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BEVEZETES

Genomialis betegségek

A 1990-es évek elején, mikor a Human Genom Projekt (HGP) kezdetét vette, a
kutatok még ugy vélték, hogy a human genom szekvenciajanak variansai (single nucleotide
polymorphism - SNP) allhatnak a legtobb megbetegedés hatterében. A HGP lezarasaval és a
hibridizacidés technikdk rohamos fejlédésével egyetemben ez a nézet is valtozni latszott. A
szekvenalasi technikak fejlodésével a huméan genom teljes szekvenalasa mar alig egy hét alatt
kivitelezhetd, azonban az ezekbdl az eredményekbdl nyert adatok sem adnak valaszt a
betegségek kialakuldsanak nagy részére. Napjainkban a szemlélet valtozoban van: a

genetikaval foglalkoz6 kutatok figyelme egyre inkdbb a genomika irdnyaba fokuszal.
CNV-k (Kodpiaszam eltérések)

Az elmult évtizedben végzett genomanalizisek sordn szamos olyan régié volt
felfedezhetd, melyek tobbszords kdpiaszdmban fordulnak eld a genomban. Ezek a régidk a
kilobazisos mérettél a megabazisos méretekig terjedhetnek. Ezeknek a szakaszoknak a
koépiaszamaban bekovetkezd valtozasait egységesen kopiaszam varidcioknak (copy number
variations — CNVs) nevezziikk. A CNV-k nagyszamu el6fordulasa a genomban, a populacios
genom diverzitas egy fontos mozgatorugdja, azonban ezek az eltérések allhatnak sok esetben
a genomidlis betegségek hatterében A CNV-k els6é csoportba tartoznak azok, melyek
frekvenciaja a populaciokban meghaladja az 1%-0t. A CNV-k ezen csoportjat egységesen
CNP-knek vagy kopiaszam polimorfizmusoknak (copy number polymorhisms — CNPS)
nevezik. A masik csoport a ritka CNV-k csoportja, ahol a CNV-k mérete tobb mint 100 kb,

azonban el6fordulasukat tekintve ritkanak mondhatéak a populécidoban (kevesebb, mint 1%).

Ritka CNV-k

A ritka CNV-k rekurrens és nem rekurrens CNV-kre oszthatok. A rekurrens CNV-k
kozel azonos méretiiek, €s toréspontjaik is megegyeznek. Utobbiak bizonyos LCR régiokhoz
kotottek. Ezzel ellentétben a nem rekurrens CNV-k toréspontjai ritkan esnek ugyanabba a
pozicioba, és méretiik is nagymértékben eltér. A nem rekurrens CNV-k esetében az eltérd
méreti CNV-k atfedéek, ezaltal egy kozos genomialis régidt tartalmaznak. Ebben a kozos
régidban talalhaté dozis szenzitiv gének kifejezddésének mértéke allhat a megfigyelt

fenotipus hatterében.



Array Comparative Genome Hybridization (aCGH)

A 2000-¢s évek elején indultak utnak a microarray technolégiara épiilé modszerek. A
HGP -nek koszonhetéen, minden egyes szekvencianak tudtdk a pontos elhelyezkedését a
genomban, minek koszonhetéen nem volt mar sziikség a kromoszoma preparatumra ahhoz,
hogy a hibridizaltatni kivant jelolt DNS fragmentumok bekdtédésének pontos helyét
meghatarozzak. A hagyomanyos CGH felbontasi képessége nagyjabol 5-10 Mb volt, azonban
a human genom adatokat tartalmazé adatbazisoknak koszonhetéen és a mikrotechnika
robbandsszerli  fejlodésének segitségével 1étrehozhatd volt egy sokkal nagyobb
felbontoképességii genom hibridizacios technika, az array CGH.

A teljes genomot reprezentald probakat szintetizalas soran hozzak 1étre, melyeket egy
targylemez méretli livegfeliiletre kotnek ki. A lemez feliiletére kikotott probak pozicidja és
szekvenciaja ismert. A probakbdl 2, 4 vagy akar 8 kopia is kikothetd, aminek kdszonhetden
tobb minta elemezhetd, azonban az egy lemezen vizsgalt mintdk szamanak novelésével
egyidejileg az egy mintara es0 probak szdma csokken. A moddszer soran, akarcsak a
hagyomanyos CGH esetében, a vizsgalni kivant mintank mellé sziikséges egy nemben
megegyez06 referencia DNS is. Izolalas soran periférias vérbol nyert genomi DNS-t restrikcios
enzimek segitségével fragmentaljak. A minta és referencia DNS fragmenteket kiilonb6z6
fluoreszcens festékkel jelolték. A minta DNS jelolésére hasznalt fluoreszcens festék Cyanine
(Cy5), mig a referencia DNS-ek jelolésére a Cyanine (Cy3) szolgal. Bizonyos gyartok
esetében a forditott jel6lés is elterjedt. A minta és referencia DNS-eket egyidejlileg viszik fel
a lemez feliiletére és hibridizaltatjdk a lemezen kikotott probakhoz. A lemezt egy lézer
scanner segitségével olvassdk be. A scanner altal generalt lézer megvilagitja a lemez
feliiletére kikotott probakhoz hibridizalt fluoreszcens festékkel jelolt fragmenteket. A scanner
detektora a l1ézer hatdsara felvillano festékek intenzitasat detektalja. A scanner ezt a miiveletet
a lemez teljes feliiletén elvégzi, és minden probapozicioban detektalja a fluoreszcens jeleket.
Abban az esetben, ha a két festék intenzitasa megegyezik, az adott probidhoz hibridizalt
genomi fragmentek dozisa megegyezik. Amint ez az irany eltolodik valamelyik festék
jelintenzitasanak irdnyaba, wgy deléciorol vagy duplikaciordl beszélhetliink. Fontos
megemliteni, hogy a technika nem alkalmas minden genomi eltérés detektalasara.
Technikdjabol adédoan az array CGH mddszer a genomban el6fordulo kopiaszam eltéréseket,

doziseltéréseket képes detektalni.



