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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

aCGH: Array komparativ genomialis
hibridizacio

ADHD: Figyelemhianyos hiperaktivitas-
Zavar

ADNFLE: Autoszomalis dominans
nocturnalis frontalis lebeny epilepszia

ADPEAF: Autoszomalis dominans
parcialis epilepszia auditoros tlinetekkel

AED: Antiepilepszias szer
APOE: Apolipoprotein E
ARF6: ADP-Ribosylation Factor 6

ARX: Aristaless-related homeobox, X-
linked

ASD: Pitvari szeptum defektus

ASPM: Abnormal spindle-like,
microcephaly-associated

BFNE: Benignus familiaris neonatalis
epilepszia

BFPP: Bilateralis frontoparietalis
polymicrogyria

BP1-5: Toréspont 1-5

CACNAL1H: Calcium channel, voltage-
dependent, T type, alpha-1H subunit

CAE: Gyermekkori absence epilepszia

CDKLS5: Cyclin-dependent kinase-like 5

CGH: Komparativ genomialis hibridizécio

CHD: Velesziiletett szivbetegség
CHR: Kromoszéma

CHRNAA4: Cholinergic receptor, neuronal
nicotinic, alpha polypeptide 4

CHRNATY: Cholinergic receptor, neuronal
nicotinic, alpha polypeptide 7

CLCN2: Chloride channel 2

CNV: Kopiaszam variacio

CVD: Kardiovaszkularis megbetegedés
Cy3: Cyanin3

Cy5: Cyanin5

CYFIP1: Cytoplasmic FMRP-interacting
protein 1

DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole
DCX: Doublecortin
DNS: Dezoxiribonukleinsav

DSGM: Dévény Specialis manualis
technika - Gimnasztika Modszer

EDTA: Etil-diamin-tetraecetsav
EEG: Elektroenkefalografia

EFMR: Epilepszia és mentalis retardacio
kizarolag lanyokban

EHMTL1: Euchromatic histone-lysine N-
methyltransferase 1

EIEE: Burst-supression mintaval jar6 kora
gyermekkori epilepszids encephalopétia

FIME: Familiaris infantilis myoclonusos
epilepszia

FISH: Fluoreszcens in situ hibridizacio
FLNA: Filamin A
FS: Fokalis gorcs

GABA: Gamma-aminobutyric acid



GABRA1: Gamma-aminobutiric acid
receptor, alpha-1

GABRAASG: Gamma-aminobutiric acid
receptor, alpha-5

GABRB3: Gamma-aminobutiric acid
receptor, beta-3

GABRD: Gamma-aminobutiric acid
receptor, delta

GABRG2: Gamma-aminobutiric acid
receptor, gamma-2

GABRG3: Gamma-aminobutiric acid
receptor, gamma-3

GBS: Group B streptococcus

GEFS+: Generalizalt epilepszia plusz
lazgores

GERD: Gastroesophagealis reflux
betegség

GLUT1: Glucose transporter 1
GPR56: G-protein coupled receptor 56
GTP: Guanosine-5'-triphosphate
HLA: Human leukocita antigén

HPLC: Nagy teljesitményii
folyadékkromatografia

IGE: Idiopatias generalizalt epilepszia

IGF1R: Insulin-like growth factor 1
receptor

ILAE: International League Against
Epilepsy

IS: Infantilis spazmus

IUGR: Méhen beliili novekedés-
visszamaradas

KCNQ2: Potassium channel, voltage-
gated, KQT-like subfamily, member 2

KCNQ3: Potassium channel, voltage-
gated, KQT-like subfamily, member 3

KLF13: Kruppel-like transcription factor
13

LGI1: Leucine-rich, glioma inactivated 1
LIS-1: Lissencephaly-1

MAE: Myoclonusos-atonusos epilepszia
MAGELZ2: MAGE-like 2

MBD5: Methyl-CpG binding domain
protein 5

MCPH: Autoszomalis recessziv primér
mikrokefalia

MCSZ: Mikrokefalia, gorcsok és
fejlodésbeli késés

MECP2: Methyl-CpG-binding protein 2
MHC: Major histocompatibility complex
MKRN3: Makorin 3

MLL3: Myeloid/Lymphoid or mixed-
lineage leukemia protein 3

MMR oltas: Morbilli-mumps-rubeola
oltas

MRI: Magnesesrezonancia-képalkotas
NDN: Necdin
NGS: Uj-generacios szekvenalas

NIPAZL: Nonimprinted gene in Prader-
Willi syndrome/Angelman syndrome
chromosome region 1

NIPA2: Nonimprinted gene in Prader-
Willi syndrome/Angelman syndrome
chromosome region 2



NR113: Nuclear receptor subfamily 1,
group |, member 3

OTUD7A: OTU domain-containing
protein 7A

PAF-AH: Platelet-activating factor
acetylhydrolase

PBS: Foszfatpuffer-oldat
PC: Percentilis
PCDH19: Protocadherin 19

PCSKG6: Proprotein convertase
subtilisin/kexin type 6

PH: Periventrikularis heterotopia
PMGYA: Aszimmetrikus polymicrogyria

PML.: Progressziv multifokalis
leukoencephalopatia

PNKP: Polynucleotide kinase 3'-
phosphatase

PWACR: Prader-Willi
szindroma/Angelman szindroéma kritikus
régio

PWS/AS: Prader-Willi
szindroma/Angelman szindréma
PWSCR: Prader-Willi szindroma kritikus
régid

SCN1A: Sodium channel, neuronal type 1
alpha subunit

SCN1B: Sodium channel, neuronal type 1
beta subunit

SCNZ2A: Sodium channel, voltage-gated,
type 2 alpha subunit

SCNB3A: Sodium channel, voltage-gated,
type 3 alpha subunit

SCNO9A: Sodium channel, voltage-gated,
type 9 alpha subunit

SD: Standard deviacio
SELS, VIMP: Selenoprotein S

SIN3: SIN3 transcription regulator family
member A

SMARCB1: SWI/SNF related, matrix
associated, actin dependent regulator of
chromatin, subfamily B, member 1

SNP: Egypontos nukleotid polimorfizmus

SNRPA1: Small nuclear ribonucleoprotein
polypeptide Al

SNRPN: Small nuclear ribonucleoprotein
polypeptide N

STR: Rovid tandem ismétlodés
STXBP1: Syntaxin-binding protein 1

TBC: Tre-2/Bub2/Cdc16 domain-
containing proteins

TBC1D24: TBC1 domain family, member
24

TLE: Temporalis lebeny epilepszia
TUBALA: Tubulin, alpha-1A
TUBB2B: Tubulin, beta-2B

TUBGCP5: Tubulin complex-associated
protein 5

UBE3A: Ubiquitin Protein Ligase E3A
UPD: Uniparentalis diszomia

VSD: Kamrai szeptum defektus



2. BEVEZETO

2.1 Az epilepszia torténelmi hattere

Az epilepszia megjelenése mar a Kr.e. 1600-1700-as években felkeltette az orvoslassal
foglalkozd emberek érdeklodését. A legelsd, egyiptomi és kinai irdsos bizonyitékok a
jellegzetes korkép alapjan az epilepsziat még természetfeletti jelenségként tiintették fel [1, 2].
Az orvostudomany fejlodésével, a tapasztalatok gyijtésével a Kr.e. 440-es évekre
Hippokratész arra a kovetkeztetése jutott, hogy az epilepszia ,,nem szent betegség (nem
Morbus Sacer)”, hanem az agy betegsége. A magyar kdzépkorra szamos elnevezése alakult ki
a betegségnek, melyek kozott szerepelt a nyavalya, a frasz és az eskor is. A betegséghattér
ismeretének hidnya és a specifikus korkép altal az emberiségben kialakult félelem kiilonboz6
elméletek megsziiletéséhez vezetett, melyek legtobbje tulvilagi eredetet feltételezett. A vélt
eredet kovetkeztében a betegség kezdetleges terapidja a talvildgi hatalmakkal vald
kapcsolatfelvétel révén valosult meg. 1494-ben a Malleus Maleficarum (a boszorkanyiildozés
kézikonyve) az epilepszias rohamot a boszorkanyok jellemzdjeként irta le, ami az epilepszias
ndk iildoztetéséhez, kinzdsdhoz és kivégzéséhez vezetett, melynek eredményeként ebben az

idGszakban tobb, mint 200.000 beteg nd vesztette életét [3].

Pér szaz évvel késdbb az epilepszia hatterének tanulmanyozasa robbanasszerii fejlddésnek
indult. Fiziologiai kisérletek és értelmezések sora keriilt leirasra, melyek koziil az egyik
legemlitésreméltobb Galvani  1791-es békakisérlete, ami egyben a bioelektromos
kommunikécid bizonyitéka is. A XIX. szazad angol neurologiai iskoldja Jackson, Reynold és
Gowers hozzajarulasaval megteremtette az epilepszia-kutatds modern érajat. Sajat és elddeik
tapasztalatain alapulva leirtdk, hogy a betegség érintheti a motoriumot, tudatot, szenzoériumot
¢s a viselkedést is. ,,Az epilepszids roham oka az idegrendszerbdl eredd epizodikus
elektromos kisiilés, mely az izmokra terjed. Az epilepszias rohamok tiinetei fliggenek az agyi
elektromos zavar helyétdl.” A szdmos bizonyiték az agy fokozott ingerlékenységére a terapias
vonatkozds megvaltozasahoz vezetett, ami a gyogyszeres kezelés iranyaba fordult. Az els6
antiepileptikum, a bromid alkalmazasara 1857-ben keriilt sor [4]. 1912-t61 a bromidkezelésnél
lényegesen kevesebb mellékhatassal rendelkezd phenorabital terapia kertlt eldtérbe, mely a
mai napig is, bizonyos indikaciok esetén alkalmazott antiepileptikum. A gydgyszeres terapia
hatékonysaganak megnovelése érdekében szamos 0j antiepileptikum alkalmazasara sor kertilt,
koztik 1939-ben a phenytoinéra, 1953-ban a carbamazepinére, valamint 1963-ban a

valproatéra [5]. Az epilepszia terapidja szempontjabol a carbamazepine és valproat kezelés



bizonyult a leginkabb hatékonynak, azonban a gyogyszerkutatas folyamatos fejlédése, és
egyeb terdpias szerek célmolekuldinak felfedezése ijabb és Ujabb antiepileptikus szerek

alkalmazasahoz vezethet.

Az epilepszia és a kozponti idegrendszer kapcsolatanak egyik meghataroz6 fordulopontja
Sommer 1880-as vizsgalata, mely soran egy epilepszias betegben hippocampalis sclerosis-t irt
le. Sommer taldlata az epilepszias betegek agyanak vizsgalatara helyezte a hangstlyt, melyhez
nagy segitséget nyujtott az 1924-ben egy német fiziologus-pszichidter, Hans Berger altal
regisztralt elsé human elektroenkefalogram (EEG). Kozel 10 év elteltével, 1934-ben Fisher és
Lowenback altal sikertilt az els6 epileptiform EEG kép demonstralasa, melyet Gibbs, Davis és
Lennox absence epilepszias mintazatanak leirasa kovetett 1935-ben [6]. Az EEG alkalmazasa
rohamos gyorsasaggal terjedt, és nélkiilozhetetlenné valt az epilepszia diagnosztizalasaban.
1936-ban megnyilt az els6 EEG laboratérium a Massachusetts General Hospital-ban. Az
1950-es években William Grey Walter az EEG topografia feltalalasaval lehetdvé tette az agy
feliiletének térképezését az elektromos aktivitds szempontjabol, azonban alkalmazéasa

napjainkban csak kisérleti koriilmények kozott elfogadott.

Napjaink diagnosztikai eszkoztdranak egyik meghataroz6 tagja a magnesesrezonancia-
képalkotas (MRI), melynek 1971-es felfedezése forradalmasitotta a kiilonb6z6 agyi 1ézidk
agyl strukturalis elvaltozasok és az epilepszia kozti Osszefiiggések alaposabb
tanulmanyozasara. Az MRI klinikai diagnosztikai értékének elismeréseként Paul Lauterbur-t

¢s Sir Peter Mansfield-et 2003-ban fiziologiai €s orvostudomanyi Nobel-dijban részesitették.

Az julé diagnosztikai eszkozok altal nyert tapasztalatok révén az epilepszia
megfogalmazéasa kiterjedt az agy funkciondlis és/vagy morfologiai rendellenességeire. A
kiilonb6z6 agyi teriiletek morfoldgiai érintettsége eldtérbe helyezte a miitéti beavatkozasok

alkalmazasat.

A tudomanyos szemlélet fejlédése vezetett az International League Against Epilepsy
(ILAE) 1909-es budapesti megalapitasahoz, ami az epileptologiat mar mint 6nallo diszciplinat

kezelte.

Az ILAE jelenlegi legfrissebb (2014. évi) definidlasa alapjan epilepszias betegnek

nyilvanithat6 azon személy, aki az alabbi kondiciok legalabb egyikének megfelel:

1. Tobb, mint 24 6ra alatt legalabb két nem provokalt (vagy reflex) rohamot mutat.



2. Egy nem provokalt (vagy reflex) rohamot mutat, €s esetében a 10 éven beliili ijabb
rohamok kialakulasi kockdzata megfelel a két nem provokalt rohamot kovetd
altalanos kockazatnak (legalabb 60%).

3. Esetében egy epilepszia szindroma diagnozisa all fenn.

Az epilepszia diagnodzisa aldl feloldando az a beteg, aki életkorfliggd epilepszia
szindromaban szenved, és a szindromara jellemzo életkort elhagyta, illetve az a személy, aki

az elmult 10 évben rohammentes Volt, az utolso 5 évben antiepileptikus kezelés nélkiil.

2.2 Az epilepszia demografiai megoszlasa

Vilagszerte az emberek kozel 1%-a szenved epilepszids megbetegedésben [9]. Az
epilepszias esetek megkozelitéleg 80%-at a fejlodé orszagok népessége teszi ki [10]. A
betegség kialakulasanak valdszinlisége a kor elérehaladtaval né [11, 12]. A fejlett vilag
orszagaiban az epilepszia kezdete az 0jsziilott, illetve korai gyermekkorra, mig a fejlédo vilag
orszagaiban a késoi gyerekkorra, vagy a korai felnéttkorra tehetd. A népesség 5-10%-aban 80
éves ¢életkor alatt kialakul egy nem provokalt epilepszias roham, mig egy tovabbi roham

kialakulasanak valdszintisége mar eléri a 40-50%-ot [13, 14].

2.3 Az epilepsziak csoportositisa

Az epilepszias rohamok széles spektruma révén osztalyozasuk tobb szempontbdl torténhet.
Az agyi érintettség szempontjabol megkiilonboztetiink fokalis, valamint generalizalt
rohamokat. A fokalis rohamok az agykéreg epilepszias gocaibol indulnak ki, és ennek
megfelelé motoros, €rzd, kognitiv, emocionalis €s dsszetett jelenségekkel jarnak. Generalizalt
rohamoknak nevezziik a kétoldali motoros jelenségekkel jaro epilepszias rohamokat, valamint
az absence rohamokat. Az epilepszids betegek megkozelitéleg 60%-a motoros rohamokkal
tarsulo epilepsziaban szenved. Ezen betegek 1/3-aban a rohamok generalizalt formaban
kezdddnek, érintve az agy mindkét hemiszférajat, mig 2/3-aban a betegség fokalis rohamok
megjelenésével kezdddik, mely csak az egyik agyi hemiszférat érinti. Az életkor
elorehaladtaval generalizalodd fokalis rohamokat bilateralis tonusos-clonusos rohamoknak
nevezziik. Az epilepszias betegek masik, 40%-ot kitevé csoportjat a nem motoros rohamokkal
rendelkez6 betegek teszik ki [15, 16].

A motoros aktivitast mutatd fokdlis és generalizalt rohamok leggyakrabban eléforduld
tipusai a tonusos, atonusos, clonusos, tonusos-clonusos, clonusos-tonusos-clonusos,
myoclonusos, myoclonusos-atonusos ¢és hypermotoros rohamok, valamint az epilepszias
spazmus [17]. (1. abra)
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. . Ismeretlen
Fokalis Generalizalt . N
kialakulas

Motoros Motoros Motoros
- Ténusos - Ténusos-clonusos - Ténusos-clonusos
- Aténusos - Ténusos - Ténusos
- Myoclonusos - Aténusos - Atébnusos
- Clonusos - Myoclonusos - Epilepszias spazmus
- Epilepszias spazmus - Myoclonusos-aténusos
- Hypermotoros - Clonusos Nem-motoros
- Clonusos-tonusos-clonusos
Nem-motoros - Epilepszias spazmus Tiszta Karosodott | Ismeretlen
- Szenzoros tudatallapot | tudatallapot | tudatallapot
- Kognitiv Absence
- Emocionalis - Tipusos
- Autoném - Atipusos Nem besorolt
- Myoclonusos
Tiszta Karosodott | Ismeretlen - Szemhéj myoclonia
tudatallapot | tudatallapot | tudatallapot

Bilateralis tonusos-clonusos
rohamma alakulo

1. dbra: Az epilepszias rohamok 2016. évi ILAE csoportositisa

Motoros aktivitast mutatd rohamtipusok:

Tonusos:
A ténusos roham soran az érintett testrész vagy végtag bizonyos helyzetben rogziil.
Rendszerint ¢éjszaka fordul elé és maximum 1 percig tart, mely altalaban tudatzavar

kialakulasaval is egyiitt jar.

Atonusos:
Az atonusos rohamok az izomaktivitds elvesztésével jar6 rohamok, melyek
id6tartama altalaban tobb mint 1 masodperc. A folyamat eredményeként az érintett

izomtonusa megsziinik, a beteg dsszeesik [18].

Clonusos:
A clonusos roham szabalytalan, tonusos szakasz nélkili aszimmetrikus

izomrangasok sorozata, mely tudatzavarral nem jar.

Tonusos-clonusos:

A toénusos-clonusos roham (mas néven grand mal roham) nem korlatozodik egy-egy
testrészre, hanem végigterjed az egész testen. Az Gsszes izom megfesziil (tdnusos
gorcs), az also és felsd végtagok teljesen nyujtott allapotban rogziilnek. A hirtelen izom-
Osszehizodas a tiidokbdl a levegdt hirtelen kipréseli, ami furcsa hanghatas formajaban
hallhat6. Masodpercekkel késobb az 6sszes izom rangasokba kezd (clonusos gorcs). A

roham soran a beteg elvesziti az eszméletét, osszeesik. A fokozott nyalelvalasztas miatt
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a beteg szaja habos, gyakran elharapja a nyelvét, olykor a vizeletét sem tudja tartani. A
1égzés megsziinése gyakran vezet a beteg elkékiiléséhez. A rangdgorcsok rovid ideig
tartanak, majd a test ellazul. Tovabbi percek elteltével a beteg lassan visszanyeri
eszméletét, de tudata még hosszu ideig kodos, homalyos lehet (posztiktalis szakasz),

vagy a beteg elalszik. A koztudatban a legismertebb epilepszias roham tipus [10, 19].

Clonusos-ténusos-clonusos:

A clonusos-tonusos-clonusos rohamokra jellemzé a mindkét oldali végtagokat
érintd egy, vagy tobb rangast kovetd, fentebb részletezett tonusos-clonusos rangas. A
kezdeti rangas legtobb esetben egy rovid idejii clonusos vagy myoclonusos aktivitas. A

juvenilis myoclonusos epilepsziak esetén a leginkabb eléforduld roham tipus.

Myoclonusos:

A myoclonusos rohamok hosszabb periddusokban ismétl6dé rohamok, melyek a
fels6 végtagok szimmetrikus, ritmusos rangasaval jarnak. Ez a rohamforma sokszor
terapiarezisztens, a betegek intelligenciaszintje rohamosan romlik. A roham naponta

akar tobb szdz alkalommal is bekovetkezhet, azonban a gorcsoket nem kiséri tudatzavar

[20].

Myoclonusos-atonusos:
A myoclonusos-atonusos rohamok a generalizalt rohamok kozé tartozé rohamok,

melyek esetén a myoclonusos rohamot atonusos roham koveti.

Hypermotoros:

A hypermotoros rohamok a két kezet vagy két labat érintd prominens motoros
aktivitasok (ragés, csapkodas, taps, kezek Osszedorzsdlése), esetenként szexudlis
automatizmusok, valamint egyéb autonom valtozasok a tudat megtartasaval vagy annak

elvesztésével.

Epilepszids spazmus:

Az epilepszias spazmusokra jellemzd a proximalis €s torzsizomzat hirtelen flexidja,
extenzidja, illetve ezek egylittes el6forduldsa, mely altaldban tartdsabb, mint egy
myoclonusos mozgés, azonban kevésbé tartds, mint egy tonusos gorcs. Limitalt formai
kozé tartoznak a grimaszolas, a fej bologatd mozgasa vagy a finom szemmozgasok. A
kiilonbozd epilepszids spazmusok kialakulasa kiilonb6zo életkorokhoz kotott, melyek

koziil az egyik leggyakrabban el6fordul6 a csecsemdkori spazmus.
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A motoros aktivitast nem mutatdé rohamok alkotjak a fokalis rohamok nem-motoros

csoportjat, mely kiterjed a szenzoros, kognitiv, emocionalis, valamint autonom jegyekre is.

Az absence epilepszia tudatvesztéssel jar, kialakulasa leggyakrabban 4-10 éves korban
torténik. A rohamok figyelmeztetd jelek nélkiil ismétlddnek, akar napi 10-50 roham is
lehetséges. Jellegzetes tlinetei a gyakori pislogas illetve a fej normal tartasanak esetleges
valtozasa. A betegekre nem jellemz6é a posztiktalis fazis megléte, azonban néhany esetben
megfigyelheté a rohamot kovetd tudatzavar [21, 22]. A tipusos absence rohamok mellett
megkiilonboztethetiink az absence rohamokra kevésbé jellemzd tiinettannal rendelkezé

atipusos, illetve kiilonb6z6 myoclonusos absence rohamokat is.

A fokalis rohamok sok esetben kiilonbozé tiinetekkel tarsithatok, melyek kozil
kulcsfontossagu a karosodott tudatallapot, valamint a kiils6 tényezdkre vald reagalas, illetve a
memoria és a tudatos viselkedés zavara. Az epilepszids rohamok csoportositdsa sordn nagy

szerepet kap az érintett tudatallapotanak megléte vagy hidnya.

Az epilepszias rohamok bizonyos hanyadandl a roham aktiv fazisdt egy ugynevezett
posztiktalis fazis koveti, mely megelézi a normalis tudatallapot visszaallasat [23].
Betegenként valtozo, 3-15 perces fazis, azonban néhany esetben ordkra is elhtizodhat. A
posztiktalis fazis egyéb tiinetei kozé tartozik az A4ltalanos kimeriiltségérzet, a fejfajas,
nehézségek a beszédben és a viselkedési zavar is [12, 24]. Az epilepszias betegek 6-10%-a
mutat pszichozist a rohamokat kovetd iddszakokban, mely gyakran emlékezetkieséssel

parosul [25].

Az epilepszias betegek 6%-aban az epilepszias roham kivalthato valamilyen specifikus
stimulus alkalmazasaval. A reflex rohamok kivaltasaban legféképpen a villogo fény, illetve a
hirtelen hanghatasok jatszanak szerepet. Az epilepszids rohamok egy része kivalthatd

sorozatos exhalalassal [26, 27].

Az epilepszia kialakulasa nagy mértékben befolyasolja az érintett betegek pszichoszocialis
viselkedését. A betegség kovetkeztében kialakulhat stigmatizaciod, szocialis izolacid és
fogyatékossag is, melynek eredménye alacsonyabb iskolai végzettség, valamint az atlagosnal
rosszabb elhelyezkedés is lehet [15]. Szamos betegség kialakulasanak valoszinlisége megnd
epilepszids betegek korében. Ezek kozé tartozik a depresszid, a szorongasos megbetegedések,
a migrén és a figyelemhianyos hiperaktivitas-zavar (ADHD). Az epilepszia gyakori

megjelenésii az autista betegekben is [28-31].
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Az epilepszias rohamok osztalyozasa egy masik szempontbol a patomechanizmus alapjan

torténik. A tiinetek kialakuldsaban egyarant nagy szerepet tulajdonitanak mind a velesziiletett

agyi malformacioknak, mind a szerzett 1¢zioknak, valamint a genetikai eredetnek. [17, 32]. (2.

dbra [33])

Generalizalt epilepszia
Bizonytalan
Fokalis epilepszia

Fokalis rohamaok
vagy EEG
abnormalitas

Nincs lézio vagy
szabalyzasi
probléma

Klasszikus Nem klasszikus
klinikai és EEG klinikai és EEG
kép kep

|diopatias
fokalis
epilepszia

Kriptogén
fokalis
epilepszia

/

Van lézio vagy

szabalyzasi
probléma

Szimptémas
fokalis
epilepszia

Rekurrens rohamok

N

Nem specifikus
rohamok vagy
EEG mintazat

Nincs lézio vagy
szabalyzasi
probléma

N

Kor>20 év Kor<20 év

Feltehetbleg
fokalis
epilepszia

Bizonytalan

Generalizalt
rohamok vagy

Nincs lézio vagy Van lézio vagy

szabalyzasi szabalyzasi
probléma probléma
|diopatias Szimptomas

generalizalt generalizalt
epilepszia epilepszia

2. abra: Az epilepszias rohamok csoportositasa az érintett agyi régio, illetve a genetikai érintettség szempontjabél

Az epilepszids rohamok sajatossagai, az életkor, az érintett kdzponti idegrendszeri teriilet,

illetve a rohamok kialakitdsaban szerepet jatszo tényezok alapjdn szamos epilepszia

szindroma megkiilonboztetése is lehetové valt. (1. tabldzat)
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Idiopatias
Korai myoclonusos Benignus gyermekdcori Benignus familiaris Meziglis temporalis fotoszenzitiv
epilepszia (EME) myoclomsos epilepszia (BMEI) |neonatalis géres (BFINS) |lebeny epilepszia (MTLE)| occipitalis lebeny
epilepszia (IPOLE)
Ohtahara Szindroma Gvermeldkori absence epilepszia Bmgﬂulslf:at_’m.lhms ,e,s Lateralis temporalis \’1ZI|.1.ahs rlmnta .
08) (CAE) nem familidris infantilis ebeny epilepszia (LTLE) szenzitiv epilepszia
géres (BFNIS) ¥ epiep (VPSE)
Centrotemporalis
. Ly . - , . tiaskekkel jaro benignus |Frontalis lebeny epilepszia| Elsodleges olvasasi
West Szindr WS) | Juvenilis ab il JAE
est Szindroma (WS) | Juveniis absence epilepszia JAE) | sicori epilepszia (FLE) epilepszia (PRE)
(BCECTS)
Lennox-Gastaut Juvenilis myoclonusos epilepszia Korai iz{detu bemg::;s Parietélis lebeny Megriadasl;lu%c}'ul'calta
. gvermeldkori occipitdlis . . gorcesel jard
Szindr GS JME il LE
zindréma (LGS) (TME) cpilepszia BCEOS-1) epilepszia (PLE) cpilepszia (ESIS)
Alvas alatti folyamatos Kizarolag generalizalt tonusos- Keéséi kezdeti. e
. e el . e e . e e Occipitalis lebeny
tiiske-hullam mintaval jaro| clonusos gdrcssel jard epilepszia | gvermekdori occipitalis lepszia (OLE)
epilepszia (ECSWS) (EGTCS) epilepszia (BCEOS-2) | TP
Autoszomalis dominans
Hemikconvulzio-
Gvermeldcori migralo Generalizalt epilepszia plusz nocturnalis frontalis Heminle ':n;ﬂn droéma
fokalis gires (MESI) lazgdres (GEFS+) lebeny epilepszia (?—H—IS)
(ADNFLE)
_ . Myoclomsos absence epilepszia Familiaris temporalis Rasmussen Szindroma
Dravet Szindréma (DS) (EMA) Iebeny epilepszia (FTLE) ®RS)
Nem progressziv D |Véltozs fokusz familidris
rendellenesség Myoclonusos-atonias gircesel jaro e .
. . . . fokalis epilepszia
myoclomisos epilepszidval epilepszia (EMAS) (FFEVF)
(MEND)
Progressziv myoclonusos
epilepszia (PME)

1. tablazat: Az ILAE altal leirt epilepszia szindromak

A genetikai ¢€s fejlodési rendellenességek kovetkeztében kialakulo epilepszias rohamok az
esetek tobbségében gyermekkorban jelentkeznek, mig a tumorok és a stroke inkabb az
idosebbek epilepszias megbetegedéséhez jarulnak hozza [10, 15]. Az agyi daganattal
rendelkezd betegek kozel 30%-4dban alakul ki az epilepszia valamely tipusa, ami az
epilepszids betegek kozel 4%-at teszi ki. Egyéb agyi 1€ziok, mint a kiillonb6z6 cavernosus
malforméciok és az arteriovenosus malformaciok megléte 40-60%-os rizikéfaktort jelent a
hordozok szamara, mig a stroke-0s betegek 2-4%-aban fejlodik ki epilepszia. A fejtraumak az
epilepszias betegek 6-20%-aban jarulnak hozza a tiinetek kialakuldsahoz. Mig az enyhe
koponyasériilések az epilepsziara valo fogékonysagot a 2-szeresére, addig a sulyosabb agyi
sérillések a 7-szeresére emelik [34]. Az agyi traumak mellett a kiilonb6z6 kodzponti
idegrendszeri fertézések, mint a meningitisz, a herpes simplex encephalitis, a
neurocysticercosis, a malaria, a toxoplazmozis €és a toxoKariazis is meghatarozé szereppel
birnak a kiilonb6z6 tipust epilepszidk kialakitdsdban. Meningitisz esetén az epilepszia

rizikofaktora a 10%-ot, mig herpes simplex encephalitis esetén a 25%-ot is elérheti. A
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galandféreggel gyakran fert6zott teriiletekrdl szarmazd epilepszids betegek kozel felében a
neurocysticercosis kovetkezményeként alakulnak ki az epilepszias tiinetek [34-36]. A
kdzponti idegrendszer fert6zései mellett Gsszefliggést talaltak az alkoholizmus, az Alzheimer
kor, a sclerosis multiplex, a sclerosis tuberosa, az autoimmun encephalitis, valamint az

alultaplaltsag és az epilepszia kialakulasa kozott is [37]. (3. dbra)

Vaszkularis
Térfoglale | | Stroke || malformaciok | s -niqeic] [ Sclerosis
léziok tuberosa
Majbetegség \ e yd -
. N\ / s Intracranialis tumor,
Megnovekedett S N \ / // neurocysticercosis
intrakranialis nyomas |~ \\ N\ \ ya pd -
- S P Szisztémas Lupus
Agyi trauma .. ~ 7 o Eritematosus

Hippocampalis | —
sclerosis Az epilepszia kialakitasaban

- szerepet jatszo tényezok

B Alkohol vagy
— drogmegvonas

Neurodegenerativ kondiciék
(Alzheimer-kor)

(alvasmegvonas, fotoszenzitivitas,

Provokalt rohamok

| Genetikai prediszpozicio |~ exhalalas)
Fejlédési / \ Gyo6gyszerkezelés és
rendellenességek / A\ droghasznalat (cyclosporin,
(kortikalis dysgenesis, / A lidokain, quinolones, SSRI-k,
abnormalitas a / interferonok, kokain, litium)
neuronalis migrécidban, Metabolikus Encephalitis és
hamartomak) problémak (prophyria, | fertézéses kondiciok
hypoxia, Natrium szint (Herpes simplex virus,
emelkedés/csokkenés, Sclerosis multiplex,
Kalcium szint meningitis, encephalitis,
csokkenés, gliikoz szint szifilisz, cistycercosis,
emelkedés/csokkenes, HIV)
urémia)

3. abra: Az epilepsziak kialakuldsaban szerepet jatszoé tényezok

Egypetéjli ikervizsgalatok kimutattak, hogy az egyik testvér epilepszids érintettsége esetén
a masik testvérben a betegség kialakulasara 50-60%-os esély van, mig kétpetéjii ikrek esetén
ez 15%-ra csokken. Amennyiben az ikerpar mindkét tagja érintett volt, az epilepszia tipusa a
legtobb esetben (70-90%) azonosnak bizonyult. A kozeli rokonok vizsgélata az atlagos
populécional 5-szor nagyobb rizikot eredményezett az epilepszia kialakuldsa szempontjabol.
A Down szindrémas betegekben 1-10%-o0s, mig Angelman szindrémas betegekben 90%-0s
epilepszia el6fordulasi valoszinliséget mutattak ki [34, 38]. Az elmult évtizedekben a klinikai
molekuléaris diagnosztika fejlodése lehetéveé tette az epilepszia genetikai hatterének
mélyrehatobb tanulméanyozasat. Az epilepszias megbetegedések egy részének kialakulasa (1-
2%) egy ¢érintett gén defektusaval hozhatd Osszefiiggésbe, mig a legtdbb epilepszia
kialakulasédban tobb gén interakcioja, illetve bizonyos kdrnyezeti faktorok megléte is nagy

szerepet kap. A mindennapi gyakorlatban még napjainkban is hasznalatos az ILAE egy

16



korabbi definicidja, mely alapjan nevezetesen a genetikai hattérrel rendelkezd epilepszidk
mintegy szinonimajaként hasznaljuk az idiopatias epilepszia elnevezést. Azok az epilepszidk,
amik feltételezhetéen nem genetikai okokra vezethet6k vissza, azonban a kialakulasukban
szerepet jatszd pontos szerkezeti karosodds sem ismert, alkotjak a kriptogén epilepszidk
csoportjat. Az utobbi idében ezt az epilepszia csoportot ,feltehetdleg szimptomas”
csoportként is emlegetik [39]. (2. dbra) Azokban az esetekben, amikor a betegség
kialakuldsaért egy gén defektusa tehetd feleldssé, legnagyobb szézalékban ioncsatorna
defektusok, enzim defektusok, GABA defektus és G-protein kapcsolt receptor defektusok
allnak a hattérben [20, 32, 40].

2.4 A monogénes epilepsziak genetikai hattere

Az eddig leirt, az epilepszia kialakulasaban szerepet jatszo gének (2. tabldzat):

e SCNIA, SCN2A, SCN3A, SCN9A és SCNIB: A fesziiltségfiiggd Na-csatorna
alegységek (SCN1A, SCN2A, SCN3A, SCNYA ¢és az SCNI1B) defektusa szamos
epilepszia tipus kialakitdsdban meghatdrozd szerepet jatszik, egészen a benignus
familiaris neonatalis epilepsziatol (BFNE) a lazgorccesel és generalizalt rohamokkal
tarsuld epilepsziakig (GEFS+). A fesziiltségfiiggd Na-csatorndkban bekovetkezd
mutacidk a generalizalt rohamokkal jar6 epilepszidk korében eléforduld leggyakoribb
mutaciok, melyek koziil legnagyobb szazalékban a Sodium channel, neuronal type 1
alpha subunit (SCN1A) gén érintett. A mutaciok kovetkeztében a fesziiltségfiiggd
ioncsatornak Na-ion ateresztd képessége lecsokken, ami a GABA-erg (Gamma-
aminobutyric acid) interneuronok elektromos ingerelhetdségének valtozasahoz vezet.
Az SCNI1A gén ¢és az epilepszia kapcsolatanak vizsgalata sordn megkozelitdleg 700
kiilonb6z6 mutacio felfedezésére keriilt sor, mely alapjan az SCN1A gén a
leggyakrabban mutalddott epilepszia gén. A 16kusz patogenikus variansainak allélikus
heterogenitdsa rendkiviil magas, mely nagyban hozzdjarul a fenotipusos soksziniiség
kialakuldsdhoz. A misszensz mutaciok legtdbbje a fehérje funkciovesztéséhez (Dravet
szindroma), és génexpresszio valtozasok kialakulasahoz vezethet. A Sodium channel,
voltage-gated, type 2 alpha subunit (SCN2A) Na-csatorna alegységben bekovetkezd
misszensz mutaciok a fesziiltségfiiggd Na-csatorndk plazmamembran denzitasanak
csokkenéséért felelosek, melyek egy joindulati csecsemdkori epilepszia (BFNE)
kialakulasdban jatszanak szerepet. A patogenikus SCN2A mutacidok joval kisebb
aranyban fordulnak el6 a monogénes epilepsziasok korében, mint az SCN1A mutaciok.

