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0SSZEFOGLALAS

A molekuldris genetikai vizsgalatok a betegségokozé genetikai eltérések kimutatasara irdnyul-
nak. A genetikai vizsgalé mddszerek az elmult emberdltében driasi fejlédésen mentek keresztdil.
Ez igaz a vizsgalatok [éptékére, koltségére, a genetikai adatok mennyiségére és alkalmazasuk
elterjedésére is. Ebben a révid kdzleményben attekintésre keriilnek azok az Gttoré felfedezések,
amelyek a napjainkban rutin eljarassa valé molekularis genetikai modszereket megalapoztdk.
Szamos esetben a kiilénb6z6 szakteriileteken dolgozé tuddsok véletlennek gondolt felfedezé-
sei voltak sziikségesek ahhoz, hogy ez a molekuléris genetikai diagnosztikai szakteriilet napja-
ink egyik vezetd iparagava fejlédjon. E kozleményben a szerzé e gyorsan fejlédé terilet alkal-
mazasi lehetéségeit is bemutatja az endokrinolégia terén.

ABSTRACT

Molecular genetic studies aim to identify the disease-causing genetic alterations. The methods
used in molecular genetic diagnostics have undergone a tremendous development during the
last 70 years. The capacity, their cost, the amount of data generated and their use in every day
clinical practice increased significantly. In this short report, those pioneer developments are
summarized which paved the road for these molecular genetic methods. In many cases, ob-
servations and accidental discoveries of scientists working on other areas were needed for the
evolution of these methods to reach their leading role in industrial field. The author presents the
possible applications of this rapidly growing field in endocrinology.
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BEVEZETES

A genetikai tényezok okozta betegségek tobbségének hatterében hibas génter-
mekek allnak, amelyek kimutatasa napjainkban a legdinamikusabban fejlodo, 0j
diagnosztikai eljarasokkal torténik. A gének a DNS (dezoxiribonukleinsav) olyan
szakaszai, amelyek a sejtek miilkodéséhez sziikséges fehérjetermékeket és egyéb
szabalyoz6 molekulakat kodoljak. A gének jelentOs része nem fehérjét, hanem
szabalyoz6 ribonukleinsav (RNS) molekulat kddol, amit az 6sszeallitds nem ko-
doldé RNS-ekrdl szolo cikkében mutattunk be (Decmann—Igaz, 2023, 976-985.).
A betegségokozo eltérések olyan valtozasok a DNS-molekulaban, amelyek a fe-
hérjetermék hianyahoz vagy koros fehérjetermék képzodéséhez vezetnek. Ezek a
variansok a népesség csekély hanyadaban (< 1%) mutathatok ki. A betegségokozo
eltérések (patogén variansok, kordbban mutaciok) mellett a DNS kb. 5-6 millié
olyan varianst is tartalmaz, amelyek az emberek kozotti kiilonbségekért feleldsek.
Ezeket nevezziik génpolimorfizmusoknak. Emberben minden egyes gén két (egy
az anyatol, egy az apatol 6rokolt) példanyban fordul eld. Az emberi genomban kb.
30 000-40 000 fehérjét kodolo gén talalhato.

E genetikai eltérések vizsgalatara jelent meg a genetikai diagnosztika tudoma-
nya, amely az utoébbi években oridsi fejlédésen ment keresztiil.

A LEGFONTOSABB FELFEDEZESEK,
AMELYEK A GENETIKAI DIAGNOSZTIKA FEJLODESET EREDMENYEZTEK

A géneket tartalmazd DNS szerkezetének megismerését tartja a legtobb mole-
kularis genetikus szakmaja kiindulé pontjanak. Feltétleniil igaz az, hogy James
Watson ¢és Francis Crick 1953-ban publikalt tanulmanya (Watson—Crick, 1953)
egy olyan Uj szakteriiletet nyitott, amely a biologiai jelenségek molekularis szin-
ta vizsgalataval foglalkozik. Ez hatarteriilet a molekularis biologia, kémia, bio-
kémia és a genetika kozott. Természetesen a DNS-molekula felfedezése elott is
szamos olyan felismerés tortént, amely megalapozta ezt a felfedezést is. 1866-ban
Gregor Mendel fektette le az 6roklodés alapjait, majd a ,,nuklein” felfedezése 1868-
ban Friedrich Miescher nevéhez kotddik. Ez is egy véletlennek koszonhetd, hiszen
munkaja soran fehérjéket vizsgalt, és fehérvérsejtek magjabol izolalta a fehérje- és
zsirbontd enzimekkel nem emésztédd anyagot. Phoebus Levene 1919-ben igazolta,
hogy a ,,nukleint” bazis, foszfat és cukor alegységek épitik fel. Oswald T. Avery
¢s munkatarsainak munkajahoz kothetd annak felfedezése, hogy a genetikai infor-
maciot nem fehérjék, hanem a DNS kodolja (Avery et al., 1979). Ezt kdvetden jott
az els6 mérfoldkd, Watson és Crick munkaja a DNS szerkezetének megismerésé-
6], amelyért 1962-ben — a DNS kett6s-hélix modell els6 helyes leirasaért Maurice
Wilkinsszel kiegésziilve — megkaptak az élettani-orvosi Nobel-dijat.

