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1. RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

aCGH: arraykomparatív genom hibridizáció 

ALT: alanin-aminotranszferáz 

AST: aszpartát-aminotranszferáz 

bp: bázispár 

CVS: chorionboholy-minta 

cDNA: komplementer DNS 

CGH: komparatív genom hibridizáció 

cRNS: komplementer RNS 

DNS: dezoxiribonukleinsav 

EDTA: etiléndiamin-tetraecetsav 

FDR: hamis találati arány 

FRET: fluorescens energy resonance transfer 

hCG: humán chorion gonadotropin 

HELLP szindróma: hemolízis, emelkedett májenzimek, csökkent 

    vérlemezkeszám szindróma 

HLA: humán leukocyta antigén 

IDO: indolamin 2,3-dioxigenáz 

IL: interleukin 

IUGR: méhen belüli retardáció 

LDH: laktát-dehidrogenáz 

LEPR: leptin receptor 

MBL: mannóz-kötő leptin 

MHC: fő hisztokompatibilitási komplex 
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miRNS: mikroRNS 

MTHFR: metiléntetrahidrofolát-reduktáz enzim 

NK sejt: természetes ölősejt 

PCR: polimeráz láncreakció 

RFLP: restrikciós fragmenthossz-polimorfizmus 

RIN: RNS integritást mutató szám 

RNS: ribonukleinsav 

SNP: egynukleotidos polimorfizmus 

STR: rövid ismétlődő egységek 

VEGF: vaszkuláris endoteliális növekedési faktor 
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1. ELŐZMÉNYEK ÉS IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

1.1. Történeti áttekintés 

 

A kémia, a biokémia és a molekuláris biológia legújabb eredményei 

valamint az egyre korszerűbb laboratóriumi eszközök lehetővé teszik az új 

diagnosztikai módszerek rohamos elterjedését. 

A molekuláris biológia és diagnosztika fejlődésének lendületet adott az 

1970-es évektől kezdődően a restrikciós endonukleáz és a reverz transzkriptáz 

enzimek bevezetése, a Southern blotting, a Northern blotting és a DNS 

szekvenáló módszerek kidolgozása. A széleskörű alkalmazást a polimeráz 

láncreakció (PCR) felfedezése és leírása idézte elő [Saiki és mtsai, 1985; Mullis 

és Faloona 1987]. A felhasználási lehetőségek nagyon tágak, és még 

napjainkban is folyamatosan bővülnek. A módszer elterjedését a PCR során 

használt enzimek minőségének javulása, a „hot-start” bevezetése, azaz a 

polimeráz-enzim ellenanyaggal történő védelme, a thermal cycler készülékek 

minőségének fejlesztése, és a valósidejű PCR bevezetése tette lehetővé. 

A kezdeti diagnosztikai tesztekkel emberi mintákból, elsődlegesen a 

fehérvérsejtekből és a magzatvízsejtekből izolált DNS-t vizsgálták. Később, 

főleg a rákkutatásban, a vérmintákat, a citológiai keneteket és a szövetmintákat 

is felhasználták. A módszerek fejlődésével a vizsgálandó minták köre is 

folyamatosan nő, a sejtek és szövetek mellett napjainkban már magába foglalja a 

„szabad” nukleinsavak (DNS, RNS, miRNS), vagy akár egyetlen sejt (vagy 

blasztomer) vizsgálatát is. 

A primerek és próbák rendszerei is folyamatosan változnak. A 

hagyományos primerek mellett a fluoreszcens festékekkel történő jelölés 

sokszorosára növelte a kimutatási érzékenységet. A jelölt próbák beillesztése a 

primerek közé javította specificitást. A felhasznált próbák kémiája egyre bővül, 

újabb és újabb alkalmazási lehetőségek nyílnak meg. 
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1.2. A PCR módszeren alapuló eljárások fejlődése 

 

A polimeráz láncreakciót Kary Müllis és munkatársai írták le 1985-ben 

[Saiki és mtsai, 1985], ez a módszer forradalmasította a tudományos kutatási és 

a diagnosztikai eljárásokat. E felfedezés elismeréseként 1993-ban a kutatót 

Nobel-díjjal tüntették ki. 

Az eljárás lényege, hogy bármely nukleinsav szekvencia rész, amely jelen 

van a kiindulási mintában megsokszorozható a polimeráz enzim segítségével a 

hőmérséklet megfelelő ciklusos változtatásával. 

A PCR elvégezhető a DNS molekulán oligonukleotid primerek, dNTP, 

hőstabil polimeráz és kofaktorok, mint például magnézium vagy mangán ionok 

jelenlétében a hőmérséklet ciklusos változtatásával. A DNS kettős spirál 

szétválasztásához magas hőfok szükséges, majd a mintát le kell hűteni a 

megfelelő bekapcsolódási hőmérsékletre, hogy a primerek kapcsolódni tudjanak 

a komplementer szekvenciához. Ezt követően a mintát 72 ºC-ra melegítve a 

polimeráz enzim dNTP beépítésével meghosszabbítja a bekapcsolódott primerek 

után következő szekvenciát. 

Az egyes alkalmazások során számos problémát le kellett küzdeni. A 

tanulmányozandó rész megsokszorozása, majd annak elválasztása a kiindulási 

mintától az elmúlt húsz év alatt sokat fejlődött. 

 

1.2.1. PCR és elektroforézis 

 

A PCR a leggyakrabban alkalmazott eljárás a molekuláris biológiával 

foglalkozók körében. A legegyszerűbb módszer a gélelektroforézis, a PCR-t 

követően a keletkezett termék méret szerint elválasztható a gélen, majd a gél 

megfestését követően kiértékelhető a mutatkozó sávok alapján [Vogelstein és 

Gillespie, 1979]. Előnye az egyszerűsége, hátránya viszont, hogy ezen 
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felhasználás során nem lehetséges a kiindulási termék mennyiségének a 

meghatározása, mivel végpont meghatározás történik [Whitman és Dunbar, 

2008]. Az 1. sz. képen a ΔF508 kimutatása látható PCR-t követő elektroforézis, 

majd etidiumbromid festés után. 

 

 

1. sz. kép 

A ΔF508 kimutatása hagyományos PCR módszerrel 

A specifikus primerekkel történő PCR után elektroforézis következett, majd a gél 

etidiumbromiddal lett megfestve. Az. 1. sz. sávban az egészséges egyedből származó 

mintából keletkezett PCR termék (79 bp) látható, az 1’ sz. sávban nem keletkezett PCR 

termék. A 2. sz. sávban a heterozigóta mintából származó 79 bp PCR termék és a 2’ sz. 

sávban a 76 bp PCR termék látható. A 3. sz. sávban lévő ΔF508 homozigóta minta esetében 

nincs amplifikáció, a 79 bp nagyságú PCR fragmentum nem mutatkozik, míg a 3’ sávban a 76 

bp nagyságú termék jól látható. Az M jelű sávban a molekulasúly marker található. (Nagy B. 

és mtsai, 1999) 
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1.2.2. PCR-RFLP 

 

 A módszer négy lépésre tagolódik, a PCR során a kívánt részek 

megsokszorozódnak, ezt követi a szekvencia specifikus restrikciós endonukleáz 

enzimmel emésztés, majd a keletkezett fragmentumok szétválasztása 

elektroforézissel, végül festéssel láthatóvá tétele [Felley-Bosco és mtsai, 1991; 

Pourzand és Cerutti, 1993]. Ezzel a technikával különböző mutációk és 

polimorfizmusok mutathatók ki. Ez a módszer a 90-es években széles körben 

elterjedt, napjainkban átveszi szerepét a szekvencia specifikus próbák 

alkalmazása és a valósidejű PCR. A 2. sz. képen a metiléntetrahidrofolát-

reduktáz C677T polimorfizmusának kimutatása látható PCR-RFLP módszerrel. 

 

1.2.3. Fluoreszcens PCR és DNS fragmens analízis 

 

 A módszer lényege, hogy a PCR során az alkalmazott primer pár egyik 

tagját fluoreszcens festékkel jelölik, ez a jelölés nagymértékben megnöveli a 

kimutatási érzékenységet. Ez a változtatás lehetőséget nyújt a PCR termékek 

korszerűbb elválasztására is, azaz a PCR-t követően a keletkezett 

fragmentumokat kapilláris elektroforézissel elválasztják, méret és szín alapján 

lézer detektorral leolvassák [Mansfield, 1993; Adinolfi és mtsai, 1997; Tóth és 

mtsai, 1998a;1998b]. Különböző fluoreszcens festékeket használnak, ezek 

kombinációival lehetővé válik multiplex PCR végzése. A 3. sz. képen a 

leggyakoribb számbeli kromoszóma rendellenességek kimutatása látható 

fluoreszcens PCR és DNS fragmens analízis módszerrel. 
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2. sz. kép 

A metiléntetrahidrofolát reduktáz C677T polimorfizmus kimutatása PCR-RFLP 

módszerrel, HinfI enzimmel történő emésztéssel 

Az S1 jelölésű sávban egy C677T homozigóta normál CC (198 bp nagyságú 

fragmentum), az S2, S4, S5, S6 és S7 jelölésű sávban homozigóta TT mutáns (175 bp 

nagyságú fragmentum), az S3 jelölésű sávban egy CT heterozigóta minta látható (198 

és 175 bp nagyságú fragmentum). A poliakrilamid gélben megfuttatott PCR termékek 

az elektroforézist követően ezüstnitráttal lettek megfestve. Az MW jelölésű oszlopban 

a molekulasúly marker látható (Nagy B. és mtsai, 2007a). 
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3. sz. kép 

A leggyakoribb számbeli kromoszóma rendellenességek kimutatása fluoreszcens PCR és 

DNS fragmens analízissel 

A képen egy egészséges fiú magzat mintájának elektroforetogramja látható. A minta a 

leggyakoribb számbeli kromoszóma rendellenességek kimutatására alkalmazott STR 

markerekkel diallélikusnak mutatkozott. Az elektroforetogramon a fragmentumok a 

molekulasúlyuknak és az alkalmazott fluoreszcens jelölésnek megfelelően választódtak el 

(Nagy B. és mtsai, 2011b). 

 

1.2.4. Valósidejű PCR 

 

 A hagyományos PCR során a keletkező PCR terméket (amplikon) 

végpont analízissel mérik a reakció sorozat befejezése után, így a kiindulási 

kópiaszám nem számítható ki, ellentétben a valósidejű PCR-ral, ahol minden 

egyes ciklus után a keletkező termék meghatározható. A módszer 

tulajdonképpen a thermal cycler és egy fotométer készülék kombinálása. A 

keletkezett PCR termék mennyiségét minden egyes PCR ciklus után 

fluoreszcens festék, vagy próbák felhasználásával lehet meghatározni. A 
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készülék két részből áll, az egyik a hőmérséklet ciklusos változtatását, a másik 

pedig a fluoreszcens szignál mérését biztosítja az egyes PCR ciklusokat 

követően. A kívánt termék megsokszorozása után bizonyos jelölések esetén 

lehetőség van az olvadási görbe analízis program elvégzésére, amellyel a 

keletkezett termékek pontosan beazonosíthatók, ez az olvadási hőmérséklet (Tm) 

mérésével lehetséges [Lee és mtsai, 2010]. Ennek az eljárásnak még az is az 

előnye, hogy a PCR-t befolyásoló faktorok is nagyon jól tanulmányozhatók 

(mint a primer, próba és a magnézium koncentrációi, valamint a primer kötődés, 

az annealing hőmérséklet és az idő hatása), tehát az egyes paraméterek beállítása 

nyomon követhető, jól látható, hogy az egyes faktorok változtatása mit okoz. Az 

optimalizálás fontos kritériumai a specificitás, a szenzitivitás, a hatékonyság és a 

reprodukálhatóság biztosítása [Edwards és Logan, 2009]. 

Nagyon sokféle thermal cycler készülék került forgalomba az idők során, 

és az alkalmazott kémia is sokat változott. A legismertebb készülékek közé 

tartozik a LightCycler, amelynek első változata 1998-ban került forgalomba. Ezt 

követték az 1.5 és 2.0 variánsai, valamint a LightCycler 480, de elterjedtek az 

Applied Biosystems (ABI 7300; 7500; 7900; ABI StepOne), a Bio-Rad 

(MiniOpticon; MyiQ; Opticron2; Chromo4; IQ5), az Eppendorf (Mastercycler 

ep realplex), a Stratagene (Mx400; Mx3000p; Mx3005P) készülékei is [Edwards 

és Logan, 2009]. 

Az olvadási görbe analízis bevezetése lehetővé teszi a mutációk és a 

polimorfizmusok elkülönítését a PCR-t követően, a minta további laboratóriumi 

módszerrel való feldolgozása nélkül. 

A PCR-t a számtalanszor idézett Saiki és mtsai [1985] által közölt cikket 

megelőzően, már tulajdonképpen 1971-ben leírták, Kleppe és mtsai alkalmazták 

először a DNS polimerázt és az oligonukleotid primereket a kiindulási 

szekvencia megsokszorozására [Kleppe és mtsai, 1971]. 
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Saiki és mtsai-nak az automatizált DNS szintetizáló készülékek 

megjelenésével 1988-ban már könnyebb dolga volt, módszerük elterjedését az 

oligonukleotid szintézis egyszerűsödése is nagyban segítette. Addig, amíg 

minden egyes lépés után friss DNS polimerázt kellett a mintákhoz adni, nagyon 

bonyolult volt az eljárás, 1988-ban a hőstabil enzim megjelenésével a módszer 

felhasználása hatalmas lendületet kapott [Saiki és mtsai, 1988]. 

Kezdetben az egyidejű amplifikáció és a specifikus szekvenciák 

kimutatása etidiumbromid hozzáadásával volt lehetséges. Ez azon alapult, hogy 

az etidiumbromid a kettősszálú DNS-hez kapcsolódik, és UV fény hatására 

fluoreszkál [Higuchi és mtsai, 1992, 1993]. A 1. sz. ábrán a molekula szerkezeti 

képlete látható. A DNS 260 nm, a hozzá kapcsolódott fluoreszcens festék 300 

nm illetve 360 nm hullámhossznál rendelkezik elnyelési maximummal, amely a 

gerjesztés hatására a látható tartományban bocsát ki fényt (590 nm, 

narancspiros). A fluoreszcens szignál növekedése mutatja a keletkező PCR 

termékek mennyiségének növekedését. 

 

 

 

1. sz. ábra  

Az etidiumbromid molekula szerkezete 
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A gyártók is felismerték a valósidejű PCR módszerben rejlő 

lehetőségeket, az Applied Biosystems először az ABI Prism 7700 Sequence 

Detection System készüléket hozta forgalomba. Ezt követte az Idaho 

Technology LightCycler készüléke, amit a Roche Diagnostics később 

megvásárolt. A két készülék elviekben is különböző, a LightCycler egy 32 

kapilláris befogadására alkalmas karusszelt tartalmaz, amelyben a PCR-hoz 

szükséges keveréket tartalmazó kapillárisok helyezhetők el. Az üvegkapilláris a 

gyors hőfelvételt és leadást segíti elő. A készülék a hőmérséklet-változtatást a 

levegő áramoltatásával valósítja meg. 

 Az ABI Prism 7700 készülék nagyobb mintaszámot fogad be, egy 96 

helyes műanyaglemez helyezhető a készülékbe, amely a hagyományos blokk 

típusú hőleadással és felvétellel működik. 

A két készüléket összehasonlítva megállapítható, hogy a LightCycler rendkívül 

gyors ciklusokat tesz lehetővé a levegővel történő hűtés-fűtésnek köszönhetően, 

de alacsonyabb az egyszerre vizsgálható minták száma. 

 Nem csak a készülékek fejlődtek, bővült a reagensek választéka is. Újabb 

és újabb enzimek, PCR keverékek és adalékok kerülnek a piacra. 

A hagyományos PCR során a keletkezett amplikon méretét egyszerű és 

biztonságos módszerrel, elektroforézissel történő elválasztás után határozták 

meg. Azonos méret esetén, vagy egy bázispár különbség kimutatására nem volt 

lehetőség, ezt a valósidejű PCR teremtette meg. Az olvadási görbe analízissel 

akár egy bázispár különbség is kimutatható az olvadási pont alapján, a próbák 

megfelelő megtervezésével. 

 

1.2.4.1. A valósidejű PCR kémiája 

 

Az egyik kulcskérdés, hogy a valósidejű PCR alkalmazása során 

megvalósítható a keletkező termékek monitorizálása. Az erre a célra 

alkalmazható molekulákat két csoportba oszthatjuk, az egyik a DNS-hez 
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kapcsolódó molekulák, vagy más néven a nem-szekvencia specifikus festékek, a 

másik a fluoreszcens festékkel jelölt szekvencia specifikus próbák, vagy 

szekvenciák és ezek variációi [Kubista és mtsai, 2006; Csako, 2006; Lee és 

mtsai, 2009]. 

 

1.2.4.1.1. A DNS-hez kapcsolódó festékeken alapuló kimutatás 

 

 A kezdetben alkalmazott etidiumbromidot felváltották a kedvezőbb 

adottságú molekulák, mint például a SYBRGreen I, amely szintén nem-

specifikusan kapcsolódik a kettősszálú DNS-hez [Becker és mtsai, 1996]. A 2. 

sz. ábrán a molekula szerkezeti képlete látható. Míg az etidiumbromid az 

oldatban nagyon magas alapjelet ad, addig a SYBRGreen I molekula nagyon 

gyenge fluoreszcens szignált bocsát ki, de ez ezerszeresére is megnő, ha a DNS-

hez kapcsolódik. Használják még a BEBO nevű festéket, amely kevésbé 

érzékeny, és a BOXTO festéket is [Mao és mtsai, 2006]. Ismertek még a szintén 

interkaláló cianin festékek, pl. a YO-PRO1 és a thiazole orange (TO). Újabb az 

EvaGreen (Biotium) festék, amely nagy reményeket kelt, lúgos körülmények 

között sokkal stabilabb az előzőekben felsorolt vegyszereknél [Mao és mtsai, 

2007], nem gátolja a PCR-t, és környezetbarát molekula. Kevéssé ismert, hogy 

SYBRGreen I erősen mutagén és genotoxikus vegyület. Lecserélése 

környezetvédelmi szempontból is tanácsos lenne. 

A valósidejű PCR során az elegyből érkező fluoreszcens szignál a jelen 

lévő DNS mennyiségének függvénye. Az egyszerű festékek használatának 

előnye az olcsóságuk, a primerek nem igényelnek külön jelölést, viszont 

hátrányuk, hogy kapcsolódásuk nem specifikus, ezáltal a PCR elegyben 

nemcsak a kívánt termékhez, hanem az összes nem specifikus fragmentumhoz, 

az összes DNS-hez kötődnek. Másik hátrányuk, hogy nem lehet multiplex 

reakciót végezni, mivel a PCR termékek fluoreszcens jele nem különíthető el. 

Az olvadási görbe analízissel a keletkezett termékek azonosítását tudjuk 
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elvégezni, továbbá a kívánt termék mellett a nem-specifikus termékek, az 

esetlegesen keletkező primer-dimerek is megfigyelhetők. Primer-dimerek 

jelenléte esetén módosítani kell a PCR hatékonyságát befolyásoló faktorokon. 

 

 

 

 

 

2. sz. ábra  

A SYBRGreen I molekula szerkezete 

 

1.2.4.1.2. Szekvencia specifikus oligonukleotid próbák  

 

 A DNS-hez kapcsolódó festékek mellett a másik nagyobb felhasználási 

terület a szekvencia-specifikus molekulák, a próbák alkalmazása. A primerek és 

próbák specifikusan kapcsolódnak a célszekvenciához, tehát a nem-specifikus 

termékek nem befolyásolják a mennyiségi meghatározást, továbbá több, 

különböző jelölésű próbával multiplex PCR reakciók is elvégezhetők. 
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Hidrolízis próba (TaqMan próba) 

 A hidrolízis próba fluoreszcens festékkel jelölt egyszálú oligonukleotid 

molekula [Lee és mtsai, 1993; Bassam és mtsai, 1996]. Az első kereskedelmi 

célból készült valósidejű PCR készülék ezt alkalmazta (Applied Biosystems 

7700), talán ezért is terjedt el ilyen jelentős mértékben ez a módszer. A TaqMan 

próba előnye a magas specificitás és a magas jel-zaj (signal-to-noise) arány, 

hátránya viszont a magasabb ár. A TaqMan próba kettősen jelölt, az egyik 

fluoreszcens molekula a próba 5’ végen elhelyezkedikő „gerjeszthető” 

(reporter), mellette a párja, a “quencher“, amely blokkolja a „gerjeszthető” jelét. 

