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1. Bevezetés
1.1 Ioncsatorna betegségek

Az ioncsatorna betegségek egy sokszinli betegség csoport, amelyek az ioncsatorna
alegységek vagy azokhoz kapcsolddd fehérjék miikodési zavarabol erednek. Ezek a
rendellenességek genetikai eredetliek lehetnek, vagy egyéb egészségiigyi allapotok,
farmakologiai szerek vagy kodrnyezeti toxinok révén alakulnak ki.

A szivizomsejtek specializalt ingerelhetd sejtek, amelyek képesek akcids potencialt
(AP), egy elektromos jelet létrehozni és tovabbitani, amely végill a szivizom
Osszehuzodasat eredményezi. A sziv ioncsatorna betegségek olyan gének mutacioibol
szarmaznak (akar funkciovesztés, akar funkcionyerés formajaban), amelyek kiilonb6z6
ioncsatorna membranokhoz kapcsolodnak.

Mig néhany ioncsatorna betegség, mint példaul a hosszi QT-szindroma (LQTS), arovid
QT-szindréoma (SQTS), a Brugada-szindroma (BS) vagy a katekolaminerg polimorf
kamrai tachycardia (CPVT) tiinetei elsdsorban a szivre korlatozodnak, tobb olyan
ioncsatorna betegség is 1étezik, mint példaul az Andersen-Tawil szindroma (ATS) vagy



a Timothy-szindréma (TS), ahol a tiinetek tobb szervet érintenek, és az alapul szolgalo
mutacié multiszisztémas rendellenességet okozhat. Az Andersen-Tawil szindromat,
amelyet a KCNJ2 gén mutacidi okoznak, és a Timothy-szindromat, amelyet a
CACNAILC gén mutéciéi okoznak, olyan ritka allapotoknak tekintik, amelyek tobb
szervrendszert érintenek, ¢és kardidlis manifesztaciokat is magukban foglalnak,
beleértve a QT-megnyulast és a kamrai aritmiakat.

1.2. Andersen-Tawil szindréma

Az Andersen-Tawil szindroma (ATS) egy autoszomadlis dominans, multiszisztémas
rendellenesség, amelyet id6szakos paralizis, kamrai aritmiak, valamint jellegzetes arc-
és  csontdeformitasok jellemeznek. Emellett hypoplasztikus  veséket és
billentylibetegségeket is leirtak ATS-sel osszefliggésben. A rendellenességre jellemzé
a jelent6s intrafamilialis variabilitas és az inkomplett penetrancia miatt.

Az ATS kardialis manifesztacioi koziil a leggyakoribbak az elektrokardiogram (EKG)
rendellenességek. Néhany beteg EKG-ja enyhe QTc-megnyulast mutat, azonban a
legjellemzobb tulajdonsagok a QU intervallum jelentds meghosszabbodasa és a
kifejezett U hullamok jelenléte. Ezek az U hulldmok altalaban szélesek és magasak, ez
leginkabb a precordidlis V2-3 elvezetésekben lathat6. Az ATS-ben megfigyelt aritmidk
kozé tartoznak a gyakori kamrai extraszisztolék, a bidirekcionalis couplet-ek és a
polimorf kamrai tachycardiak (VT).

A KCNJ2 gén mutacioi altalaban modositjdk a kaliumcsatorna szerkezetét ¢és
miikodését, vagy megakadalyozzak, hogy a csatorna megfeleléen illeszkedjen a
sejtmembranhoz. Sok mutacié rontja a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat (PIP2)
molekula csatornahoz valo kotddését, amely kulcsfontossagu a csatorna mitkodésének
szabalyozasaban. Jelenleg 103 mutacio ismert az irodalomban, ami jelentds novekedés
az elmult néhany évhez képest. Az esetek tobbsége missense vagy nonsense mutaciokat
tartalmaz, és csak néhany kis deléciot figyeltek meg.

1.3. Timothy szindréma

A Timothy-szindroma (TS) egy multiszisztémas rendellenesség, amelyet szindaktilia
(ujjak Osszendvése) ¢€s szivritmuszavarok jellemeznek, amelyek végiil hirtelen
szivhalalhoz vezethetnek. A TS gyakran tarsul kognitiv, neurologiai és kraniofacialis
rendellenességekkel, valamint immunhidnnyal. Ez egy kiilonallo, stlyos és ritka
forméja a hosszii QT-szindromanak (LQTS), amelyet LQT8-nak neveznek, mivel a
CACNAILC génhez kapcsolodik, amely a LQTS-hez tarsul. Ez a gén kddolja a Cavl.2
L-tipusi kalciumcsatornat. A Timothy-szindroma klinikai megnyilvanulasai tobb
szervrendszert érintenek, beleértve a bort, a szivet, az immunrendszert, az agyat, a
szemeket és a fogakat. A TS-es betegek EKG-jan meghosszabbodott QT-intervallum
latszodhat, valamint bradikardia, atrioventrikularis blokk, torsades de pointes kamrai
tachycardia és kamrafibrillacio alakulhat ki.

A CACNAI1C gént érint6 mutaciok szamos klinikai megnyilvanulésa lehet. Ezek kozé
tartozik a tipikus Timothy-szindroma (1-es tipus), amelyet QTc-megnyulas, AV-blokk,
velesziiletett szivhibak, arcdismorphizmusok, epizodikus hipoglikémia és neurologiai



tiinetek, beleértve a fejlodési késéseket, esetleges autizmust, gdrcsrohamokat és
intellektualis fogyatékossag jellemeznek. Az atipusos Timothy-szindroma (2-es tipusu)
betegeinél nincs syndactylia, de a betegség szdmos egyéb multiszisztémas
megnyilvanulasat hordozzak. A CACNAL1C gén mutacidinak tovabbi klinikai
megnyilvanuldsa a "csak kardidlis" Timothy-szindroma (COTS), amelyet QTc-
megnyulds és velesziiletett szivhibak jellemeznek extracardialis megnyilvanulasok
nélkil. Az emlitett fenotipusokkal ellentétben, néhdny CACNALC gén mutéciodja izolalt
QTc-megnyulassal jar (izolalt hossztt QT-szindroma 8, LQTS), amely csak QTc-
megnyulast mutat tovabbi sziv- vagy extracardialis megnyilvanulasok nélkiil. Mivel a
CACNALC gén volt a nyolcadik gén, amelyr6l bebizonyosodott, hogy QTc-megnyulast
okoz, torténelmileg LQT8-nak nevezték, de ma mar egyértelmi kiilonbséget tesznek a
tobb szervrendszert érintd Timothy-szindroma €s az izolalt LQTS8 kdzott.

