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0SSZEFOGLALAS

A Human Genom Projekt befejezése és az elmult évtized genomalapu technoldgidinak a
fejlesztése lehetévé tette az ismeretlen eredet(, velesziletett rendellenességek/fejlédési
elmaradasok genetikai hatterének pontosabb és hatékonyabb feltarasat. Kozleményilinkben
a nem tisztazott kéreredetl (idiopatias) fejlédési rendellenességgel és/vagy értelmi elma-
raddssal szililetett betegek genetikai diagnézisara alkalmazhaté korszerl és konvencionalis
citogenetikai metodikdkat, valamint hasznalatuk észszer( algoritmusait foglaljuk 6ssze. Az
array komparativ genomialis hibridizacié (a-CGH) a nemzetkdzi gyakorlatban elterjedt, elsé
vonalbeli citogenetikai vizsgalat, mely képiaszam-valtozasok (CNV) (delécidk, duplikaciok)
és kopiaszam-semleges heterozigotasag-vesztés (LOH) detektaldsara alkalmas nagy felbon-
toképességl (50Kb) vizsgalat. A fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) fluorokrémmal jelzett
DNS-prébakkal rekurrens torésponttal jellemezheté mikrodeléciés és mikroduplikaciéds szind-
rémak, valamint alacsony fokd mozaicizmusok azonositasara alkalmas vizsgalat. A standard
metafazis-citogenetika technikai korlatai ellenére (5Mb, alacsony felbontas, osztédé sejtek)
tovabbra is értékes eszkoz a kiegyensulyozott kromoszéma-atrendezédések és a szambeli
rendellenességek kimutatasara.

ABSTRACT

The completion of the Human Genome Project and development of genome-based technolo-
gies over the past decade has enabled the recognition of chromosomal defects in higher pro-
portion of patients with unexplained developmental delays. This review suggests a rational
diagnostic algorithm for the targeted use of conventional and modern cytogenetic methods in
patients with idiopathic developmental delay/intellectual disability. Array comparative genom-
ic hybridization (a-CGH) has become the first-line investigation due to its higher resolution pow-
er (50Kb) for unbalanced lesions and for the detection of copy-neutral loss of heterozigosity.
Fluorescent in situ hybridization (FISH) analysis uses labelled DNA probes to identify submicro-
scopic deletions and duplications with recurrent breakpoints and low level mosaicism. However
standard metaphase cytogenetics has technical limitations (5 Mb, low resolution, need of divid-
ing cells) it remains a valuable tool for detection of balanced chromosomal rearrangements and
numerical abnormalities.
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Az 1990-es évek elején elindult Human Genom Projekt, az emberi DNS szek-
venalasi programja a teljes genom megfejtését tiizte ki célul. A tuddsok és a min-
dennapi emberek egyarant oriasi lehetdséget lattak a program megvaldsulasaban:
egyrészt abban biztak, hogy révid idén beliil fény deriil valamennyi mendeli
oroklodést betegség genetikai okara, megtalaljak a sziv- és érrendszeri beteg-
ségek, a stroke, a rak, a demencia, az asztma kialakulasaért felelos géneket, és a
genom ismeretére alapozott gyogyszerkutatasok lehet6vé teszik 0j gyogyszer-ta-
madaspontok felfedezését és a betegségek hatékonyabb gyogyitasat. A program a
vartnal korabban fejez6dott be, oriasi megfejtendd adathalmazzal latta el a kuta-
tokat, és a sz6 szoros értelmében forradalmasitotta az orvosi diagnosztikai mod-
szereket.