A Sodium channel, voltage-gated, type 3 alpha subunit (SCN3A) alegység esetén
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minddssze egyetlen ismert mutacidé patogenitiasa bizonyitott, ami kriptogén fokalis
rohamokkal jar6 epilepszia kialakulasahoz vezet. A fesziiltségfliggd Na-csatornak egy
masik alegységében, a foként a periférias idegrendszerben expresszalodd Sodium
channel, voltage-gated, type 9 alpha subunit-ban (SCN9A) bekovetkez6 mutaciok a
lazgoressel tarsuld familiaris epilepszia kialakulasaban jatszanak szerepet, azonban

felmeriilt kapcsolat a Dravet szindroma kialakuldsa és az SCN9A mutacioi kozott is.

Az a-alegységek kiegészitd alegységeinek vizsgalatai soran egyéb, az epilepszia
kialakulasaban szerepet jatszo mutaciok azonositasa tortént meg. A Sodium channel,
neuronal type 1 beta subunit (SCN1B) génben talalt mutaciok legféként a GEFS+
kialakuldsdhoz vezetnek, azonban bizonyos esetekben a temporalis lebenyt érintd
epilepszia kialakulasa is megfigyelt. Az SCN1B funkcidvesztésének eredménye a
poérust formald a-alegységeken ataramldo Na-ionok kontrolljaban bekovetkez6
valtozas, ami az idegsejt Na-aramlasanak ¢és elektrokémiai potencialjanak
megvaltozdsahoz vezet. Klinikai vizsgalatok igazoltdk, hogy egy homozigota
funkcionalis nullmutans SCN1B-s paciens esetén a mutdcié autoszomalis recessziv

modon okozhatta a Dravet szindroma kialakulasat [41-48].

CACNA1H: A fesziiltségfiiggd T-tipusu kalcium csatornak medialjak a sejt kalcium
bevitelét, ami altal szabalyozzak a kalcium-érzékeny sejtfolyamatokat és a sejtek
ingerelhet6ségét. A Calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha-1H subunit
(CACNA1H) génben detektalt eltérések és a gyermekkori absence epilepszidk (CAE)
kialakuldsa kozti kapcsolat szdmos bizonyitékkal aladtdmasztott. Egy tovabbi
lazgoressel jarod epilepszias (FS), valamint egy myoclonusos-atonusos epilepszias
(MAE) betegben talalt két kiilonb6zo, szintén a csatornafunkciot érintd eltérés, a
korabbi vizsgalatokat is figyelembe véve kiterjesztette a CACNAL1H gén altalanos
szerepét az epilepszia kialakuldsaban. A legtobb vizsgalt varians funkcidonyeréses
mutacidé kovetkezménye, mely egy megndvekedett kalcium aramléas kialakulaséhoz,
igy a normal agyi miikodés megvaltozadsdhoz vezet. A CACNALH gén mutacidi nagy
szerepet kapnak a genetikailag komplex generalizalt epilepsziak egy széles

spektruméanak kialakitdsdban, azonban egymagukban nem okoznak epileptikus
tiineteket [41, 49, 50].
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CLCN2: A fesziiltségfiiggd klorid csatorndk csoportjdba tartozo fehérjét kodolo
Chloride channel 2 (CLCN2) gén mutacidi szamos idiopatias generalizalt epilepszias
(IGE) betegség, koztiik az autoszomalis dominans juvenilis myoclonusos epilepszia
(JME) kialakulésaval kapcsolatba hozhatok. A mutaciok legtobbjének kovetkezménye
a fehérje funkcidvesztése, amely intracellularis Kloridion akkumulacié kialakulasdhoz
vezet. A neuronok megnovekedett kloridion koncentracidja a normal agyi miikddés
megvaltozasat okozza. A vélt funkciondlis hibdk bizonyitasa ellenére azonban a
CLCN2 gén diszfunkcidja egyedill nem elég az epilepszia kialakulasanak
indukalasahoz [42, 49].

KCNQ2 és KCNQ3: A neuronalis kalium csatorndkat kodold gének mutacioi feleldssé
tehetdek egy benignus, csecsemdkori epilepszia, a BFNE kialakulasaért. A tiinetek
kezdete altaldban a sziiletést kdvetd 3. napra tehetd, mig azok megsziinése a 3.
hoénapban a leggyakoribb. A rohamok 4tmeneti jellegének oka lehet a KCNQ kalium
csatorna gének expresszids mintdzatanak a fejlddés elérehaladtaval valo progresszidja,
a neuralis halézat redundians komponenseinek aktivacidja, illetve kiillonb6zo
kompenzéciés mechanizmusok aktivalodasa. A neurondlis kalium csatorndk a kalium
ionok sejtbdl vald kidramoltatdsa révén létrehozzdk az idegsejtek belsé negativ
membran-potencialjat. Az epilepszia kialakitdsaban eddig két kdlium csatorna gén, a
Potassium channel, voltage-gated, KQT-like subfamily, member 2 (KCNQ2) és
Potassium channel, voltage-gated, KQT-like subfamily, member 3 (KCNQ3)
meghaladja a szazat, igy az SCN1A gén utan a monogénes epilepsziak kialakitasaban
ez a masodik leggyakrabban érintett gén. Az eltérések nagy variabilitdst mutatnak,
melyek kozott megtalalhatok misszensz, nonszensz, frameshift mutaciok és kopiaszam
eltérések is, érintve mind az exonikus, mind az intronikus régidkat. A nonszensz
mutaciok eloszldsa egyenletes a gén egészén, azonban a patogén mutdciok
egyharmadat kitevé misszensz mutaciok vizsgalata soran csoportosulasok figyelhetok
meg, mely alapjan klinikai szignifikanciaval rendelkezd régiok hatarozhatok meg a
fehérje szerkezetében. A misszensz muticiok leginkabb az S4 fesziiltségszenzort, a
porus kialakitdsdban szerepet jatszd hurkot, illetve a kalmodulin k6td C-termindlis
domént érintik, csokkentve ezzel a kdlium aramlasat, mig a nonszensz mutaciok a
fehérjék funkcidvesztését okozzak. Végeredményként a KCNQ2-ben 1étrejott

mutdciok a rohamok gatlasanak feloldasat okozzdk. A KCNQZ2 muticiot hordozéd

19



BFNE-s betegek 15%-anal jelentkeznek a késébbiekben egyéb neurologiai tiinetek,
beleértve az epilepszids rohamokat is. A KCNQ3 gén muticidja kovetkeztében
kialakulo6  BFNE eldfordulasi gyakorisaga joval kisebb, mint a KCNQZ2 mutacid
kovetkeztében kialakult. A két gén vizsgalata kimutatta a transzmembran régiok
KCNQ2 ezen régidja nagyobb mutdcids ratat, mint a hozza hasonld szekvenciaju
KCNQ3. Elektrofiziologiai vizsgalatok elvégzésére még nem keriilt sor, azonban a
KCNQ3 gén 4 ismert mutacidja a transzmembran régiot, illetve a porus kialakitasdban
szerepet jatszd hurkot érinti, melyek alapjan patomechanizmusa a KCNQ2 esetén

leirtakkal azonos lehet [41, 42, 46].

CHRNA4: A Cholinergic receptor, neuronal nicotinic, alpha polypeptide 4 (CHRNAA4)
a ligand-gatolt ioncsatornak egy szupercsaladjanak tagja. Az altala kodolt fehérje
medialja a szinapszisokban a szignal transzmissziot. Steinlein és mtsai epilepszias
betegek vizsgalata soran Osszefiiggést taldltak az autoszomalis domindns, frontalis
lebenyt érint6 és foként éjszakai rohamokkal jaro ADNFLE (Autoszomalis dominans
nocturnalis frontalis lebeny epilepszia) és a CHRNA4 mutacidja kozott. A 33 vizsgalt,
fokalis rohamokat mutat6é epilepszias gyermek mindegyike hordozta a CHRNA4

crer

genotipusaval [42, 46, 51].

LGI1l: Az epilepszidk genetikai vonatkozdsa legtobb esetben a generalizalt
rohamokkal jard epilepszidk csoportjara sziikiil, mig a fokalis rohamokkal tarsuld
epilepszidk legtobbje nem mutat genetikai relevanciat. A Leucine-rich, glioma
inactivated 1 (LGI1) gén valamint a fokalis rohamokkal jar6, lateralis-temporalis
lebenyt érintd epilepszidk egy bizonyos tipusanak kialakuldsa k6zott azonban szdmos
tudoményos kozlemény mutatott ki kapcsolatot. A fesziiltségfiiggd kalium csatornak

aktivitasanak  szabalyozasaért felelds fehérje részt vesz a  neurondlis

crer

crer

parcialis epilepszia auditoros tiinetekkel) kialakulasahoz, mig mindkét kopia mutacidja
elésegiti az agyban a gliasejtek tumoros novekedését. Vizsgalata soran 25 mutaciot

irtak le, melyek legtobbje misszensz vagy nonszensz mutéacio. A konnyen felismerhetd
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zavara allhat [41, 42, 52, 53].
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GABRG2, GABRD ¢s GABRAL: A GABAa receptorok a neurondlis jelatvitel
legfontosabb gatloi, melyekben bekovetkez6 mutaciok a kozponti idegrendszer
mikodésének megvaltozasahoz vezetnek. A fehérjekomplex Gamma-aminobutiric
acid receptor, gamma-2 (GABRG2) és Gamma-aminobutiric acid receptor, alpha-1
(GABRA1) alegységeinek valtozasai hozzajarulnak a familiaris epilepsziak kiilonb6z6
tipusainak kialakitasdhoz. A fehérjekomplex egy harmadik alegységének, a Gamma-
aminobutiric acid receptor, delta-nak (GABRD) a mutacidja nem mutat olyan mértéki
ok-okozati kapcsolatot az epilepszia kialakuldasa szempontjabol, mint az elézdleg
emlitett két alegység, igy a GABRD gént az irodalom csak hajlamositd epilepszia
génként tiinteti fel. A fehérjekomplex alegységeiben bekovetkezett mutaciok
kihatassal vannak annak mikodésére, aminek kovetkeztében a sejt normal kloridion
exportja a GABAA csatornakon keresztiil felborul, ezzel hatast gyakorolva a neuron
hyperexcitabilitast gatlo képességére. A koros folyamat eredményeként alakulhat ki
példaul CAE, JME, valamint GEFS+. Az ismert alegységek pentamer
kombindciojanak soksziniisége, ¢és a kiilonbozd alegységek mutaciéi még nagy

potencialt nytjtanak az epilepsziakutatast tekintve [41, 42, 54-57].

GLUT1: Az 1l-es tipusu gliikoz transzporter (GLUTI1) deficienciat okozd kéaros,
dominans mutaciok egy epilepsziat, szellemi elmaradottsagot és rohamokkal tarsuld
mozgaszavart mutatd betegség, valamint a korai kifejez6désti absence epilepszia
kialakulasdban is szerepet jatszanak. A GLUT1 diszfunkcio révén kialakult betegségek

crer

tartos rohammentes allapot elérhet6 [41].

PCDH19: A mentalis retardacioval jard epilepsziak egy tipusa, az EFMR (Epilepszia
¢s mentalis retardacio kizardlag lanyokban), mely ndket érint, egy X-hez kapcsolt
betegség. Az X-kromoszomahoz kotott megbetegedéseknél —altalanossagban
megfigyeltekkel ellentétben, ebben az esetben a nénemil heterozigdta egyedek
érintettek, azonban a hemizigéta fiak csak hordozok, melyek minden nénemii utodja
szintén érintett lesz. A betegség kialakulasaért az X kromoszoéma Protocadherin 19
(PCDH19) génjének mutacioi tehetok feleléssé, melyek a fehérje funkcidvesztése
révén a sejt-sejt kapcsolatok megvaltozasat eredményezik. A fejlddé agyban
kifejez6do fehérjét kodold gén mutaciodi révén a betegség széles klinikai spektrumot
mutat, mely kiterjedhet a lazgorcssel tarsuld rohamokra, a lazgorccsel nem jaro,

fokalis és generalizalt rohamokkal tarsuld epilepszidra, szellemi elmaradottsagra,
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valamint autisztikus és agressziv viselkedésre. Néhany esetben a tiinetek nagy
hasonlosagot mutattak a Dravet szindromas betegek fenotipusaval. A PCDH19-hez
kapcsolt betegségek fenotipusos megjelenése ezek mellett hasonldosdgot mutat az
Aristaless-related homeobox, X-linked (ARX112 és ARX113) és SCN1A mutaciok altal
okozott betegségek tiinettanahoz. Azon encephalopathids ndi betegekben, melyekben
az SCN1A vizsgalat negativ eredményt ad, a PCDH19 vizsgalata sziikséges [41, 46,
58, 59]

CDKL5: Az X kromoszémahoz kotott infantilis spazmus (IS) genetikai hatterét harom
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szellemileg visszamaradott, infantilis spazmust mutatd lany gyermekekben
azonositottak, majd Rett szindromds tiineteket mutaté betegek vizsgalata sordn is
elmaradottsag, a koran kialakulé rohamok valamint a CDKL5 gén kapcsolatara. Fontos
megjegyezni, hogy a vizsgalatok csak a néi csoportban talaltak Gsszefiiggést a gén

mutacioja és a kialakult fenotipus kozott [60, 61].

STXBP1: Saitsu és mtsai egy EIEE-s (Burst-supression mintaval jar6 kora
gyermekkori epilepszids encephalopatia) beteg array komparativ genomialis
hibridizaci6 (aCGH) vizsgalata soran a Syntaxin-binding protein 1 (STBXP1) gén
mely soran az STXBP1 gén heterozigota misszensz mutacioit is kimutattak. Az
evoluciosan konzervalt neurondlis fehérje szamos fajban nélkiilozhetetlen a
szinaptikus vezikulak felszabadulasdhoz. Cirkularis dikroikus olvadésos vizsgalatok
kimutattak, hogy a mutans fehérje joval termolabilisebb a normal fehérjénél, tovabba a
mutans fehérje syntaxinhoz valo kétddése karosodott. A kapott eredmények alapjan az

STXBP1 gén mutécioi szerepet jatszhatnak az EIEE kialakulasaban [62].

TBC1D24: A dizartriaval és szellemi elmaradottsaggal jard, fokalis rohamokkal
tarsuldo epilepszidk egy autoszomalis recessziv formaja a familiaris infantilis
myoclonusos epilepszia (FIME), melynek kialakulasaban nagy szerepet tulajdonitanak
a TBC1 domain family, member 24 (TBC1D24) gén F251L, D147H és A509V patogén
mutacioinak. A TBCI1D24 fehérje funkcioja jelenleg ismeretlen, azonban

koimmunoprecipitacios vizsgalatok kimutattdk a TBC1D24 fehérje, valamint a kis
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GTP-azok (Guanosine-5'-triphosphate) csaladjaba tartozd, a  dendrittiiskék
képzddésében €s az axonok megnyulasaban szerepet jatszo6 ADP-Ribosylation Factor
6 (ARF6) fehérje kotédését. Ezen ismeretek alapjan a Tre-2/Bub2/Cdcl6 domain-
containing proteins (TBC) géncsalad tagjaként a fehérjekomplexum TBCI1D24
doménjének kiesése vélhetden negativan befolyasolja a Rab GTP-az aktivaciot. Egér
kisérletek kimutattdk a fehérje neurondlis expresszidjat, valamint az elsédleges

axonalis aborizacioban betoltott szerepét [63, 64].

ASPM: A human autoszomalis recessziv primer mikrokefaliak (MCPH) egy heterogén
betegségesoportot képviselnek (MCPH1-6), melyek koziil az Abnormal spindle-like,
microcephaly-associated (ASPM) gén nonszensz mutacioi kdvetkeztében kialakuld
MCPHS5 fordul el6 a leggyakrabban. A mikrokefaliés, illetve azok koziil is az MCPHS
betegséggel diagnosztizalt betegek epilepsziara valé megndvekedett prevalencidja

Osszefliggésbe hozhatd az ASPM gén funkciokiesésével [65].

PNKP: A DNS integritasanak fenntartdsa minden sejt szdmara létfontossagu, azonban
az idegsejtek a tobbi sejtnél is érzékenyebbek a DNS repair géneket érinté mutaciokra.
A neuronok DNS repair fehérjéinek diszfunkcidja nagyban hozzajarul a rendellenes
fejlodés és a neurodegeneracio kialakulasahoz. A Polynucleotide kinase 3'-
phosphatase (PNKP) gént érinté mutaciok érzékenyebbé teszik a hordozokat a
radioaktiv sugarzasokkal és egyéb DNS karosito agensekkel szemben, aminek
eredményeképpen a gén mutacidi 0sszefiiggésbe hozhatdk egy mikrokefaliaval, korai
kifejez6désti rohamokkal és szellemi elmaradottsdggal jar6 autoszoméalis dominans
betegség, az MCSZ (Mikrokefalia, gorcsok és fejlodésbeli késés) kialakulasaval. Az
egyéb DNS repair defektusokkal jaré megbetegedések sordn nem mutathatok ki ilyen
mértékli rohamok [66].

TUBA1A ¢és TUBB2B: A neurogenezis, a neuronalis migracid, és a differenciacio
megfeleld szabalyozottsaga, valamint a megfeleld idegsejt-idegsejt kapcsolatok
megléte elengedhetetlen az agykéreg normalis fejlodéséhez. A folyamatban résztvevo
gének mutacidi a fejlodési rendellenességek sok tipusanak kialakitdsaban vesznek
részt, mint példaul a kortikdlis dysgenesis, mely legtobb esetben szellemi
visszamaradottsaggal ¢és epilepszidval tarsul. A Tubulin fehérje szupercsalad
heterodimer fehérjekomplexek kialakitdsa révén vesz részt az eukariota citoszkeleton

felépitésében. A szupercsaldd a és B csalddja minden eukaridta sejt mikrotubulusainak
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6 alkotoeleme. Az a csalad Tubulin, alpha-1A (TUBALA) tagjanak mutacioi fontos
kapcsolatba hozhatdk a neuronalis migracidval jard betegségek kialakitdsaban. Bahi-
Buisson ¢és mtsai Lissencephaly-1 (LIS-1), Doublecortin (DCX) és ARX mutaciokra
negativ liszenkefalias betegeket vizsgalva kimutattak azon fenotipusos kiilonbségeket
is, melyek megkiilonboztethetik az elébbi harom gén mutacioja altal kialakitott, illetve
masik tagja a Tubulin, beta-2B (TUBB2B), melynek mutaciokbol eredd
funkcidvesztése Osszefliggésbe hozhatd a bilateralis aszimmetrikus polymicrogyriaval
(PMGYA). A PMGYA patomechanizmusara vonatkozoan kevés informacié all
rendelkezésre, de szamos altipusa kozott kiilonbség tehetd a kiterjedés, a szellemi

elmaradottsag mértéke és az epilepszias rohamok sulyossaga alapjan [67-69].

Az els6dlegesen epilepszias tiineteket mutatd, agykérgi malformaciokkal rendelkezd

betegekben talalt gének:
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sima agyfelszinnel, szellemi visszamaradottsaggal ¢s rohamokkal jaré malformécioi.
A betegség kialakitdsaban részt vevd gének azonositdsa nagy fontossagu a normal
agyfejlodés molekularis szabdlyozdsdnak megismerésében. Az 1-es tipusu
gén ¢és a heterotrimer G-proteinek [ alegységének szekvencidja kozotti nagyfoku
homolégia alapjan, a LIS-1 gén egy, a normal agyi fejlodés biztositdsaban szerepet
jatszo jelatviteli ut tagja lehet. Molekularis vizsgélatok emellett azonositottak a LI1S-1
fehérjét, mint a Platelet-activating factor acetylhydrolase (PAF-AH) szabalyozo
alegységét, azonban a neuron migracidban betoltott szerepe még az alapos vizsgalatok
ellenére is ismeretlen. A liszenkefalidk egy masik formajat, az X-hez kotott
liszenkefaliak (XLIS) teszik ki, melyek kialakuldsdban bizonyitottan nagy szerepet
jatszanak a DCX gén eltérései. Az XLIS-ben szenvedé férfiak klinikai képe alapvetden
megkiilonboztethetetlen a 17-es kromoszéman elhelyezkedd LIS-1 gén mutacidja
kovetkeztében kialakult 1-es tipusu liszenkefalia fenotipusos megjelenésétdl. A
heterozigdta ndi betegek enyhébb fenotipust mutatnak, feltételezhetéen a mutans vagy
a normal X kromoszoma random inaktivacidjanak koszonhetéen. Az érintett ndi
betegek neuronjainak egy csoportja normal viselkedést mutat, mig a neuronok masik
csoportja a kortexbe vald migracidja soran csak félutig jut, kialakitva ezzel a

szubkortikalis fehérallomanyban a szubkortikalis heterotopia savot, masnéven ,,double
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cortex”-et. Az XLIS, valamint az epilepsziaval jar6 mentalis retardaciok kialakitasa a
GABA-erg ¢és kolinerg neuronjainak fejlodésében szerepet jatszo transzkripcios faktor
mutacioinak neurobioldgiai funkcidja a mélyrehatd egér kisérletek ellenére napjainkig
ismeretlen, azonban az eddig leirt, megkozelitoleg 60 ARX mutacid némelyike
egymagaban is elegenddé a liszenkefalia vagy az epilepsziaval jaré szellemi

elmaradottsag kialakitasahoz [70-74].
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kihatassal vannak a normal agyi mikodés kialakuldsara. Az aktin keresztkotések €s az
aktin-membran glikoprotein kotések kialakitasaért felelés Filamin A (FLNA) gén altal
kodolt fehérje a neuronok migraciojakor emelkedett mértéket mutat az agyban, mig a
feln6tt kor elérésével a szintje lecsokken. Egy, az FLNA génben detektalt intragenikus
mutacié jelenléte egy X-hez kotott domindns neuronmigracios korkép, a
periventrikularis heterotopia (PH) kialakulasaval jar. A neuronmigracio teljes hianya
férfiak esetén embriokori letalitast okoz, néi egyedekben epilepszias rohamok és
pleiomorf kozponti idegrendszeri tiinetek kialakuldsdhoz  vezet normal
intelligenciaszint mellett. A kutatasi eredmények alapjan az FLNA gén ezen kiviil nagy
szerepet jatszik a normalis, nonneuralis fejlodés kialakitasaban, mint példaul a
melanocitdk migracidjaban, ¢és a normalis embriondlis fejlédésben, valamint

esszencialis szerepe van a vérerek kialakulasaban is [75].

GPR56: Az emlds agykéreg funkcionalisan és anatomiailag is megkiilonboztetheto,
fajonként eltéré specifikus teriiletekkel rendelkezik, azonban a komplex mintazat
kialakitasaért felelés molekuldris hattér nagy része jelenleg még ismeretlen. A
funkcionalis és anatomiai eltérések genetikai okainak vizsgalata szamos génnek az
agyi fejlédésben betoltott szerepére vonatkozoan hozott eredményt. A G-protein
coupled receptor 56 (GPR56) G-protein kapcsolt receptorban bekovetkezé mutaciok a
(BFPP) kialakulasat eredményezik. A polymicrogyriakra altalanossagban jellemz6 a
kevesebb szamu ¢€s kisebb gyrusok jelenléte, valamint a fizioldégidsan megfigyelhetd 6
agykérgi réteg redukcidja 4 rétegre, esetlegesen a régiok megkiilonboztethetdségének
a hianya. Az autoszomalis recessziv BFPP sordn a frontalis agykéreg architektiraja
nagy mértékben, a parietalis és poszterior kérgi teriiletek felépitése kisebb mértékben

megvaltozik, kialakitva ezzel a betegségre jellemzd szellemi visszamaradottsagot,
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rohamokat, mozgasi rendellenességet és a nyelvi funkciok sériilését. A BFPP-n kiviili
egyéb polymicrogyridk mas-mas agyi teriileteket érintenek, igy ezen szindromak
molekularis vizsgalata szamos olyan gén azonositasat teheti lehetévé, melyek a normal

agykérgi mintazat kialakulasahoz jarulnak hozza [76].

MECP2: A ndk korében eldforduld mentélis retardacio kialakuldséért a legtobb
esetben egy progressziv idegfejlédési zavar, a Rett szindroma a felels. Rett
szindromas betegek egy részének vizsgalata soran eltéréseket talaltak a Methyl-CpG-
binding protein 2 (MECP2) génben, ami a korai fejlodést kovetd fejlodési leallassal,
az addig megszerzett képességek regresszidjaval, a beszédfejlodés leallasaval,
progressziv  mikrokefaliaval, rohamokkal, hiperventillacioval ¢és  sztereotip
kézmozgésokkal jaré X-hez kotott dominans betegség kialakuldsaért felelds. A génben
bekovetkezett misszensz, frameshift és nonszensz muticidknak koOszonhetben az
MECP2 fehérje hiszton acetilazok és SIN3 transcription regulator family member A
(SIN3A) interakcidjan keresztiili, transzkripciot gatlo képessége karosodik, mely
bizonyos transzkripcios gatlas alatt 1év6 fehérjék keletkezéséhez vezet, igy alakitva ki

a jellegzetes tiineteket [77].

APOE: A leggyakoribb, fokalis rohamokkal jard epilepszia szindromanak, a
temporalis lebeny epilepszidnak (TLE) a molekuléris hattere tudomanyos kordkben
még vitatott, leginkdbb poligénes, komplex genetikai hattérrel rendelkezd
betegségkeént tartjadk szdmon. Kialakitdsaban egyéb genetikai ¢és kornyezeti faktorok
megléte mellett nagy szerepet tulajdonitanak az Apolipoprotein E (APOE) gén
mutécidinak. Az epilepszids rohamok hatterében minden esetben a neuronok
abnormalis tiizelése all, mely kialakulhat fejlédési rendellenességek kovetkeztében, a
gatld és serkentd mechanizmusok aranyanak megbomlasa kovetkeztében, illetve a
megvaltozott ionegyenstly eredményeként is. Ezen folyamatok agyi szabalyozasanak
egyik legsziikségesebb feltétele az apolipoprotein E fehérje megfelelé mennyisége és
funkcionalitasa. Bizonyos APOE muticiokat hordozd betegek poszttraumatikus
rohamokra, a korai megjelenésti TLE-re, és egyes komplex fokalis rohamtipusokra
valo fokozott rizikofaktora alapjan a gén az epilepszia kialakitasaban feltételezhetéen

szerepet jatszo tényezo [78-81].

HLA: A Human leukocita antigén (HLA) rendszer altal kodolt £6
hisztonkompatibilitasi komplex-be (MHC) tartoz6 fehérjék a sejtek felszinén
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helyezkednek el, ¢és kiemelt fontossdgiiak az adaptiv immunrendszer finom
szabalyozasat, igy a humdn adaptiv immunrendszer mikodését tekintve. A HLA
génkomplex szamos, jelentés polimorfizmust mutatd gén expresszidjaért felelés. Az
igy kialakult fehérjéket Osszefoglald néven antigéneknek nevezziik. Az MHC I.
osztalyba tartozd fehérjék (A, B és C) tobbek kozott részt vesznek a sejten beliili
viruspartikulumok prezentalasaban, igy lehetdvé téve az immunrendszer szamara a
fert6zott sejt elpusztitasat. Az MHC I1. osztalyba tartozo fehérjék (DM, DOA, DOB,
DP, DQ és DR) antigéneket prezentalnak az intercellularis térb6l a T-lymphocita
sejtek szamara. A HLA III. osztaly fehérjéi alkotjak a komplement rendszert. A HLA

génkomplex teriiletére es6 mutaciokat osszefliggésbe hoztak a juvenilis myoclonusos

epilepszia (JME) kialakulasaval [82, 83].

A fent emlitett gének mellett szamos egyéb gén és az epilepszids tlinetek kialakuldsa

kozti kapcsolat feltételezett [38, 84-98].

ISCNI1A Chr2:165,989,160-166,128,047 |Sodium channel, voltage gated, type I alpha subunit

ISCN2A |Chr2: 165,239,402-165,392,310 |Sodum channel, voltage gated, type II alpha subunit

SCN3A IChrZ: 165,087,522-165,204,067 |Sodium channel, voltage gated, type I1I alpha subunit

SCN9A IChrZ: 166,195,185-166,375,993 |Sodium channel, voltage gated, type IX alpha subunit

ISCN1B IChrl9: 35,030,684-35,040,448  |Sodium channel, voltage gated, type I beta subunit

CACNAIH IChr16: 1,153,241-1,221,771 Calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1H subunit
CLCN2 |Chr3: 184,346,185-184,361,651 |Chloride channel, voltage-sensitive 2

KCNQ2 |Chr20: 63,400,210-63,472,677  |Potassium chamnel, voltage gated KQT-like subfamily Q, member 2
IKCNQ3 IChrS: 132,120,859-132,480,953 |Potassium channel, voltage gated KQT-like subfamily Q, member 3
CHRNA4 IChr20: 63,343,223-63,378,401  [Neuronal nicotinic acetylcholine receptor alpha-4 subunit

LGI! IChrl 0:93,757,809-93,798,174 |Leucine-rich glioma-nactivated protein 1

GABRG?2 IChrS: 162,067,540-162,155,536 |Gamma-ammnobutyric acid (GABA) A receptor, gamma 2
GABRD IChrl :2,019,324-2,030,751 Gamma-amnobutyric acid (GABA) A receptor, delta

GABRAI IChrS: 161,847,191-161,899,969 |Gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, alpha 1

GLUTI IChrl: 42,925,375-42,959,173 Solute carrier family 2 (Facilitated glucose transporter), member 1
IPCDH19 ICth: 100,291,644-100,410,273 |Protocadherin 19

CDKL)5 ICth: 18,425,583-18,653,629 Cyclin-dependent kinase-like 5

ISTXBPI IChr9: 127,611,760-127,692,936 |Syntaxin binding protein |

TBC1D24 |Chr16: 2,475,118-2,505,734 TBC1 domain family, member 24

ASPM IChrl: 197,084,128-197,146,694 | Abnormal spindle-like microcephaly-associated protein

PNKP IChrl 9:49,861,204-49,878,351  |Polynucleotide kinase 3'-phosphatase

TUBAIA IChrl2: 49,184,796-49,189,324 | Tubulin, alpha la

TUBB2B IChr6: 3,224,261-3,231,730 Tubulin, beta 2B class 1Ib

LIS] |Chrl 7:2,593,210-2,685,615 Platelet-activating factor acetylhydrolase, isoform Ib, alpha subunit
IDCX ICth: 111,293,780-111,412,375 |Doublecortin

ARX ICth: 25,003,694-25,015,948 | Aristaless related homeobox, X-linked

FLNA |Cth: 154,348,524-154,374,638 |Filamin A, alpha

GPR56 IChrl 6:57,610,652-57,665,580 |Adhesion G protein-coupled receptor G1

IMECP2  |ChrX: 154,021,573-154,137,103 [Methyl CpG binding protein 2

4 POE |chr19: 44,905,754-44,909,393  [Apolipoprotein E

IHLA ICHK6 Human leukocyte antigen

2. tablazat: A monogénes epilepszidk kialakitdsaban szerepet jatsz6 gének
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2.5 Az epilepsziak kialakulasaval kapcsolatba hozhaté genomialis eltérések

A genomot érintd azon delécidkat, duplikaciokat vagy inszercidkat, melyek egy vagy tobb
gént érintve az 1 Kb-os mérettél a tobb megabdzisos méretig is terjedhetnek, kopiaszam
variacioknak (CNV) nevezziik. A kiilonb6z6 tipusu epilepszidk aCGH vizsgalata soran
detektalt CNV-k esetén megkiilonboztethetiink ismételten eléforduld, igynevezett rekurrens,
valamint egyedi esetekben eldforduldé nem rekurrens genomialis eltéréseket. Az érintett
genomidlis régidokban taldlhaté gének funkcidja, delécidé vagy duplikacid kovetkeztében
kialakuld kopiaszam valtozasa egyiittesen hatarozzak meg a gyakran Gsszetett klinikai kép
kialakulasat. A rekurrens CNV-k esetenkénti ismétlodé eléfordulasa a tiinetek
jellegzetességének fiiggvényében megkonnyitheti a nagyobb betegcsoportokat —érintd

vizsgalatok kivitelezését.

2.5.1 Rekurrens CNV-k

Epilepszias betegek fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) és aCGH vizsgalata jol
kimutathaté kromoszomalis strukturalis eltérések detektalasat tette lehetévé, melyek kozt
taldlunk transzlokdciokat, gytirtikromoszémakat, addicionalis marker kromoszomaékat, kisebb
¢s nagyobb genomialis régidkat érintd deléciokat, duplikacidkat, inszercidkat. Az
irodalomban lek6zolt leggyakoribb, rekurrens mikrodeléciok, melyek az idiopatids
epilepszidk kiilonbozd tipusaival Osszefliggésbe hozhatok, az 1g21.1, 15q11.2, 15q13.3,
16p11.2, 16p13.11, 22q11.2 genomi régiokat érintették [99-101]. Az idiopatias generalizalt
epilepszias (IGE) szindromak leggyakoribb rekurrens mikrodelécidja a 15q13.3 mikrodelécio,
mely az IGE-s betegek 1%-aban fordul el6, és megkozelitéleg 68-szoros rizikofaktor az IGE
kialakulasa szempontjabol [102, 103]. A 15913.3 mikrodelécioval elsdként diagnosztizalt
betegek esetén az epilepszias gorcsoket mentalis retardacio, skizofrénia, pszichotikus zavar,
autizmus, valamint fejlédési visszamaradottsag kisérte [104-110]. A 15q13.3 mikrodeléciok
sz¢éles fenotipusos spektruma egy Osszetett mechanizmus meglétét feltételezte. KésObbi
vizsgalatok kimutattak tovabbi 5 nagyobb delécio, az 1g21.1, 15q11.2, 16p11.2, 16p13.11 és
22q11.2 rendszeres eléfordulasat skizofréniat, pszichotikus tlineteket, autizmust vagy mentalis
retardaciot mutatd betegekben, akik egy része epilepszias gorcsoket is mutatott [105-107,
111-124]. Nagy populaciokat érintd vizsgalatok alapjan igazolhato az 1q21.1, 15ql1.2,
15q13.3, 16pll.2, 16pl13.11, 22qll.2 genomi régidkat ¢érintd mikrodeléciok
epileptogenezisben jatszott szerepe, valamint ezen rekurrens mikrodeléciok hajlamositd
szerepe kiilonb6zd neuropszichiatriai betegségek kialakulasaban. A rekurrens mikrodeléciok

eléfordulési valoszinlisége, epilepszias betegekben vald rendszeres detektalasuk ellenére sem
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haladja meg egyenként a 0,5-1%-ot, 6sszességében pedig a 2,5%-ot. Kontroll mintak esetén a
rekurrens mikrodeléciok eléfordulasi gyakorisaga egylittesen 0,3 %-ot mutat [99]. A
rekurrens CNV-k epilepszia kialakitasaban jatszott szerepének bizonyitott mivolta ellenére is
lathatjuk, hogy a betegek nagy részének fenotipusos megjelenését egyéb, Osszetett

mechanizmusok is befolyasoljak [125]. (4. dbra)
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4. abra: Az epilepszids megbetegedések kialakitasaban leggyakrabban el6fordul6 rekurrens kromoszomalis eltérések

A vizsgalt betegszdm novekedésével nyilvanvaléva valt, hogy ezen genomi régiok
érintettsége esetén nem csak azok kodpiaszam vesztése allhat a kialakult fenotipusos kép
hatterében. A genomi régidokba esO, dozisérzékeny gének koépiaszamanak nodvekedése, a
kopiaszam csOkkenésiikhoz hasonldan koéros tiinettan kialakuldsahoz jarulhat hozza. A nagy
felbontoképességli genomanalizaldo mddszerek elterjedése a mikrodelécios szindroméak mellett

a kiilonb6z6 mikroduplikécios szindromak fontossagat is eldtérbe helyezte.
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Az emlitett 1921.1, 15q11.2, 15q13.3, 16p11.2, 16p13.11, 22911.2 genomi régiokat érintd
valtozasok mellett természetesen egyéb, dozisérzékeny géneket tartalmazo régiok (pl.: 9q34)
rekurrens kdpiaszdm véltozasai is hozzajarulhatnak meghatarozott tiinetek, akar szindromak

(pl.: Kleefstra szindroma) kialakulasédhoz.

