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Szamos monogénesen 6rokl6dd korképben a betegséget okozd gén teljes vagy részleges deletidja, illetve kopiaszamanak megvalto-
zdsa patogenetikai tényezd&ként jon szamitasba. A direkt DNS-szekvendlds nem alkalmas a gén nagy deletiéjanak, illetve kdpiaszam-
valtozdsinak kimutatisira. Az Osszefoglaloban a szerz8k attekintik a nagy géndeletio vizsgalémoddszereit, és két, monogénesen
6rokl6ds betegségben végzett sajat vizsgalataik példdjan keresztiil bemutatjak a modszerek gyakorlati alkalmazasanak lehetségeit.
Vizoljik a géndeletio-vizsgilat hagyomdnyos (kromoszéma-sivtechnika, Southern-blot, fluoreszcens in situ hibridizicio) és
polimerdz lancreakciéra alapozott modszereit (denaturdlé nagy felbontoképességii folyadékkromatografia, kvantitativ valés ideji
polimeraz lincreakcié, mikroszatellitamarker-analizis, multiplex amplifikilhatépréba-hibridizacié, multiplex ligatiéspréba-analizis),
valamint a technikai és informatikai haladds legjabb vivmanyait (komparativ genomhibridizilds, ,,array” analizis). Sajat vizsgdla-
taikban von Hippel-Lindau-szindrémaban szenved§ betegekben kvantitativ valds ideji polimerdz lincreakcié és multiplex
ligatibsproba-amplifikalds alkalmazdsival bemutatjik a VHL, illetve congenitalis adrenalis hyperplasids betegekben a CYP21A2
géndeletio-vizsgalat eredményeit és ezek klinikai jelentéségét.

Kulcsszavak: nagy géndeletio, kdpiaszam-variaci, molekularis biolégiai médszerek, genetikai diagnosztika

Methods for the analysis of large gene deletions and their application
in some monogenic disorders

Complete or partial gene deletions and copy number variations of disease-causing genes have pathophysiological significance in
several monogenic hereditary diseases. Direct DNA sequencing is not suitable for the detection of these genetic abnormalities.
In this work, authors review methods of large gene deletion testing and present their own results in two monogenic diseases to
demonstrate the application of current methods in clinical practice. Classical methods (chromosome banding, Southern-hybridisa-
tion, fluorescent in situ hybridisation), polymerase chain reaction-based techniques (denaturing high performance liquid chroma-
tography, quantitative real-time polymerase chain reaction, microsatellite marker analysis, multiple amplifiable probe hybridisation,
multiple ligation probe amplification) as well as techniques based on recent advances in bioinformatics (comparative genome hy-
bridisation, array-based analysis) are presented. Finally, authors present their own findings on large deletion testing of the VHL gene
using quantitative real-time polymerase chain reaction and multiple ligation probe amplification in patients with von Hippel-Lindau
disease and review a simple polymerase chain reaction method for the detection of large deletion of the CYP21A2 gene in patients
with congenital adrenal hyperplasia.

Keywords: large deletion, molecular biological methods, genetic diagnosis, multiplex ligation probe analysis, quantitative poly-
merase chain reaction
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Roviditések

bp = bazispar; BRCA1 = (breast cancer 1) 6rokl6dé emlérik 1 gén;
CAH = congenitalis adrenalis hyperplasia; CT = komputertomogrifia;
CGH = (comparative genome hybridisation) komparativ genomhib-
ridizacié; CYP21A2 = 21-hidroxiliz enzimet kédoldé gén; CNV =
(copy number variation) képiaszam-variacié; DNS = dezoxiribonuk-
leinsav; DMD = Duchenne-féle izomdisztrofiaért felel@s gén, disztro-
fin; FISH = (fluorescent in situ hybridisation) fluoreszcens in situ hib-
ridizacié; HPLC = (high performance liquid chromatography) nagy
felbontoképességii folyadékkromatogrifia; MAPH = (multiplex ampli-
fiable probe hybridisation) multiplex amplifikdlhatoproba-hibridizacié;
MLPA = (multiplex ligation probe amplification) multiplex ligatios-
préba-amplifikicio; MRT = magnesesrezonancia-tomogrifia; NF1 =
neurofibromatosis 1. tipusiért felelés gén; PCR = (polymerase chain
reaction) polimerdz lincreakcié; SNP = (single nucleotide polymor-
phism) egyetlen nukleotidot érint§ polimorfizmus; STR = (short
tandem repeat) rovid ismétl6dé DNS-szakasz; VHL = von Hippel-
Lindau-szindroma