CELKITUZESEK

Vizsgalataim elvégzéséhez 140 mintat gyijtottiink 6ssze a PTE Orvosi Genetikai
Intézet Genetikai tandcsadasan tobbszords fejlodési rendellenség miatt vizsgalt betegektol,
amely mintadkat array CGH modszerrel vizsgaltunk. Vizsgalataimhoz azokat a betegeket
valasztottam ki, akiknél pszichomotoros elmaradds ¢és izomhipotonia mellett agyi
malformacio és/vagy szivfejlodési rendellenesség, valamint ndvekedési elmaradas is
¢szlelhetd. A beszéd késése, hidnya, az epilepszia, valamint a sztereotip kézmozgas szintén
fontos szempontot képviselt. A kivalasztott betegeknél a tlinetek alapjan kezdeményezett rutin

diagnosztikai eljarasok soran a fenotipus hatterében allo koroki eltérés nem volt kimutathato.

A vizsgalataim céljai a kovetkezok voltak:

» az olyan koéros fenotipust mutatdé komplex fejlddési rendellenességben szenvedd
betegek varhato genomi eltéréseinek detektalasa, akiknél a hagyomanyos
kromoszdmavizsgalat normal kariotipust mutatott;

= a kimutatott eltérések altal érintett gének, genomi régiok funkcidjanak elemzése a
szakirodalom és a publikus adatbdzisok adatainak segitségével;

= az ¢érintett génekre vonatkozo irodalmi adatok elemzése a megvaltozott géndozis
hatasanak értékelése szempontjabol;
szakirodalomban k6z4lt, hasonlo fenotipussal és eltéréssel rendelkez6 esetekkel;

= a fenti 6sszehasonlitds alapjan tovabbi adatok gyiijtése annak megallapitasara, hogy a
hasonld esetekben mely sziikebb régio, illetve melyik érintett gén lehet felelds a
fenotipusos eltérésekért;

= a talalt eltérések (CNV-k) tipusdnak meghatarozasa, és azok Osszehasonlitdsa a
szakirodalomban kozo6lt esetekkel, illetve az eltérések tipusaira jellemzé vondsok
0sszehasonlitasa;

= aritka CNV-k tipusainak 6sszehasonlitasa szakirodalmi adatokkal a klinikai tiineteken
keresztiil;

= A feltart genomi eltérések és a megfigyelt fenotipus alapjan az array CGH vizsgalat
indikéciojanak pontosabb meghatarozdsa a tobbszords fejlddési rendellenesség altal

érintett betegek csoportjan beliil.



ANYAGOK ES MODSZEREK

VIZSGALT BETEGEK

Elso eset

Az elsd beteg egy kislany, aki a 39. héten csaszarmetszéssel sziiletett egészséges
szliloktdl. A csaladi anamnézis negativ, a sziilok kozt rokoni kapcsolt nem all fenn. Sziiletési
stlya 2160g, Apgar értéke 8/9. Szivzorej miatt Kardiologiai vizsgalatokat végeztek, ahol
subaortikus ventrikularis szeptum defektust észleltek, emellett perzisztalo foramen ovale és
perzisztaldo ductus areriosus volt megfigyelhetd. Hasi ultrahang vizsgalat sordn normalis
szerkezetli, de kisebb méretli veséket talaltak. Koponya ultrahang a corpus callosum
diszgenezisét mutatta. Két honapos kordban kérhazba kertilt étkezési zavarok és hipoglikémia
(vércukor szintje 1,2 mmol/L) miatt. A betegen megfigyelhet6 volt a stlyos disztrofia, az
izom hipotonia, dizmorfids arcvonasok, mint az arc aszimmetridja (hemihipertrofia az arc
baloldalan), rovid jobboldali szemrés, hossza szempillak, aszimmetrikus fiilek ahol a jobb fiil
diszplasztikus, kisebb és alacsonyabban volt talalhatd, mint a bal fiil, révid philtrum és magas
szdjpadlas. A korhazi tartézkodas alatt tudatzavart és atonids periddusokat figyeltek meg, ami
miatt konvulziora gyanakodtak, de ezt az elvégzett EEG nem tamasztotta ala. Harom honapos
koraban a velesziiletett sziv defektusok (nyitott kamrai szeptum, foramen ovale és ductus
arteriosus) miatt miitétre szorult, a posztopertaiv idészak eseményteleniil telt, a pulmoinalis
nyomds normalizdlodott. Egy elére haladott atrioventricularis (AV) elzdrodds miatt
ideiglenesen pacemarkerre volt sziiksége. Miutan kiengedték a korhazbol, rendszeresen
vizsgaltdk a kardioldgiai klinika jardbeteg rendelésén. Négy honappal a mitét utdn ismét
koérhazba kertilt pulmonélis hipertenzié miatt. Mellkasi rontgen vizsgalat soran észlelték, hogy
a bal tiidében az artériak elagazasanak szama alacsonyabb. Felmeriilt, hogy ez velesziiletett
rendellenesség, azonban a perzisztens nem recanalizalhatd tromboézis lehetdsége sem volt
kizarhatd. Ezt kovetéen kardiomegaliat (jobb szivtél megnagyobbodas) és megnovekedett
tagult pulmondlis torzset észleltek, ami a megnovekedett pulmonadlis artérias nyomas
kovetkeztében alakult ki. Axidlis és rekonstrualt CT felvételeken baloldali (balra helyezett)
vena cava superior és egy atipusosan (baloldalon) elhelyezkedd, nem azonosithat6 véna volt
megfigyelhetd. Az emelkedett nagyvérkori nyomdas miatt a vena cava inferior €s a méj vénak
kitagultak. Majd a jobb mellkasfélben hydrothorax alakult ki, és tiidé parenchyma karosodott.
A sulyos visszatérd gyulladasok immunhidnyos allapotra utaltak, amit a fehér vérsejtek flow

