a kevesebb, mint 100 mg/nap
rezet Uirit [173]. Mindezek miatt valt a direkt szekvenalas a Wilson-kor diagnosztikajanak
gold standardjava. Ha a diagnosztikus procedura a molekularis vizsgalattal kezdédik,
akkor csokkenthetd a sziikséges majbiopsziak szama is. A m4dj rézszintjét Gnmagaban
elégtelen vizsgélni, mert egyes érintett betegekben az csak kismértékben emelkedik meg.
A korabban alkalmazott laboratoriumi technikék segitségével az olyan esetek 80%-aban
sikeriilt kimutatni a biallélikus patogén elvaltozast az ATP7B génben, ahol a biokémiai
¢és klinikai tesztek valdsziniisitették a Wilson-kor diagndzisat. A betegség természete
miatt sok paciens nem mutat jellemz0, csak enyhe tlineteket. A fals-pozitiv esetekben a
kezelés rézhianyhoz vezethet, amely hematologiai és neurologiai problémakat okozhat
[174]. Mindezek alapjan egy megbizhato klinikai diagnosztikai kritériumrendszerre és
nagy ateresztoképességli DNS vizsgalati modszerre van sziikség, még az invaziv
beavatkozasok eldtt [175]. Az 1j-generaciés DNS szekvenalasi technikak csak
korlatozottan alkalmasak nagyméretii genomi deléciok vagy duplikacidok azonositasara,
ezek eléfordulasa azonban a Wilson-kor esetében extrém ritka [176]. Ha mégis sziikség

van a kdpiaszam valtozas vizsgalatara, akkor multiplex ligacio-fiiggd proba amplifikacio
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(MLPA) alkalmazhat6. Az olyan esetekben, ahol csak egy mutaciot sikeriil azonositani,
az egy¢éb klinikai és biokémiai paraméterek alapos mérlegelésére van sziikség. Mivel a
Wilson-kor autoszomalis recessziv modon 6roklodik, 25% esély van arra, hogy az index
paciens testvére szintén €rintett legyen. A mutacidk azonositasa utan az érintett csalad
gyors atvizsgalasa is lehetdvé valik, a tiinetmentes, de a beteggel azonos genotipusu
csaladtagok korai kezelése megeldzheti a késobb kialakulé komplikaciokat. A
bizonytalan biokémiai értékekkel rendelkezO csaladtagokndl pedig elkeriilhetd a
sziikségtelen kezelés, ha nem igazolodik a génhiba megléte.

Az 0j-generacids-szekvenalasi technikdk megjelenéséig a teljes ATP7B gént vizsgélo
tesztek nehezen hozzaférhetd és koltséges vizsgalatnak szamitottak, a gén nagy mérete és
a mutaciok eloszldsa miatt. A jelenlegi korszerli technikaknal a legnagyobb kihivast az
esetlegesen talalt bizonytalan hatasti variansok (VUS) jelentik, és azok klinikai
interpretacidja. A tovabbi csaladtagok vizsgalata ebben az esetben is segithet az eltérés
fenotipusra gyakorolt hatdsanak megismerésében, de nem minden varians sorolhat6 be
ezzel a megkozelitéssel sem. A fehérjeszerkezetben bekovetkezd valtozasok hatdsat
prediktald szamitégépes moddszerek csak korlatozottan alkalmazhatéak, azok

alacsonyabb analitikai mutatdik miatt.

1.3.6. A Wilson-kor kezelése

A Wilson-kér kezelése két kategoriaba oszthatdo [129]: a tiineteket mutatd- és az
diagnosztizalhaté kor progresszidja valdszinlileg gyorsabb és a rézzel Osszefiiggd
sériilések visszaforditasa érzékenyebb a kezelésig eltelt idére. Tiinetmentes hordozok
esetében a cél a tlinetek prevencigja, ami vélhetden nem igényel siirgdsségi ellatast. A
kezdeti terapiat kovetden a tiinetek stabilizalodnak vagy meg is sziinhetnek és a terapia
atalakul egy fenntarté kezeléssé. A klinikai jeleket mutatd paciensek kezelésének
tartalmazni kell kelatort, D-penicillamin vagy trietilén-tetramin alapt készitményt, mely
novelni képes a vizelettel tavozo réz mennyiségét. A kezdeti magasabb dozist addig adni
(20 mg/ttkg), amig a cellularis réz mennyisége a toxikus szint ala nem siillyed, ez
jellemzden 6-24 honapot vesz igénybe ¢és a majfunkciok javulasa is jelzi. Ezt kdvetden a
kelator kezelést egy csokkentett dozisban fenn kell tartani (10-15 mg/ttkg). A dozis

csokkentésére azért is sziikség van, hogy elkeriilhetd legyen a réz talzott kitiritése €s
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ezaltal egy rézhianyos allapot kialakulasa. Alternativ terapids lehetdség a cink sok adasa
(példaul cink-acetat, cink-szulfat formdjaban), melyek megakadalyozzdk a réz
felszivodasat a bélrendszerben. Amennyiben a kelatorok hatastalannak bizonyulnak és a
beteg biokémiai paraméterei tovabb romlanak, az egyetlen terapias lehetdség a
majatiiltetés. A tiinetmentes hordozok kezelésére szintén keldtorok vagy cink sok
alkalmazhatoak, a fenntartdo terapidhoz hasonlé dozisban [177]. Egy 405 beteg
bevonasaval késziilt retrospektiv vizsgalat soran azt talaltdk, hogy a neurolégiai tiineteket
mutatd paciensek 38%-anak allapotaban 4 évnyi kezelés sem hozott 1ényegi valtozast,
mely a maradando agykarosodas lehet6ségét veti fel [178]. Emellett az idegrendszeri
elvaltozasokban szenvedé betegek 20%-anal jelentkezett a tlinetek sulyosbodasa,
melynek a patomechanizmusa még nem teljesen tisztazott. Valosziniileg a
coruloplazminhoz nem kotott, szabad réz frakcio, terapia indukélta megemelkedése valtja

ki a kezeltek allapotanak rosszabbodasat [179].
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2. CELKITUZESEK

Az osteogenesis imperfecta ritka 6rokl6do betegség, amely elsésorban a csontrendszer
miikodészavarat okozza. A betegség a tlinetek széles skalajaval jelentkezhet, ilyenek
a szemfehérje kékes elszinezddése, hallasvesztés, a fogképzOdés zavara és a
csonttorések gyakori el6forduldsa. Jelenleg kilenc tipusat kiilonboztetjiik meg. Bar ez
egyes tipusok kiilonb6zé klinikai megjelenéssel jarhatnak, azok elkiilonitése mas,
(kOzel tucatnyi) tiinetegyiittesekt6l, szindromaktol, sok esetben nehézségeket
okozhat. A pontos genectikai diagnozis fontossaga nemcsak az, hogy az egyes OI
altipusokat azonositja, illetve elkiiloniti a betegséget az egyéb multiplex
csonttorésekkel vagy csokkent csonttomeggel jard atfedd fenotipusoktol, hanem segit
eldonteni, hogy a visszatérd fraktirak hatterében esetlegesen gyermekbantalmazas
all-e. Ez utébbi akkor lehet alapvetd, amikor nincs csaladi koreldzmény és az egyetlen
uralkodo tiinet a kisgyermekkori gyakori csonttérés. Epidemiologiai adatok szerint az
ujsziilottek és csecsemOk korében a fizikai bantalmazas prevalenciaja sokkal nagyobb,
mint az Ol eldfordulési gyakorisaga. Egy kovetkezd diagnosztikai nehézség, hogy az
OI néhany klinikai képe, mint példaul a kék sclera, csecsemdkben normalis jelenség
is lehet, illetve egy 1j, de novo mutacid létrejotte esetén csaladi elézmény nélkiil is
megjelenhet genetikai megbetegedés.

A Wilson-kor szintén egy ritka, recessziv modon 6rokl6do betegség, mely egy, a réz
ionok szallitdsaban fontos fehérje funkcidjanak elvesztését okozza. A tiinetek
jellemzé moédon a mdj progressziv kéarosodasat jelentik (cirrhosis és fibrosis is
eléfordulhat), illetve kezelés nélkiil stlyos, kézponti idegrendszeri karosodas is
bekovetkezhet.

Hagyomanyos klinikai tesztekkel gyakran nehéz a differencialdiagnosztika elvégzése
a hasonlo tiineteket produkalo betegségektdl. A fenti szindromékhoz jelenleg kapcsolt
gének tobb tucat kodolo szakaszt tartalmaznak, mutacios hot spot nélkiil, igy ezek
vizsgalatara az 0j-generacios szekvenalas lehet a leginkabb alkalmas mddszer.
Vizsgalatunk soran azt a célt tiiztiikk ki, hogy az osteogenesis imperfecta gyakoribb
tipusainak, illetve a Wilson-kér hatterében megbtivo gének gyors, nagy biztonsagu,
koltséghatékony diagnosztikai vizsgalati modszerét dolgozzuk ki, j-generdcios

szekvenaldsi technika felhaszndlasdval. Ennek az 1) technologidnak a
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nagysagrendekkel nagyobb ateresztOképességét alkalmazva a paciens, illetve a
klinikus sokkal hamarabb juthat egyértelmi diagnézishoz, mely kiillondsen a Wilson-
kor esetében azonnali terapias jelentdséggel is birhat. Az osteogenesis imperfecta
tliinetegyiittesében szenvedd betegek genetikai diagnosztikaja hozzajarulhat a
pontosabb prognoézishoz, tovabba prenatalis sziirdvizsgalatokkal a majdani
csaladtagokndl a betegség oOrokitése akar el is keriilhetd, illetve posztnatalisan
szerepet jatszhat a betegség korai felismerésében is.

A talalt genetikai eltérések értékelését bioinformatikai moddszerekkel tervezziik
megvalositani, tobb 1€pcsds értékeléssel. Amennyiben sziikséges €s lehetdség van ra,

a mutaciok csaladon beliili szegregacios analizisét is elvégezziik.
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3. MODSZEREK

3.1. GENPANELEK KIALAKITASA

Vizsgalatunk célja egy uj-generacids szekvenaldson alapuld géndiagnosztikai panel
kidolgozasa volt, mely egy idében képes tobb gén teljes kodold szakaszait vizsgalni
az osteogenesis imperfectaban szenvedo betegek esetében, illetve képes a Wilson-kor
tiineteiért felelds ATP7B gén hibajat a gén teljes transzlalodo részén kimutatni.

A két vizsgalatra két kiilonboz6 technikat valasztottunk: az OI génpanelt szekvencia
elfogéason alapuld Agilent HaloPlex modszerrel, mig az ATP7B gént multiplex PCR -
t felhasznald6 AmpliSeq metodikaval terveztiik feldusitani a DNS konyvtar készitése
soran.

A célgének, illetve régiok kivalasztasat elsésorban az NIH Genetic Home Reference
informacioi, illetve a betegség-specifikus adatbazisokban 1évé adatok alapjan
végeztiik el. Az NIH informéciés oldala csak 4 gén szerepét emeli ki az osteogenesis
imperfecta kialakitdsaban, azonban a specifikusabb Collagene adatbazis
(https://www.le.ac.uk/ge/collagen/) mar hiisz gén eltéréseit gyiijti 6ssze. Figyelembe
véve, hogy a COL1Al és a COL1A2 gén hibai az esetek tobb, mint 90%-at

magyardzzak, igy mi a négy, leggyakrabban mutans génnel terveztilk meg a HaloPlex
probakat: az l-es tipusu kollagén alfa-1 és alfa-2 mellett a P3H1 (LEPREI) és a
CRTAP régiok exonjait céloztuk meg az Agilent SureDesign szoftver segitségével (8.
abra). A tervezés végén az aldbbi lefedettségeket értiik el a HaloPlex prébak

segitségével:

Gén Transzkript Méret (bp) Exonok szama Lefedettség (%)

COL1A1 | NM_000088.3 | 4395 52 100
COL1A2 |NM_000089.3 | 4101 52 99,05
CRTAP |NM_006371.4|1206 7 100
P3H1 NM_022356.3 | 2892 15 100

A COL1A2 gén esetében a tervezes sikertelen volt a 234-246 kodonok kozotti régiora.