A molekuldris biologiai vizsgdlomoddszerek egyre gyak-
rabban jelennek meg a rutin klinikai gyakorlatban [1].
Monogénes orokl6dést betegségek esetén a betegség
hatterében 4ll6 gén hibdjanak kimutatisa jelenti a gene-
tikai diagnosztikai feladatot. Poligénes 6roklédéstinek
tartott betegségekben a betegségre valé hajlam nem
egyetlen gén hibdjaval, hanem tobb génvaridns (poli-
morfizmus) egyiittes eléforduldsival hozhatd Gsszetiig-
gésbe [2]. A génpolimorfizmusok a népesség legalabb
1%-aban, de akar joval nagyobb gyakorisiggal is el6-
fordulhatnak. Természetesen az 6roklott hajlamot kor-
nyezeti tényezdk is médosithatjik.

A betegségokozd, illetve betegségre hajlamositd gén-
hibak és génvariansok mindségi és mennyiségi szem-
pontok alapjin csoportosithatok. A részleteket illetGen
utalunk egyes adatbdzisokra, mint példaul a Human Gén
Muticiés Adatbazisra (www.hgmd.org), illetve a jelenleg
érvényes muticios nevezéktanra [3].

A genetikai variabilitds egyik nem ritka formaja az
adott gén vagy DNS-szakasz nagy részére vonatkozo
agynevezett kopiaszam-variacié (CNV), amely legalabb
1000 bazispart érint (Database of Genomic Variants:
http://projects.tcag.ca/variation/). A humdin genom
koriilbelil 12%-a koépiaszam-variaciét tartalmaz [4].
A génkopiaszam megvaltozdsinak betegségokozd vagy
betegségre hajlamositd szerepe is lehet; a Duchenne- és
Becker-féle izomdisztrofia, a Prader-Willi-szindroma és
szamos egyéb betegség a koros génkopiaszammal hoz-
haté osszefiiggésbe [5, 6].

Kiilon csoportnak tekinthetjitk azokat a génhibdkat,
amikor az adott génnek egy jelentésebb szakasza hidny-
zik (>100, de rendszerint <1000 bazispar). llyen esetben
ugynevezett nagy géndeletiorél beszéliink, szemben a
kisszamti nukleotid hidnyaval jellemzett tgynevezett
kis (mikro-) géndeletiokkal [7]. A monogénesen Orok-
16d6 betegségek jelents része nemcsak a betegség-
okozd gén csirasejtes pontmuticidjival, hanem a gén
teljes vagy részleges csirasejtes deletidjaval is Osszefligg-
het. A szomatikus nagy géndeletiok kiilonosen a tumor-
szuppresszor gének esetében birnak kiemelt jelent&ség-
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gel (Knudson-féle kettds sériilés hipotézise). ElsGsorban
nagy metabolikus aktivitist daganatok, illetve izombe-
tegségek esetében a mitokondridlis DNS-ben is nagy
géndeletiok, illetve CNV-k lehetnek jelen [8].

Osszefoglalonk célja, hogy attekintsiik a nagy génde-
letio-kimutatds modszereit, és két, monogénesen Orok-
16d6 betegségben végzett sajat vizsgalataink példdjan
keresztiil bemutassuk a médszerek gyakorlati alkalmaza-
sanak lehetdségeit.

