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1. Bevezetés

1.1. Kromoszomalis eltérések populacios gyakorisaga

Tankonyvi adat, hogy az élvesziilottek 0,6 %-aban kromoszdémaaberraciok
mutathatok ki (Olah, 1999). Ez Magyarorszagon évente 600 kromoszomahibas
Ujsziilott vilagrajottét jelenti. Az ilyen defektusok altalaban nagyon stlyos mentalis és
fizikai  kovetkezményekkel jarnak. Mivel a kromoszdémarendellenességek
kovetkezményeinek gyodgyitasara nincs lehetdség, jelenleg csak a veszélyeztetettek
pontos identifikalasan és prenatalis diagndzison alapuld megeldzés jelenthet hatékony
segitséget.

Alig vitathatd vélemény, hogy a kromoszomaaberraciok valoban 1étezd
populacios gyakorisdga a 0,6 %-os sziiletéskori incidencianal 1ényegesen magasabb.
Még 1ényegesebb annak figyelembevétele, hogy a kromoszoémalis eltérések kimutatasa
modszerfiiggd. A 0,6 %-os sziiletéskori gyakorisdgi adat hagyomanyos, részletek
kimutatdsara nem alkalmas metodikdkkal végzett vizsgalatokon alapul, s minden
modszertani boviilés addig kimutathatatlan aberraciok identifikalasat eredményezheti.

A molekuléris genetikai technikdk jelentds mértékben bdvitették a genomidlis
rendellenességek kimutatdsdnak lehetdségét. Joggal remélhetd tehat, hogy a DNS
hibridizacios technikdk — koztiik a fluorescens in situ hibridizacio (FISH) ¢és a
mikroszatellita  markerek  vizsgalata —  hozzdjarulnak  ahhoz, hogy a
kromoszémaaberraciock minél nagyobb hanyada minél nagyobb pontossaggal
identifikalasra keriiljon. A velesziiletett testi, szellemi rendellenességek tobbségének
etiologidgja ugyanis ismeretlen, s ezek kozt minden bizonnyal jelentds aranyban
szerepelnek a hagyomanyos mddszerekkel nem észlelhetd kromoszoémahibék.

1.2. Lehetoségek a diagnosztika hatékonysaganak bovitésére

1.2.1. Fénymikroszkoppal nem detektalhato eltérések vizsgalata

A hagyomanyos savozasi technikdk a szdmbeli és a nagyobb (> 10 Mb)
szerkezeti kromoszoma rendellenességek kimutatdsara alkalmasak. A DNS
hibridizacio és a fluorescens festékekkel torténd detektalas azonban akar kilobazis
nagysagrendl szakaszok specifikus kimutatasat is lehetdvé teszi, s ezaltal a korabbi
fénymikroszkopos technikdkat messze feliilmulé felbontoképességet eredményez.

Ezzel a technikaval egészen kis kromoszémarégiok tehet6k lathatova a
5 Mb méretli deléciok detektalasa az un. mikrodelécids szindromék elkiiloniilt
csoportjdnak felismerését eredményezte (a legismertebbek a Prader-Willi, az
Angelman, a DiGeorge, a Williams, a Miller-Dieker, a Wolf-Hirschhorn, a Cri du
Chat, a Kallmann és a Smith-Magenis szindromak). Ezek az Osszetett fenotipussal
jellemezhetd rendellenességek legtobbszor sporadikusan fordulnak eld, de ismertek
familiaris esetek is, amelyek hatterében altaldban rejtett sziiléi kiegyenstlyozott
transzlokacio all. A mikrodelécids szindromakban a fenotipus tobb gén érintettsége
miatt alakul ki. Emiatt talan taldlobb az ,érintkezé gén szindroma” elnevezés, ami a
funkciondlisan fiiggetlen, 4&m a kromoszoémakon fizikailag egymds mellett

A FISH specifikussaga ezen feliil arra is lehetdséget nyujt, hogy az egyes
kromoszomakra specifikus probdkat mas-mas szinli fluorokrémmal jeloljik, s igy a



fénymikroszkopban hasonld megjelenésii kromoszémakat egymastol elkiilonitsiik.
Ennek a transzlokéciok vizsgalatdban van oriasi jelentdsége.

A FISH tovabbi elénye, hogy megfelelé probak alkalmazasaval nem osztddo,
interfazisos sejteken is képes a keresett kromoszomalis szakaszok detektalasara. Ez az
eljaras képes egy-egy kromoszéma szambeli eltérésérdl nagy szamu sejt elemzésével
informéciot nyujtani metafazisok vizsgdlata nélkiil, ezért Ilehetdvé teszi a
kromoszomalis szoveti mozaikossag vizsgalatat is.

A mikroszatellita markerek segitségével lehetdségiink van egyes kromoszémak,
ill. kromoszéma régidk sziiléi eredetének megallapitdsira, aminek a klinikai
diagnosztikaban is jelentésége van. A 46 kromoszomaval jellemzett euploidia ugyanis
nem mindig a két sziilé komplett haploid szerelvényének egyesiilésével jon létre, s az
un. uniparentalis diszoémia fejlddési rendellenességek okozodja lehet.

1.2.2. Mozaikossag vizsgalata

A populacioban 1étez6 kromoszomalis eltérések felismerésének esélyét az is
fokozza, ha a diagnosztikdban elszakadunk attol a hagyoményos feltételezéstdl,
miszerint a vizsgalt biologiai minta maradéktalanul reprezentalja a teljes szervezetet.
A mozaikossagrol, az eltérd genotipusu sejtek egyiittes jelenlétérdl ugyan régota
tudunk, médszertani nehézségek miatt azonban korlatozottak az ismereteink. Szamos
adatbdl lehet arra kovetkeztetni, hogy a genetikai mozaikossag 1étezd gyakorisaga
lényegesen nagyobb, mint a felismert esetek szama.

Az élet sordan keletkezo szomatikus sejt mutaciok daganatokat okoznak, ami
végeredményben mozaikossdgnak felel meg. A daganatképzddéshez vezetd
kromoszémalis vagy génszintli mutacidk ugyan egyre tobb esetben verifikalhatok,
azonban azok a minden bizonnyal létezd, daganatot nem okoz6é mutaciok, amelyek a
sejt funkciondlis zavaraval jarnak, egyeldre nem vagy alig mutathatok ki.

Némileg jobb eséllyel vizsgalhatd az intrauterin életben bekovetkezo mutaciok
szerepe. A posztzigdtikusan, a fejlddé embridban kialakuld mutaciok ugyanis fejlddési
rendellenességet okoznak, a kéros fenotipus tehat felhivhatja a figyelmet eltérd
genotipusu sejtek jelenlétére. Noha a foltos, koriilirt szoveti, szervi eltérésekben ma
mar génszintli mozaikossagok is kimutathatok, modszertani korlatok miatt mind a mai
napig ha mozaikossagrol beszéliink, akkor mozaik aneuploididrol, két vagy tobb,
eltéré kromoszomakészlettel rendelkezd sejtvonal szervezeten beliili egytittlétérdl van
SZ0.

A fejlddé magzatban létrejovO szomatikus mutaciok okozta fejlédésbeli
elmaradas, ill. malformacié mértéke a koros €s az egészséges sejtvonal aranyatol és
szOveti megoszlasatol fiigg. Mivel mozaik esetekben a klinikai tlinetek rendszerint
enyhébbek a kizardlag koros sejtekkel rendelkezd személyekhez képest, a
mozaikossdg adhat magyarazatot az 0Oroklddé rendellenességek valtozatos
hibdkra (a boér pigmenticio zavarai, az egyik testfélben vagy testrészben
hemihypertrophia vagy unilateralis hypoplasia), normalis karyotipus mellett el6fordulo
intrauterin  ndvekedéselmaradasra (,,confined placental aneuploidy”), lokalizalt
congenitalis malformaciéra.

A genetikai tanidcsadds szamara nagy problémat jelent, ha egy csaladban ,,0j
mutacid’-ként megjelend kromoszomalis rendellenesség ismétlddik. Ennek hatterében
sziild1 mozaikossdg — esetleg csak a gonddokban 1étezd, germinalis mozaikossag —
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allhat. Ez utébbi gyakorlatilag nem vizsgalhato, de a vér lymphocytdkban 1évo
mozaikossag is csak célzott megkozelitéssel zarhatd ki, a 15 % alatti aranya
rendellenes sejtvonal felismerésére ugyanis rutin eljarassal a vizsgalt alacsony
sejtszam miatt kicsi az esély.

