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1. BEVEZETES
1.1. Ritka monogénes bérbetegségek

Az oOkortdl napjainkig a bdrbetegségek diagnosztizalasanak alapvetd
megkozelitése a betegségeknek a lathato jelei €s tiinetei szerinti osztalyozasa volt. Ez
a megkozelités kiemeli, hogy a bdrgyodgyaszat még mindig nagyon morfoldgia-
orientalt specialitas (Shelley és mtsai., 1976; Nagy és mtsai., 2015). Azdta a
megfigyelt borelvaltozdsok megértésének vagya folyamatosan 0Osztonzi a
borgyogyaszat fejlodését és az 0j vizsgalati modszerek beépitését a mindennapi
bérgyogyaszati gyakorlatba (Shelley és mtsai., 1976, Nagy és mtsai., 2015).

A mez6gazdasagi novények és allatok tenyésztése a genetika pre-Mendeli
korszakat jellemezte (Stern és mtsai., 1950; Hansen és mtsai.,, 2014). Miutan a
tizenkilencedik szédzadban Gregor Mendel megéllapitotta az ©6roklédés alapvetd
szabalyait (Mendel és mtsai., 1993), szamos jelents felfedezés tortént, mint példaul
a DNS, mint az 6r6kl6d6 informacidt kddolo anyag megismerése, a genetikai kod és
a génexpresszid mechanizmusanak megértése, melyek bevezettek a molekularis
genetika korszakaba (Watson és mtsai., 1953, Min Jou és mtsai., 1972). Nemrégiben
a szekvenaldsi modszerek ¢€s platformok oriasi technikai fejlesztése nagymértéki
genomikai projekteket eredményezett, amelyek az elmult néhany évtizedben
elképzelhetetlen mennyiségli adatot kezdtek termelni (Sanger és mtsai., 1977,
Stoneking és mtsai., 2011).

Ezeket a felfedezések és technologiai fejlodések nemcsak szamos benignus
(betegséget nem okozd) genetikai varidns megismeréséhez jarultak hozza, hanem
koroki gének koéroki mutacidinak azonositasahoz is hozzajarultak, eldsegitve ezzel a
monogénes borbetegségek (genodermatodzisok) genetikai hatterének megismerését.

A genodermatozisok olyan bérbetegségek, amelyek el6fordulési gyakorisaga
kevesebb, mint 5 paciens a 10 000-es populacioban (Baldovino és mtsai., 2016).
Szemben a gyakori betegségekkel, amelyek tobbnyire multifaktoridlis eredetiiek,
kialakulasukhoz életmddbeli, kornyezeti és genetikai tényezdk is hozzdjarulhatnak, a
genodermat6zisok altalaban monogénes rendellenességek, és ezeket leginkabb egy
gén egy adott mutacioja eredményezi (Aronson és mtsai., 2006).

Bar a dermatologia €s a genetika kiilonallé6 tudomanyagaknak tekinthetd, e
két teriilet kombinacidja mar hatalmas fejlédést eredményezett a monogénes
borbetegségek megértésében (Nagy és mitsai., 2015). A genodermatdzasokra
vonatkoz6 vizsgalatok elengedhetetlenek a betegség genetikai hatterének
ismeretében, €s a kutatas segitheti az érintett csaladok csaladtervezését, €s a jovoben
Uj terapias modszert is kinalhat az érintett betegek szamara (Aymé és mtsai., 2015).
Ez utdbbi szintén nagy jelent6séggel bir, mivel jelenleg az esetek tobbségében csak
tiineti kezelés all rendelkezésre (Nagy és mtsai., 2015).

A kovetkezO klinikai altipusok sorolhatok a genodermatézisok kozé:
epidermolizis bulloza, keratotikus rendellenességek, borszin-rendellenességek,
ektodermalis diszplaziak, kotészovethez kapcsolodd genodermatodzisok, érrendszeri
rendellenességek és fokozott daganatképzddési kockazattal jaré genodermatdzisok
(Aymé és mtsai., 2015).

1.2. Pigmentacios rendellenességekkel jaro genodermatozisok

A genodermatézisok egyik leginkabb klinikailag heterogén csoportja, a
pigmentacios rendellenességekkel jard genodermatodzisok.



A bor pigmentacidja, kivéve a ritka patologias eseteket, haromféle pigment
vagy kromofor eredmény: a melanocitak altal termelt melanin, ami lehet barna/fekete
(eumelanin) vagy vords/sarga (feomelanin); a vorosvértestekben 1évé hemoglobin és
az étkezési karotinoidok (Rees és mtsai., 2003; Chatzinasiou és mtsai., 2015). A
melanin, a legfontosabb, ami tirozinbol képzdédik, a tirozindz enzim hatasara a
melanocitdk lizoszoméhoz kapcsolodd organellaiban, amit melanoszoémanak
nevezlink. A melanocitdk dendritikus sejtek, amelyek az embriondlis fejlédés soran
az epidermisz bazdlis rétegében helyezkednek el. A melanoszomdkat egy
melanocitdbdl és 36 keratinocitakbol allo egység alkotja, mely felelds az epidermalis
melanin termelédséért (Chatzinasiou és mtsai., 2015).