KLASSZIKUS CITOGENETIKA — TORTENETI ATTEKINTES

A ritka betegségek genetikai diagnozisa joval kordbban, a mult szdzad derekan
indult, amikor Jo Hin Tjio és Albert Levan megallapitotta, hogy az emberi kro-
moszomakeészlet 46 kromoszomabdl all. A sejttenyészet gyors fejlodése lehetove
tette az emberi kromoszomak rutinszerii preparalasat, ¢s hamarosan megsziiletett
a kromoszomakkal, azok 6roklddésben és betegségekben betdltott szerepével fog-
lalkoz6 0 tudomanyag, a citogenetika. Az 0ij tudomanyag hoskora létrejottének
els6 évtizedére esik: tiz év leforgasa alatt azonositottak az 0sszes autoszomalis
kromoszéma szambeli elvaltozasaval jar6 szindromat. Jérome Lejeune felfedezte,
hogy a Down-kort a 21-es kromoszéma tobblete, triszomiaja okozza, a 13-as és a
18-as triszomiat felfedezdjiikrdl Patau-, illetve Edwards-szindroémanak nevezték
el. A nemi kromoszoémak tobbletével vagy hianyaval kapcsolatosan tjabb korké-
peket irtak le: Patricia Jacobs és John Strong az XXY nemi kromoszomaképlet-
tel tarsuld Klinefelter-szindromat, Charles Edmund Ford és munkatarsai a Tur-
ner-szindromanak megfelel6 X monoszomiat irta le. Hamarosan fény dertilt arra
is, hogy a spontan abortuszok nagy részét a magzat szambeli vagy szerkezeti kro-
moszoma-rendellenessége okozza. A fenti szambeli kromoszdma-elvaltozassal
jaré korképek diagnozisa a mai napig — a hazai és a nemzetkozi laboratériumok-
ban — kariotipus meghatarozassal torténik (Haltrich, 2018). A szerkezeti rendelle-
nességek azonositasdhoz szlikséges modszertani attorés Torbjorn Caspersson ne-
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véhez kotddik, akinek elsdként sikeriilt igy megfestenie a kromoszomakat, hogy
mindegyiknek egyedi ,,arca” legyen. A kromoszoémak kiilonboz6 sooldatokkal
torténd kezelésével, az igynevezett ,,savozassal” sokkal tobb részlet volt kdvethe-
t6 a kromoszomakon, és a szerkezeti elvaltozasok azonositasa is lehetségessé valt.
Elséként Lejeune azonositotta az 5-6s kromoszoma rovid kar terminalis delécio-
jat, melyet a macskanyavogashoz hasonlo6 sirds miatt ,,cri du chat” szindroéma-
nak neveztek el. Késébb mas kromoszomakon is azonositottak kiilonb6zé méretii
vesztéseket, visszatérd deléciokat, melyek koziil a leggyakoribb a Wolf-szind-
roma (4-es kromoszoma rovid kar delécid) és a De Grouchy-szindroma (18-as
kromoszoma parcialis delécid). Szép lassan feltérképezték a kromoszoémak szer-
kezeti rendellenességeit, melyek koziil legismertebbek a transzlokaciok, inverzi-
ok, deléciok és duplikaciok. Altaldban elmondhato, hogy a kiegyensulyozatlan
elvaltozasok okoznak betegségeket. Mivel az atrendezddések egyénenként kiilon-
b6z6 kromoszomarégiokat érintenek, mindegyik elvaltozas kiillonbozd fenotipust
eredményez, és ezért ritka betegségnek tekinthetd.

Az 1960-as évek végén a magzatvizvétellel (amniocentézissel) nyert magzati
sejtek tenyésztése megnyitotta a sziiletés eldtti, prenatélis citogenetika fejezetét,
mely lehetévé tette a magzat kromoszdma-betegségeinek sziirését. Azonban a
fenti felfedezésekkel nagyjabol be is fejezodnek a klasszikus citogenetika ritka
betegségekkel kapcsolatos diagnosztikus lehetdségei, mivel a savos kromoszo-
makon is csak a durvabb, altalanosan 3 megabazisnal (Mb) nagyobb eltérések
azonosithatok (Haltrich, 2013).

A human citogenetika fejlodésének ujabb lendiiletet a kronikus mieloid leuké-
mids betegek csontvel6i mintajaban felfedezett miniatiir kromoszéma adott, me-
lyet felfedezésének helyszinérdl Philadelphia-kromoszémanak neveztek el. Janet
Rowley tizenharom évvel kés6bb bebizonyitotta, hogy a Philadelphia-kromo-
szoma a 9-es €s a 22-es kromoszomak kozti reciprok transzlokacié eredménye,
melynek soran az emlitett kromoszomak egy-egy szakasza kolcsondsen kicse-
rélodik. Késobb azonositottak a toréspontokban talalhatd géneket: a 9-es kro-
moszéman talalhatdé ABL I- (Proto-Oncogene I, Non-Receptor Tyrosine Kinase)
¢és a 22-es kromoszoman talalhatdo BCR- (Breakpoint Cluster Region) gént, me-
lyek a transzlokacio soran fuzionalnak, és koros aktivitasu tirozin-kinaz-fehérje
(Chandra et al., 2011).

