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Beyezetés: A nemzetkozi szakirodalmi adatok alapjin az SNRPN génlocus promoter régidjanak DNS-metildcids vizs-
gilata jelenleg a legérzékenyebb és leghatékonyabb kezdeti 1épés a Prader-Willi-szindréma-gyanus betegek genetikai
vizsgilatakor.

Célkitiizés: Célunk egy egyszerli, megbizhatd, konnyen hozziférhetd, elsédlegesen diagnosztikus, DNS-metilicién
alapul6 eljaras kidolgozasa volt Prader—Willi-szindréma igazolasdra.

Modszer: Vizsgilatunk sordn az altalunk modositott, koltséghatékony, metiliciészenzitiv, nagy felbontist olvadis-
pont-elemzéses technikat hasonlitottuk dssze a leginkdbb elterjedt, koltséges metildcidspecifikus multiplex ligatio-
fiiggd probaamplifikiciés technikaval. Klinikailag a Prader-Willi-szindréma tobb tlinetét mutaté 17 gyermek DNS-
metiliciés vizsgalatit végeztiik el sajat tervezésd primerekkel: Dbiszulfitszekvenalé polimeraz-lancreakcio,
metilaciészenzitiv nagy felbontast olvaddspont-elemzés és kontrollként metildciéspecifikus multiplex ligatiofiiggs
prébaamplifikicié tortént.

Evedmények: A metilicidszenzitiv nagy felbontdst olvadaspont-elemzés és a metilicidspecifikus multiplex ligatiofiiggd
prébaamplifikicié eredményei minden esetben megegyeztek. A 17 esetbdl 6 esetben igazoldédott a Prader-Willi-
szindréma.

Kovetkeztetés: Az dltalunk hasznalt DNS-metilacién alapulé médszer, amelyben egyiittesen alkalmaztunk egyedi ter-
vezésl primereket és modositott biszulfitszekvendld polimeraz-lancreakeiot, egyszerd, gyors, megbizhat6 és haté-
kony vizsgilatnak bizonyult a Prader-Willi-szindréma elsédleges igazolasara.
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Rapid first-tier genetic diagnosis in patients with Prader—Willi syndrome

Introduction: According to the international literature, DNA methylation analysis of the promoter region of SNRPN
locus is the most efficient way to start genetic investigation in patients with suspected Prader—Willi syndrome.

Aim: Our aim was to develop a simple, reliable first-tier diagnosis to confirm Prader-Willi syndrome, therefore to
compare our self-designed simple, cost-efficient high-resolution melting analysis and the most commonly used meth-
ylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification to confirm Prader-Willi syndrome.

Method: We studied 17 clinically suspected Prader-Willi syndrome children and their DNA samples. With self-de-
signed primers, bisulfite-sensitive polymerase chain reaction, high-resolution melting analysis and, as a control, meth-
ylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification were performed.

Results: Prader-Willi syndrome was genetically confirmed in 6 out of 17 clinically suspected Prader-Willi syndrome
patients. The results of high-resolution melting analysis and methylation-specific multiplex ligation-dependent probe
amplification were equivalent in each case.

Conclusion: Using our self-designed primers and altered bisulfite-specific PCR conditions, high-resolution melting
analysis appears to be a simple, fast, reliable and effective method for primarily proving or excluding clinically sus-
pected Prade-Willi syndrome cases.
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Roviditések

CpG = citozin-guanin dinukleotid; Hhal enzim = Hbal rest-
rikciés enzim; HRM = (high-resolution melting) nagy felbon-
tast olvadaspont-elemzés; MAGEL2 = MAGE Family Member
L2 fehérjét kédold gén; MRKN3 gén = Macro Ring-Finger
Protein 3-at kédold gén; MSA = mikroszatellita-analizis; MS-
MLPA = metilaciéspecifikus multiplex ligatiofiiggd prébaamp-
lifikdcié; MS-PCR = metilaciéspecifikus polimerdz-lancreakcid;
MS-SB = metilacidspecifikus Southern-blottolds; NDN = nec-
din fehérjét k6dolé gén; PCR = (polymerase chain reaction)
polimeriz-lancreakci6; PWLS = Prader—Willi-like-szindréma;
PWS = Prader-Willi-szindréma; SNORDI116 gén = small nu-
cleolar RNA, C/D box 116 cluster; snoRNS = nukledris RNS;
SNRPN gén = small nuclear ribonucleoprotein polypeptide
N gén; SNURF = SNRPN upstream reading frame; upd(15)
mat = maternalis uniparentalis disomia; Tm = (melting temper-
ature) olvadasi hémérséklet