2. CELOK

PhD munkam soran a kovetkez6 célokat tiiztem ki:

1. A Timothy-szindromat okozé mutaciok felderitése magyar ioncsatorna betegek
korében;

2. A CACNAI1C génmutacioval tarsuld Timothy-szindroma, ,,csak kardialis” Timothy-
szindroma ¢és izolalt hosszii QT-szindroma 8 genotipusos és fenotipusos jellemzoinek,
valamint klinikai kimeneteleinek értékelése szisztematikus irodalomkutatés
segitségével;

3. Uj és ismert KCNJ2 génmutéciok azonositasa magyar Andersen-Tawil szindromas
betegekben;

4. Az Andersen-Tawil szindromas betegek EKG-jellemzéinek kvalitativ és kvantitativ
elemzése.

3. BETEGEK ES MODSZEREK
3.1. Betegek

A PhD dolgozatban bemutatott kiillonboz6 kutatasi projektek paciensei a Szegedi
Tudomanyegyetem Kardiologiai Kozpontjanak belsé adatbazisabol —keriiltek
kivalasztasra, amely az ioncsatorna betegséggel kiizdd paciensek klinikai adatait rogziti.
Az adatbazis (CardioAdmin) részletei kordbban mar publikalasra keriiltek. A regiszter
egy egykozpontl, megfigyeléses adatbazis, amely az ioncsatorna betegséggel
diagnosztizalt, kezelt és kovetett betegek adatait gylijti a Szegedi Tudomanyegyetem
Kardiologiai Kozpontjanak fekvo- vagy jarobeteg osztalyain.

3.1.1. ACACNAILC gén mutacioinak sziirése egy feltételezett egyes tipusi Timothy-
szindromas beteg esetében

Egy ritka, 2:1 AV-blokkal jar6 hosszi QT-szindromas esetet a Szegedi
Tudomanyegyetem Kardiologiai Koézpontjaba iranyitottak orszagos egylittmikodés
kerertében. A fin beteg egy egészséges, 31 éves nd és 31 éves férfi masodik
gyermekeként sziiletett, mindketté kaukazusi szarmazast. Rokoni hazassagra nem volt



utalas. A csaladi anamnézis negativ volt korai hirtelen szivhalal, ritmuszavarok,
szindaktilia, arcdysmorphizmus vagy autizmus tekintetében. A  terhesség
komplikaciomentes volt. A 37. gesztacios héten intermittald magzati bradikardiat (72
bpm) észleltek, de a baba a 38. héten normal sziiléssel sziiletett, Apgar értékei 9 és 10
voltak. Sziiletés utdn a babanak 2:1 atrioventricularis (AV) vezetése ¢és
meghosszabbodott QTc-intervalluma volt, amit propranolol és mexiletin kezelésével
stabilizaltak, megoldva az AV vezetési problémat is. Korai echokardiografia soran
nyitott foramen ovalét és enyhén tagult jobb kamrat mutattak ki, mas jelentds szivhibat
nem talaltak. A baba normalisan fejlédott, 7,5 honaposan segitség nélkiil tlt, 12
honaposan pedig 6nalldan jart, autizmus vagy gyakori fertézések jelei nélkiil. Kétéves
koraban egy hipoglikémias epizod miatt korhazi kezelésre szorult, de jelenleg 3 éves,
egészséges, normalisan fejlédik és segitség nélkiil jar ovodaba.

3.1.2. A CACNAI1C génmutacioval tarsulé Timothy-szindréma, ,,csak kardialis”
Timothy-szindroma és izolalt hosszii QT-szindroma 8 genotipusos és fenotipusos
jellemzéinek, valamint klinikai kimeneteleinek értékelése szisztematikus irodalmi
attekintés kapcsan

Atfog6 irodalomkutatast végeztiink a MEDLINE (PubMed-en keresztiil), Embase, Web
of Science és Scopus adatbazisokban 2004 és 2019 kozott, a CACNALC gén mutaciodival
érintett Timothy-szindromas vagy izolalt hosszii QT-szindroma 8 (LQTS) betegekrol
sz610 teljes szovegli publikacidkra fokuszalva. A mozaik betegek jelentéseinek kizarasa
utan sszesen 134 beteget azonositottunk. A legtobb publikacio egy eset adatait kozolte,
mig 16 tanulmany tobb beteg/csalad genotipusos és klinikai adatait 6sszegzi.

Mivel a genotipusok és fenotipusok kozott jelentds atfedés volt, Osszehasonlito
csoportokat hataroztunk meg mind a genotipus, mind a fenotipus alapjan. A 134 beteg
koziil 85 volt index beteg, és 49 tovabbi csaladtag. A 85 index beteg koziil 59-en
szenvedtek TS-ben, 6-an COTS-ban és 20-an izolalt LQTS8-ban. Az egész
betegpopulacioban (index betegek és hozzatartozok) 60 beteg volt TS-es, 15 beteg
COTS-os és 59 beteg izolalt LQTS§-o0s.

3.1.3. A KCNJ2 gén mutacioinak sziirése feltételezett Andersen-Tawil szindrémas
betegek esetében

A feltételezett Andersen-Tawil szindromas betegeket ioncsatorna beteg
adatbazisunkbol valasztottuk ki az irodalomban ko6zdlt javasolt klinikai kritériumok
alapjan. Hét beteg felelt meg az eldre meghatarozott kritériumoknak (betegek L5.0,
L49.0,L84.0,L111.0,L114.0,L131.0, L154.0). A diagnézis idején az életkor atlagosan
1247 év volt. A probandek kozott hat n6 és egy férfi volt. Harom betegnél jellemzdéen
periddikus paralizis volt megfigyelhetd, mig egy tovabbi betegnél izomgyengeség
jelentkezett. Ot esetben diszmorfikus jellemzdket (mikrognathia, hipertelorizmus,
alacsonyan all6 fiilek, alacsony termet) észleltiink. Syndactylia vagy klinodactylia nem
fordult eld a betegeknél. Minden esetben gyakori korai kamrai iitéseket (PVB-ket)
figyeltek meg, mig négy esetben nem tartds kamrai tachycardiat (NSVT) regisztraltak,
mindegyik bidirekcionalis formaban. Harom probandnél abortalt szivhalal tortént 24,
38 és 20 éves korban, ami implantalhato kardioverter defibrillator (ICD) beiiltetését