2.5.2 Nem rekurrens CNV-k

A teljes genom vizsgalatat lehetévé tevd Uj-generacios moddszerek elonye nem csak a
rekurrens CNV-k felfedezésében nyilvanult meg. Az epilepszias betegekben detektalt nem
rekurrens CNV-k meghatarozo szerepe a betegség kialakitasaban egyre nyilvanvalobba valt.
Generalizalt rohamokat mutatd epilepszias betegek aCGH ¢és egypontos nukleotid-
polimorfizmus (SNP) microarray vizsgalatai alapjan Osszességében megkdzeliti az 5%-ot
azon nem rekurrens CNV-k el6fordulasi gyakorisaga, melyek a kontroll mintakban nem
detektalhatok és legalabb egy gént tartalmaznak. Amellett, hogy a nem rekurrens CNV-k
ritkasédga, esetenként egyedisége megneheziti klinikai szignifikancidjuk interpretalasat, a
jelenleg rendelkezésre all6 diagnosztikai eredmények alapjan is nyilvanvalova valt az
epilepszia genetikai hatterének kialakitasaban jatszott meghatirozé szerepiik. Az atfedd, nem
rekurrens CNV-kkel rendelkezé esetek vizsgalati szamanak novekedésével lehetéségiink
nyilhat az adott klinikai kép kialakitasaért felelds kritikus régio, gén meghatarozasara. Uj
rekurrens CNV-k detektalasa és azok vizsgalata nagymértékben hozzajarulhat 01j epilepszia
gének meghatarozasahoz [100, 101, 126-128].

Az epilepszia genetikai hatterének Osszetettsége ¢és a jelenleg rendelkezésiinkre allo
korlatozott ismeretek alapjan a klinikai kép hatterének pontos meghatarozasa érdekében
tovabbi vizsgalatok elvégzése sziikséges. A teljes genomot lefedd vizsgalatok boviild tarhaza,
valamint az altaluk kapott eredmények értékelése lehetdséget nyujt a jovoben 1) genomidlis

eltérések és az epilepszia kapcsolatanak meghatarozasara.

2.6 Azepilepsziak terapias vonatkozasai

Az epilepszias betegek terapidja egy masodik roham el6forduldsa esetén legtobb esetben
napi, rendszeres gyogyszeres kezeléssel torténik, azonban a betegség kialakuldsara vald
magas riziko esetén a gyodgyszeres kezelés az elsd rohamot kovetden is elkezdhetd. A tiinetek
sulyossagatol fiiggden a gyogyszeres terdpia mellett specialis diéta (ketogén diéta), mélyagyi
stimulalo beiiltetése, illetve idegsebészeti eljards is alkalmazhatd. Az epilepszids betegek
korében leggyakrabban alkalmazott kezelés az antikonvulzans kezelés. Az alkalmazando

antikonvulzans szer meghatarozésat nagymértékben befolyasolja a roham tipusa, az
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epilepszids szindroma milyensége, egészségligyi problémak megléte, egyéb gyodgyszeres
kezelések, valamint az illetd kora és életformaja. Az esetek tobbségében a kezelés egy fajta
gyogyszer szedésével kezdodik. Azokban az esetekben, ahol a kezdeti gyogyszer hatasara a
beteg nem mutat pozitiv valtozast, egy masik gydgyszer egyediili szedése javasolt.
Amennyiben ez sem megfeleld, tobb gyogyszer egylittes alkalmazasa ajanlott. Az esetek
kozel felében a kezdeti gydgyszer hatasdra pozitiv véltozast mutat a beteg, mig masodik
gyogyszer egyediili szedése az esetek 13%-aban segit. 2 vagy 3 gyogyszer egylittes szedése az
epilepszias betegek tovabbi koriilbeliil 4%-anak nyujt segitséget. A fejlett epilepszias terapia
ellenére az esetek kozel 30%-aban a kiilonb6zd antikonvulzansok alkalmazésa ellenére sem

szinnek meg a tlinetek [15, 129-133].

Az antiepileptikus szerek koziil a phenytoin, a carbamazepine és a valproat egyarant
hatasosnak tekinthetéek mind fokalis, mind generalizalt rohamokban szenveddk esetén. A
mellékhatasokra és koltségekre valo tekintettel, fokalis rohamokkal rendelkezd betegeknél az
els6 valasztando szer altalaban a carbamazepine és a lamotrigine, mig masodik gyogyszerként
a levetiracetam és a valproat alkalmazott. Ugyanezen szempontokat figyelembe véve
generalizalt rohamokat mutatd epilepsziaval rendelkezd betegek elsé vonalbeli kezelése
esetén a valproat, masod vonalbeli kezelése alkalmaval pedig a lamotrigine szedése ajanlott.
Absence rohamokat mutatd betegek kezelése 4ltaldban ethosuximide vagy valproat
alkalmazasdval torténik. A valproattal valdo kezelés hatékonynak bizonyult bizonyos
myoclonusus, atonusos €s tonusos betegek kezelésekor is. A fent emlitett, leggyakrabban
alkalmazott szerek mellett az epilepsziads tiinetek kezelésére szamos egyéb gydgyszer is a

klinikusok rendelkezésére all [129, 134-137]. (5. abra)

Anti-epilepszias szerek

-

Parcidlis (fokalis) -
és generalizalt Generalizalt Egyéb
tonusos-clonusos rohamok
rohamok

Régi gyogyszerek Ujabb gyagyszerek Valproate —_ Phenytoin Acetazolamide Benzodiazepines
Carbamazepine I Lamotrigine Carbamazepinge  ——t— Lamotrigine | Diazepam
Valproate Levetriacatam Ethosuximide ~ —f—  Phensuximide Lorazepam
Phenytoin —— Gabapentine
Trimethadone —L— Oxazolidinediones —— Clonazepam
Barbiturates —— Topiramate
——  Nitrazepam
—— Vigabatrine
Clorazepate
|l . Felbamate Dipotassionum
—— Zonisamide — Clobazam

5. abra: Az epilepszias rohamok kezelésére hasznalt antiepileptikumok
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2.7 Kongenitalis anomaliak

A velesziiletett rendellenességek (kongenitalis anomalidk) magukba foglalnak minden, a
normalistol eltérd, sziiletéskor mar meglévd allapotot, fiiggetlentil attol, hogy a sziiletéskor
felismerésre kertil, vagy sem. A kongenitalis anomalidk koz¢ soroljuk a genetikai hibakbol
kifolyolag kialakult anomaliakat, a velesziiletett fejlddési rendellenességeket (kongenitélis
abnormitdsok), a velesziiletett daganatokat, a méhen beliilli ndvekedés visszamaradast
(IJUGR), a magzati betegségeket (pl. fertézéses betegségek), az immunologiai
rendellenességeket, a szellemi visszamaradottsagot és a viselkedési, valamint tarsadalmi

beilleszkedési zavarokat is. (3. tabldazat)

Kozponti idegrendszeri defektusok

Anenkefilia 1/4,859 859
Spina bifida anenkefilia nélkiil 1/2,858 1,460
Enkefalokele 1/12,235 341
Szem defektusok

Anophtalmia/microphtatmia | 1/5,349 780
Kardiovaszkularis defektusok

Truncus arteriosus 1/13,876 301
A nagy artériak felcserélodése 1/3,333 1,252
Fallot tetralogia 1/2,518 1,657
Atrioventrikularis szeptum defektus 1/2,122 1,966
Hypoplasias bal szivfél-szindroma 1/4,344 960
Orofacialis defektusok

Szajpadhasadék 11,574 2,651
Ajak és szijpadhasadék 1/940 4,437
Gasztrointesztinalis defektusok

Oesophagus atresia/tracheoesophageal fisztula 1/4,608 905
Rektalis atresia/stenosis 1/2,138 1,952
Muszkuloszkeletalis defektusok

A felsé végtagok redukcios deformitasa 1/2,869 1,454
Az alsé végtagok redukcios deformitasa 1/5,949 701
Gastrochisis 1/2,229 1,871
Omfalokele 1/5,386 775
Rekeszsérv 1/3,836 1,088
Kromoszémalis anomaliak

13-as triszomia (Patau szindréma) 1/7,906 528
21-es triszomia (Down szindréma) 1/691 6,037
18-as triszomia (Edwards szindroma) 1/3,762 1,109

3. tablazat: A kongenitalis anomaliak el6fordulasi gyakorisaga
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A kongenitalis anomaliak kialakuldsa genetikai és kornyezeti tényezokhoz egyarant
kothetd, igy a multifaktorialis betegségek kozé soroljuk 6ket. A tlinetek kozott eléfordulnak
belszervi betegségre utalok (pl. az anyagcsere-rendellenességek esetén), valamint anatomiai
rendellenességek is. A tiinetek gyakran nem specifikus mivolta megneheziti a megfeleld

diagnoézis felallitasat [138].

A velesziiletett rendellenességek osztalyzasa tobb szempontbdl torténhet. A rendellenesség
kialakuldsdnak mechanizmusa szerint megkiilonboztetink malformaciot, diszrupciot,
deforméciot és diszplaziat. A szervi fejlddési rendellenességek, malformaciok, a fogamzastol
az organogenezis befejeztéig kialakulo, 6roklott vagy a terhesség soran kornyezeti, teratogén
hatasokra kifejl6dé morfoldgiai, a miikodést is korosan befolyasoldé anomalidk, melyek soran
valamely szerv(ek) fejlédése eleve koros iranyba indul (pl. ajakhasadék), mig diszrupciod
esetén a kezdetben normalis fejlodés valamilyen kiilsd tényezd hatdsara szakad meg (pl.
rubeola, cytomegalovirus, phenytoin, valproat készitmények, anyai alkoholizmus stb.).
Deforméci6 soran az egészséges testrész kiils6 mechanikus behatasra torzul (pl. csipéficam,
dongalab, ferdenyak korosan kevés magzatviz hatasara), diszplazia esetében pedig genetikai
okokndl fogva a szovetképzddés szenved zavart, igy az ennek hatdsara kialakult alaki torzulas

ennek masodlagos kdvetkezménye (pl. akondroplazias térpendvés).

A rendellenességek szama szerint beszélhetiink izolalt kongenitalis anomalidkrol, amikor a

fejlodési zavar csak egy szervet érint, illetve szindromardl, mely esetén tobb szerv érintett.

A velesziiletett rendellenességek egy harmadik csoportositasi szempontja a tiinetek
stlyossagi fokozata. A letdlis rendellenességek a gyermek haldlahoz vezetnek még
fogamzoképes kor eldtt. Major (sulyos) rendellenességekrdl abban az esetben beszéliink, ha a
gyermek kezeletlen esetben nem ¢€lheti meg a fogamzoképes kort (pl. sulyos Osszetett
szivfejlédési rendellenességek). Az enyhe rendellenességek az érintett egyén életkilatasait
kezeletlen esetben sem érintik, azonban az életmindséget nagy mértékben ronthatjak (pl.
hugycs6zarddasi defektusok, herevizsérv). A minor abnormalitdsok olyan rendellenességek,
amelyeknek Onmagukban nincs jelentdsége, az ¢érintett életkilatasait, €letmindségét nem
befolyasoljak, azonban felismerésikk mar ujsziilottkorban is fontos, mert halmozott
el6fordulasuk prenatélis eredeti belsd szervi (pl. sziv, vese, stb.) stlyosabb rendellenességet
jelezhet. A minor abnormalitdsokon beliil megkiilonboztetiink minor malforméciokat (pl.

epicanthus, hasadt uvula, négy ujjas redd, szamfeletti mamilla, az V. ujj clinodactyligja, stb.)
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¢s un. antropometriai variansokat, melyek méréssel igazolhatdéak (pl. hipertelorizmus, az

atlagosnal tavolabb elhelyezked6 mamillék, stb.) [139-142].

2.8 Kognitiv fejlodési elmaradas

Mentalis retardacio alatt id6 eldtt abbamaradt vagy megkésett mentalis fejlodést értiink,
melyre jellemz6 a fejlédés sordn megjelend és az intellektus minden szintjét érintd készségek
romlasa. Az intellektualisan visszamaradott személy viselkedésére jellemz6 lehet a feliilés és
jaras késoi elsajatitasa, a megkésett beszédfejlodés, memoriaproblémak, nehézkes
problémamegold6 készség, valamint a szocidlis szabalyok, illetve az Onellaté magatartas

nehézkes elsajatitasa [143, 144].

A mentdlis retardacié gytjtéfogalom, mely szamos kiilonb6z6 okbol kialakult szellemi
visszamaradottsdgot foglal magdba. Az esetek kb. kétharmadaban az okozati tényezd
kiderithetd, vagy legaldbbis sejthetd. Minél stlyosabb érintettségrél van sz6, anndl
valdsziniibb, hogy az okokat is sikeriil felderiteni. A szellemi elmaradottsag kialakulasaban 3
koroki tényezd jatszhat szerepet: genetikai, kdrnyezeti fizikai és szociokulturalis. A genetikai
eredeti mentalis retardacid esetén elkiilonithetink familidris, illetve de novo kialakult
allapotot. A familiaris hattérrel nem rendelkezd érintettek esetén a betegség kialakuldsanak
hatterében egy de novo kialakult monogénes artalom, vagy a kromoszomak struktirajanak
valtozasat, illetve a kromoszoémak szambeli valtozasat okozo eltérés allhat. A kromoszoéma
rendellenességek esetén a szellemi visszamaradottsag altaldban nem egyediilallo fenotipusos
megnyilvanulas. Az esetek tobbségében egyéb anomalidkkal, antiszocialis viselkedéssel tarsul
A familiarisan érintettek esetén az egyén atlagos intelligenciaszintje altaldban enyhén
elmaradott, €s a sziilok, testvérek kozott legalabb egy mentalisan retardalt egyén talalhato,
egyes esetekben a szomatikus tiinetek komplex genetikai, valamint antropologiai
vizsgalatokkal nem fellelhetdk, specifikus korfolyamatra utald adatok az anamnézisben nem
talalhatok. Kialakulasa a leggyakrabban multifaktorialis 6roklodéssel magyarazhatd [145-
147].

A kornyezeti fizikai faktorok esetén megkiilonboztethetiink prenatalis kornyezeti
artalmakat (pl. anyai betegség, drog-, alkoholfogyasztas, fertézések, stb.), perinatalis
kornyezeti artalmakat (korasziilottség, oxigénhidny, sziiletési sériilés, fertdzések, stb.),
valamint posztnatalis kornyezeti artalmakat (pl. virdlis vagy bakteridlis fertézések,

posztimmunizacios encephalopathia; agysériilés; kornyezeti toxinok, 6élom, higany; anoxia;
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status epilepticus; extrém alultaplaltsag; endokrin abnormalitasok, pl. hypothyreosis) [148-

150].

A szociokulturdlis korokok is nagy szerepet jatszhatnak az (érintettek szellemi
visszamaradottsdgaban. Az elhanyagolt gyermekek altaldban szegényes intellektualis
fejlettséglick. Komoly mentalis szubnormalitast idézhet eld a hianyos emocionalis ¢és

intellektualis stimulacid, a pszichoszocialis deprivacio, valamint a taplalas elégtelensége is.

A mentalis retardacio a tiinetek stillyossaganak tekintetében lehet enyhe mentalis retardacid
(50-69 kozotti 1Q), mérsékelt mentalis retardacio (35-49 kozotti 1Q), sulyos mentalis
retardacid (20-34 kozotti 1Q), valamint nagyon stlyos mentélis retardacio (20 alatti 1Q). A
szellemileg enyhén elmaradott személy késéssel kezd beszélni, de eléri a mindennapi élethez
szlikséges beszédkészséget és a teljes fiiggetlenséget az Onellatdsban, azonban fejlédése
sokkal lassibb a normalisnal. Az irds és olvasas terén nehézségei akadnak, gyakorlati
munkavégzésre alkalmas, azonban szellemi munkavégzésre kevésbé. Amennyiben a betegség
érzelmi és szocidlis éretlenséggel parosul, nyilvanvalova valik. A kognitiv
visszamaradottsdghoz autisztikus tlinetek, maés fejlédési rendellenesség, epilepszia,
magatartdszavar vagy hatranyos testi allapot gyakran tarsul. A mérsékelten érintett személy
nyelvi és értelmi fejlodése lassu, onellatasi és mozgaskészsége visszamaradott. Sokuk egész
életre feliigyeletre szorul. Irasi és olvasasi nehézségeik hamar megnyilvanulnak. Felnéttként
egyszerli gyakorlati munkavégzésre képesek, ha pontos koordinaciot kapnak. Teljesen 6nallo
életvitelre nagyon ritkdn képesek. Gyermekkori autizmus vagy mas pervaziv fejlédési zavar
tarsulhat. Epilepszia, neuroldgiai és testi hatranyos allapot is gyakori, de a tobbség képes
segitség nélkiil jarni. A sulyos szellemi elmaradottsaggal ¢él6 személyek leirasa nagy
mértékben atfed a mérsékelt tiineteket mutatd személyek jellemzésével. A betegek tobbsége
motorosan karosodott, legtobbjiikk mozgasképtelen, vagy mozgasban stlyosan korlatozott, ami
jelentés kozponti idegrendszeri karosodasra vagy fejlédési rendellenességre utal. Onélld
¢letvitelre nem képesek, alland6 feliigyeletet igényelnek. A legegyszertibb vizudlis és térbeli
készségeket elsajatithatjak. A sulyos szellemi elmaradas mellett sulyos neuroldgiai, egyéb

testi fogyatékossagok, atipusos autizmus eléfordulasa gyakori naluk [151-153].

2.9 Genomanalizal6 médszerek - aCGH
A molekularis biologia és a bioinformatika fejlddésének kovetkeztében a genotipus-
fenotipus Osszefliggések vizsgalata és a klinikai diagnosztika a genomidlis vizsgélatok felé

fordult. Az 10j-generaciés modszerek novekvd alkalmazasa altal nyert informécidohalmaz
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nagymértékben megvaltoztatta a biologusok ¢és klinikusok, a betegségek genetikai hatterérdl
kialakitott véleményét. Az uj-generacidos szekvendlas (NGS) ¢és aCGH modszerek
megjelenése az ) genomidlis eltérések detektdlasan tal lehetdvé tette a hagyomanyos
technologidk eredményeinek megerdsitését, illetve az 1j-generaciés modszerek nagy

felbontoképessége révén a mar meglévo eredmények pontositasat.

A komparativ genomialis hibridizaci6 (CGH) egy, a minta DNS-énck kopiaszam
véltozasait (CNV) vizsgald, hibridizacion alapulé molekularis citogenetikai médszer. Az
eljaras célja két kiilonbozd genomialis DNS (vizsgalt minta, valamint a referencia DNS) gyors
¢s hatékony Osszehasonlitdsa, majd az eltérések vizsgalata. A modszer alkalmazasi kore, mely
a szolid tumor szovetek és a normal sejtek Osszehasonlitdsaval kezdddott, a késdbbiekben
kitagult. A mddszer a hagyomanyos citogenetikai technikaknal (Giemsa-festés, FISH) joval
nagyobb, 5-10 megabazisos felbontoképessége révén egyre tagabb korben Kkeriilt
alkalmazasra. A technika alapja, hogy a vizsgdlni kivant minta ¢és a referencia minta izolalt
DNS-¢ét kiilonb6z6 szinii fluoroférral (altalaban Cyanin3 (Cy3) és Cyanin5 (Cy5)) valo
jelolést kovetéen 1:1 ardnyban metafazisos kromoszomakhoz hibridizaltatjuk. A
komplementaritds elve alapjan a jelolt DNS-ek a metafdzisos kromoszoéma megfeleld
l6kuszahoz kotddnek. A kiilonb6zé szinli fluoreszcens jelek intenzitdsat fluoreszcens

mikroszkop és specidlis szoftverek segitségével Osszehasonlitjuk. A vizsgalni kivant minta

crer

crer

megnovekedett intenzitasértéke a vizsgdlni kivant minta azon genomi régiora es6 DNS
kopiaszam csokkenését mutatja. Amennyiben a szinek intenzitasértéke egy genomi régidban
azonos (piros és zold szin esetén sarga), az adott pozicidban nincs eltérés a vizsgalni kivant
minta és a referencia DNS kozott. A nagy felbontoképesség ellenére a CGH is rendelkezik
korlatokkal, melyek koziil az egyik legfontosabb, hogy a modszer csak kiegyensulyozatlan
kromoszomalis abnormalitdsok kimutatdsara alkalmas, aminek oka, hogy a kiegyensulyozott
transzlokaciok (reciprokalis transzlokacidk, inverzidk, esetenként a gylirikromoszémak) nem

okoznak kopiaszam valtozast [154-158]. (6. dbra)
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4. [Cy3jeldlt referencia DNS] [ Cy5jelsit tumor DNS |

A jelolt tumor és referencia DNS-ek szimultan
2_ hibridizaltatasa normal, human metafazisos
kromoszéma preparatumhoz

3 A hibridizalt fluoreszkalé DNS-ek —_— e
- detektalasa \ [

4_ Eredmények

l i

A referencia és tumor DNS A referencia DNS tobblete az Csokkent tumor DNS
altali egyenld mértéki egész kromoszéman: A mig;i‘:;k;g? tumgr DNS koncentraci6 a metafazisos
festodés: Normal tumor DNS képiaszam Kkromoszéma hosszu kardn k 6ma egy konkrét
kromoszdémalis régio vesztése régidjaban

6. abra: A CGH sematikus folyamatabraja

Az aCGH a tradicionalis komparativ genomidlis hibridizacié egy fajtdja, mely esetén a
metafazisos kromoszomak meghatarozott hosszisaga (25-60 bp), a genomot lefedd
oligonukleotidokkal helyettesitettek. Az oligonukleotidok egy specialis targylemezen
helyezkednek el, és genomi pozicidjuk a gyartd altal meghatarozott. A modszer 5-10
kilobazisos felbontoképességével egy specifikus, gyors, érzékeny technikava valt,
megkonnyitve a kopiaszam valtozasok detektalasat mind a klinikai alkalmazasokban, mind a

kutatasban [159-162]. (7. dbra)
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4. [cy3jelslt referencia DNS] [ Cy5 jeldlt tumor DNS |

2 A jeldIt tumor és referencia DNS-ek szimultan
. hibridizaltatasa oligonukleotidokhoz

3 A hibridizalt fluoreszkald DNS-ek
" detektalasa
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4. [Eredmények]
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Areferencia és tumor DNS
egyenld mértékd
hibridizalodasa: Normal
kromoszémalis régio

Areferencia DNS tébblete: A
tumor DNS kopiaszam
vesztése az adott pozicidban

Megnovekedett tumor DNS
koncentracio az adott genomi
poziciéban

Megntivekedett tumor DNS
koncentracio az adott genomi
pozicidban

7. abra: Az aCGH sematikus folyamatabraja

A kiilonb6z6 modszerek alkalmazasat nagymértékben meghatirozza azok felhasznélasi
teriilete. Mig az NGS f6leg pontmutaciok kimutatasara alkalmas technologia, addig az aCGH
nagyobb genomidlis eltérések detektalasat teszi lehetévé. A hagyomanyos (Kariotipizalas,
FISH) ¢és uj keleti (NGS, aCGH) molekularis biologiai modszerek egyiittes alkalmazasa,
egymast erdsitve tette lehetévé az Ujabb modszerek diagnosztikai alkalmazésat. Fontos
megjegyezni, hogy a hagyomanyos és Uj-generaciés modszerek nem felvaltottdk, hanem
kiegészitették egymast. A régi €s ) modszerek korlatainak nagy része egymas melletti

alkalmazas esetén kikiiszobolhetok (pl.: kiegyensulyozott transzlokaciok detektalasa). A
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tudomany €és a mddszerek fejlddése az epilepszia genetikai hatterének vizsgalatat is nagyban
befolyasolta. Az aCGH ¢és FISH egyiittes alkalmazasa lehetdvé tette epilepszias betegekben
nagyobb genomidlis eltérések kimutatdsat, ezaltal a klinikai kép és a genotipus kozti
korrelacido mélyrehatobb tanulmanyozasat. Az egy gén érintettsége révén kialakult epilepsziak
vizsgalata mellett igy egyre nagyobb teret kapott a nagyobb kromoszomalis valtozasok —

deléciok, duplikaciok — és az epilepszia kapcsolatanak vizsgalata.
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3. CELKITUZESEK

A vizsgalat soran célom volt:

epilepszias tiineteket, és minor anomalidkat mutatd betegek varhaté genomi

eltéréseinek detektalasa;

rekurrens és nem rekurrens kopiaszam valtozasok detektaldsa epilepsziaval és minor

anomaliakkal rendelkez6 betegekben;

az epilepszids tiinetek és a minor anomalidk kialakulasa és a detektalt kopiaszam

valtozasok kozotti kapesolat tanulmanyozasa;

a detektalt eltérések altal érintett gének, genomi régiok funkcidjanak elemzése

szakirodalomi adatok és publikus adatbazisokban kozolt adatok felhasznalasaval,

az érintett gének dozisérzékenységére vonatkozod irodalmi adatok értékelése;

Osszevetve a szakirodalomban kozolt, hasonld genotipussal ¢és fenotipusos

megnyilvanulassal rendelkez6 esetekkel;

sajat talalataink, valamint a szakirodalmi adatok alapjan az érintett, nagyobb genomi

régidk lesziikitése a betegség kialakitasaban szerepet jatszo kisebb régiokra, génekre;

valamint a detektalt genomi eltérések és a megfigyelt fenotipus alapjan az aCGH
vizsgalat alkalmazhatosdgdnak megerdsitése az epilepszias tiinetekkel és minor

anomalidkkal rendelkez6 betegek csoportjan beliil.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Mintavétel és tarolas

A vizsgélatba bevont betegek és csaladtagjaik klinikai vizsgalata, valamint a mintavétel

genetikai tanacsadas keretein belill tortént. A tajékoztatast €s a vizsgalatba valo beleegyezést

kovetden 5-7 ml Etil-diamin-tetraecetsavval (EDTA) alvadasgatolt vér keriilt levételre minden

kivalasztott személytdl a laboratoriumi vizsgalatok elvégzéséhez. A mintak a feldolgozést

kovetden biobanki tarolasra keriiltek.

4.2 DNS izolalas

A DNS izolalasaira Omega E.Z.N.A. Blood Maxiprep Kit-et alkalmaztunk, mely nagy

mennyiségli, akdr 20 ml vérbdl valé DNS izolalasra is alkalmas. A tisztitdshoz hasznalt

filteres DNS kot6 oszlopok kapacitasa 1,5 mg DNS.

A felhasznalt Kit tartalma:

Komponens Mennyiség/Térfogat
Filteres DNS kot6 oszlopok | 50 db
50 ml-es gytjtéesovek 50 db
TL puffer 160 ml
BL puffer 600 ml
HB puffer 300 ml
Ekvilibralé puffer 2x85ml
DNS moso6 puffer 3x100 ml
RNaz A 2,2ml
OB protedz 300 mg
Proteinaz tarolo puffer 20 ml
DNS elucioés puffer 120 ml

Reagensek, melyeket a Kit nem tartalmaz:

- Abszolut alkohol
- lzopropanol

- 50 ml-es centrifuga csévek
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4.2.1 DNS izoldlas

A DNS izolalés elott a Proteinaz tarold pufferben feloldottuk a 300 mg OB proteazt (10
mM; pH 8,0), valamint a DNS moso6 pufferhez 400 ml abszolut alkoholt kevertiink.

4.2.1.1 A DNS megkotése

10 ml EDTA-val gatolt alvadasgatolt vért 50 ml-es centrifugacsébe ontottiink, majd 250 pul
OB proteazt pipettaztunk a csdbe. Sziikség esetén a vért 10 mM Tris-HCI-val, Phosphate
buffered saline-nal (PBS) vagy DNS Eluciés pufferrel egészitettiik ki 10 ml térfogatra.
Vortexelést kovetden 10,2 ml BL puffert mértiink ra, majd ismételten vortexeltiik 5 percig a
mintat. 20 ul RNaz A hozzaadasa utan 70°C-on inkubaltuk 10 percig a mintdkat, majd a
lizdtumhoz 10,3 ml etanolt vagy izopropanolt mértiink. Alapos vortexelést kovetden egy
HiBind DNA Maxi Column oszlopra vittik fel a cso tartalmat. Az oszlopot 50 ml-es
gyljtéesdbe helyeztiikk, majd 5 percig 4000 g-n centrifugaltuk annak érdekében, hogy a
filterre kik6t6djon a lizdtumban levé DNS. A gy(ijtécsdben osszegytlt folyadékot a folyamat
végeztével eldobtuk.

4.2.1.2 A DNS mosasa

Az oszlopot 11j gytijtdcsObe helyeztiik, 50 ml HB puffert vittiink fel az oszlop feliiletére,
majd centrifugéltuk 5 percig 3000 g-n. A csdben 6sszegyllt folyadékot eltavolitottuk, majd az
oszlopot visszahelyeztiik a gylijtdcsébe. 15 ml DNS mosé puffert vittiink fel az oszlopra,
majd ismételten centrifugéltuk a mintat 5 percig 3000 g-n, majd az Osszegytilt folyadékot
eltavolitottuk. A mosas kovetkezd 1épéseként 10 ml DNS moso puffert adtunk a mintahoz, €s
az el6zo 1épéshez hasonldan 5 percig, 3000 g-n centrifugaltuk. A gytlijtécsdben Osszegyiilt
folyadékot szintén eltavolitottuk. A mosasi folyamat utolso 1épéseként annak érdekében, hogy
teljes mértékben megszabaduljunk az eldzdleg hasznalt mosé puffertdl, a mintat 10 percig

centrifugaltuk 4500 g-n puffer hozzaadésa nélkiil (szarazon).

4.2.1.3 A kikotodott DNS visszanyerése az oszloprol

A kikotédott DNS leoldasahoz az oszlopot athelyeztilk egy nukleaz mentes 50 ml-es
centrifuga cs6be, majd 1 ml 70 °C-os DNS elucids puffert (1 mM Tris-HCI, pH 8,5) vittiik fel
az oszlopra. Az oszlopot 3-5 perc szobahOmérsékleten valdo inkubalast kovetden
centrifugaltuk 4500 g-n 5 percig. A folyamat eredményeképpen megkaptuk a filteren
keresztiilfolyt elticios puffer altal leoldott DNS-t.

42



A hatékonyabb DNS visszanyerés érdekében az elucios 1épés megismételhetd. Minden
eltcios 1épés soran az oszlopon megkotdtt DNS 60-70 %-a oldodik le, igy az ismételt 1épések

eredményeként ez az érték a 80% feletti tartomanyt is elérheti.

4.2.2 DNS tisztitds

A DNS izolalas eredményeképpen kinyert DNS tisztasaga nem minden esetben megfeleld,
igy sziikség lehet a kinyert DNS tisztitdisdira. A DNS koncentracidja, valamint annak
tisztasdga NanoDrop miiszerrel mérhet6. Amennyiben a DNS tisztasiga nem ¢éri el a
megfeleld értéket, azt tisztitani kell. A DNS tisztitasa soran Macherey-Nagel NucleoSpin
gDNA Clean-up Purification Kit-et alkalmaztunk.

A Kit tartalma:

Komponens Mennyiség/Térfogat
Filter 50 db
Gylijt6cso 50 db x 2mi
DB kot6 puffer 25 ml
DW moso6 puffer 25 ml
DE elucids puffer 15 ml

A DW mos6 puffer hasznalata eldtt 60 ml etanol hozzaadas sziikséges.

A tisztitasi folyamat elsd 1épéseként 150 pl tisztitani kivant DNS-hez hozzaadtunk 450 pl
DB kot6 puffert. Amennyiben kevesebb DNS tisztitasara volt sziikségiink, a DNS-t vizzel
egészitettik ki 150 pl végtérfogatra. A protokoll masodik 1épéseként a reakcidelegyet a
NucleoSpin gDNA Clean-up oszlopra (filter+gytijtécsé) pipettaztuk, majd 30 masodpercig
centrifugaltuk 11000 g-n. A folyamat eredményeként a DNS kik6tddott a filterre.

A DNS mosasi 1épései soran 700 pl DW mos6 puffert vittiink fel az oszlop feliiletére és az
el6z6 1épéshez hasonld paraméterekkel centrifugaltuk a mintat. A centrifugalas végeztével a
gylijtdcsOben 0sszegyllt moso puffert eltavolitottuk, majd a filtert visszahelyeztiik és az el6z6
1épést megismételtiik. A mosasi 1épések sordn a mos6 pufferek a DNS-en kiviil minden

szennyezddést eltavolitanak a filterbdl, igy végezetiil a tiszta DNS-t kapjuk.

A mosast kovetden a tisztitd oszlopot a maradék folyadék eltavolitasa érdekében 1 percig,

11000 g-n centrifugaltuk. A folyamat utols6 1épéseként a filtert egy tiszta Eppendorf csobe
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helyeztiik. A Filter feliiletére 50 ul DE eluciés puffert vittlink fel, majd 1 perc
szobahdmérsékletli inkubalast kovetéen 30 masodpercig, 11000 g-n centrifugaltuk. A puffer
hatasara a DNS leoldodott a filterrél az Eppendorf csdbe, igy annak tisztasiga NanoDrop

segitségével mérhetd. Amennyiben sziikséges, a tisztitasi folyamat megismételheto.

4.3 G-savos kromoszoma festés
A tenyésztéshez sziikséges komplett taptalajt felolvasztottuk, 4 ml-enként
tenyésztdcsovekbe adagoltuk, majd 20 °C-on taroltuk.
A vizsgalathoz sziikséges tapfolyadékok és egyéb reagensek:
- Lymphogrow medium
- Lymphochrome medium
- Antibioticum-Antimycoticum
- Trypsin-EDTA (1x)
- 10ug/ml Colcemid solution
- L-Glutamin 200 mM
- Phytohemagglutinin M

- Heparin

A vizsgalathoz sziikséges oldatok:
- Hypotonizalo oldat: 0,075 M KCI

- Fixdlé oldat: 100 %-os ecetsav és Metanol (High-pressure liquid chromatography

(HPLC) tisztasagu) 1 : 3 ardnyu keveréke
- Weise puffer a Giemsa festékhez (1000ml):
- 1,14 g dinatrium-hidrogénfoszfat
- 0,49 g kalium-dihidrogeénfoszfat
- 2 x SSC (1000ml):
- 17,59 NacCl

- 8,82 g Na-citrat
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- Leishmann’s festék: 0,3 g festék és 200 ml metanol. 3 napig 65 °C -os vizfiirdében

torténd melegitéssel segitjiik az oldodast.

4.3.1 Lymphocyta tenyésztés
A vizsgalatba bevont személyek kromoszomavizsgalatdhoz sterilen vett, Na-heparinattal
alvadasgatolt periférids vért hasznaltunk. Két tenyésztocsobe, 4-4 ml felolvasztott taptalajba

5-5 csepp vért cseppentettiink sterilen.

A csoveket 37 °C-os termosztatba helyeztiik, és 72 oraig inkubaltuk. Két o6raval a
feldolgozas el6tt 2 csepp Colcemidet adtunk a sejtkultirahoz, blokkolva ezzel metafazisban a
sejtosztodast. A csoveket 2 orara ujra 37 °C-os termosztatba helyeztiik. Az inkubécids id6
alatt elokészitettiik a hypotonizalashoz (37°C) és a fixalashoz (4°C) az oldatokat, majd amikor
a blokkolasi 1dd lejart, a mintat lecentrifugaltuk 10 percig 2000 rpm-en, szobahdémérsékleten.
A centrifugélast kdvetden a feliiluszot eltavolitottuk, az tiledékhez hozzaadtuk a hypotonizald
oldatot, majd 30 percre a 37 °C-os termosztatba helyeztiik vissza. F¢l ora elteltével a mintat
lecentrifugaltuk, a feliilluszd nagy részét vizsugar szivattylval leszivtuk, az iiledékre enyhe
rdazogatas mellett fixald oldatot pipettaztunk, majd ezt kdvetden Gjra lecentrifugéltuk. A tiszta
szuszpenzio eléréséhez ezt a folyamatot haromszor megismételtiik. Ezt kdvetden a mintat -
20°C-ra helyeztiik 20 percre, majd jabb centrifugalast kovetden a feliiliszd egy részét ismét
leszivtuk. Az iiledéket felszuszpendaltuk, majd a szuszpenziobol kicseppentettiink 4 tisztitott

targylemezre.

4.3.2  Ertékelés

A targylemezre kicseppentett preparatumot Giemsaval festettilk meg (festokiivettaba 80 ml
Giemsa festéket toltottiink, a kicseppentett lemezeket beleallitottuk 15 percre a festékbe, majd
desztillalt vizzel ledblitettiik azokat). A szaradas utan mikroszkopban értékeltiik a latottakat:

15 metafazisban 1évé kromoszémat megszamoltunk, majd csoportokba soroltuk dket.