A Prader-Willi-szindroma (PWS) egy ritka (incidencia
1 : 30 000 élve sziiletés), komplex genetikai betegség,
amelynek klinikai tiinetei az életkorral véltoznak. Ujszii-
lottkorban az izomhipotoénia és a tiplaldsi nehézségek,
mig az id6 elSrehaladtaval a csillapithatatlan étvagy, az
elhizas, a viselkedési zavarok és az egyre inkiabb elmara-
dé szellemi fejl6dés valik domindnssa [1, 2]. A betegség
hatterében a 15. kromoszéma hosszt karjan talalhaté
apai eredetd 15qllql3 régiéban talilhaté gének ex-
presszidjanak hidnya all. Ezen a szakaszon tobb, Ossze-
tett funkcidéjd  gén talilhaté (példaul IMRKNS3,
MAGEL2, NDN, SNURF-SNRPN gén, valamint ki-
16nb6z8 C/D box snoRNS-ek) [2—4]. A PWS minimdlis
kritikus régidja a SNORDI1I6 snoRNS-génklaszter,
amelynek funkcidja a hiperfigiis fenotipussal helyezhets
Osszefiiggésbe [5, 6]. A PWS kiillonb6z6 mechanizmu-
sok folytan alakulhat ki, amelyek tipusa egyes megfigye-
lések szerint szoros Osszefliggést mutat a betegség lefo-
lyasiaval és annak sulyossagaval. A pontos genetikai
diagnozis tehat igen fontos a korai fejlesztéshez és a
gyogyszeres terapiahoz. Az esetek mintegy 70%-dban a
legstlyosabb format okozé paternalis deletio, 20-30%-
dban anyai uniparentalis disomia, 4-5%-4ban imprinting
defektus, 1-2%-dban pedig kiegyenstlyozott, illetve ki-
egyensulyozatlan transzlokacié a betegség oka [7-9].
Az SNRPN génlocus promoter régiéjanak DNS-meti-
lacids vizsgalata jelenleg a legérzékenyebb és leghatéko-
nyabb kezdeti 1épés a PWS-gyanus betegek genetikai

vizsgalatakor [10]. Erre a célra a metilaciéspecifikus
multiplex ligatiofiiggd probaamplifikicié (MS-MLPA)
mobdszere terjedt el a leginkibb. Ezzel a technikdval
mind a target 15q11q13 régi6é képiaszama, mind pedig
a metildcids status megdllapithatd, az ehhez sziikséges
DNS-szekvenald teszt azonban igen komplex, idSigé-
nyes, ¢és jelentds koltséggel jr. Az uniparentalis disomia,
illetve az imprinting defektus tovibbi elkiilonitésére a
mikroszatellita-analizis (MSA) alkalmas. A DNS-metila-
cids status vizsgilatira tovabbi alternativ modszerek is
rendelkezésre dllnak, mint példaul a metilacidspecifikus
polimeraz-lancreakcié (MS-PCR), a metilcidspecifikus
Southern-blot (MS-SB) vagy a nagy felbontdst olvadas-
pont-elemzés (HRM) [11-13]. A DNS-metilaciés vizs-
galat eredménye a Prader-Willis-szindromas esetek 99%-
aban pozitiv, alkalmazasaval mind a deletiés, mind az
anyai uniparentalis disomia, illetve az imprinting defek-
tus detektilhatd, mig a leginkibb hozzaférhet6 FISH
(floureszcens iz sitn hibridizacid) csupan a deletios for-
ma kimutatasara alkalmas (ez kb. a betegek 70%-at fedi
le). Az MSA, amely az UPD, illetve a deletiés forma ki-
mutatdsdra felel meg, kevésbe szenzitiv, els6dleges sz(-
résre csak korlatozottan alkalmas [8]. Hazinkban Varjas
Timen és mesai RNS-izolalds utin cDNS-t szintetizaltak,
majd PCR-t végeztek a teljes cDNS-mennyiséggel. A
PCR-terméket agarézgélben futtattdk, és a 15. kromo-
szoma 15ql1-13 régidjara specifikus gén expresszidjit
vizsgiltak. A gén expressziojit mindegyik egészséges
egyénnél ki tudtdk mutatni, mig a klinikailag Prader—
Willi-szindromas betegeknél nem. Ez a moédszer min-
denképpen hatékony, am kivitelezése nem egyszert, id6-
igényes [14].

