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Roviditések jegyzéke

FISH: fluorescens in situ hibridizacio

IF FISH: interfazisos sejteken végzett FISH

PCR: polimeréz lancreakcio

VCEFS: velo-cardio-facialis szindroma

YAC: €lesztd mesterséges kromoszoma

FGFR: fibroblast growth factor receptor
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UPD: uniparentélis disomia

DMD: Duchenne muscularis dystrophia

DAPI: 4°,6-diamidine-2’-phenylindole-dihydrochloride



1. Bevezetés

1.1. Kromoszomalis eltérések populacios gyakorisaga

Tankonyvi adat, hogy az élvesziilottek 0,6 %-dban kromoszémaaberraciok
mutathatok ki (Olah, 1999). Ez Magyarorszdgon évente 600 kromoszdmahibds
Ujsziilott vildgrajottét jelenti. Az ilyen defektusok dltaldban nagyon stlyos
mentélis €s fizikai kovetkezményekkel Jarnak. Mivel a
kromoszémarendellenességek kovetkezményeinek gyogyitasara nincs lehetdség,
jelenleg csak a veszélyeztetettek pontos identifikdlasin és prenatélis diagndzison
alapul6 megel6zés jelenthet hatékony segitséget.

Alig vitathat6 vélemény, hogy a kromoszomaaberraciok valoban 1étezd
populédciés gyakorisaga a 0,6 %-os sziiletéskori incidencidndl lényegesen
magasabb. Tudjuk, hogy a spontdn abortuszok mintegy felét kromoszomalis
rendellenességek okozzdk. A spontdn abortumokban a kromoszoma eltérések
el6forduldsa anndl gyakoribb, minél kordbbi terhességb6l szdrmazik a minta
(dtlagban 50 %, a 12. hét eldtt: 60 %, 12-20. hét kozott: 20 %, a késdbbi
abortuszok és a halvasziiletések kozott: 5-10 %), és intrauterin szelekcid
eredményeképpen alakul ki a kromoszdémaaberraciok sziiletéskori incidencidja.

Még lényegesebb annak figyelembevétele, hogy a kromoszémalis
eltérések kimutatdsa modszerfiiggd. A 0,6 %-os sziiletéskori gyakorisidgi adat
hagyoményos, részletek kimutatisara nem alkalmas metodikakkal végzett
vizsgalatokon alapul, s minden moddszertani bdviilés addig kimutathatatlan
aberraciok identifikdlasat eredményezheti.

A molekularis genetikai technikdk, amelyek az elmult években hazankban
1s megjelentek (Katona €s mtsai, 1996; To6th és mtsai, 2001; Treszl €s mtsai,
2004), jelentds mértékben bdvitették a genomialis rendellenességek
kimutatasanak lehet6ségét. A komplementer DNS szekvencidk hibridizaci6jan

alapulé mddszerek a probak célzott alkalmazdsa folytdn jelent6sen fokoztdk a

4



vizsgalatok specifikussagat. Joggal remélhetd tehat, hogy a DNS hibridizacids
technikak — koztiik a jelen dolgozatban targyalt fluorescens in situ hibridiz4ci6
(FISH) és a mikroszatellita markerek vizsgdlata — hozzdjarulnak ahhoz, hogy a
kromoszémaaberrdciok minél nagyobb hdnyada minél nagyobb pontossiggal
identifikaldasra keriiljon. A velesziiletett testi, szellemi rendellenességek
tobbségének etiologidja ugyanis ismeretlen, s ezek kozt minden bizonnyal
jelentds ardnyban szerepelnek a hagyomanyos moddszerekkel nem észlelhetd

kromoszomahibak.

1.2. Lehetoségek a diagnosztika hatékonysaganak bovitésére

1.2.1. Fénymikroszkoppal nem detektalhato eltérések vizsgalata

A hagyomdnyos savozasi technikdk a szambeli és a nagyobb (> 10 Mb)
szerkezeti kromoszéma rendellenességek kimutatdsara alkalmasak. A DNS
hibridizaci6 és a fluorescens festékekkel torténd detektalds akar kilobazis
nagysagrendli szakaszok specifikus kimutatdsat is lehet6vé teszi, s ezaltal a
kordbbi fénymikroszkdpos technikdkat messze feliilmuld felbontdképességet
eredményez.

Ezzel a technikdval egészen kis kromoszomarégiok tehetSk lathatova a
genomban, felfedve ezen szakaszok dathelyez8dését, delécidjat vagy
duplikiciéjat. A 3-5 Mb méretli deléciok detektdldsa az Un. mikrodelécids
szindromdk elkiiloniilt csoportjdnak felismerését eredményezte (Malcolm,
1996). Ezek az Osszetett fenotipussal jellemezhet6 rendellenességek legtobbszor
sporadikusan fordulnak eld, de ismertek familidris esetek is, amelyek hatterében
altalaban rejtett sziil6i kiegyensulyozott transzlokacié all. A mikrodeléci6s
szindromékban a fenotipus tobb gén érintettsége miatt alakul ki. Emiatt talan

talalobb az ,érintkez6 gén szindréoma” elnevezés, ami a funkciondlisan

fliggetlen, &m a kromoszomdkon fizikailag egymds mellett elhelyezkedd gének



egyiittes delécidjara utal. A legismertebb mikrodelécids szindromdk a Prader-
Willi, az Angelman (Thomas és mtsai, 1999; Erdel €s mtsai, 1996), a DiGeorge
(Shprintzen és mtsai, 1981; Driscoll és mtsai, 1992; Fibison és mtsai, 1990;
Cohen, 2002; Coumoul és mtsai, 2003), a Williams (Ewart és mtsai, 1993), a
Miller-Dieker (Ledbetter és mtsai, 1992), a Wolf-Hirschhorn (Gandelman és
mtsai, 1992; Altherr és mtsai, 1991), a Cri du Chat, a Kallmann és a Smith-
Magenis (Greenberg és mtsai, 1991) szindromak.

A FISH specifikussaga ezen feliil arra is lehetdséget nyujt, hogy az egyes
kromoszémdkra specifikus probdkat mas-mdas szindi fluorokrommal jeloljiik, s
igy a fénymikroszkOpban hasonlé megjelenésti kromoszomdkat egymastol
elkiilonitsiik. Ennek a transzlokéciok vizsgédlataban van Oridsi jelentdsége.

A FISH tovabbi elénye, hogy megfeleld probdk alkalmazasival nem
oszt6do, interfazisos sejteken is képes a keresett kromoszomdlis szakaszok
detektdlasara. A FISH technika interfazis cytogenetikai hazai alkalmazdsa a
prenatdlis diagnosztikdban (Tardy és mtsai, 1996 és 1997) és malignus
elvaltozdsok vizsgélataban terjedt el elsként (Szuhai és mtsai, 1997; Pajor,
1998). Az IF FISH szambeli kromoszoma rendellenességek vizsgalatiban az
Osszehasonlito tanulmanyok adatai szerint (Pajor és mtsai, 1998) a hagyomanyos
cytogenetikai vizsgdlatnal érzékenyebbnek bizonyult. Ez az eljaras képes egy-
egy kromoszoma szadmbeli eltérésérdl nagy szamu sejt elemzésével informéacidt
nydjtani metafazisok vizsgélata nélkiil, ezért lehet6vé teszi a kromoszomalis
szoveti mozaikossag vizsgdlatat is (1asd: 1.2.2. fejezetben).

A mikroszatellita markerek tandem ismétl6d6 dinukleotid egységekbdl
all6 szekvencidk, amelyek a homoldg kromoszoémdkon eltér6 hosszusaguak
lehetnek (4.4. fejezet), €s a genomban elszortan taldlhatok. Segitségiikkel
lehet6ségiink van egyes kromoszomdk, ill. kromoszéma régidk sziili
eredetének megallapitasdra, aminek a klinikai diagnosztikiban is jelent&sége

van. A molekuldris DNS mddszereknek koszonhetSen kideriilt ugyanis, hogy a
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46 kromoszomaval jellemzett euploidia nem mindig a két sziill6 komplett
haploid szerelvényének egyesiilésével jon létre, s az Un. uniparentélis diszOmia

fejlédési rendellenességek okozoja lehet.



1.2.2. Mozaikossag vizsgalata

A populécidban 1étezd kromoszomalis eltérések felismerésének esélyét az
is fokozza, ha a diagnosztikdban elszakadunk att6l a hagyomanyos
feltételez€stdl, miszerint a vizsgalt bioldgiai minta maradéktalanul reprezentélja
a teljes szervezetet. A mozaikossdgrol, az eltérd genotipusu sejtek egyiittes
jelenlétérdl ugyan régoéta tudunk, modszertani nehézségek miatt azonban
korlatozottak az ismereteink. Szdmos adatbdl lehet arra kovetkeztetni, hogy a
genetikai mozaikossag 1étezd gyakorisdga 1ényegesen nagyobb, mint a felismert
esetek szama.

Az élet sordn keletkezo szomatikus sejt mutdciok daganatokat okoznak,
ami végeredményben mozaikossagnak felel meg. A daganatképz6déshez vezetd
kromoszémadlis vagy génszinti muticiock ugyan egyre tobb esetben
verifikdlhatok, azonban azok a minden bizonnyal 1étez6, daganatot nem okoz6
mutaciok, amelyek a sejt funkciondlis zavardval jarnak, egyelére nem vagy alig
mutathatdk ki.

Némileg jobb eséllyel vizsgdlhaté az intrauterin életben bekovetkezd
mutdciok szerepe. A posztzigétikusan, a fejl6dé embridban kialakulé mutdciok
ugyanis fejlédési rendellenességet okoznak, a kéros fenotipus tehat felhivhatja a
figyelmet eltérd genotipusu sejtek jelenlétére. Noha a foltos, koriilirt szoveti,
szervi eltérésekben ma mar génszinti mozaikossigok 1is kimutathatok,
modszertani korlatok miatt mind a mai napig ha mozaikossagrol beszéliink,
akkor mozaik aneuploidiardl, két vagy tobb, eltér6 kromoszomakészlettel
rendelkezd sejtvonal szervezeten beliili egyiittlétérsl van szo.

A fejl6dé magzatban 1étrejové szomatikus mutdcidok okozta fejlédésbeli
elmaradas, ill. malforméci6é mértéke a koros €s az egészséges sejtvonal ardnyatol
és szoveti megoszlasatdl fiigg. Mivel mozaik esetekben a klinikai tiinetek
rendszerint enyhébbek a kizardlag koros sejtekkel rendelkezd személyekhez

képest, a mozaikossdg adhat magyardzatot az 0Orokl6d6é rendellenességek
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valtozatos manifeszticiojara (genetikai heterogenitds), szegmentilis és
aszimmetrikus fejlddési hibdkra (a b6r pigmentéacid zavarai, az egyik testfélben
vagy testrészben hemihypertrophia vagy unilateralis hypoplasia), normalis
karyotipus mellett el6fordulé intrauterin nodvekedéselmaradasra (,,confined
placental aneuploidy”), lokalizalt congenitalis malformdciéra (Hall, 1988;
Jonkman és mtsai, 1999; Seely és mtsai, 1984; Kalousek €s mtsai, 2000).

A genetikai tandcsadds szdmdra nagy problémadt jelent, ha egy csalddban
U] mutaci6’-ként megjelend kromoszomadlis rendellenesség ismétlddik. Ennek
hatterében sziil6i mozaikossag — esetleg csak a gonddokban létezd, germindlis
mozaikossdg — éallhat. Ez utébbi gyakorlatilag nem vizsgalhat6, de a vér
lymphocytdkban 1évd mozaikossdg is csak célzott megkozelitéssel zarhato ki. A
15 % alatti aranyud rendellenes sejtvonal felismerésére ugyanis rutin eljardssal a
vizsgélt alacsony sejtszdm miatt kicsi az esély (irodalmi adatok alapjan pl.
mozaik Down szindromds gyermekekben a koros sejtvonal ardnya gyakran 15%
alatti, a rejtett mozaik hordoz6 sziil6kben pedig még az 5%-ot sem éri el)
(Uchida és mtsai, 1985). Ezért a ,,normélis” karyotipusu sziil6kben is alaposabb
cytogenetikai vizsgdlatra, vagy legaldbb a kérdéses velesziiletett betegség
finomabb tiineteinek keresésére lenne sziiks€g gondos fenotipus vizsgélat
keretében (Méhes és mtsa, 1990).

A mozaikossdg kimutatdsdt neheziti, hogy a vér lymphocytik
vizsgélataval kapott normdlis karyotipus alapjan nem zarhat6 ki az aneuploid
sejtvonal jelenléte mas szovetekben, valamint azzal is szdmolni kell, hogy az
egyes szovetféleségekben a rutinszerfien vizsgdlt lymphocytdkban észlelttdl
eltérd lehet a koros sejtek ardnya, amire eddig a genotipus-fenotipus 0sszefiiggés
elemzésében - modszertani korldtok miatt — kisebb figyelmet lehetett forditani.
Az ilyen tn. szoveti mozaikossdg kiillonféle szovetekbdl szdrmazd nagyszamu
mitézis elemzésével lenne megdllapithatd, ez azonban a klinikai gyakorlatban

nehezen kivitelezhetd. (Sejtkultirdban nagyszamua mit6zis elemzéséhez gyakran
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tobb passzdlas sziikséges. A felpasszalt sejteket U tenyésztdedénybe athelyezve
a letapadas fiiggvényében a kiilonféle sejtvonalak klonjai az eredeti szervezethez
képest eltérd ardnyt reprezentalhatnak.)

Az interfazisos sejteken alkalmazott FISH a kordbbindl 1ényegesen jobb
lehet6séget kindl a mozaikossdg vizsgdlatara is, aminek a rendellenességek
kialakuldsi mechanizmusianak megértése, 1ill. a progndzis megitélése
szempontjabol van jelentGsége (Robinson és mtsai, 2001). A technikdval
kiillonféle szovetmintdkon tenyésztés nélkiill is viszonylag nagyszdmu sejt
vizsgalhat6. Ezaltal lehet6ség nyilik a véren kiviil mds, invaziv mintavételt nem
1gényl6 anyagmintdn gyors eljarassal, metafdzisok elemzése nélkiil vizsgalati
adathoz jutni bizonyos kromoszémak szdmbeli anomalidirdl.