A genetikdnak az emberi pigmentacid kialakuldsdban betoltott szerepének
megismerése mar régota foglalkoztatja a kutatocsoportokat. A human
pigmentképzédés valtozasa - a bor, a haj és a szem esetében - az egyik
legszembetinbb polimorf emberi tulajdonsag (Rees és mtsai., 2011; Chatzinasiou és
mtsai., 2015). Ma mar tobb, mint 150 gént azonositottak, amelyek befolyasoljak a

A nagyfelbontasu, teljes human genomot atfogd genetikai vizsgalomodszerek
elérhetésége, valamint a pigmentacioval kapcsolatos genetikai ismereteink
egyiittesen hozzajarultak a bdrpigmentdcid mechanizmusdnak egyre jobb ¢és
magasabb szintli megértéséhez (Yamaguchi és mtsai., 2009; Rees és mtsai., 2011) .

A pigmentacié folyamatanak szamos pontja van, melynek diszfunkcidja
esetén rendellenes pigmenttermelddés jon létre, mint példaul az embriogenezis soran
a melanocitak migracids rendellenességei (Plensdorf és mtsai., 2009; Fistarol és
mtsai., 2010). Ezenkiviil a melanoszomaban a melanin transzferének a kornyezo
keratinocitakba vald megvaltozasa, a melanin szintézisének megvaltozasa és a
melanin hibas degradacidja vagy eltavolitdsa IS abnormalis bdrpigmentaciohoz
vezethet (Plensdorf és mtsai., 2009; Fistarol és mtsai., 2010). A melanocitak
immunologiai eredetli pigmentacios diszfunkcioja is pigmentacios
rendellenességeket eredményezhet (Plensdorf és mtsai., 2009; Fistarol és mtsai.,
2010).

A pigmentacid rendellenességei genetikai vagy szerzett betegségként
fordulhatnak elé (Plensdorf és mitsai, 2009; Fistarol és mtsai., 2010).
Dolgozatomban a genetikai eredeti pigmentacios rendellenességekkel jaro
genodermatodzisok vizsgalataval fglalkoztam.

Ezek a pigmentacios rendellenességek ¢érinthetik a paciens teljes testét,
lehetnek generalizaltak, vagy csak egy testrészben nyilvanulhatnak meg, ilyenkor
lokalizalt rendellenességnek tekinthet6k (Chatzinasiou és mtsai., 2015). Az elézéek
altalaban a pigmentacié szabalyozasaban kulcsszerepet jatszo gének csiravonalbeli
mutacioinak kovetkezménye, mig az utdbbiak altalaban szomatikus mozaikossag
kovetkezményei. Ezekben az esetekben a mutacié mozaikos formédban van jelen, és
csak a megvaltozott pigmentacioval rendelkezd testrészre hat. Dolgozatomban a
pigmentacioé szabalyozasaban kulcsszerepet jatszo gének csiravonalbeli mutacidit
vizsgaltam.

A pigmentacids rendellenességek jarhatnak fokozott pigment termelddéssel,
hiperpigmentalt elvaltozasokat eredményezve, vagy csokkent, vagy akar teljesen
hianyz6 pigment tartalommal, hipopigmentalt [éziok kialakulasdhoz vezetve
(Chatzinasiou és mtsai., 2015). Dolgozatomban csokkent, vagy akar teljesen hianyzo
pigment termelddéssel jard, ritka, monogénes borbetegségben, az okulokutan
albinizmusban végzett genetikai vizsgalati eredményeimet dsszegeztem.



1.3. Az okulokutan albinizmus

Az oculokutdn albinizmus (OCA) egy ritka monogénes, klinikailag ¢és
genetikailag heterogén, betegségcsoport, melyet a bor, a haj €s a szem részleges vagy
teljesen hianyzé pigmenttartalma jellemez (Martinez-Garcia és mtsai., 2013). Az
OCA a vilagon mintegy 20 000 embert érinti; az altipusok prevalencidja azonban
valtozé a kiilonbozé populaciok kozott (Gargiulo és mtsai., 2011). Eddig hat gén
koroki szerepét igazoltak az izolalt OCA formék kialakuldsaban, és tovabbi 24 gén
koroki szerepe meriilt fel a szindromas OCA variansok kapcsan (Simeonov és mtsai.,
2013). A tudomanyos munkamat az izoldlt (nem szindromds) OCA-valtozatok
vizsgalatara Osszpontositottam, amelyben a haj, a bor és a szem pigmentacios
rendellenességei mellett nincs tovabbi érintett szerv.

Négy gén mutécioinak tulajdonitanak fontos szerepet a leggyakoribb izolalt
OCA formak etiologiajaban: Az OCA 1-es tipusanak (OCAL) kialakulasaért a
tirozinaz gén (TYR, OMIM 606933) mutaciéi felelések (King és mitsai., 2003,;
Ghodsinejad Kalahroudi és mtsai., 2014). A 2-es tipust OCA-val (OCA2) az OCA 2
gént (OCA2, OMIM 611409) hozztak osszefiiggésbe (Durham-Pierre és mitsai.,
1994). A 3-as tipust OCA-ban (OCA3) a membranhoz kapcsolodo transzporter gén
(SLC45A2; OMIM 606202) mutacioit irtak le (Rooryck és mtsai., 2008). A 4-es
tipust OCA esetében (OCA4) egy tirozinazzal rokon fehérjét kodolo gén (TYRP,
OMIM 115501) koéroki szerepe igazolodott (Inagaki és mtsai., 2004). Bar az OCA2
¢s az OCA4 a kaukazusi populacioban jelen van, az OCA1 a leggyakoribb forma, és
az OCAZ3 pedig extrém ritka (Rooryck és mtsai., 2008).