indokolta. A gyogyszeres kezelés kapcsan béta-blokkolot alkalmaztak hat esetben, és
flekainidet harom esetben. Az 1.84.0 betegnél a KCNJ2 gében a p.Val302del mutaciot
talatuk, ez egy 10j varians. Az L114.0 betegnél a KCNJ2 p.Glu293Lys mutaciot
azonositottuk, a mutaci6 cellularis elektrofiziologiai elemzésekor Uj patofizioldgiai
mechanizmust mutattunk be.

3.2 Médszerek

3.2.1. ACACNAI1C gén mutaciéinak sziirése egy feltételezett egyes tipusi Timothy-
szindrémas beteg esetében

A 13 LQT-t okozd gén kodold szekvencidit és exon-intron hatarait 0j generacios
szekvenalassal elemeztiik az Agilent SureSelect technologia segitségével, egyedi
tervezésii 120-mer RNS bait alkalmazasaval, amelyek a target régiora specifikusak
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, Egyesiilt Allamok). A célzott Gjraszekvenélast
egy SOLiD 5500x1 rendszerrel (Life Technologies, Grand Island, NY, Egyesiilt
Allamok) végeztiik. A célzott ujraszekvendlassal azonositott varidnsokat standard
kapillaris szekvenaldssal validaltuk, egyedi tervezésii primerek hasznalataval.

A SOLID reak-ek mappingjét a Genomic Workbench 7.0.3 (CLC Bio) verzidja végezte,
az emberi genom hg19 6sszeallitasat referenciaként hasznalva. A variansok detektalasa
és annotalasa ugyanazon szoftverrel tortént. Az aminosavvaltozasok funkcionalis
hatasat, amelyeket missense mutaciok okoztak, a SIFT és PROVEAN programokkal
prediktaltuk.

Az azonositott variansokat a 2015-ben az Amerikai Orvosi Genetikai és Genomikai
Kollégium (ACMG) és a Molekularis Patologiai Tarsasag (AMP) altal kiadott
szekvencia variansok értelmezésére vonatkozd szabvanyok alapjan értékelték, és
benignus (B), valdsziniileg benignus (LB), ismeretlen jelentdségii varians (VUS),
valosziniileg patogén (LP) és patogén (P) kategoridkba soroltuk. A varidnsokat a
CardioClassifier segitségével elemeztiik. Uj variansok esetében, amelyek nem
rendelkeztek ClinVar bejegyzéssel és amelyeket a CardioClassifier nem fedett le, a
Varsome (https://varsome.com/) vagy a Franklin online értelmezési programokat
hasznaltuk.

3.2.2. A CACNAILC génmutacioval tarsulé Timothy-szindréoma, ,,csak kardialis”
Timothy-szindroma és izolalt hosszii QT-szindroma 8 genotipusos és fenotipusos
jellemzéinek, valamint klinikai kimeneteleinek értékelése szisztematikus irodalmi
attekintés révén

Ez a szisztematikus irodalmi attekintés a szisztematikus attekintések és meta-analizisek
jelentésére vonatkozé PRISMA nyilatkozatnak megfelelen keriilt jelentésre. Az elére
meghatarozott attekintési protokollunkat a PROSPERO adatbazisban publikaltuk, a
CRD42020184737 regisztracios szammal.

Atfogo keresést végeztink a MEDLINE (PubMed-en keresztiil), Embase, Web of
Science és Scopus adatbazisokban 2004 ¢és 2019 kozott, a CACNALC gén mutaciodival
érintett Timothy-szindromas vagy izolalt hosszu QT-szindroma 8 (LQTS) betegekrdl
sz616 teljes szovegii publikaciokra fokuszalva. A bevonasra érdemes tanulmanyokat a



kovetkezd keresési lekérdezés teljes szoveges keresésével azonositottuk: "Timothy
syndrome™ OR ("LQT8 OR CACNA1C").

A szisztematikus attekintés bevonasi kritériumai a kovetkezék voltak: 1) Adatok
jelentése dokumentdlt CACNAL1C gén muticioval rendelkezd betegek és/vagy
hozzatartozok esetében angol nyelven; 2) Az eset részletes geno- és/vagy fenotipusos
jellemzdinek leirasa; 3) Adatok jelentése klinikai adatokrol.

A mozaik betegekrol szolo jelentések kizarasa utdn Osszesen 34 publikaciot
azonositottunk, amelyek 134 beteg adatait tartalmazzak.

3.2.3. A KCNJ2 gén molekularis genetikai elemzése

A KCNJ2 gén genetikai elemzését a 3.2.1 pontban részletezettek szerint végeztiik. A
nukleotid- és aminosav-véltozasokat az Ensembl adatbazis (85-0s kiadas) alapjan
jelentettiik, a KCNJ2 referenciaként a RefSeqGene LRG_328 szekvenciat hasznalva.

3.2.4. Genetikailag igazolt Andersen-Tawil szindrémas betegek EKG-jellemzéinek
elemzése

Az ATS és LQTS betegek klinikai értékelése soran standard nyugalmi 12-elvezetéses
EKG-felvételeket készitettiink. A kvalitativ rendellenességek kozott a kamrai
extraszisztolék (VES)/bigeminia, valamint a couplet-ek és az NSVT (nem tartos kamrai
tachycardia) jelenlétét értékeltiik. A kvantitativ EKG-paraméterek kozé tartozott a
korrigalt QT (QTc) és QU (QUc) intervallum, az U-hullim hossza és az U-hullam
amplitidoja, amelyeket a V2 vagy V3 elvezetésben mértiink. A szivfrekvencia
korrekcigjat a Bazett-formula alkalmazasaval végeztilk. Az adatokat kor- és nem
szerinti illesztett LQTS-es kontroll betegekkel hasonlitottuk ossze.