A szdmbeli kromoszéma rendellenességek kiterjedt elemzése céljabol
vezettiik be intézetiinkben a kiilonféle szovetekbdl (lymphocytak, buccalis
nyalkahartya, tenyésztett fibroblast sejtek, esetenként izomszovet sejtjei, a
vizeletiilledékben taldlhat6 laphdmsejtek, valamint hajgyokér sejtjei) vett

mintdkon végzett interfazis FISH vizsgalatokat.
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2. Célkitiizés
Intézetiink a hagyoményos cytogenetikai elemzés (G-, Q-, C- és R-sdvos
technikdk ¢és festési eljarasok alkalmazdsa) teriiletén évtizedek Ota nagy
tapasztalatokkal rendelkezik a pre- €s postnatalisan végzett vizsgalatokban
egyarant. A molekuléris cytogenetikai technikdk fejlddése azonban a klinikai
gyakorlatban jelentkez§ szdmos, a hagyomdnyos eljardsok szdmdra
megoldhatatlan problémat jelentd vizsgdlat elvégzését tették lehetdvé. A
munkacsoportban elsddleges feladatom a DNS hibridiz4dcios médszerek (FISH,
mikroszatellita marker analizis) bevezetése volt a betegellatis szempontjabol
legfontosabb teriileteken, a diagnosztikdban alkalmazhaté laboratériumi
vizsgalatok korének bdvitése érdekében. Jelen dolgozat tudomdanyos céljai a
diagnosztikus munka sordn felmeriilt problémakhoz kot6dnek. Elemezni
kivantam az egyes modszerek alkalmazasi lehet6ségeit, elonyeit, ill. korlatait a
diagnosztikdban nyert tapasztalatok alapjan az aldbbi kérdések szerint:
* milyen mértékben novelhetdé a konstitucionalis kromoszomaaberraciok
felderitésének ardanya?
e mennyiben jarul hozzd a FISH a fenotipus-genotipus korrelacios
elemzésekhez?
* milyen jelentdséget lehet tulajdonitani a kromoszomalis mozaikossagnak
az emberi patologidban?
* milyen eldnyokkel jar az interfazis FISH a magzati aneuploididk
szlrésében?
* milyen médon lehet fokozni a genetikai diagnosztika hatékonysigit a

mikroszatellita markerek szegregdlddasanak vizsgélataval?
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3. Vizsgalati anyag

3.1. A Kklinikai indikacié szerint: elsGsorban a genetikai tandcsaddson
megjelent, testi-szellemi rendellenességben szenvedd betegektSl szarmazo
mintdk keriiltek feldolgozdsra (tumorokbdl szdarmazé mintdkat kivéve) a
dolgozatban ismertetett vizsgalatok keretein beliil. Ezek mellett a Down-sziirési
program keretében intézetiinkbe keriillt magzati mintdkon végeztem

vizsgalatokat.

3.2. A sejtek, ill. a DNS forrasa szerint: lymphocytdk, fibroblast €s amnion
kultara sejtjei, chorionboholy minta, buccalis nydlkahartya sejtjei,
vizeletiiledékben taldlhatd laphamsejtek, hajgyokér sejtek, ill. néhany esetben

szoveti sejtek adtdk a vizsgdlatok anyagat.

4. Alkalmazott modszerek

4.1. Mintavétel és preparatumkészités

Metafazis FISH vizsgélat céljara sterilen vett periférids vért hasznaltunk.
2 x 4 ml phytohemagglutinint tartalmazé taptalajba (Chromosome Medium 1A,
Gibco Co.) 5-5 csepp vért cseppentettiink, 0sszerdztuk, majd 72 o6rara 37 °C-os
termosztatba helyeztiikk. 2 6rdval a feldolgozds eldtt colcemidet (0,1 pg/ml
végkoncentracionak megfeleld6 mennyiségben) adtunk a kultirdhoz. A
hipotonizélas 0,075 M KCI oldattal tortént 37 °C-on 30 percig, majd tobbszor
atmostuk a sejteket fixdloval (metanol €s jégecet 3:1 ardnyu elegye). A
prepardtumot -20 °C-on tartottuk min. 30 percig, majd tisztitott tiiveg
tairgylemezre cseppentettilk ki a sejteket (Gail, 1998). A FISH vizsgdlat

megkezdéséig a lemezeket -20 °C-on taroltuk.
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p4

Fibroblast kultira készitése: alkohollal torténd fertGtlenitést kdvetben
tortént a bérbiopszia vétele. A bort sterilen kezelve — petricsészében, szikével -
apr6 darabokra vagtuk, majd a darabokat steril tenyésztGedényekbe
szétosztottuk. Az els6 napon csupan 2-3 ml tdptalajt (Chang Medium, Gibco
Co.) adtunk hozz4, majd az edényt oldaldra forditottuk a jobb letapadas
elésegitése érdekében €s 37 °C-os CO, termosztatba helyeztiik. Masnap normal
helyzetbe visszadllitottuk az edényt. A letapadist és novekedést 2-3 naponként
ellendriztiik, sziikkség esetén friss tdptalajt adva a sejtekhez. Megfeleld
novekedés elérése utan colcemidet adtunk a kultirdhoz, majd két ora eltelte utan
feldolgoztuk: a hipotonizdlas 0,075 M KCI oldattal tortént 37 °C-on 30 percig,
majd tobbszor atmostuk a sejteket fixdloval (metanol és jégecet 3:1 ardnyu
elegye). A FISH vizsgdlat megkezdés€ig a lemezeket -20 °C-on taroltuk.

Amnion  sejtkultiira készitése: 20 ml amnion folyadékot steril
centrifugacs6ben lecentrifugaltunk (2000 rpm, 10 perc), az iiledéket
felszuszpendélva steril tenyésztéedényekben osztottuk el. Tdptalajt (AmnioMax
€s Chang Medium, Gibco Co.) adtunk a sejtekhez, €s a mintdkat 37 °C-os CO,
termosztatba helyeztiik. A letapadast és novekedést 2-3 naponként ellendriztiik,
sziikség esetén friss taptalajt adva a sejtekhez. Megfelel6 novekedés elérése utdn
colcemidet adtunk a kultirdhoz, majd két oOra eltelte utdn feldolgoztuk: a
hipotonizdlas 0,05 M KCI oldattal tortént 37 °C-on 30 percig, majd tobbszor
atmostuk a sejteket fixaloval (metanol és jégecet 3:1 ardnyu elegye). A FISH
vizsgalat megkezdéséig a lemezeket -20 °C-on taroltuk.

Hajgyokér sejtekbol nyert prepardtum készitése: a kihuzott hajszédlak
gyokerét fiziologias sooldatba 4ztattuk fél orara, majd a hajgyokér sejtjeit
tisztitott iiveg targylemezekre kentiik ki. A prepardtumot metanolba martva
fixaltuk, majd szobah6n megszéritottuk. A FISH vizsgidlat megkezdéséig a

lemezeket -20 °C-on taroltuk.
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Vizeletiiledékbol nyert laphdmsejtek prepardldsa: 20-50 ml vizeletet
lecentrifugaltunk (5000 rpm, 10 perc), a feliiliszo6 eltdvolitdsa utdn az iiledéket
metanolban felszuszpendaltuk, tisztitott liveg targylemezre cseppentettiik, és
szobahén megszaritottuk. A FISH vizsgédlat megkezdéséig a lemezeket -20 °C-
on taroltuk.

Buccalis nydlkahdrtya kenet készitése: tabol késziilt steril lapkdval a
szdjiireg nyalkahartyardl mintat vettiink, tisztitott iiveg targylemezekre kentiik
ki. A preparatumot metanolba martva fixaltuk, majd szobah6n megszaritottuk. A
FISH vizsgélat megkezdéséig a lemezeket -20 °C-on taroltuk.

Szovetmintdk prepardldsa: a mitéti eljaras sordn nyert mintdkat (szovettani
metszetek) paraffinba dgyazva, targylemezre rogzitve kaptuk. A paraffint 3 x 10
perc xylolban torténd 4ztatdssal oldottuk ki szobahdn. A lemezre rogzitett

prepardtumot leszallé alkoholsorban (100-90-70-50 % etanol) hidréltuk, majd
2 x SSC oldatban inkubaltuk 75 °C-on 10 percig.

4.2. Metafazisos preparatumokon végzett FISH vizsgalat (lymphocyta, ill.
fibroblast €s amnion sejtkultirak)

A FISH vizsgalat megkezdése elott a fagyasztva tarolt lemezeket
szobahémérsékleten engedtiik felmelegedni. Minden FISH protokollban a
kovetkezd torzsoldatokat hasznéltuk (4 °C-on egy honapig tarolhato):

20 x SSC: 3 M NaCl, 0,3 M Na-citrdt (pH 7.0)

10 x PBS: 137 mM NaCl, 27 mM KCIl, 80 mM Na,HPO,, 15 mM KH,PO,(pH 7.0)
10 % Tween 20

1 M MgCl,

10 % pepszin (-20 °C-on tdroltuk)

1 NHCI

70 % - 90 % - 100 % etanol

DAPI magfesték: 125 ng/ml antifade mounting mediumban oldva (4 °C-on tdroltuk)
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Munkaoldatok (mindig frissen készitettiik):
2 x SSC (500ml): 450 ml desztilldlt viz + 50 ml 20 x SSC (pH 7.0)
1 x PBS (1000 ml): 900 ml desztilldlt viz + 100 ml 10 x PBS (pH 7.0)
MgCly/PBS (500 ml): 480 ml 1 x PBS + 20 ml MgCl,
MgCl/PBS/formaldehid (100 ml): 100 ml MgCl/PBS + 1 ml formaldehid
Az eldkezelés 1ényege egy pepszin emésztés kozbeiktatdsa a

fehérjementesités elvégzése érdekében, ill. egy azt kovetd fixdlds. Minden
munkafazist festokiivettaban végeztiink.

1. Mosas 2 x SSC oldatban: 3 x 3 perc

2. Mosas 1 x PBS oldatban: 1 x 3 perc

3. Emésztés: 100 ml desztillalt viz és 1 ml 1 N HCI elegyét 37 °C-ra
elémelegitettiilk, majd az emésztés megkezdése el6tt 25 pl 10 %-os
pepszin oldatot kevertiink bele: 10 percig inkubéltuk 37 °C-on.
Mosés 1 x PBS oldatban: 3 x 3 perc
Mosés MgCl,/PBS oldatban: 2 x 3 perc
Fixalas MgCl,/PBS/formaldehid oldatban: 1 x 10 perc
Mosés 1 x PBS oldatban: 1 x 3 perc
Dehidrélés jéghideg felszallo alkoholsorban (70 — 90 — 100 %): 1-1 perc

o *® 3 0ok

A lemezek szaritasa szobah6én

Az  el6kezelt lemezeket faziskontraszt —mikroszképban — 4tvizsgaltuk,
kivalasztottuk a hibridizaciéra alkalmas teriiletet, amelyet a lemez karcoldsival
megjeloltiink.

Denaturdldas és hibridizdcio: az altalunk hasznalt moédszer, az uUn.
kodenaturacid szerint a fluorochrome vagy haptén jelolésti probat hibridizacids
pufferrel (50 % formamid/ 2 x SSC) elegyitettiik, 10 1l végtérfogatra desztillalt
vizzel sziikség szerint kiegészitettiik. Az igy kapott elegyet a hibridizaci6 céljara
elézetesen kivdlasztott teriiletre cseppentettiik, fed6lemezzel buborékmentesen

lefedtiik, majd hot plate-re helyezve a lemezeket 3 percig 80 °C-on egyiitt
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denaturéltuk a probét €s a kromoszomalis DNS-t. Denaturalds utdn a fedlemezt
korberagasztottuk, és leforditva (fekvo kiivettaban) 37 °C-os parakamraba tettiik.
A hibridizaci6 az Un. painting (teljes kromoszomat fest6) probak hasznédlatakor
két éjszakan 4t, minden mads proba esetén egy éjszakan 4t tartott.
Poszthibridizdcios mosds: a mosasi 1épések elvégzése elott a
munkaoldatokat frissen készitettilk el, majd az oldatokat és a festOkiivettakat
egyarant 37 °C-ra eldmelegitettiik (flithetd vizfiird6ben).
Munkaoldatok (minden oldat pH értékét 7.0-ra allitottuk):
50 % formamid/ 2 x SSC (400 ml): 160 ml desztilldlt viz + 40 ml 20 x SSC + 200 ml
formamid (pH 7.0)
2x 8SC (500 ml): 450 ml desztilldlt viz + 50 ml 20 x SSC (pH 7.0)
4T (500 ml): 400 ml desztilldlt viz + 100 ml 20 x SSC + 2,5 ml 10 % Tween 20 (pH
7.0)

1. A lemezeket a parakamrabol elévéve a fedGlemezeket a hibridizélt

teriiletrdl eltavolitottuk.

2. Mosés 50 % formamid/ 2 x SSC oldatban 37 °C-on: 3 x 5 perc

3. Mosas 2 x SSC oldatban 37 °C-on: 3 x 5 perc

4. Mosas 4T oldatban 37 °C-on vagy szobahdn: 3 x 3 perc

Fluorochrome jelolést probdk esetén csupan desztillalt vizben ledblitettiik a
lemezt, majd szobah6n megszaritottuk. Ilyen probdk alkalmazdsanal a
denaturdlds pillanatatdl fénytdl védve kezeltiik a prepardtumot. Utolsé 1épésként
a hibridizalt teriiletet DAPI magfestékkel lefedtiik.

Haptén jelolésti probdk esetében az elsdé 4T mosasi 1épés utan az eldhivas
kovetkezett: a proba jelolésének megfeleld antitestet blokkolé reagenssel
higitottuk (el6hivé oldat; a gyartd altal megadott eldirdsok szerint). A lemezt
100 1l eldhivo oldattal buborékmentesen lefedtiik, majd min. 30 percre 37 °C-os
parakamraba tettiik. Az inkubdldsi id6 lejarta utdn a 4T mosasi 1épésektdl

folytattuk a munkat, ligyelve arra, hogy fényt6l védjik a preparatumot.
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Desztillalt vizes Oblités utdn szobahdn megszaritottuk a lemezeket, a hibridizalt
teriiletet DAPI magfestékkel fedtiik.
Ertékelés: a lemezeket fluorescens mikroszkdpban értékeltiik, az alkalmazott

fluorescens festékeknek megfeleld filtereket hasznélva.

4.3. Interfazis FISH (buccalis kenet, vizeletiiledékbSdl nyert laphamsejtek,
hajgyokér sejtjei és egyéb szovetek nyugalmi allapotu sejtmagjain, ill. magzati
sejtmintdkon)

A protokoll a metafazis FISH mddszernél leirtaknak megfeleld volt, csupan
a poszthibridizaciés mosasban tért el: egyes probdknadl (pl. a gyakran
keresztjelold X centromerikus préba haszndlata esetén) 45 °C-os hodmérsékletet

vagy 60 % formamid ardnyt alkalmaztunk.

4.4. Mikroszatellita marker analizis

A DNS izolédlas periféridas vérbol kis6zassal (Miller €s mtsai, 1988)
tortént. Az alkalmazott mikroszatellita markerek primer szekvencidit a Genome
Database adatbazisbol vettilk. A markerek amplifikdldsa a kovetkezd
hdprogramon tortént: denaturdlas 3 percig 94 °C-on, majd 38 cikluson keresztiil
denaturdlds 45 mdasodpercig 94 °C-on, annealing 30 mdsodpercig 55-57 °C-on,
szintézis 30 mdasodpercig 72 °C-on, végsd extenzid 3 percig 72 °C-on, végiil
4 °C-on tartottuk az elegyet. Az amplifikaciét 2 % agar6z gélen, etidium-
bromidos festéssel ellendriztik. A PCR termék maradékat 8 % poliakrilamid
gélen futtattuk, eziistfestéssel tettiik lathatova.