A PWS-diagnézis lehetGsége a klinikai tiinetek alapjan
meriil fel, és igazolasihoz elengedhetetlen a genetikai
vizsgilat. A Kklinikai diagnézis felillitisthoz Holm és
misai kritériumrendszert dolgoztak ki, amely életkor-
specifikusan segiti a PWS felismerését. Ez a médszer el-
sGsorban sziirésre alkalmas: segitséget nydjt a klinikus-
nak, hogy mely betegnél indokolt a genetikai vizsgalat.
Azokban az esetekben, amikor a fenotipus PWS-re utal,
genetikai eltérés azonban nem mutathaté ki, Prader—
Willi-like-szindrémardl van sz6 [2, 3]. A PWS kezelé-
sében a megfelel6en alkalmazott novekedésihormon-
terapia nyajthat segitséget, mivel jotékony hatast
gyakorolhat a testosszetételre, a novekedésre, a metabo-
likus statusra és a pszichokognitiv teljesitményre is [15].
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Célkitizés

Vizsgalatunk célja egy egyszer(i, megbizhatd, elsédleges
PWS-diagnosztikara alkalmas, DNS-metilacién alapuld,
de DNS-szekvenald késziiléket nem igényld eljirds ki-
dolgozisa volt. Ennek sorin az dltalunk médositott,
koltséghatékony, metildcidszenzitiv, nagy felbontasa ol-
vaddspont-elemzési (MS-HRM-) technika hatékonysa-
gat hasonlitottuk Ossze a leginkabb elterjedt, 4m igen
koltséges metilaciospecifikus multiplex ligatiofiiggs pré-
baamplifikiciés (MS-MLPA-) technika hatékonysagaval.

Modszer
Betegek és adatyyiijtés

Az 0Osszehasonlitishoz 17, a Kklinikai tiinetek alapjan
PWS-gyants gyermek és 6 sziil§ vérmintajat vizsgaltuk.
Kontrollként két egészséges egyéntdl szarmazé DNS-
mintat hasznaltunk. Minden esetben, az egészséges
kontrollokéban is, részletes tdjékoztatison alapuld, ird-
s0s, sziilGi beleegyezést kértiink a vizsgilathoz. A vizsgi-
lat nem sérti a Helsinki Deklaracié emberi DNS-vizsga-
latokra vonatkoz6 el6irasait. Az anamnesztikus adatgytj-
tés kiterjedt a perinatalis anamnézisre, a fejlédési adatok-
ra, az antropometriai paraméterekre, illetve a Holm
szerinti maior és minor kritériumok regisztralasira[1, 2].

Molekularis genetikai vizsgalatok

A periférids teljes vérmintabdl torténd genomialis-DNS-
izolalds High Pure PCR Template Preparation Kit-tel
(Roche Biomedical Laboratories, Burlington, NC,
USA), az ezt kovetd biszulfitkonverzi6 EZ DNA Me-
thylation™ Kit-tel (Zymo Research, Irvine, CA, USA)
tortént. Egy mikrogramm periférias vérbdl izolalt DNS
keriilt konverziéra, majd a biszulfitkonvertalt mintakat
10 pl-re higitottuk a gyart6 utasitdsa alapjan. A biszulfit-
konvertilt mintak koncentriciéjiat NanoDrop spektrofo-
tométerrel hataroztuk meg, ‘ssDNA’ beallitist hasz-
nalva.