A mozaikossag kimutatasat neheziti, hogy a vér lymphocytak vizsgélataval
kapott normalis karyotipus alapjan nem zarhat6 ki az aneuploid sejtvonal jelenléte mas
szovetekben, valamint azzal is szdmolni kell, hogy az egyes szovetféleségekben a
rutinszerien vizsgalt lymphocytakban észlelttdl eltérd lehet a koros sejtek aranya,
amire eddig a genotipus-fenotipus Osszefiiggés elemzésében - mddszertani korlatok
miatt — kisebb figyelmet lehetett forditani. Az ilyen Un. szoveti mozaikossag kiilonféle
szovetekbOl szarmazd nagyszami mitdzis elemzésével lenne megallapithato, ez
azonban a klinikai gyakorlatban nehezen kivitelezhetd.

Az interfazisos sejteken alkalmazott FISH a korabbinal Iényegesen jobb
lehetdséget kindl a mozaikossag vizsgalatara is, aminek a rendellenességek kialakulési
mechanizmusdnak megértése, ill. a progndzis megitélése szempontjabdl van
jelentésége. A technikédval kiilonféle szovetmintdkon tenyésztés nélkiil is viszonylag
nagyszamu sejt vizsgalhatd. Ezéltal lehetdség nyilik a véren kiviil mas, invaziv
mintavételt nem igényld anyagmintan gyors eljarassal, metafazisok elemzése nélkiil
vizsgalati adathoz jutni bizonyos kromoszomak szambeli anomaliair6l.

A szémbeli kromoszoma rendellenességek kiterjedt elemzése céljabol
végeztiink interfazis FISH vizsgalatokat a kiilonféle szovetekbdl (lymphocytak,
buccalis nyalkahartya, tenyésztett fibroblast sejtek, esetenként izomszovet sejtjei, a
vizeletiiledékben taldlhato laphdmsejtek, valamint hajgyokér sejtjei) vett mintdkon.

2. Célkitilizés
Intézetlink a hagyomanyos cytogenetikai elemzés (G-, Q-, C- és R-savos
technikdk és festési eljardsok alkalmazédsa) teriiletén évtizedek oOta nagy
tapasztalatokkal rendelkezik a pre- €s postnatalisan végzett vizsgalatokban egyarant. A
molekularis cytogenetikai technikdk fejlédése azonban a klinikai gyakorlatban
jelentkezd szamos, a hagyomdnyos eljardsok szamara megoldhatatlan problémat
jelentd vizsgalat elvégzését tették lehetdvé. A munkacsoportban elsddleges feladatom
a DNS hibridizaciés modszerek (FISH, mikroszatellita marker analizis) bevezetése
volt a betegelldtds szempontjabdl legfontosabb teriileteken, a diagnosztikaban
alkalmazhato laboratoriumi vizsgalatok korének bdvitése érdekében. Jelen dolgozat
tudomanyos céljai a diagnosztikus munka soran felmeriilt problémakhoz koétddnek.
Elemezni kivantam az egyes modszerek alkalmazasi lehetdségeit, eldnyeit, ill. korlatait
a diagnosztikdban nyert tapasztalatok alapjan az alabbi kérdések szerint:
e milyen mértékben ndvelhetdé a konstituciondlis kromoszdémaaberraciok
felderitésének aranya?
e mennyiben jarul hozza a FISH a fenotipus-genotipus korrelacios elemzeésekhez?
e milyen jelentdséget lehet tulajdonitani a kromoszomalis mozaikossagnak az
emberi patologidban?
e milyen eldnyokkel jar az interfadzis FISH a magzati aneuploididk sziirésében?
e milyen moddon lehet fokozni a genetikai diagnosztika hatékonysagat a
mikroszatellita markerek szegregalodasanak vizsgalataval?



3. Vizsgalati anyag

3.1. A Kklinikai indikacio szerint: elsdésorban a genetikai tanidcsadason megjelent,
testi-szellemi rendellenességben szenvedd betegektdl szarmazd mintdk keriiltek
feldolgozasra (tumorokbol szarmazdé mintdkat kivéve) a dolgozatban ismertetett
vizsgalatok keretein beliil. Ezek mellett a Down-sziirési program keretében
intézetiinkbe keriilt magzati mintadkon végeztem vizsgalatokat.

3.2. A sejtek, ill. a DNS forrasa szerint: lymphocytak, fibroblast és amnion kultura
sejtjei, chorionboholy minta, buccalis nyalkahartya sejtjei, vizeletiiledékben talalhato
laphamsejtek, hajgyokeér sejtek, ill. néhany esetben szoveti sejtek adtak a vizsgalatok
anyagat.

4. Alkalmazott modszerek

4.1. Mintavétel és preparatumkészités

Metafazis FISH vizsgadlat céljara sterilen vett periférids vért hasznéltunk.
Fibroblast kulturahoz alkohollal torténd fertStlenitést kovetéen tortént a borbiopszia
vétele. Amnion sejtkultura készitéséhez 20 ml amnion folyadékot steril
centrifugacsében lecentrifugaltunk (2000 rpm, 10 perc), az iiledéket felszuszpendalva
steril tenyésztdedényekben osztottuk el. A tenyésztés, ill. a kromoszomapreparatumok
készitése hagyomanyos modszerrel tortént. Hajgyokeér sejtekbol nyert prepardtum
készitése: a kihizott hajszalak gyokerét fiziologias sdoldatba aztattuk fél 6rara, majd a
hajgyokér sejtjeit tisztitott iiveg targylemezekre kentiik ki. A prepardtumot metanolba
martva fixaltuk, majd szobahdn megszaritottuk. Vizeletiiledékbol nyert laphdamsejtek
prepardlasa: 20-50 ml vizeletet lecentrifugaltunk (5000 rpm, 10 perc), a feliiliszo
eltavolitasa utdn az iiledéket metanolban felszuszpendaltuk, tisztitott {iveg
targylemezre cseppentettiik, és szobahdn megszaritottuk. Buccalis nyadlkahartya kenet
készitése: fabol késziilt steril lapkaval a szajlireg nyalkahdrtyar6l mintat vettiink,
tisztitott liveg targylemezekre kentiik ki. A prepardtumot metanolba martva fixaltuk,
majd szobahdn megszaritottuk. Szévetmintdk preparaldsa: a miitéti eljaras soran nyert
mintakat (szovettani metszetek) paraffinba dgyazva, targylemezre rogzitve kaptuk. A
paraffint 3 x 10 perc xylolban torténd aztatassal oldottuk ki szobahOn. A lemezre
rogzitett preparatumot leszallo alkoholsorban (100-90-70-50 % etanol) hidréaltuk, majd
2 x SSC oldatban inkubaltuk 75 °C-on 10 percig.
A FISH vizsgalat megkezdéséig a preparatumokat -20 °C-on taroltuk.

4.2. Metafazisos preparatumokon végzett FISH vizsgilat (lymphocyta, ill.
fibroblast és amnion sejtkultirak): a FISH vizsgalat megkezdése elott a fagyasztva
tarolt lemezeket szobahdmérsékleten engedtiik felmelegedni. A vizsgélatokat a széles
korben hasznalt protokollok szerint végeztiik.

4.3. Interfazis FISH (buccalis kenet, vizeletliledékbdl nyert laphdmsejtek, hajgyokér
sejtjel €s egy€b szovetek nyugalmi allapota sejtmagjain, ill. magzati sejtmintakon): a
protokoll a metafazis FISH modszernek megfeleld volt, csupan a poszthibridizacios
mosasban tért el: egyes probaknal (pl. a gyakran keresztjel6lé X centromerikus proba
hasznalata esetén) 45 °C-os homérsekletet vagy 60 % formamid aranyt alkalmaztunk.

Ertékelés: a lemezeket fluorescens mikroszkopban értékeltilk, az alkalmazott
fluorescens festékeknek megfeleld filtereket hasznélva.



4.4. Mikroszatellita marker analizis

A DNS izolalas periférias vérbdl kis6zassal (Miller és mtsai, 1988) tortént. Az
alkalmazott mikroszatellita markerek primer szekvencidit a Genome Database
adatbazisbol vettiik. A markerek amplifikalasa a kovetkez0 hdprogramon tortént:
denaturalas 3 percig 94 °C-on, majd 38 cikluson keresztiil denaturalas 45 masodpercig
94 °C-on, annealing 30 masodpercig 55-57 °C-on, szintézis 30 masodpercig 72 °C-on,
veégsO extenzid 3 percig 72 °C-on, végiil 4 °C-on tartottuk az elegyet. Az amplifikaciot
2 % agardz gélen, etidium-bromidos festéssel ellendriztiik. A PCR termék maradékat
8 % poliakrilamid gélen futtattuk, eziistfestéssel tettiik lathatova.