4. EREDMENYEK

4.1. A Timothy-szindromat okozé mutaciok azonositisa magyar ioncsatorna
betegségben szenvedo betegek kérében

Harom kiilonb6z6 heterozigota genetikai varianst azonositottunk harom génben célzott
ujraszekvenalassal, 1j generacios szekvenalas segitségével: p.Gly406Arg (c.1216G>A,
rs79891110) a CACNALC gén 8A exondaban; p.Tyr94Cys (c.281 A>G, rs781717051) a
KCNQ1 gén 1. exonaban; és p.I1e3252Thr (¢.9755T>C, rs36210417) az ANK2 gén 37.
exonaban. Mindharom varianst korabban mar jelentették. A KCNQ1 p.Tyr94Cys
varidnst a PROVEAN karosnak, a SIFT pedig toleransnak josolta, a ClinVar nem
jelentette, és a CardioClassifier VUS-ként (ismeretlen jelent6ségli varians) osztalyozta.
Az ANK2 p.11e3252Thr varianst mindkét predikcios modszer semlegesnek/toleransnak
josolta, és a ClinVar benignus/valdsziniileg benignus variansként annotalta.

Azonban a CACNA1LC gén 8A exonaban azonositott p.Gly406Arg varianst, amelyet a
tekintették, és ezért patogénnek mindsitették. Bar a CACNALC gén 8 és 8A exonja
kozotti szekvencia homologia magas, szamos ,.exon specifikus” nukleotid jelenléte
lehetdvé tette a két exon megkiilonboztetését. A CACNALC gén 8 és 8A exonjanak
minden elérhet6 publikalt szekvencidjaval vald 6sszehasonlitas bebizonyitotta, hogy a



betegiink valoban a CACNA1C gén 8A exonjat érintd p.Gly406Arg varianst hordozta.
A CACNALC p.Gly406Arg varians jelen volt az index beteg szajnyalkahartya-,
uroepithel-, és hajhagyma sejtekb6l kivont DNS-mintajaban is. A mutans nukleotid
csucs magassaga hasonld volt a kiilonb6zé mintdkban, és megegyezett a normal
nukleotid cstics magassagaval.

4.2. A CACNA1C génmutaciéval tarsulé Timothy-szindréma, ,csak kardialis”
Timothy-szindroma és izolalt hossza QT-szindroma 8 genotipusos és fenotipusos
jellemzéinek, valamint klinikai kimeneteleinek értékelése

Osszesen 33 CACNALC muticiét azonositottunk a jelentésekbdl. Huszonnyolc mutaciod
(85%) kapott patogén (P), valoszinileg patogén (LP) vagy ismeretlen jelentdségii
varians (VUS) értékelést, amelyek inkabb a P/LP iranyaba hajlottak, akar a ClinVar,
akar a Varsome szerint. Altalanossigban a ClinVar adatok szdma alacsony volt (1-4
adat). Csak Ot mutacié (p.Ala28Thr, p.Met456lle, p.Gly1783Cys, p.Argl906Gln,
p.Gly1911Arg) kapott benignus (B), valdszintileg benignus (LB) vagy VUS értékelést.

4.2.2. A Timothy-szindroma kiilonb6zé alcsoportjainak meghatarozasa érdekében
a betegcsoportok dsszehasonlitasa

4.2.2.1. A Timothy-szindréma kiilonb6z6 alcsoportjainak osszehasonlitasa,
amelyek genotipus alapjan keriiltek meghatarozasra (8A exon p.Gly406Arg
mutaciéval rendelkezé betegek vs. 8 exon p.Gly406Arg muticiéval rendelkezo
betegek; vs. 8 exon p.Gly406Arg/p.Gly402Ser mutacioval rendelkezé betegek; vs.
minden 8 exon mutacioval rendelkezé beteg)

A demografiai adatok, klinikai és EKG-megnyilvanulasok, valamint kimenetelek
Osszehasonlitasa soran csak a syndactylia volt szignifikdnsan gyakoribb az exon 8A
p.Gly406Arg mutacioval rendelkezé betegeknél az Osszes Osszehasonlitasban, és a
kopaszsag is gyakrabban fordult elé az exon 8A p.Gly406Arg mutacioval rendelkezd
betegeknél az exon 8 p.Gly406Arg/Gly402Ser mutacioval rendelkezd vagy minden
exon 8 mutacioval rendelkezd beteghez képest. Az AV blokk jelenléte is gyakoribb volt,
és az életkor az elsd sulyos sziv-érrendszeri eseménynél (MACE) alacsonyabb volt az
exon 8A p.Gly406Arg mutacioval rendelkez6 betegeknél az dsszes exon 8 mutacidval
rendelkez6 beteghez képest. Ezenkiviil az exon 8A p.Gly406Arg mutacioval rendelkezd
betegeknél szignifikansan fiatalabb korban diagnosztizaltdk a betegséget (median O vs.
32 honap; p=0,019), és tobb beteget diagnosztizaltak az életiik elsé évében (89 vs. 44%;
p=0,009). Jelentds QTc-megnyulas (>500 ms) volt jelen minden betegnél, kivéve két
exon 8 mutacioval rendelkezd beteget. A QTc-megnyulas mértéke (maximalis QTc)
hasonl6é volt a csoportokban (medidan >600 ms mindegyik csoportban). Nem volt
kiilonbség a pacemaker/ICD beiiltetés vagy a bal oldali cervikélis szimpathektomia
alkalmazasaban. A sulyos sziv-érrendszeri események (MACE) aranya magas volt (67—
83%), de nem volt kiilonbség a csoportok kozott.



4.2.2.2. A Timothy-szindréma Kiilonb6zé fenotipusai alapjan meghatarozott
alcsoportjainak oOsszehasonlitisa (Timothy-szindrémak syndactylidval vagy
syndactylia nélkiil)

Csak a kopaszsag volt gyakoribb, és a sulyos sziv-érrendszeri események (MACE)
bekovetkezésének életkora volt alacsonyabb a syndactyliaval rendelkezé Timothy-
szindromas betegeknél. A QTc-megnyualas mértéke nagyobb volt (median >600 ms
mindkét csoportban), és a MACE aranya magas volt (68—71%), de statisztikailag nem
mutatott kiilonbséget.