Ez a felfedezés mérfoldko a korszerti diagnosztikai modszerek fejlodésében,
mivel a mikroszkoppal torténd értékelésrol a molekularis szinti kutatasok felé
irdnyitotta a szakemberek érdeklodését, és a génszintli elvaltozasok detektalasara
alkalmas metodika kidolgozasara sarkallta 6ket. Az Gj molekularis citogenetikai
modszerek alapja a fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH), mely lehetové teszi
a kromoszomak és a gének kozti atjarhatosagot, és lathatdva teszi, molekularis
szintre ,,nagyitja” a kromoszdma-rendellenességeket.
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FLUORESZCENS IN SITU HIBRIDIZACIO (FISH)

Az in situ hibridizaciot eldszor radioaktiv jelolésti genomialis DNS-darabokkal
végezték el a 70-es évek tajékan, azonban a klinikai gyakorlati alkalmazasa
csak a 90-es években terjedt el, miutan Daniel Pinkelnek és munkatarsainak
sikeriilt egy sokkal konnyebben kivitelezhetd, fluorokrém-alapia DNS-festést
alkalmazniuk.

A FISH-vizsgalat soran a beteg kettds szali DNS-¢ét magas hémérsékleten szét-
valasztjuk, denaturaljuk, majd ismert szekvenciaju, fluorokrommal ,,festett” egy-
szali DNS-probakhoz hibridizaljuk. A proba a DNS-komplementaritas alapjan
bekdtddik a targethez, és ezaltal a genom kisebb szakaszai fluoreszcens mikrosz-
kop segitségével jelenithetok meg (1. dbra).
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értékelés

1. abra. A fluoreszcens in situ hibridizacié technikai Iépéseinek sematikus abrazolasa.
HI sajat készitési abraja és mikroszkopi felvétele

A modszer elénye, hogy a fénymikroszkdppal nem kdvethetd, kilobazis nagy-
sagrendl ,,rejtett” elvaltozasokat képes detektalni: megallapithaté a keresett kro-
moszomarégio, gén (szakasz) jelenléte vagy hidnya, kopiaszama, kromoszomalis
helye (Tonnies, 2002). FISH-vizsgalattal csak akkor tudjuk diagnosztizalni a rit-
ka betegségeket, ha rendelkeziink klinikai genetikai ismeretekkel, €s ismerjiik a
beteg részletes tlinettanat. A diagndzis kiindulopontja mindig a fenotipus (pheno-
type-first), ennek a feltérképezése segit kdrvonalazni a lehetséges genotipust,
melyet a célzott FISH-vizsgalattal tudunk igazolni.
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A FISH-vizsgalat eredményessége a megfelelo FISH-probak kivalasztasatol is
fligg. Bizonyos kromoszomak szdmanak megallapitasahoz a centromérak kozelé-
ben elhelyezkedd, kiilonboz6 a-szatellita régiokat tartalmazo, az adott kromoszo-
mara specifikus probak alkalmasak, melyeket ,,kromoszéma-szamlald” prébaknak
(chromosome enumaration probe, CEP) vagy centroméraspecifikus probaknak
neveziink. E probak elonye, hogy nem igényelnek metafazis kromoszomakat, kii-
16nb6z06 szdvetekbdl (vizelet lapham vagy szajnyalkahartya) szarmazo interfazis
sejtmagokon is kivitelezhetdk. A centroméra probakkal biztonsaggal diagnoszti-
zalhatok a rejtett és a szoveti mozaicizmusok, mivel a vizsgalt kromoszoéma szama
akar tobb szaz sejtben is ellendrizhetd. Ilyen rejtett mozaicizmus fordulhat eld pél-
daul az olyan tipusu Turner-szindrémaban, ahol a masodik nemi kromoszéma csak
a sejtek egy részebol hianyzik. Ha a masodik nemi kromoszéma egy szerkezetileg
hibas Y kromoszoma, az osztddasok soran a sejtek nagy részébdl altalaban elvész.
A klinikai gyakorlatban kiilonos jelentdsége van a Turner-szindromaban eléfordulo
Y kromoszoma mozaicizmusoknak, mivel a gonadok rosszindulatii daganatos el-
valtozasanak kockazata ezekben az esetekben az 4tlagosnal joval magasabb (~25%),
¢és emiatt a beteg szoros orvosi feliigyeletet igényel (2. abra).