A ritka, izolalt OCA variansok kozé tartozik az OCA 5-6s (OCAS), az OCA
6-0s (OCAO6) és az OCA 7-es tipusa (OCA7). Az OCA5-ben a koroki gén még nem
tisztazott, mindeddig csak egy OCAS5-ben érintett pakisztani csalad ismert az
irodalombol (Kausar és mtsai., 2013). Az OCA6 (OMIM 606574) kialakulasaért egy
tovabbi transzporter gén (SLC24A5) mutacioi a feleldsek, OCA6-ban szenvedd
betegeket mindeddig a Feroer-szigetekrol publikaltak (Gronskov és mtsai., 2013). Az
OCA7 (OMIM 615179) a leucin-gazdag melanocita differencialoédassal kapcsolatos
fehérjét (LRMDA) kodolé gén (C100RF11) mutacidinak kovetkezményeként alakul
ki, OCA7-et eddig csak egy ferderi csaladban kozoltek (Gronskov és mtsai., 2013).

Mivel az OCA3 a dél-afrikaiakban gyakori és az OCAS, az OCA6 és az
OCA7 rendkiviil ritka valtozatok, amelyeket eddig csak néhany beteg esetében
publikaltak, dolgozatomban az OCAl, az OCA2 és az OCA4 nem szindromas
valtozatok vizsgélatara §sszpontositottam.

Az OCAl-ben 1évo TYR gén a tirozinaz enzimet kodolja, amely katalizalja a
melanin szintézis elsé ¢és masodik 1épését: a tirozin L-DOPA-hoz torténd
hidroxilezését és az L-DOPA DOPA-kinon oxidacidjat (King és mtsai., 2003). Az
OCA2 ¢s az SLC45A2 gének az OCA2-ben és az OCA4-ben transzporterfehérjéket
kodolnak, amelyek részt vesznek a tirozindz melanoszoéméakba torténd
transzportjaban.

1.4. Célkitizések

A genodermatdzisok nagy kihivast jelentenek az egészségiigyi szervezetek
szamara a betegek kis szama, valamint a ritka betegségekkel kapcsolatosan
rendelkezésre allo kevesebb ismeretanyag miatt. A genodermatozisok kozott az
egyik legOsszetettebb  betegségcsoport a  pigmentdciés  rendellenességek



genodematozisai, ezért az értekezésem ezen genodermat6ziSok genetikai hatterének
tisztdzasara 0sszpontosit.

A pigmentécids rendellenességekkel jar6 genodermatdzis csoporton beliil az
OCA vizsgalatara 6sszpontositottam tudomanyos munkamat, amelyet valtozo haj,
bor és okularis hipopigmentacio jellemez. A vizsgalt magyar OCA-betegek (n=12)
esetében a hattérben allo koroki mutacidiknak azonositasa érdekében elvégeztem a
TYR, OCA2 és SLC4A5A2 gének genetikai vizsgalatat, amelyek a kaukazusiak
esetében a leggyakoribb izolalt OCA-formak (OCAl, OCA2 ¢és OCA4)
kialakulasaért felel6sek.

A TYR, az OCA2 ¢és az SLCA45A2 gének genetikai vizsgéalata soran
tudomanyos munkam 6 célkitlizései a kovetkezok voltak:

1. az OCA klinikai és genetikai heterogenitdsanak jobb megeértése,

2. a TYR, az OCA2 ¢és az SLCA5A2 gének variansainak 0nalld és egyiittes

koroki szerepének vizsgélata az OCA kialakuldsaban,

3. a magyar OCA populéacidoban azonositott genetikai variansok relativ és

kumulativ gyakorisaganak felmérése.

Eredményeim a vizsgalt gének ritka (mutacid) és gyakori (polimorfizmus),
ujonnan azonositott és rekurrens genetikai valtozatait azonositottak, melyek
hozzajarultak a genotipus-fenotipus korrelaciok megértéséhez ebben a klinikailag és
genetikailag heterogén genodermatodzis csoportban. Eredményeim azt is kimutattak,
hogy az OCA gének egyidejii elemzése kulcsfontossagi az OCA fenotipusos
sokféleségének megismerésében ¢és az OCA gének muticios spektrumanak
felmérésében a magyar paciensek korében.

Az A&ltalam végzett genetikai, molekuladris bioldgiai vizsgalatok tovabba
hozzajarulhatnak 1 terdpids célpontok azonositisahoz és az OCA-ban szenvedd
betegek szamara a késObbiekben Uj terapids lehetdségek kifejlesztéséhez.