Ezek általában 6 bázispár távolságra találhatók, ez az optimális, ha egymáshoz 

közelebb kerülnek, az energia átadás nem elég hatékony [Heller és Jablonski, 

1987]. A 3. sz. ábrán a TaqMan próbás rendszer működési elve látható. 

 Ezen alkalmazás során a PCR csak két lépésből áll, a primer bekötődés és 

a lánchosszabbítás egy hőmérsékleten történik. A TaqMan 5’-nukleáz próba úgy 

van megtervezve, hogy a Taq polimeráz exonukleáz aktivitása hasítja a próbát, 

ekkor az enzim 5’-től a 3’ irányban szintetizálja meg a komplementer szálat 

[Holland és mtsai, 1991]. A „gerjeszthető” és a „quencher” így elválik 

egymástól, ennek eredményeként a fluoreszcencia szignál detektálhatóvá válik, 

és arányos lesz a mintában lévő amplifikálódott termék mennyiségével. A 

hasítás következtében a „gerjeszthető” molekula felszabadul a gátló hatás alól, 

és a ciklusszám növekedésével egyre több fluoreszcens szignál jelenik meg az 

oldatban. Tehát ez a jelölési rendszer eltér például a FRET-től, hiszen itt a 

bekapcsolódott TaqMan próba hasítódik a PCR során. Ennél a jelölési 

rendszernél a reakció végén általában nem lehetséges az olvadási görbe analízis 

elvégzése. 

 A TaqMan típusú próbák nagyon széles körben használhatók többek 

között a különböző mikróbák és allélok meghatározására [Espy és mtsai, 2006]. 
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3. sz. ábra 

A hidrolízis próbák működési elve 

Az ábrán a hidrolízis próbák egymást követő lépései láthatók, A: denaturálás, B: a primer 

bekötődése, C: lánchosszabbítás, D: a lánchosszabbítás vége. (Roche Magyarország Kft. 

engedélyével) 
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Hibridizációs (FRET) próbák 

 Ez a meghatározási rendszer két specifikus primer mellett még két jelölt 

oligonukleotid próbát tartalmaz, amelyeket FRET (Fluorescence Resonance 

Energy Transfer) próbáknak, vagy Förster energia transzfernek is neveznek 

[Cardullo és mtsai, 1988; Clegg 1992; Lee és mtsai, 2009]. A két jelölt próba 

szekvencia-specifikus bekapcsolódáskor a primer kötődés, az annealing 

folyamán olyan közel kerül egymáshoz, hogy a fluoreszcens rezonancia energia 

transzfer a gerjesztettről (donor) a detektáltra (acceptor) végbemehet. A 

folyamat lényege, hogy a megvilágított donor által a hosszabb hullámhosszon 

kibocsátott fény a második fluorofor molekula elnyelési tartományába esik, 

amely gerjesztődik és fényt ad ki, ezt méri a valósidejű PCR készülék 

fotométere (4. sz. ábra). Ezen a felhasználási területen a PCR reakció három 

lépésből áll, a lánchosszabbítás lépés végén történik a keletkezett termékek 

mérése. A PCR során a primerek bekötődésekor a próbák is bekötődnek, annyi, 

ahány jelölhető termék van jelen, így ciklusról ciklusra növekszik a szekvencia-

specifikus jel. Olvadási görbe analízissel lehetőség nyílik a mutációk és 

polimorfizmusok kimutatására, az 5. sz. ábrán a metiléntetrahidrofolát reduktáz 

C677T meghatározása látható. 

Ez a rendszer alkalmas mennyiségi analízisre, polimorfizmusok, mutációk 

nagyérzékenységű kimutatására [Kopper és mtsai, 2009; 2011]. 
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4. sz. ábra  

A FRET próbák működési elve 

Az ábrán a FRET próbák egymást követő lépései láthatók, A: denaturálás, B: primer 

bekötődés, C: lánchosszabbítás, D: lánchosszabbítás vége (Roche Magyarország Kft. 

engedélyével). 
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5. sz. ábra 

A metiléntetrahidrofolát reduktáz C677T kimutatása primer-próba rendszerrel 

Az ábrán egy homozigóta normál (CC)(lila görbe), egy heterozigóta (CT) (zöld görbe) és egy 

homozigóta mutáns minta (TT) (kék görbe) olvadási görbe analízisének a képe látható [Nagy 

és mtsai, 2007c]. 

 

 

Molecular Bacon próba 

 A rendszer a TaqMan próbákhoz hasonló, a „gerjesztett” és párja, a 

„quencher” fluoreszcens molekulákat tartalmaz, ezek azonban a bekötődés után 

nem hasítódnak el. Ha a komplementer szekvenciához kapcsolódnak, akkor 

bekötve kiegyenesednek, így a „quencher” eltávolodik, és a jel kimutatható lesz 

[Marras és mtsai, 2006]. A 6. sz. ábrán a molecular Bacon típusú próbák 

működési elve figyelhető meg. 
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6. sz. ábra 

A molecular Bacon típusú próbák működési elve 

A „gerjesztett” és a „quencher” egymás mellett helyezkedik el a hurok szárában, a 

termékspecifikus nukleotidok alkotják a hurkot a komplementer szekvenciához 

bekapcsolódva, a „gerjesztett” és a „quencher” szétválik, és az előbbi fényt ad ki (Roche 

Magyarország Kft. engedélyével). 

 

Skorpió próba 

 Ez a típus az előzőhöz hasonlóan szintén hurkot képez, amely az 

összetapadt végeivel közrefog egy PCR termékspecifikus szakaszt, és tovább 

folytatódik egy kovalensen kötött PCR-blokkolón keresztül egy primerrel. Tehát 

tulajdonképpen egy molecular Bacon és egy primer kombinációja. A primer 

meghosszabbításakor a másolt szakasz komplementer a hurokban lévő 

szakasszal, a másolás végén a hurokban lévő szakasz előbújik, és hibridizál a 

primer meghosszabbított PCR termékére. A blokkoló így eltávolodik a 

detektálható fluoreszcens molekulától, és jelet ad [Kopper és mtsai, 2009]. 

A 7. sz. ábrán a skorpió próba működési elve látható. Ezt a próbát K-RAS és 

EGFR kimutatására alkalmazzák. Az 1. sz. táblázatban a leggyakrabban 

alkalmazott „reporter” és „quencher” kombinációk figyelhetők meg. 

               dc_254_11



26 

 

 

 

 

7. sz. ábra 

A skorpió próba működési elve 

A „gerjesztett” és a „quencher” egymás mellett helyezkedik el a hurok szárában, a 

termékspecifikus nukleotidok a hurkot alkotják, az meghajolva bekapcsolódik a 

komplementer szekvenciához, a „gerjesztett” és a „quencher” szétválik, és az előbbi fényt ad 

ki (Roche Magyarország Kft. engedélyével). 
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1. sz. táblázat 

A leggyakrabban alkalmazott „reporter” és „quencher” kombinációk 

 

Gerjeszthető molekulák   Gátló molekulák 

FAM  BHQ1, DABCYL, TAMRA 

TET  BHQ1, DABCYL 

HEX  BHQ1, BHQ2, DABCYL 

TAMRA  BHQ2, DABCYL 

Texas Red  BHQ2, BHQ3, DABCYL 

ROX  BHQ2, BHQ3, DABCYL 

Cy5  BHQ2, BHQ3 

 

 

 

1.2.4.2. Mennyiségi meghatározások 

 A valósidejű PCR abszolút és relatív meghatározásokat tesz lehetővé. A 

módszer alkalmas a kiindulási és az összes keletkezett termék mérésére. 

 

Abszolút mennyiségi meghatározás 

 A valósidejű PCR során a mennyiségi meghatározás a ciklusszám és a 

fluoreszcens szignál mérésével történik, amikor ez utóbbi eléri a ”threshhold” 

szintet, vagy annak második derivatívját. Ez a ciklusszám arányos a mintában 

lévő eredeti kiindulási kópiaszámmal. Tehát a Ct értékeket összehasonlítva a 

nukleinsavak mennyisége meghatározható, mivel a Ct érték arányos a mintában 

található keresett szekvencia mennyiségével. Minél több a kiindulási mintában a 

célmolekula, annál kisebb a Ct érték. 

Egyéb alkalmazási lehetőség például a mintában lévő baktérium, vírus és 

protozoa számának meghatározása ismert mennyiségű kontrollokhoz 

viszonyítva. 
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Relatív mennyiségi meghatározás 

Az expressziós arányok összehasonlításával lehetséges a relatív 

mennyiségi mérés, a meghatározandó gén mellé szükséges egy háztartási gén 

beillesztése, továbbá ismert kontroll minták beiktatása is. Például, ha tumoros 

mintában szeretnénk megkapni valamely tumorra jellemző gén expresszióját, 

akkor ki kell választani egy háztartási gént, amelyhez viszonyítjuk a 

meghatározandó gén expresszióját. A pontos koncentrációk méréséhez egy 

ismert DNS tartalmú oldatból készítenek higításokat, erre a célra leggyakrabban 

a beta-globin gént használják. 

 

1.2.4.3. A valósidejű PCR alkalmazási lehetőségei 

1.2.4.3.1. Klinikai mikrobiológiai alkalmazás 

 Az első PCR-on alapuló módszerek klinikai mikrobiológiai alkalmazása 

során a különböző mikróbák kimutatása a PCR-t követő elektroforézissel történt, 

ami szerény specificitást és szenzitivitást eredményezett. A specificitást 

Southern blotting módszerrel, szilárd fázisú hibridizációval sikerült megnövelni, 

amely viszont nagyon idő- és munkaigényes eljárás. A különböző 

laboratóriumok között a módszer standardizálása is nehézkes volt. Az egész 

folyamat akár két-három napot is igénybe vett, és nagyobb mennyiségű terméket 

igényelt. 

 A PCR-ELISA módszer bevezetése meggyorsította a kimutatást, azonban 

ez még mindig bonyolult volt, az amplifikált termékekkel való manipuláció 

megnövelte a PCR-t követő kontamináció lehetőségét, ami a téves pozitív 

eredmények számában mutatkozott meg. A kvantitatív PCR megteremtése a 

különböző patogének kimutatását tette lehetővé (2. sz. táblázat). 
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2. sz. táblázat 

Az obligált patogének kimutatása valósidejű PCR módszerrel 

 

Patogének       Irodalom 

Gombák 

Melanospora medusae    Boyle és mtsai, 2005 

Synchytrium endobioticum   van den Boogert és mtsai, 2005 

Baktériumok 

Chlamydia pneumoniae    Kuoppa és mtsai, 2002 

Erlichia species     Doyle és mtsai, 2005 

Burkholderia species    Ulrich és mtsai, 2006 

Coxiella burnetii     Klee és mtsai, 2006 

Neisseria gonorrhoeae    Tobiason és Seifert, 2006 

 

Protozoa 

Toxoplasma gondii    Chabbert és mtsai, 2004  

     

 

A mikrobiológiai alkalmazásoknál a minőségellenőrzés az egyik kulcskérdés. A 

megfelelő pozitív és negatív kontrollok beiktatása a vizsgálat elvégzése során 

rendkívül fontos követelmény. A pozitív kontrollok figyelésével a 

reprodukálhatóság is nyomon követhető. 
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A valósidejű PCR bevezetése jelentősen megkönnyítette a fertőzések 

kimutatását, elősegítette a betegek hatékonyabb kezelését, a kezelés 

hatékonyságának nyomonkövetését [Espy és mtsai, 2006]. A klinikai genetikai 

tanácsadásokon gyakran merül fel igény a Toxoplasma gondii, a CMV és a 

rubeola kongenitális fertőzés kimutatására. 

 

1.2.4.3.1.1. A Toxoplasma gondii kimutatása 

1.2.4.3.1.1.1. A kórokozó 

A Toxoplasma gondii (T. gondii) a protozoonok közé tartozó obligált 

intracelluláris parazita, amely a toxoplazmózis nevű betegség okozója. Az általa 

okozott fertőzés gyakran tünetmentes, illetve csak enyhe tüneteket okoz. 

Rendszertanilag az Apicomlexa törzsbe sorolható, melynek tagjaira a polarizált 

sejtszerkezet a jellemző, a fertőző alakoknál egy ún. apikális komplex figyelhető 

meg a sejt csúcsi részén, amelynek feladata a gazdaszervezetbe történő 

behatolás megkönnyebbítése [Dubey és mtsai, 1998; Béládi és Nász, 1993]. 

Rokonságában több más emberi és állati patogén egysejtű is található, így a 

Plasmodium (malária kórokozója), a Cryptosporidium bélparazita, az Eimeria (a 

csirke coccidiózis okozója), vagy a Sarcocystis. 

 

1.2.4.3.1.1.2. A kongenitális toxoplazmózis 

 

Terhes nők esetében a parazita a magzatot is megfertőzheti, és súlyos 

elváltozásokat idézhet elő [Stray-Pedersen, 1993; Wong és Remington, 1994]. 

Ha az anya a terhessége előtt 4-6 hónappal, vagy még korábban fertőződött meg, 

akkor az immunrendszer megakadályozza a vertikális transzmissziót [Tenter és 

mtsai, 2000]. Ezzel szemben, ha a primer fertőzésen a terhessége alatt esik át, a 

kórokozó a placenta sejtjeit is megfertőzve, majd azokon átjutva a magzatot is 

megfertőzheti [Wong és Remington, 1994]. 
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Ha a kórokozó a terhesség idején kerül az anya szervezetébe, akkor kb. 

40-50% a valószínűsége annak, hogy a kórokozó átjut a méhlepényen. A 

magzati fertőzés kockázata függ a magzat korától, a 11-14. terhességi héten ez 

7,2%, a 31-34. terhességi héten viszont már 67%-ra növekszik [Vidigal és mtsai, 

2002]. A sejtes és humorális immunitás csak a 9-15. terhességi hét között kezd 

kialakulni a magzatban, ez a kongenitális toxoplazmózis kialakulását segítheti 

elő [Papp, 1999]. Nehezíti a fertőzés felismerését, hogy a kongenitális fertőzés 

tünetei legtöbbször nem fedezhetők fel a szüléskor. A szem és az agy 

érintettsége általában csak a csecsemő-, vagy a gyermekkor idején derül ki. A 

terhesség folyamán minél későbbi terhességi korban fertőződik az anya, annál 

nagyobb a magzatra való átvitel valószínűsége. Remington és Desmonts [1990] 

kimutatták, hogy a kórokozó placentán történő átjutásának valószínűsége a 

terhesség első harmadában kb. 10%, viszont az utolsó két terhességi héten már 

kb. 90% [Remington és Desmonts, 1990; Desmonts és Couvreur, 1994]. 

Ha a fertőzés az első trimeszterben történik, akkor a kongenitális 

toxoplazmózis súlyos klinikai következményekkel járhat, pl. spontán vetélés, 

intrauterin elhalás, a központi idegrendszer megbetegedései (microcephalia, 

hydrocephalus, meszesedések az agyban, chorioretinitis), izolált 

rendellenességek (süketség, microphtalmia, alacsony intelligencia-hányados), 

ritka formák közül az agytumor [Lin és mtsai, 2000; Machay, 1995]. Ha a 

fertőzés a második trimeszterben, vagy utána következik be, akkor a betegség 

sok esetben tünetmentes (85%-ban), hatása csak később jelentkezik. Ekkor is 

elsődleges az idegrendszer érintettsége, chorioretinitis is kialakulhat, de a 

gyermek akár epilepsziás, vagy mentálisan retardált is lehet. 

A klinikai tünetek súlyossága a magzatvíz parazitatartalma alapján is 

megbecsülhető, minél több parazita mutatható ki a magzatvízből, annál 

súlyosabb tünetek jelentkezhetnek [Romand és mtsai, 2004]. 
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A parazitaszám meghatározásnak ezért nagy jelentősége van a genetikai 

tanácsadás során. A fertőzött anyák antibiotikummal történő kezelése alapvető 

fontosságú kongenitális toxoplazmózis esetén. 

 

1.2.4.3.1.1.3. A T. gondii diagnosztizálása 

Indirekt módszerek 

A szerzett és a kongenitális toxoplazmózis diagnosztikájában a szerológiai 

vizsgálatok jelentik az első lépést. 

 

Az ellenanyag profil változása a fertőzés folyamán 

IgM típusú ellenanyagok kimutathatók már a fertőzést követő egy héten 

belül, szintjük egy hónap múlva éri el maximumát. Ez a típusú ellenanyag nem 

jut át a méhlepényen, mivel a mérete nagy, a szerkezete pentamer. A 

köldökzsinórvérből, vagy az újszülött véréből kimutatott IgM titer szintén 

jelezheti, hogy a kórokozó átjutott a placentán. Bonyolítja a helyzetet, hogy 

sokszor nem sikerül a fertőzött újszülött savójából az IgM ellenanyagot 

kimutatni, ez valószínű azért van, mert a magzatba átjutott anyai IgG elnyomja a 

toxoplazmával szembeni magzati IgM immunválaszt [Guerina és mtsai, 1994]. 

Az IgG típusú ellenanyagok a fertőzést követő második, harmadik héten 

jelennek meg, szintjük 2-6 hónap alatt éri el a maximumát. Méretük lehetővé 

teszi, hogy a méhlepényen is átjussanak. Magzati jelenlétük csupán régi anyai 

fertőzést igazol. 

Az IgA típusú ellenanyagok is kimutathatók, szintén korán, már az első 

héten, mivel a fertőződés orálisan, a fertőzött étellel lenyelt cisztákkal vagy 

oocisztákkal következik be, amelyek forrásául szolgálnak a szekretoros IgA 

termelődésének. A parenterális immunizáció vagy infekció szintén kiválthatja 

ennek az ellenanyagnak a keletkezését [Gross és mtsai, 1992]. 
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3. sz. táblázat 

A Toxoplasma gondii fertőzés kimutatása szerológiai módszerrel 

 

Ellenanyag típus  Kimutathatóság   Placentán átjut 

IgM    1-4 hét     nem 

IgA    2-4 hét     nem 

IgG    2-6 hónap     igen 

 

Az IgG típusú ellenanyagok kimutathatók a Sabin-Feldman teszttel [Sabin 

és Feldman, 1948], indirekt fluoreszcens ellenanyagteszttel [Szénási és mtsai, 

1997], indirekt hemagglutinációs teszttel, komplementkötési reakcióval [Csóka, 

1976], agglutinációs vizsgálatokkal, enzim-immunoassay-vel [Pinon és mtsai, 

1987] és aviditás vizsgálatokkal [Lappalainen és mtsai, 1992]. 

Az IgM típusú ellenanyagok indirekt fluoreszcens ellenanyagteszttel és ELISA 

módszerrel, az IgA típusú ellenanyagok pedig enzim-immunoassay módszerrel 

detektálhatók. A 3. sz. táblázatban a különböző ellenanyagok kimutathatósága 

látható. 

 

Direkt módszerek 

 A direkt módszerek a kórokozó közvetlen kimutatásán alapulnak. Ez 

történhet a különböző testnedvek állatokba való oltásával [Desmonts és mtsai, 

1985], vagy azok szövettenyészetbe való keverésével [Shepp és mtsai, 1985], 

ezek az eljárások azonban idő- és munkaigényesek, így kevésbé elterjedtek. 

 A kórokozó örökítő anyagának diagnosztizálása az 1990-es évektől 

kezdődően fokozatosan terjedt el. A parazita gyors és érzékeny detektálását 
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teszik lehetővé a molekuláris biológiai módszerek, amelyek bevezetésével, így a 

PCR módszer elterjedésével lehetőség nyílik a toxoplazmózis meghatározására 

különböző klinikai mintákból (magzatvíz, vér, liquor, szöveti biopszia, stb.) 

[Pelloux és mtsai, 1998; Bretagne és Costa, 2006]. 

A PCR során keletkezett termékek kimutatása történhet az 

elektroforézisen alapuló elválasztást követő festéssel, etidiumbromid 

felhasználásával. Ez az eljárás a modernebb technikák kidolgozásával háttérbe 

került, a festék magas karcinogén és mutagén hatása miatt is egyre kevésbé 

alkalmazott. 

Alternatív megoldást jelentett a fluoreszcens PCR és DNS fragmens 

analízis, mely során az amplifikációhoz használt primer pár egyike fluoreszcens 

festékkel jelölt, és a keletkezett termék kapilláris elektroforézissel mutatható ki. 

További előrelépés mind az érzékenység, mind a megbízhatóság és 

gyorsaság terén a kvantitatív valósidejű PCR bevezetése a T. gondii 

kimutatására [Bell és Ranford-Cartwright, 2002]. Ennek a módszernek nagy 

előnye, hogy lehetőséget teremt az eredeti mintában lévő kórokozók számának 

meghatározására. 