Az értékelés soran a gyermek (vizsgilt személy) alléljeit a két sziild
alléljeihez viszonyitottuk, azaz a kapott termékek mintazatét értékeltiik. Azokat
a markereket, amelyekre nézve a csalad tagjai homozigotak (két azonos méretii
allél) voltak, az értékelésnél nem tudtuk figyelembe venni, és a ,nem

informativ”’ megjelolést alkalmaztuk (1. dbra: A.). Azokat a markereket sem
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vettiik figyelembe, amelyekre nézve a csalddtagok ugyan heterozigétdk voltak,
de minden csalddtag mintdjdban ugyanaz a két allél fordult eld, hiszen ilyen
mintazat esetén nem allapithatd meg a gyermek (vizsgélt személy) alléljeinek
szil6i eredete. A mikroszatellita marker analizis szempontjdb6l csupdn azok a
markerek informativak, amelyekre nézve a csalddtagok heterozigotdk, és a két

sziil6 legalabb az egyik allélméretben kiillonbozik egymastdl (1. dbra: B.).

aa
el e b
| = -~

M. Gy. P A, M. Gy P g

s

1. dbra: A. egy ,,nem informativ’ megjelolésii marker képe: a gyermek és a sziilok egyardnt
homozigotdik (két azonos méretii allél) B. informativ marker mintdzat: mindhdrom vizsgalt
személy heterozigota, a sziilok termékei kiilonbozo méretiiek (M.: az anya, Gy.: a gyermek,
P.: az apa mintdja)

18



5. Eredmények

Az 1998-2005 mdajusa kozott eltelt hét és fél év soran Osszesen 3331 eset
cytogenetikai vizsgdlatdra keriilt sor intézetiinkben (1876 karyotipus késziilt
periférids vérbdl, 1270 amnion, 83 chorion és 102 fibroblast minta feldolgozasat
és értékelését végeztiik el). Ebben az iddszakban 889 metafizisos és interfazisos
FISH vizsgalat, valamint 2002 mdjusa 6ta 890 magzati mintdn (amnionon és
chorionon egyarint) végzett interfazisos FISH elemzés késziilt, a vizsgalatok
szdma €vrol évre folyamatosan névekszik.

Az emlitett 3331 eset koziil 387 volt kéros (11,7 %). 208 mintdban (6,25 %)
hagyomédnyos cytogenetikai  vizsgdlatokkal kimutathat6 és pontosan
verifikdlhat6 volt a rendellenesség. 120 esetben (3,60 %) a hagyomdényos
modszerek alkalmazdsaval ismertiik fel az eltérést, de pontos eredményre csak
FISH vizsgdlatokkal tudtunk jutni. 59 olyan esetiink volt (1,78 %), amelyeknél
a rendellenességet FISH technika alkalmazasa nélkiil fel sem ismertiik volna.
Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a FISH technika alkalmazdsa jelentGs
mértékben tdmogatta a diagnosztikus munkat. Az egyes alkalmazasi teriiletek

eredményeit az alabbiakban ismertetem.

5.1. FISH alkalmazasa interfazisos sejtmagokon

5.1.1. Szoveti mozaikossag

Az egyik betegcsoportban - amelybe olyan személyek tartoznak, akiknél
vagy a vér lymphocytdk vizsgdlataval észleltiilk a mozaikossdgot, vagy pedig a
jellemzd klinikai képhez viszonyitva szokatlanul enyhe tiineteket figyeltiink meg
— a szambeli kromoszéma rendellenességek kiterjedt elemzése céljabol

kiillonféle szovetekbdl (buccalis nydlkahartya, b6rbiopsziabdl inditott fibroblast
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kultara sejtjei, vizeletiiledékben taldlhaté laphdamsejtek, hajgyokér sejtek,
esetenként izomszovet sejtjei) vett mintdkon interfazis FISH vizsgélatokat
végeztem (2. dbra).

16 beteg esetében keriilt sor — a hagyomdnyos cytogenetikai vizsgalatot
kovetden — az emlitett szovetek sejtjein interfazis FISH analizisre, amely
segitségével a 9-es, 13-as, 18-as €s 21-es, valamint az X és Y kromoszémak

szambeli rendellenességeinek aranyat vizsgaltam (lasd a kovetkezd 2 tdblazatot).

2. dbra: IF FISH a 3.eset vizeletiiledék laphamsejtjein (A.) és buccalis kenetén (B.) (zold
szinben az X kromoszoma jele ldthato)

20



Klinikai Rutin Periférias Buccalis Vizeletiilledék Fibroblast sejtek: | Egyéb szovet:
probléma: cytogenetikai vér: IF kenet: IF laphamsejtek: IF IF FISH IF FISH
vizsgalat FISH FISH FISH
1. eset: Turner sy., | 45,X (80%)/ 46,X, - 46,X, mar(X) 45,X (30%)/ 46,X, - -
mozaik marker X mar(X) (20%) (100%) mar(X) (70%)
krom.
2. eset: Turner sy.; 45, X - 45,X 45,X 45,X hajgyokér s.
alacsony novés, sex. 45X
infant., enyhe tiinetek (100%) (100%) (100%) (100%)
(100%)
3. eset: Turner sy., 45,X (22%)/ - 45,X (16%)/ 46, XX - -
al.acsony n0Y§§, 46,XX (78%) 46,XX (84%) (100 %)
minor anomalidk
4. eset: mentalis 46,XY (72%)! - 46,XY (80%)/ 46,XY (78%)/ 46,XX 46,XY (95%)/ 46,XX herebiopszia
retardacio 46,XX (28%) 46,XX (20%) (22%) (5%) 46,XY (100%)
5. eset: Down 46,XX (12%)/ - 46,XX (50%)/ 46,XX (67%)/ 47,XX, - -
szindréma 47,XX,+21 (88%) 47,XX,+21 +21 (33%)
(50%)
6. eset: Down 46,XY(10%)/ - 46,XY (4%)/ 46,XY (12%)/ 47,XY, - -
szindréma enyhe 47,XY,+21 (90%) 47.XY,+21 +21 (88%)
tiinetekkel (96%)
7. eset: Down 47,XY,+21 - - 46,XY (88%)/ 47,XY, - -
szindréma enyhe +21 (12%)
tiinetekkel (100%)
8. eset: mozaik 9-es 46,XX (83%)/ 46,XX (86%)/ | 46,XX (84%)/ - 46,XX (100%) izomszovet:
triszOmia, tobbszords | 47,XX,+9 (17%) 47,XX,+9 | 47,XX,+9 (16%) 46,XX (100%)
fejl. rendellenesség (14%)

1. tabldzat: az 1-8. mozaikos esetek adatai
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Klinikai Rutin Periférias vér: | Buccalis kenet: IF Vizeletiiledék Fibroblast | Egyéb szovet:
probléma: cytogenetikai IF FISH FISH laphamsejtek: IF sejtek: IF FISH
vizsgalat FISH IF FISH
9. eset: mozaik 9-es 46,XX,del(7p) 46,XX,del(7p) | 46,XX,del(7p) (86%)/ | 46,XX,del(7p) (90%)/ _ -
(ki trlsz?ima i (74%)! 47,XX, (74%)! 47,XX, 47,XX, del(7p)+9 47,XX, del(7p)+9
iegyensulyozatlan
ransotok. t6bbes, ol del(7p)+9 (26%) | del(7p)+9 (26%) (14%) (10%)
rendell.)
10. eset: mozaik 13- 47,XX,+13 47,XX,+13 (92%)/ 47,XX,+13 47,XX,+13 47,XX,+13 -
as trisz6mia, enyhébb (100%) 46,XX (8%) (100%) (100%) (76%)/ 46,XX
tiinetekkel (24%)
11. eset: mozaik 18- 47,XX,+18 47, XX, +18 (75%)/ |  47,XX,+18 (94%)/ . 47,XX,+18 .
as triszémia, enyhe (100%) 46,XX (25%) 46,XX (6%) (93%)/ 46, XX
tiinetekkel (7%)
12. eset: primer 45,X0 (30%)/ 45,X0 (34%)/ 45,X0 (34%)/ 45,X0 (40%)/ } ,
amenorrhaea 46,XY (70%) 46,XY (66%) 46,XY (66%) 46,XY (60%)
13. eset: Edwards 47,XX,+18 47,XX,+18 (90%)/ - i - -
vagy DiGeorge sy. (100%) 46,XX (10%)
14. eset: Klinefelter 45,X 45X 45X . . herebiopszia
szindroma (100%) (100%) (100%) 45X
(100%)
15. eset: minor sikertelen 47, XX,+18 (10%)/ . . . .
anomalidk 46,XX (90%)
16. eset: Edwards 47,XY,+18 47,XY,+18 (64%)/ 47,XY,+18 (64%)/ . . .
szindréma (100%) 46,XY (36%) 46,XY (36%)

2. tabldzat: a 9-16. mozaikos esetek adatai
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Tizennégy beteg mintdiban a vizsgdlt mozaik aneuploididk esetében a
kiillonféle szovetekben eltér6 ardnyd mozaikossdgot €észleltem. A fennmarado
két eset (2. és 14.) abbdl a csoportbdl keriilt ki, ahol a szokatlanul enyhe klinikai
tiinetek alapjan vetddott fel a kromoszémadlis szoveti mozaikossdg gyandja, a
hagyomdanyos cytogenetikai vizsgalat eredménye azonban kizardlag koros sejtek
jelenlétét mutatta. Ebben a két esetben a kiilonféle szovetekbdl szarmazo sejtek
vizsgélata sem igazolta normdlis sejtvonal jelenlétét. (Mivel a 14. esetben a
kapott eredményeket a gyermek fenotipusat figyelembe véve nem tudtuk
értelmezni, tovabbi vizsgalatokat végeztiink. Ezek eredményét a 26. oldalon leirt
29. esetnél ismertetem.)

Ugyanebbe a csoportba sorolhat6 tovabbi 5 eset (7., 10., 11., 13. és 16.),
amelyeknél a hagyomdényos cytogenetikai elemzés szintén 100%-ban koros
sejteket mutatott, a tovabbi vizsgilatok azonban igazoltdk a normalis sejtvonal

jelenlétét a szervezet mds szdveteiben (3. és 4. abrak).

3. dbra: IF FISH a 11. eset periférids vérmintdjan (a zold szigndl az X, a kék, uin. aqua

a 18-as kromoszomdkat jeloli)

Figyelemre méltd, hogy a 2. és 14. esetekben, amelyeknél az enyhébb
klinikai tiineteket nem sikeriilt a szervezetben jelenlévé normalis sejtvonallal
megindokolni — az 4ltalunk vizsgalt mintdkban legalabbis nem -, a nemi

kromoszémak eltérésérdl volt szo, a fennmaradd 6t esetnél azonban a 13-as (10.
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eset), a 18-as (11., 13. és 16. esetek) és a 21-es (7. eset) kromoszoémak
triszomidjarol (3. dbra). Ez utobbiak koziil a 13-as és 18-as triszomidt hosszu
tivon az élettel Osszeegyeztethetetlennek tartjuk (az Ot esetbdl négy ide
sorolhatd). A hosszabb tilélés, illetve szokatlanul enyhe tiinetek tehat ebben a
csoportban nagyobb esélyt jelentenek a kromoszémaélis szdveti mozaikossag
vizsgdlatdra, ill. ilyen vizsgalatok indikacidjanak pontosabb koriilirasara. (A 15.
esetben is 18-as triszomia volt a klinikai diagnézis, de az ujsziilott
vérmintajanak hagyomanyos cytogenetikai vizsgélatat a preparatum rendkiviil
rossz mindsége miatt nem tudtuk elvégezni, az interfazis FISH moddszere

azonban legaldbb a felvetett diagndzist igazolta.)

4. dbra: IF FISH a 16. eset buccalis kenetén és periférids vérmintdjdan (a piros szigndl az Y, a

zold az X, az aqua a 18-as kromoszomat jeloli)

Nyolc esetben (1., 3., 4., 5., 6., 8., 9. és 12. esetek) a hagyomanyos
cytogenetikai vizsgdlat is észlelte a mozaikossdgot, a kiilonféle szovetek
sejtjeinek elemzése a normalis és koros sejtek ardnyat volt hivatott megéllapitani
(5. 4bra), ami minden esetnél eltérdnek bizonyult (a 8. esetet részletesen
ismertetd publikdcié: Morava és mtsai, 2002a). A 13., 15. és 16. esetekben a
mozaikossdg tovabbi vizsgalatira az ujsziilottek elhaldlozdsa miatt nem

keriilhetett sor.
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A. B.

5. dbra: a 6. eset buccalis kenetének(A) és vizeletiiledékének (B) sejtjein végzett IF FISH
(21-es kromoszoma: piros szigndl)

Vizsgélataink eredménye magyardzatot adott néhiny jelenségre: valtozo
11. esetek), Turner (1. és 3.eset) €s Down szindroma enyhe tiinetekkel (5., 6. €s
7. esetek).

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a vizsgalt mozaik aneuploididk
tobbségében a kiilonféle szovetekben eltérd aranyu mozaikossag észlelhetd.
Hasonl6 esetekben tehdt a pontos diagndzis felallitdsdhoz sziikség lehet tobbféle,
a lehet6 legkevésbé invaziv beavatkozdssal nyerhetd szovetminta analizisére. Az
eredmények tovabbd megerdsitik azt a feltételezést, miszerint az emberi
szervezetben a mozaikossag — beleértve a kéros genotipusu sejtek szovetek kozti
eltérd ardnyat is — nagyobb szerepet jatszik a fenotipus kialakitdsdban és a
progndzis meghatarozasaban, mint ahogy azt jelenlegi ismereteink alapjan

gondoljuk.
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5.1.2. Magzati sziirés

A mozaikos esetek feldolgozdsa sordn kifejlesztett technikat alkalmazva
lehet6ségem nyilt tenyésztetlen amnionsejteken a gyakori aneuploididk
kimutatasat célz6 sziir6vizsgalati modszer bedllitasdra. A szambeli eltérések
vizsgalatdra irdnyul6 szlrOprogramban eddig tobb mint 890 minta feldolgozasa
soran a fénymikroszkopos metafdzisos kromoszomaelemzés mellett minden
esetben elvégeztem az interfazis FISH-t a 13-as, 18-as, 21-es, valamint az X és
Y kromoszomék szdmbeli eltéréseinek detektaldséra.

Kiemelhetd az eredmények koziil, hogy az interfazis FISH és a
parhuzamosan elvégzett tenyésztés eredménye egyetlen esetben sem tért el. 30
pozitiv esetnél (3,37 %) a fent emlitett kromoszomdk szambeli eltérését
mutattuk ki. Tovabbi 10 esetben mas kromoszomadkat érintd rendellenességet
detektdltunk: 3 mintdban szadmfeletti marker kromoszomat, 7 esetben pedig
kiilonféle transzlokaciokat (5 kiegyenstlyozott, 2 kiegyensulyozatlan) észleltiink
a metafdzisos kromoszoma vizsgdlat sordn. Az egyik kiegyensilyozatlan
transzlokdciot mutaté magzat esetében az egyik sziild ismert hordozd, emiatt a
metafazisos analizis volt a vizsgalat els6dleges célja. Az eddig elemzésre keriilt
890 minta koziil tehdt mindossze két, abnormaélis fenotipus kialakuldsdhoz
vezetd rendellenesség maradt felderitetlen az interfazis FISH analizis
alkalmazasaval (0,23 %).

Az IF FISH el6nye a hagyomanyos metafazisos analizissel szemben, hogy
lényegesen kisebb a munkaigénye (igaz, nagyobb anyagi raforditast igényel), s
hogy a mintavétel utdn két nappal megvan az eredmény. Tapasztalataink alapjan
ezért megfogalmaztuk azt az irodalomban kordbban mdr felvetett javaslatot,
hogy e megbizhato, gyors teszt szlirdmddszerként bizonyos indikacid, mindenek
el6tt magas anyai életkor esetén kivdlthatja a mintegy 2 hetet igénybe vevd

metafazis-készitést (Hadzsiev és mtsai, 2005; kozlésre el6készitve).
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5.2. FISH alkalmazasa metafazisos kromoszomakon

5.2.1.  Multiplex fejlodési  rendellenességet  okozo  szerkezeti
kromoszémahibak

A FISH alkalmazdsa a hagyomanyos cytogenetikai technikdk
kiegészitéseként jelentSs eldrelépést jelentett a legkiilonbdzEbb kromoszomalis
eltérések (szambeli, szerkezeti, mozaikos formaban jelentkezd) pontos
feltérképezésében, ami a helyes diagndzis megallapitidsdhoz elengedhetetlen.