Ezek a vizsgédlatok Osszhangban vannak az Eurdpai Unié biomedikai
kutatdsainak jelenlegi fokuszaval, amely tdmogatja a ritka, Ugynevezett
"elhanyagolt" betegségek kivizsgaldsat, mivel a ritka monogén betegségekben
kimutatott mechanizmusok eldsegithetik a gyakori, multifaktorialis eredetl
betegségek jobb megértését is. Az OCA esetében végzett vizsgalatom tovabbi
bepillantast adhatnak mas gyakori multifaktorialis pigmentacios rendellenességekkel
jaré borbetegségek mechanizmusaba, mint példaul a vitiligo vagy a melasma.



2. BETEGEK ES MODSZEREK
2.1. Betegek

A vizsgalatban részt vevo egyének (n=12) a Somogy Megyei Kaposi Mor
Oktatdo Korhazban Kaposvaron, a Zala Megyei Korhazban Zalaegerszegen és a a
Borgyogyaszati és Allergoldgiai Klinika bdrgyogyaszati jardbeteg szakrendelésén
Szegeden keriiltek bevonasra. A vizsgalatba bevont betegek valamennyien teljes
pigmenthiannyal jaro izolalt OCA-ban szenvednek.

2.2. Modszerek

Az elvégzett genetikai vizsgalatok etikai engedélyezése az Allami
Népegészségiligyl €s Tisztiorvosi Szolgalatnal tortént. Miutdn mindegyik vizsgalt
személyrdl irasos beleegyezést kaptunk, a vizsgalt betegektdl (n=12) és a veliik
rokonsagban nem 1évd, egészséges kontroll egyénektdl (n=100) periférias vérminta
vétele tortént genetikai vizsgalat céljabol. A vérmintakbol genomi DNS izolalasa
tortént BioRobot EZ1 munkadllomdson (QIAGEN, Hilden, Németorszag). A
genomialis DNS-t feloldottuk 100 pl desztillalt vizben.

A vizsgalt TYR, OCA2 és SLC45A2 gének kodolo régioit és az azokkal
hatdros intronalis szakaszokat amplifikacidja polimeraz lancreakcioval (PCR)
specifikus primerek segitségével valosult meg. A PCR reakciok 20 pl-es
végtérfogatban keriiltek Osszeallitasra, amely 4 pul minta DNS-t, 9 pul Dream Taq
Green PCR Master keveréket (Fermentas), 4 ul desztillalt vizet és 1,5-1,5 pl minden
egyes primert tartalmazott. A primerek tervezése az UCSC genomi bongészével
(www.genome.ucsc.edu) és a Primer3 szoftverrel (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)
tortént. A PCR koriilmények a kovetkezok voltak: kezdeti denaturacios lépés utan
95°C-on 10 percen keresztiil 40 ciklust amplifik4cio tortént, amely 30 masodpercig
95°C-on (denaturacié), 30 masodpercig a primerek optimalis hokezelési
hémérsékletén (~59°C) ¢és 45 maésodpercig 72°C-on (szintézis). A szintézis
reakcioideje a reakciotermék hosszanak megfeleléen keriilt meghatarozasra. A
szintézist végiil egy 10 percig tartd terminalis megnyulasi 1épést kovetett 72°C-on
egy MyCycler PCR gépben (BioRad).

A PCR-termékek 2% agardz gélen torténd gélfuttatassal (SeaKem LE agarodz,
Lonza) keriiltek ellenérzésre, a band-ek 2,5 ul GelRed (Biotium) festéssel valtak
lathatova. A gél BioRad Molecular Imager® GelDoc™ XR gél dokumentacios
rendszerrel és a QuantityOne szoftverrel keriilt kiértékelésre.

A vizsgalt TYR, OCA2 és SLC45A2 gének kodolo régidinak és és az azokkal
hataros intronalis szakaszoknak amplifikalasa utan azok tisztitasa tortént meg, majd a
kapott termékek szekvenalasra keriiltek hagyomanyos AB-Prism 3100 (Applied
Biosystems) szekvenald géppel Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit-tel
(Applied Bio systems). A szekvenalas szolgéltatasat a Delta Bio 2000 Kft. végezte
(Szeged, Magyarorszag) tudomanyos egyiittmiikodés keretében.



3. EREDMENYEK

A vizsgalt magyar OCA-betegek (n=12) esetében a betegségokozd mutacio
azonositdsa érdekében elvégeztem a TYR, OCA2 és SLC45A2 gének genetikai
szlirését, amelyek a leggyakoribb izolalt OCA-formak (OCA1l, OCA2 és OCA4)
kialakulasaért felelések. A magyar OCA betegek molekularis genetikai vizsgalata
minden paciens esetében koroki mutdcid azonositasat eredményezte: 0t beteg két
heterozigéta patogén mutaciot hordozott, mig hét betegben csak egy heterozigéta
patogén mutaciot azonositottam. A vizsgalt betegek koziil hatban a TYR, OCA2 és
SLC45A2 gének nem patogén valtozatait is kimutattam. Ezen utdbbi varidnsok
onmagukban nem elégségesek az OCA kialakuldsdhoz, de mas pathogén
mutéaciokhoz tarsulva feltételezhetd, hogy van bioldgiai jelentségiik, ezért ezek a
variansok a késébbi elemzésben is szerepelnek, mivel ezek tovabbi bepillantéast
nyUjthatnak a betegségek kialakulasanak mddosité mechanizmusaiba, és genotipus-
fenotipus korrelaciok kialakulasahoz vezethetnek az OCA-ban.