Ebben a teriiletben még nem irtak le az irodalomban patogén hatdsi mutaciot,
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Osszesen egy ismeretlen kovetkezményekkel jard, valdszintileg benignus misszensz

eltérést tartanak nyilvan az adatbazisokban (p.(Arg234Cys).
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8. abra: A megcélzott genomi régiok bemutatasa az Integrative Genomics Viewer
(IGV) segitségével. A ,,covered” elnevezésii savban talalhato teriiletek keriilnek
analizisre, mig az ,,amplicon” savban lathatdak a valés amplikonok melyek
szekvencidja ténylegesen meghatarozasra keriil. A: COL1A1 B: COL1A2 C:
CRTAP D: LEPRE1

A Wilson-kor genetikai diagnosztikajahoz az ATP7B (NM_000053.3) gén
vizsgalatara van sziikség. A klinikailag kategorizalt ATP7B varidnsokat tartalmazo

ClinVar adatbazis (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar) jelenleg 600 eltérést tart

szamon, azonban az Albertai Egyetem fokuszalt adatbazisdban Osszesen 1610,
fenotipusos hatds szerint osztalyozott szekvencia variacio adatai taldlhatdoak meg.
Ezek alapjan az ATP7B gén mind a 21 koédolo exonja (5299 bp) mellett néhany
tavolabbi, intronikus régiot is figyelembe vettiink a tervezés soran. A PRNP gén egy
polimorfizmusar6l ismert, hogy hatdssal lehet a Wilson-korban tapasztalhato
neurologiai tiinetek stlyossagara, ezért ezt a gént is belevettiik a vizsgalatba. A kapott
primer keverékek 2 pool-ba rendezve lefedték a valasztott genomi teriiletek 99,68%-

at (9. abra), 76 amplikon segitségével.
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Human hgl3

Amplizen

9. abra: Az AmpliSeq multiplex primerek tervezésének eredményének vizualizalasa
az IGV segitségével. A tervezés sikertelen volt az ATP7B gén 5. exonjaban 1évo
610-616 kodonok kozott. Ennek kovetkeztésben a szekvenalas soran nem tudjuk

detektalni az ebben a régiodban eléforduld karos eltéréseket (p.Arg616Trp,
p.Arg616GIn).

3.2. BIOLOGIAI MINTAK GYUJTESE

Vizsgalatunkhoz hat, osteogenesis imperfectaban szenvedd pacienst6l (2 n6 és 4 férfi)
a Semmelweis Egyetem II. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika segitségével, mig hat,
klinikailag Wilson-kor tiineteit mutatd betegtél (1 né és 5 férfi) a Semmelweis
Egyetem I. sz. Belgyogyaszati Klinika kozremiikodésével gyiijtottiink be periférialis
vérmintakat. Minden beteg irasban beleegyezett a genetikai vizsgalat elvégzésébe és
genetikai tanacsadasban részesiiltek a vizsgalat el6tt- illetve utan. A genetikai

vizsgalatok a PentaCore Laboratorium genetikai laboratoriuméban késziiltek.

3.3. DNS IZOLALASA

A begyljtott periférias vérmintakbol genomialis DNS-t izolaltunk Reliaprep Blood
gDNA Miniprep System (Promega, Fitchburg, WI, USA) kit segitségével. Alapos
homogenizalast kdvetden 200 pl vérmintahoz 20 pl proteindz K oldatot és 200ul Cell
Lysis Buffer-t mértiink hozza, vortexelést kovetéen 10 percig inkubaltuk 56 °C-on.
Ezt kdvetden 250 pl Binding Buffer-t adtunk a mintadkhoz és ReliaPrep™ Binding
oszlopra mértiikk 4t a teljes oldatot. Egy perces, maximalis fordulatszdmon torténd

centrifugalds utdn a gyljtécsovekben 1évo folyadékot eldobtuk és 500 pl Column
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Wash Solution-t mértiink az oszlopokra. Ezt 3 perc, maximalis fordulatszamon torténd
centrifugalds kovette, majd a mosasi 1épést megismételtiik még egyszer. 100 pl

nukledz-mentes vizben elualtuk mintanként az oszloprol a kinyert és tisztitott DNS-t.

Az izolalt DNS mindségét NanoDrop spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies,
Montchanin, DE, USA) hataroztuk meg, a 260/280 nm-en torténd abszorbancia
értékek hanyadosat felhaszndlva. Legalabb 1,8-as értéknél itéltiik megfelelének a
kapott DNS integritasat. A DNS koncentraciojat Qubit dsDNA HS assay Kkit
segitségével hataroztuk meg (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). A fluoreszcens
festékbdl egy 1:200 higitdsu munkaoldat készitését kovetéen 1 pul DNS mintat
mértiink az interkalald festéket tartalmazoé elegyhez, majd két perces inkubaciot

kovetden meghatdroztuk a fluoreszcencia intenzitasat.

3.4. AGILENT HALOPLEX KONYVTAR KESZITES

A folyamat véazlata a 10. dbran lathat6. Roviden, a genomialis DNS-t egy 16
restrikcidés enzimet tartalmazd keverékkel megemésztjiikk, a kapott DNS
fragmensekhez a célrégioval komplementer HaloPlex probakat hibirdizalunk, melyek
tartalmazzdk a szekvendldshoz sziikséges szekvenald adapterek ¢és barkodok

szekvenciait is.
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1) Genomiilis DNS emésztése

F.—.___-_-‘_-

2) HaloPlex probak  Thibridizalasa, szekvenilo adapterek és  barkodok
jelenlétében. Cirkuliris DNS fragmensek keletkeznek, melyvek tartalmazzak

az Ton Torrent platformra jellemzé adaptereket és barkodokat.

U
3) A DNS-préba hibridek elfogisa. A prébak biotinililtsiga lehetéve teszi a

hibridek elfogisat streptavidin boritasa, migneses gvongyviklkel.

O ~O
00

4) A DNS fragmensek PCR amplifikaciéja, mely szekvenalisra kész, a

célrégiokra dasitott mintikat eredményez.

o

10. abra: A HaloPlex konyvtarkészités folyamata. (HaloPlex Target
Enrichment System For lon Torrent Sequencing Protocol, Version D.4, May 2013,
p:14)

1. Genomidlis DNS emésztése
A feldolgozni kivant mintabol 225 ng DNS-t higitunk ki 5 ng/ul koncentraciora,
minimum 45 pl térfogatban, nukledz-mentes vizzel. Ezt kdvetden a restrikcids
enzimek mikddéséhez sziikséges RE Buffer-t 6sszekeverjiik BSA oldattal és 4 pl-t
mériink beldle egy 8 well-es PCR strip mintataroldiba, mintanként. Ezt kovetden

minden egyes well-be, meghatarozott sorrendben, hozzaadunk 0,5 pl-t el6szor a zold,
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majd a piros strip-ben talalhato restrikcidos enzimekbdl. Végiil hozzdadunk 5 pl-t a

higitott DNS mintakbol. Az emésztés 37 °C-on végezziik, 30 percig.

2. Emésztett DNS hibridizalasa a HaloPlex probakkal, a célrégiok dusitasa és
barkodolas
Mintanként dsszekeveriink 50 pl Hybridization Solution-t és 20 ul HaloPlex probat,
valamint a megfelel6 10 pl HaloPlex ION Barcode Primer Cassette-t, mely a
szekvenaldo motivumokat €s a mintanként kiilonboz6 barkddokat tartalmazza. Az igy
elkésziilt mixhez egyesével hozzamérjiik az emésztett DNS fragmentumokat. A proba
— DNS fragmens keveréket denaturaljuk 95 °C-on 10 percig, majd inkubaljuk 54 °C-

on 3 oran at.

3. A DNS hibridek kihalaszasa az oldatbol

Az el6z6 1épésben keletkezett cirkularis DNS fragmensek biotint is tartalmaznak (a
HaloPlex probak biotinildltak), igy streptavidines gyongyok segitségével ezek a
fragmensek kihuzhatok az oldatbdl.

A mintanként 40 pl HaloPlex Magnetic Bead oldatot pipettdzunk egy csObe és
magneses allvanyba helyezve szobahdémérsékleten 5 percig inkubaljuk. Ezt kovetden
leszivjuk majd eldobjuk a feliiliszot és mintanként 40 pl Capture Solution-t mériink
a gyongyokre. Az igy elkészitett gyongyoket hozzdadjuk a mintdkhoz és 15 percig
szobahOmérsékleten inkubaljuk. Ezutan magneses allvanyba tessziik a mintakat,
eldobjuk a feliiluszokat. 100 pl Wash Solution-t adunk a gyongyokhoz és 46 °C-on
10 percig inkubaljuk. A kovetkezd 1épésben visszatessziik a mintdkat a magneses

allvanyra és leszivjuk a feliiltiszot.

4. A cirkularis, kifogott DNS fragmensek ligalasa
Ebben a lépésben egy ligaldsi reakcioval bezarjuk a cirkuldris fragmensekben
meglévé DNS bemetszéseket, nick-eket.
Osszekeveriink 47,5 ul Ligation Solution-t és 2,5 ul ligdz enzimet, az elfogott

mintakhoz adjuk és 55 °C-on 10 percig inkubaljuk.
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5. Az elfogott és ligalt DNS eludldsa a magneses gyongyokrdl
A ligalt, cirkularis DNS fragmenseket tartalmazé csoveket magneses allvanyba
helyezziik és eldobjuk a feliiluszot. Ezutan 100 pL SSC Buffer-t adunk a mintakhoz,
vortexeljiilk majd ismét a magneses allvanyba tessziik ket. A folyadék leszivéasa utan
25 pL 50 mM-os NaOH oldatot adunk a mintdkhoz és 1 percig szobahdmérsékleten
inkubaljuk o6ket. A magnes segitségével ismét megkotjik a gyongyodket és a

feliiliszobol mintanként 20 plL-t adunk az aldbbi PCR mixhez:

Nukleaz-mentes viz 16.1 uL
5X Herculase Il Reaction Buffer 10 uL
dNTPs (100 mM, 25 mM for each dNTP) (0.4 uL
HaloPlex ION Primer 1 (25 uM) 1 ul
HaloPlex ION Primer 2 (25 pM) 1 uL

2 M Acetic acid 0.5 uL
Herculase 11 Fusion DNA Polymerase 1 uL
Total 30 uL

A PCR ciklizalast egy denaturalas eldzte meg, 2 percig 98 °C-on. Az amplifikécid 21
cikluson at tartott: 30 sec 98 °C-on, 30 sec 60 °C-on és 1 perc 72°C-on, melyet 10

perc végso extenzio kdvetett 72 °C-on.

6. Az amplifikalt DNS konyvtarak tisztitasa
Ebben a 1épésben paramagneses (csak magnes kozelében viselkednek magnesesen,
igy nem csomodsodnak Ossze a sajat oldatukban és csapddnak ki) gydongyok
segitségével (Agencourt® AMPure® XP Reagent (Beckmann Coulter, CA, USA))
eltavolitjuk a DNS konyvtarak mell6l a f6l6sleges primer, proba €s mas sziikségtelen,
a tovabbi mintafeldolgozéast zavaré molekuldkat. Ezek a paramagneses gyongyok az
SPRI (Solid Phase Reversible Immobilization) elvén miikodnek, a feliiletiikon
karboxil csoportok talalhatoak, melyek reverzibilisen képesek magukhoz kétni a DNS

molekuldkat, polietilén-glikol (PEG) és so6 jelenlétében (20% PEG és 2.5M NacCl
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s

ezért a gyongyok és a DNS ardnya a dontden fontos ebben a folyamatban.

40 uL PCR termékhez adunk 40 puL nukledz-mentes vizet €s 100 uL. szobahémérsékletii,
homogenizalt AMPure XP gyongyo6t. 5 percig inkubaljuk, folyamatos razatas mellett.
Ezt kdvetden magneses allvanyba helyezziik a mintakat, a feliiluszot leszivjuk és 200
pL, 70%-0s etanolt adunk a gyongyokhoz. A gyongyok iilepedését kovetden az alkoholt
eltavolitjuk ¢és megismételjiik még egyszer ezt a mosasi 1épést. A gyongyoket
megszaritjuk és 40 uL low TE puffert mériink rajuk. 2 perc varakozast kovetden ismét
magneses allvanyba helyezziikk a csoveket, a feliiliszd tartalmazza a kész DNS
konyvtarat.

Tapasztalataink szerint sziikkség van egy madasodik tisztitasra is, kiilonben a
szekvenalast kovetden nagy szdmban kapunk a human genomhoz nem ill6, rovid
szekvencidkat is, melyek mennyisége gyakorlatilag eltlinik, egy mésodik tisztitast

kovetden.