A kromoszoma szerkezeti eltérések azonositdsa céljabol végzett FISH
vizsgalatokat teljes kromoszdémara specifikus, Un. painting probdk, valamint az
egyes kromoszomdk alpha satellita, centromerikus, ill. telomerikus régidira
specifikus és single copy probdk alkalmazasaval végeztem kettSs, ill. tobbes
festések segitségével. Bedllitottam tovabba egy specifikus probdkat alkalmaz6
szlirémodszert olyan szubtelomerikus atrendezddések detektdldsara (de Vries és
mtsai, 2003; Flint és mtsai, 2003; Hélias-Rodzewicz €s mtsai, 2002), amelyek
fénymikroszkoppal nem ismerhet6k fel, s elsGsorban idiopathids mentalis
retarddcioban varhat6 el6forduldsuk.

A tovabbiakban 0Osszesen 30 kromoszoma szerkezeti eltérés pontos
azonositasat ismertetem (3. €s 4. tablazatok), ezek koziil két esetben komplex
atrendez6dést (Houge €s mtsai, 2003) taldltunk. A bemutatott esetek zomében a
G-savos elemzés eredménye alapjan felvetett szerkezeti rendellenességek
pontositdsa volt a FISH vizsgdlat célja. Néhany esetben (5., 25. és 30.) a vizsgalt
személy egy bizonyos kromoszomadlis rendellenességre utal6 fenotipusos jegyei
miatt keriilt sor tovdbbi vizsgélatokra. A 14. szdmu esetben a FISH elemzés
feladata egy kiegyensulyozott transzlokdcié hordozasdnak megéllapitdsa volt,
mivel a kérdéses kromoszomadlis régié 4athelyez6dése G-savos technika

alkalmazasaval nem észlelheto.
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FISH eredmény

Eset | A vizsgalat indikacidja G-savos eredmény
1. Turner szindréma 45,X (30%)/46,X,+mar(70%) 45,X/46,X,1dic(Y)(ql1)
2. craniodysplasia, izom- 46,X,del(Yq) del(Y)(q12)
hypotonia, minor anomalidk
szellemi elmaradas 46,XY/47,XY ,+8/47,XY ,+mar a marker azonositasa: r(8)
4. Edwards szindréma 46,XY,t(6;14) 46,XY,t(4;6;14)(q26;q16;p11),del(4)(qter)
5. hypospadiasis, tobbsz. fejl. 46,XY(?) 46,XY ,del(18)(qter)
rendellenesség: del(18q)?
6. hypophosphatasia 46,X,del(Xp) 46, X,del(X)(p22.3)
7. alacsony novés 46,X,del(Xp) 46, X,del(X)(p22.3)
8. minor anomaliak, 46,XY,del(2q) 46,XY,del(2)(q33.3)
novekedésbeli elmaradas
0. alacsony novés 46,XX,t(1;20) 46,XX,t(1;20)(p11.1;q11.1)
10. hypotonia, megkésett 46,XX,13qg+ 46,XX,t(7;13),del(13)(qter)
mozgdsfejlédés
11. Down szindréma 46,XX,9p+,10q+,22g- 46,XX,t(10;22)(q26;q12),dup(9p),del(9)(pter)
12. minor anomaliak, 46,XX,18p+ 46,XX,der(18),t(18;20)(p11.1;p11.1)pat
pszichomot. elmaradés
13. alacsony novés, szellemi 46,XX,13g+ 46,XX,dup(13)(ql12—ql4)
elmaradas
14. t(5;18) hordoz6 (?) 46,XX(?7) 46,XX,t(5;18)(qter;qter)
15. magzati sz{irés (Down?) 46,XY (70%)/46,XY ,+F (30%) 46,XY (70%)/46,XY,+20 (30%)

3. tdbldzat: G-sdvos technikdval észlelt, ill. a fenotipus alapjdn felvetett kromoszoma szerkezeti eltérések FISH-sel tortént pontositdsa I.




Eset | A vizsgalat indikacidja G-savos eredmény FISH eredmény
16. trigonocephalia, minor 46,XY,del(2p) 46,XY ,der(2)t(2;17)(p25;q924)pat
anomalidak
17. minor anomaliak 46,XY,t(12;15)(p11;p11) 46,XY,t(12;15)(q13;q15)
18. minor anomalidk, szellemi 46,XY,t(2;14) 46,XY,t(2;14)(q11;924)
elmaradas
19. hiperpigmentacié a b6ron, 46,XX,r(15) a toréspontok pontositdsa (1asd: Morava és mtsai, 2003(a))
café au lait foltok
20. minor anomaliak 47, XX,+der(15) 47, XX, +der(15)(pter—ql4)
21. minor anomaliak 47 XY ,+der(9),t(9;21) 47,XY ,+der(9),t(9;21)(q13;p13)mat
22. minor anomalidk 46,XX/46,XX,r(18)/45,XX,-r(18) 46,XX,del(18p)/46,XX,r(18)/45,XX,-r(18)
23. Turner szindréma 45,X 45,X (95%)/46,X,i(Yp) (5%)
24, magzati sztirés (Down?) 46,XY,-B,+C 46,XY,1(2;5)(q32;q14)
25. gynecomastia 46,XX(?7) 46, XX, t(Xp;Yp)
(intersexualitds?)
26. minor anomaliak 46,XX,14p+ 46,XX,der(14),t(14;X)(p12;p11)
27. magzati szlirés (Down?) 46,XX,t(29;6q) 46,XX,t(2q;6q)(6q;11q)(11g;39)(39;2q)
28. amenorrhaea 46,XY SRY régid detektdldsa
29. Klinefelter 45,X 45,X,t(16;Y)(p13.3;p11.2)
30. minor anomalidk, szellemi 46,XX 46,XX,del(9p)

elmaradas*

4. tabldzat: G-sdvos technikdval észlelt, ill a fenotipus alapjdn felvetett kromoszoma szerkezeti eltérések FISH-sel tortént pontositdsa II.

(*=sziirés szubtelomerikus dtrendezddésre)
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A FISH altal nyujtott tobblet informécié az elmult évek gyakorlatiban sok
eset megoldasdhoz nélkiilozhetetlennek bizonyult, tobbek kozott anndl a Turner
szindrOma gyanujaval intézetiinkbe utalt fiatal lanyndl (1. eset), akinél a rutin
kromoszémavizsgdlat két sejtvonal jelenlétét mutatta (45,X/46,X,+mar), a sejtek
70 %-aban egy marker kromoszémaval. Turner szindromédban az Y kromoszéma
eredetli fragmensek jelenléte nem ritka jelenség, ezért Y o satellita probat
alkalmaztunk, ami isodicentrikus Y kromoszomaként azonositotta a marker
kromoszomat. A marker mérete alapjan feltételezheté volt az Y hossza kar
jelentds részének hidnya, amit az Yql2 régiot jelolé probaval igazoltunk
(Morava és mtsai, 2000c¢).

A marker kromoszomdk azonositdsa a hagyomdnyos kromoszoma
vizsgélati médszerekkel nem megoldhatd, ezekben az esetekben szintén a FISH
nyujthat segitséget. Az elmult években egy az édesanya toxoplazmafert6zését
kovetben kialakult mozaik 8-as triszomia szindromads eset (3. szamu) vizsgalata
sordn a mos 46,XY[60]/47,XY,+8[13]/47,XY,+mar[27] karyotipust allapitottuk
meg; a marker kromoszoma a 8-as painting probdval késziilt vizsgalat alapjan
8-as gyfirlinek bizonyult (Morava €s mtsai, 2002b).

Egy masik, 15-06s gylirGkromoszomas eset (19. szamu) FISH
vizsgélatakor a gyliri azonositisa mellett nagyobb jelentGsége volt a
gylrikromoszéma képzddésekor kialakult toréspontok, valamint a hidnyz6
szakaszok pontosabb meghatarozdsdnak, mivel a gyermek fenotipusa
meglehetdsen eltér6 volt az irodalomban addig ismertetett hasonlé esetekhez
képest (Morava és mtsai, 2003a). Az alkalmazott single copy €s sdv-specifikus
probdk altal adott eredmény nem utalt jelentds méretli (kodold) szakasz
delécidjara (a vizsgilatok egy része a Drezdai Egyetem Klinikai Genetikai
Intézetében tortént).

Egy alacsony novésti és szellemileg elmaradott 7 éves gyermekben

(13. eset) a cytogenetikai vizsgdlat a 13-as kromoszéma szubtelomerikus
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régidjdban egy tobblet kromoszomadarab jelenlétét mutatta. A kérdéses
kromoszomédlis szakasz FISH vizsgalata a darabot 13-as kromoszéma eredetl
anyagként (13-as painting proba), ezen beliill a 13q14 régioban bekovetkezett
duplikdcio altal 1étrehozott plusz sdvként azonositotta (13q14 régiora specifikus
proba). A kapott eredmény ebben az esetben nem csupidn a diagndzis
megallapitisa, hanem a gyermek kés6bbi klinikai kovetése szempontjabdl is
fontos volt, hiszen a duplikdlt régi6é érintettsége fokozott osteosarcoma és
retinoblastoma kockézatot jelenthet (Hermann és mtsai, 2000).

A 2-es kromoszoma hosszu kar distalis szakaszanak eltérése vetddott fel a
karyotipusa alapjdn egy 18 hénapos gyermekben (8. eset), akinél tobb minor
anomadliat és sulyos novekedésbeli elmaradast allapitott meg a klinikai vizsgalat.
Az eltérés a 2q33.3 sdav interstitialis delécidja volt, aminek a pontos
koriilhataroldsa, a toréspontok meghatdrozasa az érintett régidba es6 YAC
klonok FISH reakcidban torténd alkalmazisat kivanta meg (a vizsgalatokat a
Ziirichi Egyetem Orvosi Genetikai Intézetében végeztem) (Riegel és mitsai,
2001).

A G-savos cytogenetikai vizsgdlat a tobb sdvot érintd kromoszoma
szerkezeti eltérések, kiillonOsen a transzlokaciok feltarasakor megfeleld médszer
lehet az atrendezddés felismerése mellett annak pontos jellemzésére is. Azokban
az esetekben azonban, amikor a szerkezeti eltérés egészen Kkis, illetve hasonld
sdv-mintdzati szakaszokat érint, mar elengedhetetlen a fluorescens probdk
alkalmazasa. Ez rendkiviil fontos, mert familiris kromoszémalis rendellenesség
esetén az eltérés pontos ismerete lehetdséget teremt egy leendd terhességben
magzati kromoszomavizsgalatra. Ennek kivitelezése mind a rendelkezésre 4116
1d6 rovidsége, mind pedig az amniocentézis utjan nyert sejtek tenyésztésével
kapott kromoszomdk olykor gyengébb mindsége miatt feltételezi a FISH
alkalmazasat. Egy mar ismert eltérés specifikus probdkkal sokkal gyorsabban €és

pontosabban vizsgédlhaté a magzat kromoszémadin.
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Egy pszichomotoros elmaradds €s minor anomadlidk miatt vizsgalt
gyermekben (12. eset) a G-sdvos eredmény a 18-as és 20-as kromoszémék rovid
karjainak enyhe megnagyobbodasara utalt. Mivel a sziilok vizsgélata soran az
édesapa kromoszomdin is lathaté volt a 18p eltérés, FISH technika pedig a lelet
elkésziiltének idején nem éallt rendelkezésre, lehetséges polimorfizmusként
értékelték az eredményt. A FISH bevezetése utan a két emlitett kromoszémara
specifikus painting prébdakkal az édesapdban a 18-as és 20-as kromoszémdk
rovid karjai kozotti reciprok (teljes kart érintd) transzlokdciora deriilt fény, ami a
gyermekben kiegyensulyozatlan formdban volt jelen (18p monoszémia és 20p
triszémia) (Czakd és mtsai, 2002). A csalddban két évvel ezelbtt az 1désebb
testvér vizsgalatdra is sor keriilt a hordozo statusz kizardsara, valamint egy tjabb
terhességben (az emlitett FISH prébdk alkalmazdsdval) a sziiletendd magzat
genotipusanak megdllapitasara.

Hasonléan az  eddigiekhez  egy  sulyos  izomhypotonidval,
hydrocephalussal és 1iziileti kontraktirdkkal vizsgdlt gyermekben (10. eset)
parcidlis 7q triszomidt allapitottunk meg, ami az édesanya t(7;13)(q34;q34)
kiegyensulyozott transzlokdcidjanak (6. dbra) kiegyensulyozatlan formdban
torténd Oroklddésével magyardazhaté (Morava és mtsai, 2003b). Az édesanya
kovetkezd terhességében a megfeleld painting probak alkalmazasival végeztiik a

magzat vizsgéalatat.
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6. dbra: A: az édesanya metafdzis FISH vizsgdlata (z6ld szinii a 7-es painting proba jele) — a
transzlokdlodott 7q szegmens a 13q termindlis szalaszon ldthato; B: 7-es (piros) és 13-as
(zold) painting probdk a magzat metafdzisdn (normdl mintdzat)

Egy apai kiegyensulyozott t(2;17)(p25;q24) transzlokaciét (majd
kiegyensulyozatlan &dtaddsit a gyermekben) a 2-es és 17-es kromoszémak
telomerikus régioit jelold probdkkal tartunk fel (16. eset) (Czakd és mtsai,
2004).

Egy Klinefelter szindroma gyanuja miatt vizsgalt fianal (29. eset) az Y és
16-0s kromoszomdk kozotti kiegyensulyozatlan transzlokéciora deritettiink fényt
(Kellermayer és mtsai, 2005), akinek rutin fénymikroszképos vizsgélata 45,X
karyotipust mutatott. FISH nélkiil e meglepd lelet megmagyardzhatatlan maradt
volna. Igy azonban kideriilt, hogy a férfias genitalia kialakuldsahoz sziikséges Y
régié mégis jelen van, a fid mentdlis retarddcidja viszont a 16-os kromoszoma

rovid karjanak paranyi deléci6ja miatt alakult ki.
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Egy minor anomalidk €s szellemi elmaradds miatt vizsgélt gyermeknél
(30. eset) a G-savos elemzés normélis karyotipust mutatott. Mivel a klinikai
tiinetek egyértelmtien kromoszomalis rendellenességre utaltak, elvégeztik a
szubtelomerikus atrendez6dések vizsgalatit, amely az egyik 9-es kromoszoma
rovid karjanak szubtelomerikus régidjaban delécidt igazolt (7. abra). A kérdéses
régid kiegyensulyozott transzlokacidjat a gyermek sziileiben nem tudtuk

kimutatni (de novo rendellenesség a gyermekben).