citometriai vizsgalata alatamasztott, mivel szignifikansan csokkent limfocitakat detektaltak.
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Bar a neonatalis idészakban csokkent kalcium szintet és magas parathormon szintet talaltak, a
klinikai kép alapjan felmeriilt a DiGeogre szindroma lehetésége, azonban az elvégzett
vizsgalattal a mikrodeléciot kizartak. A gyermek betegsége folyamatos progressziot muatatott,
generalizalt 6déma jelentkezett, jobb szivfél elégtelenség 1épett fel, és visszatérd fertdzések
miatt a betegnek folyamatos gépi 1élegeztetésre volt sziiksége. A kezelés ellenére a gyermek 9
honapos koraban meghalt. Anyagcsere betegségek gyantja miatt vizelet szerves sav, szérum
aminosav és ammonia vizsgalatot, valamint szérum transferrin izoelektromos fokuszalast
végeztek a congenitalis glikozilacids zavarok kizéarasa céljabol, ezek a vizsgalatok azonban
mind negativ eredményt adtak. Kariotipizalas soran kromoszoémalis eltérést nem talaltak, és a

DiGeorge régio (22911.2) FISH analizise sem mutatott deléciot.
Masodik eset

A masodik beteg egy 5 éves kislany, aki csaszarmetszéssel sziiletett a 39. héten
egészséges, magyar szarmazasu szillok masodik gyerekeként. A sziilok kozt rokoni kapcsolat
nem 4all fenn. A csaladi anamnézisben komolyabb betegség nem fordult eld. Sziiletési sulya
2750 g (25-50 pc), hossza 49 cm (5-10 pc) a fej korfogata 36 cm (+ISD). Az 5 és 10 perces
Apgar érteke 9/10. A perinatélis iddszakban enyhe sargasagot, csipdiziileti lazasagot, axialis
hipotdniat és etetési nehezitettséget figyeltek meg. Egy hetes koraban sulyos axialis hipotoniat
¢s spasztikus als6 végtagok miatt neurohabilitaciot inditottak, azonban csak minimalis javulas
volt észlelhet6. Harom honap mulva a szomatikus és pszichomotorikus fejlédése lelassult, ami
azodta is nagyon lasst. Hat honapos koraban obstruktiv bronhitisz miatt hospitalizaltak, az elsé
¢életévben szamos fels6 1éguti infekcid zajlott, kronikus hasmenés 1épett fel, ezért CFTR gén
vizsgalata megtortént, azonban eltérést nem észeletek. 14 honapos kordban agyi MR vizsgalat
tortént, ventrikulomegaliat, csokkent periventrikuldris fehérallomanyt és a corpus callosum
hipoplaziat detektaltak. A beteg 8 honapos koraban kertiilt Intézetiink genetikai tanacsaddjaba
a sulyos hiptonia és minor anomaliai miatt. EKkor a beteg sulya 9,5 kg (5-10 pc), magassag 68
cm (< 3 pe), és a fejkorfogat 48,5 cm (+ 1 SD) volt. Dizmorfias statuszaban a széles homlok,
frontalis kiboltosulds, lefelé iveld szemrés, tavol &ll6 szemek, alacsonyan iild fiilek,
antevertalt orr, rovid philtrum, kicsi sz4j, magasan ivel szdjpadlas és rovid kicsi labak és
kezek, elvékonyodo6 ujjak, és iziileti lazasag volt megfigyelhetd. Neurologiai statuszaban
valtoztalanul sulyos izom hipotonia €s a beszédfejlodés jelentds elmaradasa volt detektalhato,
motoros fejlddése mindvégig jelentds késést mutatott, 2,5 éves koraban még nem {ilt, nem
maszott és nem allt, jarni 5 éves kordban tanult meg. Ekkor mar megértette a beszédet és

gesztusokat, ¢és kézjelekkel kommunikalt. Beszédfejlédése még nem indult meg.



Viselkedésében sztereotip mozgasok (tapsolds, csapkodas), hiperaktivitas, hetero-és
autoagresszi6 volt. Széles korti metabolikus (karnitin vizsgalat, aminosav, vizelet szerves sav,
izoelektromos fokuszalas CDG-re) ¢és genetikai vizsgalatok (kariotipizalas, CFTR,
szekvenalas, mitochondrialis mutacié vizsgalat) negativak voltak, mint ahogy az EEG

vizsgalat is.

VIZSGALATI MODSZEREK

DNS izolalas

A kivalasztott betegek ¢és csaladtagjaik részletes fizikalis vizsgalata, valamint a
mintavétel genetikai tandcsadéas keretében, tdjékoztatids és a vizsgalatba valo beleegyezésiik
utan tortént. A laboratoriumi vizsgalatok céljara 8-12 ml EDTA-val alvadasgatolt vénas vért
vettek, amelyek feldolgozds utan biobanki tarolasra keriiltek. A DNS izolalast Omega
E.Z.N.A. Blood Maxiprep Kittel a gyarto altal készitett leirat alapjan végeztiik, mely alkalmas
nagy mennyiségli (akar 20ml) vérbdl valo DNS izolalasara. A DNS koto filteres oszlopok
muszerrel ellendriztiik. Amennyiben a DNS tisztasaga nem érte el az altalunk kivant értéket, a
DNS-t tovabb tisztitottuk. Erre Macherey-Nagel NucleoSpin gDNA Clean-up Purification
Kit-et alkalmaztuk.