3.1. Rekurrens patogén és rekurrens benignus variansok azonositasa a TYR
génben

A TYR gén szekvenalasa a paciensek mintegy 75%-ban (n=9) azonositott
patogén mutaciot. A leggyakrabban detektalt mutacid6 a p.Pro406Leu misszensz
mutécio volt, amely heterozigdta formaban volt jelen a betegek 66%-aban (n=8). Két
paciens hordozta a p.Pro406Leu mutaciét a p.Arg217GIn misszensz mutacioval
kombinalva, és egy paciens hordozta a p.Argd02X nonszensz mutacioval
kombinalva. A p.Pro406Leu mutaciot heterozigota formaban hordozéd 6t betegben
nem taldltunk tovabbi korokoz6é mutéciot, ezt a TYR, OCA2 és SLC45A2 gének
szirésével igazoltuk. Mindazonaltal a p.Pro406Leu patogén mutacidét hordozé mind
az ot paciens gyakori polimorfizmusokat hordozott, mint példaul a TYR gén
p.Arg402GIn polimorfizmusa, az OCA2 gén p.Arg305Trp valtozata és az SLC45A2
gén p.Leu374Phe polimorfizmusa. Ezeket a polimorfizmusokat joindulath
valtozatoknak tekintik, amelyek O6nmagukban nem képesek OCA-t okozni, de
hozzajarulhatnak az OCA kialakuldsdhoz mas patogén mutdciokhoz (Simeonov és
mtsai., 2013). Egy betegben csak a p.Arg217GIn heterozigbta patogén Mmisszensz
mutacidt azonositottam. A TYR gén p.Ser192Tyr polimorfizmusa befolyasolja a
fehérje rézkoté doménjét; Az dsszes tobbi patogén és nem patogén varidns az enzim
ismert funkcionalis doménjein kiviil helyezkedik el.

3.2. Egyetlen rekurrens benignus genetikai varidns azonositiasa az OCA2 génben

A vizsgalt OCA egyénekben nem talaltam koroki OCA2 mutaciot.
Mindazonaltal egy patogén p.Pro406Leu TYR mutacidoval rendelkezé péciens
heterozigbta formaban hordozza az OCA2 gén gyakori misszensz p.Arg305Trp
polimorfizmusat is. Ez a varians nem érint semmilyen ismert funkciondlis domént az
OCA2 fehérjén.

3.3. Két uj patogén mutacié és rekurrens benignus varidnsok azonositasa az
SLC45A2 génben

Az SLC45A2 gén szekvenalasa a paciensek mintegy 50%-ban (n=6)
azonositott patogén vagy benignus mutdciot illetve polimorfizmust: két beteg
esetében Ujonnan azonositottam eddig az irodalomban nem ismert p.Gly411Asp
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patogén Misszensz mutaciot és az 0j, szintén mineddig nem ismert p.GIn487X
nonszensz mutaciot. Mindkét paciens a mutaciokat heterozigdota formaban
kombincidban hordozta, feltételezhetéen compound heterozigotakrol van sz6. Ez a
két mutacio olyan Uj mutéacio, amelyet korabban nem kozoltek a szakirodalomban,
ezért részletes fenotipusos leirast adtam a betegekrol €s részletes elemzését végeztem
a kapott eredményeknek.

A két érintett OCA beteg esetében teljesen hianyzik a pigment a hajban,
sapadt a boriik, rozsaszin anyajegyeik vannak és a szemeik kékek, nystagmusa van
mindkét paciensnek. Az egyik paciensnél 9 évvel ezelétt Crohn-betegséget
allapitottak meg és 4 éve hipotiredzisban is szenved. A mdsik paciens esetében nincs
ismert tarsbetegség. Az érintett testvérek sziilei klinikailag nem érintettek.

A két Gjonnan azonositott p.Gly411Asp patogén misszensz és a p.GIn487X
nonszensz mutaci6 az SLC45A2 fehérjén (Uniprot: Q9UMX9) egy-egy — a
klinecedik ¢és a tizedik - transzmembrdn doméneken beliil helyezkednek el. Az
azonositott mutaciok helyét illetéen feltételezhetd, hogy az SLC45A2 fehérje
szallitasi funkciojat karositja. A diszfunkciondlis SLC45A2 savas melanoszoma
lumenet okozhat, ami a réz helytelen bevitelét eredményezi a tirozindz enzimbe, igy
a csokkent tirozinaz-aktivitast és az OCA-fenotipus kialakulasat eredményezve (Bin
és mtsai., 2015). A p.Gly411Asp misszensz mutacio a MATP fehérje egy az evolucid
soran konzervalt részét érinti tovabb hangsilyozva annak funkcionalis jelentdségét és
feltételezett patogén szerepét az érintett betegeknél megfigyelt pigmentacios
rendellenességek kialakulasaban.