A Giemsa festést és értékelést kovetden végeztik el a G-sdvozast, mely sordn a
preparatumbdl  Gjabb  tdrgylemezre  csOppentettiink, majd 24  6rdn  keresztiil
szobahémérsékleten allni hagytuk. Az inkubacids id6 leteltével 2,5 orara 65°C —0s 2 x SSC
oldatot tartalmazé festokiivettaba allitottuk. A sédvozott preparatumot Leishmann’s festékkel

kezeltiik, majd a mikroszkopos elemzés soran minden mintabol 5 kariotipust készitettiink.
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4.4  Uniparentalis diszomia

Uniparentalis diszomia (UPD) esetén az érintett személy kromoszomaszama normalis,
ugyanakkor egy adott kromoszémajanak mindkét homologja ugyanattdl a sziil6tdl, vagy csak
az apatdl vagy csak az anyatdl szarmazik. Kialakulasdnak hatterében két egymast koveto,
onmagaban is numerikus aberraciohoz vezeté esemény all, egy meiotikus non-diszjunkcio és
egy, a korai barazdalodasi osztodasok soran bekovetkezd anafaziskésés (anaphase lag).
ElsOként egy triszomids zigdta jon létre, s csak ezt kovetden vész el a 3. homoldg. Attol
fliggben, hogy els6, vagy masodik meiotikus non-diszjunkcid6 zajlott-e e,
megkiilonboztethetliink uniparentalis heterodiszomiat vagy izodiszomiat. Az eldbbinél egy
szUl6bol két eltérd homolodgot (egy-egy nagyanyait, illetve nagyapait) 6rokolt az utod, vagyis
a non-diszjunkcio az elsé meiotikus osztédasban kdvetkezett be. Az utdbbiban az egyik sziild
két azonos homologot (vagy csak nagyanyait vagy csak nagyapait) orokitett at, ekkor a
masodik meiotikus osztodasban volt non-diszjunkci6. UPD esetén a homoldgok eredetétdl
fliggben, a genomialis imprinting miatt, eltéré tiinetek észlelhetok. A Prader-Willi és
Angelman szindromak (PWS/AS) egy részében nem delécio, hanem 15-6s UPD all az eltérd

tiinetek hatterében, igy vizsgalata elengedhetetlen.

Az eljaras soran a sziilok és a vizsgalt személy esetén a polimorf mikroszatellita (STR)
markerek amplifikalasra keriiltek PCR segitségével. A markerek amplifikéladsa a kovetkezd
héprogramon tortént:

- 94°C 3 perc

- 94°C 45 masodperc (38 ciklus)

- 55-57°C 30 masodperc (38 ciklus)
- 72°C 30 mésodperc (38 ciklus)

- 72°C 3 perc

- 4°C

A PCR reakcidt kovetden az amplifikacido 2%-os agardz gélen keriilt ellendrzésre, majd

8%-os poliakrilamid gélen valasztottuk el az egyes alléleket.

Az értékelés soran a gyermek (vizsgalt személy) alléljeit a két sziild alléljeihez
viszonyitottuk, azaz a kapott termékek mintazatat értékeltiik. Azokat a markereket, amelyekre
nézve a csalad tagjai homozigotdk (két azonos méreti allél) voltak, az értékelésnél nem
tudtuk figyelembe venni. Azokat a markereket sem vettiikk figyelembe, amelyekre nézve a

csaladtagok ugyan heterozigdtak voltak, de minden csaladtag mintdjaban ugyanaz a két allél
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fordult eld, hiszen ilyen mintazat esetén nem allapithatd meg a gyermek (vizsgalt személy)
alléljeinek sziiloi eredete. A mikroszatellita marker analizis szempontjabol csupan azok a
markerek informativak, amelyekre nézve a csalddtagok heterozigétak, és a két sziilé legalabb

az egyik allélméretben kiilonbozik egymastol.

A 15-6s kromoszomak UPD vizsgalata soran a szakirodalomban kozolt D15S10, D15S11,
D15S97, D15S113, D15S122, D15S128, D15S165, D15S210, D15S659 és GABRB3

polimorf STR markerek keriiltek alkalmazasra.

A felhasznalt STR markerek primerszekvencidi.:

STR Marker | Lokalizacio | Ismétlédés tipusa Primerek
DISSIO 15ql1-12 (CAl F:GTA ACA CTA TGA ATT GIT AGT G
R: GAC AGC TGA ACG TAG TTA AAG
DISSI] 15ql1-12 (CAn F:GCT CTC TAA GAT CAC TGG ATA GG
R:GAC ATG AAC AGA GGT AAA TTG GTG G
F-CTT CTA GCC TCA GGT TCC CC
DI 15q11-1 A
3897 Sqtl-13 (CAn R: ATT CAC TTT TCA AAC CAC CCC
DISSIL3 15q11-13 CAn F-CAT GTA CTG TTT TAT CCC TGT GGC
R:CTG CTG CTT ATA CTC TTT CTC TAT TC
DI15S122 15q11.2-13 (CA)n F:GAT AAT CAT GCC CCC CA
R: CCC AGT ATC TGG CAC GTA G
158128 15q14 CAn F-GCT GTG TGT AAG TGT GTT TTA TAT C
R: GCA AGC CAG TGG AGA G
DISSIES sql1-13 (CAn F: GTT TAC GCC TCA TGG ATT TA
R: GGG CAC ACA GTC CCA A
F- TGA ACT AGG CAG CAC ACA CT
D155210 15q11-13 (CAn R: AAC CAA TGC TTG GAC ACA G
155659 15413 (GATAN F-GTG GAT AGA CAC ATG ACA GAT AGG
R: TAT TTG GCA AGG ATA GAT ACA GG
F-CTC TTG TTC CTG TTG CTT TCA ATA CAC
GABRB3 15qll.2-12 (CAn R: CAC TGT GCT AGT AGA TTC AGC TC

45 Metafazis FISH

A kivalasztott személyek fluoreszcens in situ hibridizacids vizsgalatahoz periférias vért
hasznaltunk. 2 x 4 ml phytohemagglutinint tartalmazo taptalajhoz (Chromosome Medium 1A)
5-5 csepp vért adtunk, Osszerdztuk, majd 72 orara 37°C -os termosztitba helyeztiik. A
vizsgalat megkezdése el6tt 2 oraval a kulturakhoz Colcemidet (0,1 pg/ml) adtunk. A sejtek
hypotonizalasa 37°C-os 30 percig, 0,075 M KCI oldatban tortént. A fixalast fixalod oldattal
(metanol és jégecet 3:1 aranyu keveréke) vald tobbszori atmosassal végeztiik. A preparatumot
-20°C-ra helyeztiikk minimum 30 percre, majd targylemezre cseppentettiik ki a sejteket. A

preparatumokat a vizsgalat idejéig -20°C —on taroltuk.
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A vizsgalat kezdeti 1épéseként a -20°C-on téarolt preparatumokat szobahdmérsékleten

felmelegitettiik.

A vizsgalathoz sziikséges reagensek:

10 % Tween 20

1 M MgCl,

10 % pepszin

1 N HCI

70 % - 90 % - 100 % etanol

4'.6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) magfestés: 125 ng/ml antifade mounting

mediumban oldva

A vizsgalathoz sziikséges oldatok:

20 x SSC: 3 M NacCl, 0,3 M Na-citrat (pH 7,0)

2x SSC (500 ml): 450 ml desztillalt viz + 50 ml 20 x SSC (pH 7,0)

10 x PBS: 137 mM NaCl, 27 mM KCI, 80 mM Na,HPO,, 15 mM KH,PO, (pH 7,0)
1 x PBS (1000 ml): 900 ml desztillalt viz + 100 ml 10 x PBS (pH 7,0)

MgCl,/PBS (500 ml): 480 ml 1 x PBS + 20 ml MgCl,

MgCl,/PBS/formaldehid (100 ml): 100 ml MgCl,/PBS + 1 ml formaldehid

50 % formaldehid/ 2 x SSC (400 ml): 160 ml desztillalt viz + 40 ml 20 x SSC + 200
ml formaldehid (pH 7,0)

4T (500 ml): 400 ml desztillalt viz + 100 ml 20 x SSC + 2,5 ml 10 % Tween 20 (pH
7.0)
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451 A preparatumok elokezelése

A preparatumok eldkezelését pepszines emésztéssel kezdtikk, amit fixalds kovetett: a
targylemezt 2 x SSC oldatban mostuk 3 x 3 percig, majd 1 x PBS oldatban 1 x 3 percig. A
mosasi folyamatot emésztési folyamat kovette, mely sordn 100 ml desztillalt viz és 1 ml 1 N
HCI elegyét 37 °C-ra elomelegitettiik, majd az emésztés megkezdése elott 25 ul 10%-0s
pepszin oldatot adtunk hozza. A preparatumot 10 percig inkubaltuk a reakcidelegyben 37 °C-
on. Ezt kovetden 1 x PBS oldatban 3 x 3 percig, majd MgCl,/PBS oldatban 2 x 3 percig
mostuk. A fixalas MgCl,/PBS/formaldehid oldatban tortént 1 x 3 percig. Az elokezelés utolso
1épéseként dehidrataltuk a preparatumot jéghideg felszalld alkoholsorban (70 — 90 — 100 %)

1-1 percig, majd szobahdmérsékleten megszaritottuk a lemezt.

Az elokezelt lemez hibridizaciora alkalmas terlileteit faziskontraszt mikroszkdppal

vizsgaltuk, majd a kivalasztott teriiletet a tairgylemez megkarcolasaval jeldltiikk meg.

4.5.2 Denaturdlas és hibridizacio

A vizsgalat kovetkezd, denaturdcios €s hibridizacids szakaszaban az altalunk alkalmazott
kodenaturacids modszer szerint a fluorochrome vagy haptén jelolésti probahoz hibridizéacios
puffert adtunk. Sziikség szerint kiegészitettiik desztillalt vizzel 10 ul végtérfogatra az oldatot.
Az elegyet az eldre kivalasztott, hibridizacioéra alkalmasnak vélt teriiletre cseppentettiik,
fed6lemezzel lefedtiik, majd hot plate-en 80°C-on denaturdltuk 3 percig a probat és a
kromoszoémalis DNS-t. A feddlemezt leragasztottuk, majd leforditva egy fekvd kiivettaba

helyeztiik 37°C-os parakamraba. A hibridizaci6 idbtartama egy éjszaka volt.

4.5.3 Poszthibridizdacios mosas és festés

Az inkubdcio leteltével a kovetkezd 1€pés a poszthibridizdciés mosas volt. A frissen
késziilt oldatokat és a festokiivettadkat 37°C-ra flittt vizfiirddben eldmelegitettiik. A
munkaoldatok pH értékeit 7,0-re allitottuk be. A feddlemezeket eltdvolitottuk, majd 50%
formaldehid/ 2 x SSC oldatban 37%-on 3 x 5 percig mostuk a preparatumot. A mosasi
folyamat kovetkez6 1épése 3 x 5 perc 2 x SSC oldatban térténé mosas volt 37°C-on, melyet
4T oldatban torténd 3 x 3 perces 37°C-on vagy szobahOmérsékleten vald mosasi 1épés

kovetett.

A fluorochrome jelolésti probaknal a lemezeket desztillalt vizzel oblitettiik, majd
szobahOmérsékleten szaritottuk. A hibridizalt teriiletet DAPI magfestékkel lefedtiik. A

denaturalastol kezdve a preparatumokat fénytol védett helyen taroltuk.
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A haptén jelolésti probak alkalmazasakor az els6 4T mosasi 1épést kovetden 100 pl elohivo
oldattal (a proba jelolésének megfeleld antitestblokkold reagenssel higitott) buborékmentesen
lefedtiik, majd 37°C-os parakamraba helyeztiik 30 percre. Az inkubacids id6 leteltét kovetden
a protokolt a 4T mosasi 1épésektdl folytattuk tovabb. A lemezek desztillalt vizzel tortént
oblitése utan a lemezeket szobahdémérsékleten megszaritottuk, majd a hibridizalt teriiletet
DAPI magfestékkel fedtiik. A fluorochrome jelolésti probaknadl alkalmazottakhoz hasonldan

itt is fokozottan figyeltiink a preparatumok fényérzékenységére.

454  Ertékelés
A lemezeket fluoreszcens mikroszkop segitségével értékeltiik, a fluoreszcens festékeknek

megfelelo filtereket alkalmazva.

4.6 Array komparativ genomialis hibridizacié
A vizsgalatok elvégzéséhez Agilent SurePrint G3 Human Gene Expression V2 8x60K

Microarray Kit-et alkalmaztunk.

A vizsgalathoz hasznalt reagensek, oldatok, kit-ek és tartalmuk:

- Merck Millipore Amicon Ultra-0.5 mL centrifuga filterek DNS és fehérje tisztitasra

és koncentralasra
- Minta DNS (minimum koncentracio: 100 ng/ul)

- SureTag Complete DNA Labeling Kit:

férfi és noi referencia DNS

Nukledz-mentes viz

- 10 x enzim reakcio puffer

- BSA (bovine serum albumin)

- Alu I restrikcios endonukledz
- Rsa I restrikcios endonukledz
- random primer

- 5 x reakcio puffer

- 10xdNTP

- Cyanine 3-dUTP
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- Cyanine 5-dUTP

- Exo — Klenow enzim

- Oligo aCGH/ChIP-on-chip Hybridization Kit:
- Cot-1 DNS (1,0 mg/ml)
- 10x aCGH blokkolo agens
- 2XHI-RPM hibridizacios puffer

- Moso puffer 1.

- Moso puffer 2.

4.6.1 Mintdk és referenciak elokészitése

tisztasagat NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, NanoDrop Products, 3411 Silverside
Road, Bancroft Building Wilmington, De 19810 USA) segitségével hataroztuk meg. A DNS
elucios puffert hasznaltuk. Mintanként 1,5 ul DNS-t pipettaztunk a NanoDrop 2000 detektor

feliiletére, majd a fedél lehajtasat kovetden lemértiik az izolalt DNS tisztasagat ¢és

crer

crer

Annak érdekében, hogy a protokoll elsé 1épéseként megadott volumenben (10,1 ul) a
mintak DNS koncentracidja elérje az 1 pg értéket, az izolalas soran minimum 100 ng/pl-es
DNS koncentraciot kellett elérniink. Normal koriilmények kozott a kétszali DNS 260, mig az
egyszall RNS 280 nm hulldmhossza UV fényt abszorbeal, igy a két érték egymashoz
viszonyitott aranya (260/280) megadja a minta DNS-ben kimutathaté RNS szennyezettséget.
A minta RNS-sel valo szennyezettsége 1,8 feletti érték esetén mar elfogadhatd. A minta
szerves oldoszerrel vald szennyezettségének mértékét a 260/230 aranyszam jelzi, mely
tobbségében magasabb értéket mutat, mint a 260/280 aranyszam. Ez esetben az 1,9-2,0 feletti

értek elfogadhato olddszerrel valo szennyezettségi szint.

cre

Clean-up Purfication Kit segitségével tisztitottuk meg.
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4.6.2 Mintak és referencidk fragmentalasa

A folyamat kiindul6, DNS fragmentacios 1épéséhez 1 pg DNS-t hasznaltunk fel a 8
vizsgalt mintabdl, illetve a 8 referencia mintabdl ugy, hogy minden termék végtérfogata 10,1
ul legyen. A megfelelé végtérfogatot a mintdk bekoncentralasaval vagy nukleaz-mentes
vizzel torténd higitassal értiik el. Az 1-1 pg DNS-eket (10,1 ul) PCR csovekbe pipettaztuk,

majd minden cs6hoz 2,9 pl emésztd mixet adtunk (13 pl).

Komponens pl/minta 18 mintara
Nukleaz-mentes viz 1 18
10 x restrikcids endonukledz pufter/Puffer C 1,3 23,4
Acetilalt BSA (10 mg/ul) 0,1 1,8
Alu I (10 U/ul) restrikcios endonukleédz 0,25 4,5
Rsa I (10 Ulul) restrikcids endonukleédz 0,25 4,5
Végtérfogat 2,9 52,2

A reakcioelegyet PCR késziilékbe helyeztiik a kovetkezd programra:
- 37°C2 6ra
65°C 10 perc
- 4°C (vagy jégre tenni)

A folyamat eredményeként a genomi DNS-ek fragmentalodtak. A fragmentek méretének

meghatarozasdhoz Agilent BioAnalyzer 2100 miiszert alkalmaztunk.

4.6.3 Minta és referencia fragmentek amplifikaldsa és jelolése
A DNS jeloléséhez 2,5 pl random primert adtunk minden mintdhoz (15,5 ul), pipettaval
alaposan Osszekevertiik, majd a PCR késziilékbe helyeztiik a kovetkezd programra:
- 95°C 5 perc
- 4°C 3 perc

A reakci6 végeztével a mintakat lecentrifugaltuk 1 percig 6000 g-n.
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Minden cs6hoz 9,5 ul DNS jelold reakcioelegyet pipettaztunk (25 pl) A jelolésnél a

vizsgalandé mintainkat és a referencia mintékat kiilon fluoreszcens festékkel jeloljiik: a Cy3 a

referencia minték jelolésére, a Cy5 a vizsgalt mintak jeldlésére hasznalando.

Cy3 mix 9 Cy5 mix 9
Komponens pl/minta referencia vizsgalando
mintara mintara

5 x reakcio puffer 5 45 45

10 x ANTP 2,5 22,5 22,5
Cy3/Cy5 dUTP 1,5 13,5 13,5
Exo-Klenow fragment 0,5 4.5 4,5
Végtérfogat 9,5 85,5 85,5

A reakcioelegyeket pipettaval alaposan dsszekevertiik, majd lecentrifugéltuk a PCR csovek
falara tapadt cseppeket. A mintadkat PCR késziilékbe helyeztiik a kovetkezd programra:
- 37°C?2 ora
- 65°C 10 perc
- 4°C

(A mintak a reakciot kovetden -20°C-on tarolhatok.)

4.6.4 Mintak és referencidk tisztitdsa

A tisztitasi 1épéshez a mintakat lecentrifugaltuk 1 percig 6000 g-n, majd 1,5 ml-es
Eppendorf csévekbe pipettaztuk azokat. Hozzaadtunk minden mintdhoz 480 pul 1 x TE puffert
(pH 8,0), majd minden mintat Amicon AU-30 filteres csdvekbe pipettaztunk at. A csoveket
centrifugdba helyeztiik, és 10 percig, 14000 g-n centrifugaltuk a mintdkat. A mintdkhoz 480
ul 1 x TE puffert (pH 8,0) adtunk, majd Gjra lecentrifugéltuk azokat 10 percig, 14000 g-n. Ezt
kovetden a filtereket fejjel lefelé a tiszta csovekbe helyeztiik, majd 1 percig 1000 g-n
centrifugaltuk azokat. A folyamat végén a mintak térfogata 20 és 32 ul kozé esett. Kovetkezd
Iépésként a mintdkat asztali blokk termosztatban 50°C-on bekoncentraltuk 9,5 pul
végtérfogatra, illetve TE pufferrel kiegészitettiik, ha sziikséges volt. A festék beépiilését

NanoDrop segitségével mértiik 1,5-1,5 pl minta felhasznéalasaval (8 pl minta maradt). A
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mérés soran a koncentracid illetve festékek abszorbancia értékekbdl kiszamoltuk a festék

beépiilését. A beépiilés optimalis értéke mintak esetén 20-35, referenciak esetén pedig 25-40.

A mérést kovetden a megfeleld vizsgalandd minta-referencia parokat egy csébe

pipettazzuk (16 pl).

4.6.5 Minta-referencia parok hibridizaltatisa a lemez feliiletére
Az Osszemért vizsgalandd minta-referencia parok, aCGH slide-hoz val6 hibridizalasahoz

egy hibridizacios mixet készitiink.

Komponens pl/minta 9 mintara
Humén Cot-1 DNS (1 mg/ml) 2 18
10 x aCGH blokkol6 agens 4,5 40,5
2 x hibridizécios puffer HI-RPM 22,5 202,5
Végtérfogat 29 261

A hibridizaciés mixbdl 29 pl-t adtunk minden mintahoz, alaposan 0sszepipettaztuk majd
lecentrifugaltuk a csovek falara tapadt cseppeket. A reakcidelegyeket PCR késziilékbe
helyeztiik a kovetkezd programra:

- 95°C 3 perc
- 37°C 30 perc

A mintakat lecentrifugaltuk 1 percig 6000 g-n, majd ezt kovetden 40 pl-t dvatosan a gasket
aktiv felszinével a gasket slide-ra helyeztiik és hibridizacidés kamraval egymashoz rogzitettiik.

24 oran at 65°C-on inkubaltuk, 20 rpm-en.

4.6.6 Lemez/ek mosasa

Az aCGH slide mosasat az 1. mos6 puffer alkalmazasaval kezdtiik. A két lemezt kiemeltiik
a hibridizacios kamrabol, majd a moso puffer vizterében eltavolitottuk a gasket slide-ot az
aCGH slide-rol. A lemezt mosoallvanyba helyeztiikk, majd az 1. moso pufferben 5 percig
inkubaltuk, magneses kever6t alkalmazva. Az inkubacios id6 elteltével az aCGH slide-ot a

37°C-on overnight eldmelegitett 2. moso pufferbe helyeztiikk 1 percre, magnessel keverve a
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puffert. Ezt kdvetéen sotétben hagytuk megszaradni, majd egy szkennelésre alkalmas tartoba

téve a szkennerbe helyeztiik.

4.6.7 Lemez/ek szkennelése

Agilent ScanControl elinditasaval a lemezt beszkenneltiik, majd a szkennelés eredményeként
létrejott . TIFF kiterjesztésti f4jlt az Agilent Feature Extraction program segitségével hoztuk
feldolgozhato formaba. A program a képfajlra railleszti az tigynevezett grid fajlt, mely
meghatarozza a lemez kiilonb6z6 pontjaira nyomtatott probakat. Az output fajlokat az Agilent

Cytogenomics program alkalmazasaval jelenitettiik meg értelmezheté formaban.

4.6.8 Adatok értekelése

Az adatok kiértékelése soran az Agilent Cytogenomics program a Feature Extraction
program altal generalt fajlokat értékeli €s teszi vizualisan értékelhetévé. A hozza kapcesolodod
adatbazisok alkalmazasaval nagymértékben megkonnyiti az eredmények kiértékelésének

menetét, foként az adott eltérések patogenitdsdnak megallapitasat.

55



5. BETEGEK

5.1 1. Beteg

Egy 27 honapos fiu gyermeket vizsgaltunk intézetiink genetikai tanacsadasan epilepszia és
pszichomotoros elmaradas miatt. A csalddi anamnézisbdl kiemelendd, hogy anyai agon a
tavolabbi rokonok koérében Down-szindroma, epilepszia, inzulin-dependens diabetes mellitus
valamint kardiolégiai betegség el6fordul; a mater fil ikerpar testvérei korasziilottség
kovetkeztében kialakult 1égzési elégtelenség miatt 2 napos életkorban elhunytak. A mater

el6z6 parkapcsolatabol egy egészséges fit gyermeke sziiletett.

Az altalunk vizsgalt gyermek a mater 11./2. graviditasabol, 40. gesztacios héten, per vias
naturales, 9/10-es Apgar ponttal, 3200 gr sullyal sziiletett. Sziiletését kovetden észlelt
ritmuszavar, extrasystolék miatt Neonatalis Intenziv Centrumba keriilt tovabbi kivizsgalas
céljabol. Holter-EKG monitorozas tortént, mely bigemin, széles QRS-sel jard extrasystolét irt
le, ami rovid idén beliil spontdn rendezddott. Ujsziilttkori koponya- és hasi ultrahang
vizsgalata koros eltérést nem igazolt. Strabizmus miatti szemészeti vizsgalat szintén negativ
eredményt adott. EEG vizsgalat diffuz miikodészavart irt le multifokalis tiiskékkel, ami miatt
antiepileptikus terapia keriilt bevezetésre, melyet 3 honapos koraig kapott. Hosszi idén
keresztliil az antiepileptikus terapia mellett sem volt rohammentes, az EEG valtozo
rohammintdzatot mutatott. Az emiatt elvégzett koponya-MR vizsgélat strukturdlis eltérést

nem mutatott.

CsecsemOkoraban etetési nehezitettség miatt csak poharbol tudtdk etetni. Furcsa sirdsi

hang jellemezte (epiglottis lazasag), izomzata hypoton volt.

A gyermek pszichomotoros fejlodése megkésett: 1 évesen forgott, 1,5 évesen maszott és
felallt, 2 évesen kapaszkodva jart. 10 honapos koratdl komplex fejlesztésben részesiilt
(DSGM (Dévény Specialis manualis technika - Gimnasztika Modszer), gyogytorna,
gyogylszas, masszazs). Szemkontaktus kb. 1 éves életkor koriil alakult ki. Pszichomotoros
nyugtalansag és autoagresszio jellemzi (fejét iitogeti), figyelme nehezen iranyithatd-lekthetd.

Nem szobatiszta; pelenkdban székletet jelzi. Még nem beszél, csak halandzsézik.

Az els6 vizsgalat soran stlya 10,4 kg (< 5 pc), hossza 90,5 cm (50-75 pc) és fejkorfogata:
46 cm (< -2SD). Dysmorphias statuszabol lapos occiput, epicanthus, hipertelorizmus, bal
fiilcimpa hatso felszinén redd, széles-lapos orrgyok valamint mikrognatia kiemelendd.

Neuroldgiai statuszaban generalizalt hypotonian kiviil durva neurologiai korjel nincsen.
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5.2 2.Beteg
Masodik betegiink egy 17 honapos kislany, aki minor anomalidk és epilepszia miatt kertilt
intézetiinkbe kivizsgalas céljabol. A csaladi anamnézisbdl kiemelendd, hogy apa testvérét

epilepszia miatt gondoztak: 1 év gydgyszeres kezelést kovetden rohammentessé valt.

A gyermek az édesanya I1./2 zavartalan graviditasabol sziiletett 41. gesztacios héten, per
vias naturales, 10/10-es Apgar ponttal, 3520 gr sullyal. A terhesség alatt ultrahang vizsgalattal
¢észlelt plexus choroideus cysta miatt transabdominalis amniocentesis tortént, a magzatvizbol
normal néi karyotipust igazoltak. Zavartalan kardiorespiratorikus adaptaciot kovetden anyai

GBS (Group B Streptococcus) pozitivitas miatt antibiotikus kezelésben részesiilt.

Lassti pszichomotoros fejlédés miatt a gyermek neurohabilitacioban részesiilt 4 honapos
koratol. Fél éves életkorban bizonytalan eredetli rosszullétek, megfesziilések miatt kivizsgalas
indult, ennek soran EEG vizsgalat tortént, mely West-szindromara jellegzetes mintdzatot
igazolt. Koponya-MR vizsgalat frontalisan és temporalisan tagabb liquor tereket abrazolt,
egyeb agyi strukturalis fejlodési rendellenesség nem volt kimutathatd. Vigabatrin kezelés

mellett jelentdsen csokkent a rohamok eléfordulasa.

A gyermek pszichomotoros fejlddésére jellemzd, hogy 12 hoénaposan maszott, 13
honaposan felallt és kapaszkodva Iépegetett. 6-8 honapos kora kozott jelentkeztek sztereotip
mozgasok: tapsolas, hintdztatds és kézkulcsolds. Beszédfejlodése sulyos késést mutatott. A 15
honapos életkorban kapott MMR-oltast (Morbilli-mumpsz-rubeola oltas) kovetéen ismét

gorcse zajlott, ami a sziilok elmondésa alapjan a gyermek fejlodését hetekig visszavetette.

Az els6 vizsgalat idOpontjaban stlya 13 kg (90 pc), magassaga 85 cm (75-90 pc),
fejkorfogata pedig 46 cm (-1SD). Fizikalis vizsgalata soran enyhe craniofacialis dysmorphia
mellett (kiugré homlokcsont, lapos occiput, széles arc), széles mellkas és kis labak voltak
megfigyelhetoek. Neurologiai statuszaban generalizalt hypotonia, sztereotip mozgasok €s

labbujjhegyezés volt észlelhetd.

Misodik ambulans vizsgalata alkalméval, 29 honapos kordban még egyediil nem tudott
jarni, kapaszkodva, széles alapon Iépegetett. Sztereotip mozdulatai valtozatlanul
megfigyelhetdk voltak. Az epilepszia rohammintazata valtozast mutatott: a vigabatrin kezelést

valproatra cserélték.
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5.3 3. Beteg

Harmadik betegiinket 3 éves koraban vizsgaltuk elsé alkalommal minor anomaliak és
epilepszia miatt. A kislany a mater I./1. zavartalan graviditasabol, terminusra sziiletett,
harantfekvés miatt csaszarmetszéssel, 2600 gr sullyal és 9/10-es Apgar ponttal. A korai
kardiorespiratorikus adaptacio rendben zajlott. 2 napos életkorban jelentkezett els6
epileptiform gorcse, mely barbiturat adasa mellett oldodott. A rosszullét 3 hét mulva
megismétlddott. A convulsiok hatterében koponya ultrahanggal III. foku intraventricularis
haemorrhagia (IVH) igazolddott. A tonusos-clonusos gorcsok olddsara fenntartd barbiturat
kezelést alkalmaztak, azonban 7 hetes koraban rekurrens rohamok miatt intenziv osztalyra
keriilt. EEG vizsgalat negativ eredményt adott; koponya-MR corpus callosum dysgenesiat
vetett fel, ezt azonban késobbi ismételt MR vizsgalat nem igazolta. 1,5-2 éves életkorra
rohammentess¢ valt a gyermek, negativ EEG mellett a barbiturat kezelést fokozatosan
leallitottdk, azonban 3 héttel késdbb a rohamok ismét visszatértek. Ujabb MR-vizsgalat az
IVH kovetkeztében kialakult jobb oldalkamra tagulatot irt le. Kombindlt antiepileptikus

terapia ellenére sem rohammentes.

A gyermek sziiletése ota ismert atrialis és ventrikularis septum defektus miatt rendszeres
kardiologiai gondozas alatt allt. Gastroesophagealis reflux betegség (GERD) miatt

gastroenteroldgiai ellendrzésekre jart.
Megkésett pszichomotoros fejlddés miatt neurohabilitdcidban részesiilt.

Az els6 genetikai vizsgalat alkalmaval stlya 10 kg (< 3 pc), magassaga 80 cm (< 3 pc) és
fejkorfogata 44 cm (< -2SD). Fizikélis vizsgalat sordn a kovetkezd minor anomaélidkat
azonositottuk: mikrokefalia, mikrognatia, besiippedt orrgyok, epicanthus, hipertelorizmus,
elére allo philtrum, gétikus szajpad, II-I11. labujjak részleges syndactylidja, testszerte 0,5-2
cm-es café au lait foltok. Bruxizmus, hiperaktivitds és enyhe autisztikus vonasok jellemezték

a viselkedését.

Kontroll vizsgalatara 6 éves koraban keriilt sor. Ekkor lassi szomatikus fejlodést és
progressziv mikrokefaliat detektaltunk a gyermeknél. A dystrophia mellett a pszichomotoros
fejlodés késése is jelentds volt: 6 évesen nem beszelt. Sulyos figyelemzavaranak kezelésére,
mely hiperaktivitassal €s sztereotip kézmozdulatokkal tarsult, methylphenidate terapidban

részesiilt. Dysmorphias statuszéban jelentds valtozas nem volt lathato.

58



5.4 4. Beteg

Negyedik betegiink egy 8 hodnapos kislany, akinek kivizsgaldsa minor anomalidk,
hallaskarosodas és megkésett pszichomotoros fejlédés miatt indult. Csaladi anamnézisébdl
kiemelendd, hogy az édesanya, lanytestvérei €s az anyai nagymama is hypothyreosis miatt

hormonszubsztitucioban részesiilnek.

A gyermek a mater I./1. graviditasabol, terminusra, 2740 gr sullyal, 4/6/8-as Apgar ponttal
sziiletett. A 26. gesztacios héten foetalis echocardiographiaval hypoplasias aortaivet észleltek.
1 napos életkorban tortént kardiologiai vizsgéalat aorta stenosist és coarctatio aortaet
véleményezett. Ujsziilottkori koponya ultrahang vizsgalat sordn enyhe oldalkamra
aszimmetriat irtak le, hasi ultrahang enyhe bal oldali pyelectasian kiviil koros eltérést nem

talalt.

Pszichomotoros fejlédése megkésett volt: 8 honapos kordban fordult meg eldszor, 20
honapos koraban iilt fel. A beszédfejlodés teriiletén is jelentds késés valamint hulldmzé
tendencia volt megfigyelhetd: a beszéd beindulasat kovetéen idonként regressziv fazis volt

észlelheto.

Els6 epilepszids rohama 22 hénapos koraban jelentkezett lazas allapot kapcsan, majd a
késobbiekben laz nélkiil is el6fordultak rosszullétek. EEG vizsgalat generalizalt, aktiv
interiktalis epilepszias mechanizmust mutatott. Kombinalt antiepileptikus kezelés mellett a
rohamok szédma jelentds csokkenést mutatott. Koponya-MR vizsgalat tag liquor teret, gracilis
hippocampust és a szubkortikalis teriileten ischaemias karosodasnak megfeleld képet

mutatott.

Gyakori fels¢ léguti infekciok miatt kétoldali grommet beiiltetés tortént. Objektiv
hallasvizsgéalat (BERA) bilateralis hallaskarosodést mutatott ki, hallasjavito késziiléket kapott,

azonban a hallési figyelmében jelentOs javulast a sziilok ezutan sem észleltek.

Az els6 vizsgalatkor testsulya 7850 g (50 pc), magassaga 68 cm (25-50 pc), fejkorfogata
pedig 42 cm (-1SD) volt. Fizikai vizsgalata soran brachykefalia, lapos arc, kozéparci
hypoplasia, ferdén lefelé allo szemrések, konvergens strabizmus, révid orr, magas szajpad,

valamint generalizalt hypotonia volt megfigyelhetd. (8. dbra)
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8. abra: 4. betegiink jellegzetes arcvonasai

5.5 5. Beteg
Otddik betegiink egy 30 honapos kisfiu, akit minor anomalidk miatt vizsgaltunk genetikai
tanacsadonkban. A gyermek csalddi anamnézise negativ. A mater endometriosis miatt tobb

alkalommal miitéten esett at valamint hormonterapidban részesiilt.

A fiugyermek a mater I1./2. spontan graviditasabol, a 38. gesztacids héten, 2600 gr sullyal,
csaszarmetszéssel, 7-es Apgar ponttal sziiletett. A 34. gesztacios héttdl IUGR miatt fokozott

obszervacio tortént.

5 hoénapos koratél kezdddden fejlédésneurologiai gondozas alatt allt megkésett
mozgésfejlédés miatt: 1 éves kordban ilt fel, 14-15 honapos koraban kezdett el maszni és
jarni. Objektiv hallasvizsgalattal kétoldali hallaskarosodast igazoltak. Az elsé életévben tobb
alkalommal esett at tiidogyulladdson, melynek hatterében a pulmonolégiai kivizsgalas

tracheomalacian kiviil egyéb koroki eltérést nem igazolt.

Elsé epileptiform rosszulléte 20 hoénapos kordban zajlott terapiarezisztens fokalis
rohamokkal tarsuld epilepszia képében. A rohamok jobb frontalisan indultak, tonusos
megfesziiléssel jartak. Az alkalmazott antiepileptikumok metabolizmuséban jelentds eltérést

tapasztaltak a szokasostol. Minimalis dozirozas mellett is toxikus vérszinteket mértek a
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gyermeknél. (0,03 mg/kg clonazepam mellett 600 nmol/l gydgyszerszint és 11 mg/kg
levetiracetam mellett 330 nmol/l gyogyszerszint)

Intézetiinkbe 18 hdonapos kordban keriilt, amikor stlya 10 kg (<5 pc), magassaga 81 cm
(<5 pc) és fejkorfogata 45 cm (<-2SD). Informativ morfogenetikai variansok kozil a
kovetkezOk voltak megfigyelhetok: brachymikrokefalia, lapos arc, kozéparc hypoplasia,
hipertelorizmus, rovid orr, vastag alsé ajak, hegyes all, deformalt fiil. Neurologiai statuszaban

enyhe hypotonian kiviil koros eltérést nem talaltunk. (9. dbra)

9. abra: 5. betegiink jellegzetes arcvonasai
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6. EREDMENYEK

6.1 1.Beteg

6.1.1 G-sdvos kromoszoma festés
A G-savos kromoszoma festés segitségével az 1. beteg vizsgélatakor detektalasra kertilt
egy E-méretcsoportba tartozd akrocentrikus szamfeletti 15-6s marker kromoszoéma. (10./a

dbra)

6.1.2 Uniparentdlis diszomia vizsgalata

A vizsgalt beteg normal 15-6s kromoszémainak uniparentélis diszomidja a felhasznalt STR

markerek alkalmazasaval kizarasra kertilt.