A DNS-szekvenalas alkalmatlan modszer
a nagy géndeletiok kimutatasara

Napjainkban a genetikai diagnosztika egyik leggyakoribb
vizsgdlomodszere az adott gén bazissorrendjének meg-
hatarozasa, amelyet rendszerint direkt DNS-szekvendlas-
sal végeznek. Ennek sordn periférids vér fehérvérsejtjei-
bdl kivont genomialis DNS-mintiban a vizsgilni kivant
gént vagy génszakaszt polimeraz lancreakciéval sokszo-
rozzak, majd DNS-szekvendlé automatival meghati-
rozzik a DNS bazissorrendjét, és az eredményt a refe-
renciaszekvencidhoz hasonlitjak. A DNS-szakasz bazis-
sorrendjének azonositisira tobb kémiai moédszert fej-
lesztettek ki, mint példdul a Sanger-féle didezoxi vagy
lancterminacios szekvendlast, a Maxam—Gilbert-féle li-
mitalt hasitasos szekvenciaanalizist, a Nyren—Ronaghi-
téle piroszekvenalast, valamint legtjabban az tgyneve-
zett egymolekula-szekvendlast (single-molecule sequen-
cing) [9]. Az eredményt szinkédolt kromatografias kép
formdjaban jelenitik meg. Ha a két allélon ugyanazon
poziciéban a nukleotidok egymastdl eltéréek, akkor a
kromatografidss képen a két kiillonbozé nukleotidnak
megfeleld jel alapjin a heterozigdta genetikai eltérés
konnytszerrel azonosithatd. Az egyik allél hianya (he-
mizigéta allél) vagy nagy génszakasz deletidja (hete-
rozigbota deletio) esetén azonban a direkt DNS-szek-
vendlds nem alkalmas a génhiba kimutatisira, ugyanis a
két azonos génkodpia kozil az egyik hidnya a kromatog-
rafids képen nem hoz létre eltérést. Ezért a gén nagy
deletidjanak vagy kopiaszdm-viltozdsinak kimutatdsira
mds modszerek alkalmazasa sziikséges (1. tablazat).

A géndeletio-kimutatas hagyomanyos
modszerei

A nagy géndeletiok kimutatasara alkalmas elsG genetikai
modszereket az 1970-es években dolgoztik ki. A legko-
rabbi mdodszerek kozé az tgynevezett kromoszdéma-siv-
technikdk tartoztak, amelyek a kromoszémak szintjén
mutattak ki a kromoszémaszakaszok eltéréseit. Az izolalt
kromoszémakészletet tirgylemezen Giemsa-festékkel
festették és mikroszkop alatt vizsgaltik a kromoszéma-
szerelvény G-sav-mintazatit. A kromoszoma-savtechni-
kak (G-, R-; C-,; T-, Q-sav) felbontoképessége 5-10
megabp [10]; alkalmazasuk példaul a myelodysplasias
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| A Nagy géndeletio és kopiaszam-valtozas kimutatésara alkalmazhaté médszerek jellemz6i

Modszer A minta jellemzdi, Felbontoképesség Egy id6ben Elény Hitriny Koltség
a vizsgalathoz nagy deletiéra vizsgilhato
sziikséges DNS vonatkozoban locusok
Kromoszéma- Izolalt 5-10 megabp Teljes genom  Direkt analizis, Kis felbontoképesség Kozepes
savtechnikdk kromoszomakészlet nincs tovabbi
jelfeldolgozas
Southern-blot Mikrogramm 5-10 megabp 1 Pontossag Radioaktiv izotép,  Kozepes
id6igényes
FISH Izolalt 5-10 megabp <10 Fluoreszcens jelolés  Intakt sejtek Kozepes
kromoszémakészlet vizsgilhatok
DHPLC Pikogramm 100 bp-100 kilobp <10 Kis bazispar- ¢s Ismert locus Kozepes
intenzitaskiilonbség  vizsgalhaté
jol mérhetd
Multiplex PCR Pikogramm 100 bp-100 kilobp <10 Gyors Ismert locus Alacsony
vizsgilhato
Kvantitativ PCR Nanogramm 100 bp-1 kilobp <10 Nagy pontossig Ismert locus Magas
vizsgalhato
Mikroszatellitamarker-  Pikogramm 100 kilobp <10 Nagy pontossig Heterozigota locus  Kozepes
analizis vizsgalhato
MAPH Pikogramm 100 bp-2 megabp  1-40 Jo6 felbontas, A teljes genom nem  Kozepes
MLPA nagy pontossig vizsgalhato
CGH Mikrogramm 100 kilobp Teljes genom A teljes genom Alacsony felbontds  Kozepes
vizsgilhato
Array CGH Nanogramm 500 bp Teljes genom  Nagy felbontds Bonyolult Magas
bioinformatikai
feldolgozds

A roviditéseket ldsd a roviditésjegyzékben!

szindrémdk diagnosztikdjiban még napjainkban sem
szorult hattérbe [11].