G-savos kromoszomafestés

Heparinattal alvadasgétolt periférids vért hasznaltunk. Két tenyésztdcsében 4-4 ml taptalajt
olvasztottunk fel, és 5-5 csepp vért cseppentettiink bele steril koriillmények kozott. A csoveket
37 °C-os termosztatba helyeztiik, 72 6raig inkubaltuk. Két o6raval a feldolgozas kezdete eldtt 2
csepp Colcemidet adtunk a sejtkultirdhoz, ezzel metafazisban blokkoltuk a sejtosztodast,
majd Ujabb két orara a 37 °C-os termosztatba helyeztiik. El6készitettiik a hypotonizalashoz
(37 °C) és a fixalashoz (4 °C) az oldatokat. A blokkolasi id6 lejartaval, a mintat
lecentrifugaltuk (10 perc 2000 rpm, szobahdn) ¢és a feliiliszot eltavolitottuk. Az tiledékhez
hypotonizal6 oldatot adtunk, majd 30 percig 37 °C-on inkubaltuk. F¢l ora elteltével a mintat
lecentrifugaltuk, a feliiliszé nagy részét vizsugar szivattylval eltavolitottuk, az iiledékre
enyhe razogatas mellett fixalot pipettaztunk, majd ismételten 2000 rpm-en lecentrifugaltuk. A
folyamatot addig ismételtiik (kb. 3x), amig tiszta szuszpenzidt nem kaptunk. Ezutan a mintat -

20 °C-ra tettiik 20 percre. Ujabb centrifugalas utén a feliiluszo egy részét ismét leszivtuk. Az
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iledéket felszuszpendaltuk, majd a szuszpenziobol 1 cseppet 4 tisztitott targylemezre
helyeztiink.

(festokiivettaba 80 ml Giemsa festéket toltottiink, a kicseppentett lemezeket beleallitottuk 15
percre, majd desztillalt vizzel leoblitettiik), szaradas utdn mikroszkop alatt értékeltiik: 15
metafazisban 1évé kromoszomat megszamoltunk, majd csoportokba soroltuk 6ket. A Giemsa
festés ¢és értékelés utan G-sdvozdst végeztink: a preparatumbol uwjabb targylemezre
cseppentettiink, majd 24 oran keresztiil allni hagytuk. Ezutan 2,5 6rara 65°-0s 2 x SSC oldatot
tartalmazo festokiivettaba allitottuk. A savozott készitményt Leishmann’s festékkel kezeltiik.

A mikroszkopos elemzés soran minden mintabdl 5 kariotipust készitettiink.
Metafazis FISH

A vizsgélatra human periférias vért hasznaltunk. A 2x4 ml phytohemagglutinint
tartalmazd taptalajhoz (Chromosome Medium 1A) egyenként 5 csepp vért adtunk, majd
Osszerdzas utan a 37 °C-os termosztatban 72 6ran keresztiil inkubaltuk. A kulturdhoz a
vizsgalatot megelézéen 2 6raval colcemidet (0,1 pg/ml) adtunk. A sejtek hipotonizalasat
37°C-on 30 percig 0,075 M KCl-os oldattal végeztiik, majd fixaloval t6bbszori atmosassal
fixaltuk (3:1 ardnyu metanol és jégecet elegy). A preparatumot -20°C-ra helyeztiikk min. 30
percig, majd targylemezre cseppentettiik ki a sejteket. A preparatumokat a vizsgalat
elvégzéséig -20°C-on taroltuk. A vizsgélati folyamat elsd lépéseként a -20°C-on tarolt
preparatumokat szobahdmérsékleten felmelegitettiik.
majd azt kovetden fixaltuk. A munkafazisokat festOkiivettdban végeztik. Az elOkezelt
lemezek hibridizacidra alkalmas teriileteit faziskontraszt mikroszkoppal vizsgéltuk, majd a
kivalasztott teriiletet a targylemez karcolaséaval jeldltiik.

Denaturalas és hibridizacid: az altalunk hasznalt codenaturaciés modszer szerint a
fluorochrome vagy haptén jelolésti probadhoz hibridizacios puffert adtunk, majd sziikség
szerint desztillalt vizzel 10 ul végtérfogatra egészitettiikk ki az elegyet. Az oldatot az eldre
kivalasztott, hibridizaciora alkalmasnak itélt teriiletre cseppentettiik. A fedélemezzel lefedtiik
a teriiletet, majd hot plate-en 80 °C-on 3 percig denaturaltuk a probat és a kromoszomalis
DNS-t. Utana a feddlemezt leragasztottuk, majd leforditva egy fekvo kiivettaban 37 °C-on
parakamraban egy ¢jszakan 4t hibridizaltuk.

egylitt futheté vizfiirdoben 37 °C-ra elomelegitettiik. A munkaoldatok pH értékét 7,0-ra



allitottuk be. A fluorochrome jel6lésii probaknal a lemezeket desztillalt vizzel oblitettiik, majd
szobahOmérsékleten szaritottuk. A hibridizalt teriiletet DAPI magfestékkel lefedtik. A
denaturalési fazistol a preparatumokat fénytdl védve helyeztiik. A haptén jeldlésii probak
alkalmazasakor a mintékat az els6 4T mosasi 1épést kovetden 100 pl el6hivo oldattal (a proba
jelolésének megfeleld antitestblokkolo reagenssel higitottuk) buborékmentesen lefedtiik, majd
30 percre 37 °C-os parakamraba helyeztiik. Az inkubdcié utdn a 4T mosasi 1épésektol
folytattuk a protokollt, szem el6tt tartva a preparatum fénytél valdo védelmét. A lemezek
desztillalt vizes Oblitése utdn a lemezeket szobahOmérsékleten megszaritottuk, majd a
hibridizalt teriiletet DAPI magfestékkel lefedtiik. A lemezeket a fluoreszcens festékeknek

megfeleld filtereket alkalmazva, fluoreszcens mikroszkop segitségével értékeltiik.