Magyar Tudomdny 184(2023)8



988 TEMATIKUS OSSZEALLITAS » UJ TAVLATOK AZ ENDOKRINOLOGIABAN

A nukleinsavak egyik f6 jellemzdje, hogy az ket alkotd nukleotidok képesek
parba allni, igy két nukleinsavszal képes egymashoz kétddni. Ettdl stabil a DNS,
ahol két nukleinsavszal csavarodik egymas koré, illetve a DNS-rél igy tud az
informaciéo az RNS-re atirddni. Az egymasnak megfeleld nukleinsavak ,,paro-
sodasat” hibridizacionak hivjuk, ami a molekularis genetikai diagnosztika talan
legalapvetébb jelensége. A sejt osztodasa soran a DNS két szala kettévalik, €s 1
széalak képzddnek, aminek nyoman a DNS megkett6zddik (replikacio).

Ezeket az alapfolyamatokra valaszt ado felfedezéseket kovették azok a felfede-
zések, amelyek mar a betegségek hatterében allo eltéréseket mutattak ki. Az els6
vizsgalatok a fénymikroszkoppal is lathatd kromoszomak vizsgalatan alapulnak.
A kromoszomak a sejtek osztodasa soran valnak lathatova, és a DNS transzport-
formainak tarthatok. A kromoszomakat vizsgald mddszereket gyijténéven cito-
genetikai modszereknek hivjuk.

CITOGENETIKAI MODSZEREK

A sejtben el6forduld DNS Gsszességét genomnak nevezziik. Az emberi genom
kb. harommillidrd DNS-bazisparbdl all, ami 23 par (6sszesen 46) kromoszéman
talalhato. A vizsgaldo mddszerek elsd generacidja a kromoszomak megjelenitésére
iranyult. A legkorabbi modszerek koz¢é az tin. kromoszomasav-technikak tartoz-
tak. Az izolalt kromoszomakészletet targylemezen megfestették, és mikroszkop
alatt vizsgaltak a kromoszémaszerelvény jellemz6 saivmintazatat.

Joe Hint Tjio és Albert Levan 1956-ban bizonyitottdk, hogy az ember-
ben 46 kromoszéma van (Tjio—Levan, 1956), majd még ebben az évtizedben a
Down-szindroma (21-es triszomia [kettd helyett harom 21-es kromoszomal), Tur-
ner-szindroma ¢és Klinefelter-szindroma genetikai hatterét is felismerték. Utob-
bi szindromak a nemi kromoszomakat érintik, hiszen a 46 kromoszoma koziil
ketté nemi, férfiakban egy X és egy Y, nékben pedig két X. Turner-szindromas
lanyokban az X-kromoszoma egyik példanya vagy egy része hianyzik, Klinefel-
ter-szindromas férfiakban pedig szamfeletti X-kromoszéma mutathato ki. Mind-
ezek Osszetett fejlodési és nemi miikkddési zavarokat okoznak.

1966-ban a kromoszomak vizsgalé modszereit mar a sziiletés elott, a terhesség
alatt végzett vizsgalatokban, a terhes anyaméhbdl, a magzatot koriilvevo folyadék-
bol nyert sejtek tenyésztés utani vizsgalatara is alkalmaztak (Steele—Breg, 1966).