6.1.3 Metafazis FISH

A vizsgalt beteg klinikai képe, a 15-6s kromoszoma PWS/AS kritikus régiojaba (PWACR)
es6 UBE3A lokuszanak metafazisos FISH vizsgalatat indikalta. Az alkalmazott D15Z1
kontroll (CEP15, 15p11.2) és UBE3A (15911ql13) probak az akrocentrikus 15-0s marker
kromoszoma esetén 2 kopiaban fordultak eld, ami a normal 15-6s kromoszomak 1-1
kopiajaval egyiitt sejtenkénti 4 kopiat eredményezett. A kontrollként alkalmazott 1522 (PML
16kusz) hosszl kar proba a szamfeletti kromoszoman nem mutatott festddést. (10./b dbra)
Ezek alapjan az 1. beteg kariotipusa 47,XY,tpsu idic (15)(pter—ql4::ql4—pter)-ként

hatarozhato meg.

ya o \;.‘ ‘ PML 15022
T | S I | el

A o ¢ ® = Inverz duplikacio
LR i A @ AR i \

10. abra: Az 1. beteg G-savos kromoszoma festése, valamint metafazis FISH vizsgalata soran kapott eredmények
A beteg kromoszomainak G-savos festése alapjan jol kiveheto az addicionalis 15-6s marker kromoszoma, igy a FISH
soran alkalmazott 15q11q13 régiot (UBE3A), valamint a 15p11.2 és 15q22 régiot jelolé kontroll prébak és a G-savos

kromoszéma festés alapjan a beteg kariotipusa 47,XY,+psu idic (15)(pter—q14::q14—pter)-ként hatarozhaté meg.
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6.1.4 Array komparativ genomialis hibridizacio

Az 1. beteg aCGH vizsgalata koros férfi array profilt detektalt. A vizsgalat segitségével a
15q11.2q13.3 genomi régi6 22,765,628-32,445,252 pozicidjaba esd, 9,68 Mb-os kopiaszam
tobbletet mutattuk ki. (11. abra) Az aCGH vizsgalat alapjan az 1. beteg a 15q11.2q13.3 (9,68
Mb, chrl5:22,765,628-32,445,252) kromoszomalis régiot tekintve 4 kopiat hordoz. Ez alapjan
a psu idic(15) két 9,68Mb-0s 15011.2913.3 szegmentet tartalmaz.

1. Beteg CHR 15
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11. abra: Az 1. beteg aCGH vizsgalata soran kapott eredmény

.

q26.3
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Az ¢érintett genomialis régié 58 gént tartalmaz: TUBGCPS, CYFIP1, NIPA2, NIPAL,
GOLGAS8I, HERC2P2, GOLGA8EP, GOLGA6L2, MKRN3, NDN, RP11-467N20.5,
GOLGAS8S, MAGELZ2, NPAP1, SNRPN, RPL5P1, SNHG14, SNORD, SNORD109A, SNURF,
UBE3A, SNORD116-20, ATP10A, RP11-108919.1, GABRB3, GABRAS5, GABRG3, OCA2,
HERC2, RP11-483E23.2, GOLGA8F, GOLGASG, RP11-578F21.4, HERC2P9, GOLGASM,
RP11-578F21.10, APBA2, FAM189A1, NDNL2, TJP1, HMGN2P5, ULK4P3, GOLGA8J,
RP11-93209.3, GOLGA8T, CHRFAM7A, GOLGA8R, GOLGA8Q, ULK4P2, GOLGAS8H,
ARHGAP11B, AC026150.5, FAN1, MTMR10, TRPM1, KLF13, OTUD7A, CHRNA7. (12.

dbra és 4. tabldzat)

AC135083.2

\
o\ ‘ |
WZ)

GOLGABK

GOLGABT -
CHRNAD
RP11-467N20.5 SHURF
GOLGARS
MAGEL2 GOLGABH

—— —— —— — —
Reverse strand -~
1. Beteg | 22.765,628-32.445.252 |
22,765,628-31,183,907 31,261,835-32,861,626
2. Beteg
12. abra: Az 1. és 2. beteg esetén detektalt duplikalodott genomi régidk altal érintett gének
6.2 2.Beteg

6.2.1 G-sdvos kromoszoma festés
A 2. beteg G-savos kromoszoéma vizsgalata soran detektalasra keriilt egy addicionalis

biszatellit 15-6s kromoszoma. (13./a dbra)

6.2.2 Uniparentdlis diszomia vizsgalata

A 2. beteg normal 15-6s kromoszémainak uniparentdlis diszémidja a felhasznalt STR

markerek alkalmazasaval szintén kizarasra kerilt.

6.2.3 Metafazis FISH

A vizsgalt beteg klinikai képe az 1. beteghez hasonléan a 15-6s kromoszéma UBE3A
l6kuszanak (PWACR) metafazisos FISH vizsgalatat indikalta. Az alkalmazott D15Z1
(CEP15, 15p11.2) kontroll és UBE3A (15911q13) probak az akrocentrikus 15-0s marker
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kromoszoma esetén 2 kopiaban fordultak eld, ami a normal 15-6s kromoszomak 1-1

e ey

16kusz) hosszl kar proba a szamfeletti kromoszoman nem mutatott festddést. (13./b dbra)
Ezek alapjan a 2. beteg kariotipusa 47,XX,+idic (15)(pter—ql4::ql4—pter)-ként hatdrozhato

meg.

PML 15q22
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TR TR LR TR TR Y

12

~

‘ ’ . ! . @ l ‘ l - " .’ = Inverz duplikacioé
15 16

13 1" 17 18

.
T ' ‘e r l'

13. abra: A 2. beteg G-savos kromoszoma festése, valamint metafazis FISH vizsgalata soran kapott eredmények
A beteg kromoszémainak G-savos festése alapjan jol kivehet6é az addicionalis 15-6s marker kromoszoéma, igy a FISH
soran alkalmazott 15q11q13 régiot (UBE3A), valamint a 15p11.2 és 15q22 régiot jelolé6 kontroll prébak és a G-savos
kromoszéma festés alapjan a beteg kariotipusa 47,XX,+idic (15)(pter—q14::q14—pter)-ként hatarozhaté meg.

6.2.4  Array komparativ genomidalis hibridizacio

A 2. beteg aCGH vizsgalata koros ndi array profilt detektalt. A vizsgalat segitségével a

15911.2913.2 genomi régi6 22,765,628-31,183,907 pozicidjaba esd, 8,42 Mb-o0s, illetve a
15q13.3 genomi régid 31,261,835-32,861,626 pozicidjaba esé 1,6 Mb-os kopiaszam tobbletet

mutattuk ki. (14. dabra) Az aCGH vizsgalat alapjan a 2. beteg a 15q11.2q13.2 (8,42 Mb,
chrl5: 22,765,628-31,183,907) kromoszémalis régiot, illetve a 15q13.3 (1,6 Mb, chrl5:
31,261,835-32,861,626) kromoszomalis régiot tekintve 4 kopiat hordoz. Ez alapjan a
+idic(15) két 8,42 Mb méretli 15q11.2q13.2 szegmentet, valamint két 1,6 Mb méretli 15q13.3

szegmentet tartalmaz.
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2. Beteg CHR 15
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14. abra: A 2. beteg aCGH vizsgalata soran kapott eredmény

Az ¢érintett 8,42 Mb-os genomi régié 50 gént tartalmaz: TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2,
NIPA1l, GOLGAS8I, HERC2P2, GOLGA8EP, GOLGA6L2, MKRN3, NDN, RP11-467N20.5,
GOLGAS8S, MAGEL2, NPAP1, SNRPN, RPL5P1, SNHG14, SNORD, SNORD109A, SNURF,
UBE3A, SNORD116-20, ATP10A, RP11-108919.1, GABRB3, GABRA5, GABRG3, OCA2,
HERC2, RP11-483E23.2, GOLGA8F, GOLGA8G, RP11-578F21.4, HERC2P9, GOLGAS8M,
RP11-578F21.10, APBA2, FAM189A1, NDNL2, TJP1, HMGN2P5, ULK4P3, GOLGA8J,
RP11-93209.3, GOLGAS8T, CHRFAM7A, GOLGAS8R, GOLGA8Q, ULK4P2, GOLGAS8H. Az
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1,6 Mb-os duplikacié6 10 gén tartalmaz: FAN1, MTMR10, TRPM1, KLF13, OTUD7A,
CHRNA7, AC139426.2, GOLGA8K, GOLGAB8O, AC135983.2. (12. dbra és 4. tablazat)

6.3 3. Beteg

6.3.1 G-sdvos kromoszoma festés
A vizsgélt beteg G-sdvos kariotipus analizise egy 15-6s gyliriikromoszémat és egy
addicionalis 15-6s marker kromoszomat tartalmazo koros néi kariotipust detektalt. (15./a

dbra)

6.3.2 Uniparentalis diszomia vizsgalata
A 3. beteg normal 15-6s kromoszémainak uniparentdlis diszomidja a felhasznalt STR

markerek alkalmazasaval kizarasra kertilt.

6.3.3 Metafazis FISH

Az érintett személy SNRPN lokuszanak (15q11q13) metafazis FISH vizsgalata a normal
15-6s kromoszoémak mellett, mind a 15-0s gytrii-, mind az addicionalis 15-6s marker
kromoszomak esetén a PWACR meglétét mutatta. A kontroll probaként alkalmazott 15p11.2
régiora specifikus rovid kar proba a normal 15-6s, a 15-0s marker és a 15-0s
gytiriikromoszoémahoz is hibridizalt. A 15q22 (PML 16kusz) kontroll proba csak a normal 15-
0s kromoszomahoz és a 15-6s gytirikromoszoémahoz hibridizalt. (15./b abra) Az alkalmazott
15g szubtelomerikus proba csak a normal 15-6s kromoszoma esetén volt megfigyelheto.

(15./c dbra)

A limfocitak részletes analizise a
47, XX,1(15),tm[76]/46,XX,r(15)[18]/47,XX,r(15)x2,+m[4]/48,XX,r(15),r(15),+m[2], mig a
fibroblaszt sejtkulttrak részletes analizise a 47,XX,r(15),+m[51]/47,XX,r(15)x2,+m[1]
kariotipus felallitdsat eredményezte. A vizsgalat soran a 47,XX,r(15),+m kariotipust mutato
sejtek bizonyultak dominansnak, azonban a masodlagos gylirli képzOdés eredményeként
detektalhatok voltak a két 15-0s gylirlikromoszémat és a 15-0s marker kromoszomat
tartalmazo, valamint a 15-0s marker kromoszdmat nem, azonban a 15-6s gylirikromoszdmat

tartalmazo6 sejtek is.
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Normal 15-6s kromoszéma 15p11.2

15-6s marker kromoszéma

/ 15-6s gydrii kromoszoma

+ i 15-6s marker kromoszoéma

A

Normal 15-6s Kremoszoma

15-6s gy(ir(i kromoszoma g 2

15. abra: A 3. beteg G-savos kromoszoma festése, valamint metafazis FISH vizsgalata sordn kapott eredmények
A beteg kromoszémainak G-savos festése alapjan jol kiveheto az addicionalis 15-6s marker kromoszoma és a 15-6s
gylirii kromoszoma, igy a FISH soran alkalmazott 15q11q13 régiot (SNRPN), valamint 15p11.2 régiot, a 15q22 régiot
és 15q szubtelomerikus régiot jelolé kontroll probak és a G-savos kromoszoma festés alapjan a beteg kariotipusa
47,XX,r(15),+m -ként hatarozhat6 meg.

6.3.4 Array komparativ genomidalis hibridizacio

A beteg aCGH vizsgalata egy 15q11.2 kromoszomalis régiot érinté kopiaszam novekedést,
illetve egy 15q26.3 kromoszomalis régiot érintd kopiaszam csokkenést detektalt. A 150911.2
régiot érintd 2,6 Mb-os duplikacido kezddpontja a 22,765,628, mig végpontja a 25,383,882
poziciokra, mig a 15q26.3 régiora esé 1 Mb méretli delécié kezdOpontja a 101,373,740,
végpontja pedig a 102,383,473 poziciokra esett. Az eredmények alapjan az addicionalis
marker kromoszoma a normal 15-6s kromoszoma egy 22,765,628-t61 25,383,882-ig terjedd,
2,6 Mb méretli régigjat tartalmazza, mig a 15-0s gylirllkromoszoma a gytliriiképzdédés
kovetkeztében kialakulod, a 101,373,740 poziciotol 102,383,473 pozicidig terjedd, 1 Mb

méretl régid deléciojat hordozza. (16. dbra)

68



A 2,6 Mb méretii régi6 a TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2, GOLGAS8I, HERC2P2, RP11-
467N20.5, GOLGASEP, GOLGASS, GOLGA6L2, MKRN3, MAGELZ2, NDN, NPAP1, SNRPN,
RPL5P1, SNURF, SNHG14, SNORD, SNORD109A, SNORD116-20 géneket, mig az 1 Mb
méretl régio az RP11-66B24.7, RP11-66B27.8, ALDH1A3, LRRK1, CHSY1, VIMP, SNRPAL,
PSCK6, TM2D3, TARSL2, RP11-89K11.1, OR4F6, valamint az OR4F15 géneket foglalja
magaba. (16. dbra)

RP11-89K11.1

6.4 4. Beteg

£'9zb

AW ¥'10b

AN 9104

AW 8101

G 0°Z04

aW Z'Z04

16. abra: A 3. beteg aCGH vizsgalata soran kapott eredmény

6.4.1 G-sdvos kromoszoma festés

I SNURF

25Mb.

2.62Mb
24 Mb
q

| =  GOLGASS

| & RP11467N20.5

23 Mb

4. betegilink G-savos kromoszoma vizsgalata 46, XX néi kariotipust detektalt. (17./a abra)
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6.4.2 Metafazis FISH

érintett személy FISH vizsgalata soran a kontroll probaként alkalmazott 9p szubtelomerikus
(305J7-T7), és a 17-es kromoszémara hibridizalo centromerikus ¢és szubtelomerikus
(D17S928) probak normal szignal mintazatot mutattak, mig a 9q szubtelomerikus (D9S325)

proba a deletalt 9-es kromoszoéma hossza karjan nem mutatott jelet. (17./b dbra)

-~
=
I
-
e
-
28
.
E 223
L 3

17-es kromoszéma

17. abra: A 4. beteg G-savos kromoszéma festése, valamint metafazis FISH vizsgalata soran kapott eredmények
A FISH soran alkalmazott 9q szubtelomerikus régiot (305J7-T7), valamint a 9p szubtelomerikus régiot és a 17-es
kromoszéma centromerikus és szubtelomerikus régioit jelolé kontroll probak és a G-savos kromoszoma festés alapjan
a beteg kariotipusa .ish 46,XX,del(9)-ként hatarozhat6 meg.

6.4.3 Array komparativ genomidalis hibridizacio

A FISH-el kapott eredmények részletesebb vizsgalatira aCGH modszert alkalmaztunk. A
4. beteg aCGH vizsgalata koros néi array profilt mutatott. A vizsgalat segitségével a 9q34.3
terminalis régio 138,831,145-141,018,984 pozicidjaba esd, 2,188 Mb méretii delécidjat
detektaltuk. Az aCGH vizsgalat alapjan a 4. beteg a 9q34.3 (2,188 Mb, 138,831,145—
141,018,984) kromoszomalis régiot tekintve 1 kopiat hordoz. (18. dbra)
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CHR 9

18. abra: A 4. beteg aCGH vizsgalata soran kapott eredmény

Az érintett 2,188 Mb-os genomi régi6 78 gént tartalmaz: UBAC1, NACC2, C9orf69, LHX3,
QSOX2, GPSM1, DNLZ, CARD9, SNAPC4, SDCCAG3, PMPCA, INPP5E, SECI16A,
C9orf163, NOTCH1, RP11-251M1.1, EGFL7, AGPAT2, FAM69B, SNHG7, LCN10, LCNBS,
LCN8, LCN15, TMEM141, CCDC183, RABL6, PHPT1, MAMDC4, EDF1, TRAF2, FBXWS5,
C8G, LCN12, C9orfi4l, PTGDS, LCNL1, C9orfl42, CLIC3, ABCA2, FUT7, NPDCI,
ENTPD2, SAPCD2, UAP1L1, MAN1B1, DPP7, GRIN1, LRRC26, TMEM210, ANAPC2,
SSNA1, TPRN, TMEM203, NDOR1, RNF208, C9orfl69, RNF224, SLC34A3, TUBB4B,
FAM166A, C9orfl73, NELFB, TOR4A, NRARP, EXD3, NOXA1, ENTPD8, NSMF, PNPLA?,
MRPL41, DPH7, ZMYND19, ARRDC1, C9orf37, EHMT1, RP11-/88C12.3 és CACNAILB.
(19. dbra)
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219Mb Forward strand -—

139Mb a3 140Mb 141Mb

LRNF224 >
LCHorf173 >

(138,831,145-141,018,984)

4. Beteg | |
| (139,641,471-140-852,911) |
5. Beteg I |
19. dbra: A 4. és 5. beteg esetén detektalt deletalodott genomi régiok altal érintett gének
6.5 5. Beteg

6.5.1 G-sdvos kromoszoma festés
5. betegiink G-savos kromoszoma analizise 46,XY férfi kariotipust eredményezett. (20./a

dbra)

6.5.2 Metafazis FISH

Az 5. beteg metafazisos FISH vizsgalata a 9q34.3 terminalis régié delécidjat mutatta ki. Az
érintett személy FISH vizsgalata soran a kontroll probaként alkalmazott 9p szubtelomerikus
(305J7-T7), és a 17-es kromoszémara hibridizalo centromerikus ¢és szubtelomerikus
(D17S928) probak megfeleld jelolést mutattak, mig a 9q szubtelomerikus (D9S325) proba a

deletalt 9-es kromoszoma hosszu karjan nem adott jelet. (20./b dbra)

305J7-T7 9p subtel

17-es kromoszdma centromer

S O I T

2

WL NAD I 3 te
U ) B ) O T

L} | it ad $s ' “

19 20 21 2 X Y

a) ‘.

‘ s ' i Derivativ 9-es kromoszéma 17-es kromoszéma
15 1 1 18

20. abra: Az 5. beteg G-savos kromoszéma festése, valamint metafazis FISH vizsgalata soran kapott eredmények
A FISH soran alkalmazott 9q szubtelomerikus régiot (305J7-T7), valamint a 9p szubtelomerikus régiot és a 17-es
kromoszéma centromerikus és szubtelomerikus régidit jelolé kontrol probak és a G-savos kromoszéma festés alapjan
a beteg kariotipusa .ish 46,XY,del(9)-ként hatarozhat6 meg.
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6.5.3 Array komparativ genomialis hibridizacio

A FISH-el kapott eredmények részletesebb vizsgalatara aCGH maddszert alkalmaztunk. Az
5. beteg aCGH vizsgalata koros férfi array profilt mutatott. A vizsgalat segitségével a 9q34.3
terminalis régi6 139,641,471-140,852,911 pozicidjaba es6, 1,211 Mb méretli delécidjat
detektaltuk. Az aCGH vizsgalat alapjan az 5. beteg a 9q34.3 (1,211 Mb, 139,641,471-
140,852,911) kromoszomalis régiot tekintve 1 kopiat hordoz. (21. dbra)

CHR9 5. Beteg

21. abra: Az 5. beteg aCGH vizsgalata soran kapott eredmény

Az érintett 1,211 Mb-os genomi régido 57 gént tartalmaz: LCNG6, LCN8, LCN15,
TMEM141, CCDC183, RABL6, PHPT1, MAMDCA4, EDF1, TRAF2, FBXW5, C8G, LCN12,
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C9orf141, PTGDS, LCNL1, C9orf142, CLIC3, ABCA2, FUT7, NPDC1, ENTPD2, SAPCD2,
UAP1L1, MANI1B1, DPP7, GRIN1, LRRC26, TMEMZ210, ANAPC2, SSNA1, TPRN,
TMEM203, NDOR1, RNF208, C9orfl69, RNF224, SLC34A3, TUBB4B, FAMI166A,
C90rfl173, NELFB, TOR4A, NRARP, EXD3, NOXA1, ENTPD8, NSMF, PNPLA7, MRPL41,
DPH7, ZMYND19, ARRDC1, C90rf37, EHMT1, RP11-188C12.3 és CACNAL1B. (19. dbra)
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7. EREDMENYEK MEGBESZELESE

Vizsgalt betegeinkben az dsszetett klinikai tiinetek hatterében a 15-6s és 9-es kromoszéma
hosszi karjanak proximalis, valamint terminalis régidira es6 kopiaszam valtozasokat
mutattunk Ki. Epilepszias tlineteket, viselkedészavart, szellemi visszamaradottsagot és minor
malformaciokat mutatd betegeink aCGH vizsgalata lehet6vé tette a 15-6s €és 9-es kromoszdéma
hosszu karjanak proximalis, valamint terminalis régidira esé kopiaszam valtozasok pontosabb
feltérképezését, ezzel lehetdvé téve az érintett régiok bizonyos génjeinek dozisérzékenysége
¢s a tlinetek kialakuldsa kozti Osszefiiggés meghatdrozasat. Eredményeink alapjan bizonyos
esetekben lehetOséglink nyilt megerdsiteni, néhany esetben viszont cafolni egyes, a
szakirodalomban leirt gének szerepét illetd hipotézist, ezzel is hozzajarulva a komplex

klinikai kép egyes tiineteinek hatterében alléo okok meghatarozasahoz.

7.1 Az 1. beteg metafazis FISH és aCGH vizsgalata soran detektalt kopiaszam
valtozasok, valamint az érintett gének feltételezheto szerepének vizsgalata

1. beteglink aCGH vizsgalata sordn detektalasra keriilt a 15-6s kromoszéma q11.2q13.3
tobblet. (11. dbra) A beteg FISH vizsgalata soran kimutatasra keriilt, hogy az érintett régio a
normal 15-06s kromoszémak mellett egy addicionalis 15-6s marker kromoszéman még 2
koépiaban fordul el6, kialakitva ezzel egy 47,XY,+psu idic (15)(pter—ql4::ql4—pter)
kariotipust. (10./b dbra)

A 15q11.2913.3 (22,765,628-32,861,626) régiot érintd fehérje kodold gének funkcidjuknak
kdszonhetden szamos, leginkabb fejlédési rendellenességgel €s neuroldgiai tiinetekkel jard
korkép kialakitasaban jatszanak szerepet, azonban koziiliik szamos gén dozisérzékenységére

vonatkozoan jelen ismereteink még hianyosak. (4. és 5. tablazat)
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Név

Pozicio

Kadolt fehérje

Funkcio

TUBGCPS 15:22833394-22873891  |Tubulin, gamma complex associated protein & - |Agamma-tubulin komplex-el egylittmiikddve szilkséges a centroszomaban a mikrotubulus nukledcio folyamatahoz.
CYFIP1 15:22892005-23006016  |Cytoplasmic FMR1 interacting protein 1 53,3 |ACYFIP1-EIF4E-FMRI komplex részeként az mRNS spakakhoz kitddve medialja a transzlacis represszigjat.
NIPAZ 15:23004684-23034427  |Non imprinted in Prader-Willi/Angelman syndrome 2 52,9 |Egy lehetséges magnézium transzportert kédol.
NIPA1 15:23043277-23100005  |Non imprinted in Prader-Willi/Angelman syndrome 1 25,3 |Agen egy korai endoszémakon, valamint neuronalis és epitelialis sejtek felszingn expresszal6dd magnézium transzportert kédol.
GOLGAGL2 15:23684645-23692381 | Golgin AR family-like 2 - |-
MKRN3 15:23810454-23873064  |Makaorin ring finger protein 3 98,7 |Agén altal kédolt fehérje egy RING (C3HC4) cink finger motivummal és szédmos C3H cink finger motivummal rendelkezik.
MAGEL2 15-23888601-23891175 MAGE-like 2 ) Afehérjea RlNGjtlpL'IS'LI C|n_kf|r_1ger‘ttar‘talma_z_o F3_L'IFI'IC]LIItIn-prDtEIn ligazok ubiquitinaktivitésat fokozhatja. Szerepet jatszhat az E3:szubsztrat
komplex Ubl-konjugalé enzimeinek (E2) stabilizacidjahoz.
NDN 15:23930565-23932450  |Necdin, melanoma antigen (MAGE) family member 36,2 |Novekedési szupresszor ami megkénnyiti a sejtek belépését a sejt ciklus terminacidjaba.
NPAP1 15:24920541-24928593  |Nuclear pore associated protein 1 93,6 |Aspermatogenezisben jatszhat szerepet.
SNRPN 15-25068794-25223870 Small nuclear ribonucleoprotein polypeptide N 13 Agén altal'kc'rdoltfe'herje tagv kis I"IEHEE_I’IS rlhonulfleoprotem kc_rrj’lplex tagja, rTIEhf a_z_snRNP S_I\u’IB,I’SMN csaladba tartozik. A fehérje szerepet jatszik a
pre-mRNs éréshen, és feltételezhetden bizonyos szovetekre specifikus alternativ splicing-ban is.
SNURF 15:25200181-25245423  |SNRPN upstream reading frame 64,6 |Afehérje funkcidja jelenleg nem ismert.
UBE3A 15:25582381-25684128  |Ubiquitin protein ligase E3A 23,2 |Agen altal kodol fehérje tioészter formaban az E2 ubiquitin-konjugald enzimhez kapcsolddva széllitja azt a szubsztratjdhoz
ATP10A 15-25922420-26110317 ATPase, class V, type 10A 74 AfE_hErJEEP-f_ZIp_USLI kation t’ranszportATP-a‘z?k csaladjah_a_tarto%lk. 'ezen helul;?e_dlg az EI'TIIn_DfDSZf_thId traﬁszpor‘ta'lctATP-a'zc_rk alcsaladjaba. Az
aminofosziolipid transzlokazok transzportaljak a foszfatidilszerint és a foszfatidiletanolamint a bilayer egyik oldalardl a masikra.
GABRB3 15-26788693-27184686 Gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, beta 3 59 A kodolt?her_]e eg',rtotih "alr:*g',rseggel ren?lelkezo l_(lorwld-’ES?t_orn_a _eg',r 'alegv_seg’e.._mel",r a gamma-aminobutyric sav receptoraként funkcional. Ezzel
szerepet jatszik az emldsik idegrendszerének egyik f6 gatla inhibitoranak jelatviteléhez.
GABRAS 15-27111510-27194354 Gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, alpha 5 255 A kodolt?her_]e eg',rtotih "alr:*g',rseggel ren?lelkezo l_(lorwld-’ES?t_orn_a _eg',r 'alegv_seg’e.._mel",r a gamma-aminobutyric sav receptoraként funkcional. Ezzel
szerepet jatszik az emldsik idegrendszerének egyik f6 gatla inhibitoranak jelatviteléhez.
GABRG3 15-27216425-27778375 Gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, gamma 3 83.8 A kodolt?her_]e eg',rtotih "alr:*g',rseggel ren?lelkezo l_(lorwld-’ES?t_orn_a _eg',r 'alegv_seg’e.._mel",r a gamma-aminobutyric sav receptoraként funkcional. Ezzel
szerepet jatszik az emldsik idegrendszerének egyik f6 gatla inhibitoranak jelatviteléhez.
oCcAZ 15-28000021-28544504 Oculocutaneous albinism I 715 A kodoltfe'herje e_lke;?zelesek szerint egy a kis molekulak transzportjaban szerepet jatszd integralt membran fehérje, specialisan a melanin
prekurzordra, a tirozinra.
HERC2 15:28356186-28567298  |HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase 2 427 |Akodolt fehérje kromoszémalis kdrosodas esetén szabalyozza a repair fehérjék ubiquitin-fiiged védelmeét.
GOLGAEM 15:28547100-28983530  |Golgin A8 family, member M - |-
APBAZ 15-29129625-29410518 Amyloid beta {Ad) precursor protein-binding, family A, member 2 39 A'kod_oltfeherje eg',r neurcnalis adapter fehérje, am'elr,r hatas'sal van azAI?hmme'r kar amyloid prekur_zorfe”herjz?lre [AP?].'St_ahlllza lja az APP-ket és
patolja a proteolitikus APP fragmentumok keletkezését, beleértve az Alzheimer karos betegekben megjelend A béta peptidét is.
FAM189A1 15:29412457-29862927  |Family with sequence similarity 189, member A1 - |-
NDNL2 15-29560353-29562033 Necdin-ike 2 80.7 Akadolt fehérje resz'e 'az.fil\u'ﬂCS_—E kromatlrj reorganl_zal'o_k'ompI?xn'ek;\ralamlpt'ta'gj'a a MAGE szupercsaladnak. AZ SMC5-6 komplex tagjaként részt
vesz a DNS dupla szalu toréseinek homolog rekombinacidval térténd helyreallitasaban.
— 15-29991571-302 61068 Tight junction protein 1 4.8 A'gen a tlwght_Jun'ctlnokhoztali‘t'ozo citoplazmatikus membran fehérjét kadol. A kodolt fehérje szerepet jatszhat a sejt-sejt kapcsolatok fenntartasaban
részt vevd szignaltranszdukcidhan.
GOLGABI 15:30375158-30385702  |Golgin A8 family, member J - |-
CHRFAM7A 15:30653443-30686052 CHRNA?_ I_Ch.Dllne.I'gIC receptor, '?'C.m'mc' alpha 7, exons 5_1.01 and 75,5 |Akodolt fehérje feltételezések szerint extracellularis ligand-vezérelt ion csatorna aktivitassal rendelkezik.
FAMTA (family with sequence similarity 7A, exons A-E) fusion
GOLGABR 15:30695943-30706463  |Golgin A8 family, member R - |-
GOLGABH 15:30896329-30906764  |Golgin A8 family, member H - |-
ARHGAP11B 15:30916697-31065196  |Rho GTPase activating protein 118 43 |-
FAN1 15:31196055-312355311 FANCD2/FANCl-associated nuclease 1 78.2 A'gen @ mvotuhularln—relét?d "cI?ss_l. cvstem-t?ased prot_enj t_',.r'rosm? pl"w”sphatas'e-c:k'eg'v tagjat kédolja. A kddolt fehérje katalitikusan inaktiv, és
résztvesz a DNS dupla sz&lu téréseinek homoldg rekombindcidval térténd helyreallitdsdban.
MTMR10 15:31231144-31283810  |Myotubularin related protein 10 95.9 |A kadolt fehérje feltételezhetden pszeudofoszfataz.
. . . . A gén a tranzient receptor potential melastin alcsalad egy tagjat kodolja. Kalcium permeabilis kation csatornakeént funkcionalnak, melyek
TRPM1 15:31293264-31453476  |Transient receptor potential cation channel. subfamily M, member 1 61,9 . o o . o s
megnidvekedett expresszios szintet mutatnak melanocitakban és szerepet jatszhatnak a melanin szintézishen.
Akodolt fehérje represszalja a transzkripciot a BTE-site-okhoz kétddve , melyek GC-gazdag szekvenciak a DNS-ben és az SP1 aktivatorokkal ellentétes
KLF13 15:31619058-31727868  |Kruppel-like factor 13 35 |hatassal rendelkeznek. A Sin3A és HDACI fehérjékkel vald kapcsolata révén szintén represszalja a transzkripciot. Aktivalja a T-sejtek RANTES
expressziojat.
OTUD7A 15:31775329-32162992  |OTU deubiguitinase TA 441 |Akodolt fehérje ey deubiquitindz enzim. Részt vesz a ubuquitin-fehérje kapesolatok felbontasdban, gétolva a ubiguitin ligazok mikédését.
CHRNA7 15:32322691-32464722  |Cholinergic receptor, nicotinic, alpha 7 (neuronal) 20,6 |Afehérje egy acetilkolin vezérelt ion csatorna tagja.
GOLGABK 15:32684983-32695396 | Golgin A8 family, member K - |-
GOLGABO 15:32737307-32747835 | Golgin A8 family, member O - |-

4. tablazat: Az 1. és 2. beteg esetén detektalt duplikalodott genomi régiok altal érintett gének
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Kialakitott betegség vagy érintett élettani
folyamatok

Gének

Viselkedészavarok

GABRB3

Sziv arteriopatia

GABRAS, GABRB3, GABRG1, GABRG3, KLF13

Kardiovaszkuldris meghetegedés

GABRAS, GABRB3, GABRG1, GABRG3, KLF13,

Sejt ciklus

HERC2, UBE3A

Sejthalal és talélés

GABRAS, GABRB3

Sejtmorfolégia

OCA2, GABRAS, GABRB3, NDN

Sejt-sejt szignalizacid és interakcid NDN, UBE3A
Sejt organizacio SNURF

Sejtszint(i fejl 6dés NDN, UBE3A
Sejtndvekedés és proliferacid NDN, UBE3A

Sejtmozgas

GABRAS, GABRB3, NDN

Fejlédésbeli rendellenesség

GABRB3, GABRG3, MAGEL2, MKRN3, NDN, SNRPN, UBE3A

DNS replikacid, rekombindcio és repair

SNRPN

Génexpresszio

NDN, SNRPN, UBE3A

Haj és bdérszin meghatarozasa

OCA2

Idegrendszeri fejl 6dés és funkcid

GABRAS, GABRB3, NDN, UBE3A

Neuroldgiai meghetegedés

GABRAS, GABRB3, GABRG3, UBE3A, OTUD7A, TUBGCP5

Gasztrointesztinalis megbetegedés

GABRAS, GABRB3, GABRG3

Fehérje degradacid

UBE3A

Fehérjeszintézis

UBE3A

Pszichiatriai megbetegedés

GABRAS, GABRB3, GABRG3, NDN, CHRFAM7A, CHRNA7

Genitalidk fejl 6dése és megbetegedése

MKRN3, UBE3A

Légzési szervrendszer megbetegedése

GABRA5, GABRB3, GABRG3, MKRN3, SNRPN

Csontrendszert és izmokat érinté betegség

GABRAS, GABRB3, GABRG3

Prader-Willi/Angelman szindréma

GABRG3, MAGEL2, MKRN3, NDN, SNRPN, NIPA1, NIPA2, ATP10A, C150rf2,
CYFIP1, TUBGCPS, NDNL2

Absence rohamok

GABRAS, GABRB3, GABRG1, GABRG3, UBE3A

Ténusos-clonusos rohamok

GABRAS, GABRB3, GABRG1, GABRG3, UBE3A

Velesziiletett rendel lenességek

GABRB3, GABRG3, MAGEL2, MKRN3, NDN, SNRPN, UBE3A

Skizofrénia

GABRAS, GABRB3, GABRG1, GABRG3, NDN, TUBGCPS

Parkinson kor

GABRAS, GABRB3, GABRG1, GABRG3

Avazrendszer veleszilletett rendellenességei

GABRAS, GABRB3, GABRG1, GABRG3

Sulycsdkkenés

GABRAS5, GABRB3, GABRG1, GABRG3

Hepatocel lularis karcinéma NDNL2
Intersticialis nefritisz FAN1, MTMR10
Alzheimer koér APBA2

5. tablazat: Az 1. és 2. beteg esetén detektalt duplikalédott genomi régiok altal érintett gének és a veliik osszefiiggésbe
hozott betegségek

Eredményeink ¢€s a szakirodalomban leirt adatok alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy az érintett régid tobb fehérje kodold génje Osszefliggésbe hozhatd a vizsgalt személy
fenotipusos jellegeivel. A betegre jellemzd hypotonia, megkésett motoros €s beszédfejlodes, a
jellegzetes facialis dysmorphia (lapos orrnyereg, epicanthus redé és hipertelorisztikus
szemek) és a kKimutatott, 15911.2913.3 (22,765,628-32,861,626) régiot érint6 eltérés a 15q

duplikacios szindroma diagnozisanak felallitasahoz vezetett [163].
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1. beteg

2. beteg

B.W.M. van Bon et. al.

B.W.M. van Bon et.

B.W.M. van Bon et.

B.W.M. van Bon et.