 

1.2.4.3.2. SNP meghatározás 

 

 Az egynukleotidos polimorfizmus (SNP) olyan DNS szekvencia variáció, 

amely egyes egyének között figyelhető meg. Az allél szekvencia variáció akkor 

tekinthető polimorfizmusnak, ha az emberi populációban egy allél egy 

lókuszban 1%-nál nagyobb arányban fordul elő. A különböző gén 

polimorfizmusok összefüggésbe hozhatók betegségekre való érzékenységgel, 

vagy különböző gyógyszerekre való válasszal is. Több SNP együttes 

tanulmányozása szintén értékes információkat adhat egyes betegségek 

kialakulásának tanulmányozásához. 

               dc_254_11



35 

 

A valósidejű PCR és az azt követő olvadási görbe analízis lehetővé teszi a 

nagyon kicsi szekvencia különbségek kimutatását, akár egy bázispár különbség 

is kimutatható a primerek-próbák megfelelő megtervezésével. Az alkalmazott 

fluoreszcens próbákat úgy kell megtervezni, hogy legalább 5ºC különbség 

mutatkozzék az olvadási görbe analízis során a kétfajta termék között, így azok 

biztonsággal elkülöníthetők. A hibridizációs próbák mellett a Taqman próbákat 

(hidrolízis próbák) is széleskörűen alkalmazzák. 

 

1.2.4.3.2.1. A számbeli kromoszóma rendellenességek kimutatása (a 21. 

kromoszóma triszómiája) 

A valósidejű PCR módszer alkalmas a kromoszómák számbeli 

rendellenességeinek a kimutatására SNP markerek felhasználásával. Az 

autoszomális triszómiák leggyakoribb formája a 21-es triszómia (Down 

szindróma), amelynek előfordulási gyakorisága 1/700. Az esetek zömében, kb. 

95%-ban ez egyszerű triszómia, ami meiotikus non-diszjunkció eredménye és 

anyai eredetű, a többi transzlokáció (4%) és mozaik (1%) [Schuler, 1968; Papp 

és mtsai, 1977; Méhes 1966; Dobos és Papp, 1995; Nagy B. és mtsai, 2002; 

ACOG 2007]. 

Érdekes megfigyelés, hogy a Down szindróma előfordulási gyakorisága a 

35. anyai életévtől kezdődően exponenciálisan nő. A demográfiai adatok 

összegyűjtése eredményezte, hogy az előfordulási gyakoriságot pontosan meg 

tudják határozni az egyes populációkban, Penrose már 1934-ben leírta ezt az 

összefüggést. Az anyai életkort ötéves intervallumokban tüntette fel a Down 

szindróma előfordulási gyakoriságával. Megállapítása napjainkban is érvényes 

[Hecht és mtsai, 1996]. Igaz viszont, hogy Collmann és Stoller [1962] 

tanulmánya előbbre hozta ezt a határt 30-34 év közötti korra. Részletes 

tanulmányt készítettek Hook és Chambers [1977], és arra a megállapításra 

jutottak, hogy a 20-30 éves anyai életkor között lineárisan nő a rizikó, viszont 33 
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éves kortól már exponenciálisan. Ezen tanulmányok eredményei ellenére a mai 

gyakorlatban is a 35 éves kor maradt a határkő a klinikumban Magyarországon. 

Más aneuploid esetek is összefüggést mutatnak a magasabb anyai életkorral, 

mint pl. a 18-as és 13-as kromoszóma triszómiái, a Klinefelter szindróma és a 

XXX szindróma. 

A különböző szűrési módszerek bevezetése segítette a Down szindrómás 

magzatok kiszűrését főként a 35 év feletti várandósoknál. A Down szindrómás 

újszülöttek a többszöri ultrahang és biokémiai marker vizsgálatok ellenére 

inkább a fiatalabb szülőktől származnak. 

 A pontos emberi kromoszómakészletet 1956-ban határozták meg [Tijo és 

Levan, 1956; Ford és Hamerton, 1956]. A citogenetika iránti érdeklődés 

megnövekedését idézte elő a Lejeune és mtsai [1959] által leírt megfigyelés, 

mely szerint egy konkrét betegség kapcsolatba hozható az eltérő számú 

kromoszóma szerelvénnyel, azaz a Down szindróma kialakulását a 21. 

kromoszóma triszómiája okozza. Egy évvel később közölték le, hogy a 18. 

kromoszóma triszómiája az Edwards kórt, és a 13. kromoszóma triszómiája a 

Patau kórt okozza [Edwards és mtsai, 1960; Patau és mtsai, 1960; Méhes és 

mtsai, 1971]. Ezek a megfigyelések elősegítették a citogenetikai vizsgálatok 

gyors elterjedését. A prenatális diagnosztikában való alkalmazás Steele és Breg 

[1966] nevéhez fűződik, akik a magzatvízsejteket tenyésztették, majd azokból 

kariotipizálást végeztek. 

 Az eltelt közel 50 év ellenére a kariotipizálás maradt a legelfogadottabb 

módszer a kromoszóma rendellenességek kimutatására [ACOG, 2007]. Az 

elkészített kariogram a számbeli és a szerkezeti elváltozásokat is kimutatja. 

Hátránya, hogy a vizsgálat élő sejteket igényel, fertőzött minta esetén nem 

alkalmazható, valamint hosszú idő telik el a minta levétele és az eredmény 

kiadása között. Ezeket a problémákat oldotta meg a fluoreszcens PCR és DNS 

fragmens analízis (F-PCR), amely a kromoszómákon elhelyezkedő kis 

ismétlődő egységeket (small tandem repeats, STR) használja fel diagnosztikai 
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célokra. Ezek lehetnek 2-7 bázispár hosszúságú egységek, amelyek nagy 

heterogenitást (70-90%) mutatnak a populációban. A PCR során keletkezett 

fragmentumok területi aránya alapján lehet következtetni a triszómiák 

jelenlétére. Az elmúlt 15-20 évben a fluoreszcens PCR és DNS fragmens 

analízis megbízható módszernek bizonyult a leggyakoribb számbeli 

kromoszóma rendellenességek kimutatására, a bizonytalan kariotipizálási 

eredmények megerősítésére. Ehhez a meghatározáshoz nem szükséges élő sejt, 

nem igényel hosszadalmas tenyésztést, így a vizsgálat gyors és ismételhető. A 

módszert Londonban, Leedsben és Grazban működő csoportok után a 

Semmelweis Egyetem I. Sz. Szülészeti és Nőgyógyászati Klinikán, a világon 

negyedikként vezettük be [Tóth és mtsai, 1998a; 1998b; Findlay és mtsai, 1998]. 

 Az egynukleotidos polimorfizmus (SNP) markerek felhasználásával a 

valósidejű PCR bevezetése újabb lehetőségeket nyitott meg, többek között a 

számbeli kromoszóma rendellenességek kimutatására is alkalmas. Az olvadási 

görbe analízis során az egyes SNP-k területi arányát összehasonlítva lehet 

következtetni a triszómia jelenlétére. Mivel az SNP maximum 50%-os 

heterogenitást mutathat, jóval több marker használata szükséges az egyes 

kromoszómákon ahhoz, hogy megbízható eredményt adjanak ki a 

laboratóriumok. A vizsgálat előnye a gyorsasága és egyszerű ismételhetősége. 

 

1.2.4.3.2.2. Egynukleotidos polimorfizmus és a betegségek kialakulása közötti 

összefüggés. A VEGF polimorfizmus és a terhességi patológia 

 Az egynukleotidos polimorfizmus kimutatásának másik alkalmazási 

lehetősége, hogy egyes betegségek összefüggésbe hozhatók azok előfordulási 

gyakoriságával. Ezek közül a vaszkuláris endoteliális növekedési faktor (VEGF) 

egynukleotidos polimorfizmusa több betegség kialakulásával kapcsolható össze. 

A VEGF az egyik angiogén faktor, amely elsődleges szabályozója az endotél 

sejtek proliferációjának [Gargett és Rogers, 2001; Watson és mtsai, 2000; 

Galazios és mtsai, 2009]. Fontos szerepe van a vaszkulogenezisben és a  
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vaszkuláris permeabilitásban [Gargett és Rogers, 2001]. A VEGF gén egy 14 kb 

nagyságú molekula, amely 8 exont és 7 intront foglal magába [Vincenti és mtsai, 

1996]. A VEGF-t számos sejt termeli, többek között a citotrofoblasztok. 

Termelődése hypoxiával is előidézhető. Bár a hypoxia-indukálta faktor (HIF) – 

von Hippel-Lindau (VHL) fehérje rendszernek van a legfontosabb szerepe a 

VEGF-expresszió szabályozásában, az onkogének szintén fokozhatják a VEGF 

termelődését, ideértve az aktivált epidermális növekedési faktor receptort 

(EGFR), a RAS-t és az erbB-2/Her2-t [Ferrara és mtsai, 2003]. 

A terhesség során a VEGF jelentős szerepet játszik a trofoblasztok 

proliferációjában és az embrió vaszkularizációjában. Szövettani tanulmányok a 

normálistól eltérő angiogenezist írtak le préeklampsziában (PE) és HELLP 

(Hemolysis, Elevated Liver enzymes, and Low Platelet count) szindrómában 

szenvedő betegek placentáiban. A placentáris iszkémia, az oxidatív stressz és az 

anyai-magzati immun-maladaptáció egyaránt szerepet játszik a PE 

kifejlődésében [Galazios és mtsai, 2009; Redman 1991]. A sekély 

endovaszkuláris trofoblaszt invázió a spirális artériákban és az általános 

endoteliális sejt diszfunkció két kulcsfontosságú szereplő a PE kifejlődésében 

[Dekker és Shibai, 1998]. Ezért került a kutatások fókuszába a VEGF molekula 

és SNP polimorfizmusainak a tanulmányozása, a vaszkularizációban, illetve 

egyes betegségek kialakulásában betöltött szerepe [Renner és mtsai, 2000]. 

Papazoglou és mtsai [2004] a VEGF C-2578A, a G-634C és a C+936T, míg 

Bányász és mtsai [2006] a C-2578A és a G-405C egynukleotidos 

polimorfizmusokat (SNP) tanulmányozták PE-ban szenvedő betegek 

csoportjában. 

A VEGF egynukleotidos polimorfizmusát nem vizsgálták HELLP 

szindrómában szenvedő várandós nők mintáiban. 
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1.2.4.3.3.Deléció kimutatása (ΔF508) 

A valósidejű PCR olyan betegségek kimutatására is felhasználható, 

amelyeket deléció okoz. A megtervezett primer-próba rendszerrel a keletkezett 

termékek olvadási hőmérséklet (Tm) különbsége alapján kimutatható például a 

cisztás fibrózist okozó ΔF508. 

A cisztás fibrózis (v. cisztikus fibrózis, régebbi nevén mucoviscidosis) a 

leggyakoribb autoszomális recesszív módon öröklődő, halálos kimenetelű 

genetikai betegség a kaukázusi populációban [Endreffy és mtsai, 1992; Fekete és 

mtsai, 1992; Németi és mtsai, 1992; NIH Consenus, 1997]. A betegségre már a 

középkorban találunk utalásokat, német népköltészeti alkotásokban olvashatunk 

a sós ízű verejték és a korai halál kapcsolatáról. A meconiumos ileuszt 1905-ben 

írta le Carl Landsteiner [Busch R, 1990]. A diagnózist sokszor ebből állapították 

meg, amíg korszerűbb módszerek nem álltak rendelkezésre. 

 A betegség pontos klinikumát és patológiáját az 1930-as évek végén 

Guido Fanconi és mtsai írták le, megfigyelték a cisztás fibrózis és a 

hasnyálmirigy betegségének kapcsolatát is [1936]. A cisztás fibrózis fő 

jellemzőit Andersen határozta meg 1938-ban [Andersen, 1938]. A 

mucoviscidosis elnevezés Farber nevéhez fűződik, aki megállapította, hogy az 

exocrin mirigyek által termelt kóros váladék felelős a betegség tüneteinek 

kialakulásáért [Farber, 1945]. A cisztás fibrózis leglényegesebb diagnosztikai 

módszere napjainkban is a verejték klór és nátrium koncentrációjának 

meghatározása, ami Di Sant’Agnese nevéhez fűződik [1953]. 

A cisztás fibrózis szinte minden szövetet érint. A külső elválasztású 

mirigyek kivezető csövét szívós nyák zárja el, amelyben a kórokozók könnyen 

megtelepedhetnek [NIH Consensus, 1997]. A mirigyek szövetei cisztikusan 

degenerálódnak, és funkiójukat nem tudják ellátni. A légutakban lerakódott 

szívós váladék következtében a krónikus obstruktív tüdőbetegség és a 

hasnyálmirigy elégtelenség a leggyakoribb. A testnedvekben emelkedett 
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kloridion koncentráció figyelhető meg. A betegség lefolyása krónikus jellegű, 

progresszív, több szervet érintő. A cisztás fibrózisban szenvedő betegek sorsát 

döntően a tüdők állapota határozza meg. Az intrauterin életben a belekben 

kialakult meconiumból a nyák besűrűsödése miatt meconiumdugasz alakulhat 

ki. 

A cisztás fibrózis kialakulásáért felelős gént a 7-es kromoszómára 

lokalizálták 1985-ben [Riordan és mtsai, 1989]. A betegség kialakulásáért 

felelős 27 exonból álló cisztikus fibrózis transzmembrán regulátor gént (CFTR), 

amely 230.000 bp hosszú, 1989-ben írták le. A gén egy 1480 aminosavból álló 

proteint, a cisztás fibrózis transzmembrán regulátor fehérjét kódolja. A cisztás 

fibrózis kialakulásának leggyakoribb oka a CFTR gén 10. exonjában lévő 3 

bázispár (CTT) deléciója, melynek következtében a fehérje 508. aminosavja, egy 

fenilalanin kiesik. Ezért nevezik ezt a mutáns gént delta F508-nak. Európában 

ez a mutáció felelős a megbetegedések kb. 60-70%-áért. A magyarországi 

mutáció vizsgálatok eredményéről 1996-ban jelent meg összefoglaló közlemény, 

mely alapján a delta F508 mutáció gyakorisága hazánkban 63,3% [Németh és 

mtsai, 1996]. 

A CFTR génben eddig közel 1400 féle mutációt találtak [Kerem és mtsai, 

1989; Riordan és mtsai, 1989]. A cisztás fibrózis hazai előfordulási gyakorisága 

kb. 1:2500 élve születés. A génhordozók gyakoriságából következően 

Magyarországon minden 625. házasságkötés két heterozigóta között történik. A 

prenatális diagnosztika azokban a családokban lehetséges, ahol ismert a 

mutáció, így évente kb. 35-40 új beteg megszületésével lehet számolni. A 

betegség előfordulásának gyakorisága indokolttá tette a szűrővizsgálat 

bevezetését. A szűrés bevezetése mellett szólt, hogy a korai diagnózis és kezelés 

javítja a későbbi prognózist. 

Újszülöttkori szűréseknél a bevált alkalmazott módszer a széklet fehérje 

és tripszin koncentrációjának meghatározása, mivel a verejtéktesztet nehéz 

alkalmazni a klinikai gyakorlatban. A fehérjetartalom magas, a tripszin szintje 
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viszont alacsony cisztás fibrózis esetében. A betegségben szenvedő újszülöttek 

10-15 %-ának a hasnyálmirigye nem működik kórosan, tehát náluk álnegativitás 

mutatkozik. Az Amerikai Egyesült Államokban az immunoreaktív tripszinogén 

vérteszt alkalmazása terjedt el az általános szűrésre. A tripszinogént a 

hasnyálmirigy termeli, szintje a kivezetőmirigy váladékának elvezetési 

akadályoztatása miatt magas lesz. 

A cisztás fibrózis tüneteit már újszülött- és csecsemőkorban szűrések 

nélkül is diagnosztizálják, az érintett családokban érdemes a kiváltó genetikai 

eltérést meghatározni és további gyermekvállalás esetén magzati diagnosztikát 

végezni [Németi és Papp, 1995]. 

A PCR módszert az 1990-es évek elejétől alkalmazzák a cisztás fibrózist 

okozó mutációk kimutatására [Doherty és mtsai, 1997; Endreffy és mtsai, 1992; 

Fekete és mtsai, 1992; Wittwer és mtsai, 1993]. A fluoreszcens-PCR-t néhány 

évvel később vezették be, mivel ez a módszer egyszerűbb és érzékenyebb 

kimutatást tesz lehetővé. Magyarországon is már legalább 15 éve alkalmazzuk 

[Nagy és mtsai, 1999; 2000a]. A valósidejű PCR és olvadási görbe analízist, 

amely lehetővé teszi a gyors és biztonságos mutáció kimutatást, az utóbbi 

években alkalmazzák ebből a célból [Gundry 1999; 2001; 2003; Kamory és 

mtsai, 2004; Nagy B. és mtsai, 2006b; 2007d]. 

 

1.2.4.3.4. Génexpresszió meghatározás (CD24) 

 A valósidejű PCR alkalmas génexpresszió meghatározására is. Ez lehet 

egy kiválasztott gén, vagy lehetnek olyan gének, amelyek a microarray 

vizsgálatok során eltérést mutattak, és a kapott eredmények igazolása szükséges. 

 A CD24 egy kis molekulasúlyú, 27 aminosavból álló, erősen glikolizált, 

mucinhoz hasonló sejtfelszíni fehérje [Kristiansen és mtsai, 2004a; 2004b]. Ezt 

a molekulát egérben fedezték fel az 1970-es években mint hőstabil antigént. 

Később emberben is leírták [Kay és mtsai, 1991]. A CD24 magas expresszióját 
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figyelték meg különböző hematopoetikus sejtpopulációkban, főként a B 

limfocitákban, neutrofil granulocitákban, keratinocitákban, továbbá a vese 

tubuláris epitheliumában, különböző tumorokban, így B-sejtes limfómákban, 

veserákban, hólyagrákban, mellrákban és epitéliális petefészek tumorban. A 

CD24 a sejtmembránhoz glikozil-foszfatidil-inozitol-horgonnyal kapcsolódik. A 

CD24 ligandja a P-selectinnek, és segítheti a CD24
+
 tumorsejtek szétszóródását, 

viszont nem kapcsolódik az E- és az L-szelectinhez. A sejteken belüli jeladásban 

vesz részt a tirozin kinázokhoz való közvetlen kapcsolódással [Kristiansen és 

mtsai, 2003a; Montes és mtsai, 1996]. Legutóbb új prognosztikus markerként 

írták le számos tumorban [Kristiansen és mtsai 2002, 2003a, 2003b, 2004a; 

2004b]. 

 Préeklampsziás placentában gyenge a vaszkularizáció és a véráramlás, 

míg a fejlődő tumorokban pont az ellenkezője a jellemző. Számos kutató a 

préeklampszia kialakulásának immunológiai eredetében hisz, ezért tűnt 

érdekesnek a CD24 mRNS expressziójának meghatározása préeklampsziás 

betegek csoportjában. Legutóbb McDonald és Wolfe [2011] figyelt fel arra, hogy 

a trofoblaszt sejtek membránjában a CD24 és a Siglec 10 jelen van, és a 

fertőzések során szerepet játszik mint mediátor. Az anyai és magzati felületek 

találkozásánál ezeknek a fehérjéknek dinamikus immunszabályozási szerepük 

van. 

 A CD24 kimutatása a prosztata tumorok diagnosztikájában is szerepet 

játszhat a jövőben. A prosztata tumor a férfiak második leggyakrabban 

előforduló tumoros megbetegedése. Előfordulási gyakorisága az utóbbi időben 

nő, de eltérő a földrajzi eredet szerint, ritkább az ázsiai, míg gyakoribb a nyugati 

populációkban [Calvo és mtsai, 2005]. Egyes tanulmányok szerint az étkezési 

szokások is szerepet játszanak a prosztata tumor kialakulásában, a zsírban és 

vörös húsban gazdag táplálkozás növeli, míg a növényi és az E vitaminban 

gazdag diéta csökkenti a megjelenését. A táplálékban lévő szelén kedvező 

hatását is kimutatták [Etminan és mtsai, 2005; Dong és mtsai, 2005]. 
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 A prosztata tumor kialakulásában, fejlődésében és a metasztázisok 

kialakulásában szerepet játszó molekuláris mechanizmusok a mai napig sem 

ismertek pontosan. 

 A korai felismerést segíti a prosztata specifikus antigén (PSA) szérumból 

történő meghatározása, valamint a rektális digitális vizsgálat [Calvo és mtsai, 

2005]. Az eddig elfogadott és bevált, hagyományos prognosztikus markerek 

közé tartozik a PSA-n kívül a tumor kiterjedése (stage), a szövettani beosztás 

(grade), a beteg életkora és más paraméterek [Schostak és mtsai, 2005]. 