3.5. AMPLISEQ KONYVTAR KESZITES

A folyamat vazlata a 11. dbran lathat6. Roviden, a genomialis DNS-b6l multiplex PCR
segitségével felsokszorozzuk a vizsgalni kivant régidkat, a kapott amplikonokat
részlegesen visszaemésztjiilk, majd barkodolt szekvenald adaptereket ligalunk
hozzajuk, Ion AmpliSeq™ Library Kit 2.0 (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) kit

segitségével.
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Genomiilis DNS
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MOQCOOOTTTOORTTITITTOODIN
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}0OTDOVCTTOTOTCTOOTSODDIN
11. abra: Az AmpliSeq konyvtarkészités folyamata. (Ion AmpliSeq™ Library Kit
2.0 User GuideRevision E.O, p:16.)

1. Multiplex PCR osszemérése és a PCR reakcio
Mintanként elkészitjiik az alabbi PCR oldatokat, mivel a primer keverékek 2 pool-ban

talalhatdak, igy mintanként 2 mixre van sziikségiink:

Ion AmpliSeq™ HiFi Mix 5X 2 ulL
primer pool (2X) 1 vagy 2 5uL
Nuclease-free water 2 uL
DNS (10 ng/ul) 1 pL
Total 10 pL

A PCR ciklizalas el6tt denaturdlast végeztiink, 2 percig 99 °C-on. Az amplifikacio6 21
cikluson at tortént: 15 sec 99 °C-on és 4 perc 60 °C-on.
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2. Az amplikonok részleges emésztése
Mintanként 1 pL FuPa reagens hozzdadasaval részlegesen leemésztettiik a primerkoto
helyeket az amplikonokrdl. Erre azért volt sziikség, mert a szekvenator atlagosan 200bp
hosszlisagu szekvenciakat képes generalni, igy a primerhelyek a szdmunkra érdekes
régiokbol venne el. Az emésztést 10 percig 50°C-on, majd 10 percig 55°C-on, végiil 20
percig 60°C-on végeztiik.

3. Barkodolt adapterek ligaldasa a részlegesen emésztett amplikonokhoz
Minden mintdhoz 2 pL. Switch Solution-t, 1 puL ligdz enzimet és 1 puL barkodolt adapter
mixet adunk (a megfelel6 barkod és a P1 szekvenalo adapter 1:1 aranyu keveréke), majd

inkubaljuk 22 °C-on 30 percig, 68 °C-on és 72 °C-on 5-5 percig.

4. Az elkésziilt konyvtarak tisztitasa

A kész konyvtarakat tartalmazo oldatbol Agencourt® AMPure® XP Reagent
(Beckmann Coulter, CA, USA) felhasznalasaval eltavolitottuk a folosleges primer és
adapter szekvencidkat, 22,5 pl paramagneses gyongyot adva a mintakhoz. 5 percig
szobahdmérsékleten torténd inkubaciot kovetden a mintdkat magneses allvanyba
helyeztiik €s eldobtuk a feliiluszot. A kiiilepedett gyongyoket kétszer megmostuk 100 pL
70%-os etanollal, majd megszaritottuk a csoveket. A tisztitott konyvtarakat 25 pLL Low
TE pufferben eluéltuk.

Mindkét konyvtarkészitési moédszer soran, a 12. abran lathatd felépitésic DNS
fragmenseket allitottuk elé. A fragmensek 5 végén talalhato az A jelzésti adapter,
mely a szekvenald primerekkel komplementer és tartalmazza a mintdk azonositasara
szolgald kulcs szekvenciat is. Az altalunk hasznalt adapterek tartalmaztdk mind a
barkodot, mind a harom nukleotidnyi barkdéd adaptert. A célrégid egy darabjat ado
inzert szekvenciat koveti a 3’ adapter, mely a szekvenald gyongyok (Ion Sphere

Particles, ISPs) felszinén 1év6 szekvenciakra komplementer (12. abra).
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5’ Adapter (A) Key 3’ Adapter (P1)

comeramcccracortereconc. Tonc | RRGARG] o+

lon Adapter A

<

ACTACCGACTGCCCATAGAGAGAGGCTGAGAC

< Ly
>

lon Adapter P1B

12. abra: A DNS konyvtarmolekula felépitése. HaloPlex technika alkalmazasa
esetén a P1 adapter kismértékben mddositott szekvenciat tartalmaz, hét nukleotiddal

hosszabb az 5’ végén (GCTGAGG).

3.6. DNS KONYVTARAK KONCENTRACIOJANAK MEGHATAROZASA

Az elkésziilt DNS konyvtarakbol szekvenalasi templatot kell preparalni, melyhez a lehetd
meghatarozasat kvantitativ PCR (qPCR) segitségével végeztiik el, abszolut kvantifikaciot
alkalmazva. E sordn ismert toménységli kontroll mintdkbol készitett higitasi sor
felhasznalasaval standard egyenest vettlink fel a mérést kovetden és ezen leolvastuk az
(Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) alkalmazasaval végeztiik el, mely az Ion
Torrent platform szekvenaldé motivumaira specifikus primer-proba keveréket
tartalmaz. A TagMan proba egy hidrolizis proba, mely az 5°-3” exonukleaz aktivitasat
hasznalja ki a Taq polimeraznak. A proba 5’ végére kovalensen egy fluorofor jelolés
van rogzitve, a 3’ végére pedig egy quencher molekula. Ameddig a festék és a
quencher kozel van egymashoz, addig a quencher blokkolja a festék molekula fény
hatasara bekdvetkezd szignal kibocsatasat. A Taq polimeraz altal végzett kiegészitod
szal szintézise kdzben az enzim az exonukleaz aktivitdsaval eltdvolitja a probat a
templat DNS szalrol. Igy tavolabb keriil egymastol a festék és az azt gatlé quencher
molekula, detektdlhatova valik a fluorofor altal kibocsijtott fény. A mért jel

egyenesen aranyos a DNS mennyiségével (13. abra).
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A mérés elott a mintakbol kétszazszoros higitast készitettiink, majd 2 percig
inkubaltuk azokat 50 °C-on, denaturaltuk 20 sec 95 °C-on, majd 40 cikluson at
amplifikaltuk: 1 sec 95 °C-on, majd 20 sec 60 °C-on, ABI 7500 késziiléken (Thermo
Fisher, Waltham, MA, USA)

-7 SR EEE s ?
Tstrument ¥ Results
Companent ¥ Amplification Plat { Standard Curve ¥ D FReport
Rnvs Cycle
8.98
Data: |Rin vs Cycle -
7.98 Detectar: |l -
= — e — Line Color | \Well Color A
6.98
Analysis Settings
598  AutoCt
" Manual Ct
c 198
&= Threshold: [0.4440930
3.08 g
.
298
Start [cpcle]: [Auto
1.8 7 End [cycle]: [Auta
098 — |
12 3 4 & B 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 M 22 23 24 35 26 27 28 29 30 H 32 33 34 I/ W I 3\ 39 40 Help
Cycle Number

13. abra: DNS konyvtarak koncentracidjanak meghatarozasa qPCR modszerrel. Az
amplifikdcid soran detektalt fluoreszcencia gorbe inflekszids pontjanak

meghatarozasa soran kapott érték ardnyos a bevitt minta DNS konyvtar

e

3.7. TEMPLAT PREPARALAS AUTOMATA EMULZIOS PCR (EMPCR)
FELHASZNALASAVAL

A DNS konyvtarak kozvetleniil nem szekvenalhatok az altalunk hasznalt Ton Torrent
technikdval, azokat eldbb egy szekvendld gyongy felszinéhez kell rogziteni és ott
klonalisan felszaporitani. Az erre alkalmas technika az emtlziés PCR, mely soran az
olajcseppek belsejében végbemené PCR reakciok egymastdl elzartan, tobb
milliészorosan parhuzamositva mehetnek végbe. Idedlis esetben egy csepp
(mikroreaktor) belsejébe egyféle DNS templat molekula keriil, egy szekvenalo gyongy és
a PCR reakcidhoz sziikséges reagensek tarsasdgaban. Ezek lesznek a monoklonalis
gyongyok, melyek felszinén egyféle DNS szekvencia taldlhatdé meg. Amennyiben
tobbféle DNS fragmens keriil egy mikroreaktor belsejébe, azok szintén amplifikaldsra
keriilnek, azonban a szekvenalds soran ugyanabban a poziciéban kiilonb6zo

szekvenciakat fognak adni, igy az analizisben nem vehetnek részt. Ezek a poliklonalis
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gyongyok. A poliklonalis gyongyok szamat a bevitt DNS templat mennyiségével tudjuk
befolyasolni, azonban a rendszer titralasa hirtelen csap at és egy adott DNS fragmens
mennyiség alatt, elégtelen mennyiségli DNS tartalmu szekvendlo gyongy keletkezik. A
templat preparalasat Ton PGM™ Hi-Q OT2 Kittel (Thermo Fisher, Waltham, MA,
USA) végeztiik, félautomata Ion OneTouch 2 késziiléken. A reakcio tobb 1épésbdl all
(14. abra):

1. Denaturalés: a reakciot 90 °C f6l¢ melegitve megtorténik a kétszala DNS
konyvtar molekuldk szétvalasa.

2. Annelacid: areverz szal a P1 adapter segitségével a gyongyok felszinéhez rogziil,
az emPCR primer pedig a forward szalhoz kétddik, az A adapternél.

3. Extenzid: a polimeraz létrehozza a kiegészitd forward szalat a gyongy feldl
indulva az A adapter fel¢, a reverz szalon. Ekozben az eredeti forward szalon a P1
adapter felé haladva elkésziil az arra komplementer, 0j reverz szal.

4. Denaturacio: az eredeti reverz szal levalik a gyongy felszinérdl, az 0j forward szal
azonban a cukor-foszfat gerinc segitségével a gyongyon marad.

5. Annelacid: a reverz szalak a gyongyhoz kotddnek, a primer pedig a forward
szalakhoz.

6. Extenzid: a polimeraz a reverz szalakhoz kotoédve a gyongy felél indulva elkésziti
az Ujabb forward szalakat, mig a forward szalakon a primerko6td helytdl a P1
adapter felé mozogva megszintetizalja az enzim az ujabb reverz szélakat.

7. A 2-4 pontokat Osszesen negyvenszer ismételve a kiindulasi DNS

konyvtarmolekula amplifikalasra keriilt a gyongy felszinéhez kotve.

Az emulzi6 feltorése €s az olaj eltavolitasa utan a felhasznalt gyongyok kortlbeliil 10-

30%-a hasznalhato fel.
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14. abra: Az emulziés PCR folyamata egy mikroreaktorban. [180].

A DNS-t a felsziniikon nem tartalmaz6 szekvenald gyongyoket egy dusitasi
(enrichment) 1épésben el tudjuk tavolitani az oldatbodl, igy az ilyen gyongydk nem
fognak helyet foglalni a szekvenal6 chipben, a szekvenalas sordn. Az emulzios PCR
reakcioban a felhasznalt primerek biotinilaltak, igy lehetséges az amplifikalt ISP-k
kikotése az oldatbol streptavidin tartalmii mdagneses gyongyodk segitségével
(Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1 Beads, Thermo Fisher, Waltham, MA,
USA). Ez a folyamat az automata lon OneTouch ES (Thermo Fisher, Waltham, MA,
USA) késziilék alkalmazasaval tortént. A DNS tartalmi gyongyok felszinén 1évo
kétszalu, amplifikalt DNS-t lagos detergens segitségével (125 mM NaOH ¢és 0.1%

Tween® 20) egyszalusitottuk. Erre azért volt sziikség, mert a szekvendlas sordn a
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vizsgalt régiokra komplementer DNS szal felépitése fog torténni (sequencing-by-
synthesis). Az igy el6készitett ISP-k alkalmasak az lon Torrent PGM™ késziiléken

val6 szekvencia meghatarozashoz.

3.8. UJ-GENERACIOS SZEKVENALAS 1ION TORRENT PGM
KESZULEKEN

A szekvenalas megkezdése eldtt kontroll gyongyoket adunk a mintdkat tartalmazé
szekvenalo gyongyokhoz, ezek mas kulcs szekvenciat tartalmaznak, igy az analizis
soran kiilon keriilnek értékelésre és a szekvenaldsi reakcido mindségének ellendrzésére
szolgalnak. Ezt kovetéen az eldzbleg elkészitett ISP-k felszinén 1évé DNS
fragmensekhez hibridizaljuk a szekvendld primereket, melyek az A adapterrel
komplementerek. A hibridizacid eldtt 2 percig denaturaljuk a reakcioelegyet 95 °C-
on, majd 37 °C-on inkubaljuk 2 percig, majd 5 perces szobahémérsékletii inkubacio
soran a gyongyokhoz adjuk a szekvenald enzimet is. Ezutan az ISP-ket betoltjiik egy
szekvenalo chipbe. Vizsgalataink sordn Ion 314 (varhato ateresztéképesség 500 000
leolvasott szekvencia) és 316 (varhato atereszt6képesség 3 000 000 leolvasott
szekvencia) v2 BC chipeket hasznaltunk.