4.2.3. A CACNAILC génnel tarsitott betegségek Kiilonb6zé formait meghatarozo
betegcsoportok dsszehasonlitasa

4.231. A CACNALC génnel tarsitott betegségek Kkiilonb6z6 formainak
osszehasonlitasa, genotipus alapjan meghatarozva (8/8A exon CACNA1C
mutacioval rendelkezé betegek vs. nem 8/8A exon CACNALC mutaciéval
rendelkez6 betegek)

A CACNA1C gén 8/8A exonjaban mutacioval rendelkezd betegek jelentdsen
fiatalabbak voltak a diagnézis idején, €s magasabb szazalékuknal diagnosztizaltdk a
betegséget sziiletéskor vagy az élet elsé évében. A 8/8A exon mutécidval tarsult
fenotipus tilnyomorészt TS volt 49 betegnél (96%), COTS 1 betegnél (2%) és izolalt
LQTS8 2 betegnél (2%), mig a nem 8/8A exon mutacioval rendelkezd betegeknél TS volt
10 betegnél (29%), COTS 5 betegnél (15%) és izolalt LQTS8 18 betegnél (56%)
(p<0,001). Az extracardialis megnyilvanulasok jelentésen gyakoribbak voltak a 8/8A
exon mutacioval rendelkezé betegeknél (94 vs. 32%; p<0,001). Mivel a TS volt a
dominans fenotipus a 8/8A exon mutacioval rendelkezé betegeknél, a TS £6 fenotipusos
jellemzdi is szignifikansan gyakoribbak voltak ezeknél a betegeknél. A QTc-megnytlas
minden 8/8A exon mutécidval rendelkezé betegnél jelen volt (52 beteg), mig a nem
8/8A exon mutacioval rendelkezd betegeknél csak 79%-ban (p=0,0025). A QTc-
megnyulas mértéke (maximalis QTc) sokkal kifejezettebb volt a 8/8A exon mutacidval
rendelkezé betegeknél (median 606 vs. 498 ms; p<0,0001), és a >500 ms QTc-
megnyulassal rendelkezd betegek aranya is sokkal magasabb volt (92 vs. 36%;
p<0,001). AV blokkot is szignifikansan tobb esetben figyeltek meg a 8/8A exon
mutacioval rendelkezd betegeknél (74 vs. 33%; p=0,002). A pacemaker/ICD beiiltetés
vagy a bal oldali cervikalis szimpathektomia alkalmazasaban nem volt kiillonbség. Az
eredmények tekintetében jelentés kiilonbség mutatkozott, mivel a 8/8A exon
mutacidoval rendelkezd betegek sokkal nagyobb aranyban haltak meg (33 vs. 9%;
p=0,017) vagy tapasztaltak sulyos sziv-érrendszeri eseményeket (MACE) (71 vs. 34%;
p=0,001).

4.232. A CACNALIC génnel tarsitott betegségek Kkiilonbozé formainak

osszehasonlitisa fenotipus alapjan meghatirozva (Timothy-szindrémas betegek
vs. ,,csak kardialis” Timothy-szindroma vs. izolalt LQTS)

A TS-es betegek jelentdsen fiatalabbak voltak a diagnozis idején, mint a COTS vagy
izolalt LQTS betegek (median 1 honap vs. 180 honap vs. 174 honap; p<0,001). Ezen
kiviil, jelentdsen tobb TS-es beteget diagnosztizaltak sziiletéskor vagy az életiik elsé



évében. A QTc-megnyulas mértéke sokkal kifejezettebb volt a TS-es betegek esetében,
mint a COTS vagy izolalt LQTS8 betegek esetében (median 603 ms vs. 490 ms vs. 480
ms; p<0,001), és a >500 ms QTc-megnyulassal rendelkezd betegek ardnya is sokkal
magasabb volt (94% vs. 17% vs. 20%; p<0,001). Nem volt szignifikans kiilonbség a
PM/ICD/AED beiiltetés vagy a bal oldali cervikalis szimpathektomia alkalmazasa
tekintetében a csoportok kozott. Az eredmények tekintetében jelentds kiilonbség
mutatkozott, mivel sokkal tobb TS-es beteg halt meg, mint a COTS vagy izolalt LQTS
betegek (32% vs. 17% vs. 0%; p=0,006), vagy tapasztalt stlyos sziv-érrendszeri
eseményeket (MACE) (71% vs. 33% vs. 30%; p=0,004).

4.3. Ismert és ij KCNJ2 mutaciok azonositisa magyar Andersen-Tawil szindromas
betegekben

4.3.1. Mutacios adatok

A KCNJ2 génben hét mutaciot azonositottunk hét betegnél. Minden mutacié egyedi
volt, mindegyik csak egy csaladban fordult eld.

A hét mutacié koziil hat missense mutacid volt, és egy egyetlen aminosav delécid
(NM_000891.3:¢.905 907del, NP _000882.1:p.Val302del). Két muticid6 az N-
terminalis részt, mig 6t mutacio a fehérje C-terminalis részét érintette. Harom mutacio
(p.Val302del, p.Glu293Lys, p.Cys54Tyr) 4j volt, mig a tobbit korabban mar leirtak.
Minden varianst a Franklin patogénnek/valosziniileg patogénnek osztalyozott.

4.4. Az EKG-jellemzok kvalitativ és kvantitativ értékelése Andersen-Tawil
szindrémas betegekben

Az életkor (25,4+11,6 vs. 26,0+9,3 év; p=0,9249) és a nemek eloszlasa (6 n6/1 férfi vs.
6 n6/1 férfi; p=1,000) tekintetében nem volt szignifikans kiilonbség az ATS és LQTS
betegcsoportok kozott, mely az életkor és nem szerint illesztettiink.

ATS esetek 71%-aban (5/7) gyakori kamrai extraszisztolék (vagy bigeminia) volt jelen.
Tipikus bidirekcionalis extraszisztolék (ES) vagy NSVT-t figyeltek meg az ATS esetek
57%-aban (4/7). Ezeket az EKG jellemzoket egyetlen LQTS beteg esetében sem
figyeltiilk meg.