Koochek et al. (2006)

Koochek et al. (2006)

ling Yang et. al. (2013)

EGYEB JELLEGZETESSEGEK

jards

nehezitettség

légzési depresszid

(2009) al. (2009) al. (2009) al. (2009)
15q11.2q13.2(22,7 5 képia: 15q11.2q13.2
65,628-31,183,907) (chr15:22,619,671- »
15¢11.2q13.3(22,765,62 Py 30,342457). & 3 képia 4 képia: 15q11.2q13.1 (chr15:22,054,840
A DUPLIKACIO POZICIOIA 8-32,445’,25-2) 15q13.3(31,261,83 BP4BPS BP4BPS BP4BPS BP3BPS 15gq11-15q13 15q13.2q13 3 30,[[)5:,;22];;53;:;;3;;.iqué?-:iq;l)j.2
tetraszémia 5-32,861,626) (chr15:30,342,458- Crioisl058,503-32,828,
tetraszomia 32,411,629)
NEM fiti lany fiu lany né lany lany né fiu
KOR A VIZSGALAT IDOPONTIABAN 27 hénap 17 hénap 17 év 4 év, 6 honap 20 év 4 év, 10 hénap 7 év, 4 hénap 38 év 5év
SZULETESI SULY (g) 3200 3520 P50 >p98 NA P3-P98 - - 1800
SZULETESI HOSSZ (cm) NA NA P30 P50 P3 P25 - - 47
SZULETESI FEIKORFOGAT (cm) NA NA P60 P45 P60 P50 - - 32, enyhe mikrokefalia
SULY A VIZSGALAT IDGPONTIABAN (KG) 10 (<5 pc) 13 (90-97 pc) NA >P98 NA >P98 NA NA NA
CSALADI ANAMNEZIS - - NA . NA apai eredet NA NA NA
KOPONYA MR/CT - normal normal normal NA normdl normdl normal normal
EPILEPSZIA/KOROS EEG + + - - - - NA + -
sztereoti autisztikus jegyek;
VISELKEDESZAVAR hiperaktivitas ; P bipolaris - beszédkényszer autista jegyek - bipolaris viselkedészavar +
kézmozdulatok . <
viselkedészavar
MENTALIS RETARDACIO enyhe enyhe enyhe enyhe enyhe-kbzepes stlyos enyhe enyhe enyhe
|izomuipoTéNIA + + + - + + NA + NA
KARDIALIS DEFEKTUS bigemin extraszisztole - - - - - - - -
nem konjugdlt szem
mozgasok; magas
lapos occiput; epicanthus prominens homlok; enyhén mélyen Gl§ homlok; mélyen il
CRANIOFACIALIS ELTERESEK P . .p iep N lapos occiput; széles| synophrys hipertelorizmus Y yen o - szemek; lefeléallé normal hipertel orizmus
redd; hipertelorizmus szemek L
arc szemrés; jobb szem
konvergens strabizmus;
lapos occiput
széles és magas orrgyok
ORR széles orrnyereg eldrenézé orrlyukak| magas orrnyereg - - - . & &Y - -
és orrnyereg
‘) 16 fiil ek: mélyen Ul6 fiilek;
FULEK fiilcimpa redé - melyen d " ue v rekurrens otitis - - - normal praeauricularis fistula
rekurrens otitis media .
media
syndactylia,
VEGTAGOK - kis labak brachidactylia; a 2-3 4 ujjas redd - - - - -
|&bujj syndactilydja
HASI/UROGENITALIS REGIO - - criptorchizmus invertalt mamilla - - - - -
labujjhegyen valé etetési

magzatviz aspirdcié miatt resuscitatio

6/a. tablazat: Az 1. és 2. beteg dsszehasonlitasa a szakirodalomban talalt duplikacids esetekkel
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lJing Yang et. al. (2013)

David J Wu et. al. (2009)

Ee-Shien Tan et. al. (2014)

Ee-Shien Tan et. al. (2014)

1 Clayton-Smith et. al.

Marina Michelson et. al. (2011)

T.K. Mohandas et. al. (1999)

Jon Soo Kim et.al. (2012)

(1993)
P L chr15:18,362,555- , . al5¢11.1to 15g13.1régic
A DUPLIKACIO POZICIOJA - BP1BP4 chrl15:21,213,950-26,208,646 NA részleges triszomia: 15q11-13 NA 4 . ,q . 8
26,208,646 amplifikacidja
NEM fid fiu fiu lany lany lany fiu lany
KOR A VIZSGALAT IDOPONTIABAN 8 év NA 5év, 8 hdnap NA 4 év 10 év 2 év, 4 hénap 10 hénap
SZULETESI SULY (g) 3700 2500 2950 3234 3630 - 3628 2900
SZULETESI HOSSZ (om) 55 54,6 - 45,5 - - 57 -
SZULETESI FEJKORFOGAT (cm) 35 - - 32 - - 36 -
SULY A VIZSGALAT IDGPONTIABAN (KG) NA NA NA NA NA NA NA <3pc
azapa a 9. és 15, kromoszomak kozott id8sebb fid testvd azapa és a lany testvér
CSALADI ANAMNEZIS NA kiegyensilyozott transzlokdcidt vaz ‘ X ose‘ 1 testver NA NA skizofrén anya depresszids, pszichidtriai -
autisztikus jellegeket mutat s .
hordoz kivizsgalas alatt all
KOPONYA MR/CT normal normal - - normal normal - enyhe agyi atrofia
. kilonbozé tipusi generalizalt és
EPILEPSZIA/KOROS EEG - NA NA NA - o NA +
fokalis ronamok
VISELKEDESZAVAR - bipoldris viselkedészavar hiperaktivitas és hydrofobia - - bipolaris Ylselkefieszavar; - -
szelektiv mutizmus
MENTALIS RETARDACIO enyhe enyhe enyhe kdzepes kdzepes enyhe enyhe NA
IZOMHIPOTGONIA NA + NA NA NA NA NA +
KARDIALIS DEFEKTUS - - - térzsi hypotonia - pulmonalis stenosis - -
CRANIOFACIALIS ELTERESEK hipertelorizmus minor anomalizk; bilateralis . hipertelorizmus - - - hipertelorizmus; lefelé alld
epicanthus redé szemreés; strabizmus
ORR - alacsony orrnyereg - - - - - széles orrgyok
FULEK mélyen il6 fulek prominens, modulatlan fiilkagylo - - - - - -
VEGTAGOK - pes planus és valgus deformitds - - - - - -

HASI/UROGENITALIS REGIO

EGYEB JELLEGZETESSEGEK

etetési nehezitettség

rendellenes pigmentdcio

ataxias jaras; elesésre
valé hajlam

6/b. tablazat: Az 1. és 2. beteg dsszehasonlitasa a szakirodalomban talalt duplikaciés esetekkel
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A szakirodalomban ismertetett, aCGH moddszerrel vizsgalt és 15q duplikacios
szindromaban szenvedd esetek, valamint 1. betegiink dsszehasonlitasa soran betegiinkben a
normalis sziiletési stlyt kdvetéen egy Kifejezett posztnatalis ndvekedési visszamaradottsagot
észleltiink. (6./a és 6./b tabldzat [110, 163-170]) 28 honapos koraban stulya minddssze 10 kg
(<5 pc), magassaga 90 cm (50-75 pc), fejkorfogata pedig 46 cm volt (> -2SD). A ko6zolt
adatokkal ellentétben, ahol a posztnatalis novekedési elmaradottsagot prenatalis novekedési
elmaradottsag, tehat alacsony sziiletési suly kisérte, esetiinkben a posztnatalis ndvekedési
elmaradottsag normal sziiletési sulyt kovetéen alakult ki. 15q duplikdcios szindromaban
szenvedO betegek esetén alacsony ndvés szdmos esetben keriilt leirdsra, azonban alacsony
testsullyal jar6 posztnatdlis novekedési elmaradottsag tudomasunk szerint minddssze egy,
15q13.3 duplikacios esetben (DECIPHER), ahol az érintett régio a Cholinergic receptor,
neuronal nicotinic, alpha polypeptide 7 (CHRNA7) (*118511) és OTU domain-containing
Protein 7A (OTUDT7A) (*612024) géneket tartalmazta. A CHRNA?7 kolinerg nikotin receptor
funkciojat tekintve szerepet jatszik a kolinerg gyulladdsgatld utvonal révén a cytokinek
szintézisében [171]. A fehérje diszfunkcioja Osszefliggésbe hozhatd neuropszichiatriai
betegségek, valamint kiilonboz6 epilepszidk kialakuldsaval is. A gén dozisérzékenysége
szamos, 15q13.3 delécioval rendelkezd beteg esetén leirasra kertilt, koztiik West-szindromas
betegekben is [172]. Valbonesi egy csoport ADHD-s beteg vizsgalata soran hozta
Osszefiiggésbe és bizonyitotta a gén delécigja, igy a csokkent génexpresszid révén annak
dozisérzékenységét a betegség kialakulasaval [173]. Egy kiilonb6z6 neuropszichiatriai
tiineteket mutatd 3 generacids csalad esetén a CHRNA7 kopiaszdm ndvekedése volt
valosziniisitheté a tiinetek hatterében [174]. Betegiink aCGH vizsgalata soran nyert
eredményeink tovabbi bizonyitékokkal szolgalnak a kopiaszam ndvekedésének patogenitisa

tekintetében.

Az érintett Necdin (NDN) (*602117), MAGE-like 2 (MAGEL2) (*605283), Makorin 3
(MKRN3) (*603856), Nonimprinted gene in Prader-Willi syndrome/Angelman syndrome
chromosome region 1 (NIPAl) (*608145) és Nonimprinted gene in Prader-Willi
syndrome/Angelman syndrome chromosome region 2 (NIPA2) (*608146) génekkel
kapcsolatban ko6zolt irodalmi adatok bizonyitjak e gének szerepét a névekedésszabalyozasban,
valamint az idegrendszer fejlédésében. A gének delécidja egér és human szervezetek esetén is
az idegrendszer fejlodésének és a novekedés szabalyozasanak hibajahoz vezetett [175-177].
Az emlitett gének dozis novekedése ezek alapjan szerepet jatszhat a posztnatalis fejlodési

visszamaradottsag illetve az epilepszias tlinetek kialakitasaban.
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A csecsemOkori morbiditdsok ¢és mortalitdsok egyik vezetd oka a velesziiletett
szivbetegségek csoportja, a megkozelitéleg 1-5%-os prevalencidgjaval. Az idic (15)
duplikacids szindroma kovetkeztében kialakult velesziiletett szivbetegségek az esetek
megkozelitdleg 25%-at teszik ki, mig a 15q13.3 delécids szindroméval rendelkezd betegek 7-
18%-ra jellemz6 a szivbetegség [104, 110, 178-180]. A 15q mikrodelécids esetek klinikai
vizsgalata rdmutatott arra, hogy a mitralis billentyli prolapszus, az enyhén megnagyobbodott
bal karma, a Fallot tetralogia, valamint a sulyos trikuszpidalis sztenozissal jaro jobb szivfél
hypoplasia hatterében a BP4-BP5 kromoszémalis régiora esé Kruppel-like transcription
factor 13 (KLF13) (*605328) gén delécioja allhat. A KLF13 egy konzervalt gén, mely a
Kruppel-like cink-finger proteinek csaladjanak egy tagjat kodolja. A kodolt fehérjét
azonositottak, mint a szivben expresszalodo gének és a sziv morfogenezisének szabalyozojat
[110, 181]. Xenopus embridkban végzett genetikai vizsgalatok szintén demonstraltak a
sziv morfogenezisben [182]. KLF13 funkcionalis knockout Xenopus embriok vizsgalata soran
normal kezdeti sziv fejlodés volt megfigyelhetd, azonban a késobbi vizsgalatok a sziv
normalistol eltérd, csokkent méretét detektaltak, és szamos defektust mutattak ki, koztik a
kamrai trabekulacid hidnyat, atrioszeptalis defektust, megkésett atrioventrikuldris parna
képzédést és a billentylik Oregedését [182]. Derwinska egy 1,6 Mb nagysagu 15q13.3
duplikéciot €s sziv rendellenességeket mutatd beteg esetén a KLF13 megnovekedett dozisat
feltételezte a sziv anomaliak kialakulasanak hatterében [183]. 1. betegiink vizsgalata soran a
beteg bigemin extraszisztoléjat észleltiik, ami nem morfologiai rendellenesség. Ez alapjan
Derwinska feltételezését, miszerint a KLF13 gén megndvekedett doézisa allhat a sziv

morfologiai elvaltozasok kialakuldsanak hatterében, nem tudjuk megerdsiteni.

Az epilepszids betegek antiepilepszids terdpidja soran a gamma aminobutirdt sav
transzaminaz inhibitor vigabatrin €s valproat hatdsosnak bizonyult. A GABA hatésat az agy
gatlo szinapszisaiban fejti ki specifikus transzmembran receptorokhoz koétddve. 1. betegiink
vizsgalata soran a GABA receptorok egy-egy alegységét kodolo Gamma-aminobutiric acid
receptor, beta-3 (GABRB3) (*137192), Gamma-aminobutiric acid receptor, alpha-5
(GABRADS) (*137142) és Gamma-aminobutiric acid receptor, gamma-3 (GABRG3) (*600233)
gének kopiaszdm novekedését mutattuk ki, mely emelkedett GABA receptor szint
kialakuldsdhoz vezethet. Az epilepszia terapidja soran alkalmazott vigabatrin és valproat a
gamma aminobutirat transzamindz gatlasan keresztiil megnoveli a GABA fehérjék szintjét,

igy a kopiaszdm novekedés kovetkeztében megnovekedett GABA receptor szint és az
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antiepileptikumok alkalmazasa kovetkeztében megnovekedett GABA szint egyiittes jelenléte
magyarazhatja a rohamok gyakorisaganak csokkenését az alkalmazott antiepileptikumok
hatasara [184-186].

7.2 A 2. beteg metafazis FISH és aCGH vizsgalata soran detektalt kopiaszam
valtozasok, valamint az érintett gének feltételezheto szerepének vizsgalata

2. betegiink aCGH vizsgalata soran kettd - az 1. betegben talalt 9,68 Mb méreti,
15q11.2q13.3 régiora esé kopiaszam tobblettel nagyrészt atfedd - genomi régid kdpiaszam
tobbletét sikertilt detektalnunk, melyek a 15q11.2q13.2 genomi régid 22,765,628-31,183,907
pozicidjaba esd, 8,42 Mb-os, illetve a 15q13.3 genomi régi6 31,261,835-32,861,626
akrocentrikus 15-6s marker kromoszoma jelenlétét mutatta, melynek festédése alapjan a 2.

beteg kariotipusa 47, XX, +idic (15)(pter—q14::q14—pter)-ként hatarozhatdé meg. (13./b dabra)

A 22,765,628-31,183,907 és 31,261,835-32,861,626 genomi régidkba esé gének atfedése
az 1. betegben detektalt duplikacid altal érintett génekkel, illetve a két beteg tiinetei nagy
részének azonossaga alapjan a 2. beteg esetén megfigyeltek az 1. beteg esetén leirt

megfigyelések nagy részével megegyeznek. (/2. abra, valamint 4. és 5. tabldzat)

2. betegiink fenotipus vizsgalata soran az érintett CHRNA7, OTUDT7A, illetve NDN2,
MAGEL2, MKRN3, NIPAl ¢és NIPA2 gének koépiaszdm ndvekedése jelentds mértékben
hozzajarulhat a betegben detektalt epilepszias tiinetek, valamint a neuropszicholédgiai tiinetek

kialakitasghoz [171-177].

A szakirodalomban ismertetett 15011.2913.3 régiot érinté duplikacios esetek, valamint 2.
betegilink 0sszehasonlitasa soran az 1. beteghez hasonléan a 2. betegiinknél sem észleltiink
sziv malformaciot. Ennek alapjan szintén megallapithatjuk, hogy a KLF13 gén kdpiaszam
novekedése nem feltétleniil vezet sziv malformaciok kialakulasahoz [183]. (6./a és 6./b

tabldzat)

Az 1. beteg eredményeinek elemzése soran leirt feltételezés, mely a kopiaszam tobblet
kovetkeztében megnovekedett GABA receptor szintet, €s az antiepileptikumok alkalmazasa

soran megndvekedett GABA szintet hozza osszefiiggésbe, a 2. beteg esetén is helytallo lehet
[184-186].
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7.3 A 3. beteg metafazis FISH és aCGH vizsgalata soran detektalt kopiaszam
valtozasok, valamint az érintett gének feltételezheto szerepének vizsgalata

3. beteglink FISH és aCGH vizsgalata egy 2,6 Mb méretli 15q11.2 kromoszomalis régiot
érintd duplikdciot mutatott ki egy addiciondlis 15-6s marker kromoszéman, 22,765,628-
25,383,882 kezdd és végponttal, valamint egy 1 Mb méretii 15q26.3 régiot érintd deléciot egy
15-6s gytrikromoszéman, 101,373,740-102,383,473 kezdd és végponttal. (15./b és 15./c,
valamint 16. dbra)

A Prader-Willi szindroma  kritikus régi6 (PWSCR) szellemi elmaradottsag,
viselkedészavar, epilepszia, valamint jellegzetes arcvonasok kialakitasaban jatszott szerepérél
szamos irodalmi adat all rendelkezésiinkre [187, 188]. PWSCR-t tartalmaz6 addicionalis 15-
0s marker kromoszomakkal tarsuld eseteket is emlit a szakirodalom, melyek Gsszevetése az
altalunk talalt eredményekkel megkonnyiti a genotipus-fenotipus korrelacié felallitasat. (7./a
és 7./b tablazat [110, 163-170, 189]) A 3. betegiink vizsgalata soran detektalt 2,6 Mb méreti,
15q11.2 régiot érintd addicionalis marker kromoszoma 11 gént tartalmaz, koztiik a PWSCR
régioba tartozo NDN és Small nuclear ribonucleoprotein polypeptide N (SNRPN) (*182279)
géneket. (8. tdbldzat) Betegiink klinikai adatait és molekularis diagnosztikai talalatait a
szakirodalomban ismertetett adatokkal Osszevetve azt feltételezhetjiik, hogy a PWSCR
génjeinek kopiaszam novekedése allhat a facialis dysmorphia és a megkésett mentalis fejlodés

hatterében.

A 15q11.2 régio BP1 és BP2 toréspontjai kozé es6 TUBGCPS, CYFIP1, NIPA2 és NIPA1
fehérjéket kodolo TUBGCPS, CYFIP1, NIPA2 és NIPALl gének kopiaszdm csokkenése
feltételezhetden szerepet jatszik a motoros €s beszédfejlodés késése mellett epilepszias
tiinetek kialakitasdban is. Az emlitett gének kdpiaszam csOkkenésének hatasa a normal
fenotipusra, a gének dozisérzékenységérdl arulkodik. Ennek alapjan feltételezhetjiik, hogy
esetiinkben a TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2 és NIPA1 gének kopiaszam emelkedése is szerepet
jatszhat a motoros és beszédkészség fejlddeés, valamint az epilepszia kialakulasdban. A
Tubulin complex-associated protein 5 (TUBGCP5) (*608147) jelenléte sziikséges a
mikrotubulusok centroszémahoz kotédéséhez. Magas szintli agyi subtalamikus expresszidja
feltételezi a fehérje szerepét a normal agymiikodés kialakitasaban. A feltételezést megerdsiti
viselkedés kozott talalt kapcsolat [190, 191]. A NIPA1l magnézium transzportert kodolo
fehérje kiillonboz6 neuronalis és epitelialis sejtek felszinén expresszalodik. Az idegrendszer

normalis fejlédése mellett a fehérje szerepet jatszhat a normal agyi miikodés fenntartasaban is.
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A NIPAL gént érinté mutaciok kapcsolatba hozhatok az autoszomalis dominans spasztikus
paraplegia kialakulasaval is [192, 193]. A NIPA2 gén altal kodolt szelektiv magnézium
csatorna a vese magnézium metabolizmusaért felelds fehérje [194]. A 15911.2 BP1-BP2 régio
negyedik génje, a Cytoplasmic FMRP-interacting protein 1 (CYFIP1) (*606322) gén a
CYFIP1-EIF4E-FMR1 fehérjekomplex Cytoplasmic FMRI1 Interacting Protein 1 nevii
elésegiti a transzlacio represszidjat. A komplex részeként miikodo CYFIP1 fehérje szerepet
jatszik a lamellipodiumok kialakitdsdban, az aktin filamentumok reorganizéacidjaban, valamint

az axonnovekedés szabalyozasaban [195, 196].
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B.W.M. van

Szabé et. al. . B.W.M. van Bon et.| B.W.M.van Bon |B.W.M.van Bon N
3. beteg (2015) Szabé et. al. (2015) al. (2009) et. al. (2009) et. al. (2009) Ba(;\ue;;,al. Koochek et al. (2006) Koochek et al. (2006) Jing Yang et. al. (2013)
5 képia: 15q11.2g13.2
15q11.2q13.3(2 | 15q11.2q13.2{22,765, (chr15:22,619,671- 4 képia: 15911.2913.1
PPy P 22,765,628-25,383,882 2,765,628 628-31,183,907) és 30,342,457), és 3 képia: | (chr15:22,054,840- 30,058,502) és 3
A DUPLIKACIO POZICIOJA BP4BP5 BP4BP5 BPABP5 BP3BP5 15q11-15q13
(2,618,254 bézis) 32,445,252) | 15913.3(31,261,835- q i 15q13.2q13.3 képia:15q13.1g13.2
tetraszomia 32,861,626) (chr15:30,342,458- (chr15:30,058,503-32,418,417)
tetraszomia 32,411,629)
NEM lany fid ldny fiu lany né |any lany né fit
:;%Rpg;ﬁs‘;:;m— 28 hénap 27 hénap 17 hénap 17 év 4 év, 6 hénap 20 év 4 év, 10 hénap 7 év, 4 hdnap 38 év 9 év
SZULETESISULY (g} 2600 (-1.9 SD) 3200 3520 2900 (P50) 4850 (>P98) NA P3-P98 - - 1800
SZULETESI HOSSZ (cm) NA NA NA P30 P50 P3 P25 - - 47
SZULETESI FEIKORFOGAT (cm) NA NA NA P60 P45 P60 P50 - - 32, enyhe mikrokefalia
SULY A VIZSGALAT 24 (98th
P 1 1 1 -97 NA 26.2 h il NA NA -75th il NA
IDGPONTIABAN (kg) 0 (<3 po) 0 (<5 pc) 3 (90-97 pc) 6.2 (98th centile) centile) 50-75th centile
MAGASSAG A VIZSGALAT 80 (<3 pc} 90 (50-75 pc) 85 (75-90 pc) 179.5 (30th centile)| 109 (50th centile) 159 (25th 105 (25th NA 5th centil NA
IDGPONTIABAN (cm) pe pe pc - centiie centite, centile) centile) centite
FEIKORFOGAT A VIZSGALAT . N ] ] ] 50 (50th ]
IDGPONTIABAN (cm) 44 (<-2 SD) (mikrokefdlia) 46 (<-2 SD) 46 (-1 SD) 58.2 (60th centile) |50.2 {45th centile) |56 (60th centile) centile) NA 25-50th centile NA
CSALADI ANAMNEZIS - - - NA - NA apai eredet NA NA NA
corpus callosum diszgenezis; a
perinatélis IVH . . . . . <
KOPONYA MR/CT " . . . - normal normal normél NA normal normal normél normal
kévetkezményeként kialakult
jobb kamrai dilatacié
EPILEPSZIA/KGRQS EEG EEG negativ; rekurrens . + - B B - NA + -
rohamok
hiperaktivitas; autisztikus sztereoti autisztikus bipolaris viselkedészavar; |hiperaktivitas; agressziv és destruktiv
VISELKEDESZAVAR jegyek; sztereotip hiperaktivitas ) P autisztikus jegyek - beszédkényszer ) NA P Keae s » BBressz
.\ kézmozdulatok jegyek hiperaktivitas viselkedés
kézmozdulatok
MENTALIS RETARDACIO sulyos enyhe enyhe enyhe enyhe enyhe-kézepes sulyos enyhe enyhe enyhe
megkésett sulyosan megkésett
BESZEDFEJLGDES| ZAVAR stilyos beszédfejlédési zavar cgresett vosan meske NA NA NA NA Kissé megkésett beszédfej|6dés NA megkésett bes2édfejl 5dés
heszédfej| Gdés heszédfejl Gdés
megkésett megkésett
MOTOROS KEPESSEGEK NA motoros NA NA ataxias jaras NA motoros kissé megkésett motoros fejl §dés NA NA
fejl 6dés fejl 6dés
1IZOMHIPOTONIA NA + + + - + + NA + kdzepes
KARDIALIS DEFEKTUS ASD/VSD bigemin - - - - - - - -
extraszisztole
. . nem konjugdlt szem mozgdsok; magas
epicanthus redd; lapos acciput; | prominens homlok; hipertelorizmus; enyhén mélyen homl ok; mélyen il6 szemek; lefelé 4116 strabizmus; lefelé allé
CRANIOFACIALIS JELLEGEK p . ! epicanthus red8;| lapos occipu; széles synophrys brachikefalia; Y,, ¥ - - v ’ - hipertel orizmus
hipertelorizmus ! ! N 018 szemek szemrés; jobb szem konvergens szemrés
hipertelorizmus arc széles homlok N .
strabizmus; lapos occiput
ORR lapos orrnyereg széles orrnyereg| el6renézd orrlyukak | magas orrnyereg - - - széles és magas orrgyok és orrnyereg  [széles orrgyok és orrnyereg elérenézé orrlyukak
mélyen GI& fulek; | mélyen Gl filek;
FULEK - fulcimpa redé - rekurrens otitis rekurrens otitis - - - - preauricular fistula; mélyen alé fiilek
media media
syndactylia,
VEGTAGOK 223 labujjak szindaktilisja - kis abak brac“‘ad;fz};a*a Z| aujjas reds - - - - laza fzilletek
yndactylidia
HASIf UROGENITALIS REGIO GERD - - Criptorchizmus - - - - - -
: : tobbszoros café au lait foltok; L ) ., i tetés o D i iracio miath
EGYEB JELLEGZETESSEGEK z ual - - bipolaris zavar |invertalt mamilla © ? ! . - |égzési depresszio - magza V\zasp!rac.lo miat
bruxizmus; alacsony termet nehezitettség resuscitatio
—

7/a. tablazat: A 3. beteg dsszehasonlitasa a szakirodalomban leirt duplikacios esetekkel
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Jing Yang et. al. (2013)

David J Wu et. al. (2009)

Ee-Shien Tan et. al. (2014)

Ee-Shien Tan et. al.

J Clayton-Smith et. al. (1993)

Marina Michelson et. al. (2011)

T.K. Mohandas et. al.

Jon Soo Kim et.al. (2012)

(2014) (1999)
P P chr15:21,213,950- chr15:18,362,555- . - a 159q11.1to 15q13.1
A DUPLIKACIO POZICIOJA - BP1BP4 26,208,646 26,208,646 NA részleges triszomia: 15q11-13 NA régiéqkamplw‘fikéqcidja
NEM fiu fiu fiu lany lany lany fiu lany
KOR A VIZSGALAT ) , ) ) . , .
ID6PONTIABAN 8 years NA 5 év, 8 hdnap NA 4 év 10 év 2 év, 4 honap 10 honap
SZULETESI SULY (g) 3700 2500 2950 3234 3630 - 3628 2900
SZULETESI HOSSZ (cm) 55 54,6 - 45,5 - - 57 -
SZULETESI FEJKORFOGAT (cm) 35 - - 32 - - 36 -
ISI;"OLESN\{I!JZ:::I:I?IQ 31.5 (95th percentile) NA NA NA 87th centile NA NA <3 pc
:\;Q‘:gisgi:A\;IZ(‘cjg.;\LAT 125 (50th percentile) NA NA NA 87th centile NA NA NA
FEJKORFOGAT A VIZSGALAT i i
IDGPONTIABAN (cm) 53 (75th percentile) NA NA NA 50th centile NA NA NA
azapaa9.és 15. azapaésalany
M . kromoszémdk kozott azidésebb fil testvér . 3 testvér depresszids,
CSALADI ANAMNEZIS NA kiegyensulyozott autisztikus jegyeket mutat NA NA skizofrén anya pszichiatriai :
transzlokdciét hordoz kivizsgalds alatt all
KOPONYA MR/CT normal normal - - normal normal - enyhe agyi atrofia
. kiilénbozd tipusu generalizalt
EPILEPSZIA/KOROS EEG - NA NA NA - . 0 NA +
és fokalis rohamok
. agressziv és destruktiv bipolaris hiperaktivitds és bipoléris viselkedészavar;
VISELKEDESZAVAR ) viselkedés visel KZdészavar phydrofébia ) ) i szel ektiv mutizmus ) )
MENTALIS RETARDACIO enyhe enyhe enyhe kdzepes kézepes enyhe mild NA
BESZEDFEILGDESI ZAVAR kissé megkésett megkésett sulyosan megkésett sulyosan megkésett megkésett beszédfejl 5dés NA NA NA
beszédfejl6dés beszédfejl6dés beszédfejl6dés beszédfejl 6dés
MOTOROS KEPESSEGEK normal NA NA s ::z‘t);fo"s T:ﬁgjztt ataxias ja ;:l ae::s ésrevald NA NA NA
IZOMHIPOTONIA NA + NA torzsi hypotonia NA NA NA +

KARDIALIS DEFEKTUS

pulmonalis stenosis

CRANIOFACIALIS JELLEGEK

hipertelorizmus

minor anomalidk;
bilaterdlis epicanthus

hipertelorizmus

hipertelorizmus; lefel é
all6 szemrés; strabizmus

redd
ORR - alacsony orrnyereg - - - - - széles orrgyok
i . R prominens,
FOLEK mélyen Gléfllek | o guislatian filkagyls ) - - - - -
P | 2 |
VEGTAGOK laza iziiletek pes pianus es valgus - . . ; ) ]

deformitas

HASI/ UROGENITALIS REGIO

EGYEB JELLEGZETESSEGEK

rendellenes
pigmentacio

7/b. tablazat: A 3. beteg Gsszehasonlitdsa a szakirodalomban leirt duplikaciés esetekkel
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Név

Pozicid

Kddolt fehérje neve

HI(D)

Funkcié

r

Duplikalt régié

TUBGCP5

15:22833394-22873891

Tubulin, gamma complex associated protein 5

A gamma-tubulin komplex-el egylittmiikddve
sziikséges a centroszémdban a mikrotubulus
nukleacio folyamatahoz.

CYFIP1

15:22892005-23006016

Cytoplasmic FMR1 interacting protein 1

53,3

A CYFIP1-EIFAE-FMRI komplex részeként az mRNS
spakékhoz kotédve medidlja a transzlécié
represszidjat.

NIPA2

15:23004684-23034427

Non imprinted in Prader-Willi/Angelman syndrome 2

52,9

Egy lehetséges magnézium transzportert kddol.

NIPA1

15:23043277-23100005

Non imprinted in Prader-Willi/Angelman syndrome 1

253

A gén egy korai endoszomakon, valamint
neuronalis és epitelidlis sejtek felszinan
expresszalédd magnézium transzportert kadol.

GOLGA6L2

15:23684645-23692381

Golgin A6 family-like 2

MKRN3

15:23810454-23873064

Makorin ring finger protein 3

98,7

Agén altal kadolt fehérje egy RING (C3HC4) cink
finger motivummal és szamos C3H cink finger
motivummal rendelkezik.

MAGEL2

15:23888691-23891175

MAGE-like 2

Afehérje a RING-tipusu cink fingert tartalmazo
E3 ubiquitin-protein ligadzok ubiquitinaktivitdsat
fokozhatja. Szerepet jatszhat az E3:szubsztrat
komplex Ubl-konjugélé enzimeinek (E2)
stabilizacidjahoz.

NDN

15:23930565-23932450

Necdin, melanoma antigen (MAGE) family member

36,2

Névekedési szupresszor ami megkonnyiti a sejtek|
belépését a sejt ciklus termindcidjaba.

NPAP1

15:24920541-24928593

Nuclear pore associated protein 1

93,6

A spermatogenezisben jatszhat szerepet.

SNRPN

15:25068794-25223870

Small nuclear ribonucleoprotein polypeptide N

11,3

A gén altal kédolt fehérje egy kis nukledris
ribonukleoprotein komplex tagja, mely az snRNP
SMB/SMN csaladba tartozik. A fehérje szerepet
jatszik a pre-mRNs érésben, és feltételezhetden
bizonyos szévetekre specifikus alternativ splicing
banis.

SNURF

15:25200181-25245423

SNRPN upstream reading frame

A fehérje funkcidja jelenleg nem ismert.

Deletalt régio

ALDH1A3

15:101417919-101456831

Aldehyde dehydrogenase 1family, member A3

34,78

A kddolt fehérje feltehetdleg kulcs enzim a dorzo:
ventralis axison kialakulé RA gradiens
kialakuldsanak a korai szem és szaglérendszer
fejl6désének idGszakaban.

LRRK1

15:101459420-101610317

Leucine-rich repeat kinase 1

54,22

CHSY1

15:101715928-101792137

Chondroitin sulfate synthase 1

54,01

Akddolt fehérje béta-1,3-gllkuron sav és béta-
1,4-N-acetilgalaktozamin transzferdz aktivitassal
hir. Részt vesz a gllkuronsav (GlcUA) UDP-GIcUA-
bdl , valamint az acetilgalaktozamin (GalNAc) UDP]
GalNAc-bodl valé szallitasaban a kondroitin
polimer nem redukdlé végéhez. Részt vesz az
oszteogenezis negativ kontroljaban a NOTCH
szignalizacié modulalasan keresztll.

VIMP (SELS)

15:101811022-101817705

VCP-interacting membrane protein; Selenoprotein §

46,32

A kddolt fehérje részt vesz az endoplazmatikus
retikulum misfolded luminalis fehérjéinek
degradacidjaban. Szerepet jatszik a misfolded
fehérjak ER-b8| citoszolba vald transzportjaban,
ahol a misfolded fehérjék egy ubiquitin-fliggd
Uton degradalodnak.

SNRPA1

15:101821715-101835487

Small nuclear ribonucleoprotein polypeptide Al

10,49

Feltehetdleg a sejtosztddashan jatszik szerepet.

PCSK6

15:101840818- 102065405

Proprotein convertase subtilisin/kexin type 6

40,63

A kddolt fehérje feltehetéleg endoproteaz
aktivitast mutat neuroendokrin és nem-
neuroendokrin szovetekben.

T™M2D3

15:102161847-102192594

TM2 domain containing 3

62,45

TARSL2

15:102193801-102264807

Threonyl-tRNA synthetase-like 2

55,14

OR4F6

15:102345902-102346876

Olfactory receptor, family 4, subfamily F, member 6

82,3

Szaganyag receptor. Felel8ssé tehetd a
szaganyagok felismeréséért, valamint a G protein
medialt transzdukcidjukért.