Egy misik moddszer, a Southern-blot azon alapul,
hogy a gélelektroforézissel méret szerint szétvilasztott
és vizsgalomembranra athelyezett DNS-t a vizsgalandé
DNS-szakaszra specifikus radioizotoppal jelolt oligonuk-
leotidprobaval hibridizaljdk, majd a préba DNS-hez
kotédését autoradiografiaval jelenitik meg. ElsGsorban
restrikciosenzim-felismer$ helyet érinté mutaciok azo-
nositisira alkalmazzak [12]. A génddzis pontosabb
meghatarozasa a Southern-blot tovabbfejlesztett vilto-
zataval lehetséges (kvantitativ Southern-blot).

A fluoreszcens oligonukleotidprébak kifejlesztése le-
het&vé tette az interfazisban vagy metafazisban levd in-
takt sejtek vizsgilatat (fluoreszcens in situ hibridizicio,
FISH). Ezzel a mddszerrel akir tobb locus egy idében
is vizsgilhaté (multiplex FISH, spektralis karyotypus-
analizis, digitilis kariotipizalas) [13]. Bizonyos esetek-
ben a moédszerrel nemcsak a nagy géndeletiok, hanem
a génduplikaciok és géndthelyezédések (transzlokaciok)
is kimutathat6éak. A Southern-blot és a FISH felbontisa
a savtechnikakéval megegyezd.

A geéndeletio-vizsgalat PCR-alapt
modszerei

Homozigota nagy géndeletio kimutatasira a legegysze-
riibb PCR-alaptt mddszer, ha a deletio helyének ismere-

tében a PCR-vizsgalathoz olyan oligonukleotidprébakat
alkalmazunk, amelyek a templat DNS-ldncon csak akkor
kertilnek a fragmentumszintézishez megfeleld térkozelbe,
ha a koztes szakasz homozigéta deletio kovetkeztében
hianyzik [14].

Denaturalo nagy felbontoképesséyii
folyadékkromatogrifin

A nagy felbontéképességli  folyadékkromatogrifia
(HPLC) alkalmas fluoreszcens jelolés nélkiili PCR-
termékek hatékony szétvalasztasira és mennyiségének
meghatarozasara. Reverz fazist (RP) HPLC soran a de-
naturdlt (D) PCR-terméket nagy nyomason, egy, az el-
valasztast biztosité oszlopon ataramoltatjdk, majd a
kontrollmintdhoz val6é hasonlitassal hatarozzak meg
a DNS-fragmentumok mennyiségét [D(RP)HPLC].
A modszerrel a DNS-fragmentumok kicsiny méret- és
jelintenzitisbeli eltérései is detektalhatok, ezért egy gén
tobb exonjanak egyidejd vizsgalatira is alkalmazhat6

[15].

Kvantitativ, valos idejii (veal-time)
PCR-alapn modszerek (gPCR, RT-PCR)