Biszulfitszekvenalo PCR (BS-PCR)

In silico CpG-sziget-azonositishoz a CpG Plot EMBOSS
Application (http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cp-
gplot/index.html) programot hasznaltuk. A biszulfit-
szekvenalé PCR-ek a PyroMark Assay Design szoftver
(SW 2.0, Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) segitségével
tervezett, a metiliciés mintdzatot leginkibb mutatd
CpG-régidkra fékuszilé primerekkel zajlottak (primer
F: 5-GAGGGAGTTGGGATTTTTGTI-3'; primer R:
5'-AATAACCCCTCCCCAAACTATCTCTT-3'). A pri-
merek specificitisat iz silico BiSearch szoftverrel (http: //
bisearch.enzim.hu) teszteltiik.

A BS-PCR-ekhez AmpliTag Gold 360 Master Mix-et
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), LightCycler®
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480 ResoLight Dye (Roche, Bizel, Svijc) festéket hasz-
ndltunk, a primerek végkoncentricidja 0,2 pmol volt. Re-
akciénként 2040 ng biszulfitkonvertalt DNS kertilt a 15
pl-es végtérfogatba. A MgCl, végkoncentricidja 3,5
mmol volt. A valés idejii PCR soran a kovetkezd LightCy-
cler® 480 System beallitisokat alkalmaztuk: 95 °C 10
percig, utina 95 °C 30 madsodpercig, 60 °C 0,4 °C-os
ciklusonkénti csokkenéssel 30 masodpercig, 72 °C 30 m4i-
sodpercig 10 touchdown ciklus alatt, ezt kovetGen ampli-
fikacié: 95 °C 30 masodpercig, 56 °C 30 masodpercig és
72 °C 30 masodpercig 50 cikluson keresztiil. A PCR-cik-
lusok befejeztével, a nagy felbontast olvadaspont-elemzés
a kovetkezSképpen zajlott: denaturicié 95 °C-on 1 per-
cig, 40 °C-ra hiités utin a hémérsékletet tartva 1 percig,
utdna folyamatos melegités 95 °C-ra. Az olvadaspontmé-
rés soran folyamatos melegités kozben fokonként 20 alka-
lommal detektiltuk a fluoreszcens jeleket.

A metilaltsagi értékek becsléséhez a normalizalt MS-
HRM-gorbék negativ derivaltjit vettiik alapul, ezekhez a
LightCycler® 480 szoftver (verzié: 1.5.0) és a LightCy-
cler® Gene Scanning szoftver segitségével jutottunk
hozza.

Az MS-HRM -assay-k kalibrildsa iz vitro biszulfitkon-
verzion dtesett teljesen metildlt (100%) és metilalatlan
(0%) standard DNS-ck keverékébdl szirmazo, kiilonbo-
z6 metildltsaga (0%, 10%, 25%, 50%, 75%, 100%) min-
takkal tortént, amelyek az MS-HRM-vizsgilat soran je-
lentették a viszonyitdsi pontokat. A metilaltsigi szint
megallapitisa minden vérminta esetében, a beteg- és a
standard mintak vizudlis 6sszehasonlitasdval tortént, két
szakért$ bevonasaval.

Metilaciospecifikus multiplex ligatiofiiggs
probaamplifikacio (MS-MLPA)

A SALSA MEO028 (lot B2-0413 és B2-0811) MS-MLPA
mixet az MRC-Holland-t6l (Amszterdam, Hollandia)
rendeltiik. A probamix 32 specifikusan a Prader-Willi/
Angelman-szindromdban érintett 15q11q13 régiot lefe-
dé prébat tartalmazott. Ezek koziil 5 MS-MLPA-proba
egy imprintilt szekvencidra és egyben a metilacidérzé-
keny Hbal enzim felismerShelyére volt specifikus. Ti-
zennégy MLPA-préba a PWS/Angelman-région kiviil
helyezkedett el, és kontrollként funkcionalt mind a
képiaszam-kvantifikicié, mind pedig az MS-MLPA so-
ran torténé Hhal enzim altali emésztés teljességének el-
len&rzésére. Minden minta esetében 100 ng genomidlis
DNS keriilt reakciéonként felhasznalasra. A mintakat
60°C-on torténd 16 6ras hibridizacié utin két aliquot
részre osztottuk. Az elsSt ligatibnak, mig a masodikat
ligatibnak és enzimatikus emésztésnek vetettiik ald. Ezek
utin PCR-amplifikiciét hajtottunk végre a mintikon.
Minden PCR-termékhez (1 nl) belsé standardot (1 pul)
¢és deionizdlt formamidot (20 pl) adtunk, majd ABI-
3100 Genetic Analyzer DNS-szekvenilé (Applied Bio-
systems, Life Technologies, Waltham, MA, USA) segit-
ségével analizaltuk a kapott eredményeket.
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1. 4bra Az SNRPN locus HRM-vizsgilat sorin detektdlt metilacios
gorbéi. A: Két olvaddsi cstics (nem metildlt apai: Tm = 80,63 +
0,24 °C, metildlt anyai: Tm = 84,97 + 0,35 °C) detektilhato
cgészséges emberekben. A jirulékos minor olvadisi csticsok
LISIlocusra (Tm = 76,0 °C), illetve anyai és apai SNRPN hete-
roduplex produktumokra utalnak. B: Deletiés PWS (Tm =
84,48 + 0,99 °C). C: Nem deletiés PWS (Tm = 84,5 + 0,6 °C).
Minden PWS-esetben hidnyzik az apai (nem metildlt) cstics

