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1. BEVEZETES

Az Eurdpai Unié meghatdrozasa szerint ritka betegségnek szamit az a betegség,
amelynek el6fordulasi aranya 1:2000 vagy kevesebb. Ezen betegségek jelentOsen ronthatjak
az életmindséget, stigmatizaciot és szocializacios nehézségeket okozva. A ritka betegségek
altalaban monogénes betegségek, ami azt jelenti, hogy egy meghatarozott genetikai eltérés,
egy gén defektusa és kovetkezményesen egy fehérje hibdja dontd hatasti a betegség
megjelenése szempontjabol. Dolgozatomban igen stigmatizalo ritka korképek - a LEOPARD
szindroma (LS), a familiaris trichoepitheliomatézis 1-es tipus (MFT1), a familidris
cilindromatozis (FC) és a Brooke-Spiegler szindroma (BSS) - kapcsan végzett genetikai és

funkcionalis vizsgalatainak eredményeit mutatom be.

1.1. LEOPARD szindréma

A LEOPARD szindréma (MIM 151100) egy autoszomalis dominans oroklésmenetet
mutatd korkép, mely a neuro-kardiofacio-kutan szindromak csaladjaba tartozik. A név a fébb
tiinetek akronimajaként tevédik Ossze: Lentigok, Elektrokardiografias rendellenességek,
Okularis hipertelorizmus, Pulmonaris stenosis, Abnormalis genitaliak, Retardalt novekedés és
neuroszenzoros siiketség (Deafness). A betegség kialakulasanak hatterében a 11-es nem-

receptor tipusu protein-tirozin foszfataz (PTPN11) gén mutacioi allnak.

1.2. Multiplex familiaris trichoepitheliomatézis 1-es tipus

A multiplex familiaris trichoepitheliomatézis 1-es tipusa (MIM 601606)
autoszoOmalis dominans oOroklédésii  betegség Klinikai tiinetei kozé tartoznak a
trichoepitheliomak, melyek lassan ndvekvd borszinii papulék. Ezek kicsi, joindulati tumorok,

melyek els6sorban az arc k6zéps6 részén, az orr koriil és a nasolabialis redében jelennek meg.

1.3. Familiaris cylindromatézis

A familiaris cylindromatozis (MIM  132700) is autoszomalis dominans
oroklésmenetet mutatd korkép. Jellegzetessége a boron megjelend cylindroméak, melyek
szintén lassan novekvd joindulati tumorok a hajas fejbdron, valamint az arcon. Gyakran
multiplex, turbanszeri elrendez6dést mutatnak, az igy kialakuld klinikai kép kapcsan a

betegség turbantumor szindroma néven is ismeretes.



1.4. Brooke-Spiegler szindroma

A Brooke-Spiegler szindroma (MIM 605041) is egy ritka monogénes boérbetegség,
melyre jellemzd a joindulati borfliggelék tumorok nagyszamu és valtozatos kialakulasa,
nevezetesen trichoepitheliomak, cylindromak és/vagy spiradenomak. A spiradenémak

nodusokként jelennek meg a torzson és a végtagokon.

A MFT1-t, a FC-t és a BSS-t kutatécsoportok egymastol fiiggetleniil térképezték a
16012-q13 kromoszémara. Ezen kromoszomarégioban a cylindromatézis (CYLD) gént kéroki
génként azonositottak, mely mutacioi feleldsek a harom betegség kialakulasaért. Tekintettel
az atfedé klinikai tiinetekre és az azonos genetikai hattérre az FC, MFT1 ¢és BSS
genodermatozisokat ma mar nem Onallo entitdsoknak, hanem ugyanazon korkép eltérd

sulyossagu variansainak tekintjiik.

2. CELKITUZESEK

Dolgozatomban elsddleges célom volt Osszefoglalni a genetikai és funkciondlis
vizsgalataim eredményeit stlyos, stigmatizald ritka monogénes betegség kapcsan, mint a
PTPN11 gén mutacioi altal okozott LS és a CYLD gén mutaciok altal okozott BSS, FC és
MFT1.