A valoés idejd PCR a fluoreszcens fotometria és a PCR
egytittes alkalmazasian alapul. A PCR-termociklusokban
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keletkez8 fluoreszcens termék egyre novekvd intenzi-
tast fényjelet ad, amelyet valés id6ben detektilnak. A ké-
miai modszer a ketts szdli DNS-be nem specifikusan
interkalal6do fluoreszceens festéken (példaul SYBRGreen)
vagy kett6s fluoreszcens jelolésti specifikus probak hib-
ridizaciojan alapul (példaul TagMan). A SYBRGreen-
alapt modszer nagy specificitisit a PCR-hez alkalmazott
oligonukleotid prébak fajlagossiga adja. A TagMan
modszer alkalmazasa esetén a kiillonbozdéen jelolt fluo-
reszcens probak igen nagy specificitisa lehetéséget ad
tobb locus egyidejd vizsgalatara. Az alkalmazott kontrol-
loktdl és a bioinformatikai adatfeldolgozastol fiiggSen a
mért értékek abszolut vagy relativ mennyiségeket jelez-
hetnek; pontos molaris mennyiségli kontroll templat
DNS-hez viszonyitds esetén meghatarozhat6 a vizsgalt
PCR-termék abszolat mennyisége, mig a PCR-termék
mennyiségének relativ mérésekor az eredményeket azo-
nos mennyiségili mintaban mért mas géntermék mennyi-
ségéhez viszonyitjdk. A PCR-termék mennyiségének
relativ mérése kivaldan alkalmas egyetlen nukleotidot
érinté polimorfizmusok (SNP-k) vizsgdlatara, ugyanis a
polimorf és vad allélra specifikus TagMan prébak hasz-
nalataval a homozigoéta és heterozigdta genotipusok jol
elkiilonithet6k. A SYBRGreen médszer exonok sokszo-
rositasa esetén alkalmas heterozigéta nagy géndeletiok,
illetve CNV-k detektalasara.

Mikroszatellitamarker- (vagy short tandem
repeat — STR) analizis

A mikroszatellitadk 2—6 nukleotidbdl all6, ismétlédéen
jelen levé DNS-szakaszok [16, 17]. Adatbazisokbdl elér-
het§ probak segitségével (UNISTS http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/unists) az adott gént kornyez6 szakasszal
egytitt sokszorositva a kromoszémarégiéra specifikus
polinukleotid lanc keletkezik. Kapillaris elektroforézis-
sel szétvalasztas sordn megallapithaté a mikroszatellita
marker jelenléte, illetve kdpiaszama. Az Gsszesen mint-
egy hétezer mikroszatellitaval atlagosan 100 kilobazis
méretdl kromoszémaszakaszok képiaszamardl nyerhe-
tiink adatokat [18]. A médszer f6 hatranya, hogy csak
olyan régiokrdl szolgaltat eredményt, amelyeken hete-
rozigbta mikroszatellita marker talilhaté (informativ
marker), illetve két kozeli mikroszatellita marker deletidja
esetén valoszinGsithets a koztes szakasz deletidja.

Multiplex amplifikalbatoproba-hibridizacio
(MAPH)

A denaturalt DNS-t nejlonmembranon valé immobili-
zalast kovetSen kilonbozé hosszasiga specifikus pro-
bakkal hibridizaljik. A probak a kopiaszammal ardnyosan
kotédnek a templat DNS-hez; a hibridizalt probak ké-
s6bb PCR-rel sokszorosithatok és elektroforézissel elvi-
laszthatok [19].

OSSZEFOGLALO REFERATUMOK

Multiplex Ligatiosproba-analizis (MLPA)

A modszer elve a MAPH-hoz nagymértékben hasonlo,
azonban a hibridizalashoz a probat kettéhasitott allapot-
ban adjik hozzd a denaturilt, szolabilis DNS-hez, majd
ligdz segitségével az illeszkedS végeket dsszekapesoljik.
A ligdz csak kettGs szald DNS esetén, a préba és a dena-
turdlt DNS pontos 6sszekapcesolddasakor miikodik [20].
Mind a MAPH, mind az MLPA akar 40 locus egyidejd
vizsgilatdra alkalmas, és mindkét moédszer jelentGsen na-
gyobb felbontédssal bir, mint a mikroszatellitamarker-
analizis. Alkalmasak olyan nagyméreti gének hatékony
vizsgalatira, mint a neurofibromatosis 1. tipusaért felelGs
gén (NF1, 60 exon), a Duchenne-féle izomdisztrofidért
felel6s gén (DMD, 79 exon) vagy az 6rokl6dé emlérak
1-es génje (BRCAIL, 24 exon).