 A leginkább elterjedt szűrőmódszer a szérumból történő PSA 

meghatározás, amely magas érzékenységű, de alacsony specificitású. A 

klinikumban évek óta alkalmazzák, de tovább folyik a kutatás megbízható 

markerek bevezetésére. 

 A microarray és a génexpressziós vizsgálatok bekerültek a prosztata 

tumor kialakulásának, az esetleges prognosztikus és diagnosztikus markerek 

felderítésének a módszerei közé [Ashida és mtsai, 2004; Hughes és mtsai, 2005; 

Schostak és mtsai, 2005] 

 Néhány nyugati intézetben a CD24 mRNS mérése már alkalmazott 

független prognosztikus marker nemcsak a prosztata, hanem a petefészek és a 

nem-kissejtes tüdő tumorokban is [Kristiansen és mtsai, 2004; 2005; Hughes és 

mtsai, 2005]. 

 

1.2.4.3.5.  „Szabad” nukleinsav meghatározás 

 A valósidejű PCR módszer a „szabad” nukleinsavak kimutatására is 

alkalmas. Sokáig tartotta magát az a dogma, hogy a placenta az anya és a magzat 

között egy átjárhatatlan határt jelent, de már 1893-ban leírták a trophoblast 

sejtek jelenlétét eklampsziában elhunyt terhes tüdejében [Schmorl, 1893]. A 

magzati „szabad” DNS jelenlétét Lo és mtsai bizonyították be 1987-ben. Azóta 

foglalkozatatja a szülészeket és a molekuláris genetikusokat a nem-invazív 
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magzati diagnosztika bevezetésének gondolata. A magzat genetikai 

betegségének kimutatása az anyától levett vérből óriási kihívás. Az invazív 

magzati mintavételi eljárások (magzatvíz, lepény) kb. 1-3% körüli magzati 

veszteséggel járnak (vetélés), a várandósoknak pedig pszichésen jelentenek nagy 

megterhelést. 

 Kezdetben az anyai vérből izolált magzati sejtek tűntek kiváló célpontnak, 

felhasználásuk a diagnosztikában ígéretesnek tűnt [Bianchi és mtsai, 1990; 

1999; Sekizawa és mtsa,i 2007]. Ezen sejtek száma nagyon alacsony, izolálásuk 

és dúsításuk rendkívül munkaigényes. Komplikálja a helyzetet, hogy néhány 

magzati sejt akár évtizedekig is bent maradhat az anyai szervezetben, és 

zavarhatja a későbbi terhességben végzett diagnosztikát [Bianchi és mtsai, 

1996], így a kezdeti lelkesedés ezen sejtek kimutatására napjainkra alább 

hagyott. 

 A figyelem a sejten kívüli „szabad” nukleinsavakra irányult. Noha 

Mandel és Métais már 1948-ban megfigyelte ezeket a különös molekulákat 

tumoros betegek mintáiban, több évtizednek kellett eltelnie ahhoz, hogy a 

„szabad” DNS jelenléte ismét felébressze a tudományos és klinikai érdeklődést 

[Mandel és Métais, 1948]. Lo és mtsai 1989-ben mutatták ki az anyai vérben 

keringő „szabad” magzati DNS-t [Lo és mtsai, 1989; 1997]. 

A lepény mikroszkopikus szerkezete nem teszi lehetővé a DNS-

molekulák nagymértékű transzportját a feto-maternális gáton keresztül. A 

„szabad” DNS anyai keringésbe való bekerülésére több elmélet született, 

felmerült a magzati hematopoetikus, a lepényi eredet és a direkt magzati 

transzplacentáris DNS-transzfer lehetősége, de a legelfogadottabb a placentából 

történő apoptózis [Tjoa és mtsai, 2006; Alberry és mtsai, 2007]. 

 A „szabad” nukleinsavak napjainkban már a 4. terhességi héttől kezdve 

kimutathatók anyai vérből [Illanes és mtsai, 2007]. A mintákból izolálható 

nukleinsavak kis mennyisége mellett az is nehézséget okoz, hogy az izolált 
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„szabad” nukleinsavak kb. 94-97%-a anyai, míg 3-6%-a magzati eredetű [Lo és 

mtsai, 1998a és 1999]. Kezdetben csak a nem-et és az RhD-t tudták 

meghatározni, mivel ezek különbözhettek az anyában és a magzatban. A 

kutatók és klinikusok vágya a triszómiák és más genetikai betegségek 

kimutatása volt, számtalan sikertelen próbálkozást követően 2011-2012-ben 

megtörtént az áttörés, és a tömeges paralell szekvenálás bevezetésével, valamint 

a speciális kiértékelő programmal lehetőség nyílt a triszómiák nem invazív 

módon történő kimutatására [Palomaki és mtsai, 2012; Norton és mtsai, 2012; 

Tsui és mtsai, 2012]. 

 A vizsgálatok fókuszába a „szabad” RNS molekulák is bekerültek. Olyan 

géneket mutattak ki, amelyek placentáris eredetűek [Poon és mtsai, 2000; 

Wright és Burton 2009], újabban a miRNS is érdekes területnek tűnik [Lázár és 

mtsai, 2012]. 

 A „szabad” DNS nem-invazív prenatális diagnosztikába történő 

bevezetését az alacsony DNS koncentráció és az egyes emberekben mutatkozó 

különbségek is bonyolítják. Azt is figyelembe kell venni, hogy a magzati 

eredetű „szabad” DNS csak kb. 3-6%-a az anyainak, továbbá a magzati genom 

50%-a anyai eredetű. 

 A magzati és az anyai eredetű DNS elkülönítésének alapfeltétele a két 

DNS közti minőségi különbség. A várandós plazmájában fellelhető magzati és 

anyai eredetű DNS-fragmentumok közti különbségek kiderítése, valamint 

további magzati markerek meghatározása a „szabad” magzati DNS kutatás 

egyik központi kérdése volt. A PCR amplifikált DNS-fragmentumok Southern 

blot analízise után a magzati eredetű DNS fragmentumok hossza <300 bp, míg 

az anyai >1000 bp volt. Mivel a magzati eredetű DNS fragmentumok 

rövidebbek az anyai DNS fragmentumoknál, ez az eltérés lehetőséget kínál a 

DNS-szakaszok méret alapján történő szeparálására [Chan és mtsai, 2004]. A 

klinikai gyakorlatba azonban ez az alkalmazási lehetőség soha nem került be. 
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 Az anyai és a magzati DNS elkülönítésének másik lehetőségeként merült 

fel a méhlepényből izolált epigenetikai markerek vizsgálata. Ezek közül az 

onkológiai kutatások során imertté vált maspin gén volt az egyik. Terhességben 

végzett vizsgálatok azt mutatták, hogy a hipometilált maspin gén a „szabad” 

magzati DNS kiürülésének megfelelően a szülést követően eltűnik a 

keringésből. Más epigenetikai markerek esetében, mint például a RASSF1A gén 

esetében is, megfigyelhető hasonló eltérés [Chan és mtsai, 2006]. 

  

A „szabad” magzati DNS koncentrációja kóros terhesség esetén eltérést 

mutat a szövődménymentes terhességben mért értékektől, azonban az még nem 

tisztázott, hogy a különböző terhességi korban mért értékek hátterében milyen 

folyamatok állnak. 

A terhesség és a magas vérnyomás összefüggésében kiemelendőek a 

préeklampszia és HELLP szindróma területén végzett vizsgálatok [Sibai és 

mtsai, 2005; Smid és mtsai, 1999]. Az említett kutatók magasabb „szabad” 

nukleinsav szinteket mértek a rendellenes magzatot viselő várandósok 

mintáiban. A 21. kromoszóma triszómiája esetén a várandósok szérumában is 

eltérő, magasabb szinteket mértek. 

 A 21. kromoszóma triszómiája esetén több tanulmány számol be a 

„szabad” magzati DNS koncentrációjának emelkedéséről, míg más tanulmányok 

eredményei szerint nincs különbség a normál kariotípusú magzatot viselő, illetve 

a Down-szindrómás magzatot viselő várandósok vérében fellelhető „szabad” 

magzati DNS koncentráció között. A „szabad” DNS mennyisége 13-as triszómia 

esetén csökkent, viszont a 18-as triszómia esetén nem változott szignifikánsan 

[Lee és mtsai, 2002; Leung és mtsai, 1999; Spencer és mtsai, 2003]. Az 

ellentmondásos eredmények azt sugallják, hogy a „szabad” magzati DNS 

kvantitatív meghatározása nem mutat egyértelmű összefüggést a magzati 

aneuploidiákkal. 
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 A nagy tudományos érdeklődés és a fokozott erőfeszítések következtében 

2011-2012-ben áttörés történt, sikerült a Down szindrómát anyai vérből izolált 

„szabad” DNS-ből kimutatni. Ezt követte a 18. és a 13. kromoszóma 

triszómiájának kimutatása. Nehézséget okozott, hogy ezeknek a 

kromoszómáknak magas a GC tartalma. Jelenleg néhány vállalkozás kínál 

Magyarországon is anyai vérből nem-invazív módon vett mintákból triszómia 

kimutatást. Sajnos, napjainkban egyetlen állami intézményben sem érhetőek el 

ezek a vizsgálatok. Nincsenek meg a technikai feltételek a módszer 

bevezetésére, hiányzik az új generációs szekvenáló készülék és az adatok 

feldolgozásához a megfelelő számítógépes rendszer. 

 A csehországi Olomouc-ban 2012-ben megrendezett 2
nd

 Central-Eastern 

European Symposium on Free Nucleic Acids in Non-Invasive Prenatal 

Diagnosis nemzetközi kongresszuson a vezető prenatális diagnosztikával 

foglalkozó szakemberek arra hívták fel a figyelmet (Dennis Lo, Peter Benn és 

Howard Cuckle), hogy a 99.9 %-os szenzitivitással és specificitással bíró 

masszív paralell szekvenálási módszer hamarosan kiváltja a jelenleg 

széleskörűen használt biokémiai markerekkel történő szűréseket [Nagy B., 

2012]. 
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2. CÉLKITŰZÉSEK 

 

 

2.1. A mikrobiális genom kimutatása 

 A kongenitális toxoplazmózis kimutatására alkalmas PCR amplifikációs 

eljárások optimalizálása, az egyes módszerek összehasonlítása, valamint a 

diagnosztikai tesztek klinikai gyakorlatba való bevezethetőségének vizsgálata. 

 

2.2. Egynukleotidos polimorfizmusok (SNP) kimutatása 

 

2.2.1. A 21-es kromoszóma triszómiájának meghatározása 

 A 21-es kromoszómán elhelyezkedő két SNP marker (WIAF 899 és 

WIAF 2643) PCR körülményeinek optimalizálása, és a meghatározások 

alkalmasságának tesztelése a 21-es kromoszóma triszómiájának kimutatására. 

 

2.2.2. A VEGF G+405C, C−2578A, C−460T polimorfizmus meghatározása 

HELLP szindrómás várandósok mintáiban 

 A vaszkuláris endoteliális növekedési faktor (VEGF) termelődésével 

összefüggést mutató három SNP, a G+405C, a C-2578A és a C-460T 

meghatározására alkalmas valósidejű PCR módszer kifejlesztése, és ezen SNP-k 

előfordulási gyakoriságának meghatározása HELLP szindrómában szenvedő és 

egészséges normotóniás várandósok mintáiban. 
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2.3. Deléció kimutatása, a ΔF508 meghatározása 

A fluoreszcens és a valósidejű PCR módszer alkalmazhatóságának 

vizsgálata a cisztás fibrózist okozó ΔF508 kimutatására, a különböző 

szövetekből izolált DNS minták felhasználási lehetőségének tanulmányozása. 

 

2.4. Génexpresszió kimutatása, a CD24 meghatározása 

 

 A CD24 kimutatására alkalmas primer-próba rendszer optimalizálása és a 

CD24 koncentráció meghatározása préeklampsziában szenvedő és egészséges 

normotóniás várandósok, valamint prosztata karcinómás és benignus prosztata 

hiperpláziások tűbiopsziával nyert mintáiban. 

 

2.5. Magzati „szabad” DNS kimutatása anyai szérumból 

  

 Anyai szérumból izolált „szabad” DNS felhasználásával a nem- és az 

RhD meghatározására alkalmas valósidejű PCR alapú módszer kifejlesztése, 

ezen eljárások megbízhatóságának klinikai mintákon való összehasonlítása. 
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

3.1. A mikrobiális genom kimutatása, Toxoplasma gondii 

3.1.1. Beteganyag 

Kongenitális toxoplazmózis gyanúja miatt 74 várandósnál végeztek 

amniocentesist a 18-34. terhességi héten, a beavatkozás során 4-5 ml magzatvíz 

került leszívásra. A terhesek életkora 20-38 év között volt. A vizsgálatkérést 

anyai fertőzésre utaló szerológiai leletek indokolták, 58 esetben IgM, 2 esetben 

IgG pozitivitás, egy esetben pedig az ultrahang vizsgálat során mutatkozott 

eltérés. A többi esetben egyéb ok, pl. foglalkozás, illetve háziállatok tartása 

miatt történt meghatározás. 

 

3.1.2. Meghatározási módszerek  

3.1.2.1. Hagyományos PCR 

A felhasznált primerek szekvenciái a következők: Toxo B22, 5`-AAC ggg 

CgA gTA gCA CCT gAg gAg A-3`, Toxo B23, 5`-Tgg gTC TAC gTC gAT 

ggC ATg ACA AC-3`. A reakció elegy 2,5 μl PCR puffert, 4,0 μl 10 mM-os 

dNTP-t, 2,0 μl 25 mM-os MgCl2-ot, 1,25 E AmpliTaq Gold polimerázt (PE 

Applied Biosystems, Warrington, WA) tartalmazott 25 μl végtérfogatra 

kiegészítve desztillált vízzel. Kezdeti 10 perces 95 °C-on történő denaturálás 

után 36 ciklusban, denaturációs (95 °C; 30 sec), annealing (55 °C; 45 sec) és 

extenziós (72 °C; 45 sec) lépések következtek, majd a PCR elegyet 10 percig 72 

°C-on, végül 4 °C-on inkubáltam. Ezt követte az elektroforézis submarine típusú 

elektroforézis készülékkel 1,5%-os agaróz gélen 100 V-on két óra futtatással 

0,5X TBE pufferben, majd a géleket etidiumbromiddal festettem meg, és a 

futtatásokat kiértékeltem. 
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3.1.2.2. Fluoreszcens PCR és DNS fragmens analízis 

 A felhasznált primerek szekvenciái a következők: Toxo B22, TET-5`-

AAC ggg CgA gTA gCA CCT gAg gAg A-3`, Toxo B23, 5`-Tgg gTC TAC 

gTC gAT ggC ATg ACA AC-3`. A reakció elegy 2,5 μl PCR puffert, 4,0 μl 10 

mM dNTP-t, 2,0 μl 25 mM MgCl2-ot és 1,25 E AmpliTaq Gold polimerázt 

(Perkin Elmer, USA) tartalmazott 25 μl végtérfogatra kiegészítve desztillált 

vízzel. Kezdeti 5 perces 95 °C-on történő denaturálás után 36 ciklusban, 

denaturációs (95 °C; 30 sec), annealing (55 °C; 45 sec) és extenziós (72 °C; 45 

sec) lépések következtek, majd a PCR elegyet 10 percig 72 °C–on, végül 4 °C-

on inkubáltam. 

 A PCR-t követően a dimetilformamid (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, 

USA) 20 μl-éhez 2 μl PCR elegyet és 0,5 μl TAMRA 500-as molekulasúly 

markert (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) mértem, és 5 perces 

denaturációt követően a mintákat az ABI 310 Genetic Analyzer-en (Applied 

Biosystems, USA) POP-4 gélben (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 

futtattam meg. Az elektroforetogramokat Genescan Analysis software (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) segítségével értékeltem ki. Minden 

meghatározásnál egy negatív és egy pozitív kontroll, valamint desztillált víz 

mintát párhuzamosan futtattam a meghatározandó mintákkal. Pozitív 

kontrollként az intraperitoneálisan fertőzött egerekből származó T. gondii RH 

törzsből izolált DNS minta szolgált (Johan Béla OEK, Budapest). 

 

3.1.2.3. Valósidejű PCR módszerrel történő kimutatás SYBRGreen I módszerrel 

 A PCR LightCycler DNA Master SYBRGreen I (1 µl; Roche, Mannheim, 

Németország) kit felhasználásával történt Toxo B 5’-

ggAggACTggCAACCTggTgTTCg-3’ és 5’-TTgTTTCACCCggACCg-

TTTTAgCAg-3’ primerek 0,5 mM és a MgCl2 0,8 mM koncentrációival, egy 
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mikroliter izolált DNS hozzáadásával. A kezdeti 10 perces 95 °C-on történő 

denaturálás után 36 ciklusban, denaturációs (95 °C-on 5 sec), annealing (60 °C-

on 45 sec) és extenziós (72 °C-on 45 sec) lépések következtek 40 cikluson 

keresztül, majd a PCR elegyet 10 percig 72 °C-ra, végül 30°C-ra hűtöttem le. 

Ezután következett az olvadási görbe analízis. 

 

3.1.2.4. Valósidejű PCR módszerrel történő kimutatás primer-próba rendszerrel 

 A PCR-hoz az izolált DNS mintákból 1,0 μl-t használtam fel. Az 

alkalmazott primerek és próbák szekvenciái a következők voltak: forward 

primer 5’-ggA ggA CTg gCA ACC Tgg TgT Cg-3’ (0.5 μM), reverse primer 5’-

TTg TTT CAC CCG gAC CgT TTA g-3’ (0,5 μM), próba1 LC-red640-ACg 

ggC gAg TAg CAC CTg Agg AgA T-foszfát (0,25 μM), próba2 5’-Cgg AAA 

TAg AAA gCC ATg Agg CAC TCC-fluoreszcein (0,25 μM). A reakció elegy 

1.0 μl LightCycler FastStart DNA Master Hybridization Probes PCR puffer 

keveréket és 2,5 μM MgCl2-ot tartalmazott, amely 9 μl végtérfogatra lett 

kiegészítve desztillált vízzel. Ehhez 1 µl DNS-t adtam. A kezdeti 5 perces 95 

°C-on történő denaturálás után 40 ciklusban, denaturációs (95 °C; 5 sec), 

annealing (60 °C; 10 sec) és extenziós (72 °C; 15 sec) lépések következtek. 

Minden vizsgálandó mintát kétszer, továbbá egy negatív és egy pozitív kontroll 

mintát, valamint egy desztillált víz mintát párhuzamosan futtattam. Pozitív 

kontroll mintaként intraperitoneálisan fertőzött egerekből származó T. gondii 

RH törzs DNS izolátuma szolgált (OKI, Budapest). 
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3.2. Egynukleotidos polimorfizmus kimutatása 

3.2.1. A 21. kromoszóma triszómiájának meghatározása 

3.2.1.1. Beteganyag 

Kariotipizálással és fluoreszcens PCR és DNS fragmens analízis 

módszerrel egyaránt kimutatott, 67 db 21-es triszómiás és 62 db normál 

egészséges DNS mintát használtam fel a vizsgálatokhoz. A DNS-t a 16-18. 

terhességi héten levett 1,5-1,5 ml magzatvíz mintákból nyertem High Pure PCR 

Template Preparation kit felhasználásával (Roche GmbH, Mannheim, 

Németország), a terhesek átlagos életkora 38,5 év volt. 

 

3.2.1.2. A WIAF 899 és a WIAF 2643 meghatározása valósidejű PCR és 

olvadási görbe analízissel 

A PCR elvégzésekor a 21-es kromoszómán elhelyezkedő WIAF 899 és 

WIAF 2643 SNP markerekre megtervezett primereket és próbákat (TIB 

Molbiol, Berlin, Németország) alkalmaztam. Egy mikroliter vizsgálandó DNS-t 

mértem be, majd 0,5 μM-t a forward és a reverse primerből, 0.2 μM-t a 

hibridizációs próbákból, 2 mM-t a MgCl2-ból és egy µl-t a LightCycler FastStart 

DNA Master Hybridization Probes PCR puffer keverékből (Roche, Penzdorf, 

Németország) a 10 µl-es végtérfogatba. A primerek és próbák szekvenciáit a 4. 

sz. táblázat tartalmazza. A PCR során a kezdeti 5 perces 95 °C-on történő 

denaturálás után 36 ciklusban denaturációs (95 °C; 30 sec), annealing (55 °C; 45 

sec) és extenziós (72 °C; 45 sec) lépések következtek, majd a PCR elegyet 10 

percig 72 °C-on, végül 4 °C-on inkubáltam. Az amplifikációt olvadási görbe 

analízis követte. Az olvadási görbe alatti területeket a LightCycler Data 

Analysis software 3.5 segítségével határoztam meg, majd az olvadási görbét a 

fluoreszcencia negatív értékű derivált görbéjévé alakítottam át a készülék 

programjával (-dF/dT). A primerek és a próbák bekapcsolódásakor heterozigóta 
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minta esetén a WIAF 898 és a WIAF 2643 két allélja jól elkülöníthető volt az 

olvadási hőmérséklet különbség miatt. 