7. dbra: a 9-es kromoszoma rovid kar szubtelomerikus régio delécidja (30. eset)

Komplex kromoszéma szerkezeti atrendezddést eddig minddssze két
esetben vizsgdltunk. Az elsé egy 3 éves fid gyermek (4. eset) volt, aki
terminusra, kis sullyal sziiletett. Tobbszorés minor anomalidk (brachycephalia,
alacsonyan iil0 fiilek, duzzadt szem koriili régid, strabismus, benyomott orrgyok,
felfelé mutaté orrnyildsok, goétikus szdjpad és micrognathia) mellett a 18-as
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8. dbra: komplex kromoszoma szerkezeti dtrendezddéssel vizsgdlt betegiink arcképe és G-
savos karyogramja

Cytogenetikai vizsgalati eredménye a 6-os €s 14-es kromoszomak kozti
kiegyensulyozott transzlokaciora, valamint a 4-es kromoszoma rovid kar
esetleges delécidjdra utalt (8. abra). A 4p16.3 régiodra specifikus, valamint a 4-es,
6-0s és 14-es painting prébdkat kettds festésekben alkalmazva komplex
atrendezddést mutattunk ki: a 6-os kromoszoma distalis szakasza (toréspont:
ql6) a 4-es kromoszoma hosszu karjara transzlokalddott (toréspont: q26). A 4-es
hosszd kar (a torésponthoz képest distalisan elhelyezkeds) szakasza a 14-es
rovid karra helyez6dott at, a 4q telomerikus proba a transzlokélt 4-es hosszu
karon deléciot mutatott (9. abra). Mindezek alapjan feltételezhet6 egy negyedik
toréspont a 4q distalis szakaszdn, illetve hogy a 4q termindlis szakasza vett részt
az athelyezddésben. Ennek az Osszetett folyamatnak az eredménye tehat egy 4q
termindlis delécid, amely lelet a gyermek fenotipusanak megfelels: ,4q-

szindroma”.
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4 t(4;6) 6 6 14 t(4;14)

9. dbra: A komplex kromoszoma szerkezeti dtrendezddés sematikus dbrdja

A maiasodik komplex atrendez6dést egy magzati kromoszomavizsgalat
alkalmdval (27. eset) fedeztikk fel. A vizsgalatokra emiatt viszonylag kevés
1d6énk volt, ez harom atrendez6dés feltérképezésére adott lehetdséget, azonban
az eredmények mar ekkor felvetették egy negyedik kromoszoma szerepét is a
folyamatban. Mivel az édesanya a részleges eredményeket figyelembe véve is a
terhesség kihorddsa mellett dontott, csak a gyermek megsziiletése utdn
keriilhetett sor a tovabbi vizsgélatokra, amelyek igazoltdk, hogy négy
toréspontot, illetve kromoszomat érintd komplex atrendez6désr6l van szo:

46,XX,1(2q;6q)(6q;11q)(11q;3q)(3q;2q).

5.2.2. Mikrodelécios szindromak

Régib-specifikus festéssel de novo datrendez6dések, deléciok ¢és
duplikacidk vizsgdlatiat, valamint egy ritka, familidris rejtett transzlokicio
felderité€sét végeztem.

Az 1998-2005 kozotti idészakban Osszesen 412 esetben végeztiink FISH
vizsgélatot valamelyik ismert mikrodelécidés szindroma irdnydban olyan
betegeknél, akiknél a klinikai tiinetek alapjan ennek a kromoszoma szerkezeti
eltérésnek a gyantja felmeriilt. 59 esetben pozitiv eredményt adott a FISH

elemzés, azaz a mikrodeléci6é kimutathaté volt (5. tablazat).

Klinikai diagnézis Esetszam Mikrodeléci6 | Kritikus
igazolt régio
Prader-Willi szindréma (10. abra) 85 12 15q11-13
Angelman szindréma 89 3 15q11-13
DiGeorge szindréma/VCFS 96 9 22ql11.2
Williams szindréoma (11. abra) 34 13 7q11.23
Wolf-Hirschhorn szindréma 5 1 4p16.3
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Cri du Chat szindroma 6 2 S5pl5.2
Kallmann szindréma 2 1 Xp22.3

Charcot-Marie-Tooth szindréma 21 1 (duplikécio) 17p11.2
X-hez kotott ichthyosis 20 8 Xp22.3
Retinoblastoma 11 2 13q14

Smith-Magenis szindréma 22 2 17p11.2

Miller-Dieker szindroma 21 5 17p13.3

Osszesen 412 59

5. tabldzat: mikrodelécio kimutatdsdra végzett FISH vizsgdlatok eredményei

A Prader-Willi szindromds esetek koziil egy 4 hoénapos csecsemd
vizsgélata emelhetd ki, akinél a generalizalt izomhypotonidn kiviil minddssze
néhdny nem specifikus tiinetet észleltek a klinikai vizsgélatok alkalmdval. A
gyermek 2 hénapos kordban elvégzett hagyomanyos cytogenetikai analizis koros
eltérést nem mutatott, a 15q11-13 régi6 FISH vizsgalatiara csupan Ujabb két
hénap utdn keriilt sor az addig eltelt idGszakban kialakult ill. észlelt djabb
tinetek (pszichomotoros retardéciod, kis kezek és labak) nyoman. A vizsgalat a

deléciot igazolta (10. dbra).
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10. dbra: A Prader-Willi szindromds csecsemd metafdzis FISH képe — a mikrodelécio helyét
nyil mutatja

A Prader-Willi szindréma diagnozisat a molekulédris cytogenetikai
eredmény birtokdban mar bizonyossaggal fel lehetett éllitani, feleslegessé téve
ezzel sok egyéb vizsgalat elvégzését, amelyeket az ujsziilott-, ill. csecsembkori
izomhypotonia differencidldiagnézisdnak klinikai protokollja megkivan. Az eset
nyoman irt publikdcioban (Erhardt €s mtsai, 2000) felhivtuk a figyelmet az
izomhypotonias ujsziilottek/csecsemdk esetében a molekulédris cytogenetikai
vizsgalat elvégzésére.

DiGeorge, velo-cardio-facialis szindroma €s velesziiletett szivfejlddési
rendellenesség miatt végzett vizsgdlatok a 22ql1.2 régidéban kimutathatd
mikrodeléci6 el6forduldsat tanulmanyozé szlrSprogram (Morava és mitsai,
2000a) keretében torténtek, amely a DiGeorge és a velo-cardio-facialis
szindromdkban, valamint az izoldltnak tartott szivfejlédési rendellenességben
eltérd gyakorisdgd mikrodelécié €és az érintettek fenotipusos jegyei kozott
probalt  Osszefiiggést taldlni. A tanulmany célja az emlitett harom
rendellenességben a delécid sziirésére vonatkoz6 ajanldsok megfogalmazdsa
volt, hiszen a kromoszomalis eltérés korai felismerése a tovabbi csaladtervezés,
a prognozisbecslés, valamint a rehabilitici6 szempontjabdl dontd jelentdségl

(Morava és mtsai, 2000b).
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Ugyanezen régid (22ql1.2) mikrodelécigjat mutattuk ki egy parcidlis
coronalis craniosynostosissal és velesziiletett szivfejlddési rendellenességgel
vizsgélt Ujsziilottben, akinél a craniosynostosisban gyakran vizsgalt gének
(FGFRI, FGFR2, FGFR3 és TWIST) szekvencia analizise mutaciét nem tudott
kimutatni. A 22ql11.2 deléciés spektrum jellemz6 tiinete a sziviejlodési
rendellenesség, emellett azonban a craniosynostosis is eldfordul. Az jsziilott
szivfejlédési rendellenessége, dysmorphids arcvondsai €s arachnodactylidja
miatt elvégzett FISH vizsgalat mutatta ki a 22q11.2 mikrodeléciét. Mivel a
craniosynostosis gyakorisaga a 22ql11.2 mikrodelécios betegek korében 1 %,
ami joval magasabb az atlagpopuldciéban megfigyelthez képest (0,05 %), az
esetet bemutatd publikdcioban (Karteszi és mtsai, 2004) javasoltuk a

craniosynostosis mellett szivfejlddési rendellenességet is mutaté betegekben a

22q11.2 deléci6 FISH vizsgalatinak elvégzését.
11. dbra: az elsé Williams szindromds gyermek metafdzis FISH képe — a nyil a mikrodelécio
helyét mutatja

Az els6 Smith-Magenis szindromds esetet részletesen bemutattuk egy
tanulmanyban (Karteszi és mtsai, 2001), amelyben a szellemi é&s
beszédfejlodésiikben elmaradt, viselkedészavarban szenvedd gyermekekben a
kivizsgélas részeként javasoltuk a 17p11.2 kritikus régié FISH elemzését.

Az els6 Miller-Dieker szindroma miatt vizsgalt csalddban két els6foku

unokatestvér esetében a klinikai tiinetek alapjan felallitott Miller-Dieker
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szindroma diagnézisat a fent emlitett régié FISH analizisével megerdsitettiik, a
mikrodeléci6 mindkét gyermekben kimutathat6 volt. A familiaritds felvetette a
kromoszomélis transzlokacio lehetOségét, ezért elvégeztiik a sziil6k mintdinak a
vizsgélatat, amely a két édesapa (testvérek) esetében a 17p13.3 régidt egy C-

csoporti kromoszoma rovid karjara transzlokdlédva mutatta (12. dbra).

12. dbra: az egyik hordozo édesapa metafdzis FISH vizsgdlata Miller-Dieker sz. probadval (az
érintett 17-es kromoszomdn csak a centromerikus szigndl ldthato, a Miller-Dieker régio egy

C-csoportii kromoszoma rovid karjdra helyezodott dt)

Az atrendezddésben részt vevo kromoszomadt tovdbbi FISH elemzésekkel
11-esként azonositottuk (13. dbra): a két tiinetmentes édesapa a t(11p;17p)
kiegyensulyozott szubmikroszképos transzlokdciét hordozza. A két érintett
gyermek testvérei koziil ketten hordozdk, egynek normadlis a genotipusa
(14. 4abra). A csaladoknak felajanlottuk a prenatdlis vizsgalat lehetOségét,
amelyet az egyik hdzaspdar két esetben vett igénybe. Az amniocentézist kovetd
metafazis FISH vizsgélat mindkét magzatban kiegyensulyozatlan transzlokéciot,
illetve ennek kovetkeztében az érintett 17-es kromoszémédn a pl3.3 régid

mikrodelécidjat igazolta.
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13. dbra: a t(11p;17p) transzlokdcio vizsgdlata — a Miller-Dieker régio (piros) a normdl
17-es kromoszoma rovid karjdn és a zold painting probadval jelolt 11-es kromoszoma rovid

karjdn ldthato (a 17-es kromoszomdkat zold centromerikus kontroll szigndl jelzi)

I ;Q

| |
1L 94: 3Lj4>
I11. 1‘ 2@ 3 | l “ ;

14. abra: a Miller-Dieker régiot érintd transzlokdcio miatt vizsgdlt csaldd
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5.3. Mikroszatellita markerek szegregalodasa

5.3.1. UPD kimutatasa ismeretlen eredetii testi-szellemi rendellenességben

DNS polimorfizmus (mikroszatellita markerek) vizsgalatara elsGsorban
uniparentdlis disomia (UPD) kizarasara keriilt sor (Miozzo et al, 2002;
Robinson, 2000a; Robinson és mtsai, 2000b; Knoll és mtsai, 1990).

Silver-Russel szindroémdra utal6 klinikai tiinetek (intrauterin és postnatalis
novekedési elmaradds, congenitalis hemihypertrophia ill. test-aszimmetria,
jellegzetes arcvondsok) miatt 12 csalddban végeztiik el a 7-es kromoszoma
uniparentdlis disomia vizsgalatit mikroszatellita markerek segitségével, UPD-t
azonban egyetlen esetben sem sikeriilt kimutatnunk. Figyelembe véve, hogy
irodalmi adatok szerint a Silver-Russel szindromas esetek 7-10 %-aban
mutathaté ki csupdn a 7-es kromoszoma anyai UPD, nem meglepd, hogy az
altalunk vizsgalt csaladok koziil egynél sem taldltuk meg a keresett eltérést.

Beckwith-Wiedemann szindromdban (jellemzd a megnagyobbodott
nyelv, omphalocele, visceromegalia, hemihypertrophia, ill. fokozott kockézat
egyes tumorok kialakuldsara) hasonl6 elven 11-es paterndlis UDP vizsgalatara
keriilt sor 21 csalddban. Annak ellenére, hogy Beckwith-Wiedemann
szindromaban 20 %-ra tehet6 az UPD el6forduldsa (Kubota és mtsai, 1994),
pozitiv esetet ebben a csoportban sem taldltunk.

A 15-6s kromoszéma UPD két jellegzetes szindroma tiineteit okozhatja a
sejtekben jelenlévd 15-6s kromoszomak sziiloi eredetétdl fiiggben. A Prader-
Willi szindrémdban leirt tiinetek a csokkent magzatmozgds, sziiletés utdn
kezdetben etetési nehézségek, késébb elhizds, izomhypotonia, alacsony novés,
értelmi elmaradas, hypogonadotrop hypogonadismus, valamint kis kezek és

labak, ill. jellegzetes arcvondsok. A 15-0s kromoszoma anyai UPD az esetek
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20-25 %-aban ismert. Az ugyanezen kromoszOomapart érintd apai UPD
Angelman szindrémat okoz (stulyos motoros €s értelmi elmaraddssal, ataxidval,
hypoténidval jar6 korkép, amelyet epilepszia, a beszédképesség hidnya és
szokatlan arcvondsok kisérnek). Ebben a betegségben a 15-0s paterndlis UPD
mindOssze az esetek 1-2 %-dban mutathato ki.

Prader-Willi és Angelman szindromédkban anyai 1ill. apai 15-0s
kromoszoma uniparentdlis disomia kimutatdsdra 60 csalddban végeztiink
mikroszatellita marker analizist, amely két Prader-Willi szindromés gyermekben
igazolta az anyai 15-0s UPD-t. Az elsdként vizsgdlt gyermek csalddjaban
kés6bb a sziillok kérésére (az édesanya kovetkezd terhességében) chorion
biopsziabdl nyert magzati DNS mintan szintén elvégeztiik a vizsgalatot, amely a

varakozasnak megfelelGen negativ eredménnyel zarult.

5.3.2. A szamfeletti 21-es kromoszoma sziiloi eredetének vizsgalata Down

szindromaban

A 21-es kromoszoma szegregicid analizisét 14 esetben végeztiik annak
eldontésére, hogy meiotikus vagy mitotikus non-disjunctio vezetett a 21-es
triszomia kialakulasahoz, illetve a szamfeletti 21-es sziilé1 eredetének
megéllapitdsara. A markerek mintdzata 3 csalddban nem volt informativ,
5 csalddban mitotikus (vagy meiosis II-es fazisban tortént) non-disjunctiot,
6 csaladban meiosis I-es fazisban bekovetkezett osztdédasi hibat mutattunk ki
(ezek koziil kett6ben paterndlis, haromban materndlis eredetl szamfeletti 21-es
kromoszomat detektaltunk, egy csalddban azonban a sziil6k azonos méretll
allélparjai miatt a szamfeletti 21-es eredetét nem lehetett megallapitani). A
vizsgalt esetek kozel egyharmaddban tehat mitotikus/meiosis II-es fazisban

bekovetkezett non-disjunctidt dllapitottunk meg, ami a szabad 21-es triszomids
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esetek korében leirt irodalmi adatoknak megfelel. Az a két eset viszont,
amelyekben paterndlis eredeti a szamfeletti 21-es kromoszéma, meglehetdsen

ritka (Antonarakis és mtsai, 1991; 1992).

5.3.3. Monogénes rendellenességekben a mutaciéot hordozé kromoszoma

identifikalasa

Végeztem mikroszatellita marker analizist olyan esetekben is, ahol
monogénes betegség oroklddik a csalddban, pontos mutdcié analizisre azonban
nincs lehetdség (pl. ha a beteg csaladtag elhunyta utidn — minta hidnyaban — mar
nem mutathaté ki a konkrét genetikai elvéltozds, a csalddtagok sziiletendd
utddaikban azonban az ismétlédés kockdzatat szeretnék minimdlisra
csokkenteni), vagy a kérdéses gén mérete nem teszi lehetdvé rutinszerlien a
mutaci6é kimutatdsit, mint a neurofibromatdzis I-es tipusaban.