Az értékelés soran a gyermek (vizsgalt személy) alléljeit a két sziilé alléljeihez
viszonyitottuk, azaz a kapott termékek mintazatat értékeltiik.

5. Eredmények

Az 1998-2005 majusa kozott eltelt hét és fél év soran Osszesen 3331 eset
cytogenetikai vizsgélatara keriilt sor intézetiinkben (1876 karyotipus késziilt periférias
vérbol, 1270 amnion, 83 chorion és 102 fibroblast minta feldolgozéasat és értékelését
végeztik el). Ebben az idészakban 889 metafazisos €s interfazisos FISH vizsgalat,
valamint 2002 madjusa 6ta 890 magzati mintan (amnionon és chorionon egyarant)
végzett interfazisos FISH elemzés késziilt, a vizsgéalatok szama évrél évre
folyamatosan novekszik.

Az emlitett 3331 eset koziil 387 volt koros (11,7 %). 208 mintaban (6,25 %)
hagyomanyos cytogenetikai vizsgalatokkal kimutathat6 és pontosan verifikalhato volt
a rendellenesség. 120 esetben (3,60 %) a hagyomanyos mddszerek alkalmazaséaval
ismertiik fel az eltérést, de pontos eredményre csak FISH vizsgalatokkal tudtunk jutni.
59 olyan esetiink volt (1,78 %), amelyeknél a rendellenességet FISH technika
alkalmazasa nélkiil fel sem ismertiikk volna. Mindezek alapjan elmondhat6, hogy a
FISH technika alkalmazasa jelentés 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 vizsgalataval észleltik a mozaikossagot, vagy pedig a jellemzd
klinikai képhez viszonyitva szokatlanul enyhe tlineteket figyeltiink meg — a szambeli
kromoszéma rendellenességek kiterjedt elemzése céljabol kiilonféle szovetekbol
(buccalis nyalkahartya, bdrbiopsziabdl inditott fibroblast kultara sejtjei,
vizeletiiledékben taldlhato laphamsejtek, hajgyokér sejtek, esetenként izomszdvet
sejtjei) vett mintakon interfazis FISH vizsgalatokat végeztem.

16 beteg esetében keriilt sor — a hagyomanyos cytogenetikai vizsgalatot
kovetden — az emlitett szovetek sejtjein interfazis FISH analizisre, amely segitségével
a 9-es, 13-as, 18-as ¢és 2l-es, valamint az X ¢és Y kromoszomak szambeli
rendellenességeinek ardnyat vizsgaltam (lasd a kovetkezd 2 tablazatot).



Klinikai Rutin Periférias Buccalis Vizeletiiledék 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 - 45X 45X 45X hajgyokér s.
alacsony noveés, sex. 45,X
infant., enyhe tiinetek (100%) (100%) (100%) (100%)
(100%)
3. eset: Turner sy., 45,X (22%)/ - 45,X (16%)/ 46,XX - -
alacsony novés, 46,XX (78%) 46,XX (84%) o
: e (100 %)
minor anomaliak
4. eset: mentalis 46,XY(72%)/ - 46,XY(80%)/ 46,XY(78%)/ 46, XX 46,XY(95%)/ 46,XX | herebiopszia
retardaciod 46,XX (28%) 46,XX (20%) (22%) (5%) 46,XY (100%)
5. eset: Down 46,XX (12%)/ - 46,XX (50%)/ 46,XX (67%)/ - -
szindroma 47,XX,+21 (88%) 47,XX,+21 47,XX,+21 (33%)
(50%)
6. eset: Down 46,XY(10%)/ - 46,XY (4%)/ 46,XY (12%)/ - -
szindroma enyhe 47,XY,+21 (90%) 47,XY,+21 47,XY,+21 (88%)
tiinetekkel (96%)
7. eset: Down 47 XY ,+21 - - 46,XY (88%)/ - -
szindroma enyhe o 47,XY,+21 (12%)
tiinetekkel (100%)
8. eset: mozaik 9-es 46,XX (83%)/ 46,XX (86%)/ | 46,XX (84%)/ - 46,XX (100%) 1zomszovet:
triszOmia, tobbszords | 47,XX,+9 (17%) 47 XX, +9 | 47,XX,+9 (16%) 46,XX (100%)
fejl. rendellenesség (14%)

1. tablazat: az 1-8. mozaikos esetek adatai




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: mf)zéik 9-es 46,XX,del(7p) 46,XX,del(7p) 46,XX,del(7p) (86%)/ | 46,XX,del(7p) (90%)/ - -
(ki trlsz‘?ima d (74%)/ 47,XX, (74%)/ 47,XX, 47,XX, del(7p)+9 47,XX, del(7p)+9
iegyensulyozatlan 0 0 0 0
transzlok., (5bbsz. fejl. 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 triszémia, 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%)/ B 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%)/ - -
amenorrhaca 46,XY (70%) 46,XY (66%) 46,XY (66%) 46,XY (60%)
13. eset: Edwards 47,XX,+18 47,XX,+18 (90%)/ _ - - -
vagy DiGeorge sy. (100%) 46,XX (10%)
14. eset: Klinefelter 45,X 45X 45X B . herebiopszia
szindroma (100%) (100%) (100%) 45,X
(100%)
15. eset: minor sikertelen 47,XX,+18 (10%)/ - R - -
anomaliak 46,XX (90%)
16. eset: Edwards 47 XY ,+18 47,XY,+18 (64%)/ | 47,XY,+18 (64%)/ . ; -
szindroma (100%) 46,XY (36%) 46,XY (36%)

2. tablazat: a 9-16. mozaikos esetek adatai




Tizennégy beteg mintdiban a vizsgalt mozaik aneuploididk esetében a kiilonféle
szOovetekben eltérd aranyl mozaikossagot észleltem. A fennmaradé két eset (2. és 14.)
abbol a csoportbdl kertilt ki, ahol a szokatlanul enyhe klinikai tlinetek alapjan vetddott
fel a kromoszomalis szdveti mozaikossag gyantja, a hagyomdnyos cytogenetikai
vizsgélat eredménye azonban kizarolag koros sejtek jelenlétét mutatta. Ebben a két
esetben a kiilonféle szovetekbdl szarmazo sejtek vizsgalata sem igazolta normalis
sejtvonal jelenlétét. (Mivel a 14. esetben a kapott eredményeket a gyermek fenotipusat
figyelembe véve nem tudtuk értelmezni, tovabbi vizsgalatokat végeztiink. Ezek
eredményét az 5.2.1. fejezetben leirt 29. esetnél ismertetem.)

Ugyanebbe a csoportba sorolhatd tovabbi 5 eset (7., 10., 11., 13. és 16.),
amelyeknél a hagyomanyos cytogenetikai elemzés szintén 100%-ban koros sejteket
mutatott, a tovabbi vizsgéalatok azonban igazoltak a normaélis sejtvonal jelenlétét a
szervezet mas szoveteiben.

Figyelemre mélto, hogy a 2. és 14. esetekben, amelyeknél az enyhébb klinikai
tiineteket nem sikeriilt a szervezetben jelenlévé normalis sejtvonallal megindokolni —
az altalunk vizsgalt mintdkban legalabbis nem -, a nemi kromoszomak eltérésérdl volt
sz0, a fennmarado 6t esetnél azonban a 13-as (10. eset), a 18-as (11., 13. és 16. esetek)
18-as triszémiat hosszu tavon az élettel Gsszeegyeztethetetlennek tartjuk (az 6t esetbdl
négy ide sorolhatd). A hosszabb tulélés, illetve szokatlanul enyhe tiinetek tehat ebben a
csoportban nagyobb es€lyt jelentenek a kromoszémalis szoveti mozaikossag
vizsgalatara, ill. ilyen vizsgélatok indikacidjanak pontosabb koriilirasara.

Nyolc esetben (1., 3., 4., 5., 6., 8., 9. és 12. esetek) a hagyomanyos
cytogenetikai vizsgalat is észlelte a mozaikossagot. A kiilonféle szovetek sejtjeinek
elemzése a normalis és koros sejtek aranyat volt hivatott megallapitani, ami minden
esetnél eltéronek bizonyult. A 13., 15. és 16. esetekben a mozaikossag tovabbi
vizsgélatara az 0jsziilottek elhaldlozasa miatt nem kertilhetett sor.

Vizsgalataink eredménye magyardzatot adott néhany jelenségre: valtozo
expresszivitas (8. és 9. esetek), letalis korképekben meglepd talélési 1d6 (10. és 11.
esetek), Turner (1. és 3.eset) €s Down szindréma enyhe tiinetekkel (5., 6. és 7. esetek).