Egy 51 éves, LS-ben szenvedd férfibeteg esetében célul tiiztem ki a hattérben allo
koroki genetikai eltérés azonositasat. Emellett, célkitlizéseim kozott szerepelt 6sszehasonlitani
az irodalombodl ismert klinikai tiineteket és a koroki mutdciokat genotipus-fenotipus
Osszefiiggések felallitasa céljabol.

A CYLD mutéciok okozta betegségek esetében familidris és sporadikus MFT1, FC és
BSS esetek vizsgalatat végeztem el a betegség hatterében allo koroki mutacié azonositasa
céljabol. Tovabba céljaim kozott szerepelt haplotipus analizis elvégzése, hogy
meghatarozzam, vajon ugyanazon vagy eltéré alapitd hatas hozta e létre ugyanazon koroki
mutaciot a CYLD mutacidt hordozd, kiilonbozd fenotipussal rendelkezd sporadikus esetek és
csaladok esetében. Uj mutaciok azonositasa kapcsan céljaim kozott funkciondlis vizsgalatok
elvégzése szerepelt, hogy igazoljam az azonositott (1j mutacid valoban képes befolyasolni a
CYLD gén altal kodolt CYLD enzim aktivitasat és ezaltal igazoljam a mutacié koroki
szerepét. Emellett fenotipus-genotipus 0Osszefliggések feltarast és populacio specifikus

mutaciods adatbazis Osszeallitasat tiiztem ki célul.



3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1. LEOPARD szindromaban szenved6é magyar csalad

Az 51 éves magyar férfibeteg az LS jellegzetes tiineteit mutatja, ugymint arc
anomaliak, pigmentacids rendellenességek, kardiovaszkularis és urologiai tiinetek. A paciens
siketnéma ¢és kozepes termetli. Hazassagon kiviil sziiletett. Mas klinikailag tiinetes

hozzatartozé nem ismert, sem az apai, Sem az anyai csaladtagok kozott.

3.2. Multiplex familiaris trichoepitheliomatézis 1-es tipusban szenvedé spanyol csalad

A 62 éves spanyol férfi bérén a nasolabialis redében, a homlokon, a szemo6ldok
koriil, és kisebb mértékben a fiil régioban, a tarkéon és a haton multiplex bdrszinli papulak
vannak. A péciens egyetlen gyermeke, a 33 éves lanya hasonld, de kevesebb tiinettel
rendelkezik. Lézidi elészor a nasolabialis redében jelentkeztek, kés6bb megjelentek a
homlokon, a halantékon, a fiileken és a hajas fejboéron. Mas tiinetes csaladtag nincs a

csaladban.

3.3. Familiaris cylindromatézisban szenvedd holland egyének
A vizsgalt holland péciensek klinikai tiineteit korabban Van den Ouweland és mtsi.

fogalaltak Ossze.

3.4. Brooke-Spiegler szindromaban szenvedd osztrak egyén

A vizsgalt osztrak paciens klinikai tiineteit korabban Grossmann és mtsi. mutattak be.

3.5. Brooke-Spiegler szindrémaban szenvedé szekszardi csalad

A hét generacidos magyar csaladban 21 tiinetes csaladtag volt azonosithato. A
klinikailag tiinetes egyéneknél a borfiiggelek tumorok stulyos formdja volt jelen. Néhanyuknak
cylindromaik alakultak ki a hajas fejbOron és trichoepitheliomék az arcon. A tumorok a

betegek hatan és végtagjain is megjelentek.

3.6. Brooke-Spiegler szindromaban szenved6 angol csalad
Az 6t generacios angol csaladban 8 klinikailag tiinetes egyént diagnosztizaltak. A
tiinetes csaladtagok viszonylag enyhébb fenotipussal rendelkeztek. Cylindromak ¢és

spiradendmak alakultak ki a hajas fejb6ron és az arcon.



3.7. Brooke-Spiegler szindromaban szenvedé szegedi csalad

A két generaciés magyar csaladban 2 tlinetes és 5 tiinetmentes csaladtag volt
elérhetd. Az egyik tiinetes egyén egy 60 éves férfibeteg szdmos puha, szdrtelen borszini
papulaval az orra koriil, a fiilein, a hajas fejbéron és a vallain. A masik tiinetes csaladtagnak, a

férfi 35 éves lanyanak, enyhébb tlinetei vannak.