A szekvenator inicializalasa €s a szekvenalas soran Ion PGM™ Hi-Q™ Sequencing
kitet (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) hasznaltunk.

Az Ton 314 v2 BC szekvenal6 chip feliiletén 1,2 millio, mig a 316 chipen 6,3 milli6
well talalhato. Egy wellbe egy szekvenald gyongy keriilhet be. A wellekben egy ion
szenzor talalhato, mely a DNS komplementer szalanak szintézise soran, az
Osszekapcsolddd  nuleotidokbol — felszabaduld H* altal okozott pH, illetve
fesziiltségvaltozast képes detektalni (15. abra). Az igy detektalt jelek DAT fajlokban

keriilnek 6sszegytijtésre.
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15. abra: Egy lon 316 v2 BC szekvenalod chip, annak felszine elektronmikroszkdpos

képen, illetve az ion szenzor mitkkodésének vazlata [181].

A nukleotidok tipusonként, egyesével addodnak hozza a reakcidhoz (flow), egy
szigoruan meghatarozott sorrendben (flow order), mert ha a négyféle bazis egyszerre
lenne jelen, akkor nem lenne informacionk a beépiild nukleotidok sorrendjérél. A
reakcid utan a késziilék mos6 pufferral dtmossa a chip felszinét és eltavolitja a
maradék nukelotidokat, a kdvetkez6 tipusu nukleotid érkezése eldtt.

Amennyiben a vizsgalat szekvencidn tobb azonos bazis is talalhaté egymas mellett
(homopolimer szakaszok), akkor annyi nukleotid épiil be egyszerre, amilyen hosszl a
homopolimer szakasz. Azonban a detektdlhatd fesziiltségvaltozds nem teljesen
egyenesen aranyos a nukleotidok szamdaval, ami egy szekvenalasi hiba lehetdségét veti
fel. A legajabb templat preparalasi és szekvenalasi reagensek, illetve a megfeleld

crer

fordulnak elg.
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3.9. BIOINFORMATIKAI ELEMZES

Az adatelemzés tobb szakaszra bonthato.

1. A DAT fajlokban 0sszegyljtott nyers fesziiltségértékeket egy
platformspecifikus algoritmus feldolgozza és atforditja a flow order alapjan
bazisokra (signal processing / base calling).

2. A base calling sordn kapott szekvencidkat a Torrent Suite szoftver BAM
fajlokban gyjti ki, barkdédok szerint levalogatva. A poliklonalis és alacsony
mindségl leolvasasokat a szoftver eltavolitja a tovabbi analizisbol.

3. Ezt koveti a leolvasasok referencia genomhoz (hgl9) vald illesztése
(alignment). Ton Torrent adatok illesztésére legjobban a szintén platform

specifikus  TMAP  (https://github.com/iontorrent/ TMAP)  algoritmus

alkalmazhat6. Az illesztés soran létrejovo inzercidkat és deléciok kornyékén
az algoritmus egy masodik illesztést is végez (re-alignment), ezzel csokkentve
a késobbi fals pozitiv talalatok esélyét. Az illesztett szekvencidkat a program
szintén BAM féjlokban gyijti 6ssze.

4. Az illesztett szekvencidkban van lehetdség a referenciatol vald eltérések
keresésére, a variansok kivonatolasara. A Torrent Suite platformszoftver egy

GATK  (https://software.broadinstitute.org/gatk/) algoritmuson alapuld,

Osszetett varianshivo programot hasznal, mely VCF és XLS féajlokban menti el
a talalt variansokat.

5. A nyers variansokat tartalmaz6 VCF f4jlok tartalmazzak a variansok genomi
annotalas soran adhatunk ezeknek a variansoknak. Erre a célra az lon Reporter
felh6-alapti programot hasznaltuk. Szintén az Ion Reporter segitségével
végeztiik el az annotalt varidansok tovabbi szlirését €és a populacioban
gyakrabban (1% felett) el6forduld variansok kizarasat a tovabbi analizisbdl.

6. Az utolsé Iépésben a megfeleléen sziirt genetikai eltérések klinikai
interpretacioja torténik, azok Osszevetése a vizsgalt beteg tiineteivel, illetve az
adott eltérés szakirodalomban vagy adatbazisokban szerepld informacidinak

feldolgozasa.
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7. Az olyan mutaciokat melyek nem voltak ismertek kordbban és aminosav
cseréjével jarnak egyiitt, azoknak a varhato hatdsat in silico fehérje szerkezet
predikcios szoftverekkel is értékeltiik (SIFT, PolyPhen-2).

8. A variansok értékelése az ACMG altal ajanlott kategoriak szerint tortént [182].

3.10. A TALALT PATOGEN MUTACIOK MEGEROSITESE SANGER-
SZEKVENALASSAL

Az uj-generacios szekvenalas soran azonositott, klinikai jelentdséggel biré mutaciok
jelenlétét Sanger-szekvenaléassal is megerdsitettiik. Az ehhez sziikséges primereket a
Primer 3 Plus program (http://primer3plus.com) felhasznalasaval terveztik meg. A
sziikséges referencia szekvencidkat a UCSC Genome Browser programbdl nyertiik ki
(https://genome.ucsc.edu). Az 0Osszes sziikséges primert 60 °C-os anellacios
hémérsékletre optimalizaltuk, igy nem volt sziikség masféle PCR ciklizalasi
kondiciokra a kiilonb6z6 primer parok esetében. Az oligokat az Eurofins Genomics
szintetizdlta. A PCR amplifikdciét JumpStart™ Taq (Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) DNS polimerdz mixszel végeztiikk, 10 perces 95 °C-os denaturaciot
kovetden 40 cikluson at (95 °C 30 sec, 60 °C 30 sec, 72 °C 1 perc). A végso extenzid
10 percig tartott 72 °C-on. A PCR sikerességét 1%-0S agaroz gélelektroforézissel
ellendriztiik.

A PCR termékeket enzimatikusan tisztitottuk ExoSAP IT (Affymetrix, Santa Clara,
CA, USA) kit segitségével. A szekvenalashoz a mintakat BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) kittel készitettiik el6 és a
szekvenalast ABI 3130-as (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) késziiléken
végeztiikk, POP7 polimer kdzegben.

A kapott szekvenciakat a BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html)

szoftverrel értékeltiik ki.
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4. EREDMENYEK

4.1. PACIENS ADATOK

Az osteogenesis imperfecta vizsgalataba hat beteget vontunk be. Négy férfi- és két
nébeteg vetette ald magat a genetikai tesztelésnek. Eletkoruk 1 és 41 év kozott volt (atlag
12 év), a csonttoréseik szama pedig egy és tiz kozé esett (atlag 3). Ahol rendelkezésiinkre
allt, ott felhasznaltuk a betegek csontsiirliség-, szemészeti- ¢és hallasvizsgalati adatait,

illetve a csaladi anamnézist is. Az OI-s betegek adatait a 3. tablazat foglalja 6ssze.
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3. tablazat: Osteogenesis imperfectdban szenvedd betegek klinikai adatai.

* A trauma nélkiil eléforduld torések anamnézise: Az egyes betegnek két toréses
eseménye volt, melyben harom csontja torott el (tibia, fibula and radius). A kettes
betegnek koriilbeliil tiz torése volt. A harmas betegnek 3 téréses eseménye volt, melyben
harom csontja tort (koponya, kulcscsont és combnyak). A négyes betegnek szintén 3
toréses eseménye volt, melyben harom csontja sériilt (tibia, femur és humerus). Az 6tds
betegnek két csontja tort el, harom esemény kovetkeztében (tibia, femur). A hatos szamu
betegnek egy combcsont torése volt, trauma nélkiil.

A csontsliriség (Bone mineral density (BMD)) mérése a lumbalis gerinci szakaszon
tortént, kettés energiaju rontgen abszorbciometriasan. (DPX-L, Lunar Corp. Madison,
WI, USA). A mért értékek a csontsiiriiség csokkenését mutatjak, az egészséges
csontszovethez képest.

1 Az egyes szdmu beteg a kettes szamu beteg fia.

BMD Klinikai
Kor | Torések . s .. Kék | Hallas
Nem | .« | (L2-L4) | jelentéségii Anamnézis .
(év) | szama ) .. sclera | vesztés
g/cm variansok
.391C>T Apa és az anyai

Beteg 1t | Férfi | 9 3 0.381 nagyanya Ol- Igen N/A

(COLIAL) ban szenved
Beteg 2 | Férfi | 41 10 N/A (Ccegif;; Ansiaerfvésan Nem | Igen
Beteg 3 | Férfi | 18 3 0.685 iégﬁi;f Nem Nem Igen
Anyénak kék
Beteg4 | N& | 2 3 0.390 f&?ﬁfjﬁ 5311?2; orés. lgen | N/A
nem volt
Beteg5 | N6 | 1 3 0.170 Ec%if;;) ﬁ:;ﬁ:ii; Nem | Nem
Beteg 6 | Férfi | 1 1 0.167 Cg’gﬁi;’“ Nem lgen | N/A

A Wilson-kor tiineteit mutatd paciensek koziil szintén hatot (6t férfi- és egy ndbeteg)
vontunk be a vizsgalatba. Eletkoruk 8 és 44 év kozé esett (atlag 18,6 év). Rendelkezésre
alltak a szemészeti- valamint a rézanyagcserével kapcsolatos klinikai vizsgéalatok
eredményei is. Hemolitikus anémia nem fordult el a betegeink korében. A betegek

adatait a 4. tablazat foglalja 6ssze.
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4. tablazat: Wilson-korral diagnosztizalt betegek klinikai adatai. KFR: Kayser-

Fleischer gytlrt; Neu: neurologiai tiinetek és/vagy CT/MRI eltérések; Réziirités a

vizeletbe: 1-2X ULN: +, 2x ULN vagy pozitiv D-penicillamin proba: ++; Cerul:

coruloplazmin; T: korabbi beteg testvére; H1: akut majelégtelenség; H2: kronikus

majelégtelenség; N1: neuroldgiai tiinetek majelégtelenséggel egyiitt; N2: csak

neurologiai tiinetek. A nemzetkdzi score rendszer szerint a, 4 vagy magasabb score

esetén a Wilson-kor diagndzisa nagyon valdszinii. Hemolitikus anémia egyik betegnél

sem volt megfigyelhet6. A harmas szadmu paciensbdl majbiopszia is késziilt mely

Rhodanine festésre pozitiv eredményt adott.

Elso

tiinet Vizelet | Cerul. | WD ATP7B

Nem (év) KFR | Neu réz (o/L) | score | Fenot. | genotipus
p.M769fs/

Paciens 1 | N6 12 Igen | Nem ++ 0,18 6 T p.H1069Q
p.A1063V/

Paciens 2 | Férfi 17 Nem | Igen + 0,05 6 N1 p.H1069Q
p.G1351X/

Paciens 3 | Férfi 8 Igen | Nem ++ 0,06 8 H2 p.H1069Q
p.A1135fs/

Paciens 4 | Férfi 17 Igen | Nem + 0,03 5 H2 p.L1305P
p.A12701/
Paciens 5 | Férfi 44 Nem | Nem ++ 0,08 4 H1 |c.1707+2dupT
p.R969Q/

Paciens 6 | Férfi 14 Igen | Igen NA 0,04 7 N2 p.H1069Q
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4.2. A SZEKVENALASI ADATOK MINOSEGI ELLENORZESE

A szekvenalasi futas értékelése soran elsé lépésben a mindségi paramétereket

ellendrizziik. A varhato ateresztOképességet csak akkor tudjuk elérni, ha a szekvenalo

chip legalabb kétharmadat megtoltotték a szekvenald gyongyok és ezeknek legalabb

a kétharmada monoklonalisan amplifikalt DNS-t tartalmazott.