Eredményeink azt mutatjak, hogy a vizsgalt mozaik aneuploididk tobbségében a
kiilonféle szovetekben eltérd aranyt mozaikossag €szlelhetd. Hasonlo esetekben tehat
a pontos diagnozis felallitasdhoz sziikség lehet tobbféle, a lehetd legkevésbé invaziv
beavatkozassal nyerhetd szovetminta analizisére. Az eredmények tovabba megerdsitik
azt a feltételezést, miszerint az emberi szervezetben a mozaikossag — beleértve a koros
genotipusu sejtek szovetek kozti eltérd aranyat is — nagyobb szerepet jatszik a
fenotipus kialakitasdban és a progndzis meghatdrozasaban, mint ahogy azt jelenlegi
ismereteink alapjan gondoljuk.

5.1.2. Magzati sziirés

A mozaikos esetek feldolgozasa soran kifejlesztett technikat alkalmazva
lehetdségem nyilt tenyésztetlen amnionsejteken a gyakori aneuploididk kimutatasat
célzo sziirdvizsgalati modszer bedllitdsara. A szambeli eltérések vizsgalatara iranyulo
szlirprogramban 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 kromoszdémak szambeli eltéréseinek
detektéalasara.



Kiemelheté 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 kromoszomak szambeli eltérését mutattuk ki. Tovabbi 10
esetben mas kromoszomakat érintd rendellenességet detektaltunk: 3 mintdban
szamfeletti marker kromoszémat, 7 esetben pedig kiilonféle transzlokaciokat
(5 kiegyensulyozott, 2 kiegyensulyozatlan) észleltiink a metafazisos kromoszoma
vizsgalat sordn. Az egyik kiegyensulyozatlan transzlokaciot mutatd6 magzat esetében
az egyik sziild ismert hordoz6, emiatt a metafazisos analizis volt a vizsgalat elsédleges
célja. Az eddig elemzésre keriilt 890 minta koziil tehdt minddssze két, abnormalis
fenotipus kialakuldsahoz vezetd rendellenesség maradt felderitetlen az interfazis FISH
analizis alkalmazaséaval (0,23 %).

Az IF FISH eldnye a hagyomanyos metafazisos analizissel szemben, hogy
Iényegesen kisebb a munkaigénye (igaz, nagyobb anyagi raforditast igényel), s hogy a
mintavétel utan két nappal megvan az eredmény. Tapasztalataink alapjan ezért
megfogalmaztuk azt az irodalomban kordbban mar felvetett javaslatot, hogy e
megbizhato, gyors teszt szlirdmodszerként bizonyos indikacid, mindenek elétt magas
anyai ¢életkor esetén kivalthatja a mintegy 2 hetet igénybe vevd metafizis-készitést
(Hadzsiev és mtsai, 2005; kozlésre elokészitve).

5.2. FISH alkalmazasa metafazisos kromoszomakon

5.2.1. Multiplex fejlodési rendellenességet okozo szerkezeti kromoszomahibak

A FISH alkalmazasa a hagyoményos cytogenetikai technikdk kiegészitéseként
jelentds eldrelépést jelentett a legkiilonbozdbb kromoszémalis eltérések (szdmbeli,
szerkezeti, mozaikos formdban jelentkezd) pontos feltérképezésében, ami a helyes
diagnozis megallapitdsdhoz elengedhetetlen.

A kromoszoma szerkezeti eltérések azonositasa céljabol végzett FISH
vizsgalatokat teljes kromoszomara specifikus, Un. painting probak, valamint az egyes
kromoszémak alpha satellita, centromerikus, ill. telomerikus régidira specifikus és
single copy probak alkalmazéasaval végeztem kettds, ill. tobbes festések segitségével.
Beallitottam tovdbba egy specifikus probakat alkalmazo sziirdmoddszert olyan
szubtelomerikus atrendezddések detektaldsara, amelyek fénymikroszképpal nem
ismerhetdk fel, s els@sorban idiopathids mentalis retardacioban varhato eléfordulasuk.

A tovébbiakban 0sszesen 30 kromoszoma szerkezeti eltérés pontos azonositasat
ismertetem (3. és 4. tablazatok), ezek koziil két esetben komplex atrendezddést
talaltunk. A bemutatott esetek zomében a G-savos elemzés eredménye alapjan felvetett
szerkezeti rendellenességek pontositdsa volt a FISH vizsgalat célja. Néhany esetben
(5., 25. és 30.) a vizsgalt személy egy bizonyos kromoszomalis rendellenességre utalo
fenotipusos jegyei miatt keriilt sor tovabbi vizsgalatokra. A 14. szdmu esetben a FISH
elemzés feladata egy kiegyensulyozott transzlokacié hordozasdnak megallapitasa volt,
mivel a kérdéses kromoszomalis régio athelyezddése G-savos technika alkalmazasaval
nem észlelhetd.



Eset | A vizsgalat indikacidja G-savos eredmény FISH eredmény
1. Turner szindroma 45,X (30%)/46,X,+mar(70%) 45,X/46,X,idic(Y)(ql1)
2. craniodysplasia, izom- 46,X,del(Yq) del(Y)(q12)
hypotonia, minor anomaliak
3. szellemi elmaradas 46,XY/47,XY,+8/47,XY ,+mar a marker azonositasa: r(8)
4. Edwards szindroma 46,XY,t(6;14) 46,XY,t(4;6;14)(q26;q16;p11),del(4)(qgter)
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
9. alacsony novés 46,XX,1(1;20) 46,XX,t(1;20)(p11.1;q11.1)
10. hypotonia, megkésett 46,XX,13q+ 46,XX,t(7;13),del(13)(qter)
mozgasfejlodés
11. Down szindroma 46,XX,9p+,10q9+,229- 46,XX,1(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. elmaradas
13. alacsony novés, szellemi 46,XX,13qg+ 46,XX,dup(13)(q12—ql4)
elmaradas
14. t(5;18) hordoz6 (?) 46,XX(?) 46,XX,1(5;18)(qter;qter)
15. magzati sziirés (Down?) 46,XY (70%)/46,XY,+F (30%) 46,XY (70%)/46,XY,+20 (30%)

3. tablazat: G-savos technikaval észlelt, ill. a fenotipus alapjan felvetett kromoszoma szerkezeti eltérések FISH-sel tortént pontositasa 1.
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Eset | A vizsgalat indikacidja G-savos eredmény FISH eredmény
16. trigonocephalia, minor 46,XY,del(2p) 46,XY ,der(2)t(2;17)(p25;q24)pat
anomalidk
17. minor anomalidk 46,XY,t(12;15)(p11;p11) 46,XY,t(12;15)(q13;q15)
18. minor anomaliak, szellemi 46,XY,t(2;14) 46,XY,t(2;14)(q11;q24)
elmaradas
19. hiperpigmentacié a boron, 46,XX,r(15) a toréspontok pontositasa (1asd: Morava és mtsai, 2003(a))
café au lait foltok
20. minor anomalidk 47, XX, tder(15) 47,XX,+der(15)(pter—q14)
21. minor anomalidk 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 szindroma 45,X 45,X (95%)/46,X,i(Yp) (5%)
24, magzati szlirés (Down?) 46,XY,-B,+C 46,XY,1%(2;5)(q32;q14)
25. gynecomastia 46,XX(?) 46, XX, t(Xp;Yp)
(intersexualitas?)
26. minor anomalidk 46,XX,14p+ 46,XX,der(14),t(14;X)(p12;p11)
27. magzati szlirés (Down?) 46,XX,t(29;6q) 46,XX,t(29;69)(69;119)(11q;39)(39;2q)
28. amenorrhaeca 46,XY SRY régio6 detektalasa
29. Klinefelter 45X 45,X,t(16;Y)(p13.3;p11.2)
30. minor anomaliak, szellemi 46, XX 46,XX,del(9p)

elmaradas*

4. tablazat: G-savos technikaval észlelt, ill a fenotipus alapjan felvetett kromoszoma szerkezeti eltéerések FISH-sel tortént pontositisa II.

(*=sziirés szubtelomerikus atrendezodésre)

11




A FISH altal nyqjtott tobblet informécié az elmult évek gyakorlatdban sok eset
megoldasdhoz nélkiilozhetetlennek bizonyult, tobbek kozott anndl a Turner szindroma
gyanujaval intézetiinkbe utalt fiatal Ilanyndl (1. eset), akinél a rutin
kromoszomavizsgalat két sejtvonal jelenlétét mutatta (45,X/46,X,+mar), a sejtek 70
%-aban egy marker kromoszomaval. Turner szindroméaban az Y kromoszoma eredetli
fragmensek jelenléte nem ritka jelenség, ezért Y a satellita probat alkalmaztunk, ami
isodicentrikus 'Y kromoszomaként azonositotta a marker kromoszomat. A marker
mérete alapjan feltételezhetd volt az Y hosszt kar jelentds részének hidnya, amit az
Yql12 régidt jelold probaval igazoltunk (Morava és mtsai, 2000c¢).