A kvantitativ EKG paramétereket tekintve a korrigalt QT-intervallum szignifikansan
rovidebb volt az ATS betegekben az LQTS betegekhez képest (451,2 vs. 518,4 ms,
p<0,04), mig a korrigalt QU-intervallum nem kiilonbozott szignifikansan (575,7 vs.
583,8 ms, p<0,84). Az ATS esetek 57%-aban (4/7) a QTc a normal tartomanyon beliil
volt (<460 ms). Az U-hullamok szignifikansan hosszabbak (U-hullam id6étartama: 143,0
vs. 78,5 ms, p<0,004) és magasabbak (U-hullam amplitaddja: 0,139 vs. 0,064 mV,
p<0,0002) volt az ATS betegekben.



5. DISZKUSSZIO

5.1. A Timothy-szindromat okozé muticiok azonositisa magyar ioncsatorna
betegségben szenvedd betegek kérében

Munkank soran beszamoltunk egy Timothy-szindroma varians esetér6l, amelyet egy
TS1-specifikus CACNALC exon 8A p.Gly406Arg mutacio okozott. A klinikai fenotipus
jellemzoi kdzé tartozott az ujsziilottkori 2:1 AV blokk és a kifejezett QT-megnytlas.
Azonban a beteg hianyaban volt sok mas TS1 jellemzonek, mint példaul a syndactylia,
€s nem voltak jelen egyéb jelentds extracardialis megnyilvanulasok sem.

A syndactylia az esetek 100%-aban el6fordul a CACNALC exon 8A p.Gly406Arg
mutéciéval rendelkezd betegeknél. Ezenkiviil a syndactylia jelen van a mutacio
szomatikus vagy germline mozaikos hordozoinak esetében is. Az egyik ilyen esetben
kozvetleniil kimutattdk a CACNALC exon 8A p.Gly406Arg mutacio jelenlétét a bal/jobb
kar bdrminta biopsziaiban, becsiilt 6,5%-0s mozaikizmussal. Mivel a Cav1.2 magas
szinten expresszalodik a fejlodo ujjak apikai ektodermalis gerinc sejtjeiben, a
syndactylia vélhetéen a TS-ben a Ca2+-indukalta sejthalal kovetkeztében alakul ki az
apikai ektodermalis gerincben.

Szamos lehetséges magyarazat van arra, hogy miért hianyzik a syndactylia és a jelentds
extracardialis megnyilvanuldsok a mi esetiinkben. Az egyik lehetséges ok a CACNALC
gén 8A és 8 exonainak valtozo kifejezddése lehet a kiilonboz6 szdvetekben. Egy masik
magyarazat a varians fenotipusra a szomatikus mozaikizmus lehetséges jelenléte a
betegiinkben, mivel a TS1 mozaikos betegeirdl sz6l6 beszamoldok részleges fenotipust
irnak le, amely hasonlé a miénkhez. Azonban mivel négy szovetforrasunk volt
(limfocitak, buccalis sejtek, uroepithel sejtek, hajhagymak), és mindegyikben
kimutattdk a mutaciot, koézvetlen bizonyiték az el6z6 magyarazatra nem all
rendelkezésre. Ennek ellenére a mozaikizmus teljesen nem zarhat6 ki, mivel nem alltak
rendelkezésre mintak a TS altal jellemz6en érintett szovetekbdl (pl. agy és ujjak).

Osszefoglalva, leirtunk egy Timothy-szindroma 1 genotipust syndactylia és jelentés
extracardialis megnyilvanulasok nélkiil. Az eset tovabb hangsulyozza a Timothy-
szindroma fenotipusos valtozatossagat. A legfontosabb, hogy ramutat arra, hogy a
syndactylia hianya nem zarja ki a Timothy-szindroma 1 genotipus jelenlétét.

5.2. A CACNAILC génmutacioval tarsulé Timothy-szindroma, ,,csak kardialis”
Timothy-szindroma és izolalt hosszii QT-szindroma 8 genotipusos és fenotipusos
jellemzoinek, valamint klinikai kimeneteleinek értékelése

A szisztematikus attekintésiink a CACNA1C génmutacioval tarsult Timothy-szindromat
(TS), ,,csak kardialis” Timothy-szindromat (COTS) és izolalt hosszii QT-szindrémat 8
(LQT8) vizsgalta, kiemelve a jelentds klinikai kiilonbségeket kozottik. Ezek a
kiilonbségek genotipus vagy fenotipus alapjan hatarozhatok meg. Az irodalomban vita
folyik a Timothy-szindroma osztalyozasardl, tobb javaslat is sziiletett az eredeti TS1 és
TS2 jelentések ota. Egy javaslat szerint minden CACNALC mutaciobol eredé TS
fenotipust TS1-nek kellene nevezni, amig egy masik TS betegség génjét nem fedezik
fel. Egy masik javaslat szerint a TS1 és TS2 csak az exon 8A (TS1) vagy exon 8 (TS2)



p-Gly406Arg mutacioval rendelkezd betegeket foglalja magaban, mig a tobbi allélt
atipusos TS-nek kellene nevezni. Megallapitottuk, hogy a syndactylian vagy
kopaszsagon kiviil nincsenek jelentds kiilonbségek a klinikai megnyilvanulasokban
vagy a kimenetelekben TS1 és TS2 ko6zott. Mindkét altipus extrém QTc-megnytlast
(median >600 ms) és magas MACE ardnyt mutat, ami a TS1 és TS2 kozotti
kiilonbségtételt potencidlisan elavulttd teszi. FEhelyett a |, klasszikus TS”
(syndactyliaval) és a ,,nem klasszikus TS” (syndactylia nélkiil) hasznéalata megfelel6bb
lehet.

A Timothy-szindroma jelent6sen kiilonbozik a COTS-t6] és az izolalt LQTS-tdl,
korabbi betegség kezdet, kifejezettebb QTc-megnyulas és magasabb halalozas jellemzi.
A fenotipusos kiilonbségek képezik az alapot ezen betegség formak kategorizalasahoz,
és attekintésilink el6szor mutatja be az EKG paraméterek és klinikai kimenetelek kdzotti
kiilonbségeket. A TS-ben a QTc-megnyulas gyakran meghaladja a 600 ms-t, mig a
COTS-ban vagy LQT8-ban altalaban kevesebb mint 500 ms, ami magyarazza a klinikai
komplikaciok magasabb aranyat TS-ben. Ezek az eredmények tamogatjak a TS, COTS
és izolalt LQTS8 klinikai kimeneteleken alapuld kategorizalasat. Kiilonbségek is
megjelennek az exon 8/8A mutacid hordozdi és a nem exon 8/8A mutacid hordozoi
ko6zott. Az exon 8/8A mutaciok a TS esetek 83%-at, de csak a COTS esetek 17%-at és
az izolalt LQTS8 esetek 10%-at teszik ki, ami fiatalabb betegség kezdethez, gyakoribb
TS fenotipusokhoz, kifejezettebb QTc-megnyulashoz ¢és sulyosabb klinikai
kimenetelekhez vezet az exon 8/8 A mutaci6 hordozok korében.