 

4. sz. táblázat 

A WIAF 899 és WIAF 2643 meghatározásához használt primer és próba 

szekvenciák 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer neve Szekvencia 

WIAF899 Forward primer 5’- CAGGCAGGACTTCAGTGTCA -3’ 

WIAF899 Reverse primer 5’- GTCATCTGGGACAGGTCACC -3’ 

WIAF899 Próba1 5’-TTCCTGTTCCACGAAGAGGAC -fluoreszcein 

WIAF899 Próba2 5’-LC-Red640-TTTTGTTCACAATTGGATCA-

CAATGCAGAGGAGTCTGTT-foszfát 

WIAF2643 Forward primer 5’-AACCCAGTGTGGGAGGAGAA-3’ 

WIAF2643 Reverse primer 5’-GTGGTGCTGTGGGGCTAG  -3’ 

WIAF2343 Próba1 5’-CAGAATAAATAGAACAGTAGAATG-

fluoreszcein 

WIAF2643 Próba2 5’-LC-Red705-TCACAGATGGGTAATTACA-

CATGTAAATGAGCTC-foszfát 
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3.2.1.3. Statisztikai kiértékelés 

 

Diallélikus mintáknál kiszámítottam a területek arányát. Statisztikai 

analízisre t-tesztet és Kruskal-Wallis tesztet használtam az SPSS 11.0 

programjából. 

 

3.2.2. A VEGF C−2578A, C−460T, G+405C polimorfizmus meghatározása 

HELLP szindrómás terhesekben 

3.2.2.1. Beteganyag 

 A vizsgálatba bevont várandósokat egészséges terhes (n=83) és HELLP 

szindrómás (n=75) csoportokba soroltam az Amerikai Szülészeti és 

Nőgyógyászati Kollégium ajánlása szerint [ACOG, 2002]. A HELLP szindróma 

diagnózisát a jellemző laboratóriumi eltérések alapján állítottam fel. Ezek a 

következők voltak: hemolysis (microangiopathiás haemolyticus anaemia) 

igazolásának feltétele az emelkedett laktát dehidrogenáz (LDH) szint > 600 

IU/L, emelkedett májenzim értékek, az aszpartát aminotranszferáz (AST) és az 

alanin aminotranszferáz (ALT) szérum értéke meghaladta a >70 IU/L-t, 

valamint a trombocitopénia megléte (a trombocitaszám kevesebb volt, mint 

150.000 mikroliterenként). A vizsgálatokba bevont várandósok klinikai adatait 

az 5. sz. táblázat mutatja. 

A Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsága engedélyezte a vizsgálatokat, a 

betegek a tájékoztatást követően beleegyező nyilatkozatot írtak alá. 
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5. sz. táblázat 

A tanulmányba bevont két csoport demográfiai és klinikai jellemzői 

 

 

Vizsgált paraméter Kontroll csoport  

(n=93) 

HELLP-es csoport  

(n=71) 

Szignifikancia 

(p) 

Anyai életkor  

(év) 

30 (27–33) 29 (26–31) NS 

Primipara 56 (60,2%) 48 (67,6%) NS 

Magas vérnyomás 0 (0,0%) 71 (100%) 0,001 

Proteinuria 0 (0,0%) 71 (100%) 0,001 

Gesztációs kor  

(hét) 

38 (34–39) 32 (28–34) 0,001 

Magzati súly 

(gramm) 

3270 (2970–3680) 1140 (650–1820) 0,001 

IUGR 0 (0,0%) 33 (46,5%) 0,001 
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3.2.2.2. DNS izolálás 

 A betegektől 3 ml EDTA-s vér levétele után 200 μl vérből DNS-t 

izoláltam szilika adszorpciós módszerrel a gyártó utasításai szerint (High Pure 

PCR Template Preparation kit, Roche, Mannheim, Németország). 

 

3.2.2.3. A VEGF C−2578A, C−460T, G+405C polimorfizmus meghatározása 

 A VEGF SNP-k meghatározására valósidejű PCR és olvadási görbe 

analízis módszert dolgoztam ki. A három SNP meghatározásához használt 

primerek és próbák szekvenciáit a 6. sz. táblázat mutatja. A PCR keverék 

tartalmazott 1 μL DNS-t, 5-5 μM-t a primerekből és próbákból, 1 μL-t a 

LightCycler FastStart DNA Master HybProbe PCR puffer keverékből (Roche, 

Penzberg, Németország) és 2,5 mM-t a MgCl2-ból. A kezdeti 95 °C-os 10 perces 

denaturációt 35 ciklus követte - denaturáció (95 °C; 10 sec), annealing (52-56-

60 °C; 15 sec) és extenzió (72 °C; 10 sec) - LightCycler készüléken (Roche). 

Minden PCR-t olvadási görbe analízis és a termékek olvadási pontjának (Tm) 

meghatározása követett. 

 

3.2.2.4. Statisztikai kiértékelés 

 A statisztikai analízist a STATISTICA (version 7.1; StatSoft Inc., Tulsa, 

Oklahoma, USA) és az Arlequin (version 3.0; CMPG, University of Bern, 

Svájc) programok alkalmazásával (minden statisztikai analízishez a 

szignifikancia szintje p≤0,05-ben lett meghatározva), a logisztikus regressziós 

analízist az anyai életkorral és a primiparitással korrigálva végeztem el. 
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     6. sz. táblázat 

 

A VEGF egynukleotidos polimorfizmusának meghatározására alkalmazott 

primer és próba szekvenciák 

 

 

SNP neve Primerek és 

próbák neve 

Szekvencia 

VEGF C−460T  

(rs 833061) 

Forward 5′-AgA Cgg CAg TCA CTA g-3′ 

 Reverse 5′-AAT ATT gAA ggg ggC Ag-3′ 

 Próba1 5′-LC-640-AgC ggg gAg AAg gCC 

Agg g-3′ 

 Próba2 5′-TgT ggg g TT gAg ggC gTT-

fluoreszcein 

VEGF C−2578A 
(rs699947) 

Forward 5′-AgC TgT Agg TCA AgA CCC T-

3′ 

 Reverse AAA ATT CCT AgC Tgg TTT CT-

3′ 

 Próba1 5′-LC-640-ATC CAC CCA gAT 

CTT gCC Agg-3′ 

 

 

Próba2 

 

5′-gTg ggA AgA gTg ggA CCA gTC 

AgT CTg A-fluoreszcein 

VEGF G+405C 
(rs2010963) 

 

 

Forward 

 

5′-CCA gAA ACC TgA AAT gAA 

gg-3′ 

Reverse 5′-ggg CTC ggT gAT TTA gC-3′ 

 

 

 

 

Próba1 

 

5′LC-640-Tgg AAT Tgg ATT CgC 

CAT TTT ATT TTT CTT gC-3′ 

Próba2 5′-gAC CCA gCA Cgg TCC CTC-

fluoreszcein 
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3.3. Deléció kimutatása valósidejű PCR-ral, ΔF508 

3.3.1. Beteganyag 

A Semmelweis Egyetem I. Sz. Szülészeti és Nőgyógyászati Klinika 

Genetikai tanácsadását felkereső 116 személy (39 férfi, 77 nő; átlagos életkor 

25,6 év) DNS mintáját vizsgáltam meg. A minták 14 esetben amniocentesisből 

(16-18. terhességi hét), 18 esetben chorionboholy mintavételből (12. terhességi 

hét) és 84 esetben perifériás vérvételből származtak. A DNS izolálás High Pure 

PCR Template Preparation kit (Roche GmbH, Mannheim, Németország) 

felhasználásával történt. 

 

3.3.2. Fluoreszcens PCR és DNS fragmens analízis 

 

 Fluoreszcens PCR-t és DNS fragmens analízist végeztem a következő 

primerek felhasználásával (CF1 5’-gTT TTC CTg gAT TAT gCC Tgg gAC-3’ 

és FAM-5’-gTT ggC ATg CTT TgA TgA CgC TTC-3’). A reakció elegy 25 µL 

keverékből állt, amely tartalmazott 1,5 mM MgCl2-ot, 200 nM dNTP-t, 1,0 U 

AmpliTaq Gold-ot (PE, ABI, USA) és 3,0 µM-t a primerekből. A kezdeti 10 

perces 95 °C -on történő denaturálást 32 ciklus követte, 45 másodperces 95 °C -

on, 45 másodperces 58 °C -on és 60 másodperces 72 °C -on, majd egy végső 30 

perces 60 °C -on történő inkubálás ABI 9700-as készüléken. Négy mikroliter 

PCR terméket mértem össze 20 µL formamiddal (Sigma-Aldrich Kft, Budapest, 

Magyarország) és 0,5 µL Prism Genescan-500 TAMRA molekulasúly markerrel 

(PE Applied Biosystems, Warrington, UK). A keveréket 95 °C -on 3 percig 

denaturáltam, majd 4 °C -ra hűtöttem. Az elektroforézist ABI 310 típusú 

készülékkel végeztem POP4 gél (Perkin Elmer, USA) felhasználásával. Az 

eredményeket a GeneScan Analysis 2.1 Software segítségével határoztam meg. 
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3.3.3. Valósidejű PCR és olvadási görbe analízis 

 

A PCR keverék elkészítéséhez a primerekből és a próbákból 5 pmol 

mennyiségeket, 2,5 mM MgCl2-ot és 1,0 mikroliter master mixet (FastStart 

DNA Master Hybridization Probes kit, Roche) használtam fel. A végtérfogat 10 

mikroliter volt az egy mikroliter meghatározandó DNS mintával együtt. A 

primerek és próbák szekvenciáit a 7. sz. táblázat mutatja. 

A kezdeti 10 perces 95 °C-on történő denaturálás után 35 ciklusban, 

denaturációs (95 °C; 0 sec), annealing (63 °C; 25 sec) és extenziós (72 °C; 5 

sec) lépések következtek. Ezután olvadási görbe analízist végeztem, és 

meghatároztam a keletkezett termékek olvadáspontját (Tm). A diagnózist ez 

alapján állítottam fel. Minden futtatáshoz kontroll mintákat (normál egészséges, 

heterozigóta, negatív kontroll) iktattam be. 

 

7. sz. táblázat 

A ΔF508 valósidejű PCR módszerrel történő kimutatásához 

alkalmazott primer és próba szekvenciák 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer neve Szekvencia 

Primer Forward 5’-ggA ggC AAg TgA ATC CTg Ag-3’ 

Primer Reverse 5’-ggA ggC AAg TgA ATC CTg Ag-3’ 

Próba1 5’-TTT TCC Tgg ATT ATg CCT ggCA 

CCA TTA A-fluoreszcein 

Próba2 LC-Red-640-gAA AAT ATC TTT ggT gTT 

TCC-foszfát 
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3.4. Génexpresszió kimutatása, a CD24 génexpresszió meghatározása 

3.4.1. Beteganyag és minták 

 Egészséges várandósok és préeklampsziás terhesek placenta mintái 

Császármetszést követően 8 mm-es trepánnal placenta szövetkorongokat vágtam 

ki 16 egészséges terhes (átl. életkor 27,9±3,7 év; terhességi hét 38,1±1,9) és 16 

préeklampsziában szenvedő beteg placentáiból (átl. életkor 27,8±4,5 év; 

terhességi hét 34,3±3,7 hét). A préeklampsziás csoportba tartozó betegeket az 

ACOG javaslatai alapján soroltam be [ACOG, 2002]. A szisztolés vérnyomásuk 

≥160 Hgmm, a diasztolés ≥ 90 Hgmm volt jelentős proteinuriával. 

  

 Prosztata tumoros és benignus prosztata hiperpláziás minták 

 Ultrahang vezérelt prosztata tűbiopsziával nyert kezeletlen 21 prosztata 

tumoros (PCA) és 10 benignus prosztata hiperpláziás (BPH) beteg prosztata 

mintája került levételre. A betegszelekció a pozitív rektális tapintáson és a 

magas PSA koncentráció leleten alapult, amit később a szövettani vizsgálat is 

igazolt. A BPH-s csoportba a betegek a gyanús rektális tapintási lelet, vagy a 

totál PSA, free PSA eredmény alapján kerültek. Ebben a csoportban a PSA 

átlagérték alacsony, a negatív biopsziás lelettel együtt értékelve a jóindulatú 

hyperplázia valószínűsége nagy. Nem válogattuk be a vizsgálatunkba az olyan 

beteget, akinek a szövettani lelete negatív, de a PSA szintje magas volt. A 

betegek átlagos életkora 72,0±8,8 év, ill. 64,3±12,1 év volt. A tumoros betegeket 

a Gleason score szerint is besoroltuk. A tanulmányt a Semmelweis Egyetem 

Orvosetikai Bizottsága engedélyezte, a vizsgálatokba bevont betegek részletes 

tájékoztatót kaptak, beleegyezésüket aláírásukkal igazolták. 
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A mintákat közvetlenül 0,5 ml RNS/DNS stabilizátort (Roche, Mannheim, 

Németország) tartalmazó 1,5 ml-es Eppendorf csövekbe helyeztük, majd -85 ºC-

on tároltuk az RNS izolálásig. 

 

Szérum prosztata specifikus antigén (PSA) meghatározások 

A biopszia elötti PSA szinteket microparticle enzyme immunoassay (MEIA) 

módszerrel, Abbott IMx készülékkel, PSA kit (Abbott Park, IL, USA) 

felhasználásával határoztuk meg. 

 

Szövetfeltárás 

A placenta szövetkorongokat és a prosztata mintákat jéghideg foszfát pufferrel 

lemostam, majd 0,3 ml lízis puffert tartalmazó „lysing matrix D” (MP 

Biomedicals, Illkirch, Franciaország) csövekbe tettem, szétroncsoltam 

szövetroncsolóval (FastPrep FP120, Bio101, Thermo Savant, Franciaország) és 

az RNS izolálásig -80 °C-on tároltam. 

 

3.4.2. RNS izolálás és cDNS szintézis 

 Az RNS-t Perfect RNA Eukaryotic kit (Eppendorf, Hamburg, 

Németország) segítségével izoláltam a gyártó utasításainak megfelelően. 

First Stand cDNA Synthesis kit for RT-PCR (Roche, Penzberg, Németország) 

felhasználásával cDNS szintézist végeztem az előírások szerint. 

 A tisztított RNS mennyiségét NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA) spektrofotométeren mértem le. Az RNS mintában levő 

esetleges szennyeződések, fehérjék befolyásolhatják az eredményt. 

 A minták integritását Agilent 2100 Bioanalyser (Matrix, Norway) 

műszerrel határoztam meg, amely az izolált RNS-ben levő kis riboszomális RNS 

(18S) és nagy riboszomális RNS (28S) szedimentációjából számol egy 

úgynevezett RIN (RNA Integrity Number) értéket, ebből következtethetünk a 
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mintában található messenger RNS minőségére és arra, hogy mennyire bomlott 

le a minta RNS tartalma (8. sz. ábra). Minden vizsgált mintánál a RIN szám 

(RNA integrity number) 7 felett volt, ez elengedhetetlen feltétele a vizsgálatnak. 

 

 

 

 

8. sz. ábra 

Az RNS integritásának mérése Agilent 2100 Bioanalyserrel 

Az ábrán a megfelelő minőségű RNS mintára jellemző két specifikus csúcs látható. 

 

 

3.4.3. A CD24 meghatározása valósidejű PCR módszerrel 

 A kvantitatív valósidejű PCR során a CD24 expresszióját primerek és 

próbák segítségével Schostak módszerével határoztam meg [Schostak és mtsai. 

2005]. A primer és próba szekvenciákat a 8. sz. táblázat mutatja. A hipoxantine 

foszforibozilltranszferázt (HPRT) mint háztartási gént használtam. A gén- 

expressziós eredmények normalizálásához ennek a génnek az expresszióját 

alkalmaztam a placenta mintáknál, míg a prosztatánál a foszfolipáz 2A gént. A 

mennyiségi meghatározásokhoz a β-globin-t (DNA Control kit, Roche, 
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Penzberg, Németország) iktattam be minden egyes futtatásnál 15 ng/µl; 1,5 

ng/µl; 0,15 ng/µl és 0,015 ng/µl koncentrációkban. 

 A CD24 és a HPRT expresszió meghatározásához összemértem 1 µl 

FastStart DNA Master mixet (Roche, Mannheim, Penzberg, Németország), 1,2 

mM MgCl2-ot, és 0,25 pM-t a primerekből és a próbákból. Az amplifikációs 

program a kezdeti 10 perces 95 °C-on történő denaturálás után következett 40 

ciklusban, denaturációs (95 °C; 10 sec), annealing (56 és 63 °C; 5 sec) és 

extenziós (72 °C; 10 sec) lépésekkel. Ezt követően olvadási görbe analízist 

végeztem, és meghatároztam a keletkezett termékek olvadáspontját (Tm). 

 

8. sz. táblázat 

A CD24 expresszió meghatározásához használt primerek és próbák 

szekvenciái 

 

Primer/próba neve Szekvencia 

Primer forward 5’-TgA AgA ACA TgT gAg Agg TTT gAC-3’ 

Primer reverse 5’-gAA AAC TgA ATC TCC ATT CCA CAA-3’ 

Próba1 5’-ggA TgT TgC CTC TCC TTC ATC TTg TAC 

ATG-3’-fluoreszcein 

Próba2 5’-LC640-AAC TCC AgCA gAT TTA ATA TTg 

gCA TTC ATC A-foszfát 
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3.4.4. Statisztikai analízis 

 

 Az adatok kiértékeléséhez SPSS statisztikai software programot 

használtam fel és t-tesztet alkalmaztam, a szignifikancia értéke p≤0.05 –ben lett 

meghatározva 95%-os konfidencia intervallummal. 

 

3.5. Magzati „szabad” DNS kimutatása anyai szérumból 

3.5.1. Beteganyag, minták és DNS izolálás 

 Genetikai amniocentesisre került 80 terhes nőtől vettünk vért, átlagos 

életkoruk 36,9±4,7év, átlagos terhességi koruk 16,9±1,8 hét volt. 

 A DNS vérplazmából történő izolálásához High Pure PCR Template 

Isolation Kit-et használtam. A levett 16 ml EDTA-s vérmintát 10 percig 2500-as 

fordulatszámon centrifugáltam (Eppendorf 5810R, Eppendorf, Hamburg, 

Németország). Ezt követően a plazmát eltávolítottam, újabb csőbe helyezve 10 

percig 15.500-as fordulatszámon centrifugáltam. Az így nyert plazmát -80°C-on 

tároltam a további feldolgozásig. A DNS izolálásához 500 μl vérplazmát 

használtam, a DNS-t szilárd fázisú DNS-izoláló kit segítségével (High Pure 

PCR Template Preparation Kit, Roche Diagnostics, Mannheim, Németország) a 

használati útmutató szerint nyertem. Az izolált DNS-t 60 μl „elution” pufferben 

oldottam fel. A mintákat a felhasználásig -80 ºC-on tároltam. 

 

3.5.2. SRY gén meghatározása valósidejű PCR módszerrel  

   A meghatározásokhoz az Y kromoszómán elhelyezkedő SRY génre 

specifikus SRY-forward, SRY-reverse primereket, valamint fluoreszceinnel és 

LC-Red 640-nel jelölt próbákat használtam (9. sz. táblázat). A reakcióelegyen a 

következő PCR ciklusokat hajtottam végre: 95 °C 10 perc kezdeti denaturáció, 

majd 55 cikluson keresztül 95 °C 5 sec denaturáció, 60 °C 10 sec annealing és 72 
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°C 15 sec extenzió, végül tárolás 4 °C-on. Minden futtatás tartalmazott pozitív és 

negatív kontroll mintákat. 