Természetesen, a kromoszomak szambeli eltérései mellett sziikséges volt a fi-
nomabb elemzés, a kromoszomakon beliili régiok elkiilonitése, amire ijabb tech-
nikakat is kidolgoztak, amelyek révén mind kisebb kromoszomaeltérések valtak
lathatova. Ezek egyik modja a fluoreszcens probak alkalmazasa. Az egyik leg-
ujabb modszer a komparativ genomhibridizalas (CGH), amely nagyon pontosan,
szamos kromoszomaeltérés egyidejii felismerésére képes.
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A nemzetkozi eredményeket szorosan kovetve, az els6, hazai szerzoktol vald
kozlés 1970-bdl szarmazik, amelyben Papp Zoltan és munkatarsai egy valodi
hermafroditizmus (mind petefészek, mind hereszovet jelenléte és atmeneti nemi
szervek ugyanabban az egyénben) hatterében 46,XX-46,XY mozaicismust iga-
zoltak (Papp et al., 1970).

MOLEKULARIS GENETIKAI MODSZEREK
A POLIMERAZ LANCREAKCIO (PCR) FELFEDEZESE

Kary Mullis munkassagahoz fiiz6dik a genetika és a genetikai diagnosztika ma-
sik forradalmi, Nobel-dijjal elismert felfedezése. Az 1980-as években fedezte fel,
hogy a DNS kett6zddését laboratoriumi kdriilmények kozott is reprodukalni lehet
(Mullis—Faloona, 1987). Ehhez olyan enzimekre van sziikség, amelyek a DNS

A polimeraz lancreakci6 (PCR) alapeleme, a Thermus aquaticus leldhelye az Old Faithfull-gejzir
a Yellowstone Nemzeti Parkban (Wyoming, USA)

(Foto: R. Robinson, National Park Service, USA, 1948; Wikipedia, public domain)
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Az Old Faithfull-gejzir kratere
(Foto: William Henry Jackson, Geological and Geographical Survey of the Territories (U.S.),
1871-1872; DeGolyer Library, Southern Methodist University, Dallas, TX, USA)

alkotdelemeit beépitik egy 1j DNS-szalba, majd minden egyes ciklust megismé-
telve a DNS mennyisége megkétszerezddik (Saiki et al., 1988). Tekintettel arra,
hogy a DNS két szalanak elvalasztasahoz a laboratoriumi koriilmények kozott
magas hémérséklet sziikséges, olyan enzimre volt sziikség, amely ezt kibirja. igy
esett valasztasuk a forro vizii gejzirekben €16 baktérium, a Thermofilus (Ther-
mus) aquaticus DNS-€pit6 enzimére (DNS-polimeraz). A polimeraz enzim mel-
lett egy masik enzim, a ligaz felfedezésére is sziikség volt, ami a DNS-szakaszok
Osszekotésére képes. A ligaz felfedezésében egy magyar szarmazast tudosnak,
Francis Baranynak vannak eléviilhetetlen érdemei (Barany, 1990).

E reakciok ismétlésével a DNS mennyisége szamottevoen felsokszorozhato, és
igen kis mennyiségli mintabdl kezelhetd mennyiségli DNS-re lehet szert tenni.

Ezt kovetden szamos olyan modszert fejlesztettek ki, amelyek a PCR-en ala-
pulnak. A mutaciok kézvetlen kimutatasa is lehetséges PCR-modszerrel. Azt a fo-
lyamatot, amelynek soran egy mutacié vagy polimorfizmus azonositasa torténik,
genotipizalasnak nevezzik.
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A Thermus aquaticus baktérium elektromikroszképos képe
(Foto: Diane Montpetit [Food Research and Development Centre,
Agriculture and Agri-Food Canada]; Wikipedia, public domain)

A DNS-SZEKVENCIA NUKLEOTIDSZINTU MEGHATAROZASA

Napjainkban a genetikai diagnosztika egyik leggyakoribb vizsgaldé modszere az
adott gén nukleotidsorrendjének meghatarozasa. E médszercsoportot DNS-szek-
venalasnak nevezziik, amelynek a legelsd és tovabbra is aranystandardként alkal-
mazott formdja a Sanger-féle szekvenalas (Frederick Sanger brit biokémikusrdl,
aki kétszer is megkapta a kémiai Nobel-dijat) (Sanger et al., 1977). A szekvenalast
megeldzi a DNS kivonasa a mintakbol, a vizsgalni kivant génszakasz PCR-rel tor-
ténd sokszorozasa és tisztitasa. Ezt koveti maga a DNS-szekvenalas. Ennek soran
napjainkban mar automatizalt késziilékekkel meghatarozzak a mintak DNS-nuk-
leotidsorrendjét. Kezdetben a nukleotidok radioizotopokkal voltak jelolve, majd
1986-t6l a fluoreszcens festékkel jelolt nukleotidok alkalmazasa terjedt el. Ezzel
parhuzamosan megindult az automata DNS-szekvenalo késziilékek fejlesztése és
gyartasa.