3.8. Modszerek

A genetikai vizsgalatokhoz periférias vérminta vétel tortént a klinikailag tlinetes
betegektdl, a tiinetmentes csaladtagoktol és egészséges kontroll egyénektdl. Genomi DNS
izolalast kovetden, PCR reakci6 soran felszaporitottam a vizsgalt gének kodolo és az azokkal
hataros intronalis szakaszait, majd a mintakat megszekvenaltattam. Haplotipus analizis soran
a mutéciotol 5° és 37 irdnyban elhelyezkedd kornyezd polimorfizmusok meghatarozéasa direkt
szekvenalassal tortént. Funkcionalis analizis elvégzéséhez immunprecipitaciot kovetéen

Western blott analizist végeztem.

4. EREDMENYEK

4.1. APTPN11 gén genetikai vizsgalata

A LS-ben szenved6 paciens esetében a PTPN11 gén vizsgalata soran egy misszensz
mutaciot (c.836A/G; p.Tyr279Cys) azonositottam a gén 7. exonjdban. A mutdcid az
irodalombdl ismert, az egyik leggyakrabban el6forduld heterozigdta muticio, melyet a
klinikailag tiinetes egyén heterozigota formaban hordozott, mig a tlinetmentes csaladtagok ¢és

kontroll egyének esetében vad tipusu szekvencia volt detektalhato.

4.2. A CYLD gén genetikai, haplotipus és funkcionalis vizsgalatai

4.2.1. A spanyol csalad genetikai vizsgalata

A gén kbédold régidinak (exon 9-20), valamint a szomszédos intronalis szakaszok
szekvenalasa soran egy mar ismert nonszensz mutaciot (c.2272C/T, p.Arg758X)
azonositottam a CYLD gén 17. exonjdban. A vizsgalt egyének a mutacidt heterozigdta
formaban hordoztdk, mig a tlinetmentes csaladtagok és kontrollok vad tipusti szekvenciat

hordoztak.



4.2.2. Spanyol, holland és osztrak egyének haplotipus vizsgalata

Az irodalombo6l mar ismert holland és osztrak esetek ugyanazt a mutaciot hordoztak,
mint az altalam vizsgalt spanyol csalad (c.2272C/T, p.Arg758X). A spanyol MFT1, a holland
FC paciensek és egy osztrak BSS egyén esetében haplotipus analizist végeztem annak
eldontésére, hogy megallapitsam, hogy ugyanaz vagy eltéré mutacios események felelosek-e
a betegség kialakulasaért. A vizsgalat eredményei alapjan megallapithatd, hogy a spanyol és a
holland pedigré ugyanazt, mig az osztrdk egyén eltérd haplotipust hordoz. Igy feltételezhetd,
hogy kiilonb6z6 mutacios események allnak az osztrak eset és a spanyol €s holland esetek

kialakulasanak hatterében.

4.2.3. A szekszardi csalad genetikai vizsgalata

A szekvendlas eredményeként a CYLD gén 20. exonjdban egy, az irodalombo6l mar
ismert nonszensz mutaciot (C.2806C>T, p.Arg936X) azonositottam. Mig a tiinetes
csaladtagok esetében heterozigota formaban volt jelen a muticio, addig a tlinetmentes

csaladtagok és kontroll egyének vad tipusu szekvenciat hordoztak.