A genetikai tandcsadds szempontjabol kiilonds jelent6séggel bir a
Duchenne muscularis dystrophia hordozdsdnak kérdése. 14 csalddban prébaltuk
az érintett (a vizsgdlat idején dltaliban mdar elhunyt) fid és az esetlegesen
hordoz6 lednytestvér, illetve a sziil6k, nagysziilbk X kromoszomainak
szegregacid analizisével eldonteni, hogy a beteg fid és a lednytestvér azonos
anyai X kromoszémat orokoltek-e. Két csalad esetében tudtuk biztonsaggal
kizarni a betegség hordozdsat a lednytestvérben, tovabbi két csalddban a
markerek mintdzata nem tette lehetové a kérdés eldontését.

Kilenc csalddban a leanytestvér hordozasit ezzel a moddszerrel nem
lehetett kizarni, a kapott eredmények alapjdn azonban magzati vizsgdlatokra
nyilik lehetGség, amelyet eddig négy csaldd vett igénybe. Egy terhességben egy

feltehetéen hordoz6 ledny magzatot, négyben pedig fil magzatot mutatott a
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vizsgalat eredménye, mindegyikiik esetében a csalddban anyai 4gon 6rokl6do X
kromoszoma jelenlétét dllapitottuk meg.

A harmadikként vizsgalt csaldadban két fiugyermekben (testvérek) a
Duchenne muscularis dystrophia diagnézisat a dystrophin (DMD) gén 45-50
exonjait érintd delécidé kimutatdsdval tdmasztottuk ald. Mivel a két gyermek
mintdiban azonos exonok delécigjat talaltuk, az anyat obligat hordozénak
tekintettiik. A mutédciét hordoz6é anyai X kromoszéma azonositdsa céljabol
elvégeztik a csaladban az X kromoszoma és kiemelten a DMD gén régio
mikroszatellita markereinek vizsgélatit. A DMD génben, ill. annak kozvetlen
kozelében talalhaté markerek a két gyermekben azonos anyai alléleket, az ezen
régiotdl tavolabbi (az X kromoszoma rovid €s hossza kar distalis szakaszan
taldlhat) markerek viszont eltér6 anyai alléleket mutattak. Az eredmények
alapjén feltételezhetd, hogy a deletdlt DMD gén az anyai X kromoszémdk
kozotti rekombinédcid sordn atkeriilt az eredeti kromoszomardl a homolog par
madsik tagjara. A delécid teriiletére es6 markerek termékeit az anya mintdjdban
detektdltuk (két kiilonb6z6 méreti allélt), a két gyermekében viszont nem. A
kapott eredmények birtokdban a csaldd anyai 4gan két fiatal n6 esetleges DMD
hordoz¢é statuszdnak vizsgdlatara keriilt sor az SZTE Gyermekklinikdn. Az ott
elvégzett kiterjedt csalddvizsgalat eredménye felveti az anya esetében a
gonaddlis mozaikossag lehet6ségét.

Neurofibromatosis I-es tipusidban 16 csalddban végeztiikk el a 17-es
kromoszéma szegregicio analizisét a feltehetben mutaciét hordoz6 17-es
kromoszéma azonositdsdra a csalddtagok mintdiban. Egy csalddban sikeriilt ezt
biztonsdggal megallapitani, ahol egy testvérpar két tagjdban a beteg sziild
kiilonbozd 17-es kromoszémdinak 6roklédését mutattuk ki, ez az eredmény a

gyermekek eltérd fenotipusdval is j6l 0sszhangba hozhat6.
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6. Az eredmények értékelése

A ,,Célkitlizések” fejezetben feltett kérdésekre az el6z8ekben bemutatott
eredmények alapjan az aldbbi vélaszok fogalmazhatok meg:
1. A dolgozatban leirtak alapjan elmondhatd, hogy a DNS hibridizacios

sz 7

technikdk megfelelé teriileteken torténd alkalmazdsa jelent6sen noveli a
genetikai diagnosztika hatékonysdgdt. Az 1998 o6ta intézetiink cytogenetikai
laboratériumédban feldolgozott 387 koros eset tobb mint felében (208 esetben:
53,8 %) ugyan kizarélag hagyomdnyos kromoszéma vizsgdlati moédszereket
alkalmaztunk, a fennmarado6 46,2 % diagnosztikus vizsgalata sordn azonban a
FISH értékes informdciét adott. Hagyomdnyos moddszerekkel felismertiik a
kromoszémadlis rendellenességet 120 esetben (az Osszes koros eset 31 %-a),
FISH technikaval pedig pontositottuk, illetve megerdsitettiik az eredményt. Ezek
mellett 59 beteg esetében (15,2 %) FISH alkalmazésara volt sziikség mar a
rendellenesség felismeréséhez is, a pontos diagndzis megallapitisarél nem is
beszélve.

Mind Prader-Willi, mind Smith-Magenis szindromdban - tudomdsom
szerint - Magyarorszagon elsdként mutattunk ki mikrodeléciot diagnosztikus
vizsgélatok sordn, illetve a szubtelomerikus kromoszéma szerkezeti
atrendez6dések vizsgdlata is intézetiinkben valt els6ként elérhetdvé.

2. Az egyes kromoszomalis eltérések vizsgdlataval kapott eredmények
hozzdjarulnak a fenotipus és genotipus oOsszefiiggéseinek megértéséhez.
Néhéany tanulményban megerdsitettiik az irodalomban kordbban mar kozolt
adatokat (Morava és mtsai, 2000(a), 2000(b) és 2000(c)), mésokban pedig
ajanldsokat fogalmaztunk meg egyes fenotipusos jegyek megléte esetén konkrét
kromoszomadlis régiok FISH vizsgalatara (Erhardt és mtsai, 2000; Karteszi és

mtsai, 2001; Karteszi és mtsai, 2004). Egyes kromoszomadlis szakaszok
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érintettsége esetén a fenotipus részletes ismertetésével adatokat kozoltiink,
aminek a hasonl6 esetekben varhaté progndézis megitélése szempontjabol,
valamint adott fenotipusos eltéréshez kothetd kromoszomdlis régid
feltérképezésében van jelent6sége (Hermann és mtsai, 2000; Riegel és mtsai,
2001; Czakdé és mtsai, 2002; Morava és mtsai, 2002(a), Morava és mtsai,
2003(a) és 2003(b); Kellermayer €s mtsai, 2005).

3. A mozaikos esetekben IF FISH modszer el6re megtervezett protokoll
szerinti alkalmazdsara az irodalomban nem taldltam utaldst. Eredményeink
igazoljak azt az egyes esetkozlésekben kordbban mar megfogalmazott felvetést,
amely szerint kromoszomdlis szoveti mozaikossdg eseteiben szovetenként
eltérhet a normadlis és koros sejtek ardnya.

Megiéllapithatd tovdbba, hogy mozaikossdg kimutatdsira végzett
vizsgélatokban a periférids vér lymphocytdkra vonatkozéan nem elegendd a
rutin cytogenetikai vizsgdlat metafdzisok értékelése alapjan adott eredményét
figyelembe venni, mivel alacsony ardnyu mozaikossig eseteiben ez nem mutatja
ki a kisebb aranyban jelen 1év6 sejtvonalat (illetve nem zéarja ki annak
jelenlétét). Ilyen esetben indokolt a periférids vér lymphocytdk prepardtuman az
IF FISH elvégzése nagy szamu sejt értékelésével.

A kromoszomadlis szoveti mozaikossdg kimutatdsat célzd vizsgalatok
tobbféle szovet sejtjein torténd elvégzése sziikséges a.) valtozd expresszivitast
mutatd, kromoszomadlis eltéréshez kothetd korképekben; b.) letdlisnak tartott
korképekben a vartndl hosszabb tdlélési id6 esetén; c.) kromoszomalis
szindromék gyanujat keltd esetekben, ahol a periférids vér lymphocytiakban
normalis a karyotipus.

Eredményeink megerdsitik azt a — kordbban az 1.2.2. fejezetben mar
targyalt — feltételezést, hogy az emberi szervezetben a mozaikossag, illetve a

koros genotipusu sejtek egyes szovetek kozotti eltérd ardnya nagyobb szerepet
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jatszik a fenotipus kialakitdsidban €s a progndzis meghatarozasiban, mint azt

jelenlegi ismereteink alapjdn gondoljuk.
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4. Az IF FISH masik jelentds alkalmazasi teriilete a magzati aneuploididk
szlirése. A modszer legnagyobb eldnye ebben a szilir6programban, hogy
viszonylag kevesebb munka rdforditdsa mellett is gyors és megbizhato
eredményt ad. Emellett a metafizis elemzéshez képest tobb sejt értékelésére ad
lehet6séget, ami akdr alacsony ardnyd mozaikossdg megdllapitdsara is képessé
teszi.

5. A mikroszatellita markerek alkalmazdsa a diagnosztikus
vizsgélatokban egyediildll6 eszkdoz a tobb ismertetett korképben leirt
uniparentdlis disomia vizsgalatara. Intézetiink gyakorlatiban az elmult években
a Duchenne muscularis dystrophidban szenvedSk csalddjaiban végzett
szegregdcio analizis terén tudta a legtdbbet nydjtani. A mikroszatellita marker
analizissel ezen feliill adatokat nyertiink a 2I1-es triszomia kialakuldsi

mechanizmusanak értelmezéséhez is.

7. Kovetkeztetések

A DNS hibridizaciés moédszerek klinikai alkalmazdsa megteremtette a
diagnosztikus vizsgdlatok lehetoségét 1.) mikrodelécids szindromdkban, 2.)
szubtelomerikus atrendezddések, ill. szerkezeti rendellenességek esetében, 3.) a
hagyoményos cytogenetikai elemzéssel nem vizsgdlhaté esetekben (finom
kromoszoma szerkezeti eltérések, hasonlé sdvmintdzatd régidk dtrendez8dése),
4.) nem oszt6do sejtekben (mozaikossag kimutatdsa, gyakori aneuploididk
szlrése magzati mintdkban), 5.) uniparentdlis disomia esetén, valamint 6.)
monogénes  rendellenességekben a  mutdciét  hordozé6  kromoszoma

azonositasaban.
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A metafazis FISH technika fent felsorolt alkalmazasi teriiletein kiilondsen
nagy jelentdséglick a familidris kromoszoma szerkezeti rendellenességekben
végzett prenatdlis vizsgdlatok, amelyek sordn a mdar pontosan ismert
rendellenesség célzott kimutatdsa rovid id6 alatt, megbizhatéan elvégezhetd a
megfeleld fluorescens probak alkalmazasdval.

A DNS hibridizaciés mddszerek nagymértékben bdvitik a hagyoményos
cytogenetikai vizsgélatok altal nyujtott diagnosztikai lehetdségek korét, nagyon
fontos azonban megaéllapitani, hogy nem a klasszikus sdvtechnikdk helyett,
hanem azokat kiegészitve, azok eredményeire tdmaszkodva kell alkalmazni
ezeket a mddszereket.

Eredményeinkbdl végiil olyan megdllapitidsok is megfogalmazhatok,
amelyek szakmapolitikai dontések meghozataldban is figyelmet érdemelhetnek.
Ezen moddszerek bevezetéséhez megfelel6 anyagi hattér sziikséges. A
mikroszatellita marker analizis koltségei nem kiilonboznek ugyan 1ényegesen
mas molekularis genetikai vizsgalatokétol, a FISH elemzés azonban mind a
probdk és egyéb reagensek arat (5-10 000 Ft/teszt), mind a technika éaltal
megkivant miiszerek beszerzésének és fenntartdsanak koltségeit (min. 15 millio
Ft) tekintve meglehetdsen nagy anyagi terhet jelent egy diagnosztikus
laboratérium szdméra.

A vizsgalatok eredményeinek ért€keléséhez nagy tapasztalat, viszonylag
hosszu, gyakorlatban eltoltott 1d6 sziikséges. A vizsgalatot végzd és ért€keld
személyeknek rendelkezniiik kell mind molekuldris genetikai, mind
cytogenetikai ismeretekkel, ezek mellett alapveté kovetelmény a fluorescens
mikroszkopidban val6 jartassdg. A vizsgalati eredmények interpretdldsa miatt
fontos, hogy a kétféle vizsgilat azonos int€ézményben torténjen.

Az egyes kromoszomalis eltérések felderitésének sikere nagymértékben

fligg a megfeleld probak alkalmazaséatdl. A klinikai probléma éltal felvetett
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kérdések pontos megvalaszoldsa csak akkor lehetséges, ha az analizist végzd és
értékel6 személy a rendelkezésére 4ll6 informdacidk alapjan megtervezi a
diagnosztikus vizsgdlat 1épéseit. Ez egyrészt a klinikus és a laboratériumban
dolgoz6 munkatdrsak team-munkdjan, parbeszédén, masrészt a felhasznalt
probédk pontos ismeretén mulik.

Mindezek miatt a fent ismertetett vizsgalati moédszerek alkalmazasa csak
nagyobb laboratériumokban, kozpontokban javasolhatd, amelyekben minden
feltétel (financidlis hattér, miszerek és megfelelden képzett személyzet)
rendelkezésre 4ll ezek diagnosztikdban (kiilonosen magzati vizsgalatokban)

torténd alkalmazasahoz.

52



Irodalom

Antonarakis, S.E.; Lewis, J.G.; Adelsberger, P.A.; Petersen, M.B.;
Schinzel, A.A.; Binkert, F.; Schmid, W.; Pangalos, C.; Raoul, O
Chakravarti, A.; Hafez, M.; Cohen, M.M.; Roulston, D.; Schwartz, S.;
Mikkelsen, M.; Tranebjaerg, L.; Greenberg, F.; Hoar, D.I.; Rudd, N.L.;
Warren, A.C.; Metaxotou, C.; Bartsocas, C.; Down Syndrome
Collaborative Group: Parental origin of the extra chromosome in trisomy
21 using DNA polymorphism analysis. New Eng. J. Med., 1991, 324,
872-876.

Antonarakis, S.E.; Petersen, M.B.; Mclnnis, M.G.; Adelsberger, P.A.;
Schinzel, A.A.; Binkert, F.; Pangalos, C.; Raoul, O.; Slaugenhaupt, S.A.;
Hafez, M.; Cohen, M.M.; Roulson, D.; Schwartz, S.; Mikkelsen, M.;
Tranebjaerg, L.; Greenberg, F.; Hoar, D.I.; Rudd, N.L.; Warren, A.C.;
Metaxotou, C.; Bartsocas, C.; Chakravarti, A.: The meiotic stage of
nondisjunction in trisomy 21: determination using DNA polymorphisms.
Am. J. Hum. Genet., 1992, 50, 544-550.

Altherr M.R., Bengtsson U. et al.: Molecular confirmation of Wolf-
Hirschhorn syndrome with a subtle translocation of chromosome 4. Am J
Hum Genet, 1991, 49, 1235-1242.

Cohen M.M.: Malformations of the craniofacial region: evolutionary,
embryonic, genetic and clinical perspectives. Am J Med Genet, 2002, 115,
245-268.

Coumoul X., Deng Ch.: Roles of FGF receptors in mammalian
development and congenital diseases. Birth Defects Research, 2003, 69,
286-304.

Driscoll D.A., Budarf M.L., Emanuel B.S.: A genetic etiology for
DiGeorge syndrome: consistent deletions and microdeletions of 22ql1.
Am J Hum Genet, 1992, 50, 924-933.