Tm = (melting temperature) olvaddsi hmérséklet

Mikroszatellita-analizis (MSA)

Az MSA soran mind a gyermekek, mind pedig a sziil6k
DNS-mintiit megvizsgiltuk. A 15q11ql3 régiéra speci-
fikus 5 markert hasznaltunk (D158541, D158817,
DI158128, D1581234 és D1558822) a multiplex PCR
utan, amelyet a Qiagen Multiplex PCR Kit-tel (Qiagen,
Valencia, CA, USA) végeztiink. A PCR 25 pl végvolu-
mene 100 ng DNS-t és minden primerbdl 2 pmol-t tar-
talmazott. Az amplifikicié els§ 1épése denaturicié volt
95 °C-on 15 percig, amelyet 35 ciklus kovetett (30 mé-
sodperc 94 °C-on, 90 masodperc 58 °C-on, 90 masod-
perc 72 °C-on, végiil 10 percig 72 °C-on, majd 4 °C-on
hités).

Harom, a PWS/Angelman-régién kivill es§ locus
(D158144, D1581007 és D155642) genotipizalasa segi-
tett kiilonbséget tenni a deletio és az uniparentalis diso-
mia kozott: az apai kritikus régié hianya és a biparentalis
megjelenés a région kiviil egytittesen deletidt jelentett,
mig az uniparentalis 6roklédés — mind a kritikus régio-
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ban, mind pedig azon kiviil — uniparentalis disomiara
utalt.

Az MSA soran a floureszcensen jelolt PCR-terméke-
ket ABI 3100 Automatic Capillary Genetic Analyzer,
GeneScan és Genotyper szoftver (Applied Biosystems,
Life Technologies, Waltham, MA, USA) segitségével de-
tektaltuk.

Eredmények

HRM- és MS-MLPA-moédszerekkel 17 PWS-gyanis be-
teg DNS-mintdjit teszteltiik. Prader-Willi-szindréma 6
esetben igazolédott. Ezekben az esetekben a tovabbi be-
sorolas érdekében MSA-t is végeztiink, amellyel 1 beteg-
nél deletiét, 2 betegnél pedig uniparentalis disomidt iga-
zoltunk. Egy beteg esetében az imprinting defektust
nem tudtuk elkiiloniteni az uniparentalis disomiatél, mi-
vel a hidnyzo6 sziil6i DNS-minta miatt MSA nem volt
kivitelezhetd.

A BS-PCR és a nagy felbontist olvadispont-elemzés
eredménye alapjan két olvaddsi cstics (nem metillt apai:
Tm = 80,63 + 0,24 °C, metilalt anyai: Tm = 84,97 =
0,35 °C) volt detektilhat6 egészséges esetekben. Deleti-
Os esetekben (Tm = 84,48 + 0,99 °C) és nem deletis, de
PWS-betegekben (Tm = 84,5 + 0,6 °C) hidnyzott az
apai (nem metilalt) cstcs. A jarulékos minor olvadasi
csucsok LIS locusra (Tm = 76,0 °C), illetve anyai és apai
SNRPN heteroduplex produktumokra utaltak (1. 4bra).
A HRM- és az MS-MLPA-vizsgilatok eredményei min-
den esetben megegyeztek. A genetikai eredményeket a
Holm-score-ral Osszevetve, a genetikailag igazolt PWS-
betegek 6sszpontszima nagyobbnak bizonyult (1. t4bld-
zat).