4.2.4. A szekszardi és angliai csalad haplotipus analizise

Az irodalmi adatok attekintésekor fény dertilt arra, hogy egy észak-angliai BSS-ben
szenved6 csalad is ugyanazt a mutaciot (€.2806C>T, p.Arg936X) hordozza, mint a szekszardi
BSS csalad. Igy felmeriilt a kérdés, hogy vajon ezen, két foldrajzilag tavoli csalad esetében a
mutacidt egyazon alapitd hatds, vagy egymastol fliggetlen mutacios események hoztik-e létre.
A haplotipus vizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy a szekszardi BSS csalad esetében két
polimorfizmus kapcsoltan 6roklédott a CYLD génen azonositott mutacioval a csalad tiinetes
tagjaiban, mig az angliai csaldd haplotipusa ettdl eltérd volt. Igy elmondhato, hogy az
angolszasz és a szekszardi csaldd esetében ugyanazon nonszensz mutaciot két, egymastol
fliggetlen mutacios esemény hozhatta létre. Mindezek alapjan felmeriil annak lehetdsége,

hogy a 2806-os pozicio a CYLD cDNS-en egy mutacios forropont lehet.

4.2.5. A szegedi csalad genetikai vizsgalata

A CYLD gén mutacios analizise soran egy Uj misszensz mutaciot (€.2613C>G
p.His871GIn) azonositottam a gén 19. exonjaban, mely a tiinetes paciensek esetében
heterozigota formaban van jelen. A mutacié nem volt detektalhatd a vizsgalt tiinetmentes

csaladtagok ¢és a kontroll egyének esetében.



4.2.6. A szegedi csalad funkcionalis vizsgalata

Tovabbi célkitlizéseim kozott szerepelt annak megvalaszolasa, hogy a CYLD génen
azonositott 1j misszensz mutacid (c.2613C>G, p.His871GIn) hogyan jarul hozza a betegség
kialakulasahoz. Funkcionalis vizsgalataimat a szegedi BSS csalad tiinetes és tiinetmentes
tagjainak bdrbiopszias mintaibdl izolalt fibroblaszt sejteken végeztem. A fibroblaszt sejtekbol
immunprecipitacioval kivontam a NEMO fehérjét. Western blott technika segitségével,
azonos mennyiségli NEMO fehérje felvitele utan, a NEMO fehérjéken 1évo ubiquitin fehérjék
mennyiségi Osszehasonlitdsat végeztem el és megallapitottam, hogy a CYLD mutéciot
hordozé fibroblasztokbol immunprecipitalt NEMO fehérjén nagyobb mennyiségben volt jelen
ubiquitin fehérje, mint a kontroll mintak esetében. Mivel az irodalombdl ismert, hogy a
NEMO fehérje ubiquitinacidjaban a CYLD deubiquitinaz enzim jelentds szerepet jatszik,
feltételezhetd, hogy az 1) misszensz CYLD mutacid csokkent deubiquitinicios aktivitast

eredményez.

5. KOVETKEZTETESEK

5.1. ALEOPARD szindromaban szenvedo6 eset és az irodalmi adatok ésszehasonlitasa
Egy 51 éves LS-ben szenved6 férfibeteg esetében a PTPN11 gén vizsgalata soran az
egyik leggyakoribb misszensz mutaciot (c.836A/G; p.Tyr279Cys) azonositottam heterozigota
formaban. A p.Tyr279Cys mutaciét az irodalomban 47 kiilonbdzd LS paciens kapcsan leirtak,
koztiikk olasz, francia, spanyol, német, észt, bosnydk, kinai, dél-koreai, japan és ausztral
egyénekben. LS kapcsan a leggyakrabban el6forduld tiinetek a lentigok voltak, melyeket 48
esetbdl 46-ban (96%) diagnosztizaltak. Tejeskavé foltok csak 22 esetben (46%) voltak
megfigyelhetdk. Okularis hipertelorizmust 40 (83%), a szemhéj 16gast 32 (67%) és minor fiil
fejlodési anomaliakat 31 (65%) paciens esetében azonositottak. Emellett kardiovaszkularis
eltérések is kialakulhatnak: hipertrofikus kardiomiopatiat 25 (52%) esetben diagnosztizaltak.
Alacsony testmagassag csak 19 (40%) betegnél volt jelen. A p.Tyr279Cys mutaciot kevés
esetben hoztak Osszefiiggésbe hallasvesztéssel, 12 (25%) egyén esetében irtak le. Irodalmi
adatok alapjan bizonyos tlineteket — példaul rejtett heréjiség, makrokefalia, vese
rendellenesség, mielodiszplazia és umbilikalis hernia — csak ritkdn hoztdk Osszefiiggésbe a
p.Tyr279Cys fenotipussal. A megfigyelt kiilonbségek az ugyanazt a mutaciot hordozo 48
beteg klinikai tiineteit illetéen jol mutatjak a korkép széles fenotipusos diverzitasat és valtozo

expresszivitasat.
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5.2. A rekurrens nonszensz p.Arg758X CYLD mutaciét hordozo betegek haplotipus
vizsgalata mutacios forropontot igazolt a génen