Array CGH

A vizsgalathoz Agilent Human Genome G3 SurePrint 8x60K-s array-t hasznaltunk.

e ey

tisztasagat NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, NanoDrop Products, 3411 Silverside
Road, Bancroft Building, Wilmington, DE 19810 USA) segitségével ellenériztiik. Az izolalas
soran hasznalt eluciés puffert hasznaltuk negativ kontrollként a méréshez. Mintanként 1,5 pl
DNS-t pipettaztunk a NanoDrop 2000 detektor feliiletére, majd a fedél zarasaval elinditottuk a
mérést. A program a negativ kontroll és a mintadk kozti abszorbancia kiilonbséget detektalja,
melynek koszonhetden megkaptuk a DNS koncentraciot illetve a mintak tisztasagat.

1épéseként megadott volumenben (10,1 pl) a mintak DNS koncentracidja elérje az 1 pg
koncentracios értéket. A DNS tisztasaganak értékeit a 260/280 és 260/230 ardnyszamok
jelzik. A 260/280 ardnyszdm a DNS és RNS abszorbancidjanak egymashoz viszonyitott
aranya. Normal koriilmények kozott a kétszali DNS 260 nm hosszasagi UV fényt nyel el.
Ezzel ellentétben az egyszali RNS, 280 nm hosszusdgi UV fényt abszorbeal. A két érték
egymashoz viszonyitott aranya a minta DNS-ben taldlhaté RNS ,,szennyezettséget” adja meg.
A minta RNS-el valo6 ,,szennyezettsége” 1,8 feletti érték esetén mar elfogadhatd. A masik
aranyszam a 260/230 pedig a minta DNS tartalmanak szerves oldoszerrel val6 ,,szennyezését”
jelzi. Ez tobbségében magasabb értékét mutat, mint a 260/280 aranyszam. Itt 1,9 — 2,0 felett
elfogadhato a szerves oldoszerrel valo ,,szennyezettség”. Miutan mintainkat a protokollnak

megfelelden az array CGH vizsgalatra elkészitettiik, a mintak térfogatat (10,1 ul) és



crcr

mind a referncia DNS-b6l mind a vizsgalni kivant DNS mintabél 1 pg mennyiséget
fragmentaltunk. A kiindulasi minta és refencia DNS-¢k térfogatat 10,1 pul-ben
maximalizaltuk. A mintdk és az emésztd master mix egyiittes végtérfogata 13ul. A
reakcioelegyet PCR késziilékben a kdvetkezd programon inkubaltuk:37 fok — 2 ora, 65 fok —
10 perc, 4 fok (vagy jégre). A restrikciés ezimeknek koszonhetéen a genomi DNS
fragmentalodott. A fragmentek méretének meghatarozasdhoz Agilent BioAnalyzer 2100
muszert alkalmaztunk. A mintakbol és referenciakbol az emésztést kovetdéen 1 pl-t
megfuttattunk. Az elhasznalt volument desztillalt vizzel potoltuk.

referencidhoz 2,5 pl random primert adtunk, majd vortexeltiik. A mintdkat PCR késziilékben
a kovetkez6 programon inkubaltuk: 95 fok — 5 perc, 4 fok — 3 perc. A mintakat 1 perig 6000g-
n centrifugaltuk, majd a hozzdadtuk a jel6l6 master mixet (9,5 pl). Jelolésnél fontos, hogy a
mintdinkat ¢és referencidinkat kiilonb6z0 fluoreszcens festékkel jeloljik (mintdk:
Cy5/Cyanin5, referencidk: Cy3/Cyanin3). Az elegyet pipettaval dsszekevertiik, majd minden
csObe 9,5 pl jelolé mixet pipettaztunk, tigyelve hogy a mintékat tartalmazé csévekbe Cy5-6t
tartalmazé mix keriiljon, mig a referencidkba Cy3-at tartalmazo mixet pipettazzunk. A
csoveket PCR késziilékben a kovetkezé programon inkubaltuk: 37 fok — 2 6ra, 65 fok — 10
perc, 4 fok

tisztitashoz Amicon AU-30-as filteres csdveket alkalmaztunk. A filteres csovekbe 430 ul TE
puffert pipettaztunk, majd ehhez adtuk a mintdinkat tigyelve a komponensek keveredésére. A
csoveket 10 percig 14000 g-n centrifugéltuk. A centrifugalas utan az atfolyot kiontottiik, majd
a filterbe 480 pul TE puffert pipettaztunk. A centrifugalasi 1épést megismételtiik, és az atfolyot
ismételten kiontottiik a gyljtocsobdl. Ilyenkor a jelolt DNS-iink a filterhez kotédott, és a
mosasi folyamat alatt megszabadultunk a nem jel5l6dott DNS-ek nagy részét6l. Utolso
Iépésként a filtert megforditva helyezziikk egy 1 gylijtdcsébe és 1 percig 1000 g-n
centrifugaltuk. A filterektél megszabadulva a jelolt DNS volumeniink 20-32 pl kozott volt
mérhetd. A megfeleld térfogat eléréséhez (9,5 ul), a mintdinkat Thermo blokk segitségével
bekoncentraltuk. Ha a mintdk végtérfogata a 9,5 pl-t nem érte el, akkor TE pufferel
egészitettiik ki. A festék beépiilését NanoDrop késziilek segitségével mértiilk meg. A méréshez