A TS genetikailag homogén, az exon 8 vagy 8A p.Gly406Arg mutacio felelds az esetek
70%-aért, és a 402-407 kodonokat érintd mutaciok az esetek 85%-aért. A legerdsebb
kapcsolat az exon 8A p.Gly406Arg mutacio és a ,,klasszikus” TS kozott van, amely az
esetek 93,5%-aban jelen van. A COTS és az izolalt LQT8 genetikai szempontbol
diverzebb, az okozdé muticiok a gén kiilonboz6 részein talalhatok. A CACNALC
mutaciok altal okozott sejtszintii elektrofiziologiai valtozadsok Onmagukban nem
magyarazzak a TS, COTS és LQTS8 fenotipusos kiilonbségeit. Mig a CACNALC
mutéciok funkcionyerés alléleket hoznak 1étre, amelyek meghosszabbitjak a sziv akcios
potencialjat és a QT-intervallumot, a csatorna mikddési zavaranak specifikus
mechanizmusai mutacionként eltérdek.

.....

sziil6i vagy egyéni mozaikizmus, ahol egy ,,de novo” mutacié gametogenezis vagy
embrionalis fejlddés soran alakul ki. Emellett a CACNALC gén komplex transzkriptum
profilja, amely szamos 0j exont és transzkriptumot tartalmaz, arra utal, hogy kiilonb6z6
izoforméak befolyasolhatjdk a fenotipusos kifejez6dést. Tanulményok azt mutatjak,
hogy a sejtek egy bizonyos aranytt mutans CACNALC csatornat toleralhatnak, de egy
kiiszobértéket meghaladva az akcios potencialok instabilla és aritmogénné valnak. Az
»repolarizacos tartaléek” fogalma, ahol mas repolarizalé aramok kompenzaljak a sériilt
csatornakat, szintén szerepet jatszhat. Ezek az eredmények hangsulyozzak a TS, COTS
és izolalt LQT8 fenotipusos kifejezédésének Osszetettségét és tovabbi kutatasok
sziikségességét a mechanizmusok teljes megértéséhez.



5.3. Ismert és ij KCNJ2 mutaciok azonositisa magyar Andersen-Tawil szindromas
betegekben

Tanulmanyunk soran, amely magyar Andersen-Tawil szindromas betegek csoportjat
vizsgalta, dsszesen hét kiilonbozé KCNJ2 mutéciot azonositottunk. Ezek a mutaciok a
kovetkezOk  voltak: p.Arg218His, p.Arg312Glu, p.del302Val, p.Glu293Lys,
p-Met3071le, p.Cys54Tyr és p.Arg82GIn. Harom mutacid 0j volt, és mindegyik csak
egy csaladban fordult eld.

A funkciondlis elemzés soran kimutatdsra keriilt, hogy a p.Glu293Lys mutacio
funkciovesztést okoz és dominans-negativ hatast fejt ki a Kir2.1 aramokra, amit patch-
clamp kisérletek igazoltak. Fontos megjegyezni, hogy a dominans-negativ hatast egy
fiziologiailag relevans membranpotencial tartomanyban (-70 és -10 mV kozott)
figyelték meg, és az Osszehasonlithatd volt egy jol ismert ATSI varianssal, a
p.Arg218GIn-nal. Tovabba, a Glu293 fontos szerepet jatszik a Kir2.1 ioncsatorna
komplexben a szubegység interakciok kozvetitésében, valosziniileg fenntartva egy
sohid halozatot a CD-I-nél. A p.Glu293Lys varidnsban a toltés megfordulasa a
szubegységek hibas Osszeépiiléshez vezet a homomerikus csatornakban, amelyek
p-Glu293Lys szubegységekbdl allnak, és kapuzasi rendellenességeket okoz a WT ¢és
p-Glu293Lys szubegységekbdl allé heteromerikus komplexekben. Ezek az adatok azt
mutatjak, hogy a p.Glu293Lys egy uj koroki KNCJ2 varians az ATS1-ben, dominans-
negativ hatast gyakorolva a WT allélra heterozigdta genetikai hattér mellett. Ezek az
eredmények igazoljak a p.Glu293Lys mutacio okozd szerepét az ATS1-ben.

A masodik 1) KCNJ2 mutacid, a p.Val302del, az ATS teljes klinikai spektrumaval
tarsult, beleértve a periodikus paralizist, a kamrai aritmidkat és a diszmorfikus
jellemzoket. A sziv tiinetek kozé tartozott az enyhe QT-megnyulas, kifejezett U-
hullamok, gyakori korai kamrai {itések és bidirekcionalis kamrai tachycardia. A mutacio
funkcionalis elemzése heterolog expresszidval kimutatta, hogy a p.Val302del Kir2.1
varians normal membrantranszporttal rendelkezik. Azonban a WT és a p.Val302del
Kir2.1 ko-expresszioja dozisfiggd gatld hatast mutatott a WT Kir2.1 aramokra. Ezek a
megfigyelések arra utalnak, hogy a WT és a p.Val302del mutans szubegységek egytitt
épiilnek be a sejtmembranba, és a mutacié befolyasolja a kalium vezet6képességet
és/vagy a WT/Val302del heteromerikus Kir2.1 csatornak kapuzasat, erésen jelezve a
p-Val302del mutacio okozo szerepét.

A harmadik 0j KCNJ2 varians, a p.Cys54Tyr funkcionalis elemzésének eredményei
még nem allnak rendelkezésre. Azonban az annoticiés programok a varianst
valdsziniileg patogénként osztalyoztak, és egy masik, ugyanezt az aminosavat érintd
varianst, a p.Cys54Phe-t patogénként jelentették a ClinVar-ban. Ezért a KCNJ2
p-Cys54Tyr varianst valdsziniileg patogénként osztalyoztuk.