Egy spanyol, két tiinetes csaladtaggal (apa és lanya) rendelkezd MFT1 csalad
esetében szekvenalassal egy rekurrens nonszensz mutaciot (€.2272C/T, p.Arg758X)
detektaltam a CYLD gén 17. exonjaban. A p.Arg758X nonszensz mutaciot mar korabban
leirtdk BSS, FC és MFT1 korképpel diagnosztizalt betegek kapcsan is. Tovabbd, a mutaciot
kiilonb6z6é népcsoportokban azonositottak, koztiik hollandok ¢€s osztrakok. A korabban leirt
holland ¢és osztrak esetek genetikai vizsgalatat is elvégeztem, hogy meghatarozzam azt, hogy
a vilagszerte eléforduld rekurrens p.Arg758X mutacid vajon egy vagy tobb fliggetlen
mutacids esemény eredménye. Ezért haplotipus vizsgalatot végeztem, melynek eredménye azt
demonstralja, hogy habar a spanyol és holland egyének ugyanazt a haplotipust hordozzak, a
klinikai megjelenésiiket illetéen eltérnek, hiszen MFT1-ben és FC-ben szenvednek. Ezen
eredmények felvetik annak a lehetdségét, hogy genetikai és kdrnyezeti modositd faktorok
vesznek részt a kiillonbozd fenotipusok kialakitdsaban. Ezzel szemben, az osztrdk paciens
eltérd haplotipust hordoz. Igy feltehetéen ugyanazon mutacié jelenléte kiilonbozé mutacios
események kovetkezménye. Ezen adatok alapjan a p.Arg758X nonszensz mutacié a CYLD

gén mutacios forropontjaban helyezkedik el.

5.3. A rekurrens nonszensz p.Arg936X CYLD mutaciot hordozé betegek haplotipus
vizsgalata mutacios forropontot igazolt a génen

Egy hétgeneracidos magyar BSS csalad genetikai vizsgalata soran egy nonszensz
mutaciot (c.2806C>T, p.Arg936X) azonositottam a CYLD génen. Ez a nonszensz p.Arg936X
mutacio jelen van egy angolszasz BSS csaladban is, ezért haplotipus analizist végeztem,
annak eldontésére, hogy a mutacid ugyanazon vagy két egymastol fiiggetlen mutacios
esemény eredménye-e. Vizsgalataim alapjan ugyanazt a muticiot két fliggetlen mutacios
esemény eredményezte a két csaladban. Feltételezhetéen ez a pont egy mutacios forropont a

CYLD génen.

5.4. Az ujonnan azonositott misszensz mutacié funkcionalis vizsgalata koroki mutaciot
igazolt a CYLD génen

A genetikai vizsgalat elvégzése soran azonositottam egy Uj misszensz mutaciot
(c.2613C>G, p.His871GIn), amely a CYLD gén 19. exonjaban helyezkedik e¢l. A CYLD

crer

kB jelatviteli ttvonalban, egyik interakcios partnere, a NEMO fehérje deubiquitindcidja
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révén. Vizsgalataim soran a NEMO fehérje ubiquitinaltsagat vizsgaltam, amelynek
eredményeként elmondhatd, hogy a muticido jelenléte megndveli a NEMO fehérje
ubiquitinaltsaganak szintjét, ezaltal lecsokkenti a génexpressziot, igy hatassal lehet az NF-«xB
jelatviteli utvonalra. Azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek a BSS tiineti kialakuldsanak

pontos mechanizmusanak tisztdzashoz.