8. tablazat: A 3. beteg esetén detektalt delécio és duplikacio altal érintett gének
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A gytriikromoszomak képzédése az adott kromoszoéman kialakuld deléciok altal Kialakult
,»ragados” kromoszoéma végek Osszekapcsolddasaval magyardzhatod. 3. betegiink vizsgalata
soran a 15-0s gylirikromoszoéman megkdozelitéleg 1 Mb méretli, a 15926.3 régiot érintd
deléciot detektaltunk. A szakirodalomban lek6zolt, 15q terminalis delécids betegek, valamint
sajat esetlink Osszehasonlitdsa ebben az esetben is lehetdséget teremt a klinikai adatok ¢€s
molekularis genetikai talalatok kozti Osszefiiggések vizsgalatara. (9./a, 9./b, 9./c és 9.1
tabldzat [197-212]) A gyuriképzddés kovetkeztében 1étrejott 15q26.3 régiot érintd terminalis
delécio 10 gént tartalmaz, melyek koziil néhany szerepet jatszhat a 3. beteg klinikai vizsgalata
soran tapasztalt velesziiletett szivbetegség (CHD) kialakulasaban. (8. tdbldzat) A
kardiovaszkularis megbetegedésekkel (CVD) Gsszefliggésbe hoztak a Selenoprotein S (SELS,
VIMP) (*607918) gént [213, 214]. A korabban lekozolt szakirodalmi adatokat kiegészitve
Flaquer kisérletet tett olyan kromoszomalis régiok meghatarozasara, melyek a velesziiletett
szivbetegségek kiilonbozé tipusainak hatterében allhatnak. Vizsgalatai két kromoszomalis
régio esetleges szerepét mutattak ki, a 15-0s és a 18-as kromoszéman, valamint a 15-0s
kromoszéma SELS, Small nuclear ribonucleoprotein polypeptide A1 (SNRPAL) (*603521) és
Proprotein convertase subtilisin/kexin type 6 (PCSK6) (*167405) génjeit tették felel6ssé a
CHD kiilonb6z6 tipusainak kialakulasaért [215]. 3. betegiink esetén a SELS, SNRPA1 és
PCSKG6 géneket érintette a delécio, igy a beteglinknél észlelt CHD és az érintett gének alapjan
megerdsithetjiilk az Alenne és Flaquer altal leirt eredményeket, miszerint e gének kdpiaszam
csokkenése Osszefliggésbe hozhaté a kamrai vagy pitvari szeptum defektus (ASD/VSD)

kialakulasaval.
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3. beteg Ester (2009) Ester (2009) Rudaks (2011) Rujibanjerd (2007) Dateki (2011) DECIPHER: 2502
P L _ . . . 98,002,467 - 102,531,392 (4,528,926 . :

DELECIO POZICIOJA 101,373,740-102,383,473 (1,009,733 bdzis) 99,263,801 - 102,531,392 (3,267,592 bdzis) 98,082,278 - 102,531,392 (4,449,115 bazis) 98,461,392 - 102,531,392 (4,070,000 bazis) bzis) 97,517,453 - 102,531,392 (5,013,940 bazis) 97,507,236 - 102,507,392 (5,024,157 bazis)
EREDET De novo De novo De novo De novo De novo De novo De novo
NEM ldny fid (Patient B) ldny (Patient A) lany ldny lany fid
KOR A VIZSGALAT IDOPONTIABAN 28 hénap 17 év 8év 4hénap 4év 5 honap 3év 13év 9hénap 9év
SZOLETESI SULY (g) 2600(-1.95D) 2600 (-1.9.5D) 2890 (-1.35D) 1300 2500 2170{-2.15D) NA
S20LETESI HOSSZ (cm) NA 47(-2.25D) 47(-2.25D) NA NA 47(-0.75D) NA
52ULETESI FEJKORFOGAT (cm) NA NA NA NA NA 32.5(-0.55D) NA
SULY A VIZSGALAT IDOPONTIABAN
k) 10 (<3 pc) NA NA -1.3 és -2 5D kézétt <-35D -0.55D alacsony névés
MAGASSAG A VIZSGALAT

= . 80(<3 -1.9sD -17sD <23sD -35D -3.9sD NA
IDGPONTIABAN {cm) (Spe) ¢
FEIKORFOGAT A VIZSG ALAT

44 (<-2 5D) (mikrokefali; NA NA -0.75D NA NA NA
|DEPONTIABAN {cm) (<2 D) (mikrokeflia)
CSALADI ANAMINEZIS - - - - -
corpus callosum diszgenezis; a perinatalis IVH
KOPONYA MRI/CT kbvetkezményeként kialakult jobb kamrai NA NA NA NA NA NA
dilatédcio
EPILEPSZIA/KOROS EEG EEG negativ; rekurrens rohamok NA NA NA NA NA NA
VISELKEDESZAVAR hiperaktivitds; autisztikus jegyek; sztereotip ADHD NA NA NA NA NA
kézmozdulatok
MENTALIS RETARDACIO stilyos NA verbal 10,93; performal 10,121 - NA enyhe (tanulasi nehézségak) megkésett kognitiv fejlédés
BESZEDFEJLGDESI ZAVAR silyos beszédfejlédési zavar NA NA kifejezett beszédfejl8dés késés kifejezett beszédfejlGdés késés NA NA
megkésett finommatorika fejlGdés
MOTOROS KEPESSEGEK NA NA megkésett motoros fejlGdés normal Gtem{ matoros fejlddés (Denver Developmental Screening Test NA NA
1)
1IZOMHIPOTONIA NA NA NA NA NA NA NA
KARDIALIS DEFEKTUS ASD/VSD - - - - - NA
CRANIOFACIALIS JELLEGEK epicanthus reds; hipertelorizmus hipertelorizmus; lefelé all6 szemrés epicanthus reds; hipertelorizmus - - NA
ORR lapos orrnyereg - széles ormyereg hypoplasids orrszdrnyak - - NA
FULEK - mélyen {18, poszterior rotdlt flilek - - - NA
bilaterilis clinodactylia, rovid ujjak, magasan
VEGTAGOK 223 1abujjak szindaktilidja magasan invertalt h’u\rflelvkujj; széles labak; ) linverté\r{huyslvkujjfszélets Ié?ak; \aza azs. ujjakvclin?tilactv\iéja,‘en\{he ) |aza fillotek } NA
laza fzilletek fzlletek; tag rés az L. és 2. |abujjak kozott; brachydactylia; rovid kezek és kdrmak
pes planus
GERD; t6bbszrés café au lait foltok; bruxi; ; - -

EGYER JELLEGZETESSEGEK Ohibszoros caté au it faTtal; bruxizmus - - . - - térzsre lokalizalt elhizds

alacsony termet

9/a. tablazat: A 3. beteg dsszehasonlitasa a szakirodalomban leirt delécids esetekkel
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(2008)

Lin (2011)

Pinson (2005)

Rump {2008)

Rump (2008)

Davil (2008)

Poot (2013)

DELECIG POZICIOIA

97,330,000 - 102,531,392 (5,200,000 bézis)

95,990,988 - 102,531,392 (5,540,405 bézis)

96,820,507 - 102,531,392 (5,710,886 bézis)

96,730,000 - 102,531,392 (5,800,000 bézis)

96,730,000 - 102,531,392 (5,800,000 bzis)

93,860,000 - 102,531,392 (6,480,000 bézis)

95,672,055 - 102,531,392 (6,859,338 bézis)

EREDET De novo De novo De novo De novo De novo De novo De novo
NEM lany NA lany lany fia fid lany
KOR A VIZSGALAT IDOPONTIABAN 15years old NA 4év 6hénap 35év 6hdnap 1év 6honap 11év
SZULETESI SULY (g) 2100 (- 3.05D) <-33D 2400(- 25D} 2850(- 1.45D) 3500 (- 0.3 5D) 2400 1590 (- 2SD)
5ZULETESI HOSSZ (cm) 47(-1.35D) <-35D 42(-3.55D) 47.5 (- 1.0SD) NA 70 38 (<- 25D)
SZULETESI FEIKORFOGAT [cm) 33(-25D) relativ makrokefalia 32(-25D) 32.5(- 1.25D) NA NA 30(-25D)
(S:SLJV AVIZSGALATIDOPONTIABAN 105D NA -35D +2.65D -265D 73 +15D
MAGASSAG A VIZSGALAT
M - -1.85D NA -4sD -35sD -1.450 ?3 -3sD
IDGPONTIABAN (cm)
FEIKORFOGAT A VIZSGALAT
-115D NA -35D -2158D -255D NA 15D
|DBPONTIABAN (cm) *
CSALADI ANAMNEZIS - - - -
KOPONYA MRI/CT NA NA NA NA NA NA NA
EPILEPSZIA/KOROS EEG NA NA + NA NA NA NA
VISELKEDESZAVAR - - NA NA NA NA NA
diszharmaénikus intelligencia: verbdlis 1069 - 82;
MENTALIS RETARDACIO NA NA + h ki -5l késett kognitiv fejlddé ‘
enyhe Bzepes-silyos megkesett kognitiv fejlodes performacids 1Q 53 - 70; ASD [DSNFIV)
BESZEDFEJLODESI ZAVAR NA NA megkésett beszédfejlddes NA NA NA NA
MOTOROS KEPESSEGEK NA NA megkésett pszichomotoros fejlidés NA NA sulyosan megkésett pszichomotoros fejlgdés NA
IZOMHIPOTONIA NA NA + NA NA NA NA
itott f le; L. tpust VSD; art
KARDIALIS DEFEKTUS - - - - ASD coarctatio aortae; mitralis stenosis és kis VSD nyitottforsmen ova E_ ‘pusfj artena
pulmaonalis stenosis
bleph; himosis; int illéris tavolsag 7.0 | bleph. hi i icanth dd; di
CRANIOFACIALIS JELLEGEK extrém miopitia . Jobb epicanthus epnaropimosis; interpuptilarts tavolsag CPhAropimOsIs, epicanthus redo; divergens hipertelorizmus aszimmetrikus szemrés
cm | - 3.45D) strabizmus
ORR B B B széles ormyereg széles ormyereg széles ormyereg széles ormyereg
FOLEK R R R hallaskérosodds ~35 dB; mélyen l6 bilateridlis hallasvesztés; alacsonyan Ul - R
diszplasztikus fiilek; keskeny hallgjarat diszplasztikus filek
) . brachy-/cinodactyla: magasan invertalt |2 és5. ujiak brachydectylidja; kis hivelykuiiak; 2. €5 5. uijak brachydoctylidia, kis hivelviuiiak; ) “ lapos uijak; bilaterdlis abnormalis hivelykuijak;
VEGTAGOK polydactylia - - = N talipes equinovarus; révid labujjak; 2-51dbujjak | talipes equinovarus; révid ldbujjak; 2-5 |dbujjak velesziiletett fiigg8leges ugrécsont pes planus; révidebb bal I3b; csékkent supinacid
hiivelykujjak; hegyes ujjak; cubitus valgus o Lo . PP I . o "
kozépsé ujjperce hianyzik; laza iziiletek kozépsd ujjperce hianyzik; laza iziiletek mindkét kényskben
EGYEB JELLEGZETESSEGEK - - alacsony termet torzsre lokalizalt elhizds - GERD -

9/b. tablazat: A 3. beteg dsszehasonlitasa a szakirodalomban leirt delécios esetekkel
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Ténnies (2001)

Bruce (2010)

Veenma (2010)

Klaassens (2005)

(2005)

Klaassens (2005)

(2005)

DELECIO POZICIOIA

94,711,170 - 102,531,392 (7,820,223 bizis)

99,203,445 - 101,798,740 (2,595, 296 bézis)

99,477,911 - 99,572,670 (34, 758 bézis)

46,XY,1(1;14),inv(6),del(15)(26) (6.3 Mb

46,XY,r{15)(p11426) (19.9 Mb deletion)

46,XY,1{15)(p11426) (23.3 Mb delécid)

46, XX, der(15)(3;15)(q29;926.1) (22.8 Mb delécit)

delécid)
EREDET De novo De novo Familial NA NA NA NA
NEM lany lany fid NA NA NA NA
KOR A VIZSGALAT IDOPONTIABAN 1év4hénap NA NA NA NA NA NA
SZ(LETESI SULY (g) 1980 {< 35D) <250 NA NA NA NA NA
S2ULETESI HOSSZ (cm) 42{<35D) <25D NA NA NA NA NA
52ULETESI FEIKORFOGAT (cm) 30(<35D) relativ makrokefalia NA NA NA NA NA
{s;l_)v AVIZSGALAT IDOPONTIABAN 5,3 (<< 350) NA NA NA NA NA NA
MAGASSAG A VIZSGALAT
P " <

IDGPONTIABAN {cm) 62 (<<35D) NA NA NA NA NA NA
FEIKORFOGAT A VIZSGALAT

39(<<35D) NA NA NA NA NA NA
|DEPONTIABAN {cm) (<35}
CSALADI ANAMNEZIS - + NA NA NA NA
KOPONYA MRI/CT NA NA NA NA NA NA NA
EPILEPSZIA/KOROS EEG NA NA NA NA NA NA NA
VISELKEDESZAVAR NA NA NA MA NA NA NA
MENTALIS RETARDACIO enyhe + NA NA NA NA NA
BESZEDFEJLODESI ZAVAR NA megkésett beszédfe]lédés NA NA NA NA NA
MOTOROS KEPESSEGEK NA megkésett pszichomotoros fejl§dés NA NA NA NA NA
IZOMHIPOTONIA NA NA NA NA NA NA NA

VSD; ASD; preductali ctatio aortae;
KARDIALIS DEFEKTUS . precudats coarctabio aariae - NA NA NA NA NA
nyitott ductus arteriosus; arteria lusoria
CRANIOFACIALIS JELLEGEK - - NA NA NA NA NA
ORR széles ormyereg - NA NA NA NA NA
FULEK mélyen Gl fillek - NA NA NA NA NA
VEGTAGOK - clinodactylia; tdg rés a 2. és 3. |abijjak kdzbtt NA NA végtag abnormalitdsok NA végtag abnormalitasok
kongenitalis hernia diafragmatika; kongenitalis hernia diafragmatiks; vese és kongenitélis hernia diafragmatika; minor | kongenitdlis hernia diafragmatika; minor anomalidk;

EGYEB JELLEGZETESSEGEK alacsony termet; GERD - NA genitall 'a clafragmatika; genitslia abnormalitasok; minor anamlisk; genital ' clafragmatiica; mi genital 1a clafragmatika; mi o

genitalia anomdliak; IUGR

IUGR

anomalidk; IUGR

IUGR; kéteres kolddkzsinor

9/c. tablazat: A 3. beteg 6sszehasonlitasa a szakirodalomban leirt delécios esetekkel
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(2005)

(2005)

Kl (2005)

(2005)

Klaassens (2005)

Dhamija (2011)

DELECIO POZICIOIA

46,XY,1{15)(p11g26.1) (23 Mb delécid)

45,XX, der(15)t(8;15)(q24.1;26.1) (16.8 Mb delécid)

45,xX,del(15)(G25926.3) (22.3 Mb delécid)

46,XX,r{15)(p11.1926.3) (16.3 Mb delécid)

46,XY,del(15)(q26) (15.6 Mb delécio)

46,XX,del(15)(26.1) (731,200 - 736,400 bézis)

EREDET NA NA NA NA NA De novo
NEM NA NA NA NA NA lany
KOR A VIZSGALAT IDGPONTIABAN NA NA NA NA NA 9év
SZOLETESI SULY (g) NA NA NA NA NA 1960 (25th PC)
$ZULETESI HOS82 (cm) NA NA NA NA NA NA
SZULETESI FEJKORFOGAT (cm) NA NA NA NA NA NA
SULY A VIZSGALAT IDOPONTIABAN NA NA NA NA A NA
(ke) _
MAGASSAG A VIZSGALAT
IDGPONTIABAN (cm) NA NA NA HA NA e
FEJKORFOGAT A VIZSGALAT

NA NA NA NA NA 48.5 (< 3th Pc; mikrokefali
IDBPONTIABAN {cm) (««3th Pe; mikrokeféia)
CSALADI ANAMNEZIS NA NA NA NA NA -
KOPONYA MRI/CT MA NA NA NA NA normal
EPILEPSZIA/KOROS EEG NA NA NA NA NA generahza\t.,afbse'nce,mnusos, mioclonusos és

generalizlt ténusoes-clonusos rohamok.

VISELKEDESZAVAR NA NA NA MNA NA echoldlia; megkésett szocialis fejlddés
MENTALIS RETARDACIO NA NA NA + + +
BESZEDFEJLODES| ZAVAR NA NA NA NA NA megkésett beszédfejl§dés
MOTOROS KEPESSEGEK NA NA NA NA NA megkésett pszichomotoros fejl&dés
IZOMHIPOTONIA NA NA NA NA NA NA
KARDIALIS DEFEKTUS NA NA NA - - magzati bradycardia
CRANIOFACIALIS JELLEGEK MA NA NA NA NA hipertelorizmus
ORR NA NA NA NA NA NA
FULEK NA NA NA NA NA diszplasztikus fllek
VEGTAGOK végtag abnormalitdsok végtag abnormalitdsok végtag abnormalitdsok NA NA NA
EGVEB JELLEGZETESSEGEK kongenitalis hernia diafragmatika; minor kongenitalis hernia diafragmatika; hydroce phalus; kongenitalis hernia diafragmatika; miner minor anomalisk: IUGR R minor anomalisk

anomalidk; genitdlia abnormalitasok; IUGR

minor anomélidk; vese és gerinc abnormalitdsok; IUGR

anomdligk; vese abnormalitdsok; IUGR

9/d. tablazat: A 3. beteg dsszehasonlitasa a szakirodalomban leirt deléciés esetekkel




A 15-6s gytirikromoszémat hordozd betegekben gyakran megfigyelt alacsony novést €s
megkésett fejlodést a szakirodalom leggyakrabban a 15026.3 genomi régidban talalhato
Insulin-like growth factor 1 receptor (IGF1R) (*147370) gén delécidjaval hozza
Osszefiiggésbe [199, 211, 216-219]. Betegiink anamnézisében intrauterin novekedési
elmaradottsagot, a Kklinikai vizsgalat idopontjaban pedig a normalisnal kisebb testsulyt és
testmagassadgot észleltink az IGF1R gén kopiaszam vesztése nélkil. A 15-0s
gytrikromoszomak és a ndvekedési visszamaradottsag kapcsolatanak vizsgalata soran eddig
csupan néhany irodalmi adat szamolt be az IGF1R delécigja nélkiili alacsony ndvésrol.
Feltételezésiik szerint ezen betegekben a 15-0s gylirikromoszéma jelenléte 6nmagaban is
hozzéjarulhat a novekedési visszamaradottsag kialakulasahoz [220]. Eredményeink alapjan
megerdsithetjiik a hipotézist, miszerint nem kizardlag az IGF1R gén kopiaszam csokkenése
allhat az alacsony testmagassagu és sulyu, 15-6s gytirlikromoszémaval rendelkezd betegek
esetén a fejlodés elmaradasanak hatterében. Vizsgélataink és az irodalmi adatok alapjan
feltételezhetjiik, hogy mar a 15-6s gytirikromoszdéma jelenléte 6nmagaban is hozzéjarulhat az
alacsony testmagassag ¢és suly megjelenéséhez, illetve az IGF1R gént6l disztalisan
elhelyezked6 genomi régié haploinszufficiencidja is meghatarozé lehet a novekedési

elmaradas kialakitasaban.

7.4 A 4. beteg metafazis FISH és aCGH vizsgalata soran detektalt kopiaszam
valtozasok, valamint az érintett gének feltételezheté szerepének vizsgalata

4. betegiink vizsgalata soran egy, a 9q34.3 terminalis régi6 138,831,145-141,018,984
pozicidjaba esd, 2,188 Mb méretii delécidjat detektaltuk. Az aCGH és FISH vizsgalatok
alapjan a 4. beteg a 9q34.3 (2,188 Mb, 138,831,145-141,018,984) kromoszoémalis régiot
tekintve 1 kopiat hordoz. (17./b és 18. dbra)

A molekularis diagnosztikai modszerekkel kapott eredmények, valamint a vizsgalt beteg

tiinetei alatdmasztottak a Kleefstra szindroma diagnézisat.

A Kleefstra szindroma az egész szervezetet érintd, genetikai hatteri betegség. Jellegzetes
tiinetei koz¢ tartozik a szomatomentalis elmaradas, hypotonia, mikrokefélia és brachykefalia.
Facialis jellegzetességei kozé sorolhatd a synophrys, hipertelorizmus, arckézép hypoplasia,
elére 4llo orrlyukak, prognatia, eldrehajld ajkak és makroglossia. A Kleefstra szindrémaban
szenvedOk esetén megfigyeltek strukturdlis agyi abnormalitasokat, velesziiletett sziv
rendellenességeket, urogenitalis rendellenességeket, rohamokat, valamint sulyos léguti

fertézésekre vald hajlamot.
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A tudomany jelenlegi alldsa szerint a Kleefstra szindroma genetikai hatterében az

Euchromatic Histone-Lysine N-Methyltransferase 1 (EHMT1) (*607001) gén delécidja vagy

cres

crcr

gatolni képesek a normal ndvekedéshez és miikodéshez sziikséges gének aktivitasat.

A Kleefstra-s betegek megkozelitéleg 25%-a nem hordoz az EHMT1 gént érintd deléciot.
Ezen ¢rintettek esetén a gén funkcidvesztéses muticidja all a tiinetek kialakuldsanak
hatterében. A szindroma el6forduldsi gyakorisagat illetden pontos adatok nem ismertek,
azonban a FISH és késdbbiekben az aCGH széleskorli alkalmazasa szamos Uj eset
diagnosztizalasat tette lehetové. Kleefstra és mtsai a 9q szubtelomerikus delécié szindroma
kialakitasaban egy a 9q34 genomikus régidra esd, 14 gént tartalmazd, 1.2 Mb méretl
minimalis kritikus régiot hatarozott meg, az érintett genomi régid nagysaga és a betegek altal
mutatott fenotipus stlyossaga kozott azonban Gsszefiiggés nem mutathato ki [221]. Néhany
beteg esetén a Kleefstra szindromara jellemz6 alapvetd fenotipusos kép hatterében a Methyl-
CpG binding domain protein 5 (MBD5) (*611472), a Myeloid/Lymphoid or mixed-lineage
leukemia protein 3 (MLL3) (*606833), a SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent
regulator of chromatin, subfamily B, member 1 (SMARCB1) (*601607) és a Nuclear receptor
subfamily 1, group I, member 3 (NR1I3) (*603881) epigenetikus szabalyozd génekben
detektalt de novo mutacio kialakulasat feltételezik [222].

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

crer

genomi régid 78 gént tartalmaz, koztiik a Kleefstra szindroma kialakitasaban szerepet jatszo
EHMT1 gént. Tinettanat tekintve a beteg fenotipusa teljes mértékben megfelel a Kleefstra

szindromaban szenvedé betegek fenotipusos leirasanak. (10. tabldzat [223])
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Tiinetek 4. Beteg|S. Beteg| Kleefstra et al.
Nem - + ..
MR + + 28/28 (100)
Obezitas - - 5(16)
Mikrokefalia - + 25 (83)
Brachikefalia - - 12 (33)
Lapos arc + + 5(16)
Kozéparc hypoplasia + + 16 (53)
Durva arcvonasok - - 8(27)
Hipertelorizmus - + 15 (50)
Synophrys - - 16 (53)
Ferdén lefelé allé6 szemrések + - 6 (20)
Ferdén felfelé allo szemrések - + 5(16)
Ivelt szemildok - - 8 (27)
Rovid orr + + 17 (57)
Elére 4ll6 orrlyukak - - 12 (33)
Vastag ajkak + + 23 (77)
Makroglossia - - 12 (33)
Dens neonatalis - - 1(3)
Vastag alsé ajak - + 5(16)
Hegyes all - + 5(16)
Fiil malformaciok - + 12 (33)
Brachydactylia - - 5(16)
4 ujjas redé - - 10 (30)
Abnormalis him genitaliak - 10 (33)
Vitium + - 15 (50)
Analis atresia - - 2(7)
Alopecia - - 3 (10)
Depigmentacio - - 1(3)
Vese ciszta - - 2(7)
Hidronefrozis - - 2(7)
Viselkedészavarok - + 4 (9)
Alvaszavarok - - 3(10)
Hallas vesztés + + 6 (20)
Hypotonia + + 15 (50)
Rohamok + + 10 (30)

szenved6 betegek tiinettanaval

10. tablazat: A 4. és 5. beteg klinikai képének dsszehasonlitasa a szakirodalomban leirt Kleefstra szindromaban
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7.5 Az5. beteg metafazis FISH és aCGH vizsgalata soran detektalt kopiaszam
valtozasok, valamint az érintett gének feltételezhet6 szerepének vizsgalata

crer

crer

beteg a 9934.3 (1,211 Mb, 139,641,471-140,852,911) kromoszdémalis régiot tekintve 1 kopiat
hordoz. A 4. beteghez hasonléan a klinikai vizsgalat és a molekularis diagnosztikai
eredmények ndla is a Kleefstra szindroma diagnozisanak felallitdsahoz vezettek. (20./b és 21.

dbra)

5. betegiink fenotipusos jegyeit 0sszehasonlitva az irodalomban leirt Kleefstra szindromas
betegekkel, valamint az altalunk diagnosztizalt 4. beteggel, egy erre a szindrémdra nem
jellemzé antiepileptikum (AED) rezisztenciat észleltiink. (10. tabldzat [223]) FISH alapjan
kapott eredményeinkbdl kiindulva arra a kovetkeztetése jutottunk, hogy az 5. beteg altal
elképzeléseinket azonban az 5. betegen elvégzett aCGH vizsgalat feliilirta, miszerint meglepd
modon az 5., AED rezisztenciat mutatd betegilink deletalt régioja (1,211 Mb, 139,641,471
140,852,911) beleesik a megfelel6 AED valaszt add 4. betegiink deletalt kromoszémalis
régidjaba (2,188 Mb, 138,831,145-141,018,984). (19. dbra) A két beteg deletalt régiojaba es6
gének szamanak kiilonbsége 21 (UBAC1, NACC2, C9orf69, LHX3, QSOX2, GPSM1, DNLZ,
CARD9, SNAPC4, SDCCAG3, PMPCA, INPP5E, SEC16A, C90rfl63, NOTCH1, RP11-
251M1.1, EGFL7, AGPAT2, FAM69B, SNHG7 és LCN10), melyek ezen eredmények alapjan
feltételezhetéen nem jatszanak szerepet az 5. beteg esetén tapasztalt AED rezisztencia

kialakulasaban.

A fenti eredmények alapjan a modosult AED valasz kialakuldsanak hatterében
feltételezhetden nem a delécio altal érintett genomialis régid kopiaszam csokkenése all. Mas
genomi régiok kopiaszam valtozasai, valamint DNS szekvenciaban bekovetkezd valtozasok
szerepet jatszhatnak a Kleefstra szindromara nem jellemzé AED rezisztencia kialakulaséban.

A konkrét genetikai hattér meghatarozasahoz tovabbi vizsgalatok elvégzésére van sziikség.
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8. OSSZEFOGLALAS

»  Vizsgalataink soran epilepsziaval és minor anomalidkkal rendelkezé betegekben
sikeriilt kimutatnunk aCGH alkalmazéasaval a szakirodalomban leirt 15q11.2 ¢és
15013.3 genomi régiok rekurrens duplikaciojat, a 15q26.3 régiot érinté nem rekurrens
deléciot, valamint a Kleefstra szindroma kialakitasaért felelés 9q34 genomi régiot

érintd deléciot.

= Betegeink genomidlis eltéréseit és fenotipusos jegyeiket Osszehasonlitva a
szakirodalomban ismertetett betegekkel, meghataroztuk az érintett régiokban talalhatd

géneket, melyek a klinikai kép kialakitasaban szerepet jatszhatnak.

= A 15911.2q13.3 régiot érintd kopiaszam valtozasok és az epilepszids tiinetek kozti
Osszefliggés tanulmanyozasa soran arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az érintett
genomi régioba lokalizalodo CHRNA7, OTUD7A, NDN, MAGEL2, MKRNS3,
TUBGCP5, CYFIP1, valamint NIPAL és NIPA2 gének kopiaszam tobblete jelentds
mértékben hozzajarul a posztnatalis fejlodési visszamaradottsag mellett az epilepszias

rohamok kialakitasahoz is.

= A 15q11.2q13.3 régiot érintdé kopiaszam valtozasok és egyéb klinikai tiinetek kozti
Osszefliggés vizsgalata soran arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a 15q13.3 régioba
es0 KLF13 gén kopiaszadm tobblete a szakirodalomban Derwinska altal leirtakkal

ellentétben nem minden esetben jar szivfejlodési rendellenesség kialakulasaval.

= A Dbetegeinkben detektalt 15q11.2q13.3 régidt érintd kopiaszam valtozasok
tanulmanyozésa alapjan Osszefiiggést feltételeziink a GABRB3, GABRAS ¢s GABRG3
gamma aminobutirdt receptor alegységeket kodoldo gének kopiaszam ndvekedése,
valamint a GABA transzaminaz aktivitasanak csokkentését, igy a GABA szintjének

emelését eredményezd vigabatrin és valproat pozitiv antiepileptikus hatdsa kozott.

= A 15-6s gylrikromoszoman detektalt 15q26.3 terminalis delécio és a megfigyelt
klinikai tiinetek, valamint a szakirodalomban leirt adatok Osszehasonlitdsa soran
meger6sitettiik a SELS, SNRPA1 és PCSK6 gének kopiaszam vesztésének és a

kialakitott szivfejlodési rendellenességeknek ez idaig feltételezett Gsszefliggését.
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crer

beteg dystrophiaja kozti osszefiiggés vizsgalata nem tamasztotta ala azt a szakirodalmi
megallapitast, miszerint az IGF1R gént hordozd termindlis delécidval rendelkezd
betegek esetén minden esetben az IGF1R gén kopiaszam vesztése all az alacsony
testmagassag hatterében. Feltételezéseink szerint mar a 15-6s gylirikromoszéma
jelenléte onmagaban is hozzajarulhat a tiinetek megjelenéséhez, illetve az IGF1R
géntdl disztalisan elhelyezkedd genomi régid haploinszufficiencidja is meghatarozo

lehet a novekedési elmaradas kialakitasaban.

A Kleefstra szindroma kialakitasaban szerepet jatszo 9q34 genomi régidé kdpiaszam
vesztése mind az altalunk vizsgalt 4., mind az 5. betegben a szindromara specifikus
tiinetek kialakulasat eredményezte, azonban az 5. beteg klinikai vizsgalata soran AED
rezisztenciat figyeltiink meg. Eredményeink alapjan a modosult AED vélasz
kialakuldsénak hatterében feltételezhetéen nem a deléci6 altal érintett genomidlis régid
koépiaszam csokkenése all. Mas genomi régiok kopiaszam valtozasai, valamint DNS
szekvenciaban bekovetkezd valtozasok szerepet jatszhatnak a Kleefstra szindromara

nem jellemzd AED rezisztencia kialakulasaban.

Az epilepszidval és minor malforméciokkal rendelkezd betegek esetén bizonyitottuk
az aCGH alkalmazasanak fontossagat a kevésbé specifikus tiinettan genetikai

hatterének megallapitasa érdekében.
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Partial tetrasomy of the proximal long arm @
of chromosome 15 in two patients: the significance
of the gene dosage in terms of phenotype

Andras Szabo'?, Marta Czako'?, Kinga Hadzsiev'?, Balazs Duga'?, Katalin Komlosi'? and Bela Melegh'*"

Abstract

Background: Large amounts of low copy number repeats in the 15g11.2q13.3 chromosomal region increase the
possibility of misalignments and unequal crossover during meiosis in this region, leading to deletions, duplications,
triplications and supernumerary chromosomes. Most of the reported cases with epilepsy, autism and Prader-Willi/
Angelman syndrome are in association with rearrangements of the proximal long arm of chromosome 15.

Results: Here we report the first two unrelated Hungarian patients with the same epileptic and dysmorphic features,
who were investigated by array comparative genomic hybridization (array CGH). By G-banded karyotype followed by
FISH and array CGH we could detect partial tetrasomy of the 15q11.2q13.3 chromosomal region, supporting proximal
15q duplication syndrome. Findings of the array CGH gave fully explanation of the phenotypic features of these
patients, including epileptic seizures, delayed development, hyperactivity and craniofacial dysmorphic signs.

Besides the described features of isodicentric (15) (idic(15)) syndrome Patient 1. suffered from bigeminic extrasystoles

and had postnatal growth retardation, which had been published only in a few articles.

Conclusions: Dosage effect of some genes in the concerned genomic region is known, but several genes have no
evidence to have dosage dependence. Our results expanded the previous literature data. We assume dosage
dependence in the case of CHRNA7 and OTUD7A, which might be involved in growth regulation. On the other hand
increased dosage of the KLF13 gene seems to have no direct causal relationship with heart morphology. The genomic
environment of the affected genes may be responsible for the observed phenotype.

Keywords: Array CGH, Epilepsy, Dysmorphism, 15q duplication syndrome, Supernumerary chromosome

Background

Karyotyping and FISH are essential parts of the clinical
evaluation of patients with epilepsy and dysmorphic fea-
tures. FISH investigation is necessary in cases where
(bi)satellited supernumerary chromosome is present in
order to establish the chromosomal origin and the in-
volvement of Prader-Willi/Angelman region (PWACR)
in those with proven chromosome 15 (chr15) material. In-
creasing usage of array comparative genomic hybridization
(array CGH) in the examination of patients with epilepsy
and dysmorphic features allows the determination of
the correlation between phenotype and genotype. Clin-
ical studies investigated the function of chromosomal
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Hungary

2Szentagothai Research Centre, Ifiusag 20, H-7624 Pecs, Hungary

( ) BiolMed Central

microarray analysis in the diagnosis of patients with epi-
lepsy, and described an association between chromosomal
copy number variations, intrachromosomal rearrange-
ments and epileptic features [1]. Nevertheless, the genetic
background of dysmorphic features remains unidentified
despite the extensive investigation. This complex disease
is associated with several previously described chromo-
somal alterations.

Small supernumerary marker chromosomes derived
from the chr15 (sSMC(15)s) has been more frequently
reported in connection with dysmorphic features and
cause several phenotypes including intellectual disability,
growth deficiency, triangular facies, and brachydactyly
[2,3]. During the formation of this sSSMC(15) a transloca-
tion occurs between the homolog chrl5s, typically in the
course of maternal meiosis, mediated by the low copy
repeats being present within 15q11-ql14. The following

© 2015 Szabo et al. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License
(http//creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium,
provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (httpz//

creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated
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step is a non-disjunction and usually inactivation of one
of the centromeres. Due to postzygotic correction a mo-
saic state is not uncommon. Within the 15q11q14 region
five common breakpoints were identified (BP1 to BP5).
The classification of sSMC(15)s is based on the eu-
chromatin content (namely on the site of recombin-
ation). In contrast with the small sSMC(15)s containing
the chromosomal material proximal to 15q12 and being
clinically neutral, the larger sSMC(15)s resulting in
partial trisomy or tetrasomy of Prader-Willi/Angelman
region cause abnormal phenotype, in particular when of
maternal origin [4]. Symptoms can vary depending on
location of the breakpoints, copy numbers of the
PWACR region and on the ratio of mosaicism. Clinical
phenotype mostly includes early-onset central hypotonia,
seizures, poor motor coordination, speech delay, moder-
ate to severe learning disability, mild dysmorphic fea-
tures, autism and schizophrenia [5-18]. Cytogenetically
visible duplications (OMIM #608636) of this region are
also reported, and lead to a disorder called 15q duplica-
tion syndrome, mostly manifested by neurobehavioral
phenotypes [19]. These duplications occur mostly in two
forms, including an extra isodicentric 15 (idic (15))
chromosome or an interstitial duplication 15. Based on
previous literature data we can assume that patients with
idic (15) of paternal origin seem to have normal develop-
ment however, maternal aberrations can lead to develop-
mental problems [4,20,21]. In most of the cases the 15q
duplication syndrome is not inherited, but occurs ran-
domly during the formation of reproductive cells. Wide
range of developmental disabilities was experienced in
the case of the individuals with 15q duplication syn-
drome. Examinations of the syndrome could not show
an obvious correlation between the severity of the symp-
toms and the size of the duplicated region. Copy number
changes of this chromosomal region from three to six
have been reported in the literature [4,22,21].

In order to establish the chromosomal content more
precisely, we applied array CGH investigation of two
Hungarian patients.

Case Presentation

Patients

We investigated 2 unrelated Hungarian patients with
epilepsy and dysmorphic features.

Patient 1. is a 27 month old boy, first child of a non-
consanguineous healthy young couple (father is 32 and
mother is 31 years old), the mother has a boy from her
first marriage. The family history and the pregnancy
were unremarkable. He was delivered at the 40th week
of gestation with a birth weight of 3200 g (25-50 pc)
and an Apgar score 9/1 and 10/5, respectively. In the
perinatal period cardiological examination was per-
formed because of extrasystole. The Holter monitoring
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revealed bigeminic extrasystoles, but it regressed spon-
taneous shortly. His first epileptic seizure developed at
5.5 months of age, and he was never seizure free in spite
of numerous different antiepileptic drug combinations.
His seizure pattern is very variable, and at four years of
age hyperactivity developed. His developmental mile-
stones were delayed, he crept and stood at 18 months,
but he could not walk. Speech development was delayed
as well, only bubbling was present at 28 months.

At 28 months of age as he was first examined in our
institution, his weight was 10 kg (<5 pc), height was
90 c¢cm (50-75 pc) and OFC was 46 cm (<-2 SD). Flat
occipital region, epicanthal folds, hyperteloristic eyes,
crease of earlobes, broad nasal bridge, micrognathia and
severe generalized hypotonia were present.