 

 

 

9. sz. táblázat 

Az SRY specifikus primerek és próbák szekvenciái 

 

Primer/próba 

neve 

 

Szekvencia 

SRY forward 5'-ggC AAC gTC Cag gAT AgA gTg A 

SRY reverse 5'-TgC TgA TCT CTg AgT TTC gCA TT 

SRY próba1 CAT gAA CgC ATT CAT CgT gTg gTC TC X 

SRY próba2 LC-Red-640 -CgA TCA gAg gCg CAA gAT ggC TCT 

 

 

3.5.3.  RhD gén meghatározása valósidejű PCR módszerrel 

 A DNS izolálást követően valósidejű PCR történt az RhD gén 7. exonjára 

megtervezett TaqMan rendszerrel (10. sz. táblázat). Bemértem a primerekből és 

a próbákból 0,4-0,4 µM mennyiségeket, 2mM MgCl2-t, valamint 1 µl 

LightCycler TaqMan Master (Roche, Mannheim, Németország) keveréket 10 µl 

végtérfogathoz, amely 1 µl DNS-t tartalmazott. A PCR a következő lépésekből 

állt: 2 perc 50 ºC, majd 10 perc 95 ºC, ezt követően 50 ciklusban 15 sec 95 ºC és 

1 perc 60 ºC, majd 4 ºC. Minden futtatás tartalmazott pozitív és negatív kontroll 

mintákat. 
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10. sz. táblázat 

Az RhD gén meghatározásához használt primerek és próbák szekvenciái 

 

 

Primer/próba neve Szekvencia 

Forward primer 5'-CTC CAT CAT ggg CTA CAA-3’ 

Reverse primer 5’-CCg gCT CCg ACg gTA TC-3’ 

Próba 5’-FAM-AgC AgC ACA ATg Tag ATg 

ATC TCT CCA-TAMRA 
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4. EREDMÉNYEK 

4.1. A Toxoplasma gondii kimutatási módszereinek összehasonlítása 

4.1.1. Hagyományos PCR 

 A T. gondii B1 génjére megtervezett primerekkel optimalizáltam a 

polimeráz láncreakciót. A PCR-t követően kétórás 100 V-on történő 

elektroforézissel elválasztottam a keletkezett fragmentumokat 0,5XTBE 

pufferben, majd az etidiumbromid festést követően a gélen kapott mintázatot 

kiértékeltem. A 9. sz. ábrán a 122 bp nagyságú fragmentum a T. gondii genom 

jelenlétét mutatja. Öt pozitív mintát találtam a 74 vizsgált mintából. 

 

 

 

 

 

9. sz. ábra  

Toxoplasma gondii kimutatása hagyományos PCR módszerrel 

Az ábrán a 122 bp nagyságú fragmentum a T. gondii genomjának jelenlétét mutatja a 

mintában. A 2. sz. minta a pozitív kontroll, a 1. sz. minta a negatív kontroll, a 4. 5. és 6. sz. 

minták pozitív, magzatvízből izolált DNS-t mutatnak. A 3. sz. és a 7-10. sz. minta negatív 

DNS, a 11. sz. minta a molekulasúly marker DNS. A nyilak jelzik a 122 bp nagyságú PCR 

terméket. 
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4.1.2. Fluoreszcens PCR és DNS fragmens analízis 

 A fluoreszcens PCR és a DNS fragmens analízis paramétereit 

optimalizáltam. A meghatározások során a PCR termék fragmentumokat ABI 

310 készüléken kapilláris elektroforézissel választottam el, a készülék 

lézerdetektor segítségével olvasta le a fluoreszcens jeleket. A T. gondii pozitív 

mintákban a 122 bp nagyságú PCR fragmentum jelenléte jelezte a fertőzés 

meglétét. A 10. sz. ábrán egy T. gondii fertőzött magzatvíz minta, egy pozitív 

kontroll minta, és egy nem fertőzött magzatvíz minta elektroforetogramjai 

láthatók. Öt T.gondii pozitív mintát mutattam ki a 74 vizsgált mintából. 

 

 

 

10. sz. ábra 

A Toxoplasma gondii kimutatása fluoreszcens PCR-ral és DNS fragmens analízissel 

Az elektroforetogramon egy T. gondii fertőzött minta (felül), egy pozitív kontroll (középen) 

és egy negatív kontroll minta (lent) képe látható. A 122 bp nagyságú PCR fragmentum a 

T.gondii genom jelenlétét mutatja a mintában. 
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4.1.3. Valósidejű PCR SYBRGreen I módszerrel 

 

 A kvantitatív valósidejű PCR módszer esetében először SYBR Green I 

festék felhasználásával optimalizáltam a kimutatást. A beállított paraméterekkel 

a primer-dimerek és az egyéb nem-specifikus termékek jelenlétét a 

komponensek optimális beállításával sikerült kiküszöbölni. A keletkezett termék 

azonosítására olvadási görbe analízis követett minden egyes PCR 

meghatározást. Öt T. gondii pozitív mintát mutattam ki a 74 vizsgált mintából. A 

módszer kimutatatási érzékenységét a T. gondii törzsoldatból készült higítási 

sorból származó minták felhasználásával határoztam meg (11. sz. ábra). 

 

 

 

11. sz. ábra 

A Toxoplasma gondii kimutatása kvantitatív valósidejű PCR módszerrel SYBRGreen I 

felhasználásával 

Az ábra azt mutatja, hogy a T. gondii törzsoldatból higítási sort készítve a koncentráció és az 

amplifikáció megjelenése arányban állnak egymással, a módszer érzékenysége alapján 10
3
 

számú parazita mutatható ki a vizsgált mintából. 
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4.1.4. Valósidejű PCR primer-próba rendszerrel 

 E módszer beállítása során specifikus próbákat alkalmaztam, és 

optimalizáltam a PCR futtatási paramétereit. Öt T. gondii pozitív mintát 

mutattam ki a 74 vizsgált mintából. A módszer kimutatási érzékenységét a T. 

gondii törzsoldatból készült higítási sorból származó minták felhasználásával 

határoztam meg (12. sz. ábra). A beállított módszerrel a kimutatási 

érzékenységet egy protozoa mennyiségre sikerült beállítani (12. sz. ábra). 

 

 

 

12. sz. ábra 

Toxoplasma gondii kimutatása kvantitatív valósidejű PCR módszerrel 

 próbák felhasználásával 

Az ábrán jól látható, hogy a kvantitatív valósidejű PCR módszer esetében is a kiindulási DNS 

koncentráció befolyásolja az amplifikációt, minél magasabb a koncentráció, annál hamarabb 

kezd el exponenciálisan növekedni a keletkezett termék mennyisége. A T. gondii 

törzsoldatából higítási sort készítve 10
0
 parazita mutatható ki ezzel a módszerrel. 
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11. sz. táblázat  

A Toxoplasma gondii kimutatási módszerek összehasonlítása 

 

  

 

A T. gondii kimutatási módszerek összehasonlítását a 11. sz. táblázat mutatja. 

Legkedvezőbbnek a kvantitatív valósidejű PCR primert-próbát alkalmazó 

rendszer mutatkozott (11. sz. táblázat). 

 A vizsgált minták közül öt bizonyult T. gondii fertőzöttnek. Ötven 

várandós esetében az immunológiai teszt (TORCH) pozitív eredményt mutatott 

(48 esetben az IgM, két esetben az IgG). Egy betegnél az ultrahang vizsgálat 

során figyeltek meg eltérést, ami felvetette a fertőzés lehetőségét. Az öt PCR 

pozitív T. gondii terhes közül 4 volt IgM pozitív, egynél pedig az ultrahang 

vizsgálaton találtak eltérést, mindannyian antibiotikum kezelésben részesültek. 

 

 

Kimutatási 

módszer 

 

DNS izolálás 

 

A vizsgálat 

időigénye 

A környezetre 

veszélyt jelent-e 

a módszer 

Kimutatási 

érzékenység 

(parazitaszám) 

Hagyományos 

PCR 

1 óra 5-6 óra igen 1000 

Fluoreszcens PCR 

és DNS fragmens 

analízis 

1 óra 3 óra 

(első minta +30 

perc 

mintánként) 

nem 10-100 

Kvantitatív 

valósidejű PCR 

SYBRGreen-nel 

1 óra 1 óra 

(32 minta) 

igen 1000 

Kvantitatív 

valósidejű PCR 

próbával 

1 óra 1 óra  

(32 minta) 

nem 1-10 
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4.2. Egynukleotidos polimorfizmus meghatározása valósidejű PCR 

módszerrel 

4.2.1. A 21. kromoszóma triszómiájának meghatározása 

 A WIAF 899 és WIAF 2643 SNP-t határoztam meg a módszer 

optimalizálása után 129 magzatvízből izolált DNS mintában. A valósidejű PCR 

során keletkezett PCR fragmentumok olvadási görbe analízisének elvégzése 

után a görbe alatti területek adatait kiértékeltem. 

 Az 13. sz. ábrán a WIAF 899 és a WIAF 2643 meghatározás tipikus 

olvadási görbe analízis képe látható két-két mintával, az egyik 21-es triszómiás, 

a másik normál diallélikus. 

 Az olvadási görbe alatti területi arányok szignifikánsan különböztek a két 

vizsgált csoport között (0,5246±2498 a triszómiás és 0,8347±0,5234; p <0,001 a 

WIAF 899 esetén). Ez a marker 27 (40,2%) esetben volt informatív a triszómiás 

csoportban és 27 esetben (43,5%) a diallélikus mintáknál. 

 A WIAF 2643 esetén 29 (43,2%) triszómiás és 34 (54,8%) diallélikus 

minta bizonyult informatívnak. A görbe alatti területek nem különböztek 

lényegesen (0,4594±0,1594 vs. 0,4567±0,1012; p=0,615). 
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13. sz. ábra 

A 21. kromoszóma triszómiájának kimutatása valósidejű PCR-ral és olvadási görbe 

analízissel WIAF 899 és a WIAF 2643 SNP markerek felhasználásával 

 Az a jelű ábrán a WIAF 899 marker olvadási görbe analízise során nyert triszómiás 

(kék) és diallélikus (bordó) minta képe látható. A b jelű ábrán a WIAF 2643 marker olvadási 

görbe analízise látható egy triszómiás (bordó) és egy diallélikus (lila) minta esetében. 
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4.2.2. VEGF egynukleotidos polimorfizmusának meghatározása HELLP 

szindrómás és egészséges normotóniás terhesek mintáiban 

 A VEGF C-2578A, C-460T és a G+405C meghatározására valósidejű 

PCR és olvadási görbe analízis módszert állítottam be, a PCR paramétereit a 

primer-próba rendszerrel optimalizáltam. 

 A 5. sz. táblázat mutatja a vizsgálatokba bevont két csoport demográfiai 

és klinikai paramétereit. A két vizsgált csoport között nem volt lényeges 

különbség az anyai életkorban és a primiparák arányában. A gesztációs kor és a 

születési súly szignifikánsan alacsonyabb volt a HELLP szindrómában szenvedő 

betegek csoportjában, az intrauterin növekedésben visszamaradottak (IUGR) 

aránya elérte a 46,5%-ot. 

A 12. és 13. táblázat mutatja a három vizsgált VEGF SNP allél és 

genotípus előfordulási gyakoriságát. A Hardy-Weinberg törvény érvényesnek 

bizonyult a VEGF C-2578A, C-460T és a G+405C SNP esetében. Szignifikáns 

különbség mutatkozott a VEGF C-460T allél és genotípus eloszlásában a 

HELLP szindrómás és a kontroll csoport között. A T allél 71,1%-ban volt jelen 

HELLP szindrómában, míg csak 53,8%-ban a kontroll csoportban (p=0,0014). 

A TT genotípus 45,1%-ban volt kimutatható a HELLP szindrómás csoportban és 

21,5%-ban a kontroll csoportban (p=0.0011). Logisztikus regressziós analízissel 

az anyai életkorra és a primiparitásra korrigálva ez a genotípus független 

rizikófaktort jelentett a betegség előfordulásában (OR=3,03, 95%; CI=1,51–

6,08; p=0.002). 

Jóllehet a VEGF G+405C allél és genotípus eloszlás nem különbözött 

lényegesen, a CC genotípus független rizikófaktornak mutatkozott (OR=3,67, 

95% CI=1,05–12,75; p=0,041) a kórkép kialakulásában. 

A VEGF C−2578A SNP polimorfizmus vizsgálat során nem találtam 

különbséget a két csoportban. 
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14. sz. ábra 

 

A VEGF C-2578A olvadási görbe analízise 

 
Az ábra mutatja az olvadási görbe analízis során mutatkozó 54 ºC olvadási pontot az A, és 67 

ºC olvadási pontot a C allélok esetében. A kék jelzésű minta homozigóta  (C allél), a lila és a 

zöld jelzésű minta heterozigóta (AC). 
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15. sz. ábra 

A VEGF C-460T olvadási görbe analízise 

 

Az ábra mutatja az olvadási görbe analízis során mutatkozó 55 ºC olvadási pontot a T, és a 62 

ºC olvadási pontot a C allélok esetében. A bordó jelzésű minta homozigóta a T, a kék jelzésű 

minta homozigóta a C allélra. 

 

 
 

16. sz. ábra 

A VEGF G+405C olvadási görbe analízise 

 

Az ábra mutatja a VEGF G+405C olvadási görbe analízise során mutatkozó 59 ºC olvadási 

pontot a C, és a 67 ºC olvadási pontot a G allélok esetében. 
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12. sz. táblázat 

 

A vizsgált VEGF SNP allélok előfordulási gyakorisága egészséges terhes és 

HELLP szindrómás betegek csoportjában 

 
VEGF C−460T 

 

Vizsgált csoport C allél T allél 

HELLP szindrómás 

n=71 

41 (28,9%) 101 (71,1%) 

Kontroll 

n=93 

86 (46,2%) 100 (53,8%) 

 

p=0,0014 

 

 

VEGF C−2578A 

 

Vizsgált csoport C allél A allél 

HELLP szindrómás 

n=71 

68 (47,9%) 74 (52,1%) 

Kontroll 

n=93 

84 (45,2%) 102 (54,8%) 

 

p=0,62 

 

 

VEGF G+405C 

Vizsgált csoport G allél C allél 

HELLP szindrómás 

n=71 

109 (76,8%) 33 (23,2%) 

Kontroll 

n=93 

150 (80,6%) 36 (19,4%) 

 

p=0,39 
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13. sz. táblázat 
 

 

A VEGF SNP genotípusok egészséges terhesek és HELLP szindrómás 

betegek csoportjában 
 

 

VEGF C−460T 
        

 

Vizsgált csoport 

 

Genotípus 

 CC CT TT 

HELLP szindrómás 

n=71 

2 (2,8%) 37 (52,1%) 32 (45,1%) 

Kontroll 

n=93 

13 (14,0%) 60 (64,5%) 20 (21,5%) 

 
p=0,0011 

TT vs. CT vagy CC genotípus: odds ratio (OR)=2,99, 95% konfidencia intervallum (CI) 

=1,52–5,91, p=0,002; adjusztált OR=3,03, 95% CI=1,51–6,08; p=0,002 

 

 

VEGF C−2578A 
 

 

Vizsgált csoport 

 

Genotípus 

 CC CT TT 

HELLP szindrómás 

n=71 

17 (23,9%) 34 (47,9%) 20 (28,2%) 

Kontroll 

n=93 

17 (18,3%) 50 (53,8%) 26 (27,9%) 

 
p=0,64 
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VEGF G+405C 
 

 

Vizsgált csoport 

 

Genotípus 

 GG GC CC 

HELLP szindrómás 

n=71 

47 (66,2%) 15 (21,1%) 9 (12,7%) 

Kontroll 

n=93 

61 (65,6%) 28 (30,1%) 4 (4,3%) 

 

p=0,091 

 

CC vs. GC vagy GG genotípus: OR=3,23, 95% CI=0,95–10,96, p=0,060; 

adjusztált OR=3,67, 95% CI=1,05–12,75, p=0,041 
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4.3. Deléció kimutatása (ΔF508) 

 

4.3.1. A ΔF508 kimutatása fluoreszcens PCR-ral és DNS fragmens analízissel 

 

A hagyományos PCR-t érzékenyebb kimutatási eljárásokkal váltottam ki. 

A fluoreszcens PCR és a valósidejű PCR paramétereit optimalizáltam egy 

előzőleg kimutatott ΔF508 heterozigóta, egy normál egészséges és egy negatív 

(PCR templát nélküli) kontroll segítségével. A 17. sz. ábra mutatja a minták 

elektroforetogramját. A fluoreszcens PCR egészséges mintánál 93 bp nagyságú, 

heterozigóta minta esetében egy 90 bp és egy 93 bp, homozigóta minta (beteg) 

esetében egy 90 bp nagyságú fragmentumot mutat. A vizsgálat során 67 normál, 

44 heterozigóta és 5 ΔF508 homozigóta (19. sz. ábra) eredményt kaptam. 

 

4.3.2. A ΔF508 kimutatása valósidejű PCR módszerrel 

 

Valósidejű PCR esetén a ΔF508 deléciót tartalmazó PCR termék 

olvadáspontja 49 ºC, az egészséges egyénekre jellemző PCR termék 

olvadáspontja 60 °C. A DNS izolálást követően kvantitatív valósidejű PCR és 

olvadási görbe analízis segítségével egy óra alatt lehetőség nyílik a 

meghatározásra. 

 A vizsgált 116 mintából 67 normál, 43 heterozigóta, 5 ΔF508 homozigóta 

és egy ΔF508C homozigóta (19. sz. ábra) eredményt kaptam. A 14. sz. táblázat 

mutatja részletesen a vizsgálati mintákat típus szerint. Az eredmények 

megegyeznek a fluoreszcens PCR és DNS fragmens analízis során nyert 

eredményekkel, kivéve a ΔF508C eredményt, amelynek kimutatására ez a 

módszer nem alkalmas. A klinikai gyakorlatban leggyakrabban előforduló 

három szövettípusból izolált DNS felhasználhatóságában nincs különbség. 
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17. sz. ábra 

A ΔF508 kimutatása fluoreszcens PCR és DNS fragmens analízis segítségével 

 

A felső elektroforetogramon egy egészséges (vad, 93 bp fragment méretű), a középsőn egy 

heterozigóta (90 bp és 93 bp fragment méretű), az alsón egy ΔF508 homozigóta (90 bp 

fragment méretű) mintára jellemző fragmentum látható. 
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18. sz. ábra 

A ΔF508 deléció kimutatása kvantitatív valósidejű PCR módszerrel 

Az ábrán egy heterozigóta (kék), egy normál egészséges (zöld) és egy negatív kontroll (piros) 

minta kvantitatív valósidejű PCR-t követő olvadási görbe analízise látható. A ΔF508 -at 

tartalmazó PCR termék olvadási pontja 49 ºC, az egészséges egyénekre jellemző PCR termék 

olvadáspontja 61°C. 

 

19. sz. ábra 

A ΔF508 és ΔF508C kimutatása kvantitatív valósidejű PCR módszerrel 

Az ábrán egy ΔF508 heterozigóta (zöld) és ΔF508C (barna) homozigóta minta PCR termék 

olvadási görbe analízise látható. A ΔF508 heterozigóta minta PCR termékének olvadási 

pontja 49ºC és 61°C, míg a ΔF508C homozigóta minta PCR termékének olvadási pontja 

58°C. 
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14. sz. táblázat 

A ΔF508 kimutatására alkalmazott két vizsgálati módszer összehasonlítása 

 

 

* Egy minta homozigóta volt ΔF508C-re. 

 

 

Minta 

Detektálási módszer 

F-PCR Q-RT-PCR 

Normál 

(vad) 

Heterozigóta ΔF508 

homozigóta 

Normál 

(vad) 

Heterozigóta ΔF508 

homozigóta 

Perifériás 

vér 

n=84 

50 32 2 50 32 3 

Chorionboholy 

n=18 

10 5 3* 10 5 3* 

Magzatvíz 

n=14 

7 6 1 7 6 1 
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4.4. CD24 expresszió meghatározása 

 

4.4.1. CD24 expresszió meghatározása egészséges és préeklampsziás 

placentákban 

 A CD24 meghatározására a primer-próba rendszert optimalizáltam, 

beállítottam a megfelelő primer, próba, MgCl2 koncentrációkat és 

hőmérsékleteket. A 20. sz. ábra mutatja az olvadási görbe analízis tipikus képét. 

 RNS-t izoláltam 16 PE és 16 egészséges kontroll placentából, majd a 

cDNS-t megszintetizáltam, és a CD24 expressziót kvantitatív valósidejű PCR-

ral határoztam meg. A CD24 koncentráció a PE csoportban 18,94±26,86 ng/µl, 

az egészséges kontroll csoportban 53,58±92,05 ng/µl volt, a különbség 

statisztikailag szignifikáns (p=0,03) (15. sz. táblázat). 

A Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsága engedélyezte a vizsgálatokat, a 

betegek a tájékoztatást követően beleegyező nyilatkozatot írtak alá. 

 

20. sz. ábra 

A CD24 olvadási görbe analízise 

Az ábrán jól látható, hogy a CD24 jelenlétét mutató PCR termék olvadási pontja 64 ºC. 
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15. sz. táblázat 

A CD24 expressziója egészséges és préeklampsziás terhesek placenta 

mintáiban 

 

 

Vizsgált csoport CD24 koncentráció 

(ng/µl) 

A szignifikancia szintje 

(p) 

Préeklampsziás terhes 

(n=16) 

18,94±26,86 
 

 

0,03 

Egészséges terhes 

(n=16) 

53,58±92,05 
 

 

 

 

4.4.2. CD24 expresszió meghatározása prosztata tumoros és benignus prosztata 

hiperpláziás mintákban 

 Schostak és mtsai által közölt CD24 mRNS expresszió meghatározási 

módszerrel a tűbiopsziával nyert prosztatákból izolált RNS mintákból 

elvégeztem a meghatározásokat. 