5.5 A CYLD gén mutacidinak jellemzése

Mindeddig mintegy 95 kiilonb6z0 koroki mutaciot azonositottak a CYLD génen. Az
eddig azonositott mutaciok 98%-a a gén kodolo szakaszain, az exonok teriiletén helyezkedik
el. A mutacidk eloszlasa a kodold szakaszokban nem egyenletes, a mutaciok mintegy 99%-a a
9. és 20. exonok altal hatarolt régiéban helyezkedik el. Az azonositott mutaciok kozott leirtak
frameshift (48%), nonszensz (27%), misszensz (12%) vagy splice-site (11%) mutaciokat is,
s6t 2 in-frame deléciot is detektaltak.

A CYLD mutaciok mintegy fele (48%) un. frameshift mutacio, mely kisszamu
nukleotidok delécioja vagy inszercidja révén a leolvasasi keret eltolodasat és emiatt révidebb,
diszfunkcionalis CYLD fehérje keletkezését eredményezi. A frameshift mutaciok eloszlasa a
CYLD génen nem egyenletes. A 17. exon mutdcios forropontnak tekinthetd, hiszen az
azonositott frameshift mutaciok 20%-a itt helyezkedik el. A frameshift mutacioknak csak
negyede (27%) rekurrens.

A nonszensz mutéciok altal trunkalt fehérjetermék keletkezik, mely a CYLD fehérje
diszfunkciojahoz vezet. Az azonositott mutaciok mintegy negyede (27%) tartozik ide. A
nonszensz mutaciok eloszlasa a CYLD génen szintén nem egyenletes. Ezen mutaciok kozel
fele (40%) rekurres mutécio.

Az azonositott mutaciok 12%-a misszensz mutacio. A misszensz mutaciok eloszlasa a
CYLD génen nem egyenletes. Az dsszes eddig leirt misszensz mutacié a gén 12-20 exonjai
kozott helyezkedik el. Ezen mutaciok negyede (27%) rekurrens.

Az 6sszes mutacionak 11%-at teszik ki a splice-site mutaciok. A splice-site mutaciok
eloszlasa a CYLD génen szintén nem egyenletes: mindegyik a gén 10-18 exonjai altal hatarolt
régioban lokalizalodik. Kevesebb, mint egy negyediik (18%) rekurrens.

Tovabba 2 in-frame delécio is leirasra kertilt a génen, amelyek a 19. és 20. exonokban

helyezkednek el. Midkét mutacié FC kapcsan kertilt leirasra.
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5.6. A mutaciok eloszlasa a CYLD fehérjén

A CYLD gén altal kodolt fehérje deubiquitindz aktivitassal rendelkezik. A CYLD
fehérje N-terminalisa harom citoszkeletonhoz kapcsolt glicin gazdag domént (CAP-GLY)
tartalmaz, melyek a CYLD fehérje mikrotubulusokhoz térténd kapcsolddasaban jatszanak
szerepet. A CYLD fehérje enterminalisa két szakaszra bonthatd: az exon 4-5 altal kodolt
szakaszan mutaci6 mindeddig nem fordult el6, mig az exon 5-11 altal kodolt szakaszon az
eddig detektalt mutaciok minddssze 18% taldlhaté meg. Ebben a régidoban csak frameshift,
nonszensz ¢s splice-site mutaciok fordulnak el6. A frameshift mutaciok valamennyi CAP-
GLY domén kortil eléfordulnak, mig a legtébb nonszensz és splice-site mutaciok a harmadik
CAP-GLY domén koriil halmozddnak. Misszensz mutaciok a fehérje N-terminalisdban nem
fordulnak el6.

A CYLD deubiquitinaz aktivitasaért felelds doménje a fehérje C-terminalisaban
helyezkedik el, kialakitdsdban a 12. és a 20. exonok kozott elhelyezkedd kddold szakaszok
vesznek részt. Ebben a régioban helyezkedik el a detektalt mutaciok 82%-a. A gyakoribb
mutacio tipusok koziil a frameshift mutaciok mintegy 72%-a, a nonszensz mutaciok 72%-a, a
splice-site mutaciok 81%-a és a misszensz mutaciok 100%-a. A 12. és a 20. exonok altal
hatérolt régidban elhelyezkeddé mutaciok tehat a CYLD fehérje deubiquitinacids aktivitasat
befolyasoljak. Funkcionalis vizsgalatok eredményei alapjan a mutacié hordozésa a CYLD

fehérje deubiquitinacios aktivitdsanak csokkenését eredményezi.