1,5 pl mintat hasznaltunk. A mérés soran a koncentracio-, illetve a festékek abszorbancia
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értékekbdl kiszamoltuk a festék beépiilését. A beépiilés optimalis, ha értéke mintdk esetében

20-35, referenciak esetében 25-40. A megfelelé minta-kontroll parokat egybemértiik (16 pl).

crcr

pipettaztunk (,,drag and dispense”). A mintdk felpipettdzdsa utan az array lemezt aktiv
felszinével a gasket slide-ra helyeztiik. A hibridizacios kamrat lezartuk, majd 65 fokon 20
rpm-en 24 oran keresztiil inkubaltuk.

slide -okat egyben kiemeltiik a kamrabol, majd az erre a célra hasznalt 1-es mosé pufferrel
toltott mosokadban a két lemezt elvalasztottuk egymastdl, ligyelve hogy a lemezek a folyadék
felszin alatt maradjanak. A lemezt mosdallvanyba tettiik, majd folyamatos magneses keverés
mellett az 1-es moso pufferbe helyeztiik 5 percre. A 2-es mosé puffert ,,overnight” 37 fokra
elémelegitettiik és magneses keverdvel kevertettiik. Az 1-es moséd pufferben toltott 5 perc
utdn a lemezt athelyeztiik a 2-es moséd pufferbe 1 percre, majd a lemezt sotétkamraban
szaritottuk.

az array szkenner foglalatdval. A szkenner elinditdsa utdn az array lemezt behelyeztiik a
szkennerbe. Az Agilent ScanControl elinditasa utan a lemezeket beszkenneltiik. A szkennelés
termékekeént 1étrejovo kép (.TIFF) fajlt az Agilent Feature Extraction program segitségével
hoztuk feldolgozhatd formaba. A program a képfajlra rahelyezi az ugynevezett grid fajlt, mely
meghatarozza a lemez kiilonb6z6 pontjain el6forduld probakat. Az output fajlokat az Agilent
Cytogenomics program segitségével jelenitettiik meg.

segitségével tortént. A program a Feature Extraction program altal generalt fajlokat analizalja
¢s teszi vizudlisan is értékelhetdvé. A program segitségével megallapithatd az érintett gének
neve és a genomialis eltérések pontos helye és toréspontjai is. Mindemellett a program
szamos adatbazissal is kapcsolatot 1étesit, igy a kiértékelonek lehetdsége nyilik az adott

eltérés patogenitasanak megallapitasara.
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EREDMENYEK

Az éltalunk aCGH-el vizsgalt 140 komplex fejlddési rendellenességben szenvedd beteg koziil
a disszertdiciomban bemutatott két esetnél talaltunk olyan eltérést, amelyek azonos —
mégpedig a 4-es — kromoszémat érintenek. Az egyik egy recurrens, a masik egy non-
recurrens kopiaszam-eltérés, amelyek méretiik, illetve géntartalmunk révén a koros fenotipus

kialakitasaért felelosek.
Elso eset

A latott klinikai kép alapjan a beteg kislanynal genomi rendellenesség volt feltételezhetd,
ezért elsdként kromoszoma vizsgalatra keriilt sor, amely normal kariotipust mutatott. Mivel a
hagyomanyos savozas nem észlelt eltérést, kovetkezd 1épésként végeztiik el az array CGH
vizsgalatot. Array CGH vizsgalat soran egy 14,56 Mb kiterjedésii deléciot detektaltunk a 4-es
kromoszéma hosszu karjanak 4q28.3-31.23-as szakaszan. A deletalt szakasz toréspontjainak
ismeretében (GRCh37, ch4:136.127.048 — 150.690.325) azonositottuk a Kkiesett szakaszban
elhelyezkedé géneket. A deletdlt szakasz 47 gént tartalmaz: PCDH18, LOC641365,
SLC7A11, CCRNA4L, ELF2, C4orf49, NDUFC1, NAA15, RAB33B, SETD7, MGST2, MAML3,
SCOC, LOC100129858, CLGN, ELMOD2, TBC1D9, RNF150, ZNF330, IL15, INPP4B,
USP38, GAB1, SMARCAS, LOC441046, FREM3, GYPE, GYPB, GYPA, LOC646576, HHIP,
ANAPC10, ABCE1, OTUD4, SMAD1, MMAA, C4orf51, ZNF827, LSM6, SLC10A7, POU4F2,
TTC29, EDNRA, TMEM184C, PREMT10, ARHGAP10, NR3C2. Ebbdl a 47 génbdl 8 gén
esetében véltiink felfedezni kapcsolatot a beteg fenotipusaval. Ez a 8§ gén a PCDH18, SETD?7,
ELMOD2, IL15, GAB1, HHIP, SMAD1, NR3C2. A beteg sziileineck aCGH vizsgalatat is
elvégeztiik annak megallapitasa érdekében, hogy 6roklott vagy de novo kopiaszam eltérésrél
van-e sz6. A sziilék egyike sem hordozta a gyermekben talalt deléciot. Az aCGH

eredményeket a csalddtagokban metafazis FISH segitségével konfirmaltuk.
Az elsé beteg 6sszehasonlitasa a szakirodalomban kozolt esetekkel