Kovetkeztetés

A Prader-Willi-szindroma diagnézisa a korcsoport-spe-
cifikus tlineteken és a genetikai vizsgalaton alapszik.
A European Molecular Genetics Quality Network
(EMQN), a United Kingdom External Quality Assess-
ment Scheme (UKNEQAS), valamint a Clinical Molecu-
lar Genetics Society (CMGS; Egyesiilt Kiralysig) kon-
szenzusa alapjin az SNRPN génlocus promoter
régiéjanak DNS-metildciés vizsgilata jelenleg a legérzé-
kenyebb és a leghatékonyabb kezdeti 1épés a Prader—Wil-
li-szindréma-gyands betegek genetikai vizsgilatakor.
Ezen modszerek szenzitivitisa 99%-os. Mind a nyugat-
eurdpai orszigokban, mind pedig az Amerikai Egyesiilt
Allamokban az MS-MLPA, illetve az MS-PCR a legelter-
jedtebb DNS-metilaciés vizsgalat. Az MS-MLPA-méd-
szer nemcsak a PWS igazoldsira, illetve kizdrdsdra alkal-
mas, hanem egyben tovibbi informdciéval szolgil a
betegség molekularis genetikai hatterét illetGen, mig az
MS-PCR esetében a betegség igazolasira, illetve a diag-
nozis elvetésére van lehetdség. A HRM-technikat szin-
tén elismerik és tAmogatjak a fent emlitett tirsasigok [2,
16]. A jelen munkank egy alternativ metilaciéspecifikus
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1. tablazat Prader-Willi-szindréma-gyanus betegek klinikai és molekuldris 2. tablazat A HRM- és az MS-MLPA-médszerek klinikai szempontbol je-
genetikai jellemz6i. A genetikai vizsgdlatok sordn 17-b8l 6 lent&s, dltaldnos jellemz&i. A HRM-vizsgilat gyorsan és egysze-
PWS-gyanis esetben igazolodott a betegség. Harom betegben rien kivitelezhetd, elénye, hogy kis mennyiségti rendelkezésre
deletio, mig két betegben anyai uniparentalis disomia volt jelen. all6 DNS esetén is elvégezhetd, valamint lényegesen gazdasigo-
Egy beteg esetében az imprinting defektus az uniparentalis diso- sabb. Ez a médszer a PWS igazoldsira, illetve kizardsira alkal-
midtél nem volt elkiilonithetS, mivel a hidnyzé sziil6i DNS- mas. Az MS-MLPA-technika t6bb id8t vesz igénybe, bonyolul-
minta miatt az MSA nem volt kivitelezhet6. Minden magasabb tabb a kivitelezése, és nagyon j6 mindségi, nagy mennyiségl
Holm-pontszamu esetben PWS igazolédott. A HRM és az MS- DNS sziikséges a reakcidkhoz. Ez a vizsgilat a HRM-nél dré-
MLPA eredményei minden esetben megegyeztek gabb, 4m nemcsak a betegség kizarasara, illetve igazoldsara alkal-