A 16. abran lathatd egy lon 316 chip értékelése a szekvendlas utan, mely HaloPlex

technikaval késziilt,

tartalmazta.

osteogenesis

imperfectaban

szenvedd betegek mintait

Loading Density (Avg ~ 83%)

Wt = 2640 wells >

<-== Heigt

< Width = 2736 wells -—>

- Count  Percentage
= Total Addressable Wells 6,348,219
- » Wells with ISPs 5,281,311 83%
o » Live ISPs 5,078,205 96%
= » Test Fragment ISPs 59,825 1%
o » Library ISPs 5,018,380 99%
po Count  Percentage
- Library ISPs / Percent Enrichment 5,018,380 96%
20% » Filtered: Polyclonal 270,013 5%
10% » Filtered: Primer dimer 5 <1%
o » Filtered: Low guality 400,215 8%
* Final Library Reads 4,348,147 87%

16. abra: Ion 316 chip statisztikai értékelése a szekvenalas utan. A chip toltottsége

83%-o0s volt (wells with ISPs), az elfoglalt wellek 96%-a tartalmazott DNS tartalmu

gyongydt (Live ISPs) és ezek 99%-a altalunk készitett konyvtarmolekuldkat

tartalmazott, mig a DNS tartalma gyongyok 1%-a volt a kontrollgyongy (Test

fragments ISPs). A poliklonalis gyéngyok mindosszesen 5%-ot tettek ki, ez nagyon

alacsony érték, de a HaloPlex technika alkalmazasaval konnyebb elérni a kedvezdbb

monoklonalis:poliklonalis ardnyt. A leolvasasok 8%-a alacsony mindségii volt, igy

ezeket a rendszerszoftver eltavolitotta a tovabbi analizisb6l. Ezekb6l az értékekbdl

lathatjuk, hogy a templat preparélas, a szekvenald chip betdltése és maga a

szekvenalas sikeres volt, megfeleld szamban kaptunk szekvencidkat.
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A kovetkezd ellendrzési fazis soran megvizsgaljuk a konyvtarkészités soran
megcélzott régiok lefedettségét, vagyis azt, hogy a vizsgalni kivant teriileteket
valoban sikeriilt-e megszekvenalnunk és az egyes szakaszokrél mennyi leolvasas
keletkezett, hanyszoros az exonok atlagos lefedettsége.

HaloPlex technikaval vizsgalt OI-s betegeink esetében a mintankénti leolvasasok
atlagos szama 436 086 volt, a tervezett régiok 98,65%-at sikeriilt szekvenalnunk,
atlagosan 779X lefedettséget érve el. Cutoff értéknek azt valasztotuk, hogy a
célpontok legalabb 90%-anak minimum 20X legyen a lefedettsége, ez minden
vizsgalat minta esetében teljesiilt. Osszesen 23 kiilonbozd varianst azonositottunk a

mintakban (4 patogén, 1 bizonytalan hatasu (VUS) és 18 benignus eltérés).

A multiplex PCR technikat hasznal6 AmpliSeq konyvtarkészités soran betegenként
atlagosan 134 386 szekvenciat generaltunk, mely azt eredményezte, hogy a Wilson-
korral 6sszefliggd régidoknak atlagosan 99.46%-at szekvenaltuk meg. A bazisonkénti
atlagos lefedettség 1883X volt (17. abra). Az azonositott variansok szama betegenként
8-13 kozott valtozott, természetesen ezek tobbsége klinikai hatds nélkiili

polimorfizmus volt.
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17. abra: Egy vizsgalat Wilson-koros mintabol készitett AmpliSeq amplikon
konyvtar, amplikononkénti lefedettsége. A piros karikédk az amplikonok GC
tartalmat jelzik, szdzalékban. A piros szinli oszlopok a forward, a z6ld szinli
oszlopok pedig a reverz iranyu leolvasadsok szamat mutatjak. A vildgosabb szinli
oszlopok az 6sszes leolvasas szamat jelzik, a teli oszlopok pedig azok mennyiségét,
melyek végig érnek az egész amplikonon. Néhany fragmens esetében az idealis,
fele-fele aranyu forward és reverz iranyu szekvenciak kismértékben eltolodhatnak
egyik irdnyba. Ennek a bioinformatikai értékelés soran lehet hatasa, egy varians fals
pozitivitdsanak esélyét noveli, ha nem egyforma aranyban jelenik meg mindkét
iranybol (strand bias). Lathato tovabba, hogy a PRNP 129-es kodonjat lefedd
amplikont nem sikeriilt teljes hosszaban atszekvenalni, ez az oka a 100% alatti teljes

lefedettségnek.

4.3. OSTEOGENESIS IMPERFECTAVAL DIAGNOSZTIZALT
BETEGANYAGBAN TALALT MUTACIOK

Harom Uj genetikai variaciot azonositottunk. Ezekbdl kettot
(NM_000088.3(COL1A1): ¢c.189C>A ¢és NM _000089.3(COL1A2): c.811G>T)
patogénkeént értékeltiink. A heterozigota c.189C>A varidns a COL1A1 gén masodik
exonjaban talalhat6. A mutacid egy stop kodont hoz 1étre és ezaltal a transzlaci6 korai

megallitasat okozza. A szintén heterozigdta c.811G>T eltérés a 271. glicin aminosav
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cseréjét okozza ciszteinre a COL1A2 gén termékében. Ez a genomi poziciot a 17.
exonban mar korabban leirtak karos mutacio helyeként, abban az esetben viszont egy
G>C baziscsere ¢és ezaltal egy glicin > arginin aminosavcsere tortént. A G>T
szubsztitucid eddig nem szerepelt a szakirodalomban. Az altalunk hasznalt fehérje
funkciot prediktalo szoftverek (SIFT, PolyPhen-2) mindegyike kartékony hatdsuként
osztalyozta ezt a varidnst. Mindkét aminosavcsere esetében a semleges toltést,
apolaros karakterti glicin egy toltéssel rendelkezd, polaros oldalldncu aminosavra
cser¢lddik le. Elvégeztiik a ¢.811G>T mutacio célzott analizisét az érintett csaladban
¢s a mutaciot heterozigota formaban az Ol fenotipust csaladtagokban talaltuk csak
meg.

A COL1A2 gén 31. exonjdban azonositottunk egy  heterozigota
(NM_000089.3(COL1A2):c.2072G>A) varianst, mely a 691. glicin cseréjét okozza
aszparaginra. A felhasznalt predikcios szoftverek mindegyike szerint a mutacio karos
hatasti a fehérjeszerkezetre, az egészséges népesség korében nem fordul eld.
Szegregacios adatok azonban nem alltak rendelkezésiinkre, igy ezt az eltérést
bizonytalan hatastuként értékeltiik (variant with uncertain significance, VUS).

Két betegiinkben kordbban méar az irodalomban leirt heterozigdta, patogén mutacidkat
talaltunk:  NM_000088.3(COL1A1):c.391C>T ¢és  NM_000088.3(COL1A1):
c.750+1G>A. A c.391C>T szubsztitucio korai stop kodont idéz eld (p.Argl31Ter),
mig a ¢.750+1G>A mutaci6 a 10. intronban okozza a splicing hely megvaltozasat,
mely abnormalis exon-intron splicing folyamathoz fog vezetni.

A variansok mindegyikét sikeresen erdsitettik meg bidirekcionalis Sanger-
szekvenaldssal is, az 0j-generacios szekvenalds taldlatai kozt nem volt fals pozitiv

varians hivas (18. abra). A talalt variansokat az 5. tablazatban foglaltuk Gssze.
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5. tablazat: Az azonositott variansok listaja a vizsgalt Ol-s betegekben. A legtobb

eltérést tartalmazo, legpolimorfabb géneknek a COL1Al ¢és COL1A2 gének

bizonyultak. A f szimbdolum jelzi az Gjonnan azonositott variansokat. A COL1A2

¢.811G>T patogén mutaciokra ismert 10kusz, azonban a G>T baziscserét ezidaig nem

irtdk le az irodalomban. N/A: nincs adat, MAF: minor allele frequency (ritkabb allél

gyakorisaga) a dbSNP vagy az ExAC adatbazisabol.

dbSNP DNS Fehérje Varians
Gén azonosito hatas hatas tipusa MAF
COL1A1|N/A c.189C>At p.Cys63Ter | patogén N/A
COL1A1|[N/A c.391C>T p.Argl31Ter |patogén N/A
COL1A1|N/A c.750+1G>A | Splice site patogén N/A
COL1A1|N/A .2427C>G p.(=).Gly809 |szinonim varians |N/A
misszensz, nem-
COL1A1|rs17857117 |c.4313C>G p.Pro1438Arg | patogén N/A
COL1A1|rs1800215 |c.3223A>G p.(=).Alal075 | szinonim varians | T=0.0212/106
COL1A1 |rs2734272 €.2298T>C p.(=).Thr766 |szinonim varians | A=0.0002/1
bizonytalan
COL1A2 | N/A c.2072G>At | p.Gly691Asp |hatast varians N/A
COL1A2 | N/A c.811G>Tt p.Gly271Cys |patogén N/A
COL1A2|rs1800222 .246T>C p.(=).Asp82 |szinonim varians | C=0.312/682
COL1A2|rs1800248 |c.3135C>T p.(=).Gly1045 | szinonim varians | T=0.089/195
COL1A2 |rs42519 c.937-3C>T | Splice site intronikus C=0.145/317
misszensz, nem-
COL1A2 |rs42524 €.1645C>G p.Pro549Ala | patogén C=0.147/321
COL1A2 |rs412777 c.1446A>C p.(=)Pro482 |szinonim varians |C=0.3273/1639
CRTAP |rs1135127 €.1032T>G p.(=).Thr344 |szinonim varians | G=0.281/614
CRTAP [rs1135128 | c.1044G>A p.(=).Ser348 | szinonim varians | A=0.281/614
CRTAP |[rs11558338 |[c.213G>A p.(=).Leu71l |szinonim varians |A=0.260/568
CRTAP |rs4076086 |c.534C>T p.(=).Aspl78 |szinonim varians | T=0.300/656
CRTAP [rs145048208 |c.655G>A p.Gly219Ser |szinonim varians | A=0.0004/50
akori
LEPRE1 |rs3738496 | c.2129T>A p.Phe710Tyr ?ri/isszensz varians | T=0.141/308
LEPREL | rs4660662 .2148T>C p.(=).Gly716 |szinonim varians |A=0.00003/1
LEPRE1 |rs116577636 |c.2248G>A p.Gly750Arg | misszensz varians | T=0.0012/6
akori
LEPRE1 |[rs11581921 |[c.1647G>A p.Met549lle ?I?isszenszvariéns T=0.0575/288
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18. abra: A COL1A2 ¢.811G>T (p.Gly271Cys) heterozigdta mutacié bemutatasa az
IGV programban. A lefedettség 296X volt ebben a pozicidoban (G: 163X, T: 133X).

A bidirekcionalis Sanger-szekvenalas megerdsitette a mutacid jelenlétét, mindkét

iranybol (piros nyilak).

A génpanel tervezésének megfelelden a COL1A2 gén 234-es és 246-0s kodonjali

kozott nem tudtunk szekvencidkat generdlni, a probak hidnya miatt, ahogy az 19.

abran is lathato.
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19. abra: A vizsgalatunkbdl hidnyz6 genomi régié bemutatdsa az IGV segitségével.
A ,missed regions” elnevezésli savban talalhat6 teriiletek nem keriilnek analizisre,
ennek megfelelden a leolvasasokat tartalmazo ,,sample reads” savban nem talalunk a

COL1A2 gén 15. exonjanak 234 és 246 kodonjaihoz illeszkedd leolvasasokat.

4.4, WILSON-KORRAL DIAGNOSZTIZALT BETEGANYAGBAN TALALT
MUTACIOK

Osszesen kilenc, betegséget okoz6 mutaciot talaltunk. A leggyakrabban az ATP7B
(NM_000053.3) gén 14. exonjaban talalhato ¢.3207C>A (p.H1069Q) eltérés fordult
eld, heterozigdta formaban, négy betegben. A baziscsere a fehérje ATP loop
struktarajdban okoz egy aminosavcserét, hisztidin helyett glutamin épiil be a
fehérjelancba.

Harom misszensz, heterozigdta, az irodalomban korabban mar bemutatott mutaciot
azonositottunk betegeinkben. A 13. exonban a 969. arginin cserél6dott ki glutaminra
(p.Arg969GIn, TM6 domén), a 14. exonban az 1063. alanin helyére keriilt valin
(p.Alal063Val, ATP loop), a 19. exonban pedig az 1305-s pozicioban talalhato leucin
mutalédott prolinra (p.Leul305Pro, ATP hinge/TM7 domén). Uj eltérést is talaltunk
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beteganyagunkban (20. abra): a 18. exonban az 1270-edik alanin valtozott meg
izoleucinra (p.Alal270lle, ATP hinge domén).