Az els6 magyar szerz0s molekularis genetikai kozlés a cisztas fibrozis magyar-
orszagi mutacios adataibol sziiletett (Nemeti et al., 1991). Az 1990-es években

Magyar Tudomdny 184(2023)8



992 TEMATIKUS OSSZEALLITAS » UJ TAVLATOK AZ ENDOKRINOLOGIABAN

egymas utan azonositottadk a monogénes (egy génhiba okozta) korképért felelds
géneket. Az endokrinolédgiai betegségek koziil a mellékvesekéreg elégtelenségért
felelds, a szteroid bioszintézisben részt vevo enzimeket kddold gének eltérései-
nek kimutatasa volt az egyik elso, klinikai diagnosztikaban is alkalmazott eljaras
(Barta et al., 1998).

A gének beazonositasa utan, hazankban is nagyon koran elkezd6dott az 6rok-
letes hormonrendszeri daganatok molekularis genetika vizsgalata is. Az 1990-es
évek kozepétol a multiplex endokrin neoplazia 2-es tipusanak genetikai diagnosz-
tik4ja, majd az ezredfordulotol a multiplex endokrin neopldzia 1-es tipusanak, a
von Hippel-Lindau-kor és a mellékvesevelbol kiinduld feokromocitoémak mole-
kularis genetikai diagnosztikaja a napi klinikai diagnosztikaban elérhetové valt
(errdl szol Perge Pal és Igaz Péter cikke, e lapszam 996—1004. oldalan). Ebben a
Semmelweis Egyetem akkori 2-es szdmu Belgyogyaszati Klinika Racz Karoly
professzor vezette endokrin munkacsoportjanak volt eléviilhetetlen érdeme (Igaz
et al., 1999; Balogh et al., 2004; Patocs et al., 2004.).

UJGENERACIOS SZEKVENALASI TECHNIKAK
ES SZEKVENALO RENDSZEREK

Ezek a technologiak jelenleg a mindennapi rutin diagnosztikai eljarasokat je-
lentik. Elényiik a rendkiviil nagy ateresztd képesség, ami mind az egyszerre
vizsgalhaté mintak szamaban, mind pedig az egyszerre vizsgalhaté DNS-sza-
kaszok vagy gének szamaban megmutatkozik. A technologia tobb jol elkiilonit-
het6 1€pésbal all, amelyek egy része laboratoriumi eljaras (példaul minta-eld-
készités €s un. szekvenalasi konyvtarkészités), mig a mérés utani 1épések, az
adatfeldolgozas és elemzés, bionformatikai folyamatokat jelentenek. A bioin-
formatika a biologiai adatok szamitastechnikai modszerekkel torténd elemzésé-
re utal, ami a nagy mennyiségli adatok elemzésére napjaink egyik legfontosabb
modszeréveé valt.

A minta-elokészités kritikus minden mddszernél, igy az NGS-alapt (next-ge-
neration sequencing) vizsgalatokban is. A kevés és rossz mindségli anyagbol
(példéaul daganatok esetében a biopszias mintak) a kinyerhetd DNS mennyisége
és mindsége kétségessé teheti a szekvenalast. A konyvtarkészités soran a célszek-
venciaknak megfeleld6 DNS-felsokszorozas torténik. A szekvenalas egyik fontos
mindségi mutatdja az adatmennyiség, valamint a célszekvencidkra illeszkedd
szekvenalasi adatok (readek), amit lefedettségnek hivunk. A szekvenalads soran
talan a legelterjedtebb miiszercsaladot az Illumina cég szekvenaloi jelentik. Itt
a kiilonbozo igényekhez, felhasznalasi teriiletekhez illeszkedd miiszerek allnak
rendelkezésre, amelyekkel a par gént tartalmazé panelektdl a teljes genom vizs-
galataig terjedhetnek a mérések. A mérés kritikus eleme az adatok értékelése,
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amihez bioinformatikai modszereket hasznalnak. E modszerek révén olyan elké-
peszté mennyiségli adat sziiletik, amilyen a korabbiakban elképzelhetetlen volt.
Mindehhez komoly szamitastechnikai hattér (adatok tarolasa, az illesztések soran
atmeneti tarolas és szamitd kapacitas) sziikséges.