Erdel M., Schuffenhauser S., Buchholz B. et al.: Routine screening for
microdeletions by FISH in 77 patients suspected of having Prader-Willi or
Angelman syndromes using YAC clone 273A2 (D15S10). Hum Genet,

1996, 97, 784-793.

Ewart A.K., Morris C.A. et al.: Hemizygosity at the elastin locus in a
developmental disorder, Williams syndrome. Nat Genet, 1993, 5, 11-16.
Fibison W.J., Budarf M., McDermid H., Greenberg F., Emanuel B.S.:
Molecular studies of DiGeorge syndrome. Am J Hum Genet, 1990, 46,
888-895.

53



Flint J., Knight S.: The use of telomere probes to investigate
submicroscopic rearrangements associated with mental retardation. Current
Opinion in Genetics and Development, 2003, 13, 310-316.

Gail H.V.: Cytogenetics: a short review and update. Cancer Investigation,
1998, 16 (1): 40-44.

Gandelman K., Gibson L., Meyn M.S., Yang-Feng T.L.: Molecular
definition of the smallest region of deletion overlap in the Wolf-Hirschhorn
syndrome. Am J Hum Genet, 1992, 51, 571-578.

Greenberg F., Guzetta V. et al.: Molecular analysis of the Smith-Magenis
syndrome: a possible contiguous-gene syndrome associated with del(17)
(p11.2). Am J Hum Genet, 1991, 49, 1207-1218.

Hall J.G.: Review and hypotheses: somatic mosaicism: observations
related to clinical genetics. Am J Hum Genet, 1988, 43, 355-363.
Hélias-Rodzewicz Z, Bocian E., Stankiewicz P. et al.: Subtelomeric
rearrangements detected by FISH in three of 33 families with idiopathic
mental retardation and minor physical anomalies. J Med Genet, 2002, 39,
9, e53.

Houge G. et al.: Ten years follow up of a boy with a complex
chromosomal rearrangement: going from a >5 to 15-breakpoint CCR. Am
J Med Genet, 2003, 118A, 235-240.

Jonkman M.F.: Revertant mosaicism in human genetic disorders. Am J
Med Genet, 1999, 85, 361-364.

Kalousek D.K.: Pathogenesis of chromosomal mosaicism and its effect on
early human development. Am J Med Genet, 2000, 91, 39-45.

Katona R., Szeles A., Hadlaczky Gy.: Mouse euchromatin specific
"genome-painting" with a LINE probe: a rapid method for identification
and mapping of human chromosomes in mouse-human microcell hybrids
by two-color FISH. Hereditas. 1996, 124, 2, 131-135.

Knoll J.H.M., Nicholls R.D. Magenis R.E., Glatt K., Graham J.M. Kaplan
L., Lalande M.: Angelman syndrome: three molecular classes identified
with chromosome 15q11ql3-specific DNA markers. Am J Hum Genet,
1990, 47, 149-155.

Kubota, T., Saitoh, S., Matsumoto, T., Narahara, K., Fukushima, Y., Jinno,
Y., Nitkawa, N.: Excess functional copy of allele at chromosomal region
11p15 may cause Wiedemann-Beckwith (EMG) syndrome. Am J Med
Genet, 1994, 49, 378-383.

Ledbetter, S.A., Kuwano, A., Dobyns W.B., Ledbetter, D.H.:
Microdeletions of chromosome 17p13 as a cause of isolated lissencephaly.
Am J Hum Genet, 1992, 50, 182-189.

54



Malcolm S.: Microdeletion and microduplication syndromes. Prenat Diagn,
1996, 16, 1213-1219.

Méhes K., Kosztolanyi Gy.: A mozaicizmus mai értelmezésérdl. Orv Hetil,
1990, 131, 33, 1815-1819.

Miller S.A., Dykes D.D., Polesky H.F.: A simple salting out procedure for
extracting DNA from human nucleated cells. Nucleic Acids Res, 1988, 16,
1215.

Miozzo M., Simoni G.: The role of imprinted genes in fetal growth. Biol
Neonate, 2002, 81, 217-228.

Ol4h E.: A klinikai genetika alapjai. Medicina, Budapest, 1999.

Pajor L.: Az interfizis citogenetika alkalmazasi Ilehet&ségei az
onkopatoldgiai diagnosztikdban. Orv Hetil, 1998, 49, 2939-2946.

Pajor L., Szuhai K., Méhes G., Kosztolanyi Gy., Jdksé P., Lendvai G.,
Szanyi 1., Kajtar P.: Combined metaphase, interphase cytogenetic and flow
cytometric analysis of DNA content of pediatric acute lymphoblastic
leukemia. Cytometry, 1998, 34, 87-94.

Robinson W.P., McFadden D.E., Stephenson M.D.: The origin of
abnormalities in recurrent aneuploidy/polyploidy. Am J Hum Genet, 2001,
69, 1245-1254.

Robinson W.P., Binkert F., Bernasconi F., Lorda-Sanchez 1., Werder
E.Aa., Schinzel A.A.: Molecular studies of chromosomal mosaicism:
relative frequency of chromosome gains or loss and possible role of cell
selection. Am J Hum Genet, 1995, 56, 444-451.

Robinson W.P.: Mechanisms leading to uniparental disomy and their
clinical consequences. BioEssays, 2000, 22, 452-459.

Robinson W.P., Christian S.L. et al.. Somatic segregation errors
predominantly contribute to the gain or loss of a paternal chromosome
leading to uniparental disomy for chromosome 15. Clin Genet, 2000, 57,
349-358.

Shprintzen R.J., Goldberg R.B., Young D., Wolford L.: The Velo-Cardio-
Facial syndrome: a clinical and genetic analysis. Pediatrics, 1981, 67, 2,
167-172.

Seely J.R., Seely B.L., Bley R., Altmiller C.J.: Localized chromosomal
mosaicism as a cause of dysmorphic development. Am J Hum Genet,
1984, 36, 899-903.

Szuhai K., Méhes G., Kosztolanyi Gy., Kajtar P., Lendvai G., Szanyi L.,
Pajor L.: Interfazis citogenetika alkalmazdsa a DNS-tartalom valtozdsanak
megitélésére gyermekkori akut lymphoid leukaemidban (ALL). Orv Hetil,
1997, 49, 3111-3119.

55



Tardy E., Toth A., Hajdu K., Gombos S., Laszlo J.: Fluorescens in situ
hibridizéci6 a prenatalis diagnosztikaban. Az els$ tapasztalatok. Orv Hetil,
1996, 137, 10, 523-526.

Tardy E.P., Toth A.: Cross-hybridization of the chromosome 13/21 alpha
satellite DNA to chromosome 22 or a rare polymorphism? Prenat Diagn,
1997, 17, 5, 487-488.

Tardy EP, Toth A, Kosztolanyi G. Prenatal exclusion of segmental trisomy
in familial chromosome 21 pericentric inversion by fluorescence in situ
hybridization. Prenat Diagn, 1997, 17, 9, 871-873.

Thomas N.S., Browne C.E., Oley C., Healey S., Crolla J.A.: Investigation
of a cryptic interstitial duplication involving the Prader-Willi/Angelman
syndrome critical region. Hum Genet, 1999, 105, 384-387.

Toth A, Tardy EP, Hajdu K, Batorfi J, Doszpod J, Egyed J, Gati I.
Fluorescence in situ hybridization of chorionic interphase cells for prenatal
screening of Down syndrome. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol, 2001,
94, 1, 46-50.

Treszl A, Adany R, Rakosy Z, Kardos L, Begany A, Gilde K, Balazs M.:
Extra copies of c-myc are more pronounced in nodular melanomas than in
superficial spreading melanomas as revealed by fluorescence in situ
hybridisation. Cytometry B Clin Cytom, 2004, 60, 1, 37-46.

Uchida, LLA., Freeman, V.C.P.: Trisomy 21 Down syndrome. Parental
mosaicism. Hum Genet, 1985, 70, 246-247.

de Vries B.B.A., Winter R., Schinzel A., van Ravenswaaij-Arts C.:
Telomeres: a diagnosis at the end of the chromosomes. J Med Genet, 2003,
40, 385-398.

56



A dolgozat témajaban megjelent kozlemények

. Morava E, Czaké M, Melegh B, Kosztoldnyi Gy. Velo-cardio-facial
phenotype and deletion of 22q11.2 in Hungarian children. Clin Genet
2000(a), 58, 5, 403-405.

. Morava E, Masszi Gy, Czako M, Kosztolanyi Gy. 22q11.2 kromoszéma
deléci6 és velo-cardio-facialis szindroma egy Fallot-tetralogids betegben.
Orv Hetil 2000(b), 141, 34, 1873-1875.

. Erhardt E, Morava E, Czaké M, J6zsef 1, Decsi T. [zomhipotonia hatterében
felfedezett Prader-Willi syndroma esete. Gyermekgyogydszat 2000, 4,
382-384.

. Morava E, Hermann R, Czaké M, Soltész G, Kosztolanyi G. Isodicentric Y
syndrome in an Ullrich-Turner patient without virilization. Am J Med Genet
2000(c), 91, 2, 99-101.

. Hermann R, Soltész G, Morava E, Kosztolanyi G, Czaké M. De novo partial
duplication of long arm of chromosome 13: (dup13)(q12-q14). Am J Med
Genet 2000, 92, 4, 296-297.

. Riegel M, Morava E, Czaké M, Kosztolanyi Gy, Schinzel A. Distal
deletion, del(2)(g33.3;q33.3), in a patient with severe growth deficiency and
minor anomalies. Am J Med Gen 2001, 102, 3, 227-230.

. Karteszi J, Morava E, Czako M, Kosztolanyi Gy. Smith-Magenis-szindroma
— genetikailag kodolt viselkedészavar? Gyermekgyogyaszat, 2001, 52, 4,
369-373.

. Hadzsiev K, Czako M, Kaiser L, Kosztolanyi Gy. Két hétig élt ujsziildttben
észlelt 14-es triszOmia kiilonb6z8 ardnyud szervi mozaikossaggal.
Gyermekgyogyaszat, 2002, 53, 1, 65-68.

. Czako M, Riegel M, Morava E, Schinzel A, Kosztoldnyi Gy. Patient with
rheumatoid arthritis and MCA/MR syndrome due to unbalanced der(18)
transmission of a paternal translocation t(18;20)(p11.1;p11.1). Am J Med
Genet, 2002, 108, 3, 226-228.

10.Morava E, Czaké M, Aszmann M, Illés T, Kosztolanyi Gy. Tissue specific

mosaicism of trisomy 9 in a patient with severe torsion scoliosis. Genetic
Counseling, 2002(a), 13, 4, 455-457.

11.Morava E, Varga L, Czaké M, Decsi T. Anyai toxoplazmafertzést kovets

mozaik 8 trisomia szindréma. Orvosi Hetilap, 2002(b), 143, 11, 563-565.

12.Morava E, Bartsch O, Czakd M, Frensel A, Karteszi J, Kosztolanyi Gy. A

girl with cutaneous hyperpigmentation, café au lait spots and ring
chromosome 15 without significant deletion. Genetic Counseling, 2003(a),
14, 3, 337-342.

13.Morava E, Bartsch O, Czaké M, Frensel A, Kalscheuer V, Karteszi J,

Kosztolanyi Gy. Small inherited terminal duplication of 7q with

57



hydrocephalus, cleft palate, joint contractures, and severe hypotonia. Clin
Dysmorphology, 2003(b), 12, 2, 123-127.

14.Czaké M, Riegel M, Morava E, Bajnéczky K, Kosztolanyi Gy. Opitz ,,C”
trigonocephaly-like syndrome in a patient with terminal deletion of 2p and
partial duplication of 17q. Am J Med Genet, 2004, 131A, 3, 310-312.

15.Kéarteszi J, Kress W, Szdsz M, Czako M, Melegh B, Kosztolanyi Gy,
Morava E. Partial craniosynostosis in a patient with deletion 22q11. Genetic
Counseling, 2004, 15, 4, 481-483.

16.Kellermayer R, Czako M, Kiss-Laszlo Z, Gyuris P, Kozari A, Melegh B,
Kosztolanyi Gy. Alpha-thalassemia/mental retardation syndrome in a 45,X
male. Am J Med Genet A, 2005, 132, 4, 431-433.

17.Hadzsiev K., Czako M., Veszprémi B., Kosztolanyi Gy.: rapid interphase
FISH vs karyotyping in prenatal screening of common chromosomal
aneuploidies. (kozlésre elkiildve)

A dolgozat témajahoz nem kapcsolodo kozlemények

1. Hoffmann G, Gajdos G, Czaké M, Kerényi M, Té6th V, Emédy L,
Tomcsdnyi T. Genetic diversity in Proteus penneri. Acta Biologica
Hungarica, 1997, 48, 4, 395-398.

2. Hoffmann G, Gajdos G, Czaké M, Kerényi M, Téth V, Emédy L,
Tomcsdnyi T. Diversity among clinical isolates of Proteus penneri
detected by random amplified polymorphic DNA analysis. Zentralblatt
von Bakteriologie, 1998, 288, 351-360.

3. Kovécs E, Morava E, Nddasi E, Czaké M, Melegh B, Kosztolanyi Gy.
Fragilis X szindroma szlirésére alkalmas molekuléris biolégiai (PCR)
eljaras. Orv Hetil, 1998, 139, 52, 3121-3125.

4. Karteszi J, Morava E, Czaké M, Géti 1, Czopf J, Kosztolanyi Gy, Melegh
B. Kennedy-betegség egy progressziv beszédzavarban szenvedd férfiben.
Orv Hetil, 2001, 142, 35, 1915-1917.

5. Horvath A, Morava E, T6th G, Czaké M, Melegh B, Kosztolanyi Gy.
Errendszeri betegségek, spina bifida és schizophrenia egy csalddon beliili
egyiittes  el6forduldsa a  metilén-tetrahidrofolsav-reduktiz ~ enzim
héérzékeny varidnsanak heterozigdta mutacidjaval. Orv Hetil, 2001, 142,
27, 1445-1448.

6. Cser B, Morava E, Czaké M, Karteszi J, Sz6nyi L, Wevers R, Kosztolanyi
Gy. Velesziiletett glikozilaciés zavar (CDG-Ia Dbetegség) egy
izomhipotonids, hepatopathidas gyermekben. Gyermekgyogyaszat, 2003,
54,1, 37-42.

58



. Morava E, Czaké M, Karteszi J, Cser B, Weissbecker K, Méhes K.

Ulnar/fibular ray defect and brachydactyly in a family: a possible new
autosomal dominant syndrome. Clin Dysmorphol, 2003, 12, 3, 161-165.
Karteszi J, Hollédy K, Bene J, Morava E, Hadzsiev K, Czaké M, Melegh
B, Kosztolanyi Gy. Az MECP2 gén muticidinak analizise direkt
szekvendlassal magyarorszdgi Rett szindromds betegekben. Orv Hetil,
2004, 145, 17, 909-911.

Karteszi J, Hollody K, Bene J, Morava E, Hadzsiev K, Czaké M, Melegh
B, Tészds A, Kosztolanyi Gy. Mutation analysis of MECP2 and
determination of the X-inactivation pattern in Hungarian Rett syndrome
patients. Am J Med Genet, 2004, 131, 1, 106.

10.Erhardt E, Czaké M, Csernus K, Molnir D, Kosztolanyi Gy. The

11

frequency of Trp64Arg polymorphism of the beta3-adrenergic receptor
gene in healthy and obese Hungarian children and its association with
cardiovascular risk factors. Eur J Clin Nutr, 2005, 59, 8, 955-959.