5.4. Az EKG-jellemzdk kvalitativ és kvantitativ értékelése Andersen-Tawil
szindrémas betegekben

Eredményeink azt mutatjak, hogy az ATS-es betegek jellegzetes EKG-valtozasokat
mutatnak, példaul gyakori kamrai extraszisztolék, bidirekcionalis bigeminia vagy run-



ok. A korrigalt QT-intervallum (QTc) gyakran rovidebb, és akar a normal tartomanyba
is eshet. Az U-hullam ezeknél a betegeknél hangsulyosabb, hosszabb és magasabb.

Klinikailag jelentds, hogy bizonyos felszini EKG-rendellenességek és a T hullam alakja
kiilonboz6 LQT alcsoportokban eltéréek és alcsoportra jellemzéek lehetnek. Ugy tiinik,
hogy ilyen megkiilonbdztetd EKG-jellemz6k az Andersen-Tawil szindromaban (ATS)
is léteznek. Zhang és munkatarsai voltak az elsok, akik az ATS-ben megfigyelt EKG-
jellemzoket vizsgaltak. Az altaluk tanulmanyozott populacioban (96 ATS-beteg) a
QTc-megnyulas mértéke nem volt jelentds (20 ms), és a median QTc érték (440 ms) a
normal tartomanyon belill volt. Csak a betegek 17%-anak volt a QTc értéke 460 ms
felett. A betegek 91%-4anal a T-U hullam morfologiaja, kiilonésen a megnagyobbodott
U hullam, jellemz6 volt. Néhany betegnél a T hullam leszallé6 aga meghosszabbodott,
¢és az U hullam bipolaris volt.

Kukla és kollégai megprobaltak standardizalni az ATS-betegek EKG-jellemzéit az
ATS-betegek EKG-elemzése soran megfigyelt diagnosztikai jellemzdk leirasaval: (a)
tachycardias ATS-betegeknél, amikor a P hullam és az U hulldm "Gsszeolvad", P-
pulmonale morfoldgia alakul ki, és a P hullam magassaga meghaladhatja a 3 mm-t; (b)
figyelembe véve az U hullam jelenlétét és kizarva azt a szamitasokbol, a betegek QTc
id6étartama a normal tartomanyon beliil van; (c) a VES-t kovet6 els6 szivciklusban a T
és U hullamok 6sszeolvadhatnak, ami pszeudo-LQTS morfologiat eredményez; (d) a
V2-3 elvezetésekben az U hullam jelen lehet, és annak amplitudoja tachycardia esetén
tovabb novekedhet, ellentétben az egészséges kontrollokkal; (e) az adrenalin
provokacios teszt soran az U/T hullam arany valtozik <1-rél >1-re.

Az ATS-ben megfigyelt ritmuszavarok koziil a gyakori kamrai extraszisztolék, a
lehetséges bigeminia és a bidirekciondlis polimorf kamrai tachycardia (VT) a
legjellemzobbek. A VT tipikusan nem tartés ¢és viszonylag lassu, <150/perc
frekvenciaji. Bar a VT nem gyors és altalaban jol toleralhatd, az ES és VT epizédok
szama tachycardia okozta kardiomiopatidhoz vezethet. Fontos kiilonbséget tenni az
ATS-ben megfigyelt bidirekcionalis VT és a digitalisz toxicitds, valamint a
katekolaminerg polimorf kamrai tachycardia (CPVT) kozott, mivel az ATS és a CPVT
prognoézisa és kezelése eltérd. A két betegség genetikai teszteléssel kiilonithetd el, mivel
a legtobb CPVT eset és az ATS esetek koriilbeliil 60%-a genetikai modszerekkel
diagnosztizalhato.

6. OSSZEFOGLALAS ES EREDETI MEGALLAPITASOK

1. Egy CACNALC gén exon 8A p.Gly406Arg mutaciot azonositottunk, amely specifikus
az egyes tipusit Timothy-szindromadra, egy olyan betegnél, aki a Timothy-szindréma
varians fenotipusaval rendelkezik, amelyet syndactylia és jelentds extracardialis
megnyilvanulasok hianya jellemzett.

Esetiink felhivja a figyelmet a Timothy-szindroma fenotipus variansaira. Hangsulyozni
kell, hogy a syndactylia hidnya nem zarja ki az egyes tipusii Timothy-szindroma
genotipus jelenlétét.

2. A CACNA1C génmutacioval tarsult Timothy-szindroma, ,,csak kardialis” Timothy-
szindroma és izolalt hosszi QT-szindroma 8 genotipusos és fenotipusos jellemzdinek,



valamint klinikai kimeneteleinek értékelése soran azt figyeltiikk meg, hogy a CACNALC
génmutaciokhoz tarsuld klinikai fenotipusok fontos klinikai kiilonbségeket mutatnak.

A Timothy-szindroma a legsulyosabb klinikai fenotipussal és a legmagasabb
morbiditasi és mortalitasi kockazattal tarsul. Azonban az adatok nem tamasztjak ala a
TS altipusok barmilyen formaban térténd megkiilonboztetését.

3. Uj és ismert KCNJ2 génmutaciokat azonositottunk magyar Andersen-Tawil
szindromas betegeknél.

Egy magyar ioncsatorna betegekbdl 4allo6 betegcsoportban 7 KCNJ2 mutaciot
azonositottunk (p.Arg218His, p.Arg312Glu, p.del302Val, p.Glu293Lys, p.Met3071le,
p.Cys54Tyr, p.Arg82Gln). Harom mutacié 0j volt. A mutacidokat 17 betegnél
azonositottuk, akik 7 csaladhoz tartoztak.

4. Az Andersen-Tawil szindromas betegek EKG-jellemzdinek kvalitativ és kvantitativ
elemzése soran azt talaltuk, hogy az ATS-es betegek altalaban tipikus EKG-
valtozasokat mutatnak, mint példaul gyakori kamrai ES, bigeminia vagy NSVT.

A korrigdlt QT-intervallum meghosszabbodasa nem tipikus, és a QTc normal
tartomanyban lehet. Az U-hullamok hangsulyosabbak, hosszabbak és magasabbak
ezeknél a betegeknél.
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