A prosztata tumoros betegek (n=21) csoportjában 33,65±47,39 ng/μl, a BPH-s 

(n=10) csoportban 4,00±4,25 ng/μl volt a CD24 koncentrációja (p=0,014). 

A PSA szintekben is szignifikáns különbség mutatkozott - 252,37±308,33 ng/ml 

vs. 3,50±2,14 ng/ml (p=0,001) - a két vizsgált csoportban. 
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A Gleason score középértéke 7,6±1,34 volt, 7-nél magasabb értéket mutatott 9 

PCA-s betegnél. A Gleason score összefüggést mutatott a CD24 (p=0,033), és a 

PSA értékekkel (p>0,004). Az eredményeket a 16. sz. táblázat mutatja. A 20. sz. 

ábrán a CD24 expresszió mérése után kapott olvadási görbe analízis látható, a 

kapott termék olvadási hőmérséklete 64 °C volt. 

 

16. sz. táblázat 

A PSA és a CD24 expresszió a prosztata tumoros és 

a benignus prosztata hiperpláziás csoportban 

 

 

Beteg csoport 

 

Átlagos életkor 

(év) 

 

Prosztata specifikus 

antigén szint 

(ng/ml) 

 

CD24 szint 

(ng/µl) 

 

Prosztata tumoros 

(PCA) 

n=21 

 

72,0±8,8 

 

252,38±308,33 

 

33,65±47,39 

 

Benignus prosztata 

hiperpláziás (BPH) 

n=10 

 

64,3±12,1 

 

3,5±2,14* 

 

4,0±4,25** 

 

  *p=0,001 

**p=0,014 
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4.5. „Szabad” nukleinsav meghatározások 

 

4.5.1. SRY meghatározás anyai vérből izolált „szabad” magzati DNS-ből 

 

 Az anyai vérből izolált “szabad” magzati DNS kimutatására az SRY 

régióra megtervezett primereket és próbákat használtam. A tanulmányba bevont 

80 terhesből 38 esetben mutattam ki fiú magzat jelenlétét, ezek az eredmények 

megegyeztek a kariotipizálás és a fluoreszcens PCR és DNS fragmens analízis 

eredményeivel. A 21. sz. ábra mutatja a meghatározás tipikus képét. Jól látható, 

hogy a magzatvízsejtekből jelentősen nagyobb koncentrációban lehet DNS-t 

izolálni, a „szabad” DNS-nél kb. tízszer nagyobb mennyiségben. 

 

 

 

 

21. sz. ábra 

Az SRY meghatározása primer-próba rendszerű valósidejű PCR módszerrel 

 

Az ábrán a fekete görbe a negatív kontroll minta, a piros görbe magzatvízből izolált fiú 

magzat DNS-e (Ct = 25.87), a zöld görbe pedig fiú magzat esetén anyai vérből izolált 

“szabad” DNS (Ct = 38.50) felhasználásával tipikus amplifikáció képét mutatja. 
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4.5.3. RhD gén meghatározása anyai vérből izolált „szabad” DNS-ből 

 A vizsgált 80 mintából két esetben volt RhD negatív az apa és az anya, 

így a magzat is, ezt sikerült kimutatni. Ilyenkor az amplifikáció hiánya mutatja a 

negativitást. A specifikus PCR termék a többi mintánál jelentkezett. Ezeknél a 

meghatározásoknál negatív kontroll minta beiktatása elengedhetetlenül 

szükséges. A 22. sz. ábra mutatja az RhD kimutatását valósidejű PCR 

módszerrel. 

 

 

22. sz. ábra 

Az RhD kimutatása TaqMan típusú valósidejű PCR módszerrel 

TaqMan típusú primer-próba rendszerrel az RhD kimutatása során a PCR termék jelenléte 

pozitivitást, hiány a negativitást jelzi. 
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5. MEGBESZÉLÉS 

 Munkám során az elmúlt 14 évben jelentős szerepet játszott a valósidejű 

PCR klinikai alkalmazhatóságának vizsgálata, a módszeren alapuló megbízható 

kimutatási eljárások kidolgozása, bevezetése. A Helsinki Egyetem 2000-ben 

vette meg Skandináviában elsőként a LightCycler készüléket, ezzel kezdtem el 

dolgozni, többek között a különböző tumoros mintákon végzett microarray 

vizsgálatok eredményeit igazoltam, a lényeges eltérést mutató gének 

expressziójának kimutatására szemikvantitatív meghatározásokat fejlesztettem 

ki [Aalto és mtsai, 2001; Larramendy és mtsai, 2002, Zhu és mtsai, 2002; Nagy 

B. és mtsai, 2003a, 2003b; Cerasiano és mtsai, 2004]. Finnországból öt év után 

visszatérve a Semmelweis Egyetem I.Sz. Szülészeti és Nőgyógyászati Klinika 

Genetikai Laboratóriumában a valósidejű PCR módszert továbbra is 

előszeretettel alkalmaztam [Nagy B., 2013]. A napi rutinba bevezettem a ΔF508 

és a T. gondii kimutatását. Klinikai kutatómunkámban két fő alkalmazási 

területen kapott nagy szerepet a valósidejű PCR módszer, egyrészt az egyes 

gének polimorfizmusainak és mutációinak kimutatásában, másrészt a microarray 

eredmények igazolásában az eltérést mutató génexpressziók pontos 

meghatározásával. 

 Disszertációmban példákon keresztül mutatom be az egyes speciális 

alkalmazási területeket. 

5.1. A T. gondii kimutatása 

A T. gondii a protozoák közé tartozó intracelluláris parazita, az általa 

okozott fertőzés egészséges személyek esetében jelentéktelen tünetekkel jár, míg 

a várandós nőknél súlyos kongenitális toxoplazmózis kialakulását idézheti elő. 

Az alkalmazott szerológiai módszerrel az anya immunológiai státuszáról kapunk 

információt, de azt, hogy a protozoa átjutott-e a placentán, nem tudjuk 
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megmondani. Ezért van nagy jelentősége a magzati mintákon végzett 

molekuláris biológiai eljárásoknak. 

A kórokozó a placentán átjutva főleg központi idegrendszeri 

elváltozásokat okoz. A fertőzés különböző súlyosságú lehet a magzat korától 

függően. A kórokozó kimutatásában a gén amplifikációs eljárások egyre 

nagyobb szerepet játszanak. Klinikánkon a PCR módszerrel történő direkt T. 

gondii meghatározást magzatvízből már 1996-ban bevezettük. A meghatározási 

módszerek azonban gyorsan fejlődnek, újabb, korszerűbb eljárásokat 

fejlesztenek ki, ezek közül bevezettem a fluoreszcens PCR-t és DNS fragmens 

analízist, majd a protozoa kimutatására a valósidejű PCR-t alkalmaztam [Nagy 

B. és mtsai, 2005a; 2007b]. 

Négy különböző molekuláris biológiai módszer használhatóságát 

vizsgáltam meg a T. gondii fertőzés magzatvízből történő diagnosztizálására, 

ezzel gyakorlatilag a PCR módszer evolúcióját követhetjük végig [Nagy B. és 

mtsai, 2006a]. A hagyományos PCR-ral szemben nincs szükség az 

elektroforetikus elválasztást követő etidiumbromidos festésre, ami mutagén és 

karcinogén. A fluoreszcens PCR és DNS fragmens analízis során a primer 

fluoreszcens festéssel való jelölése kb. ezerszeresére növeli a kimutatás 

érzékenységét [Nagy B. és mtsai, 2005a; 2007b]. Ennek a további növelése a 

valósidejű PCR bevezetésével lehetséges. A vizsgált 64 mintából öt bizonyult 

fertőzöttnek minden módszerrel. Ez megfelel a Johan Béla OEK által közölt 

éves kongenitális toxoplazmózis esetek átlagos számával, pl. 1993 és 1997 

között 9 esetet említenek. Évente országosan 1-2 eset előfordulásával lehet 

számolni. 

Tizenöt laboratórium tapasztalatait összegzik Pelloux és mtsai [1998]. 

Szerintük az egyik sarkalatos pont a PCR-on alapuló módszereknél a T. gondii 

DNS lebomlásának megakadályozása a mintavételtől a laboratóriumi DNS 

izolálásig terjedő időszakban. Sok helyen a minta szállítása hosszú időt vesz 

igénybe. A Semmelweis Egyetem I.Sz. Szülészeti és Nőgyógyászati Klinikán az 
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amniocentesist követően egyből megtörténik a DNS izolálása. További lényeges 

kérdés az alkalmazott módszer kimutatási érzékenysége és a megfelelő pozitív 

kontroll minta beállítása. Laboratóriumunkban az OKI által használt T. gondii 

törzs mintát használom pozitív kontrollként [Nagy B. és mtsai, 2006a és 2007b]. 

Az utóbbi időben két módszert alkalmaznak európai vezető központokban 

a várandósok, a kongenitálisan fertőzött magzatok és újszülöttek T. gondii 

szűrésére. Az egyik az aviditási teszt, amely lehetőséget nyújt a régi és a 

jelenlegi fertőzés elkülönítésére toxoplasma-specifikus IgG antitestek 

funkcionális affinitásának mérésével [Hedman és mtsai, 1989]. A másik a T. 

gondii amplifikációs kimutatása. Burg és mtsai [1989] alkalmazták először a T. 

gondii B1 génjén lévő ismétlődő szekvenciát a kimutatásban, a PCR-t 

kombinálták a Southern blot módszerrel. 

Napjainkban kisebb-nagyobb módosításokkal számos PCR technikát 

használnak. A B1 gén helyett néhány laboratórium már az AF146527 

szekvenciát mutatja ki, amelynek ismétlődése 200-300-szoros a T. gondii 

genomjában, míg a B1 gén csak 35-ször ismétlődik. Ezen a területen Filisetti és 

mtsai [2003] számoltak be összehasonlító vizsgálataikról, de a két alkalmazott 

szekvencia között nem mutatkozott lényeges eltérés az eredményekben. 

 Hohifeld és mtsai [1994] a kongenitális toxoplazmózis 

diagnosztizálásában a legfontosabb módszernek az ultrahang vizsgálatot és a 

magzatvíz molekuláris genetikai vizsgálatát tartják. Ők a 18. terhességi hét után 

végzett magzatvíz vizsgálatot tekintik a legmegbízhatóbbnak. 

 Antsaklis és mtsai [2002] a toxoplazmózis meghatározását PCR 

módszerrel magzatvízből 2002-ben közölték, technikájuk érzékenysége elérte a 

97,4%-ot. Néhány óra alatt már néhány parazita jelenléte pozitív eredményt 

adhat PCR módszerrel magzatvízből izolált DNS felhasználásakor, míg az 

immunológiai reakció kialakulásához hosszabb idő szükséges, és nem kapunk 

információt arra vonatkozóan, hogy a placentán átjutott-e a kórokozó. Pozitív  
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esetekben a terhesek korai antibiotikum kezelésével megelőzhető a súlyosabb 

komplikáció kialakulása. 

 

A magzatvízben lévő parazitaszám összefüggést mutathat a toxoplazmózis 

súlyosságával, tehát nagy jelentősége van azoknak az eljárásoknak, amelyek 

mennyiségi meghatározásokat is lehetővé tesznek [Romand és mtsai, 2004]. 

A toxoplazmózis prenatális diagnosztikájában alkalmazott eljárásoknak 

gyors és megbízható eredményt kell szolgáltatni, ezeknek a követelményeknek a 

fluoreszcens PCR és DNS fragmens analízis, valamint a valósidejű PCR is 

megfelel. A DNS izolálás és a parazita genomjának kimutatása egy napon belül 

elvégezhető. Diagnosztikai célból a súlyosabb magzati és újszülöttkori 

rendellenességek kialakulásának megelőzése érdekében az invazív 

amniocentesis elvégzése indokolt. A magzatvíz PCR módszerrel kimutatott 

fertőzöttsége a kongenitális toxoplazmózisra hívja fel a figyelmet, az 

immunológiai vizsgálatok eredményeivel szemben itt biztos és gyors eredményt 

kapunk. A PCR módszer pozitív eredménye azt jelzi, hogy a protozoa már 

átjutott a placentán. A várandós nőknél lehetőség nyílik az antibiotikum kezelés 

megkezdésére, így a súlyos magzati és újszülöttkori komplikációk 

megelőzhetők. A kvantitatív valósidejű próbákat felhasználó PCR módszer a 

legérzékenyebb eljárás, a téves pozitív eredmények száma csökkenthető, mivel a 

PCR-t követő elválasztási eljárásokra nincs szükség. A LightCycler készülékben 

alkalmazott üvegkapillárisokba egyszeri beméréssel minden PCR komponens és 

a magzatvízből izolált DNS minta bekerül, mivel a kimutatás is ebben a csőben 

történik, nincs szükség a PCR-t követő további manipulálásra, csökken a 

kontamináció lehetősége. 
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5.2. Egynukleotidos polimorfizmus kimutatása 

5.2.1. A 21. kromoszóma triszómiájának kimutatása 

A kvantitatív valósidejű PCR és olvadási görbe analízis módszer 

megbízhatóságát vizsgáltam meg a 21-es kromoszóma triszómiájának 

kimutatására a WIAF 899 SNP és a WIAF 2643 markerek felhasználásával. A 

vizsgálatokat 67 db 21-es triszómiás és 62 db normál diallélikus mintán 

végeztem el, amelyek kariotipizálva lettek, és F-PCR-DNS fragmens analízisre 

is sor került. 

A vizsgálatok alapján a WIAF 899 SNP marker 41,86%-ban bizonyult 

informatívnak, a WIAF 2643 marker viszont nem adott megfelelő területi 

arányokat. A 21-es triszómia biztonságos szűrésére a kromoszómán 

elhelyezkedő további SNP markerek bevonása és multiplex PCR végzése 

szükséges [Nagy B. és mtsai, 2005b]. 

A triszómiás és a diallélikus minták olvadási görbe arányainak analízise 

során szignifikáns különbség mutatkozott a két csoport között a WIAF 899 

esetében. A kapott eredmények a Pont Kingdon és Lyon által közölteknek 

megfelelőek [2003], én több mintát vontam be a tanulmányomba. Az 

eredmények alapján a módszer alkalmas a 21-es kromoszóma triszómiájának a 

kimutatására [Nagy B. és mtsai, 2005b]. Előnye a kariotipizálással és a 

fluoreszcens PCR és DNS fragmens analízissel szemben a rendkívüli 

gyorsasága. A valósidejű PCR és DNS olvadási görbe analízis egy óra alatt 

elkészül, nincs szükség a PCR-t követően további elválasztási eljárásokra 

(elektroforézis, festés, stb.). A LightCycler készülék a többi thermal cycler-hez 

képest eltérő elven működik, levegő melegíti és hűti az üvegkapillárisokat, így 

jóval gyorsabbak a ciklusok, továbbá az üvegkapilláris lehetővé teszi a pontos 

on-line extinkció mérést. Szükség esetén a ciklusszám módosítható, az 

eredetileg eltervezettnél több, ill. kevesebb ciklus is végezhető. 
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A fluoreszcens PCR és DNS fragmens analízis módszert 1997-ben 

vezettük be laboratóriumunkban [Tóth és mtsai, 1998a; 1998b; Nagy és mtsai, 

2000; 2002]. Az eltelt 15 év alatt több mint 20.000 mintát teszteltünk. A 

módszer előnye, hogy a magzatvízsejtek nem igényelnek tenyésztést, fertőzött 

minta esetében is alkalmazható, gyors, egy nap alatt eredményt lehet kiadni. 

Hátránya, hogy csak a vizsgált markerekről ad felvilágosítást, a szerkezeti 

eltérések kimutatására nem alkalmas. 

Az egynukleotidos polimorfizmus (SNP) a leggyakoribb genetikai 

variáció a humán genomban [Whitehead Institute, http://www.genome.wi. 

mit/edu/SNP/human]. Előfordulási aránya 1/300-tól 1/1000 bp között váltakozik 

[The International SNP Map Working Group, 2001]. Az utóbbi időben nagy 

jelentősége van az SNP analízisnek a betegségekkel kapcsolatos lokuszok 

meghatározásában, a gyógyszerekre mutatkozó reakciók, mellékhatások 

kialakulásának előrejelzésében [Landegren és mtsai, 1998]. Zimmermann és 

mtsai valósidejű PCR-ral vizsgálták meg az amyloid és a GAPDH gének 

expresszióját és azok mennyiségét. A 21-es triszómiás és a diallélikus mintákat 

megbízhatóan el tudták különíteni [Zimmermann és mtsai, 2002]. 

Később Pont-Kingdon és Lyon [2003] cikke hívta fel a figyelmet a 

prenatális alkalmazhatóságra. Ők 52 fő 21-es triszómiás és 31 normál mintát 

analizáltak 6 SNP markerrel, ezeket magas heterozigozitási index-szel 

választották ki. A WIAF 899-es SNP markert megbízhatónak találták a 21-es 

triszómia kimutatására. Napjainkban az SNP markerek a kutatások 

középpontjába kerültek, nagy erőkkel folyik meghatározásuk és rendszerezésük. 

Ezen markerek közül számos felelős az egyes betegségekre való fogékonyságért, 

a már kialakult betegség jellemzőiért és a gyógyszeres kezelés 

eredményességéért [Lendegren és mtsai, 1998]. A személyre szabott 

gyógyításban óriási jelentősége van az SNP-k meghatározásának. 
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Hochberg és mtsai [2003] SNP markereket használtak csontvelő 

transzplantációt követően a kimérizmus kimutatására, ez a korai közlemény 

mutatja, hogy a markerek a hematológiai betegek kezelésének 

monitorizálásában is szerepet játszhatnak. 

 

A kvantitatív valósidejű PCR alternatív molekuláris biológiai módszer 

lehet a 21. kromoszóma triszómiájának prenatális kimutatására multiplex PCR 

végzésével, azaz egy reakció elegyben két, vagy több SNP meghatározásával. 

Az eredmények alapján, legalább három SNP marker kombinációjával a 

kvantitatív valósidejű PCR módszer megbízhatósága 99%-os. 

 

5.2.2. A VEGF C-460T, C-2578A és G+405C polimorfizmusának 

meghatározása HELLP szindrómás terhesekben 

 

 Elsőként alkalmaztam a valósidejű PCR és olvadási görbe analízis 

módszert a VEGF C-460T, C-2578A és G+405C egynukleotidos 

polimorfizmusok meghatározására. Kimutattam az allélok és a genotípusok 

előfordulási gyakoriságát HELLP szindrómában szenvedő várandósok 

csoportjában és összehasonlítottam az egészséges kontroll populációval. 

 Az eredmények azt mutatják, hogy a VEGF gén C-460T és a G+405C 

egynukleotidos polimorfizmusa összefüggést mutat a HELLP szindróma 

kialakulásával. Kimutattam, hogy a VEGF T-460T és a C+405C genotípusok 

nagyobb rizikót jelentenek [Nagy B. és mtsai, 2008a; 2011c]. 

 Az irodalomban a PE előfordulásával kapcsolatban vizsgálták már a 

VEGF egynukleotidos polimorfizmusait. Ellentmondásos eredményekről 

számolnak be a kutatók, egyesek alacsony, míg mások magas VEGF szinteket 

írtak le PE-ban [Lyall és mtsai, 1997; Levine és mtsai, 2004; Hertig és mtsai 

2004; Kim és mtsai, 2008]. Ezen ellentmondások okát még nem sikerült 

kideríteni. A VEGF génen eddig 30 SNP-t írtak le, ami a fenotípusok nagy 
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variációját eredményezheti, ez is magyarázhatja, hogy a pontos hatás nehezen 

határozható meg. 

 

Eddig csak néhány polimorfizmus esetében figyeltek meg összefüggést a 

VEGF termelődésével préeklampsziás terhességekben [Papazoglou és mtsai, 

2004; Bányász és mtsai, 2006; Shim és mtsai, 2007; Sandrim és mtsai, 2009; 

Garza-Veloz és mtsai, 2011]. Papazoglou és mtsai a C-2578A, a G-634C és a 

C+936T SNP-k előfordulási gyakoriságát vizsgálták, és összefüggést találtak 

ezen egynukleotidos polimorfizmusok, valamint a préeklampszia kialakulása 

között. Ennek ellenére arra a következtetésre jutottak, hogy az általuk vizsgált 

polimorfizmusok valószínűleg nem a leglényegesebb faktorok a kórkép 

kialakulásában [Dekker és Shibai, 1998]. Bányász és mtsai szerint a +405G 

allélhordozók esetében alacsonyabb a préeklampszia előfordulási gyakorisága, 

és a betegség progresszióját a -2578A allél befolyásolhatja [Bányász és mtsai, 

2006]. Shim és mtsai a +936T allél előfordulása és a préeklampszia kialakulása 

között találtak összefüggést [2007]. 