Négy beteg esetében csak a nem pathogén p.Leu374Phe misszensz
polimorfizmust detektaltam. Minden észlelt patogén és nem patogén varians a kodolt
fehérje transzmembran doménjein beliil helyezkedik el.
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4. MEGBESZELES

Az elvégzett klinikai és genetikai vizsgéalatok soran az OCA1, az OCA2 ¢és az
OCAA4 klinikai és genetikai heterogenitasat tanulmanyoztam a magyar OCA betegek
korében (n=12). Vizsgalati eredményeim hozzajarulnak az OCA heterogenitasanak
megértése, a TYR, az OCA2 és az SLC45A2 gének varians spektruméanak bovitéséhez
¢s az OCA Kklinikai variansainak relativ ¢és kumulativ gyakorisdganak
Osszehasonlitdsdhoz egy reprezentativ magyar OCA populécioban.

41. A TYR gén mutaciéo a vizsgalt magyar OCA betegek kozel 75%-ban
felelosek a betegség kialakulasaért

Patogén TYR mutaciok voltak jelen a betegek 75%-dban (n=9). Ez az
eredmény jol korreldl a korabbi eredményekkel, amelyek szerint az OCAl a
leggyakoribb izolalt OCA altipus és a TYR mutaciok teszik ki az izolalt OCA esetek
tobb, mint 50%-at (Rooryck és mtsai., 2008; Simeonov és mtsai., 2013). Az eddig
azonositott mintegy 320 TYR mutaci6 koziil a misszensz mutaciok a leggyakoribbak
(Ghodsinejad Kalahroudi és mtsai., 2014). Vizsgalatomban négy misszensz és egy
nonszensz varians volt kimutathato a TYR génen. Ezen misszensz mutaciok koziil
ketté korokinak, €s kett6 pedig benignus polimorfizmusnak tekinthetd. Habar Ezzel a
p.Arg402GIn gyakori polimorfizmussal kapcsolatban igazoltak, hogy az azt hordozo
fehérje fiziologias hOmérsékleten csokkentett tirozindz aktivitdst mutat, ¢és
hémérséklet-érzékeny valtozatnak tekinthetd (Tripanthi és misai., 1992; Berson és
mtsai., 2000; Halaban és mtsai., 2000; Toyofuku és mtsai., 2001). A p.Argd02GIn
TYR polimorfizmus hozzajarulasa az OCA fenotipushoz még nem pontosan ismert.
Onmagaban ez a viltozat nem képes OCA-t okozni, azonban egy heterozigota
patogén TYR mutécidval jar6 OCA-betegeknél tapasztalt fokozott gyakorisaga azt
sugallja, hogy hozzajarulhat az OCA kialakulasahoz (Hutton és Spritz, 2008, Chiang
és mtsai., 2009). Egy magyar paciens hordozta a p.Argd02GIn polimorfizmust a
p.Pro406Leu patogén varianssal egylitt. Kordbbi publikaciok szerint (Hutton és
Spritz, 2008, Chiang és mtsai., 2009) ez a kombinacid hozzajarulhat a beteg OCA
tiineteinek kialakuldsdhoz. Fontos hangsulyozni, hogy egyes valtozatok nem
okozhatnak elszigetelten a betegség fenotipust, hanem hozzajarulnak a betegség
kialakulasdhoz mas patogén variansokkal kombinalva. Az ilyen véltozatok hatdsanak
felmérése nehézségeket mutat ¢és részletes fenotipusos leirasokkal egyiitt
hozzéajarulhat az OCA klinikai és genetikai heterogenitasanak jobb megértéséhez.

A kilenc magyar OCA-beteg koziil harom a TYR mutaciok két patogén
mutaci6 kombinacidjat hordozza. A kilenc koziil hatban csak egy heterozigota
patogén mutéacidt azonositottam. Ezek az eredmények jol illeszkednek az irani OCA
populacié nemrégiben kozolt vizsgalati eredményihez, amelyben 30 beteg koziil 19-
ben két heterozigdta koroki TYR mutaciot azonositottak (Ghodsinejad Kalahroudi és
mtsai., 2014). Ebben a vizsgalatban hat beteg csak egyetlen egy heterozigota patogén
TYR mutacio volt jelen, és o6t betegben semmilyen TYR mutaci6 nem volt
detektalhat6 (Ghodsinejad Kalahroudi és mtsai., 2014).

A magyar OCA-betegekben kimutatott Osszes patogén TYR mutaciot
korabban azonositottak kiilonboz0 etnikai szarmazasi OCA-betegekben. A
p.Pro406Leu mutaciot kimutattak irani paciensekben, a pArg217GIn mutaciét az
Amerikai Egyesiilt Allamokb6l, Kanadabol és Eszak-Europabol szarmazod
paciensekben, és a p.Argd02X mutaciot libanoni OCA betegekben (Hutton és Spritz,
2008; Simeonov és mtsai., 2013). A patogén mutaciok gyakorisaga kiilonbozik a
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kiilonb6zd populacidkban, ezért ezek a populdciok bizonyos betegségekben genetikai
érzékenységiikben valtozhatnak. Eredményeink és a korabbi vizsgalatok eredményei
alapjan az azonositott patogén TYR mutaciok nem specifikusak a magyar lakossag
szempontjabol, mivel az OCA betegek korében vilagszerte kimutattak ket (Hutton
és Spritz, 2008; Simeonov és mtsai., 2013).