A marker kromoszémak azonositdsa a hagyomanyos kromoszoma vizsgélati
modszerekkel nem megoldhatd, ezekben az esetekben szintén a FISH nyujthat
segitséget. Az elmult években egy az édesanya toxoplazmafertdzését kovetden
kialakult mozaik 8-as triszomia szindromas eset (3. szdmu) vizsgalata sordn a mos
46,XY[60]/47,XY,+8[13]/47,XY ,+tmar[27] karyotipust allapitottuk meg; a marker
kromoszéma a 8-as painting probaval késziilt vizsgélat alapjan 8-as gylrlinek
bizonyult (Morava és mtsai, 2002b).

Egy masik, 15-6s gytirlikromoszomds eset (19. szdmu) FISH vizsgélatakor a
gylrli azonositasa mellett nagyobb jelentdsége volt a gylirlikromoszoma képzddésekor
kialakult toréspontok, valamint a hianyz6 szakaszok pontosabb meghatarozéasanak,
mivel a gyermek fenotipusa meglehetdsen eltérd volt az irodalomban addig ismertetett
hasonl6 esetekhez képest (Morava ¢s mtsai, 2003a). Az alkalmazott single copy €s
sav-specifikus probak altal adott eredmény nem utalt jelentds méretli (k6dolo) szakasz
tortént).

Egy alacsony novésii és szellemileg elmaradott 7 éves gyermekben (13. eset) a
kromoszémadarab jelenlétét mutatta. A kérdéses kromoszomalis szakasz FISH
vizsgalata a darabot 13-as kromoszoma eredetii anyagként (13-as painting proba), ezen
beliil a 13ql4 régioban bekovetkezett duplikacio altal Iétrehozott plusz savként
azonositotta (13q14 régidra specifikus proba). A kapott eredmény ebben az esetben
nem csupan a diagndzis megallapitdsa, hanem a gyermek késébbi klinikai kovetése
szempontjabol is fontos volt, hiszen a duplikalt régio ¢érintettsége fokozott
osteosarcoma ¢€s retinoblastoma kockdazatot jelenthet (Hermann és mtsai, 2000).

A 2-es kromoszéma hossza kar distalis szakaszénak eltérése vetddott fel a
karyotipusa alapjan egy 18 honapos gyermekben (8. eset), akinél tobb minor anomaliat
¢s sulyos novekedésbeli elmaradast allapitott meg a klinikai vizsgalat. Az eltérés a
2q33.3 sav interstitialis delécidja volt, aminek a pontos koriilhataroldsa, a téréspontok
meghatarozasa az ¢érintett régioba es6 YAC kloénok FISH reakcidban torténd
alkalmazasat kivanta meg (a vizsgalatokat a Ziirichi Egyetem Orvosi Genetikai
Intézetében végeztem) (Riegel és mtsai, 2001).

A G-savos cytogenetikai vizsgalat a tobb savot érintd kromoszoma szerkezeti
eltérések, kiilondsen a transzlokaciok feltdrasakor megfeleld modszer lehet az
atrendezddés felismerése mellett annak pontos jellemzésére is. Azokban az esetekben
azonban, amikor a szerkezeti eltérés egészen kis, illetve hasonld sav-mintizata
szakaszokat érint, mar elengedhetetlen a fluorescens probéak alkalmazasa. Ez rendkiviil
fontos, mert familiaris kromoszomalis rendellenesség esetén az eltérés pontos ismerete
lehetdséget teremt egy leendd terhességben magzati kromoszémavizsgalatra. Ennek
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kivitelezése mind a rendelkezésre all6é id6 révidsége, mind pedig az amniocentézis
utjdn nyert sejtek tenyésztésével kapott kromoszoémak olykor gyengébb mindsége
miatt feltételezi a FISH alkalmazasat. Egy mar ismert eltérés specifikus probakkal
sokkal gyorsabban €s pontosabban vizsgalhaté a magzat kromoszdémain.

Egy pszichomotoros elmaradas és minor anomalidk miatt vizsgalt gyermekben
(12. eset) a G-savos eredmény a 18-as és 20-as kromoszoémaék révid karjainak enyhe
megnagyobbodasara utalt. Mivel a sziil6k vizsgélata soran az édesapa kromoszomain
1s lathat6 volt a 18p eltérés, FISH technika pedig a lelet elkésziiltének idején nem allt
rendelkezésre, lehetséges polimorfizmusként értékelték az eredményt. A FISH
bevezetése utan a két emlitett kromoszomdara specifikus painting probakkal az
édesapaban a 18-as €s 20-as kromoszomak rovid karjai kozotti reciprok (teljes kart
érintd) transzlokaciora deriilt fény, ami a gyermekben kiegyenstlyozatlan forméaban
volt jelen (18p monoszdmia €s 20p triszomia) (Czako és mtsai, 2002). A csaladban két
évvel ezeldtt az iddsebb testvér vizsgalatara is sor keriilt a hordoz6 statusz kizarasara,
valamint egy Ujabb terhességben (az emlitett FISH probdk alkalmazasaval) a
szliletend® magzat genotipusdnak megallapitasara.

Hasonl6an az eddigiekhez egy sulyos izomhypotoniaval, hydrocephalussal és
iziileti kontraktirakkal vizsgalt gyermekben (10. eset) parcidlis 7q triszomiat
allapitottunk meg, ami az ¢édesanya t(7;13)(q34;q934) kiegyensulyozott
(Morava és mtsai, 2003b). Az édesanya kovetkezd terhességében a megfeleld painting
probak alkalmazasaval végeztiik a magzat vizsgalatat.

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

Egy Klinefelter szindréma gyandja miatt vizsgalt fianal (29. eset) az Y és 16-0s
kromoszomak  kozotti  kiegyenstlyozatlan  transzlokacidra — deritettiink  fényt
(Kellermayer ¢és mtsai, 2005), akinek rutin fénymikroszkopos vizsgalata 45,X
karyotipust mutatott. FISH nélkiil e meglepd lelet megmagyarazhatatlan maradt volna.
fgy azonban kideriilt, hogy a férfias genitalia kialakulasdhoz sziikséges Y régi6 mégis
jelen van, a fil mentélis retardacidja viszont a 16-os kromoszéma rovid karjanak
paranyi delécidja miatt alakult ki.

Egy minor anomalidk és szellemi elmaradas miatt vizsgélt gyermeknél (30.
eset) a G-savos elemzés normalis karyotipust mutatott. Mivel a klinikai tlinetek
egyértelmiien kromoszomalis rendellenességre utaltak, elvégeztiik a szubtelomerikus
atrendezddések vizsgalatat, amely az egyik 9-es kromoszoma rovid karjdnak

crer

crer

gyermekben).

Komplex kromoszoma szerkezeti atrendezddést eddig mindossze két esetben
vizsgaltunk. Az elsé egy 3 éves fiu gyermek (4. eset) volt, aki terminusra, kis sullyal
sziiletett. Tobbszoros minor anomaliak (brachycephalia, alacsonyan {il6 fiilek, duzzadt
szem korili régid, strabismus, benyomott orrgyok, felfelé mutatd orrnyilasok, gotikus
szajpad és micrognathia) mellett a 18-as triszOmiara jellemzd atfedé ujjai voltak,
szivfejlédési rendellenesség azonban nem volt észlelhetd. Stulyos novekedésbeli
elmaradas, izomhypotonia és pszichomotoros elmaradas szerepelt a tiinetek kozott.
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Cytogenetikai vizsgalati eredménye a 6-os ¢€s 14-es kromoszémak kozti
kiegyenstlyozott transzlokéicidra, valamint a 4-es kromoszoma rovid kar esetleges
probakat kettds festésekben alkalmazva komplex atrendezddést mutattunk ki: a 6-os
kromoszéma distalis szakasza (toréspont: ql6) a 4-es kromoszéma hosszi karjara
transzlokalodott (toréspont: q26). A 4-es hossza kar (a torésponthoz képest distalisan
elhelyezkedd) szakasza a 14-es rovid karra helyez6dott at, a 4q telomerikus proba a
transzlokalt 4-es hossza karon deléciot mutatott. Mindezek alapjan feltételezhetd egy
negyedik toréspont a 4q distalis szakaszan, illetve hogy a 4q termindlis szakasza vett
részt az athelyezOdésben. Ennek az Gsszetett folyamatnak az eredménye tehat egy 4q
terminalis delécid, amely lelet a gyermek fenotipusanak megfeleld: ,,4q- szindroma”.