A komparativ
genombibridizilas (CGH)

A komparativ genomhibridizilds a FISH modszerhez
hasonlit [21, 22]. A vizsgilat sordn két kiilonboz6 fluo-
reszcens jeloléssel ellatott, azonos mennyiségii egész-
séges kontroll (példdul Cot 1 DNS) és vizsgalando tel-
jesgenom-DNS-t hibridizdlnak targylemezen rogzitett
cgészséges metafizisos kromoszémadkkal. A fluoreszcens
fragmentumok a kopiaszamtél tiiggben kapcsoldédnak a
kromoszémakhoz. Azokon a kromoszémaszakaszokon,
ahol a kétféle jelolésti templiatok kiegyenlitetten hibri-
dizalnak, a fluoreszcens jelek arinya azonos (=1). Ha a
vizsgalt mintidban a genom fragmentumai intenzivebb
fluoreszcens jelet adnak (relativ hidnyados >1,2), mint az
egészséges kontrollok fragmentumai, akkor a vizsgalt
genom megfeleld szakaszan kopiatobblet dllapithatéd
meg, mig a kevésbé intenziv jel (relativ hinyados <0,85)
a vizsgalt szakaszon képiahidnyt jelez. A CGH alkalmas
példdul tumorsejtek CNV-, illetve nagy géndeletids pro-
filjanak, valamint a daganat és metasztazis kozos klona-
lis eredetének kimutatisara [22, 23]. A CGH felbontasa
100 kilobp [10].

Géndeletiok kimutatasa csip- (array-) alapt
modszerekkel

A CNV-k, illetve a nagy géndeletiok kimutatdsianak je-
lenlegi legkorszeribb modszere az array-alapa CGH
(Nimblegen-array) [24]. Az array-k integralt rendsze-
rekben egyszerre nagyszamu, automatizaltan végrehajt-
hato vizsgilat elvégzését teszik lehet6vé. Az array terve-
zése, a templit preciz el6készitése és a mért adatok
informatikai feldolgozasa jelentik a mérés legkritikusabb
1épéseit. A vizsgalattal pontos és gyors informaci6 sze-
rezhetd a templat kopiaszam-varidcidjardl, akar az dsszes
human kromoszémara, akir 200 bp méretd szakaszokra
vonatkozoan (nagy felbontist CGH).
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| Von Hippel-Lindau-szindrémaban szenvedd hazai indexbetegekben kimutatott heterozigéta VHL gén mutdciok és deletiok

Indexbeteg  Eletkor, nem A betegség klinikai megjelenése

A VHL gén nagy A VHL gén egyéb hibdja

sorszama deletidja

1. 22 év,né VHL 1. tipusa (KIR + Ret) - L158V
2. 19 ¢év, férfi VHL 1. tipusa (KIR + Ret) - R161X
3. 33 ¢év, férfi VHL 1. tipusa (Vese + KIR) 3. exon deletidja -
4. 22 év,né VHL 1. tipusa (KIR + Ret) 2. exon deletidja -
5. 21 ¢v, térfi VHL 1. tipusa (Vese + KIR + Ret) - 354_355delCT
6. 27 év, férfi VHL 2B tipusa (Phaeo + Ret+ (Vese)) - R167Q
7. 34 év, nd VHL 2B tipusa (Phaco+ Ret+ Vese + KIR) — S80I
8. 19 év, né VHL 1. tipusa (KIR, Ret) - IVS1 +1G>A (¢.340 + 1G>A) splice mutacié
9. 24 év, n6 VHL 1. tipusa (KIR, Ret) - N78Y

10. 9 ¢év, né VHL 1. tipusa (KIR, Ret) 1. és 2. exon deletidja  —

11. 42 év, né VHL 2. tipusa (Phaeo, Ret) 2. ¢és 3. exon deletidja  —

KIR = kozponti idegrendszeri haemangioblastoma; Ret = retinaangiomatosis; Vese = viligos sejtes veserak; Phaeo = phacochromocytoma

GAPDH VHL 1. exon

1. dbra
olvaddsih6mérséklet-analizise

Sajat vizsgalataink

A nagy géndeletiok kimutatdsinak jelentSségét az auto-
szomdlis dominins moédon 6rokl6dé von Hippel-
Lindau-szindréma (VHL) és az autoszomilis recessziv
oroklédésti congenitalis adrenalis hyperplasia (21-hid-
roxilaz-defektus, CAH) példajan keresztiil mutatjuk be.
VHL-szindrémas betegekben a VHL gén csirasejtes be-
tegségokozo eltérései, igy a nagy deletiok is heterozi-
gbta formaban vannak jelen, mig CAH-os betegekben a
CYP21A2 gén csirasejtes eltérései homozigdta vagy 0sz-
szetett (compound) heterozigéta formaban fordulnak
elé.