4.2. Az OCAZ2 gén muticioi a vizsgalt magyar OCA betegekben nem voltak jelen

A vizsgalt magyar egyénekben nem Vvolt koroki OCA2 mutacié detektalhato,
bar egy paciens heterozigbta formaban hordozott a joindulatd p.Arg305Trp
polimorfizmust. Ez a valtozat az emberi szem szinéhez kotddik, és a bdérdaganat
kockézatanak oroklott biomarkere lehet (Rebbeck és mtsai., 2002; Jannot és mtsai.,
2005). Ez azt is sugallja, hogy a TYR és az SLC45A2 gének genetikai szlirése
megeldzheti az OCA2 gén genetikai vizsgalatat, mivel az eredményeim alapjan e gén
mutacidja valosziniileg ritkabbak, mint a TYR és az SLC45A2 gének mutacioi a
magyar OCA betegek.

4.3. Az SLC45A2 gén két Gj mutacioja, amelyek a magyar OCA betegekben
keriiltek azonositasra, szokatlan OCA4 fenotipussal tarsulnak

A vizsgalt OCA betegek koziil két olyan beteg volt, akik két 01j heterozigota
patogén varianst hordoznak az SLC45A2 génen: a p.Gly411Asp misszensz €s a
p.GIn487X nonszensz mutaciokat. Az érintett betegek OCA4 tiinetei nagy
valdszinliséggel az SLC45A2 gén azonositott mutdcidinak kdvetkezményei. Azonban
még nem ismert, hogy a vizsgalt OCA paciens tarsbetegségei (9 éve fennalld6 Crohn
betegség ¢és 4 éve fenndlld hipotiredzis) Osszefiiggenek-e az azonositott SLC45A2
mutaciokkal. A Crohn betegségre vonatkozdan egy korabbi tanulmany foglalkozott
az irodalomban, amely egy kanadai beteget ko6zolt, aki mind az OCA4-ben, mind
Crohn betegségben szenvedett (Fernandez és mitsai., 2012). A kanadai paciens
Ujgeneracids szekvenaldssal végzett teljes genom szintli genetikai vizsgalata két
patogén homozigdta mutaciét azonositott, az egyik az SLC45A2 génben és egy masik
a G6PC3 génben, amely a gliikkdz-6-foszfatdz enzim harmadik alegységét kddolja
(Fernandez és mtsai., 2012). A szerzOk arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a beteg
két kiilonboz6 betegségben szenved: az OCA4-ben ¢és a sulyos 4-es tipusu
velesziiletett neutropeniaban (SCN4). A paciens Crohn betegségét az SCN4
megnyilvanulasaként interpretaltak (Fernandez és mtsai., 2012). A vizsgalt magyar
OCA-betegek esetében az SCN4-gén mutacio sziirését nem végeztem el, mivel
klinikai tiineteik nem tamogatjak ezt a diagnozist. Feltételezzem azonban, hogy a
beteg tarsbetegségei (Crohn betegség és hipotiredzis) nem kapcsolodnak az
azonositott SLC45A2 mutéciokhoz.

Az SLC45A2 gén mutacioi akar teljes, akar részleges pigmentacidvesztést
okozhatnak, és igy szamos kiilonb6z6 OCA fenotipus kialakuldsdhoz jarulhatnak
hozza (Simeonov és mtsai., 2013). Az SLC45A2 mutaciok és a betegek klinikai
tiineteinek Osszehasonlitasaval azonban OCA4-ben mindeddig genotipus-fenotipus
Osszefliggések nem vltak ismertek (Simeonov és mitsai., 2013). Az SLC45A2 gén
mutacioi jellemzéen az tgynevezett "barna OCA" fenotipushoz kapcsolodnak, amely
az ¢érintett betegekben a pigmentartalom részleges elvesztését jelzi (Kamaraj és
mtsai., 2014). Ezzel ellentétben itt két olyan magyar OCA-betegr6l szamolunk be,
akiknek szokatlan OCA4 fenotipusuk van, mivel a vizsgalt betegek teljesen
hianyozik a pigmentacio, ami gyakoribb az OCA1-ben, melyet a TYR gén mutacioi
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okoznak. Annak érdekében, hogy kizarjak barmely mas feltételezett genetikai
modositod valtozatot, amely felelds lehet a szokatlan fenotipusért, a TYR és az OCA2
gének mutdcid sziirése is megtortént, de mutdciot ezekben a génekben nem
azonositottam, mindkét paciens hordozza azonban a p.Serl92Tyr gyakori
polimorfizmust a TYR génen, mely onmagaban nem patogén genetiaki varians,
azonban ha patogén SLC45A2 mutaciok vannak jelen, akkor fenotipus moédosito
szerepet tolthet be. Vizsgalataim nemcsak az SLC45A2 gén mutacids spektrumahoz
jarul hozza, hanem a megfigyelt szokatlan klinikai tiinetek spektruméhoz is, és
remélhetbleg hozzajarul az OCA4  genotipus-fenotipus  Osszefliggéseinek
megismeréséhez.

Az OCA-t sok éven at, mint gyogymod nélkiili monogénes ritka
betegségcsoportot tekintették. Az OCA4 esetében azonban a betegség alapjaul
szolgaldo mechanizmusra vonatkozé ismeretek felhalmozodasa megvaltoztathatja ezt
a nézdépontot. Az MNT-1 sejtlizdtumokban a kozelmultban kimutattdk, hogy az
SLC45A2 csendesitésével indukalt csokkentett tirozinaz-aktivitas exogén bevezetett
réz kezeléssel helyre allithato (Bin és mtsai., 2015).