Harom, a leolvasasi keret eltolodasaval jard, heterozigdta mutéaciot talaltunk, a 4.
exonban az exon-intron splicing folyamatat megvaltoztato ¢1707+2dupT eltérést, a 8.
exonban egy deléciot (c.2304delC), mig a 15. exonban szintén egy bazis hidnyat
detektaltuk (c.3402delC).

A 20. exonban egy korai fehérje lancterminéaciot okozo stop kodon mutaciot
azonositottunk, heterozigota formaban, az 1351. glutamin aminosavat kovetden.
(p-GIn1351Ter). A mutaciok mindegyikét sikeresen erdsitettiik meg bidirekcionalis
Sanger-szekvenalassal is, az uj-generacids szekvenalds variansai kozt nem volt fals

pozitiv taldlat. A talalt varidnsokat az 6. tablazatban foglaltuk 6ssze.

6. tablazat: Az azonositott mutaciok listaja a vizsgalt Wilson-koéros betegekben. Négy
esetben a mutdcidos hot spot-nak is tartott p.His1069GIn eltérés fordult eld

betegeinkben. A § szimbd6lum jelzi az Gjonnan azonositott variansokat.

o dbSNP DNS Fehérje |Varians VAR
azonosito hatas hatas tipusa
ATP7B ([rs76151636 €.3207C>A  [p.His1069GIn | patogén [0.0009/109
ATP7B |rs137853287 €.2304delC p.Met769fs  [patogén | N/A
ATP7B |rs587783309 c.3188C>T p.Alal063Val |patogén | N/A
ATP7B |rs786204578 c.4051C>T p.GIn1351Ter |patogén | N/A
ATP7B |rs137853281 €.3402delC p.Alal135fs |patogén |0.0001/13
ATP7B [N/A €.3914T>C p.Leul305Pro | patogén | N/A
ATP7B [N/A €.3809A>T+ [p.Alal270lle |patogén [N/A
ATP7B [N/A c.1707+2dupT | Splice site patogén [ N/A
ATP7B |rs121907996 c.2906G>A  [p.Arg969GIn |patogén [0.00003/4
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20. abra: Az 5. paciens anyagaban talalt mutaciok bemutatisa. A c.3809A>T és a

c.1707+2dupT heterozigota eltéréseket is sikeresen erdsitettiik meg Sanger-

s

mar korabban leirtak az A>C és A>G baziscseréket is, azonban az A>T
szubsztiticid egy Uj varians. Az Gj-generacids szekvenalds sordn a lefedettség

mindkét pozicioban 400X volt (T: 211X, A: 189X és A:189X, T:211X).
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5. MEGBESZELES

A molekularis genetika teriiletén az utobbi idében forradalom-szerti valtozas
kovetkezett be. Az els6 human genom szekvenciajanak meghatarozasat kovetden alig
tiz év mulva a technologiai lehetové tette a koltségek tobb nagysagrendbeli
csokkenését. A hagyomanyos, dideoxi lancterminéacion alapuld, fluoreszcensen jeldlt
nukleotidokat felhasznalé Sanger-szekvenalast napjainkra tobb teriileten felvaltotta az
uj-generacios szekvenalds. A hagyoményos szekvenalds tovabbra is a legjobb
valasztas, ha egy csaladban a mar elézdleg azonositott mutacid vizsgalatdra van
sziikség, a csalddon beliil. Amennyiben azonban a mutacié még felderitetlen, a gén
méretétol fliggden, a nagyobb ateresztoképességli modszer bizonyul a gyorsabb és
hatékonyabb megoldasnak. Ha a diagnozis bizonytalan, akkor kiilondsen nagyobb
lehet az 0j-generacidos modszer hatékonysagbeli eldnye, hiszen nincs szilikség a szoba
johetd gének egyenkénti vizsgalatara, egyetlen laboratoriumi teszttel vizsgalhato az

Osszes lehetOség.

Munkacsoportunk az els6k kozott alkalmazta sikeresen az 0j-generacios szekvenalasi
technikat, osteogenesis imperfectaval 0Osszefliiggd gének diagnosztikus célu
vizsgalatara. A legtobb esetben a genetikai teszt eredménye ald tudja tdmasztani a
enyhébb fenotipussal jaro esetekben. A Collagene adatbazis ma mar husz gén
mutacioit gylijti 6ssze, azonban gy dontdttiink, hogy bar a technologia lehetéveé teszi
mindnek az egyiittes vizsgalatat, csak a leggyakrabban hibdsnak bizonyul6 géneket
fogjuk vizsgalni. Az I-es tipusu kollagén a-1 és a-2 lancaiban keletkez6 destruktiv
fehérjeszerkezeti valtozas felelés az 0sszes OI-s eset 90%-aért [183]. A recessziv
oroklédésmenettel biro, relative gyakoribb betegségért a tovabbi 18 gén felelds, mely
az esetek kevesebb, mint 10%-t adja. Ezen gének tobbségére jellemz6 a kodold
exonok nagy szama, kiilonosen a kollagént kodold gének esetében. Az altalunk
vizsgalt négy gén (COL1A1, COL1A2, CRTAP, P3HI) 0Osszesen 126 exont
tartalmazott, melynek hagyoméanyos moddon torténd vizsgdlata roppant id6- és
koltségigényes lenne, hiszen a betegséggel 0sszefiiggd genomi régiokban nem ismert,

hogy lenne mutaciés hot spot teriilet. Az eddig azonositott genomi varidciok szadma
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jelentésen atlépte az ezret is. Jelentdsen tudja csOkkenteni a hagyomanyos
szekvenalas igényét egy-egy mintanak, ha valamilyen olcsobb és nagyobb
ateresztOképességli modszerrel megtdrténik az exonok mutacios eldsziirése. Ilyen
korszerii eldsziiré modszer a nagyfelbontast olvadasi gorbe analizis (HRM) [183]. A
modszer lényege, hogy a vizsgélni kivant szakaszokat PCR reakcioval amplifikaljuk,
majd fluoreszcens, interkaldld festék jelenlétében denaturdljuk a kész PCR
termékeket. A DNS kétszalu hélixszerkezetének megsziinésével az addig
interkalalddott festék felszabadul és ez egy fluoreszcens jelintenzitas csékkenést fog
okozni. A mutans allélt hordozd6 DNS fragmensek esetében mas hémérsékleten
kovetkezik be ez a valtozas, igy mas lesz a fluoreszcencia intenzitasat vizsgald gorbe
idobeli lefutdsa. Maga a modszer a mutacid molekularis természetérdl nem ad
informécidt, igy a vad tipustdl eltérd lefutdsti fragmenseket minden esetben
szekvenalassal kell tovabb vizsgalni és megallapitani a pontos genotipusukat. A
génszkennelés egy olcsé €s hatékony mddszer a nagyobb gének eldsziirésére, azonban
tobb tucatnyi exon esetében a PCR amplifikéacié és olvadasigérbe analizis mar nem
nevezhetd egyszeriinek, tovabba az eldsziird modszerek szenzitivitasa €s specificitidsa
elmarad a szekvenalas mellett. Uj-generacios szekvenalassal végzett mintaanalizis
esetén elégséges a klinikailag relevans mutacidkat megerdsiteni Sanger-
szekvenalassal, illetve kell6 mennyiségili minta bioinformatikai vizsgalatat kovetden
a konfirmacios tesztek szama is jelentdsen csokkenthetd. Az illesztett szekvencidkat
tartalmazé BAM fajlok manudlis ellenérzése sordn, az orvosi szempontbol fontos
Report (CIGAR) értékét megvizsgalni (21. adbra). Ez az érték mutatja meg, hogy az
adott szekvencia hogyan illeszkedett a referencidhoz. Tobbféle értéket is felvehet ez

az illesztési mutato, a fontosabbak:
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D Delécid, a nukleotid jelen van a referencidban, de hidnyzik a leolvasasban

H Hard Clipping, a levagott szakasz nincs jelen a leolvasasban

I Inzercio, a nukleotid jelen van a leolvasasban, de hianyzik a referenciaban

M Match, a nukleotid jelen van a referenciaban, az illesztés megfelel ennek

Kihagyott régi6, a régidhoz il16 nukleotidok nem talalhat6ak meg a

leolvasasokban

S Soft Clipping, a levagott nukleotidok jelen voltak a leolvasasokban

Amennyiben egy, az informatikai elemzés sordn meghivott eltérésnél azt latjuk a
CIGAR értékekbd]l, hogy a varidnst tartalmazdé leolvasasok illesztése nagy
mennyiségben tartalmaz levagott nukleotidokat, illetve véltakozo deléciot/inzerciot és
illeszkedo bazisokat, akkor a varidnsnal felmeriil a fals pozitivitas esélye €s az, hogy

amit latunk az az illesztést végz6 algoritmus miiterméke.

- o0 X

B

[ omae [BlErs s i

21. abra: Az egyik Wilson-koéros mintaban talalt ¢.2544C>T heterozigota
polimorfizmus bemutatésa IGV programban. Az adott leolvasas CIGAR értékébdl
leolvashat6, hogy az illesztés soran 60 nukleotid pontosan illeszkedett, ezt kovetden
az algoritmus egy gap-et, deléciot nyitott az illesztésben, majd az ezt kovetd 88

bazis ismét pontosan illeszkedett a referencia genomhoz (60M1D88M).
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Ilyen variansok esetében gyakrabban fordul eld az is, hogy az eltérést nem egyenld
aranyban taldljuk meg a forward és reverz irdnyu leolvasdsokban. Hasonlo
figyelmeztetd jel lehet, ha olyan genotipust mutéaciot taldlunk, ami ellentmond a
bioldgianak, tehat homozigéta patogén eltérést talalunk csiravonalas mintaban,
mikozben a vizsgalt gén dominans Oroklédésii betegséghez kapcsolt. A talalt
variansok ilyen mérvii megitélése csak a kelld tapasztalat megszerzése utan
lehetséges, amikor mar jol ismerjiik az alkalmazott technologia (mind a
konyvtarkészités, mind a szekvenalas esetében) jellegzetességeit.

Az osteogenesis imperfecta mellett mas, alacsony- illetve magas csontsliriséggel jaro
csontbetegségek esetében is demonstraltdk mar az uj-generacidés szekvenalas
alkalmazhatosagat [184], 6sszesen 34 gént vizsgalva egyidejlileg. Az Amerikai Orvosi
Genetikusok Kollégiumanak (ACMG) ajanlasa szerint torekedni kell az olyan
vizsgalatok végzésére, mely csak olyan géneket tartalmaz, amik kapcsolata az adott
betegséggel jol ismert és egyértelmii. Emellett a lehetdségekhez mérten ugy kell
megtervezni a genetikai teszteket, hogy varhatéan a lehetd legkevesebb szamu
bizonytalan hatdsu varidns keletkezzen, melyek interpretaldsa nem konnyii, tovabbé a
beteg szamara csak tovabbi vizsgalatokat és bizonytalansagot eredményezhet [182].
A vizsgalt gének szamanak bdvitése noveli a bizonytalan eredmény valdszinliségét,
mely csokkentheti egy teszt klinikai hasznossagat is.

Mindezeket figyelembevéve dontottiink négy olyan gén vizsgalata mellett, mely
molekuldris genetikai teszt segitségével a klinikailag osteogenesis imperfectaval
diagnosztizalt betegek varhatoan tobb, mint 90%-anak tudunk biztos eredményt adni.
Amennyiben a teszt nem tudja megerdsiteni az Ol diagnozisat, felvetddik a
nagyméretli genomi atrendezddések vizsgalatanak lehetdésége, MLPA modszerrel. Az
ilyen nagy deléciok és duplikaciok el6fordulasa ritka, 1-2% koriili [185]. Amennyiben
se biokémiai, se genetikai vizsgalat nem tudja aldtdmasztani a dominansan 6rokl6do
osteogenesis imperfecta diagndzisat, akkor felmeriil a lehetdsége annak, hogy a
paciens valamilyen mar genetikai betegségben szenved, mely részben hasonld
fenotipus létrehozasara képes. Jelenleg kozel tiz olyan klinikai képet ismeriink, melyet
szamitasba kell venni az OI differencial diagnozisanal (Osteomalacia, Bruck
szindroma, Osteoporosis-pseudoglioma szindroma, Cole-Carpenter szindroma stb.).