A VHL gén heterozigota nagy deletidjanak
kimutatasn

Irodalmi adatok szerint VHL-szindrémas betegek mint-
egy 80%-dban a VHL gén 3 exonjinak valamelyikén ha-
gyomdnyos DNS-szekvenaldssal heterozigota betegség-
okozé muticié mutathaté ki, mig az esetek fennmaradéd
20%-anak tobbségében a betegség a VHL gén DNS-
szekvenalassal nem kimutathat6 nagy deletidival all 6sz-
szefiiggésben [25].

VHL 3. exon

VHL 2. exon

A GAPDH gén 8. exonjdnak és a VHL gén 1., 2. és 3. exonjanak SYBRGreen moddszerrel valé sokszorositasakor keletkez6 specifikus fragmentumok

A Semmelweis Egyetem II. Sz. Belgyogyaszati Klini-
kajan el6zetes genetikai tandcsadast és irasos beleegyezd
nyilatkozat alairasat kovetGen 11, VHL-szindrémédban
szenvedd csaldd 42 tagjanak végeztiik el a VHL gén vizs-
galatat. A 11 indexbeteg koziil 7 betegben talaltunk di-
rekt DNS-szekvenalassal betegségokozd heterozigota
VHL gén eltérést. Ezek koziil 6 kiilonb6z6 pontmuticiot
mar koribban ismertettek a nemzetkozi irodalomban,
mig az 6todik esetben észlelt heterozigéta génhiba
(354_355delCT) 1 betegségokoz6é muticiénak bizo-
nyult (2. tdblizat). A DNS-szekvenaldssal eltérést nem
mutat6 4 indexbetegben a VHL gént érint6 nagy deletio
vizsgilatira az MLPA és a SYBRGreen-alapt valés idejd
PCR médszert alkalmaztuk.

Az MLPA-vizsgalat sorin a kereskedelmi forgalom-
ban kaphat6é kit (SALSA MLPA kit, MRC-Holland,
Amsterdam, Hollandia) [20] felhaszndldsaval a VHL
gén, illetve annak kornyezetében elhelyezkedd gének
(EANCD, IRAK2, GHR) meghatirozott szakaszairdl
13 kiilonb6z6 specifikus fragmentumot és tovabbi 17
referenciafragmentumot képeztiink; a keletkez$ frag-
mentumok és a belsé kontrolltermékek fluoreszcens je-
l1olést (6-FAM) tartalmaztak. A ligatiét, majd a PCR-t

kovetGen a keletkezett fragmentumokat Kkapillaris
elektroforézissel — szétvilasztottuk. A  kiértékeléshez
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PeakScanner szoftvert haszndltunk (Applied Biosystems,
Foster City, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok). Az adat-
feldolgozds MS-Excel programmal tortént. A VHL gén
1. exonjat négy, a 2. és a 3. exont két-két specifikus frag-
mentum jelenléte jellemezte. Deletiét akkor allapitot-
tunk meg, amikor az érintett gorbe alatti teriilet a kont-
rollhoz képest legalabb a felére (<50%) csokkent.

A SYBRGreen-alapti valés ideji PCR-vizsgalatot
Ponchel és mtsai modszerével végeztiik [26]. A Primer3
szoftver [27] felhaszndlasaval oligonukleotidprébakat
terveztiink, és a primerek specificitisit az NCBI-BLAST
(http:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) program se-
gitségével ellendriztiik. A valés idejii PCR-modszer fajla-
gossagat a fragmentumok olvaddsih6mérséklet-analizise
szemlélteti (1. abra). Bels6 kontrollként a glicerinalde-
hid-3-foszfit-dehidrogenaz gén (GAPDH) 8. exonjit
haszndltuk. Az eredményeket a kiiszobciklusok Ossze-
hasonlitdsa alapjdn (comparative threshold, C ), a AC, =
C,(vhl_exon) — C (GAPDH) egyenlet segitségével érté-
keltiik [26]. A mért C-értékeket akkor fogadtuk el, ha
a triplikditumban mért C-értékek szordsa 5% alatt volt.
A VHL gén vizsgilt exonjinak deletiojat 0,6 (60%) alatti
AC, kiiszobérték esetén allapitottuk meg.