A maésodik komplex atrendezOdést egy magzati kromoszdémavizsgalat
alkalmaval (27. eset) fedeztiik fel. A vizsgélatokra emiatt viszonylag kevés 1dénk volt,
ez harom atrendezddés feltérképezésere adott lehetdséget, azonban az eredmények mar
ekkor felvetették egy negyedik kromoszéma szerepét is a folyamatban. Mivel az
¢desanya a részleges eredményeket figyelembe véve is a terhesség kihordasa mellett
dontott, csak a gyermek megsziiletése utan keriilhetett sor a tovabbi vizsgalatokra,
amelyek igazoltdk, hogy négy toréspontot, illetve kromoszomat érintd komplex
atrendezddésrdl van sz6: 46,XX,t(2q;6q)(6q;11q)(11q;39)(39;29).

5.2.2. Mikrodelécios szindromak

Régid-specifikus festéssel de novo atrendezddések, deléciok ¢€s duplikacidok
vizsgélatat, valamint egy ritka, familiaris rejtett transzlokécio felderitését végeztem.

Az 1998-2005 kozotti idoszakban Osszesen 412 esetben végeztiink FISH
vizsgalatot valamelyik ismert mikrodelécids szindroma iranydban olyan betegeknél,
akiknél a klinikai tlinetek alapjan ennek a kromoszoma szerkezeti eltérésnek a gyanaja
felmeriilt. 59 esetben pozitiv eredményt adott a FISH elemzés, azaz a mikrodelécid
kimutathat6 volt (5. tdblazat).

A Prader-Willi szindrémés esetek koziil egy 4 honapos csecsemd vizsgalata
emelhetd ki, akinél a generalizalt izomhypotonidn kiviil minddssze néhany nem
specifikus tlinetet észleltek a klinikai vizsgdlatok alkalméval. A gyermek 2 honapos
kordban elvégzett hagyomanyos cytogenetikai analizis koros eltérést nem mutatott, a
15q11-13 régio FISH vizsgélatara csupan jabb két honap utdn keriilt sor az addig
eltelt idészakban kialakult ill. észlelt Gjabb tlinetek (pszichomotoros retardacid, kis
kezek ¢€s labak) nyoman. A vizsgalat a deléciot igazolta.

A Prader-Willi szindroma diagnozisat a molekularis cytogenetikai eredmény
birtokdban mar bizonyossaggal fel lehetett allitani, feleslegessé téve ezzel sok egyéb
vizsgalat elvégzését, amelyeket az 1jsziilott-, ill. csecsemdkori izomhypotonia
differencialdiagnozisanak klinikai protokollja megkivan. Az eset nyoman irt
publikacioban (Erhardt és mtsai, 2000) felhivtuk a figyelmet az izomhypotonias
Ujsziilottek/csecsemdk esetében a molekularis cytogenetikai vizsgéalat elvégzésére.
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Klinikai diagnézis Esetszam Mikrodelécié Kritikus
igazolt régio
Prader-Willi szindréma (10. abra) 85 12 15q11-13
Angelman szindréma 89 3 15q11-13
DiGeorge szindroma/VCFS 96 9 22ql1.2
Williams szindroma (11. abra) 34 13 7ql11.23
Wolf-Hirschhorn szindroma 5 1 4p16.3
Cri du Chat szindroma 6 2 5pl5.2
Kallmann szindroma 2 1 Xp22.3
Charcot-Marie-Tooth szindroma 21 1 (duplikécio) 17p11.2
X-hez kotott ichthyosis 20 8 Xp22.3
Retinoblastoma 11 2 13q14
Smith-Magenis szindroma 22 2 17pl11.2
Miller-Dieker szindréma 21 5 17p13.3
Osszesen 412 59

5. tablazat: mikrodelécio kimutatasara végzett FISH vizsgalatok eredményei

DiGeorge, velo-cardio-facialis szindroma ¢és velesziiletett szivfejlodési
rendellenesség miatt végzett vizsgalatok a 22q11.2 régidban kimutathaté mikrodelécio
eléforduldsat tanulmanyozé sziirdprogram (Morava és mtsai, 2000a) keretében
torténtek, amely a DiGeorge ¢és a velo-cardio-facialis szindromakban, valamint az
1zolaltnak tartott szivfejlodési rendellenességben eltérd gyakorisagu mikrodelécid és
az ¢érintettek fenotipusos jegyei kozott probalt Gsszefliggeést talalni. A tanulmany célja
az emlitett harom rendellenességben a delécid sziirésére vonatkozd ajanlasok
megfogalmazasa volt, hiszen a kromoszomalis eltérés korai felismerése a tovabbi
csaladtervezés, a prognozisbecslés, valamint a rehabiliticidé szempontjabol dontd
jelentéségli (Morava és mtsai, 2000b).
craniosynostosissal és velesziiletett szivfejlodési rendellenességgel vizsgalt
Ujsziilottben, akinél a craniosynostosisban gyakran vizsgalt gének (FGFRI, FGFR2,
FGFR3 és TWIST) szekvencia analizise mutacidét nem tudott kimutatni. A 22q11.2
delécios spektrum jellemzd tiinete a szivfejlodési rendellenesség, emellett azonban a
craniosynostosis is eléfordul. Az 0jsziil6tt szivfejlodési rendellenessége, dysmorphias
arcvonasai ¢és arachnodactylidja miatt elvégzett FISH vizsgalat mutatta ki a 22q11.2
mikrodelécidt. Mivel a craniosynostosis gyakorisaga a 22q11.2 mikrodelécios betegek
korében 1 %, ami joval magasabb az atlagpopuladcioban megfigyelthez képest
(0,05 %), az esetet bemutatd publikdcidoban (Kdarteszi és mtsai, 2004) javasoltuk a
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craniosynostosis mellett szivfejlédési rendellenességet is mutatd betegekben a 22q11.2
delécio FISH vizsgélatanak elvégzését.

Az els6 Smith-Magenis szindromas  esetet részletesen bemutattuk egy
tanulmanyban (Karteszi €s mtsai, 2001), amelyben a szellemi €s beszédfejlodesiikben
elmaradt, viselkedészavarban szenvedd gyermekekben a kivizsgéalas részeként
javasoltuk a 17p11.2 kritikus régié FISH elemzését.

Az els6 Miller-Dieker szindroma miatt vizsgalt csaladban két elséfoku
unokatestvér esetében a klinikai tiinetek alapjan felallitott Miller-Dieker szindroma
diagnozisat a fent emlitett régid FISH analizisével megerdsitettiik, a mikrodeléciod
mindkét gyermekben kimutathatd volt. A familiaritds felvetette a kromoszomalis
transzlokacio lehetdségét, ezért elvégeztiik a sziilok mintdinak a vizsgélatat, amely a
két édesapa (testvérek) esetében a 17p13.3 régidt egy C-csoportu kromoszoma rovid
karjéra transzlokalédva mutatta.

Az atrendez6désben részt vevd kromoszomat tovabbi FISH elemzésekkel 11-
esként azonositottuk: a két tiinetmentes édesapa a t(11p;17p) kiegyensulyozott
szubmikroszkopos transzlokacidt hordozza. A két érintett gyermek testvérer koziil
ketten hordozok, egynek normalis a genotipusa. A csalddoknak felajanlottuk a
prenatalis vizsgalat lehetdségét, amelyet az egyik hazaspar két esetben vett igénybe.
Az amniocentézist kovetd metafazis FISH vizsgalat mindkét magzatban
kiegyensulyozatlan transzlokaciot, illetve ennek kovetkeztében az érintett 17-es
kromoszéman a p13.3 régidé mikrodeléciodjat igazolta.

5.3. Mikroszatellita markerek szegregalodasa

5.3.1. UPD kimutatasa ismeretlen eredetii testi-szellemi rendellenességben

DNS polimorfizmus (mikroszatellita markerek) vizsgalatdra elsdsorban
uniparentalis disomia (UPD) kizéardsara keriilt sor (Miozzo et al, 2002; Robinson,
2000a; Robinson és mtsai, 2000b; Knoll és mtsai, 1990).

Silver-Russel szindromara utald klinikai tlinetek (intrauterin és postnatalis
novekedési elmaradas, congenitalis hemihypertrophia ill. test-aszimmetria, jellegzetes
arcvonasok) miatt 12 csaladban végeztiik el a 7-es kromoszéma uniparentalis disomia
vizsgalatat mikroszatellita markerek segitségével, UPD-t azonban egyetlen esetben
sem sikeriilt kimutatnunk. Figyelembe véve, hogy irodalmi adatok szerint a Silver-
Russel szindromas esetek 7-10 %-dban mutathat6 ki csupan a 7-es kromoszoma anyai
UPD, nem meglepd, hogy az altalunk vizsgalt csaladdok koziil egynél sem talaltuk meg
a keresett eltérést.