Ha a rontgenfelvételek egyértelmiien igazoljak az osteogenesis imperfecta meglétét,
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negativ genetikai teszt mellett, akkor felmeriil a ritka, recessziv o6roklédési OI
lehetdsége. Ennek tesztelésére egy szélesebb korli génpanel alkalmazasaval van
lehetdség.

A tanulmanyok szerint a gyermekbdntalmazas gyants esetek minddssze 5%-anal
igazolodik a csontok betegsége [186]. Ha ezt Osszevetjiikk azzal, hogy a valds OI-s
esetek 90%-anal igazolddik az egyes tipusu kollagén valamely lancanak hibaja, a
recessziv forméak pedig egyértelmii rontgeneltérést mutatnak, akkor a maradék
kockazata annak, hogy egy gyermek osteogenesis imperfectdban szenved,
megkozelitdleg 0,5%.

Az altalunk valasztott mddszerrel 23 kiilonb6zd varianst azonositottunk a vizsgalt 4
génben. Ezek koziil harom, eddig még nem ismert mutécidt is azonositottunk (egyet a
COL1AL és kettét a COL1A2 génben), melyek a publikalast kovetden bekeriiltek a
Collagene adatbdzisaba is. A domindns Oroklddésmenetnek megfelelden ezek
mindegyike heterozigdta volt. A HaloPlex konyvtarkészitési technika egy némileg
Osszetettebb metodikdnak bizonyult, nagyobb DNS igénnyel (225 ng). A koltsége
allando, a szekvencia elfogashoz sziikséges egyedi probakat mindig az adott reagens
készlet tartalmazza, nem sziikséges azt eldre, nagyobb mennyiségben beszerezni. Az
atfedd0 probak alkalmazdsa miatt a lefedettségben nagyobb kiilonbségek is
eléfordulhatnak (hasonléan az AmpliSeq technologiahoz, ahol a fragmensek
kiilonboz6 amplifikalhatosdga okozhatja ezt). Az olyan régidkban, amikkel tobb proba
is atfed ott a lefedettség magasabb lesz, mig a kevesebb probaval kifogott részt
alacsonyabb szamu leolvasast fog generalni. Emiatt a szekvendlasi futast ugy kell
megtervezni, hogy a kevesebb probaval lefedett teriiletekrdl is elégséges szamu
szekvencia keletkezzen. Figyelembe kell venni azt is, hogy a konyvtarkészités soran
alkalmazott restrikcidos enzimkeverékkel torténé DNS emésztés miatt olyan
fragmenseket is ki fogunk halaszni az atfedé probakkal, melyeknek akar nagyobb
része is kivil esik a szdmunkra érdekes genomi terliletekt6l. Ennek az a
kovetkezménye, hogy a sziikségesnél nagyobb méretli régioét fogunk szekvendlni,

amivel szintén kalkulalni kell a vizsgdlat tervezése soran (22. ébra).
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22. abra: A COL1A1 génhez illeszkedd leolvasasok vizualizalasa az IGV
programmal. Az dbra also felén lathatdak zold szinnel jeldlve a HaloPlex probak,
melyek 0sszessége adja ki az analizalhato régidkat. Ezek nem korlatozddnak a
kodold exonokra, tobb intront is magukban foglalnak, ezzel ndvelve az elégséges
lefedettséghez sziikséges leolvasasok szamat. A szekvencidk mennyisége és ezaltal a

lefedettség valtozasa koveti az adott teriiletre esd, egymassal atfedé probak szamat.

A COL1A1 c.189C > A eltérés az I-es tipusu kollagén a-1 lanc szintézisének a korai
sclerdja, de trauma nélkiili torések nem érték. A vizsgalat gyermek a madsodik
¢életévéig harom torést szenvedett el: tibia, femur és humerus torése volt, csokkent,
0.390 BMD (L2-L4, g/cm®) érték mellett. A c.811-es pozicio a COL1A2 gén 17.
exonjaban egy ismert lokalizacidja a patogén hatasu mutacidknak, azonban az altalunk
talalt G>T szubsztitacidt korabban még nem azonositottdk. A baziscsere egy glicin
aminosav cseréjét okozza ciszteinre, melyek kémiai tulajdonsagai szignifikdnsan
eltérnek egymastol. A cisztein diszulfid hidak kialakitasara képes, mely jelentds
térszerkezeti valtozast okozhat a fehérjében, ahogy azt a predikcios szoftverek is
egyontetiien jelezték. Emellett a szegregacids vizsgalat soran is mutacio karos hatasat

megerdsitd eredmény sziiletett: a csalad tlineteket mutatd tagjai (édesanya és a
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fiatalabb lanya) mind hordozoi voltak ennek az eltérésnek. A ¢.2072A > G mutacio6 a
COL1A2 gén 31. exonjaban talalhat6 és szintén egy glicin aminosav valtozéasat okozza
aszparaginsavra. Az aminosavcsere soran egy apolaros tulajdonsagi aminosavat valt
le egy polaros, negativan toltott aminosav. A fehérjeszerkezet-funkcio predikciot
végzi algoritmusok szerint a valtozas karos hatdssal van az a-2 lancra. A csaladi
anamnézisben nem szerepel osteogenesis imperfectdra utalo tiinet, igy felmeriil a
mutacido de novo létrejotte. A vizsgéalat betegnek harom torése volt (koponya,
kulcscsont és combnyak), illetve hallasvesztés is megfigyelhetd volt nala. Sajnos a
csalad vizsgalatara nem volt lehetdségiink, igy a talalt eltérést bizonytalan hatastiként
értékeltiik.

Két ritka, misszensz varianst taladltunk a vizsgalt betegekben. Ezek a COL1Al
(c.4313C > G) és a CRTAP génben (¢.655G > A) voltak talalhatoak és a fehérjében
bekovetkezd aminosavceserével jarnak egylitt. Az esetleges patogenitasukrdl nincs
irodalmi adat, rdaddsul beteganyagunkban mas, biztosan karos hatdsi mutaciokkal
fordulnak egyiittesen elé (a négyes €s a hatos betegben), igy ezeket valdszintileg

benignus génvaltozatként kategorizaltuk.

Annak ellenére, hogy a Wilson-kor diagnosztikdjat egy nemzetkdzi score rendszer
segiti, a biztos diagnozis felallitdsa sok esetben még mindig kihivéasokkal teli. A
tiinetek széles skalan jelenhetnek meg, és a klinikai tesztek jellemzden csak alacsony
szenzitivitassal és specificitassal képesek felismerni a betegséget. A genetikai
vizsgdlat 6nmagaban képes bizonyossagot adni a diagnozist illetden, azonban az
ATP7B génben sokféle mutaciok fordulhatnak elé, a gén gyakorlatilag barmely
pontjan. Egy klinikailag diagnosztizalt beteg csaladtagjainak vizsgalata kozben is
felmeriilhetnek nehézségek, eléfordul, hogy a mutaciét heterozigota forméaban
hordoz6 péciensek is abnormalis rézanyagcsere értékeket mutatnak. Az ilyen
paciensek szoros kovetése, ismételt vizsgéalata €s a diagnozis koriili bizonytalansag
foloslegesen stresszeli és hozza kényelmetlen helyzetbe Oket. Az index beteg
genetikai vizsgalata és a koroki mutiacidk azonositidsa megoldést jelent erre a
problémara.

Hagyoményos metodikaval, az ATP7B gén 0sszes kodold exonjanak PCR

crer

amplifikacigjat kovetd bidirekciondlis Sanger-szekvendlassal a kozelmultban
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vizsgaltak meg egy nagyobb beteganyagot [133]. Munkacsoportunk elséként irta le az
ATP7B gén 0j-generacids szekvenalds altali meghatarozasat, Wilson-koros betegek
esetében. Mivel a karos mutacidk a gén kddold szakaszaiban barhol eléfordulhatnak,
ezért a klasszikus Sanger-szekvenalassal torténd genotipus meghatarozas koltséges €s
idéigényes lehet. Vizsgalatunk egyértelmiien demonstralja az 1j-generacids
szekvenalas eldnyeit. Az alkalmazott multiplex PCR alapu megkdzelités nagy
Az amplifikacié valtozatos GC tartalmi amplikonok esetében is robosztusan
miikddott, mikozben mindossze 20 ng DNS-re volt sziikség a vizsgalat elkezdéséhez.
Maga a templat preparalési és szekvenalasi technika roppant gyors, néhany o6ra alatt
képes az elemzésre kész szekvencidk eldallitdsara, mely adott esetben kozvetlen
klinikai haszonnal jarhat. Akut majelégtelenség esetén a Wilson-kor biztos diagnozis
lehetové teszi a slirgdsségi majtranszplantaciot is, mely életmentd lehet. A technika
koltségigénye a modszer beallitdsanal egy egyszeri, nagyobb anyagi raforditassal jar,
melyet a multiplex primerek gyart6 altal elkészitett keveréke tesz ki.

A vizsgalt betegek mindegyikében sikeriilt a compound heterozigdta genotipusokat
megallapitani, mely a Wilson-kor leggyakoribb genetikai oka, rovid atfutasi idovel. A
hazai népesség korében leggyakrabban a p.His1069GIn mutacié fordul eld, hasonldan
mas Kozép- és Kelet-Eurdpai orszagokhoz [158]. Eredményeink &sszehangban
vannak ezzel, a hat vizsgalt esetbdl négy esetben a p.His1069GIn eltérés volt a betegek
egyik muticioja. Erdekes moédon p.His1069GIn homozigéta mutaciot egyik betegben
sem talaltunk.

Ismert, hogy a homozigota eltérést hordozo betegek fenotipusa neurologiai tiinetekkel
jar egyiitt, ez a mi beteganyagunkra csak két esetben volt jellemzd. A ritkdbban
eléforduldé mutaciokhoz azok ritka volta miatt eziddig nagyon kevés esetben sikertilt
egyértelmil fenotipusos megjelenést kapcsolni.

Az azonositott mutaciok az Atp7b fehérje valtozatos doménjeiben taldlhatoak: az
irodalomban eddig nem ismert p.Alal270lIle eltérés a 18. exonban kodolt és a fehérje
flexibilitasaért felelos Osszekotd régidban talalhatd. A tovabbi, korabban mar leirt
mutaciok érintik a hatos €és hetes transzmembran domént, az ATP-kotd helyet, és
annak Osszekotd részét is. Az altalunk is megtalalt p.Alal063Val mutacié klinikai

hatasa kissé vitatott az irodalomban. A p.Alal063Val mutaciot hordozo beteget mar a
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genetikai teszt eredménye el6tt Wilson-korosként diagnosztizaltak. Az eltérést a
Wilson-kor specifikus adatbazisban polimorfizmusként kategorizaltak, annak
ellenére, hogy csak egy publikacié irja le annak [187]. A mutacié bdséges
irodalommal rendelkezik, a ClinVar adatbazisaban pedig valosziniileg patogén
besorolasti. Az Gjabb publikaciok [188] szintén koroki génhibaként tartjak szamon,
igy mi is eszerint osztalyoztuk.

Egy korabbi kdzleményben negyven, Wilson-kérban szenvedd betegben vizsgaltak
Sanger-szekvenalassal a prion fehérje genomi szekvencigjat [189]. Mutaciét nem
talaltak a PRNP génben, a ¢.385A>G polimorfizmus genotipusanak eloszlasa pedig
nem kiilonb6zott a kontroll populacidhoz képest. Egy nem szignifikéns trend volt
azonban megfigyelhetd, mely szerint a homozigéta, metionint koédold genotipus
gyakrabban volt megfigyelhetd a betegek kozt. A szérum réz ¢és coruloplazmin
szintjében, illetve a 24 6ras réziiritésben nem volt kiilonbség a homo- és heterozigota
paciensek kozt. Szignifikansan tobb volt a sulyos neuroldgiai tiinet is a homozigotak
kozt, erds tremor szinte kizardlag koztiik fordult eld. Mindezen adatok Osszessége
alapjan elmondhatjuk, hogy a Wilson-kér patomechanizmusdban nem vesz részt a
PRNP gén polimorfizmusa, azonban a homozigdta genotipus egy neurologiai
rizik6faktornak bizonyult, tobb neurodegenerativ betegség esetében is.