Az MLPA (2. dbra) és a valds ideji PCR (3. dbra)
modszerrel azonos eredményeket kaptunk. A DNS-
szekvendldssal eltérést nem mutat6 4 indexbetegben ki-
mutatott heterozigéta nagy deletio a VHL gén kiilon-
b6z6 exonjait érintette (2. exon, 3. exon, 1. és 2. exon,
2.¢és 3. exon) [28].

A CYP21A2 gén homozigota nagy deletiojanak
vizsyilata

A congenitalis adrenalis hyperplasia leggyakoribb forma-
jat a 21-hidroxildz enzimet kodolé CYP21A2 gén vele-
sziiletett defektusai okozzak. A korai, akar életet veszé-
lyeztetd klinikai tiinetekkel jaré sévesztd, valamint az
egyszer( virilizal6 altipusoknak egytitt mintegy 10-20%-
aa CYP21A2 gén homozigéta deletidjaval all dsszefiig-
gésben [29].

A CYP21A2 gén homozigéta deletidjanak és a leg-
gyakoribb homozigoéta és heterozigbta muticidinak vizs-
galatira megbizhatd, gyors és egyszertien kivitelezhet§
PCR-alaptt médszert dolgoztak ki [30], amelynek to-
vabbfejlesztett valtozata hazai munkacsoportok tevé-
kenységéhez kotédik [31, 32]. A CYP21A2 gén vizs-
galatit neheziti a vele nagy hasonlésigot mutatd
pszeudogén (CYP21AI) jelenléte. A hosszabb valodi
génhez képest a pszeudogénen hidnyzik egy 8 bazisparbél
all6 génszakasz, ezenkivill a pszeudogén szdmos mu-
taciot tartalmaz, ezért funkcidképtelen fehérjét ered-
ményez. A CYP21A2 gén homozigdta nagy deletidji-
nak kimutatasira kidolgozott PCR-reakcié sorin két
»forward” oligonukleotidprobat hasznalunk, amelyek
koziil az egyik a valédi gén szekvencidjara specifikus 8
bp-t tartalmazé szakaszihoz, mig a masik ctt6l 5” irany-
ban tapad. A ,reverz” primera CYP21A2 gén 5. exonjira
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4. dbra A CYP2IA gén homozigéta nagy deletidjinak kimutatdsa

allélspecifikus PCR modszerrel. 1. minta: DNS-marker; 2-6.
minta: legalibb egy CYP21A2 alléllal rendelkezd egyének;
7. minta: CYP2IA2 gén homozigbta deletidja congenitalis
adrenalis hyperplasia séveszt§ formdjiban szenvedS betegben

specifikus. A PCR-reakciot kovetSen a gélelektroforé-
zissel méret szerint elvalasztott reakcidtermékek koziil
900 bp méretl termék a belsé kontrollként szolgal, mig
a kisebb, 507 bp méretl termék a CYP21A2 gén leg-
alabb egy alléljanak jelenlétét jelzi (4. dbra, 2—6. minta).
A CYP21A2 gén homozigéta deletidja esetén az 507 bp
méretl specifikus termék hianyzik (4. 4bra, 7. minta).

Kovetkeztetés

A betegségokozd vagy betegségre hajlamositdé génde-
letiok, illetve kopiaszam-valtozasok kimutatasira alkal-
mas modszerek az elmult évtizedekben jelentGs mérték-
ben fejlédtek. Gyakorlati alkalmazisuk szamos esetben
jelentGsen elGsegiti a betegségek hatterében dll6 geneti-
kai eltérések azonositasat.
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