5.7. Genotipus és fenotipus osszefiiggések a CYLD gén mutacidit hordozé betegek
esetében

Genotipus-fenotipus Osszefliggések felallitasa meglehetdsen nehéz, hiszen a CYLD
génen azonositott mutaciok mindegyik tipusa - frameshift, nonszensz, misszensz és splice-site
- kialakithatja az 0sszes klinikai varianst - BSS, MFT1, FC - a betegség spektrumon beliil.

Frameshift mutaciokat mindegyik betegség kapcsan azonositottak a CYLD gén altal
okozott korképek spektrumaban. Ezen mutaciok foként a 17. exonban lokalizalodnak.

Nonszensz mutaciok mutatjdk a legnagyobb fenotipusos diverzitast. Néhany
mutéaciot detektaltak BSS, MFT1 és FC betegek esetében is. Mivel a legtobb rekurrens
nonszensz mutaciéo de novo események eredménye, igy frekvencidjuk és elhelyezkedésiik
mutacios forropontot jelol a CYLD génen. Eltéré mutacios események altal kialakult, azonos
mutaciot hordozod betegek klinikai képei kozott extrém kiilonbségek lehetnek. Valamint a

nonszensz mutaciok okozzdk a legvaltozatosabb expressziot csaladon beliil is. Ezen
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kiilonbségek felvetik jelenleg még nem ismert genetikai és/vagy kornyezeti tényezok
modositod hatasat is.

A CYLD gén misszensz mutacioi foként MFT1 (73%) kialakulasat eredményezi és
ezen esetben is fenotipusbeli kiilonbségek lehetnek. Ezt a megfigyelést alatamaszthatja az a
tény, hogy a misszensz mutaciok csak a 12-20 exonok koriil helyezkednek el, és egyaltalan
nincsenek jelen a gén 5° végén. Altalanossdgban elmondhat6, hogy a misszensz mutaciok kis
fenotipusos diverzitast mutatnak, és foként MFT1 fenotipust eredményeznek.

Splice-site mutaciok mindharom klinikai varianst eredményezhetik, azonban

fenotipusos szignifikanciaja kevésbé ismert.

5.8. A CYLD gén altal okozott klinikai variansok foldrajzi el6fordulisa

CYLD gén mutacidkat ir, japan, spanyol, német, algériai, torok, magyar, szlovak,
olasz, skandindv, tajvani, kanadai és afrikai populacidban is leirtak. Azonban a publikalt
mutaciok tobbségét az UK-ban, az USA-ban és Kinaban azonositottak. Osszehasonlitva a
népességeket €s az allélvaridnsokat, foldrajzi kiilonbségek figyelhetok meg. MFT1 klinikai
fenotipust afrikai, afro-amerikai, tajvani, algériai, torok, olasz és spanyol betegekben figyeltek
meg, bar a legtobbjiikket Kindban azonositottdk. FC klinikai varians holland, olasz és ir
paciensekben volt jelen, azonban legtobbjliket az UK-ban ¢s az USA-ban irtdk le. BSS
fenotipust magyar, szlovak, osztrak, olasz, skandinav, spanyol, kanadai betegekben

detektaltak és legtobbjiiket - hasonldoan FC-hez - az UK-ban és az USA-ban irtak le.

6. OSSZEFOGLALAS

Dolgozatomban genetikai és funkcionalis vizsgalatok eredményeit foglalom Gssze
olyan stigmatizal6 ritka betegség kapcsan, mint az LS vagy az MFT1, FC és BSS, mely
utdbbiak ugyanazon korkép eltérd stlyossagh klinikai varidnsai.