Beckwith-Wiedemann szindroméaban (jellemzd a megnagyobbodott nyelv,
omphalocele, visceromegalia, hemihypertrophia, ill. fokozott kockézat egyes tumorok
kialakuldsara) hasonld elven 11-es paterndlis UDP vizsgalatdra kerilt sor 21
csaladban. Annak ellenére, hogy Beckwith-Wiedemann szindroméban 20 %-ra tehetd
az UPD el6fordulasa (Kubota és mtsai, 1994), pozitiv esetet ebben a csoportban sem
talaltunk.

A 15-6s kromoszoma UPD két jellegzetes szindroma tiineteit okozhatja a
sejtekben jelenlévd 15-0s kromoszoémak sziildi eredetétdl fliggben. A Prader-Willi
szindromaban leirt tiinetek a csokkent magzatmozgas, sziiletés utan kezdetben etetési
nehézségek, késobb elhizas, izomhypotonia, alacsony novés, értelmi elmaradas,
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hypogonadotrop hypogonadismus, valamint kis kezek ¢€s labak, ill. jellegzetes
arcvonasok. A 15-0s kromoszoma anyai UPD az esetek 20-25 %-4ban ismert. Az
ugyanezen kromoszomapart érinté apai UPD Angelman szindromat okoz (stlyos
motoros ¢€s értelmi elmaradassal, ataxiaval, hypotoniaval jard korkép, amelyet
epilepszia, a beszédképesség hianya ¢€s szokatlan arcvondsok kisérnek). Ebben a
betegségben a 15-0s paternalis UPD minddssze az esetek 1-2 %-aban mutathato ki.

Prader-Willi ¢és Angelman szindromakban anyai ill. apai 15-6s kromoszoma
uniparentalis disomia kimutatdsara 60 csalddban végeztiink mikroszatellita marker
analizist, amely két Prader-Willi szindroémas gyermekben igazolta az anyai 15-0s
UPD-t. Az elséként vizsgalt gyermek csalddjaban késobb a sziilok kérésére (az
¢desanya kovetkezd terhességében) chorion biopszidbol nyert magzati DNS mintan
szintén elvégeztik a vizsgalatot, amely a varakozdsnak megfelelden negativ
eredménnyel zarult.

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

A 21-es kromoszoma szegregacid analizisét 14 esetben végeztilkk annak
eldontésére, hogy meiotikus vagy mitotikus non-disjunctio vezetett a 21-es triszOmia
kialakuldsdhoz, illetve a szamfeletti 21-es sziil6éi eredetének megallapitasara. A
markerek mintdzata 3 csalddban nem volt informativ, 5 csalddban mitotikus (vagy
meiosis Il-es fazisban tortént) non-disjunctiot, 6 csaladban meiosis I-es fazisban
bekovetkezett osztddasi hibat mutattunk ki (ezek koziil kettdben paternalis, hdromban
maternalis eredetli szamfeletti 21-es kromoszomat detektaltunk, egy csalddban
azonban a sziilok azonos méretli allélparjai miatt a szamfeletti 21-es eredetét nem
lehetett megallapitani). A vizsgélt esetek kozel egyharmadéaban tehat mitotikus/meiosis
IT-es fazisban bekovetkezett non-disjunctidt allapitottunk meg, ami a szabad 21-es
triszomids esetek korében leirt irodalmi adatoknak megfelel. Az a két eset viszont,
amelyekben paternalis eredetli a szamfeletti 21-es kromoszoma, meglehetdsen ritka
(Antonarakis és mtsai, 1991; 1992).

5.3.3. Monogénes rendellenességekben a muticiot hordozé kromoszoma
identifikalasa

Végeztem mikroszatellita marker analizist olyan esetekben is, ahol monogénes
betegség 6roklddik a csalddban, pontos mutaci6 analizisre azonban nincs lehetdség (pl.
ha a beteg csaladtag elhunyta utdn — minta hidnyaban — mar nem mutathaté ki a
konkrét genetikai elvaltozas, a csaladtagok sziiletendd utdédaikban azonban az
1smétlodés kockazatat szeretnék minimalisra csokkenteni), vagy a kérdéses gén mérete
nem teszi lehetové rutinszeriien a mutacié kimutatasat, mint a neurofibromatoézis I-es
tipusaban.

A genetikai tanacsadas szempontjabol kiilonos jelentdséggel bir a Duchenne
muscularis dystrophia hordozasadnak kérdése. 14 csaladban probaltuk az érintett (a
vizsgalat idején altalaban mar elhunyt) fil és az esetlegesen hordozo leanytestvér,
illetve a sziilok, nagysziilok X kromoszémadinak szegregacid analizisével eldontent,
hogy a beteg fiu és a lednytestvér azonos anyai X kromoszomat orokoltek-e. Két
csalad esetében tudtuk biztonsaggal kizarni a betegség hordozasat a leanytestvérben,
tovabbi két csaladban a markerek mintdzata nem tette lehetdvé a kérdés eldontését.
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Kilenc csaladban a leanytestvér hordozéasat ezzel a modszerrel nem lehetett
kizarni, a kapott eredmények alapjan azonban magzati vizsgalatokra nyilik lehetdség,
amelyet eddig négy csalad vett igénybe. Egy terhességben egy feltehetéen hordozd
ledny magzatot, négyben pedig fil magzatot mutatott a vizsgalat eredménye,
mindegyikiik esetében a csaladban anyai dgon 0roklddé X kromoszoma jelenlétét
allapitottuk meg.

A harmadikként vizsgalt csaladban két fingyermekben (testvérek) a Duchenne
muscularis dystrophia diagnozisat a dystrophin (DMD) gén 45-50 exonjait érintd
delécio kimutatasaval tdmasztottuk ald. Mivel a két gyermek mintdiban azonos exonok
X kromoszoma azonositasa céljabol elvégeztilk a csaladban az X kromoszoma és
kiemelten a DMD gén régi6é mikroszatellita markereinek vizsgalatit. A DMD génben,
ill. annak kozvetlen kozelében taldlhatdé markerek a két gyermekben azonos anyai
alléleket, az ezen régiotol tavolabbi (az X kromoszoma rovid €s hosszu kar distalis
szakaszan taldlhatd) markerek viszont eltérd anyai alléleket mutattak. Az eredmények
alapjan feltételezhetd, hogy a deletdlt DMD gén az anyai X kromoszomdk kozotti
rekombinécio sordn atkeriilt az eredeti kromoszomarol a homoldg par masik tagjara. A
delécio teriiletére esd markerek termékeit az anya mintdjaban detektaltuk (két
kiilonb6zéd méretii allélt), a két gyermekében viszont nem. A kapott eredmények
birtokdban a csaldd anyai 4gan két fiatal né esetleges DMD hordozé statuszanak
vizsgalatara kerllt sor az SZTE Gyermekklinikdn. Az ott elvégzett kiterjedt
csaladvizsgalat eredménye felveti az anya esetében a gonadélis mozaikossag
lehetdseégét.

Neurofibromatosis I-es tipusaban 16 csaladban végeztiik el a 17-es kromoszéma
szegregacio analizisét a feltehetden mutéaciot hordozo 17-es kromoszoma azonositasara
a csaladtagok mintdiban. Egy csalddban sikeriilt ezt biztonsaggal megallapitani, ahol
egy testvérpar két tagjaban a beteg sziild kiilonbozé 17-es kromoszomainak
oroklédesét mutattuk ki, ez az eredmény a gyermekek eltérd fenotipusaval is jol
0sszhangba hozhato.

6. Az eredmények értékelése

A ,,Célkitlizések” fejezetben feltett keérdésekre az el6zdekben bemutatott
eredmények alapjan az alabbi valaszok fogalmazhatok meg:

1. A dolgozatban leirtak alapjan elmondhatd, hogy a DNS hibridizacios
technikak megfeleld teriileteken torténd alkalmazédsa jelentGsen noveli a genetikai
diagnosztika hatékonysdagdat. Az 1998 ota intézetiink cytogenetikai laboratoriuméaban
feldolgozott 387 koros eset tobb mint felében (208 esetben: 53,8 %) ugyan kizardlag
hagyoményos kromoszéma vizsgalati modszereket alkalmaztunk, a fennmaradé 46,2
% diagnosztikus vizsgéalata sordn azonban a FISH értékes informaciot adott.
Hagyoméanyos modszerekkel felismertilk a kromoszomalis rendellenességet 120
esetben (az Osszes koros eset 31 %-a), FISH technikaval pedig pontositottuk, illetve
megerositettik az eredményt. Ezek mellett 59 beteg esetében (15,2 %) FISH
alkalmazésara volt sziikkség mar a rendellenesség felismeréséhez is, a pontos diagnozis
megallapitasardl nem is beszélve.