2. abra. A férfi nemet determinadlo Y-régio-gén (SRY) X kromoszémara torténd

A vastagabb nyil a néi nemnek megfeleld két X kromoszomat azonositd centromérat, a
vékonyabb nyil az SRY-gént mutatja az egyik X kromoszoéman.
HI sajat diagnosztikai anyaganak mikroszkopi felvétele
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A FISH legkiterjedtebb alkalmazasi teriilete a ritka betegségek teriiletén a mik-
rodelécios szindromak diagnozisa. A mikrodeléciok kialakulasara a genomban
szétszortan talalhatd instabil kromoszoma-régiok hajlamositanak. A mikrodelé-
ciés szindromakkal 6sszefliggd instabil régiok koziil legismertebbek az alacsony
képiaszamu ismétlddések (low-copy repeat, LCR), melyek a mikrodelécios szind-
romak toréspontjait hataroljak. Az ivarsejtek keletkezésével kapcsolatos meidzis
sordn az egymashoz kozeli LCR-régiok szekvenciaazonossaganak koszonheto-
en hibas parba rendezddés, ugynevezett ,,nem allélikus homoldg rekombinacio”
johet 1étre, amelynek kovetkeztében az LCR-régiok kozti szakaszok kieshetnek
vagy megduplazodhatnak. Mivel a toréspontok mindig az LCR-régidkra lokaliza-
lodnak, a mikrodelécids szindromak ismert, igynevezett ,,rekurrens” téréspont-
tal rendelkeznek. A mikrodelécios szindromak diagndzisara éppen ezért konnyen
tervezhetdk az ugynevezett génspecifikus vagy lokuszspecifikus FISH-probak,
melyekben a delécios/duplikacios kritikus régiot altalaban piros fluorokrom-
mal jelolik, és tartalmaznak még egy zold fluorokrommal jeldlt kontrollrégiot,
amellyel ellendrizheté a kromoszomalis lokalizacio, és validalhato a kritikus
régidval kapcsolatos eredmény is. Valamennyi rekurrens térésponttal jellemez-
heté mikrodeléciés és mikroduplikacios szindroma (Williams—Beuren-, Di-
George-, Smith—Magenis-, Prader—Willi-, Angelman-, cat-eye-, Charcot—Marie—
Tooth-szindroma stb.) FISH-vizsgalattal biztonsaggal diagnosztizalhato (Shaffer
etal., 2007). Ez a tarsadalombiztositas altal tamogatott vizsgalat szinte valameny-
nyi hazai citogenetikai laboratoriumban elérhetd.

Bizonyos szindromakban jelentésége van a sziildi eredetnek is: ugyanannak a
régionak a kiesése mas betegséget okoz a sziildi eredet fiiggvényében. El6fordul-
hat az is, hogy mindkét homoldg kromoszéman jelen van a mikrodelécios szind-
roma kritikus régidja, azonban mindkét kopia csak az egyik sziil6tdl szarmazik.
Ezt a jelenséget egysziilés vagy uniparentalis diszomidnak (UPD) nevezziik.
Ilyen sziil6i hatastol fiiggd példaul a 15-6s kromoszoéma centroméra alatti régio-
janak (15q11) az elvesztése, amely az apai allélvesztés esetében a sulyos sulytobb-
lettel és értelmi elmaradassal jaré Prader—Willi-szindrémat eredményezi, akkor
is, ha nincs delécio, de mindkét allél az anyatol szarmazik. Ennek a forditottja az
Angelman-szindroma, ahol csak az apai allél van jelen egy vagy két kopiaban.
Ezekben az esetekben metilaciospecifikus multiplex ligaciofiiggd probaamplifi-
kacios (MLPA) vizsgalat elvégzése sziikséges, mely kiilonbséget tud tenni a szii-
16i allélok kozott (Acs et al., 2018).