Az LS egy ritka monogénes betegség, mely stigmatizald boérgyogyaszati tlinete a
testszerte jelentkezd lentigok kialakuldsa. A betegség tovabbi gyakori tiinetei kozé tartozik: az
EKG rendellenességek, okularis hipertelorizmus, pulmonaris stenosis, abnormalis genitaliak,
retardalt novekedés és hallasvesztés. Az LS a PTPN11 gén mutécidinak kovetkezményeként
alakul ki. A vizsgalt 51 éves férfibeteg esetében elvégeztem a PTPN11 gén kodolo régidinak
szekvenalasat, mely soran egy rekurrens misszensz mutaciot (C.836A/G; p.Tyr279Cys)

azonositottam. Ezt a mutéciét eddig 47 LS-ben szenvedd betegben irtak le. Osszehasonlitva a
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vizsgalt beteg klinikai fenotipusat az irodalomban leirtakkal, az azonos genotipus ellenére
nagy fenotipusos diverzitast figyeltem meg.

Egy MFT1-ben szenvedd spanyol csaldd esetében, genetikai vizsgalataim sordn a
CYLD gén kodol6 régidinak mutacid sziirését végeztem el. Vizsgalati eredményeim alapjan
egy rekurrens heterozigota nonszensz mutacidt (c.2272C/T, p.Arg758X) detektaltam. Ezt a
mutaciot mar mindharom klinikai varias — BSS, FC és MFT1 — kapcsan leirtdk. Haplotipus
vizsgalatot végeztem spanyol MFTI1, holland FC és osztrdk BSS ugyanazt a heterozigota
nonszensz p.Arg758X CYLD mutaciot hordozd beteg esetében. Eredményeim alapjan
kiilonb6zé mutacids események felelések az osztrak, valamint a spanyol és holland esetek
illetve az is megallapithatd, hogy az ugyanazon mutaciot hordozo betegek kozott a klinikai
tiinetek esetében nagyfoku valtozatossag figyelhetd meg.

Egy BSS-sel diagnosztizalt, bukovinai székely szdrmazasi, magyar csalad esetében
is elvégeztem a CYLD gén kodold régidinak mutécio sziirését. A szekvenalas soran a CYLD
gén 20. exonjaban egy nonszensz mutaciot (C.2806C>T, p.Arg936X) azonositottam. Mivel ezt
a mutaciot egy angolszész csaladban is azonositottak, igy haplotipus vizsgalatot végeztem a
foldrajzilag tavoli két csaladban és megallapitottam, hogy kiilonb6z0 mutacids események
felelések a mutacio kialakulasaért. Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy ez a pont egy
mutacios forrépont a CYLD génen. Ugyanazt a mutacidt hordozo két csaldd kozott oriasi
fenotipusos kiilonbségek figyelhetok meg, amelyek eddig még nem ismert modulalé faktorok
jelenlétét feltételezik.

Egy szintén BSS-ben szenvedd szegedi csalad vizsgalata soran, egy 0j misszensz
mutacidt (c.2613C>G; p.His871GIn) azonositottam a CYLD gén 19. exonjaban, a kodolt
fehérje ubiquitin specifikus protedz domén teriiletén. Vizsgalatokat végeztem, hogy
megallapitsam ezen ) mutacid funkcionalis szerepét. Eredményeim arra utalnak, hogy az 1j
CYLD mutacié jelenléte megnoveli a NEMO fehérje ubiquitinaltsaganak szintjét, ezaltal
lecsokkenti a génexpresszidt, igy hatassal lehet az NF-kB jelatviteli utvonalra.

Ezeknek a vizsgalatoknak nagy jelentségiik van, hiszen a betegség kialakulasaért
felelds koroki mutacid azonositdsa lehetOséget nyljt prenatalis diagnosztika végzésére, és
ezaltal befolydsolhatja a csaladtervezést ezekben az igen stigmatizalo korképekben.
Vizsgalataink ugyanakkor a koroki eltérés azonositasaval alapjaul szolgalhatnak tovabbi Uj
kezelési stratégidkat, génkorrekcios, génterapias eljarasokat kidolgoz6 kutatasoknak, amelyek

specifikusabbak és hatékonyabbak a tiineti kezeléseknél.
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