Mind Prader-Willi, mind Smith-Magenis szindroméaban - tudomédsom szerint -
Magyarorszagon elséként mutattunk ki mikrodeléciot diagnosztikus vizsgalatok soran,
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illetve a szubtelomerikus kromoszoma szerkezeti atrendezddések vizsgalata is
intézetlinkben valt els6ként elérhetévé.

2. Az egyes kromoszomalis eltérések vizsgalataval kapott eredmények
hozzdjarulnak a fenotipus és genotipus osszefiiggéseinek megértéséhez. Nehany
tanulmanyban megerdsitettiik az irodalomban kordbban mar k6zolt adatokat (Morava
¢s mtsai, 2000(a), 2000(b) és 2000(c)), masokban pedig ajanlasokat fogalmaztunk meg
egyes fenotipusos jegyek megléte esetén konkrét kromoszomalis régiok FISH
vizsgalatara (Erhardt és mtsai, 2000; Kéarteszi és mtsai, 2001; Karteszi és mtsai, 2004).
Egyes kromoszomalis szakaszok érintettsége esetén a fenotipus részletes
ismertetésével adatokat kozoltiink, aminek a hasonld esetekben varhatdé prognodzis
megitélése szempontjabol, valamint adott fenotipusos eltéréshez  kothetd
kromoszémalis régid feltérképezésében van jelentdsége (Hermann és mtsai, 2000;
Riegel és mtsai, 2001; Czakd és mtsai, 2002; Morava és mtsai, 2002(a), Morava és
mtsai, 2003(a) és 2003(b); Kellermayer és mtsai, 2005).

3. A mozaikos esetekben IF FISH mddszer elére megtervezett protokoll szerinti
alkalmazasara az irodalomban nem taldltam utalast. Eredményeink igazoljdk azt az
egyes esetkozlésekben kordbban mar megfogalmazott felvetést, amely szerint
kromoszomalis szoveti mozaikossag eseteiben szovetenként eltérhet a normdlis és
koros sejtek aranya.

Megallapithato tovabba, hogy mozaikossag kimutatdsara végzett vizsgalatokban
a periférids vér lymphocytdkra vonatkozoan nem elegendd a rutin cytogenetikai
vizsgalat metafazisok értékelése alapjan adott eredményét figyelembe venni, mivel
alacsony aranyl mozaikossag eseteiben ez nem mutatja ki a kisebb aranyban jelen 1évd
sejtvonalat (illetve nem zarja ki annak jelenlétét). Ilyen esetben indokolt a periférias
vér lymphocytak preparatuman az IF FISH elvégzése nagy szamu sejt értékelésével.

A kromoszomalis szoveti mozaikossadg kimutatdsat célzo vizsgalatok tobbféle
szovet sejtjein torténd elvégzése sziikséges a.) valtozd expresszivitdst mutato,
kromoszomalis eltéréshez kothetd korképekben; b.) letalisnak tartott korképekben a
vartnal hosszabb talélési 1d6 esetén; c.) kromoszomalis szindromdak gyanujat keltd
esetekben, ahol a periférias vér lymphocytdkban normalis a karyotipus.

Eredményeink megerdsitik azt a — kordbban az 1.2.2. fejezetben mar targyalt —
feltételezest, hogy az emberi szervezetben a mozaikossag, illetve a koéros genotipust
sejtek egyes szovetek kozotti eltérd aranya nagyobb szerepet jatszik a fenotipus
kialakitdsadban és a prognozis meghatarozasaban, mint azt jelenlegi ismereteink alapjan
gondoljuk.

4. Az IF FISH masik jelentds alkalmazasi teriilete a magzati aneuploididk
szlirése. A modszer legnagyobb eldnye ebben a sziir6programban, hogy viszonylag
kevesebb munka raforditasa mellett is gyors és megbizhato eredményt ad. Emellett a
metafazis elemzéshez képest tobb sejt értékelésére ad lehetdséget, ami akar alacsony
aranyu mozaikossag megallapitasara is képessé teszi.

5. A mikroszatellita markerek alkalmazdsa a diagnosztikus vizsgalatokban
egyediilalldo eszkdoz a tobb ismertetett korképben leirt wumiparentdlis disomia
vizsgélatara. Intézetlink gyakorlatdban az elmult években a Duchenne muscularis
dystrophidban szenvedOk csaladjaiban végzett szegregdcio analizis terén tudta a
legtobbet nyujtani. A mikroszatellita marker analizissel ezen feliil adatokat nyertiink a
21-es triszomia kialakulasi mechanizmuséanak értelmezéséhez is.
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7. Kovetkeztetések

A DNS hibridizadcios modszerek klinikai alkalmazdsa megteremtette a
diagnosztikus vizsgalatok lehetdségét 1.) mikrodelécidos szindromakban, 2.)
szubtelomerikus atrendezddések, ill. szerkezeti rendellenességek esetében, 3.) a
hagyoméanyos cytogenetikai elemzéssel nem vizsgdlhatd esetekben (finom
kromoszéma szerkezeti eltérések, hasonld savmintizati régiok atrendezddese), 4.)
nem o0sztodo sejtekben (mozaikossag kimutatasa, gyakori aneuploididk szlirése
magzati mintdkban), 5.) uniparentdlis disomia esetén, valamint 6.) monogénes
rendellenességekben a mutacidt hordozd kromoszéma azonositasaban.

A metafazis FISH technika fent felsorolt alkalmazasi teriiletein kiilondsen nagy
jelentéségiieck a familiaris kromoszoma szerkezeti rendellenességekben végzett
prenatdlis vizsgdlatok, amelyek sordn a mar pontosan ismert rendellenesség célzott
kimutatdsa rovid 1d0 alatt, megbizhatdan elvégezhetd a megfeleld fluorescens probak
alkalmazésaval.

A DNS hibridizacios modszerek nagymértékben bdvitik a hagyoményos
cytogenetikai vizsgélatok altal nyujtott diagnosztikai lehetdségek korét, nagyon fontos
azonban megallapitani, hogy nem a klasszikus savtechnikdak helyett, hanem azokat
kiegészitve, azok eredményeire tdmaszkodva kell alkalmazni ezeket a modszereket.

Eredményeinkbdl végiil olyan megéllapitdsok is megfogalmazhatok, amelyek
szakmapolitikai dontések meghozatalaban 1s figyelmet ¢érdemelhetnek. Ezen
modszerek bevezetéséhez megfeleld anyagi hattér sziikséges. A mikroszatellita marker
analizis koltségei nem kiilonboznek ugyan lényegesen mas molekularis genetikai
vizsgalatokétol, a FISH elemzés azonban mind a probak és egyéb reagensek arat
(5-10 000 Ft/teszt), mind a technika altal megkivant miszerek beszerzésének ¢és
fenntartasanak koltségeit (min. 15 millio Ft) tekintve meglehetdsen nagy anyagi terhet
jelent egy diagnosztikus laboratérium szdmara.

A vizsgélatok eredményeinek értékeléséhez nagy tapasztalat, viszonylag
hossza, gyakorlatban eltoltott 1d6 sziikséges. A vizsgalatot végzd és értékeld
személyeknek rendelkeznilik kell mind molekularis genetikai, mind cytogenetikai
ismeretekkel, ezek mellett alapvetd kovetelmény a fluorescens mikroszkdpiaban vald
jartassag. A vizsgalati eredmények interpretalasa miatt fontos, hogy a kétféle vizsgalat
azonos intézményben térténjen.

Az egyes kromoszomalis eltérések felderitésének sikere nagymértékben fiigg a
megfeleld probak alkalmazasatol. A klinikai probléma altal felvetett kérdések pontos
megvalaszoladsa csak akkor lehetséges, ha az analizist végzd és értékeld személy a
rendelkezésére allo informacidk alapjan megtervezi a diagnosztikus vizsgalat 1épéseit.
Ez egyrészt a klinikus és a laboratériumban dolgozé munkatarsak team-munkéjan,
parbeszédén, masrészt a felhasznalt probak pontos ismeretén mulik.

Mindezek miatt a fent ismertetett vizsgalati modszerek alkalmazasa csak
nagyobb laboratdériumokban, kdzpontokban javasolhatd, amelyekben minden feltétel
(financialis hattér, miiszerek és megfelelden képzett személyzet) rendelkezésre all ezek
diagnosztikaban (kiillondsen magzati vizsgalatokban) torténd alkalmazasahoz.
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