Az Gjgeneracios szekvenalds nyoman nagyszamu varians keriilhet felismerés-
re, amelyek klinikai jelentdsége sokszor nem ismert. Az azonositott variansok
osztalyozasara jelenleg 6t kategoriat hasznalnak: biztosan betegségokozo, va-
l6szintileg betegségokozo, ismeretlen jelentdségli (variant of unknown signifi-
cance, VUS), valosziniileg jéindulatt és biztosan joindulatu. Ehhez sziikséges a
bioinformatikai elemzés soran alkalmazott algoritmusok kapcsolasa olyan adat-
bazisokhoz, amelyek tartalmazzak a genetikai variansok klinikai dsszefiiggéseit
is. A teljes folyamat végén egy olyan adatbazis keletkezik, amely tartalmazza az
0sszes olyan varidnst és a hozzajuk tartozo adatokat, amelyek azonositasra ke-
riiltek. A klinikai genetikus munkéjanak alapjat ezeknek az adatoknak a tovabbi
értelmezése jelenti.

Fontos, hogy a kiilonbozd, klinikai vagy betegségspecifikus mutacios adat-
bazisokban (dbSNP, clinVar, HMGD, OMIM) tarolt informaciok elemzését is el
kell végezni. Ki kell emelni azt is, hogy éppen melyik verzidoszamu adatbazist
hasznaljuk, mert a betegségspecifikus adatbazisokat rendszeresen frissitik. Ez
eredményezheti azt, hogy egy kordbban VUS-ként nyilvantartott variansrol ké-
sObb kidertilhet, hogy betegségokozd vagy forditva, teljesen artalmatlan varians-
sa keril atmindsitésre. Mindezek alapjan, nem javasolt kezelési dontéseket hozni
VUS-ra alapozva. Minden VUS esetén a vizsgalatot végzo labornak ismertetnie
kell a klinikai genetikus felé az uj klinikai 6sszefiiggéseket. Ebbdl adddik, hogy a
molekularis genetikai diagnosztikat végz6 laboratoriumoknak meg kell felelniiik
a mintatarolas (biobanki tevékenység), a modszerekhez szlikséges infrastruktuira,
a bioinformatika, a biztonsagos adattarolas ¢és a klinikai genetikusok felé torténd
informacioatadas feltételeinek is.

Szamos hazai kozpontban alkalmazzak mar ezt a technologiat a kiilonbdz6 kor-
képek diagnosztizalasaban. Elsdsorban azokban a betegségekben indokolt az NGS
haszndlata, ahol tobb gén érintettsége is felmeriil. Kiilondsen fontos ez az endok-
rinologidban a nemi mirigyek alulmiikodésének azon genetikailag meghatarozott
formaiban, ahol a gond az ezeket szabalyozo6 agyi kdzpontokban (els6sorban a hi-
potalamuszban) talalhato (hipogonadotrop hipogonadizmus) (Butz et al., 2021), a
cukorbetegség ritka formaiban (Gaal et al., 2021) és e cikkgyijtemény egy masik
cikkében bemutatott feokromocitdma/paraganglioma (Perge—Igaz, 996—-1004.) ge-
netikai hatterének vizsgalataban (Sarkadi et al., 2021).
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0SSZEFOGLALAS

Az elmilt hetven évben, ami a DNS szerkezetének elso leirasa ota eltelt, egy 1,
talzés nélkiil allithatéan nagy jelent6ségli orvosi szakma jott létre. A modern
technologiak, az informatikai eljarasok és a tarsadalmi igény az élet minden tertii-
letén a gyors informaciohoz jutast varja el. A korképek diagnosztizalasa igényes
és nagy koriltekintést igénylé folyamat. Hagyomanyos moddszerekkel a komp-
lex esetek diagndzisa sokszor téves vagy nem teljes, és genetikailag heterogén.
A gyakori megjelenésti korképek esetén pedig, példaul rakbetegségben, a rak ki-

rrrrr

lehetévé a genetikai eltérésen alapuld pontosabb, preciz kezelési stratégiat. E fej-
16dés az endokrinologiai diagnosztikat is jelentésen érinti. Napjaink f6 feladata
az, hogy a klinikai igényeknek megfeleld molekularis genetikat végzd laborato-
riumokbol ellendrzdtt és orvosszakmailag is jovahagyott eredmények keriiljenek
a betegellatasba. Az alkalmazott modszerek rohamos fejlodése egyéb teriiletek,
példaul az informatika, adatkezelés, adattarolas, a jogi €s etikai szabalyozas fej-
lesztését is sziikségessé teszi.
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