Az elsO betegben észlelt, a 4928 régidt érintd delécionak megfeleld eltérések meglehetdsen
ritkan fordulnak el6 a szakirodalomban, kiilondsen az olyan publikaciok, amelyek értékelhetd
fenotipusos leirast is tartalmaznak a betegekr6l. Bar a betegekben detektalt CNV-k
toréspontjai viszonylag kozel esnek egymashoz, az észlelt fenotipusos jellemzok rendkiviil
heterogén képet mutatnak. Ennek oka, hogy az adatbazisokba felvitt beteg fenotipus adatok

hianyosak, nem azonos részletességgel és szempontok alapjan irédtak. Ez a jelenség jol tetten
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érhetd olyan nagyméretii deléciok esetében, melyek részben vagy egészben atfednek az
altalam detektalt eltéréssel azonban a betegek fenotipusos eltérései a delécido méretéhez képest
szegényesek, pedig ezt a géndenzitas €s dozisszenzitivitds nem indokolnd. Az adatok
értékelését neheziti a DECIPHER adatbazisban rogzitett eltérések esetében a betegek koranak
hianyos feltiintetése igy nem tudhatjuk, hogy a téréspontok alapjan feltételezhetéen megjelend
tiinetek hianya abbol fakad, hogy tul fiatal volt a beteg és vizsgéalatakor még nem jelentek

meg a tiinetek, vagy pedig a késobbiekben sem mutatta a tiineteket.

Masodik eset

A beteg negativ kromoszoéma vizsgalata utan keriilt aCGH vizsgalatra, mely soran egy 4,85
Mb méretii intersticialis deléciét mutattunk ki a 4-es kromoszoma hosszh karjanak 4qg21.21-
21.23 szakaszan. A toréspontok ismeretében (GRCh37, ch4: 81.408.980 — 86.261.953)
megallapitottam, hogy a deletalt szakasz a kovetkezO géneket tartalmazta: BMP3, PRKG2,
RASGEF1B, HNRNPD, HNRPDL, ENOPH1, COQ2, MRPS18C, THAP9, HPSE, CDS1. A
beteg sziileinek vizsgalata sordn nem detektaltunk a beteghez hasonlo eltérést a 4-es
kromoszoma hosszi karjan, mely igy de novo eredetiinek bizonyult. Az eredményeket

metafazis FISH segitségével konfirmaltuk.
A masodik beteg 6sszehasonlitasa a szakirodalomban kozolt esetekkel

Ellentétben az elsé betegben detektalt eltéréssel, a masodik betegben talalt eltérés egy 2010
oOta ismert mikrodelécios szindroma. Azonban ezzel egyiitt is csak kevés olyan esetet kozoltek

eddig a szakirodalomban, mely a 4921-es régiot érinti.
Nem rekurrens és rekurrens CNV-k osszehasonlitasa

Az els6 betegben detektalt 14,56 Mb méretli delécié altal érintett genomi régiot és a beteg
fenotipusat a szakirodalmi esetekkel Osszevetve elmondhatd, hogy az esetek sem
toréspontban, sem pedig klinikai tlinetekben nem mutatnak nagyfoku hasonldsagot.
Ellentétben ezzel, a masodik betegben detektalt 4,85 Mb méretli delécio altal okozott
fenotipusos tiineteket Osszevetve az irodalomban ismeretes hasonld torésponti betegek
tiineteivel megallapithato, hogy a tiinetek eléfordulasa a betegekben sokkal egységesebb. Az
els6 betegben ¢és a masodik betegben a leggyakrabban el6forduld tiinetek tobbsége
megegyezik egymassal, azonban azok el6forduldsi ardnya nagymértékben kiilonbozik
egymastol. Mig a masodik beteg és csoportja esetében az alacsony termet, mint tiinet a
betegek tobb mint 80 %-aban fordult eld, addig ez az ardny az elsd beteg és csoportjdban nem

haladja meg az 50 %-ot. A leggyakoribb tiinetek a masodik csoport esetében kivétel nélkiil 50

12



%-ot meghalad6 eléfordulasi ardnyt mutatnak. Ennek oka vélhetden a kialakuldsuk kiilonb6z6
mechanizmusa lehet.

Az 40928.3-as esetek toréspontjait Osszehasonlitva felfedezhetd egy kozos szakasz a deletalt
régidkban, melyet minden delécio tartalmaz. Ezt a szakaszt hivjak legkisebb atfedd régionak.
A delécios toréspontok nem LCR régié kozelében helyezkednek el. A toréspontokbol jol
latszik, hogy nincs egy meghatarozott hotspot, ahol a CNV-k kialakulasa megjosolhaté lenne.
Ennek oké&n kimondhatd, hogy a 4q28.3-as régidban altalunk detektalt delécié nem rekurrens
CNV, tehat a beteglinkben talalt deléci6 vagy NHEJ vagy pedig FoSTeS mechanizmus
segitségével alakulhatott ki. A CNV-k kiilonb6z0 tipusait az altalunk bemutatott két eseten
keresztiil ismertetve elmondhatd, hogy a nem rekurrens CNV-k altal okozott fenotipusos
jellemzOk nem mutatnak egységes klinikai képet. Ennek oka a nem rekurrens CNV-k-re
jellemzd nem determinalt toréspont, s ezaltal annak mérete és géntartalma sem megjosolhato,
melynek kovetkeztében a kialakult klinikai kép fenotipusosan varidbilis lesz. Ezzel
ellentétben a 4q21 mikrodelécids szindromara jellemzd rekurrens CNV-k LCR mediélta
toréspontjaik révén determinaltak. Ennek kdvetkeztében klinikai képiik sokkal homogénebb,

fenotipus alapjan valo detektalasuk sokkal valdsziniibb.
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UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Az éltalunk alkalmazott array CGH modszer segitségével megallapitottuk, hogy a 9
hoénapos lednygyermek tiineteiért (elsd eset), aki novekedési zavarral, fejlédésbeli
késéssel, sziv-fejlodési ¢és tiid0 rendellenességekkel, valamint craniofacialis
dysmorfizmussal rendelkezett, egy a négyes kromoszoma hosszu karjan (4q28.3-31.23)
elhelyezked6 de novo 14,56 Mb méretli delécid a felel6s, mely 8 gént: PCDH18, SETD?7,
ELMOD2, IL15, GAB1, HHIP, SMADL1 ¢s az NR3C2 érintett.