A FISH masik gyakori klinikai alkalmazasa a génekben gazdag szubtelomeri-
kus régiok vizsgalata (De Vries et al., 2003). Ezek a régiok a meidzis soran gyak-
ran atrendezddnek, €s kiilonbozo sulyossagt értelmi elmaradast és/vagy tanulasi
nehézséget okoznak. Valamely kromoszoma szubtelomerikus delécidja az értel-
mi elmaradassal sziiletett gyermekek 5%-ara jellemzd. Ezekben az esetekben az
értelmi elmaradashoz altaldban valamilyen fejlédésbeli elmaradas és/vagy disz-

Magyar Tudomdny 180(2019)5



UJ DIAGNOSZTIKAI MODSZEREK A RITKA BETEGSEGEK FELISMERESEBEN 675

morfias jelleg is kapcsolodik (Ravnan et al., 2006). Valamennyi kromoszéma
ban a vizsgalat elég koltség- és munkaigényes.

Amennyiben a hagyomanyos citogenetikai vizsgalat tobb kromoszomat érintd,
ugynevezett komplex szerkezeti elvaltozast azonosit, a teljes kromoszémafestd
probak (whole chromosome painting probe, WCP) kombindcioit hasznalhatjuk,
azonban az optimalis megoldas a sokkal koltségesebb multicolor-FISH-techni-
ka, mely 6t kiilonb6z6 fluorokrém keverékét felhasznalva minden egyes kromo-
szOmat mas szinben jelenit meg (Tonnies, 2002).

ARRAY KOMPARATIV GENOMIALIS HIBRIDIZACIO (ARRAY-CGH)

A ritka citogenetikai korképek legkorszeriibb diagnosztikus modszere a nagy fel-
bontoképességii array komparativ genomialis hibridizacio (array-CGH). Oriasi
elénye, hogy alkalmas sporadikus toréspontu, ismeretlen, kisméret(i kopiaszam-
valtozasok (CNV) (delécidk, duplikaciok) detektalasara. A vizsgalat a beteg
DNS-mint4jabol és egy egészséges kontrollmintabol, az igynevezett referencia
DNS-bal torténik.

Az array-CGH, akarcsak a kariotipizalas, az egész genomra vonatkozoan ad in-
formacidt, azonban felbontoképessége lényegesen nagyobb, akar tizezerszeres is
lehet. A kereskedelemben kiilonboz6 felbontoképességli array kitek vannak forga-
lomban, attol fiiggden, hogy a probak milyen tavolsagra vannak egymastol. A leg-
elterjedtebb, kereskedelmi forgalomban 1év6 nagyfelbontasu array-k (500 K probes)
altalaban 50 Kb nagysagu eltérést tudnak detektalni, a kisebb felbontasuak (180 K
probes) pedig 150 Kb koriili kopiaszam-valtozast tudnak érzékelni. Egyéni kérésre
készitett kitek segitségével a genom egy része, példaul egyetlen kromoszoma, sok-
kal részletesebben is vizsgalhatd. Ha a probak szamat célzottan ndveljik, akar 5 Kb
nagysagu eltérést is lehet azonositani. Az utoébbi években bizonyos betegségekkel,
szindromakkal kapcsolatos gének vizsgalatara dolgoztak ki specidlis array kiteket.

Az array-CGH-kit egy targylemez méretii lapka, amelyhez tobb szazezer rovid,
50—80 nukleotidbdl allo egyszala DNS-molekulat, oligonukleotidot rogzitenek.
A beteg DNS mintajat (voros-CyS) és az egészséges kontrolloktol szarmazo re-
ferencia DNS-t (z6ld-Cy3) kiilonb6z6 szinti flurokrommal jelolik, egyenld meny-
nyiségben Osszekeverik, majd az array-lapkara cseppentik. A beteg és kontroll
mintakeverék kétszala DNS-t elvalasztjak, denaturaljak, majd a szilard feliileten
talalhato oligonukleotid probakhoz hibridizaljak. Ezt kovetden egymas utan, kii-
16nb6z6 szinti 1ézerrel gerjesztve, szkennerrel beolvassak a képet, majd az ada-
tokat bioinformatikai programok segitségével értelmezik. A hiany és a tobblet a
beteg minta és a referencia DNS fluoreszcens jelintenzitasanak detektalasan ala-
pul. A normalis DNS-szakaszokon a két szin egyenl6 erdsségti, igy sarga jelet ka-