Kellermayer R, Halvax L, Czako M, Shahid M, Dhillon VS, Husain SA,

Sule N, Gomori E, Mammel M, Kosztolanyi Gy. A novel frame shift
mutation in the HMG box of the SRY gene in a patient with complete
46,XY pure gonadal dysgenesis. Diagn Mol Pathol, 2005, 14, 3, 159-163.

A dolgozat témajaban megjelent idézheto absztraktok

. Morava E, Shapira E, Czaké M, Szab6 L, Jackson KE, Melegh B,

Kosztolanyi Gy. Paternal balanced translocation resulting in Miller-Dieker
syndrome in two first cousins. Am J Hum Genet, 1998, 63 (Suppl) P820,
Al45.

Morava E, Czaké M, Hermann R, Té6th G, Kosztolanyi Gy. De novo partial
duplication on the long arm of chromosome 13, dup (13) (q12-q14). Eur J
Hum Genet, 1999, 7, P229, A244.

Karteszi J, Morava E, Czaké M, Decsi T, Kosztoldnyi Gy. Dup 9p
syndrome with multiplex hemangiomatosis and deafness in a familial
t(10;22) carrier. Eur ] Hum Genet, 2001, 9, P0264, A152.

Czaké M, Morava E, Kosztolanyi Gy. The significance of microsatellite
analysis in the routine diagnostics of MR/MCA syndromes. Eur J Hum
Genet, 2001, 9, PO211, A142.

Czaké M, Morava E, Cser B, Karteszi J, Kosztolanyi Gy. Terminal
deletion 4q in a patient with complex chromosomal rearrangement and
characteristic phenotype. Eur J Hum Genet, 2002, 10, PO330.

59



6. Karteszi J, Morava E, Hadzsiev K, Czaké M, Kosztolanyi Gy. Cutis laxa,
lipodystrophy and transient progeroid phenotype in mosaic polyploidy.
Eur J Hum Genet, 2003, 11, P165.

7. Czaké M, Szabé L, Morava E, Hadzsiev K, Karteszi J, Kosztolanyi Gy.
Pregnancy outcome in carriers of translocation involving the Miller-Dieker
critical region. Eur J Hum Genet, 2003, 11, P208.

8. Hadzsiev K, Czako M, Veszprémi B, Kosztoldanyi Gy. Prenatal screening
of aneuploidy by interphase FISH. Eur J] Hum Genet, 2003, 11, P401.

9. Hadzsiev K, Nagy A, Czaké M, Kellermayer R, Melegh B, Kosztolanyi
Gy. Rare case in haemophilia A in a female patient with a 46,X,idic(Xq)
karyotype. Eur J Hum Genet, 2004, 12, PO65.

10. Czako M, Kress W, Karteszi J, Kosztolanyi Gy, Morava E.
Craniosynostosis in a 22ql1.2 microdeletion patient without FGFR3
mutation. Eur J Hum Genet, 2004, 12, PO79.

11. Kellermayer R, Czako M, Hadzsiev K, Gyuris P, Kozari A, Kosztolanyi
Gy. Y;autosomal translocation or cryptic tissue mosaicism in a boy with
45,X0? Eur J Hum Genet, 2004, 12, P221.

A dolgozat témajahoz nem kapcsolodo idézhet6 absztraktok

1. Czako M, Gajdos G, Hoffmann Gy, Garamszegi M, Tornéczky E, Czirner
Gy, Tomcsanyi T. Genetic diversity of Helicobacter pylori strains derived
from the south transdanubian region. Acta Microbiologica et
Immunologica Hungarica, 1997, 44, 58.

2. Toéth, G, Morava E, Jackson KE, Horvith A, Czaké M, Kosztolanyi Gy.
Mutation of the thermolabile variant of MTHFR enzyme in a family with
vascular events and neural tube defects. Am J Hum Genet, 1999, 65
(Suppl), A431, 2443.

3. Kosztoldnyi Gy, Nadasi E, Melegh B, Morava E, Czaké M. Mitochondrial
DNA4977 deletion in human newborn samples. Eur J Hum Genet, 1999, 7,
P894, A143.

4. Funke S, Morava E, Czako M, Cser B, Kosztolanyi Gy, Illés T. Dystrophic
scoliosis and genetic polymorphisms in patients with neurofibromatosis.
Eur J Hum Genet, 2002, 10, PO087.

5. Morava E, Czako M, Hadzsiev K, Kosztolanyi Gy, Méhes K. Autosomal
dominant ulnar/fibular ray defect: a possible new syndrome. Eur J Hum
Genet, 2002, 10, PO191.

6. Karteszi J, Bene J, Morava E, Czaké M, Hollédy K, Melegh B,
Kosztolanyi Gy. Analysis of the MECP2 gene by direct sequencing in
Hungarian Rett syndrome patients. Eur ] Hum Genet, 2002, 10, P0740.

60



7. Cser B, Morava E, Czaké M, Karteszi J, Kosztolanyi Gy. Hip dysplasia,
characteristic face, relative macrocephaly, delayed motor development,
failure to thrive and café au lait spots — possible new autosomal dominant
syndrome. Eur J] Hum Genet, 2003, 11, P174.

8. Funke S, Morava E, Czaké M, Ertl T, Kosztoldnyi Gy. Osteopenia of
prematurity (OOP) and genetic polymorphisms: a pilot study. Eur J Hum
Genet, 2003, 11, P783.

9. Karteszi J, Bene J, Hollédy K, Morava E, Hadzsiev K, Czaké M, Melegh
B, Tészads A, Kosztolanyi Gy. Mutation analysis of MECP2 and
determination of the X-inactivation pattern in Hungarian Rett Syndrome
patients. Eur J] Hum Genet, 2004, 12, P050.

10.Funke S, Morava E, Czaké M, Ertl T, Kosztolanyi Gy. Association of
estrogen receptor dinucleotide repeat polymorphism with osteopenia in
very low birth weight (VLBW) infants. Eur J Hum Genet, 2004, 12, P885.

A dolgozat témajaban tartott kongresszusi eloadasok

1. Czako M, Morava E, Nadasi E, Szabé L, Kovacs E, Melegh B,
Kosztolanyi Gy. Familiaris Miller-Dieker syndroma II. Fluorescens in situ
hybridizacioval végzett diagnosztikai vizsgdlat. Humangenetikai Tarsasag
I. Kongresszusa, Szeged, 1998. junius.

2. Czaké M, Morava E, Nadasi E, Szabé L, Kovacs E, Melegh B,
Kosztolanyi Gy. Familidris Miller-Dieker syndroma II. Fluoreszcens in
situ  hybridizdcioval  végzett  diagnosztikai  vizsgédlat.  Magyar
Humadéngenetikusok Konferencigja, Szeged, 1998. oktober 18-21.

3. Erhardt E, Morava E, Decsi T, Czaké M, Kosztolidnyi Gy. Silyos
Ujsziilottkori izomhypotonia Prader-Willi syndroma régié delécigjaval.
Magyar Humangenetikusok Konferencidja, Szeged, 1998. oktober 18-21.

4. Morava E, Hermann R, Czaké M, Kosztolanyi Gy. De novo részleges
duplikaci6 a 13-as kromoszoma hosszu karjan, dup(13) (q12-q14). Magyar
Humangenetikusok Konferencidja, Szeged, 1998. oktober 18-21.

5. Szabo L, Kiss Zs, Czaké M, Morava E, Nadasi E, Kovdcs E, Garzuly F,
Melegh B, Kosztolanyi Gy. Familidris Miller-Dieker syndroma I. Klinikai,
pathologiai  és  klasszikus  cytogenetikai  elvdltozdsok. Magyar
Humangenetikusok Konferencigja, Szeged, 1998. oktober 18-21.

6. Czaké M, Riegel ML, Morava E, Kosztolanyi Gy. Deléciés/duplikéciés
szindromat  okoz6  familiaris  t(18;20)  transzlokaci6.  Magyar
Humadngenetikai Térsasag II. Kongresszusa, Pécs, 1999. augusztus.

7. Morava E, Czaké M, Més T, Kosztoldnyi Gy. Haplotipus analizis
mikroszatellita markerek felhaszndldsdval egy frontometaphysealis

61



dysplasids csaladban. Humangenetikai Tarsasiag III. Kongresszusa,
Debrecen, 2001. jinius.

8. Karteszi J, Morava E, Czaké M, Decsi T, Kosztolanyi Gy. Dup 9p
szindroma egy familiaris 10;22 transzlokaciot hordozé betegben.
Humangenetikai Tarsasdg III. Kongresszusa, Debrecen, 2001. jinius.

9. Czaké M, Karteszi J, Morava E, Kosztolinyi Gy. A molekuldris
cytogenetika  jelentdsége egy komplex kromoszémadtrendez8dés
felderit€sében. Humangenetikai Térsasag III. Kongresszusa, Debrecen,
2001. junius.

10. Hadzsiev K, Czaké M, Veszprémi B, Kosztolanyi Gy. Magzati
aneuploididk  vizsgalata  interfazis FISH  modszerrel. Magyar
Humaéngenetikai Tarsasag IV. Kongresszusa, Budapest, 2002. november.

11.Czako M, Kress W, Karteszi J, Kosztolanyi Gy, Morava E. A 22ql11.2
delécio elb6fordulasa részleges coronalis craniosynostosisban. Magyar
Humadéngenetikai Tarsasdg V. Kongresszusa, Szeged, 2004. november.

12. Hadzsiev K, Czako M, Veszprémi B, Kosztolanyi Gy. Prenatalis vizsgalat
sordn  észlelt valtoz6 ardnyd mozaik 21-triszOmia. Magyar
Humangenetikai Tarsasag V. Kongresszusa, Szeged, 2004. november.

13. Veszprémi B, Hadzsiev K, Vizer M, Arany A, Czaké M, Kerecsényi P,
Szabd I, Kosztoldnyi Gy. Szdmbeli kromoszéma rendellenességek nem
invaziv mddszerekkel torténd sziirésével szerzett tapasztalatok. Magyar
Humadéngenetikai Tarsasdg V. Kongresszusa, Szeged, 2004. november.

A dolgozat témajahoz nem kapcsolodo kongresszusi eloadasok

1. Koviacs E, Molnédr J, Czaké M, Gylrlis P, Morava E, Melegh B,
Kosztolanyi Gy. Friedreich ataxia szlrésére alkalmas molekularis
genetikai mddszer. Magyar Humdéngenetikusok Konferencidja, Szeged,
1998. oktéber 18-21.

2. Karteszi J, Bene J, Hollédy K, Morava E, Hadzsiev K, Czaké M, Melegh
B, Tészas A, Kosztolanyi Gy. Az MECP2 gén mutdci6 analizise €s az X-
inaktivicidos mintdzat vizsgilata Rett szindromds betegekben. Magyar
Humangenetikai Tarsasag V. Kongresszusa, Szeged, 2004. november.

3. Funke S, Morava E, Czako M, Ertl T, Kosztolanyi Gy. Korasziilottek
osteopénidja €s genetikai polimorfizmusok. Magyar Humdngenetikai
Térsasdg V. Kongresszusa, Szeged, 2004. november.

A dolgozat témajahoz kapcsol6dé poszterek

1. Czaké M, Morava E, Nadasi E, Szabo L, Kovics E, Melegh B,

62



Kosztolanyi Gy. Familidris Miller-Dieker syndroma II. Fluoreszcens in
situ  hybridizacioval végzett diagnosztikai vizsgédlat. A Magyar
Gyermekorvosok Tarsasdga 1998. évi Nagygyiilése, Szeged.

. Morava E, Czaké M, Karteszi J, Weissbecker K, Méhes K. Ulnaris sugar
defektus és brachydactylia E egy csalddon beliili jelentkezése. Magyar
Humangenetikai Tarsasag IV. Kongresszusa, Budapest, 2002. november.

. Czaké M, Morava E, Hadzsiev K, Karteszi J, Kosztolanyi Gy.
Kromoszomalis szoveti mozaikosag vizsgalata interfazis FISH technikaval
szellemi és testi fejlédészavarban szenvedd betegekben. Magyar
Humadngenetikai Tarsasdg IV. Kongresszusa, Budapest, 2002. november.

. Cser B, Morava E, Czaké M, Kosztolanyi Gy. 22-es gyfirtikromoszéma:
deléci6 vagy telomerikus fuzi6? Magyar Humangenetikai Térsasag IV.
Kongresszusa, Budapest, 2002. november.

63



A dolgozat témajahoz nem kapcsolodo poszterek

. Torn6czky E, Czirner G, Czako M, Tomcsanyi T. A tenyésztés €s
molekularis bioldgiai moddszerek alkalmazasa a Helicobacter pylori
diagnosztikaban. 1996. évi Bakteriol6gus Kongresszus, Miskolc, 1996.
majus.

. Czako, M., Gajdos G, Hoffmann G, Garamszegi M, Torn6czky E, Czirner
G, Tomcsanyi T. Dél-Dunantuilon izoldlt Helicobacter pylori torzsek
genetikai diverzitdsa. Magyar Mikrobiologiai Tarsasag Nagygytilése
Nyiregyhdza 1996. augusztus.

. Kovacs E, Molnar J, Nadasi E, Czako M, Gytiriis P, Morava E, Melegh B,
Kosztolanyi Gy. Friedreich ataxia szlirésére alkalmas molekularis
biologiai eljards. A Magyar Gyermekorvosok Tarsasaga 1998. évi
Nagygyiilése, Szeged.

. Czaké M, Erhardt E, Molnar D, Kosztolanyi Gy. B 3-adrenoreceptor gén
polimorfizmus el6forduldsa extrémen kovér gyermekekben és sziileikben.
A Magyar Gyermekorvosok Tarsasaga 2001. évi Nagygytlése, Pécs.

64



Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koOszonetet mondani témavezetdémnek, Dr. Kosztolanyi
Gyorgynek, aki hosszu évekkel ezel6tt a munkacsoportjdba fogadott, és
megbizott olyan feladatokkal, amelyek a diagnosztikus munka felel6sségteljes
elvégzésére megtanitottak. Koszonom a sok egyiitt-gondolkodassal toltott orat,
amelyek sordn alkalmam nyilt megismerni értékrendjét, a betegkdzpontu és
etikus genetikai szemléletet, amelyet mindig képviselt.

Koszondm Dr. Méhes Karolynak, hogy minden kérdéssel bizalommal
fordulhattam hozza, és hogy tanitott. A t6le kapott tanulményok rengeteg értékes
informécidt nytjtottak.

Koszonettel tartozom Dr. Melegh Béldnak az elmult években nyujtott
tdmogatasaért €s figyelméért.

Koszonom Dr. Morava Evénak, hogy mindig inspirdlt, képes volt
lelkesedni, és ezaltal engem is lelkesiteni egyre ujabb feladatok megoldédsara.
Soha nem felejtem el a sok izgalmas, egyiitt felgdongydolitett esetet. Legf6képpen
tiirelméért és baratsagaért vagyok halas.

Koszonetet mondok klinikus kollégaimnak, Dr. Hadzsiev Kingédnak €s Dr.
Kellermayer Richardnak, és az Orvosi Genetikai és Gyermekfejlddéstani Intézet
minden munkatarsanak az egyiitt végzett munkaért.

Végtelen halaval tartozom Dr. Albert Schinzelnek és Dr. Mariluce
Riegelnek mindazért, amit t6liik tanultam.

Az MTA kutatocsoport minden tagja hozzajarult az elmult évek
eredményeihez, nekik is koszonom a kozds munkat.

Héldsan koszonom a csalddom tiirelmét €s szeretetét, amely mindig erdt

adott. Példamutatasuk alakitott, formalt emberré.

65