Patient 2. is a 17 months old girl from the second
pregnancy (G2P1) of a non-consanguineous healthy
young Caucasian couple (both parents are 32 years old),
the family history is unremarkable. The girl was deliv-
ered at 41st weeks of gestation with a birth weight of
3520 g (75-90 pc) and Apgar score 1/10 and 5/10. The
perinatal period was uneventful. Because of developmen-
tal delay she received neurohabilitation from the fourth
month of age and West syndrome developed at the sixth
month. Therefore vigabatrin treatment was administered,
which caused significant seizure frequency reduction.
Congenital brain malformation was supposed in the back-
ground but the performed brain MRI out of dilated frontal
and temporal liquor spaces gave negative results. Her de-
velopmental milestones were delayed. At 12 months she
sat alone and crawled, at 13 months she stood up, but at
17 months her walking capability was yet very unstable.
Her speech development was severely delayed too.

She was referred to our institution because of epilepsy,
dysmorphic features and developmental delay at the age
of 17 months. At the examination her weight was 13 kg
(90 pc), height 85 cm (75-90 pc), OFC 46 ¢cm (-1 SD),
and only mild craniofacial dysmorphic signs (prominent
forehead, flat occiput, broad face, turned-up nose), broad
thorax and small feet could be observed. In her neuro-
logical status severe generalized hypotonia, tiptoe walk-
ing and stereotype hand movements (clapping and
wringing of the hands) were seen.

At her second examination at 29 month of age she
could not walk alone and her walk was yet broad-base.
Babbling started, but she had no clear words. Her
stereotype movements were constant, but her seizure
pattern and the frequency were changed. Therefore val-
proic acid was administered instead of vigabatrin.

Results

GTG banding and FISH

GTG-banded chromosomes at the (550)-band level
showed E-group sized supernumerary acrocentric marker
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chromosome in Patient 1. and an additional bisatellited
chromosome in Patient 2. Because of the clinical symp-
toms/clinical indication metaphase FISH analyses of the
UBE3A locus (Prader-Willi/Angelman Critical Region)
was performed in both cases which showed the presence
of both, the D15Z1 and UBE3A regions (each in two cop-
ies) on the supernumerary marker chromosomes in
addition to the normal chromosomes 15 (four copies in all
in each cells) (Figure 1). Thus, the karyotype of Patient 1.
can be described as 47XY,+psu idic (15) (pter—
ql4:ql4 — pter) and that of Patient 2. is 47,XX,+idic
(15)(pter — q14::q14 — pter). Both abnormalities resulted
in tetrasomy of the 15q11q13 region.
Parental cytogenetic studies were normal.

UPD study

Uniparental disomy of normal chromosomes 15 has
been excluded using polymorphic STR markers. None of
the two patients has uniparental disomy.

Array-based copy number analysis

Array CGH of Patient 1. showed an abnormal male array
profile with copy number gain in the region 15q11.2q13.3
(22,765,628-32,445,252), while in Patient 2. an abnor-
mal female profile with additional dosage of the regions
15q11.2q13.2 (22,765,628-31,183,907) and 15q13.3
(31,261,835-32,861,626), respectively (Figure 2).
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Both two investigated patients had gain in copy number
of the 15q11.2q13.3 chromosomal region. Patient 1. had 4
copies of 15q11.2q13.3 (9.68 Mb, chrl5:22,765,628-
32,445,252), Patient 2. had 4 copies of 15q11.2q13.2
(842 Mb, chrl15:22,765,628-31,183,907) and of 15q13.3
(1.6 Mb, chrl5:31,261,835-32,861,626) chromosomal
regions, demonstrating that the psu idic(15) contained two
9.68 Mb 15q11.2q13.3 segments (chrl5:22,765,628-
32,445,252) in Patient 1. and the + idic(15) contained two
15q11.2q13.2 segments with 8.42 Mb (chr15:22,765,628-
31,183,907) and 1.6 Mb of 15q13.3 (chrl5:31,261,835-
32,861,626) regions in Patient 2.

Discussion

Alterations of the 15q11.2q13.3 chromosomal region
lead to a complex phenotypic variability, which greatly
complicates the setting of a specific clinical diagnose.
Here we present the results of the first study of array
CGH analysis in Hungarian patients with epileptic sei-
zures, delayed development, hyperactivity and craniofa-
cial dysmorphic signs where the copy number gain of
the region 15q11.2q13.3 (22,765,628-32,445,252) (Patient
1.), and that of 15q11.2q13.2 (22,765,628-31,183,907)
and 15q13.3 (31,261,835-32,861,626) (Patient 2.) have
been identified in the background of the abnormal
phenotype.
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chromosome 15g11g13

Figure 1 Karyotype and FISH analysis. (a) Karyotype of Patient 1. illustrates the supernumerary chromosome 15. (b) FISH analysis of Patient 1. by
using probes for UBE3A locus (red) at 15q11q13, D15Z1/CEP15 locus (cyan) at 15p11.2 and PML locus (green) at 15q22 illustrates the tetrasomy of
chromosome 15q11q13. (c) Karyotype of Patient 2. illustrates the supernumerary chromosome 15. (d) FISH analysis of Patient 2. by using
probes for UBE3A locus (red) at 15q11q13, D15Z1/CEP15 locus (cyan) at 15p11.2 and PML locus (green) at 15q22 illustrates the tetrasomy of
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Patient 1.

copy number gains in Patient 2. on chromosome 15

2 [
q26.3

Figure 2 Array-CGH results of the two Hungarian cases. Figure shows the copy number gain of 15q11q13 region in Patient 1 (left) and in Patient
2 (right). Red box illustrates the localization of the copy number gain in Patient1 on chromosome 15. Green box illustrates the positions of the

Patient 2.

All of the protein coding genes, occurring in the
15q11.2q13.3 (22,765,628-32,861,626) duplicated region
are shown in the Additional file 1: Table 1 and Figure 3.
Genes within the affected regions are significantly linked to
identified clinical disorders, mainly developmental, heredi-
tary and neurological disorders. (Additional file 2: Table 2).

Based on our findings and previous literature data, we
concluded, that most of the genes within the affected re-
gions are significantly associated with the phenotypic

features of the two analyzed patients. Hypotonia, delayed
motor milestones (sitting up, walking), delayed language
development, progressed hypertonia, and similar facial
characteristics, including flat nasal bridge, epicanthic
and hyperteloristic eyes in Patient 1. can assume a 15q
duplication syndrome that affected the 15q11.2q13.3
(22,765,628-32,445,252) chromosomal region [21]. In
addition to the symptoms were seen in Patient 1., Patient
2. represented typical Angelman like features including
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Figure 3 Ensembl results of duplicated regions and the concerned genes. (http//grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/Overview?r=15%
3A22765628-32861626) Red line shows the duplicated 15q11q13 region of Patient 1. Green lines show the duplicated regions of Patient 2. The
upper part of the figure illustrates the affected genes. (Red: protein coding; Yellow: merged Ensembl and Havana genes; Purple: RNA genes) The
yellow circles indicate the genes might be involved in growth regulation. The brown circles indicate the genes might be involved in GABA
mediated antiepileptic drug therapy. The blue circle indicates the KLF13 gene, which might be associated to cardiac malformations. The claret
circle indicates the CHRNA7 gene, which might be associated with neuropsychiatric phenotypes

117



Szabo et al. Molecular Cytogenetics (2015) 8:41

small feet, turned-up nose, tiptoe walking and stereotype
hand movements (clapping and wringing of the hands).

After uneventful prenatal period, both of our patients
had normal birth weight. By comparing our cases with
the recently published patients investigated by array
CGH and affected by 15q duplication syndrome we
could identify more defined postnatal growth retardation
in the case of Patient 1. (Additional file 3: Table 3). At
28 months of age his weight was only 10 kg (<5 pc),
height was 90 cm (50-75 pc) and OFC was 46 cm (<-2
SD) comparing to Patient 2. with a 13 kg (90 pc) weight
at age 17 months. On the contrary of the previous re-
ported cases our Patient 1. had normal birth weight and
the growth delay occurred subsequently. Proportional
short stature was mentioned previously in many cases,
but postnatal growth delay associated with low weight
was observed to the best of our knowledge only in one
15q13.3 duplicated patient (DECIPHER), in which
CHRNA7 and OTUD7A genes have found within the du-
plicated chromosomal region. The role of the cholinergic
nicotinic receptor CHRNA7 gene has been attributed in
neuropsychiatric disorders, epilepsy, cognitive impair-
ment, furthermore, it is essential for inhibiting cytokine
synthesis by the cholinergic anti-inflammatory pathway
[23]. Dosage sensitivity of the gene has been reported in
patients with 15q13.3 deletion in several cases, among
them in a West-syndrome patient recently [24], and
proved by Valbonesi et al. [25] in a cohort of ADHD pa-
tients where deletion and the resulting lower gene ex-
pression level was investigated. In a three-generation
family with various neuropsychiatric phenotypes, copy
number gain of CHRNA7 showed co-segregation with
the symptoms [26]. Our data/cases provide further evi-
dence for the pathogenicity of copy number gain. Litera-
ture data of the intronless NDN, MAGEL2, MKRN3 and
the NIPAI, NIPA2 genes confirm that these genes are in-
volved in growth regulation, nervous system develop-
ment or transcription. Deletion of the genes in mice and
humans presents failure in nervous system development
and growth regulation [27-29]. Increased dosage of the
mentioned genes could play a role in the development of
postnatal growth retardation.

The group of congenital heart defects is one of the
most common causes of infant morbidity and mortality
with an estimated prevalence of 1-5% of life births.
Congenital heart defects caused by idic (15) duplication
syndrome occur in about 25% of the cases [4] and 7-18%
of patients with the 15q13.3 deletion syndrome (OMIM
612001) had heart defects [30,17,31,32]. Clinical findings
from 15q microdeletion cases pointed that mitral valve
prolapse, slightly enlarged left ventricle, tetralogy of Fallot
and right cardiac hypoplasia with severe tricuspid stenosis
could develop by the deletion of the KLF13 gene of the
BP4BP5 chromosomal region. Kruppel-like transcription
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Factor 13 is a well conserved gene, which encodes a mem-
ber of the Kruppel-like family of zinc-finger proteins. The
protein is identified as a regulator of cardiac gene expres-
sion and heart morphogenesis [33,17]. Genetic studies in
the Xenopus embryos also demonstrated a requirement
for KLFI3 in cardiac progenitor cell proliferation and
heart morphogenesis [34]. In KLFI3 functional knockout
Xenopus embryos normal initial heart development was
observed but, subsequently, the heart was visibly smaller
and showed several defects including a lack of ventricular
trabeculation, atrial septal defects, delayed atrioventricular
cushion formation and maturation of valves [34].
Derwinska et al. presented a 1.6 Mb 15q13.3 duplication
in a patient having cardiac phenotype and suggested that
increased dosage of KLF13 could be the causative of car-
diac anomalies [35]. In our case neither patient showed
cardiac anomalies, although Patient 1. did present bigemi-
nic extrasystole. Based on the limited data available and
on our results, we cannot support Derwinska’s findings
about the association between the increased KLF13 dosage
and cardiac malformations.

Concerning the dosage sensitivity Hamid et. al. reported
in the context of pericentric human chromosomal regions,
that dosage dependent and dosage independent genes
could stand in the background of the clinical effects of the
sSMCs. He stated, that sSSMCs containing only dosage in-
dependent genes could be harmless, while dosage
dependent genes in the marker chromosomes could lead
to clinical problems [36].

Regarding to the epilepsy specific treatment of the pa-
tients, antiepileptic drug therapy, using gamma aminobu-
tyric acid transaminase inhibitor vigabatrin and valproic
acid was effective. GABA acts at inhibitory synapses in the
brain by binding to specific transmembrane receptors.
Both of our patients have a gain in the GABA receptor
subunit coding GABRB3, GABRA5 and GABRG3 genes,
which could lead to an increased GABA receptor level.
The used antiepileptic drugs increase the level of the
GABA protein, by inhibiting the GABA metabolism of
GABA transaminases. The higher receptor number associ-
ated with the increased GABA level could be a possible
explanation for the reduced seizure frequency due to the
successful treatment [37-39].

An other database was available [40] containing data of
43 cases with inv dup (15) and seizures. However in this
database 42 cases were investigated only with simple
karyotyping and only one with array CGH. Additional
file 3: Table 3. contains this case. The other 42 patients,
thus could be compared to our cases only based on the
phenotype. Phenotypic manifestation was mostly the same
in our cases and the examined patients, except the pres-
ence of defined postnatal growth retardation in the case of
Patient 1. The lack of array CGH results could not allow
the clarification of the gene-phenotype relationship.
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Conclusions

We identified the first two array CGH examined Hungarian
patients with tetrasomy of the proximal region of chromo-
some 15. Alterations of the 15q11.2q13.3 chromosomal
region cause complex phenotypic variability, which greatly
complicates the setting of a specific clinical diagnose. FISH
analysis followed by array CGH provided clinically rele-
vant information of the investigated patients. The copy
number gain of the 15q11.2q13.3 chromosomal region
could explain the phenotypic presentations characteristic
for idic (15) syndrome observed in the patients, including
epileptic seizures, delayed development, hyperactivity and
craniofacial dysmorphic signs.

In case of a number of genes in the affected chromo-
somal regions dosage effect evidence was reported, how-
ever for certain genes, dosage dependence is not proven.
Based on our findings, we could provide additional in-
formation for previous literature data in case, that in-
creased dosage of CHRNA7 and OTUD7A genes could
lead to postnatal growth delay, so dose dependence of
these genes could be assumed. In contrast, dosage de-
pendence of the KLF13 gene in a patient with an 1.6 Mb
duplication involving the KLFI3 gene and in KLFI3
knockout Xenopus embryos was presumable, while none
of our patients with higher copy number of KLF13 showed
cardiac anomalies. Thus, our results could not verify the
dosage dependence of the KLF13 gene. However it could
be concluded, that not only the size of the duplicated re-
gion, but the gene content could be responsible for the
whole clinical manifestation. Based on our results we can
assume, that in case of these genes the development of the
expected clinical features could be much better influenced
by the copy number of the genes and their genomic envir-
onment, than only the size of the duplicated genetic ma-
terial itself. Nevertheless, in the case of NDN, MAGEL2,
MKRN3 and the NIPAI, NIPA2 genes confirmation is
needed for the causal relationship between copy number
gain and postnatal growth delay.

Further investigations are necessary to get better know-
ledge regarding to the association between the detailed
genes and the phenotypes they might cause and to the
dosage sensitivity of individual genes affected by the
aberrations.

Materials And Methods

GTG banding

Karyotyping of the patient was performed by Giemsa—
Trypsin (GTG) banding from peripheral blood lympho-
cytes using standard procedures [41].

Fluorescent in situ hybridization (FISH)

We performed fluorescence in situ hybridization for the
investigation of the supernumerary marker chromosome,
using the 15ql11-q13 (D15S10/UBE3A) Prader-Willi/
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Angelman probe with 15p11.2 (D15Z1/CEP15) and 1522
(PML) as control probes (Vysis, Abbott Laboratories,
Abbott Park, Illinois, U.S.A.) [42].

Uniparental disomy study

Uniparental disomy of chromosomes 15 was examined
using previously reported D15S11, D15S97, D15S122,
D15S113, D15S659, D15S128, D15S210, D155S165, D15S10
and GABRB3 polymorphic STR markers [43,44].

Array CGH

Agilent Human Genome Unrestricted G3 ISCA v2 Sure-
print 8x60K oligo-array (Amadid 031746) (Agilent, Santa
Clara, CA) was used for array CGH [45]. This high reso-
lution microarray contains 18,851 60-mer oligo probes
in ISCA regions + 40,208 backbone probes including
coding and non-coding genomic sequences with an aver-
age 60 KB overall median probe spacing, respectively
(higher in ISCA regions).

DNA purification from blood was performed using the
NucleoSpin°Dx Blood DNA Purification Kit (Thermo-
Fisher Scientific, Waltham, MA) applying the protocol
of the producer. We measured the concentration and
purity of the isolated DNA with the NanoDrop spectro-
photometer. For labelling and for hybridization we used
the Agilent Oligonucleotide Array-Based CGH for Gen-
omic DNA Analysis — Enzymatic Labelling Protocol.
1 pg from the patient DNA and from a sex-matched ref-
erence DNA were digested for 2.5 hrs at 37 °C with Alul
and Rsal enzymes. For the labelling of the digested DNA
we applied random priming using the Agilent Genomic
DNA Labelling Kit (Agilent, Santa Clara, CA). Patient
and control DNA were labelled differently. Cy5-dUTP
was used for labelling the patient samples and Cy3-
dUTP for the control samples. Labelled DNA samples
were purified by Amicon Ultra AU-30 filters. The patient
and sex-matched reference samples were combined and
cohybribized at 65 °C for 24 hrs rotation with 50 pg Hu-
man Cot-1 DNA. Washing step was performed using the
Agilent Protocol v7.2. Array image was obtained using
an Agilent laser scanner G2565CA and analysed with
the Agilent FeatureExtraction software (v10.10.1.1.).

The results were presented by Agilent Cytogenomics
software (v2.5.8.11). DNA sequence information refers
to the public UCSC database. The detected chromo-
somal changes were aligned to known aberrations listed
in publicly available databases. We used the DECIPHER
(Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in
Humans using Ensembl Resources), the Database of
Genomic Variants, Ensembl and ECARUCA.

Consent
Written informed consent was obtained from the patient
for publication of this Case report and any accompanying
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images. A copy of the written consent is available for re-
view by the Editor-in-Chief of this journal.

Additional files

Additional file 1: Table 1. Function of protein coding genes of the
15011.2q13.3 (22,765,628-32,861,626) chromosomal region according to
Decipher. (https//decipher.sanger.ac.uk/) Notes: Bold: OMIM genes; Italic:
Morbid genes; HI(D): Haploinsufficiency scores from Decipher: values from
0-100%. Low values (0-10%) indicate more likely to exhibit Haploinsufficiency.
The a labeling indicates the genes might be involved in growth regulation.
The B labeling indicates the genes might be involved in GABA mediated
antiepileptic drug therapy. The y labeling indicates the KLF13 gene, which
might be associated to cardiac malformations. The & labeling indicates
the CHRNA7 gene, which might be associated with neuropsychiatric
phenotypes.

Additional file 2: Table 2. The list of the genes located in the duplicated
regions and the associated diseases.

Additional file 3: Table 3. Comparing clinical features of array CGH
investigated 15q11q13 duplication patients and our cases. a labeling
indicates the postnatal growth retardation phenotype, while y labeling
indicates the cardiac symptom of Patient 1.
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Kleefstra syndrome in Hungarian patients:
additional symptoms besides the classic
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Abstract

Background: Kleefstra syndrome is a rare genetic disorder, with core phenotypic features encompassing developmental
delay/intellectual disability, characteristic facial features — brachy(micro)cephaly, unusual shaped eyebrows, flat face with
hypertelorism, short nose with anteverted nostrils, thickened lower lip, carpmouth with macroglossia - and childhood
hypotonia. Some additional symptoms are observed in different percentage of the patients. Epilepsy is common
symptom as well. The underlying cause of the syndrome is a submicroscopic deletion in the chromosomal region 9g34.3
or disruption of the euchromatin histone methyl transferase 1.

Case presentation: We describe two Hungarian Kleefstra syndrome patients, one with the classic phenotype of the
syndrome, the diagnosis was confirmed by subtelomeric FISH. Meanwhile in our second patient beside the classic
phenotype a new symptom — abnormal antiepileptic drug metabolic response — could be observed. Subtelomere FISH
confirmed the 9q34.3 terminal deletion. Because of the abnormal drug metabolism in our second patient, we performed
array CGH analysis as well searching for other rearrangements. Array CGH analysis indicated a large — 1.211 Mb -, deletion

involving altered drug metabolism.

only in the 9q subtelomeric region with breakpoints ch9:139,641,471-140,852911.
Conclusions: This is the first report on Kleefstra syndrome in patients describing a classical and a complex phenotype

Keywords: Kleefstra syndrome, 9q subtelomeric deletion syndrome, Epilepsy, Drug metabolism

Background

Kleefstra syndrome (OMIM 610253) (KS), also known
9q subtelomeric deletion syndrome is a rare genetic dis-
order. The definite incidence is yet unknown, however,
since the widespread application of subtelomeric FISH
and later of array comparative genomic hybridization
(aCGH) a number of new cases were diagnosed.
In the phenotype of the syndrome developmental delay/
intellectual disability, characteristic facial features —
brachy(micro)cephaly, unusual shaped eyebrows, flat
face with hypertelorism, short nose with anteverted
nostrils, thickened lower lip, carp mouth with macro-
glossia - and childhood hypotonia are present in all
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of the patients [1]. Additional symptoms, as heart defects,
microcephaly, genital/renal anomaly, recurrent infections,
hearing impairment, tracheo/bronchomalacia are ob-
served in different percentage of the patients. Epilepsy and
psychiatric problems are important and common symp-
toms. While epilepsy is generally well controlled with
standard medications, psychiatric abnormalities include
apathy, aggressive periods, psychosis, autistic features, bi-
polar mood disorders and regression in daily function and
cognitive abilities. There are also some other, less com-
mon symptoms observed, like micropenis, cryptorchidism
and vesicouretheral reflux [1-4]. The underlying cause of
the syndrome is, in the majority of the patients, a sub-
microscopic deletion in the chromosomal region 9q34.3
or disruption of the Euchromatin Histone Methyl Trans-
ferase 1 (Eu-HMTasel), which leads to haploinsufficiency
of the EHMT1 gene. In a study Kleefstra et al. found that

© 2016 Hadzsiev et al. Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http//creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http/creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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the minimum critical region is 1.2 Mb and includes 14
genes on the long arm of chromosome 9, which could be
responsible for the 9q subtelomeric deletion syndrome
[5]. No genotype-phenotype correlation was observed
so far with the size of the deletion or between patients
with deletions and those with mutations. Meanwhile in
her study Yatsenko et al. found that specific clinical
endophenotypes are correlated with the extent of the
deletion [6].

There are also some patients showing the core
phenotypic features, but with phenotypic heterogen-
eity of KS in whom Kleefstra et al. identified de novo
mutations in four epigenetic regulator genes, namely
in MBDS5, MLL3, SMARCBI and NR113 [7].

We describe KS in Hungarian patients for the first
time. Of the two patients identified one showed the
classic phenotype of the syndrome, a second patient
presented with a new symptom beside the classic
phenotype — namely an abnormal antiepileptic drug
(AED) metabolic response.

Case presentation

Patients

The two hereafter outlined patients were referred to our
clinic because of developmental delay and minor
anomalies.

Patient 1. is a 22 months old girl from the first
pregnancy of a non-consanguineous healthy young
Caucasian couple (father 30 and mother 26 years old).
The only remarkable point in her family history is thy-
roid hypofunction in her mother, in the two sisters of
her mother and in the maternal grandmother. Follow-
ing the diagnosis of a hypoplastic aortic arch at the 26™
week of pregnancy the girl was delivered at 40 weeks of
gestation with a birth weight of 2740 g (10-25 percen-
tiles). An aortic stenosis and coarctation of the aortae
was confirmed by cardiological examination on the first
day of life. Her developmental milestones were delayed.
She turned at 8 months, at 20 months she sat alone
and tried to crawl, and her eye contact evolved around
8 months. Babbling started timely but stopped at
20 months. The objective audiometry showed bilateral
hearing impairment. After adjustment of a hearing aid,
considerable advance was not detected in her auditive
attention. The first epileptic seizure developed at
22 months, which had an adequate therapeutic
response to valproate treatment. Brain MRI detected
symmetrical dilated liquor space with a consequent
gracile hippocampus and subcortical ischemic lesions.
The characteristic features are illustrated in Fig. 1.

She was referred to our institution because of dys-
morphic features at the age of 8 months. At that exam-
ination her weight was 7850 g (50 percentile) height
68 c¢cm (25-50 percentile) and OFC 42 c¢cm (-1 SD), she
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Fig. 1 Characteristic features of Patient 1

had brachycephaly, flat face, midface hypoplasia, down-
slanting palpebral fissure, convergent strabismus, short
nose, high palate, tented lip and severe generalized
hypotonia.

Patient 2. is a 30 month old boy, second child (G2P1)
of a non-consanguineous healthy young couple (father is
34 and mother is 31 years old), his family history was
unremarkable. Because of endometriosis hormone ther-
apy was applied in the mother before pregnancy. In the
fetus dysmaturity was observed from the 34th week of
gestation. He was delivered at 38 weeks of gestation with
a birth weight of 2600 g. His developmental milestones
were delayed, he sat alone at 12 months, stood at
15 months but at 18 months he could not walk. Speech
development was delayed as well, only bubbling was
present at 18 months. The objective audiometry showed
bilateral hearing impairment and in the first year of life
he went through multiple pneumonias. The pulmono-
logical examination revealed tracheomalacia in the
background. His first epileptic seizure developed at
20 months of age, since then the seizures are therapy-
resistant focal seizures. An abnormal AED metabolism
was observed in the boy, namely minimal AED doses
already cause a toxic drug blood level (at 0.03 mg/kg
clonazepam 600 nmol/l blood level and at 11 mg/kg leve-
tiracetam 330 nmol/l blood level occur). At 18 months of
age as he was first examined in our institution his weight
was 10 kg (<5 pc) height was 81 cm (<5 pc) and OFC was
45 cm (<=2 SD). Brachymicrocephaly, flat face, midface
hypoplasia, hypertelorism, short nose, tented lip, thick
lower lip, pointed chin, malformed ears and mild
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hypotonia were present. The characteristic features can be
seen in Fig. 2.

Results

Patient 1: GTG-banded chromosomes at the 450 (550)-
band level showed 46, XX normal female karyotype and
subtelomeric FISH confirmed the 9q34.3 terminal dele-
tion. The size of the deletion (2.188 Mb) was established
by array CGH: ch9:138,831,145—141,018,984.

Patient 2: GTG-banded chromosomes at the 450
(550)-band level were normal and subtelomeric FISH
confirmed the 9q34.3 terminal deletion. Performed aCGH
indicate a 1.211 Mb deletion in the 9q subtelomeric region
with the breakpoints ch9:139,641,471-140,852,911.

Conclusions

In the present work we describe two unrelated Hungarian
children with a phenotype characteristic of Kleefstra
syndrome. We made a comparison between the symptoms
of our patients and of patients with 9q subtelomeric
deletions presented by Kleefstra (Table 1) [8].

Initially, regarding Patient 1 with terminal deletion of
9q, she was merely diagnosed using conventional FISH
method. Her facial features (brachycephaly, flat face,
midface hypoplasia, down-slanting palpebral fissure,
short nose, high palate, tented lip) and her mental devel-
opment agree with KS. From her other features the car-
diac anomaly is presented in 50 % of Kleefstra’s cohort,
while in another review with nine patients a cardiac
anomaly was observed in 87 % of the patients [3]. An-
other important symptom of our Patient 1 is the hearing

Fig. 2 Patient 2 with representative phenotype
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Table 1 Clinical features of the presented cases compared with
patients with 9q subtelomeric deletion presented by Kleefstra et al.

Features Kleefstra et al. [8] Patient 1 Patient 2
Gender & +
MR 28/28 (100) + +
Obesity 5(16) - -
Microcephaly 25 (83) = 1
Brachycephaly 12 (33) - -
Flat face 5(16) + +
Midface hypoplasia 16 (53) - +
Coarse facies 8(27) # s
Hypertelorism 15 (50) - +
Synophrys 16 (53) = ]
Down slant palpebral fissures 6 (20) +

Up slant palpebral fissures 5(16) - +
Arched eyebrows 8 (27)

Short nose 17 (57) + +
Anteverted nostrils 12 (33)

Carp mouth 23 (77) R +
Macroglossia 12 (33) = 4
Natal teeth 103)

Thick lower lip 5(16) - +
Pointed chin 5(16) - +
Malformed ears 12 (33) - +
Brachydactyly 5(16) - -
Simian crease 10 (30) - -
Abnormal male genitals 10 (33) o

Cardiac anomaly 15 (50) + -
Anal atresia 2(7) = 4
Alopecia 3(10) -
Depigmentation 1(3) - -
Renal cysts 2(7) - -
Hydronephrosis 2(7) - -
Behavioral problems 49 - +
Sleep disturbances 3(10) - -
Hearing loss 6 (20) + =2
Hypotonia 15 (50) + +
Seizures 10 (30) + +

loss, which was presented in 20 % of Kleefstra’s patients
and is not reported in any patient of Iwakoshi’s cohort.
From 22 months of age she had epileptic seizures well-
controlled with AED. This symptom was presented in
similar rate in Kleefstra’s (30 %) and in Iwakoshi’s (50 %)
group, conversely hypotonia was presented in all of
Iwakoshi’s and in 50 % of Kleefstra’s patients.

Similar to Patient 1 the phenotype and mental devel-
opment of our Patient 2 are also characteristic for KS
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and the diagnosis was confirmed by FISH examination.
The symptoms of Patient 2 are also evaluated (Table 1).
Behavioral problems which are slightly more common in
patients with intragenic mutations as in patients with
9q34.3 deletion could be observed in Patient 2 at the age
of 3 years [9]. He had a known, but rare symptom of KS,
namely the tracheomalacia, making him susceptible to
pneumonia in his first years of life. At 20 month of age,
first, focal epileptic seizures presented, which became,
after a short therapy responsive period, therapy resistant.
Meanwhile an abnormal AED metabolism became evi-
dent. This feature has not been published as part of KS
and there is no data to be found in the literature that
the haploinsufficiency of EHMT1 causes a symptom as
seen in our patient [10].

As the result of the completed aCGH a 1.211 Mb dele-
tion with the breakpoints ch9:139,641,471-140,852,911
was detected (the deleted region is represented by
probes A_14_P200264 — A_16_P38909067). In their
study Yatsenko et al. defined a minimal critical region
of ~700 kb which was deleted in all of the patients
they studied [6]. They suggest that the genes located
in this region are responsible for the common clinical
features and occurrence of other features depends on
the size of the deletions. In another study of these
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authors deletions of 28 patients are interpreted, ex-
cept of one all patients’ phenotypes fit with the syn-
drome [11]. In the phenotype of our patient the most
of the symptoms agree with KS, except the abnormal
AED metabolism. On a figure the genes located in
the deletion of our Patient 2 are demonstrated (Fig. 3).
In this region there are some genes which may have
a potential effect on AED metabolism or impact. The
proteins of these genes are expressed in brain and
may influence and limit the penetration, efficacy,
transport and bioavailability of the administered drugs
via altered channel function or neural impairment.
The mechanism of action of levetiracetam is un-
known, but it is thought, that it stimulates synaptic
vesicle protein 2A (SV2A) and inhibiting neurotrans-
mitter release [12]. As regards to clonazepam, this benzo-
diazepine AED also displays inhibitory properties through
the gamma-aminobutyric acid (GABA) receptor, a
ligand-gated chloride ion channel, activated by GABA
[13]. One of the mentioned genes, the ABCA2 gene
encodes a membrane-associated protein by this gene
is an ABC-transporter family member that is highly
expressed in brain tissue and we supposed that it
may have a role in neural development [14]. The
ABCA2 is important in the central nervous system

SSNAI

NELF

MRPL41

EHMT!

SLC34A3 pm
COBRAI pars

PNPLA7
ZMYNDI9 o

CACNAIB o

Fig. 3 Demonstration of genes located in the 1.211 Mb deleted region in 9q34.3 (ch9:139,641,471-140,852,911) of Patient 2
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and in lipid transport necessary for the myelination
process [15-17]. Previous findings of other researchers
suggest that ABCA2 is a novel lysosome-associated mem-
brane protein involved in myelinization or other kinds of
metabolism in the central nervous system [15]. Two
other genes in this region are channel genes. The
PHPTI gene encodes an enzyme that catalyzes the
dephosphorylation of histidine residues in protein,
and in this way may be part of the group of the
calcium-activated potassium channel genes [18]. Many
human hereditary diseases are associated with abnor-
mal phosphorylation of cellular proteins [19]. The
other one is the CLIC3 gene, which encodes a p64
family member protein that stimulates chloride ion
channel activity [20]. Chloride channels regulate funda-
mental cellular processes including stabilization of cell
membrane potential, transepithelial transport, mainten-
ance of intracellular pH, and regulation of cell volume
and various chloride channels have also been impli-
cated in human diseases [21-23]. Also an interesting
point is the C9r1f86 (chromosome 9 open reading frame
86, also known as RABL6) gene, the encoded protein
plays a role in neurotransmitter release in the
membrane of synaptic vesicles and the NPDCI gene
with a role in neural proliferation, differentiation and
control [24, 25].

Because of ambiguous assumptions, we carried out the
aCGH analysis in case of Patient 1 as well, to find the
probable responsible gene in the background of the
abnormal AED response. Interestingly, after aCGH
examination, the observed deletion in the subtelomeric
region of chromosome 9q was larger in Patient 1 com-
pared to the deletion was found in Patient 2 (2.188 Mb
vs. 1.211 Mb, respectively). Twenty-four additional genes
(UBACI, LHX3, QSOX2, CARDY, PMPCA, INPPSE,
SEC16A, NOTCHI1, MIRI26, AGPAT2, LCNI10, NACC2,
CYorf69, LOC26102, GPSM1, DNLZ, SNAPC4, SDCCAGS3,
CYorf163, EGFL7, FAM69B, SNHG7, SNORA4 and
SNORA17) were detected in Patient 1 beyond the
deleted genes in Patient 2, which also contained the
EHMTI gene responsible for KS. Subsequently, the
above mentioned genes presumably have no role in
the insufficient drug metabolism and effect, and our
earlier conjecture was disproved. Further clinical and
laboratory investigations are needed to identify the
causes behind the modified AED response, which
presumably could not be explained with chromosomal
abnormalities, rather with DNA sequence alterations
or modified epigenetic mechanisms.

In conclusion, we report two Hungarian KS
patients, one with the classic phenotype of the syn-
drome, while in our other patient beside the classic
phenotype a new symptom — namely an abnormal
drug metabolic response — could be observed.
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Materials and methods

Because of the abnormal drug metabolism, we per-
formed aCGH analysis as well in Patient 2 searching
for other rearrangements. Chromosomal microarray
indicated only a large — 1.211 Mb -, deletion in the 9q sub-
telomeric region with the breakpoints ch9:139,641,471—
140,852,911. No other CNV was detected in the index
patient. Parental samples were analyzed using the same
array and gave normal esults. The detailed data of the
detected deletion is depicted on Fig. 3.

Subtelomeric FISH was performed on metaphase
chromosomes prepared from peripheral blood accord-
ing to the protocol of the manufacturer of the probe
used (Vysis ToTelVysion Multicolor FISH Probe Kit,
Abbott Molecular Inc.,, USA). The specimens were
evaluated in epifluorescent microscope (Zeiss, Axioskop 2).
Visualization and analysis was done using CytoVysion
software (Applied Imaging, UK).

Array CGH was performed using the Agilent Human
Genome G3 Sureprint 8x60K Microarray (Agilent Tech-
nologies, USA), a high resolution 60-mer oligonucleotide
based microarray containing 55,077 60-mer probes,
spanning coding and non-coding genomic sequences
with median spacing of 33 kb and 41 kb, respectively.

Pooled genomic DNA from peripheral blood leuko-
cytes of phenotypically normal males or females from
Promega was used as a reference (Promega Male/Female
Reference DNA, Cat. No.: G1471 and G1521, Promega
Corporation USA).

Labeling and hybridization were carried out based on
the Agilent protocol (Agilent Oligonucleotide Array-
Based CGH for Genomic DNA Analysis — Enzymatic
Labeling Protocol v7.2; July 2012). Washing was per-
formed according to the Agilent Protocol v7.2. Array
image was acquired using an Agilent laser scanner
G2565CA (Agilent Technologies, California, USA) and
analyzed with the Agilent Feature Extraction software
(v10.10.1.1.). Results were presented by Agilent Cytoge-
nomics software (v2.9.2.4). DNA sequence information
refers to the public UCSC database (Human Genome
Browser, Feb 2009 Assembly; GRCh37:hgl19).

The deletion detected was aligned to known aberra-
tions listed in publicly available databases, such as the
DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and
Phenotype in Humans using Ensembl Resources), DGV
(Database of Genomic Variants), Ensembl and ECAR-
UCA (European Cytogeneticists Association Register of
Unbalanced Chromosome Aberrations).

Consent

Written informed consent was obtained from the patient
for publication of this Case report and any accompany-
ing images. A copy of the written consent is available for
review by the Editor-in-Chief of this journal.
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