Magyar Tudomdny 180(2019)5



676 TEMATIKUS OSSZEALLITAS « UJ MODSZEREK A BELGYOGYASZATI DIAGNOSZTIKABAN

punk; duplikacio esetén a beteg vords szintt DNS-ébdl hibridizalodik tobb, delé-
ci6 esetén a kontroll DNS z6ld szine van tulsulyban (3. dbra). Az array kitek egy
részébe egypontos-nukleotid-polimorfizmussal kapcsolatos SNP-markereket is
beépitenek. A szkenner az SNP-markerek alapjan kiilonbséget tud tenni az anyai
¢és az apai allélok kozott. Az ilyen tipusa kitek alkalmasak kopiaszam-semleges
heterozigéta allapotvesztések (LOH), uniparentalis diszomiak (UPD) feltarasara
is (Ellison et al., 2012; Pik6—Karcagi, 2014).

1. DNS-izolalas és -jelolés 3. Szkennelés
Vizsgalt DNS ReferenciaDN$S =
Cys Cy3
[- 4. Bioinformatikai értékelés
+2
2. Hibridizalas +1
.ﬂ - < 0
-1
-2
+2: duplikécio, négy kopia
+1: duplikacio, harom képia
0: normalis
-1: heterozigota delécio
-2: homozigota delécio

3. abra. Az array komparativ genomidlis hibridizacioval torténd vizsgalat folyamatanak
sematikus abrazolasa.
A szerzOk sajat készitésii abraja

Az array kitek probatavolsaga altalaban aranyos a gének stirtiségével, a centromé-
ra koriili génszegény régiok, szegmentalis duplikaciok altalaban nincsenek lefed-
ve, ezért ezek kopiaszam-valtozasairol, valamint a mitochondrialis DNS-r6l nem
kapunk informaciot. Az array-CGH nem alkalmas kiegyensulyozott elvaltozasok
(reciprok transzlokaciok, inverziok), alacsony foku (15%) mozaicizmusok, vala-
mint mutaciok detektalasara sem.
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Az array vizsgalatnal a diagnozis kiindulopontja a genotipus (genotype first),
a talalt genotipus kell, hogy elvezessen a fenotipus megértéséhez. Konnyl meg-
talalni a diagnozist, ha az azonositott CNV megtalalhat6 az adatbazisokban, €s a
tarsulo klinikai jellemzdk is megegyeznek. Természetesen sok olyan elvaltozast
is azonosithat az array vizsgalat, melynek klinikai jelentdségére nincs adat, pa-
togenitdsa nem egyértelmi. Az ilyen eredmény ,,bizonytalan klinikai jelentdségii
variansként” (variant of uncertain clinical significance, VOUS) kertil be az adat-
bazisba. A kopiaszam-valtozasok egy részérdl az adatbazisokban azonban nincs
semmilyen informacio, mivel azt korabban nem azonositottak, vagy nem regiszt-
raltak. Ebben az esetben szilikséges az érintett régidban, illetve a szomszédsa-
gaban talalhato gének feltérképezése, funkcidjuk és expresszidjuk helyének és
idejének tanulmanyozasa (De Leeuw et al., 2012).

Amennyiben a fenotipus eltérd, tovabbi vizsgalatok elvégzése (példaul a teljes
exom szekvenalasa, a lehetséges mutaciok PCR vizsgalata) vezethet el a betegség
patomechanizmusanak a felfedéséhez.

Az array-CGH a nemzetkdzi gyakorlatban elterjedt, elsédleges citogenetikai
vizsgalat ismeretlen eredetli fejlodési rendellenességek €s értelmi elmaradésok
esetében. A hazai rutin genetikai diagnosztikaba vald bevezetése, a tarsadalom-
biztositas altal torténd finanszirozasanak megoldasa rendkiviil siirgeto.
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