A prion fehérje 129-edik kodonjanak polimorfizmusat megvizsgalva nem talaltunk

ritka, homozgiota varianst. A betegekben heterozigota genotipus fordult csak eld.
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6. KOVETKEZTETESEK

A minél pontosabb genetikai diagnézis felallitaisa mind a csont-, mind az
anyagcserebetegségek esetében fontos. Lehet kozvetlen terapias kovetkezménye is, de
szerepet kaphat a csaladtervezés és a genetikai tandcsadas soran is. Olyan esetekben,
amikor tlinetmentes sziiloknek sziiletik beteg gyermeke és a betegség dominansan ¢és
recessziven is oroklddhet, kiemelt jelentdségli annak tisztazasa, hogy a gyermek
fenotipusdnak hatterében egy 0j, de novo mutécié all, vagy pedig a sziilok egészséges
hordozok és compound heterozigdta allapot all fent a betegben.
Anyagcserebetegségek esetében a gyogyszeres kezelés idében valé megkezdése és a
megfeleld terapia valasztasa dontden befolyasolhatja a betegség progressziojat.
Atfedd fenotipusu korképek esetében a gyors, pontos genetikai vizsgalat adhat
segitséget a biztos diagnozis feldllitasaban.

A laboratériumi technolégia és az informatika robbandsszerli fejlddésének
eredményeként a korabban roppant Osszegeket felemésztd genetikai vizsgalatok a
kezdeti koltségek toredékéért elvégezhetoek, nagysagrenddel kevesebb ido alatt.
Vizsgalataink soran célkitlizésiink az volt, hogy megvizsgaljuk az 0j-generacios
szekvenalds alkalmazhatosagat, ritka csont- és anyagcserebetegségek klinikai
diagnosztikaja soran.

Eredményeink alapjan mind a szekvencia elfogason, mind a multiplex PCR technikéan
alapulé DNS konyvtar készitési technika egy robusztus, nagy hatékonysagti mddszer.
Koltségigénye 0Osszevethetd, azonban a multiplex PCR-hez sziikséges nagyobb
mennyiségli primer beszerzése a vizsgalatok kezdetekor egy nagyobb befektetést
jelent. Késobb azonban ez mar nem noveli a tesztek koltségigényét. A HaloPlex
technoldgia esetében a probak koltsége egyenletesen oszlik el, minden kithez meg kell
venni a sziikséges mennyiséget.

A kiilonbozd megkozelitésekbdl adodo jelentds kiilonbség az egyes DNS konyvtarak
szekvenalasi igénye. Mivel az atfedé HaloPlex probak altal elfogott DNS fragmensek
jelentésen tulnyulnak a célzott, kodold régidkon, ezért a sziikséges minimalis
leolvasdsok szdma jelentdésen nagyobb is lehet. Az atfedé probakbol adododan, egy

talalt varidns tobb DNS fragmensrdl is eredhet, ami csokkenti a fals pozitivitas
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valdszinliségét. A szekvencia elfogéds egy kicsit Osszetettebb laboratoriumi eljaras,
ami nagyobb gyakorlatot igényel.

A multiplex PCR-t hasznalo6 megkozelités esetében csak a célzott régiok keriilnek
amplifikalasra és ezaltal vizsgalatra is, emiatt konnyebb megtervezni egy szekvenalasi
futast. A mddszer hatranya, hogy ahogy né az amplikonok szdma, egyrészt gy n6 a
kezdeti primer igény is, masrészt pedig egyre nagyobb eséllyel né meg az amplikonok
kiegyensulyozatlansaganak az esélye. Ez azt eredményezheti, hogy egyes
fragmensekrdl sziikségteleniil sok leolvasas keletkezik, mig mas amplikonokrol
elégtelen mennyiségli szekvencia adatot kapunk.

Az osteogensis imperfecta betegség vizsgalata soran szandékosan nem céloztuk meg
az 0sszes olyan gént, amirdl ismert, hogy Osszefiigg a betegséggel. Arra torekedtiink,
hogy a betegség tobb, mint 90%-at okoz6 gének mutaciot képesek legyiink kimutatni,
mely a vizsgélat hat eset mindegyikében sikeriilt. A HaloPlex szekvencia elfogas nagy
hatékonysaggal dusitotta fel a valasztott genomi teriileteket és megbizhaténak
bizonyult a varidnsinformaciok teriiletén 1is. A taldlt mutécidk kiilonbozd
tulajdonsagai alapjan arra kovetkeztethetiink, az irodalmi adatokkal 6sszhangban,
hogy az osteogenesis imperfectat elsésorban az I-es tipusu kollagén a-lancait kodolo
COL1A1 és COL1A2 gének egyikének mutacidja okozza. A mutaciok jellemzden a
fehérje szerkezetét befolyasoljak, legtobbszor az aminosavak kicserélodéseét okozva.
Eléfordulhatnak nonszensz, a fehérjeszintézis korai terminacidjat okozé mutaciok,
illetve karosodhat az exon-intron splicing folyamata is. Deléciot mi nem talaltunk a
vizsgalatunk soran, a Collagene adatbazis szerint a génhibdk 16,9%-at adjak a
leolvasasi-kereteltolodasat okozo delécidk. Mutacios hotspot nem volt megfigyelhetd,
szintén az irodalomnak megfeleléen, a muticidk valtozatos régiokban lokalizalodtak.
A vizsgalt gének nagyszdmu kodold exonbdl dllnak (6sszesen 126), melyek vizsgélata
hagyomanyos Sanger-szekvenalassal igen hosszadalmas és koltséges folyamat lenne,
elésziird modszer alkalmazasaval pedig mindig fennall a fals negativitas esélye, az
eldszOrli modszerek alacsonyabb analitikai mutatdik miatt.

A Wilson-kor vizsgalatanal multiplex PCR alap, AmpliSeq technikat alkalmaztunk.
A DNS konyvtar elkészitése kismértékben egyszeriibb a HaloPlex technikdhoz képest,
de hasonléan megbizhatonak bizonyult. A vizsgalat betegek mindegyikében sikeriilt

a Wilson-kort okozo compound heterozigota genotipus diagnosztizalasa. A betegség
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tiineteként kialakuld akut méjelégtelenséget elfogadjak a nemzetkozi szervezetek is a
siirg6sségi majtranszplantacio indikacidjaként, ehhez azonban gyors diagndzisra van
sziikség, melyet az Uj-generacids szekvenalas képes biztositani. A talalt mutacidk az
Atp7b fehérje kiilonb6zé doménjeiben okoznak karos valtozast, mutacids hotspot
ebben a betegségben sem igazolddott, az irodalmi adatokkal 6sszhangban.

Az lon Torrent félvezetd-alapu 1Uj-generacids szekvenaldsi technika alkalmasnak
bizonyult valtozatos molekularis szerkezetli szubsztitucidk ¢€s inzerciok-delécidk
azonositasara is. A késziilék kis helyigény, kiilonleges infrastrukturara sincs sziikség
az lizemeltetéséhez. A szekvenalasi futds elokészitése megkozelitdleg két és fél orat
vesz igénybe, majd maga szekvenalds hasonlo ideig tart. A platformspecifikus
bioinformatikai algoritmusgytlijteményhez illesztett grafikus feliilet konnyen
kezelheté és jol testreszabhatd. A varianshivas teljesen paraméterezhetd, ehhez
azonban a platform mélyrehatd ismeretére van sziikség. A legjabb szekvenalasi
kémia, illetve szoftverek péarositdsaval a homopolimer hibdk szinte teljesen
kikiiszobolhetdek, egyediil a homopolimer szekvencidk taldlkozdsa problémads, ha a
homopolimer szakaszok egyenként is tobb, mint hat nukleotid hosszusaguak (példaul:
AAAAAAATTTTTTT), ilyen régiok azonban ritkdn fordulnak elé6 a kodold
genomban.

Osszességében az 0j-generacids szekvendlas kordbban a klinikumban nem elérhetd
vizsgalatokat tett lehetdvé, mikdzben a megbizhatosdga Osszevetheté maradt a

hagyomanyos, Sanger-szekvenalaséval.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az osteogenesis imperfecta (OI) egy orokletes, kotészoveti megbetegedés, valtozatos
fenotipusos megjelenéssel. A betegség elsddleges oka az I-es tipusu kollagént kodolo két
gén (COL1A1 és COL1A2) egyikének a hibdja, mely az esetek kozel 90%-anal all a
szimptomak hatterében.

Az elsé leirojarol Wilson-kornak elnevezett anyagcserebetegséget a majsejtekben
kifejez0do réz transzporter ATPaz 2-t kodolo, ATP7B génnek a defektusa okozza. Ennek
kovetkeztében a réz felhalmozodast mutat a majsejtekben, késobb a réz a keringésbe jut
¢s mas szervekben akumulalédik.

Vizsgalatunk célja egy 1Uj-generdcios szekvenalason alapuld géndiagnosztikai panel
kidolgozasa volt, mely egy idoben képes tobb gén teljes kodold szakaszait vizsgalni az
osteogenesis imperfectdban szenvedd betegek esetében, illetve képes a Wilson-kor
tiineteiért felelés ATP7B gén hibajat a gén teljes transzlalodo részén kimutatni. A két
vizsgalatra két kiilonboz6 technikat valasztottunk: az OI génpanelt szekvencia elfogason
alapulé Agilent HaloPlex mddszerrel, mig az ATP7B gént multiplex PCR-t felhasznalo
AmpliSeq metodikaval terveztilk feldisitani a DNS konyvtar készitése soran. A
szekvenalast Ion Torrent PGM késziiléken végeztiik.

Vizsgalatunkhoz hat, osteogenesis imperfectaban szenvedd pacienstdl és hat, klinikailag
Wilson-kor tiineteit mutatd betegtdl gyiijtottiink be periférialis vérmintakat.

Ol-s betegeink esetében Osszesen 23 kiilonb6z6 varianst azonositottunk a mintdkban. A
multiplex PCR technikat hasznal6 AmpliSeq konyvtarkészités soran betegenként 8-13
kozott valtozott az azonositott variansok szama.

Az Ol-s beteganyagban harom uj genetikai variaciot azonositottunk. Két betegiinkben
korabban mar az irodalomban leirt heterozigdta, patogén mutaciokat talaltunk.
Osszesen kilenc, betegséget okozod muticiét taldltunk a Wilson-koros tiineteket
mutatd betegekben. A leggyakrabban az ATP7B p.His1069GIn eltérés fordult eld,
heterozigota forméaban, négy betegben.

A mutaciok mindegyikét sikeresen erdsitettik meg bidirekcionalis Sanger-
szekvenaléssal is, az 0j-generdcids szekvenalds variansai kozt nem volt fals pozitiv

talalat.
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8. SUMMARY

Osteogenesis imperfecta (Ol) is a hereditary connective tissue disease with diverse
phenotypic appearance. The primary cause of the disease is a defect in one of the two
genes encoding type I collagen (COL1A1 and COL1A2), which is responsible for nearly
90% of the symptoms.

A metabolic disorder called Wilson's disease from its first descriptor is caused by a defect
in the ATP7B gene encoding copper transporter ATPase 2, which is expressed in liver
cells. As a result, copper shows an accumulation in the liver cells, later the copper enters
the circulation and accumulates in other organs.

The aim of our study was to develop a gene diagnostic panel based on next-generation
sequencing, which can simultaneously examine the complete coding regions of several
genes in patients with osteogenesis imperfecta and detect the defect of the ATP7B gene
responsible for Wilson's disease in the entire translated part. Two different techniques
were selected for the two assays: the Ol gene panel was sequenced by Agilent HaloPlex,
and the ATP7B gene was designed to be amplified by AmpliSeq using multiplex PCR to
construct the DNA library. Sequencing was performed on an lon Torrent PGM.

For our study, peripheral blood samples were collected from six patients with
osteogenesis imperfecta and six patients with clinical signs of Wilson's disease.

A total of 23 different variants were identified in our patients with Ol. The number of
identified variants varied from 8 to 13 per patient during AmpliSeq library construction
using multiplex PCR.

Three new genetic variants were identified in the Ol patient material. Two of our patients
have previously found heterozygous pathogenic mutations described in the literature. A
total of nine disease-causing mutations were found in patients with Wilson's disease
symptoms. Most frequently, heterozygous ATP7B p.His1069GIn alteration occurred in
four patients.

All mutations were successfully confirmed by bidirectional Sanger sequencing, and there
was no false positive variant from the next-generation sequencing data.

Our results have shown that NGS technology may provide a comprehensive high capacity
tool for the diagnosis of diseases caused by multiple genetic variants in a routine clinical

setup.
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