mas, hanem tovibbi genetikai besorolast is ad [16-18]
A beteg Holm- HRM MS-MLPA MSA
sorszima  pontszam HRM MS-MLPA
1. 4 NEG NEG 0 DNS-mennyiség (ng) 2040 50-250
2. 7,5 POZ POZ DEL-class2 0 Sziikséges reakciok DNS-izolilis, DNS-izolilis, 4 PCR
biszulfitkonverzio (DNS-denaturacio
3. 3 NEG NEG 0 g R
1 PCR (metildciéspe- DNS-hibridizicio,
4. 4.5 NEG NEG 0 cifikus pimerekkel) DNS-ligatio,
5. 25  NEG NEG 0 DNS-ligatio &
emésztés),
6. 5 NEG NEG 0 DNS-szekvenalas
7. 3,5 NEG NEG 0 Vizsgalati id6 1 nap 2 nap
8. 2 NEG NEG 0 Kiértékelés Egyszert, grafikonrél Tobblépcsds, a DNS
8y g p >
9. 11 POZ POZ DEL-classl DEL leolvashaté szennyezettsége
jelentésen befolydsol-
10. 2 NEG NEG 0 ja az eredményt
11. 3,5 NEG NEG 0
. 25 NEG NEG 0 PWS gavolisira, - PWS igusolisir
illetve kizdrdsara illetve kizdrdsara,
13. 0 NEG NEG 0 alkalmas valamint tovabbi
14. 7.5 POZ POZ DEL-classl 0 molekuldris genetikai
besorolasara alkalmas
15. 7 POZ POZ-non-DEL upd(15)mat — -
vagy ID Koltség (HUF) Kb. 25 000 Kb. 60 000
16. 6 POZ POZ-non-DEL upd(15)mat A minta beérkezése 1 hét 2 hét
és a lelet elkészitése
17. 11 POZ POZ-non-DEL upd(15)mat k6zott id6

0 = nem elvégzett vizsgalat; DEL-class] = class I-deletio; DEL-class2 = class II-
deletio; HRM = nagy felbontdst olvaddspont-elemzés; ID = imprinting defektus;
MSA = mikroszatellita-analizis; MS-MLPA = metildciéspecifikus multiplex liga-
tiofliggd préobaamplifikicié; NEG = PWS nem igazolhaté; non-DEL = nincs de-
letio; POZ = igazolt PWS; PWS = Prader-Willi-szindréma; upd(15)mat = mater-
nalis uniparentalis disomia

HRM-technikit mutat be a PWS igazolasira, valamint
alitdimasztja a Holm szerinti kritériumrendszer klinikai
hasznalatanak jelent&ségét.

Tizenhét, a klinikai tiinetek alapjan PWS-gyanas be-
tegbdl 6 esetben igazoltuk a betegség jelenlétét mind a
sajat tervezésd HRM-, mind pedig az altaldnosan elfoga-
dott MS-MLPA-technikaval. A két médszer sordn kapott
eredmények minden esetben megegyeztek. Az MS-
MLPA sorin egyszerre volt detektalhaté a képiaszam-
valtozas (deletiénal csokkent) és a 15q11ql3 target ré-
gi6 metilacios statusa (imprinting defektus, uniparentalis
disomia), 4m a médszer hazinkban — technikai és anyagi
forrdsok hianyiban — nehezen hozzaférhetd.

Eredményeink alapjan, az dltalunk tervezett primere-
ket és a modositott biszulfitszekvendlé PCR-technikat
hasznalva, a HRM egyszer(, gyors, koltséghatékony, kis
mennyiségli DNS rendelkezésre allasa esetén is kivitelez-
hetd, megbizhat6 és hatékony médszernek latszik a Pra-

HRM = nagy felbontdst olvaddspont-clemzés, MS-MLPA = metildciospecifikus
multiplex ligatiofiiggd probaamplifikicio, PCR = (polymerase chain reaction)
polimeraz-lincreakcié; PWS = Prader—Willi-szindréma

der-Willi-szindréma igazolasara. Vizsgalatunk alapjin a
HRM megfelel§ els6dleges genetikai vizsgilat lehet,
amennyiben az MS-MLPA technikai vagy anyagi okok
miatt nem érhetd el (2. tdblazat) [16-18].

A genetikai vizsgilatok eredményeit az dltalunk re-
gisztralt Holm-score-ral Osszevetve, a genetikailag iga-
zolt PWS-betegek esetében a kritériumrendszer szerinti
pontszim nagyobbnak bizonyult a nem betegek pont-
szamanal. Tehdt a Holm-score szerinti besorolas valoban
segitség lehet a klinikai diagnézis felallitisiban és abban,
hogy a tovabbiakban mely betegeknél sziikséges a gene-
tikai vizsgalat elvégzése.

A vizsgilt mintik mennyiségét figyelembe véve, mivel
ritka betegségrdl van sz6, tovabbi nagyobb elemszama,
statisztikai elemzéseknek is alavethetd vizsgalatokra van
sziikség az altalunk javasolt vizsgalat hatékonysiginak
bizonyitasara.
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