Osszefoglalva, két 0j, heterozigota mutaciot detektaltam az SLC45A2 génben
az OCA4 altal érintett két magyar betegben. A mutaciok elhelyezkedése és a
misszensz mutacid helyének evoluciés konzervaltsaga arra utal, hogy
feltételezhetden patogén szerepet jatszanak az OCA4 kialakuldsdban a vizsgalt
betegekben. Vizsgalataim tovabb bdvitik az OCA4 genetikai hatterével kapcsolatos
iIsmereteket és a késobbiekben Uj terapias megkdzelitések kidolgozasanak alapjaul
szolgalhat az OCA4 betegek szamara.

A fent leirt patogén SLC45A2 mutaciok (p.Gly4l11Asp misszensz ¢és
p.GIn487X nonszensz mutaciok) mellett a gén p.Leu374Phe polimorfizmusat kilenc
magyar OCA-betegben detektaltam. Ez utébbi varidns feltiind népességeloszlassal
rendelkezik, és szinte kizardlag az eurdpaiaknal 1étezik (Graf és mtsai., 2005). Ez a
véltozat tovabba szerepet jatszik a haj, a bér és a szem szinének kiilonboz6
arnyalataiban (Graf és mtsai., 2005).
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5. OSSZEFOGLALAS

Tudoméanyos munkam soran célul tiitem ki, hogy felderitsem egy klinikailag
és genetikailag heterogén genodermatdzis-csoport, az OCA genetikai hatterét. Az
OCA-t csokkent pigmentacid vagy a pigmentacio teljes elvesztése jellemzi a béron, a
szOrzeten és a szemeken. Teljes klinikai és genetikai feldolgozast végeztem, és
Osszefoglaltam vizsgalataim eredményeit. A genetikai vizsgalataimat, mivel minden
a vizsgalatba bevont beteg nem szindroémas OCA-variansban szenved, TYR, OCA2 ¢és
SLC45A2 gének egyidejli elemzésével végeztem, amelyek az izolalt OCA-valtozatok
tobbségében érintettek. A vizsgalatba 12 OCA-ban érintett beteg kertiilt bevonasra. A
bevnt paciensek szama kevésnek tiinhet, de figyelembe véve, hogy az OCA ritka
betegség, 12 hasonlo klinikai fenotipust személy bevonasa oriasi munkat jelentett.

Vizsgalataim soran szeretném kiemelni, hogy két uj, SLC45A2 mutaciot
azonositottam két magyar OCA-betegben, akiknél az OCA4 szokatlan fenotipusa
(Toth és mtsai., 2017). Ezek az 0j heterozigbta mutaciok a kdvetkezok voltak: egy
misszensz (p.Gly411Asp) és egy nonszensz (p.GIn437X) mutacid. Ezek a mutaciok
mindkét betegben jelen voltak, ami arra utal, hogy compound heterozigdta allapotban
vannak. Az azonositott ) mutaciok befolyasoljadk a fehérje transzmembran
doménjeit, ami azt sugallja, hogy csokkenthetik a transzport funkcidjat, ami csokkent
melanoszoma pH-értéket és csokkent tirozindz aktivitast eredményez. Vizsgéalataim
uj eredményekkel jarultak hozza az OCA4 genetikai hatterének megismeréséhez,
tovabba egy szokatlan OCA4 fenotipust is bemutatva hozzajarulhatnak késdbbi
genotipus-fenotipus Osszefiiggések feltarshoz OCA4-ben.

Az 1) mutdcidk azonositasa mellett a tanulmany tovabbi jelentds eredményei
a kovetkezok: Bar a vizsgalt magyar OCA betegek (n= 2) klinikai jellemz6i
azonosak voltak, a molekularis genetikai adatok kilenc esetben OCAIl altipust,
harom esetben OCA4 altipust igazoltak (Fabos és mtsai., 2017). Ot betegben két
kiilonb6z6 heterozigdta patogén mutacid mutatkozott, mig hét betegnek csak egy
patogén mutécidja és nem patogén varidnsok voltak detektalhatoak (Fabos és mtsai.,
2017). Ezért az eredmények azt mutatjak, hogy a nem patogén variansok - amelyek
onmagukban nem okoznak OCA betegséget, patogén varianssal egyiitt szintén
fontosak és klinikai jelentéséggel birhatnak (Fabos és mtsai., 2017).

Tudomanyos munkam eredményei eldsegitették az OCA heterogenitasanak
megeértését, értékelték a TYR, OCA2 és SLC45A2 gének variansainak fliggetlen és
Osszesitett hozzajarulasat az OCA kialakuldsahoz, és 6sszehasonlitottdk a klinikai és
kumulativ gyakorisagokat az OCA variansoknak egy reprezentativ magyar OCA
populécidban.

Eredményeim megerdsitik, hogy az OCA gének egyidejii elemzése
kulcsfontossagti, és 1j felismeréseket Dbiztosithatnak az OCA fenotipusos
sokféleségének ¢és hozzdjarulhatnak az OCA gének mutacids spektrumanak
bovitésé¢hez a magyarorszagi OCA betegek korében.
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