2. A deletalt gének altal kiesett funkciok magyarazatul szolgalhatnak az elsé beteg esetében
a disszertacidban részletesen ismertetett klinikai tlinetekre (kognitiv képességek: PCDH18,
SETD7; immunodeficiencia: 1L15; alacsony Na ion szint: NR3C2), kiilondsen a tiidébeli
vaszkularis rendellenességek egyediilallo mivoltara (ELMOD2, GAB1, HHIP), valamint a
pulmonaris hipertenziora (SMAD1). Mindezen eredmények nagyban hozzajarulhatnak a 4q

CNV-k genetikai spektrumdnak részletesebb feltardsahoz és jobb megértéséhez.

3. A masodik altatunk vizsgalt 5 éves lednygyermek a Magyarorszagon els6 izben
azonositott, jellegzetes 4q21 mikrodelécids szindromas fenotipust mutatd eset (Masodik
eset). A beteg klinikai tiinetei (sulyos fejlédési zavar, beszéd hidnya, magatartasbeli zavar)
részben atfedtek a szakirodalomban korabban mar ismertetett 421 mikrodelécios
szindromas esetekkel. Betegilinknél egy de novo 4,85 Mb nagysagu deléciot mutattunk ki
array CGH segitségével a négyes kromoszoma hosszu karjan (4q21.21-4q21.23). A deletalt
régio 10 gént BMP3, PRKG2, RASGEF1B, HNRNPD, HNRPDL, ENOPH1, COQ?2,
MRPS18C, THAP9, HPSE, és CDS1 érintett.

4. A fent emlitett régio 10 érintett génjebdl, 5 gén a szindromara jellemz6 1.37 Mb méretd,
un. minimalis kritikus régid génjei: PRKG2, RASGEF1B, HNRNPD, HNRPDL, ENOPH1.
Ezek koziil a PRKG2 (sulyos novekedésbeli késés) ¢s a RASGEF1B (kognitiv funkciok) a
4921 fenotipus f6 meghatarozé génjei. A BMP3 gén haploinszufficiencidja szerepet
jatszhat a csont deformitasok kialakuldsaban, mint a frontélis kiboltosulds és a széles
homlok. A masik 5 érintett gén a BMP3, COQ2, MRPS18C, THAP9, HPSE, és CDS1
esetében nem taldltunk Osszefiiggést a gének altal kodolt fehérjék funkcioi, valamint a
beteg klinikai tiinetei kozott. Vizsgalatunk eredményei nagyban hozzajarulhatnak a 4q21

mikrodelécids szindromaban szenvedd betegek szakszeriibb jovobeli egészségiigyi
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ellatasahoz, tovabba kiemeli az array CGH moddszer fontossagat az intellektualis zavarok

mogott allo lehetséges genetikai hattér feltarasaban.

. Betegeinket array CGH eredményei alapjan talalt eltéréseket dsszevetve megallapitottuk,
hogy mig az elsé beteg esetében a megfigyelt delécid torépontjai nem esnek egybe
szegmentalis duplikaciokkal, addig a masodik beteg esetében detektalt eltérés torépontjai

LCR hotspotokhoz orientalddnak.

. Az elsO betegben detektalt eltérés toréspontjait Osszehasonlitva a szakirodalomban
publikalt hasonl6 esetekkel megallapithatjuk, hogy a 4q28.3-31.23 és szomszédos régidiba
esO eltérések toréspontjai nem mutatnak egységes képet, toréspontjaik nem mutatnak
kapcsolatot szegmentalis duplikaciokkal. A deletalt régiokban azonban minden esetben
eléfordul egy kozos szakasz, a legkisebb atfedod régio. Megallapitottuk, hogy az elsd beteg

esetében detektalt kopiaszam variacio egy nem rekurrens CNV.

. A masodik beteg esetében a toréspontokat dsszevetve a publikalt esetekkel felfedezhetd,
hogy a toréspontok jol meghatarozhatdé LCR gazdag teriileten mentek végbe. Ezeket a
létre. Ennek alapjan megallapithatjuk, hogy a masodik beteg esetében detektalt eltérés egy
rekurrens CNV.

. A két esetiineket Osszehasonlitva a szakirodalomban publikalt esetek klinikai tiineteivel
megallapithatd, hogy mig a nem rekurrens CNV-k variabilis genetikai régidjuknak
kdszonhetden nem mutatnak egységes klinikai képet (a leggyakrabban eléfordulé tiinetek
eléfordulasi aranya max 50 %). A rekurrens CNV-k determinalt toréspontjaik révén ezzel
ellentétben egységesebb klinikai képet mutatnak, klinikai képe a determindlt téréspontnak
koszonhetden sokkal egységesebb (a leggyakrabban eléforduld tiinetek eldfordulasi aranya

80% feletti).

. Pontosabb indik4ciot sikeriilt meghatdroznom els6ként Magyarorszdgon a komplex

fejlédési rendellenességben szenvedd betegek array CGH vizsgalatara.
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