 A préeklampszia kialakulása és a placenta kóros fejlődése kapcsolatba 

hozható, ez patogenézisének egyik kulcseleme. Egy microarray tanulmány 

kimutatta, hogy az oldékony Fms-like tirozin kináz (sFlt-1) alul expresszált 

préeklampsziában [Maynard és mtsai, 2003]. E molekula membránhoz 

kapcsolódott variánsa a VEGF receptora, míg a keringésben lévő variánsa a 

VEGF és a placentáris növekedési faktor antagonistája (PlGF). Néhány 

tanulmány magas sFlt-1 és alacsony szabad VEGF és PlGF szinteket talált 

préeklampsziában [Levine és mtsai, 2004; Hertig és mtsai, 2004]. Zhou és mtsai 

is kimutatták a VEGF családhoz tartozó molekulák alacsony expresszióját 

HELLP szindrómás betegekből származó citotrofoblasztokban [2002]. 

Préeklampszia esetében a túltermelődött Flt-1 variáns a keringésben lévő 

VEGF-hez és PlGF-hez kapcsolódik, ezzel megakadályozza, hogy azok a 

membránhoz kapcsolódjanak. Ez endoteliális diszfunkciót okoz, és olyan 
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prokoaguláns proteinek termelődését idézi elő mint a von Willebrand faktor, az 

endotelin, a fibronektin és trombomodulin [Baumwell és Karumanchi, 2007; 

Karumanchi és mtsai, 2005; Baker és mtsai, 1995; Kupferminc és mtsai, 1997; 

Hunter és mtsai, 2000, Zhou és mtsai, 2002]. Ezekben a folyamatokban a VEGF 

egynukleotidos polimorfizmusának is szerepe lehet, ez nagyobb vizsgálati 

csoportok eredményeinek az összevetésével további tisztázásra vár. 

 A nemzetközi irodalmi adatok alapján elsőként vezettem be a VEGF C-

460T, a C-2578A és a G+405C egynukleotidos polimorfizmusainak 

meghatározására alkalmas valósidejű PCR és olvadási görbe analízis módszert. 

Meghatároztam ezen SNP-k előfordulási gyakoriságát HELLP szindrómás és 

egészséges kontroll csoportokban. Megállapítottam, hogy a T-460T és a 

C+405C genotípusok megléte esetén a HELLP szindróma nagyobb 

valószínűséggel alakul ki. Mivel ezeket a polimorfizmusokat már előzőleg is 

kapcsolatba hozták a VEGF protein termelődésével, valószínű, hogy más 

genetikai és környezeti faktorokkal együtt szerepet játszanak a HELLP 

szindróma kialakulásában [Nagy B. és mtsai, 2008a; 2011c]. 

 

5.3. Deléció kimutatása valósidejű PCR módszerrel 

 

A valósidejű PCR egyik fontos prenatális alkalmazási lehetősége a ΔF508 

kimutatása. A cisztás fibrózis a kaukázusi populációban a leggyakoribb 

autoszomális recesszív módon öröklődő, halálos kimenetelű betegség [Endreffy 

és mtsai, 1992, Fekete és mtsai, 1992; Gundry és mtsai, 2001; Nagy és mtsai, 

1999; 2000a; 2006b]. A kialakulásáért felelős gént 1989-ben írták le, napjainkig 

a CFRT génen meghatározott eltérések száma már 1400 körül van. Ez a magas 

szám nagyon nehézzé teszi a diagnosztikát, szerencsére egyfajta deléció, a 

ΔF508 okozza az esetek kb. 60%-át, ez a leggyakoribb eltérés Közép-Kelet 

Európában, ami jelentősen egyszerűsíti a laboratóriumi kimutatást [Németi és 

mtsai, 1992; 1995]. 
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A betegség felderítésére alkalmazott eljárások gyakorlatilag 1989 óta 

fokozatosan fejlődnek, a molekuláris szinten történő vizsgálatokra prenatálisan 

szinte mindig valamilyen PCR-on alapuló eljárást alkalmaztak [Scotet és mtsai, 

2010]. A fluoreszcens PCR eljárást 1993-ban dolgozták ki, ami legalább 1000-

szeres érzékenységbeli növekedést okozott [Mansfield, 1993], emellett a PCR 

reakciók multiplex változatban való felhasználását is biztosította [Hattori és 

mtsai, 1992]. Különböző kitek kerültek forgalomba, amelyek a leggyakoribb 

genetikai eltéréseket jelzik. Magyarországon a prenatális diagnosztikában főleg 

a ΔF508 kimutatásával kell számolni. A fluoreszcens PCR és DNS fragmens 

analízis eljárást 1999-ben állítottam be erre a delécióra [Nagy B. és mtsai, 1999; 

2000a], ezzel az eljárással a keletkezett fragmentumok méretei között akár egy 

bázispár eltérés is megállapítható. A technológia fejlődése a kvantitatív 

valósidejű PCR módszer bevezetését is lehetővé tette. E két módszerrel 116 

DNS mintát vizsgálva egyező eredményeket kaptam. Kimutattam 67 normál, 43 

ΔF508 heterozigóta, 5 ΔF508 homozigóta mintát, egyetlen mintánál volt 

ΔF508C homozigóta az eredmény. Ez abból adódik, hogy a beállított primer és 

próba rendszer négy egyéb mutációt mutathat ki ebben a régióban, ami további 

nagy előnye a valósidejű PCR-nak [Nagy B. és mtsai, 2006b; 2007d]. A módszer 

alkalmas vérből, a chorionból és a magzatvízsejtekből izolált DNS mintákból 

gyors, megbízható meghatározásra. A minták közötti kontamináció minimálisra 

van visszaszorítva a zárt rendszer miatt. Az egy blasztomerből való kimutatás is 

lehetővé vált, az eljárás a preembrionális genetikai diagnosztika során is 

felhasználható. 
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5.4. Génexpresszió meghatározás 

 

 A CD24 expresszió meghatározása az utóbbi években került a 

tumorkutatás fókuszába. A CD24-et először az 1980-as években írták le mint 

sejtfelszíni fehérjét, viszont csak később fedezték fel, hogy szerepet játszik a 

sejt-sejt közötti kapcsolatokban, a sejtproliferáció és adhézió szabályozásában 

[Kristiansen és mtsai, 2010]. Prognosztikus markerként 2002-ben határozták 

meg [Kristiansen és mtsai, 2002]. A CD24 számos tumorban erősen 

expresszálódik, részt vesz a növekedés szabályozásában és a metasztázisok 

kialakulásában a P-selectin-hez kapcsolódva [Sagiv és Arber, 2008; Nagy és 

mtsai, 2009]. Sejten belüli pontos molekuláris mechanizmusa még nem ismert, 

azonban kísérleti adatok igazolják, hogy az anti-CD24 monoklonális 

ellenanyagok jól alkalmazhatók például gasztrointesztinális daganatok 

kezelésében [Sagiv és Arber, 2008]. 

 A tumorok progressziójához megfelelő vérellátás szükséges, a CD24 

ennek kialakításában is részt vesz. Préeklampszia esetén viszont ellentétes a 

jelenség, a placentában spirális artériák kóros kialakulása, gyengébb inváziója 

figyelhető meg. Így merült fel, hogy érdekes lenne meghatározni a terhesek 

placentáiból izolált RNS mintákban a CD24-et. Schostak és mtsai 2006-ban írták 

le módszerüket, a CD24 koncentrációjának mérésére valósidejű PCR-t 

használták prosztatarákos mintákon. Ezt a módszert irodalmi adatok alapján 

vettem át és vezettem be [Nagy B. és mtsai, 2006c; 2009]. 

 Az irodalmi adatok alapján elsőként határoztam meg a CD24 

koncentrációját 16 egészséges kontroll és 16 préeklampsziás beteg placentáiból 

izolált RNS mintákban. Érdekes módon szignifikáns különbség mutatkozott a 

gén expressziójában, alacsony CD24 koncentrációkat mértem préeklampsziás 

mintákban [Nagy B. és mtsai, 2008b]. 
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 A minták normalizálásához HPRT gént használtam a minőségükben 

mutatkozó esetleges különbségek kiküszöbölésére. Előzőleg Meller és mtsai 

[2005] hasonlították össze a génexpressziókat, a TATA box-binding protein 

(TBP), a szukcinát dehidrogénáz komplex, A alegység (SDHA) és a HPRT 

voltak a placenta szövetben a legmegbízhatóbb háztartási gének. Én a HPRT-t 

használtam, mivel a hipoxia és a növekedési faktorok deregulációja nem 

befolyásolja ennek a génnek az expresszióját. 

 Montes és mtsai [1996] írták le először a CD24 protein expresszióját 

tenyésztett deciduális stroma sejteken, kisérleteikben immunohisztokémiai és 

flow citometriai módszereket alkalmaztak. A CD24 gén expresszióját különböző 

tumorokban már meghatározták, viszont préeklampsziás betegek placentájából 

erre még nem került sor. 

 Aigner és mtsai (1997) hívták fel a figyelmet arra, hogy a tumor sejtek a 

P-selectinen keresztül a platelethez kapcsolódnak, így kerülik el az 

immunrendszert, lehetőséget nyitva különböző szövetekben a tumor 

elterjedésének és penetrációjának. PE esetében a CD24 expressziója alacsony, 

valószínűleg ellenkező hatást fejt ki, és szerepet játszhat a placenta kóros 

fejlődésében. 

 Legutóbb McDonald és Wolfe [2011] tanulmányozták az interleukinek és 

a CD24 szerepét a placenta immunválasz kialakításában. IL-1β, IL-8 és CD24 

mRNS szinteket határoztak meg valósidejű PCR és ELISA módszerekkel. 

Immunhisztokémiai vizsgálatokat is végeztek, és az adiponectin pro-

inflammatorikus hatását is tanulmányozták. Eredményeik alapján azt a 

következtetést vonták le, hogy a CD24/Siglec10 szabályozási út fontos az anyai 

és magzati felületek immunregulációjában. Egy potenciális mechanizmusnak 

tekintik, amellyel a trofoblaszt sejtek sikeresen irányítják az anyai 

immunmechanizmust. Legutóbb Chaiworapongsa és mtsai [2013] 

tanulmányozták a korai és késői préeklampsziában szenvedő nők véréből izolált 

mintákban a génexpressziót. Azt találták, hogy 43 ill. 28 gén volt különböző 
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módon kifejeződve, ezek közül 20 gén a koagulációban (SERPINI2), az immun 

regulációban (VSIG4, CD24), az egyedfejlődésben (H19) és a fertőzések 

kialakulásában játszott szerepet (S100A10) korai PE-ban. Megállapították, hogy 

a korai és a késői préeklampszia esetében a génexpressziós profil különbözik, 

megerősítették a CD24 szerepét a PE-ban microarray kisérleteikben. 

Szignifikánsan alacsonyabbnak találták a CD24 expresszióját, és ezt valósidejű 

PCR kisérletekkel is megerősítették [Chaiworapongsa és mtsai, 2013]. 

 Ezek az eredmények is alátámasztják, hogy fontos a klinikai vizsgálatok 

kiterjesztése a CD24 préeklampszia kialakulásában játszott szerepének 

tanulmányozására. Nehezíti az előrelépést a megfelelő mintavételi és 

feldolgozási módszerek kidolgozása és azok egységes alkalmazása. Ezt mutatja, 

hogy nagyon kevés olyan cikk jelenik meg, amely a placentából izolált mRNS 

expressziókat határozza meg. 

 A préeklampsziával ellentétes folyamatokra utalnak a prosztata tumoros 

betegek mintáiból izolált RNS-ből végzett CD24 mRNS meghatározások. 

Huszonegy prosztata tumoros és 10 benignus prosztata hiperpláziás mintában a 

CD24 szint 33,65±47,39 ng/µl versus 4,0±4,25 ng/µl volt, szignifikáns 

különbség mutatkozott a CD24 expressziójában a két csoportban (p=0,014), a 

foszfolipáz-2A génhez normalizáltam a mintákat [Nagy B. és mtsai, 2006c; 

2009]. Érdekes módon a normalizációhoz kiválasztott gén befolyásolhatja az 

eredményeket ennek megfejtésére további vizsgálatok szükségesek. 

 A prosztata vizsgálataim eredményei megegyeznek Schostak és mtsai 

[2005] által közöltekkel, akik 102 mintát analizáltak. A CD24 mRNS 

meghatározás alkalmas lehet nemcsak szövet, hanem prosztata váladék, vagy 

vizeletből izolált sejtek vizsgálatára. Felmerül, hogy esetleg „szabad” RNS 

szinteket mérve alkalmas lenne-e a rendszer nem invazív módon történő 

diagnosztikára. 

 A CD24 mRNS koncentrációjának mérése diagnosztikus markerként a 

jövőben ígéretes lehet. 
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5.5. A „szabad” nukleinsavak kimutatása 

 

 Sok kutatót és klinikust hozott lázba az a lehetőség, hogy az anyai vérből 

az invazív beavatkozások, chorionboholy-, vagy magzatvíz-mintavétel nélkül 

információt lehet nyerni a magzat genetikai állapotáról. A nem-invazív 

mintavételi eljárás nem jelent kockázatot sem az anya, sem a magzat számára. 

Az anyai vérből a magzati sejtek vagy „szabad” nukleinsavak izolálhatók és 

diagnosztikus célokra felhasználhatók. 

 A nem-invazív módon nyerhető minták közül a kezdeti időszakban a 

magzati sejteket felhasználó kutatási irány tűnt nagyon ígéretesnek, elterjedését 

azonban néhány technikai akadály korlátozta. Az egyik az alacsony sejtszám, 

egy ml anyai vérben kb. egy magzati sejt található, ennek izolálása technikailag 

nem egyszerű, nagyon munkaigényes eljárás. Az anyai vérkeringésben 

kimutatható magzati sejtek közül a trophoblast-sejtek, a leukocyták és az 

erythroblastok alkalmasak diagnosztikai vizsgálatokra [Nagy GyR. és mtsai, 

2006; Gardó, 2009]. A trophoblast sejtek jelenlétét az anyában már 1893-ban 

leírta Schmorl német patológus. Kimutatásuk azonban nehézkes a specifikus 

monoklonális antitestek hiánya miatt. Mueller és mtsai 6800 lepényszövet elleni 

antitestből csak 5 olyant találtak, amelyek specifikusak a magzatra [Mueller és 

mtsai, 1990]. A FISH vizsgálatok kiértékelését komplikálja, hogy ezek a sejtek 

gyakran többmagvúak. 

 Ígéretesnek tűnt a magzati fehérvérsejtek felhasználása, ezek jelenlétét az 

anyai keringésben Walknowska és mtsai már 1969-ben kimutatták. Ezen sejtek 

izolálása a HLA antigének különbözőségén alapul, de nehezíti a helyzetet, hogy 

az előző terhességekből is jelen lehetnek leukocyták, mivel 4-5 év a felezési 

idejük. A másik sejtcsoport, a sejtmaggal rendelkező magzati erythrocyták 

viszont biztonsággal elválaszthatóak és diagnosztikai célokra is alkalmasak. 
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Ezen sejtek jelenlétéről már 1957-ben beszámolt Creger és Steele. Izolálásukat 

és felhasználhatóságukat ezt követően több kutatócsoport is megerősítette 

[Bianchi és mtsai, 1996; 1997; 1999; Bianchi 1998; Hahn és mtsai, 1999; 2000; 

Holzgreve és Garritzen, 1992]. Az erythroblastok már az első trimeszter elején 

megjelennek, élettartamuk 90 nap. Bianchi és mtsai a pozitív sejteket CD71 

ellenes antitestek segítségével, FACS-ot alkalmazva választották el, majd a 

magzati sejteket a morfológiai kép alapján és a Kleihauser-Betke teszttel 

azonosították [Bianchi és mtsai, 1990]. A magzati sejtek kiürülése az anyai 

szervezetből hosszú időt vesz igénybe, ezért előző terhességekből származó 

sejtek komplikálhatják a diagnosztikát. 

Az alacsony magzati sejtszám, az izolálási módszerek nehézkessége és a sejtek 

FISH vizsgálat során mutatott eltérő viselkedése miatt a kutatások inkább a 

szabad nukleinsavak irányába fordultak az utóbbi években. 

 Laboratóriumunkban mi is követtük a nemzetközi tendenciákat, 

próbálkoztunk izolált magzati sejtek és „szabad” nukleinsavak felhasználásával. 

Ebben a témában két Ph.D. disszertáció készült [Lázár Levente, 2007; Nagy 

Gyula Richárd 2007]. A kutatások a disszertációk elkészültével is folytatódtak, 

sőt, a klinika szervezésében 2010-ben megrendeztük az Első Közép-Kelet-

Európai Szabad Nukleinsavak a Magzati Diagnosztikában című kongresszust, 

amely 2012-ben folytatódott a második kongresszussal a csehországi Olomouc-

ban, a harmadik 2014-ben a szlovákiai Martin-ban lesz [Nagy B. és mtsai 2010; 

Nagy B. 2012]. 

 Mandel és Métais 1947-ben írták le a „szabad” nukleinsavak jelenlétét 

tumoros betegek szérumában, azonban a felfedezést követően több évtizednek 

kellett eltelnie ahhoz, hogy a „szabad” DNS jelenléte ismét felébressze a 

tudományos és klinikai érdeklődést. Az anyai vérben keringő „szabad” magzati 

DNS-t elsőként Lo és mtsai mutatták ki, ezt 1989-ben közölték le. A „szabad” 

magzati DNS-t Y kromoszóma specifikus DYS14 próbával határozták meg 43 
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terhes esetében a terhesség 12. és 40. hete között [Lo és mtsai, 1989; 1997; 

1998a]. 

 A kinyert „szabad” nukleinsavak elenyésző része magzati (3-6%), ez 

jelentősen kihat a későbbi amplifikációs eredményekre és azok 

megbízhatóságára. Fontos, hogy minél nagyobb legyen az izolált DNS 

koncentrációja. A DNS izolálásra napjainkban leginkább a szilika adszorpciós 

kiteket használják. Laboratóriumunkban két gyártó kitjének a hatását vizsgáltuk 

meg a kinyert DNS mennyiségére. Megállapítottuk, hogy a kit fajtája nem, 

inkább a kiindulási anyai szérum mennyisége befolyásolja az izolált DNS 

mennyiségét. Diplomamunka is készült ebben a témában, eredményeinkről az 

European Society of Human Genetics 2010. évi nagygyűlésén is beszámoltunk 

[Kehler és mtsai, 2010; Kehler 2010]. 

 

 Disszertációmban bemutattam az anyai vérből izolált „szabad” DNS 

mintából történő nem-, és RhD meghatározási eredményeket 80 mintán végzett 

kisérletek alapján. A vizsgálatok során 38 fiú magzatot és két RhD negatív 

mintát találtam. Az utóbbi esetekben a szülők is RhD negatívak voltak. A nem-

meghatározás eredményei megegyeztek a kariotipizáláséval. A beállított 

módszerek alkalmasak a minimális mennyiségű kevert (anyai és magzati) 

„szabad” DNS-ből kvantitatív valósidejű PCR elvégzésére. A nem-

meghatározás a nemhez kötött betegségek (haemophilia A és B, Duchenne 

muscularis dystrophia) diagnosztikájában nyújt segítséget. Az anyai mintában 

mutatkozó Y kromoszóma-specifikus markerek beiktatásával a kis 

mennyiségben jelen lévő magzati DNS-ből a magzat neme kimutatható. A 

következő markereket lehet erre a célra felhasználni: SRY, DYS14, DYS1, DYZ1, 

DYZ3, DAZ, ZFY és az amelogenin [Honda és mtsai, 2001; 2002; Zimmermann 

és mtsai, 2005; Avent és mtsai 2006; Deng és mtsai, 2006; Stanghellini és mtsai, 

2006; Zhou és mtsai, 2005; Lázár és mtsai, 2003; 2004a; 2006a]. 
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 Az említett haemophilia és DMD mellett az alkalmazások között szóba 

jöhet egyéb nemhez kötött genetikai betegség is, pl. az Alport szindróma, az X-

kromoszómához kötött mentális retardáció, a retinitis pigmentosa, a Lesch-

Nyhan szindróma, a kongenitális adrenális hyperplázia [Costa és mtsai, 2002; 

Chitty és mtsai, 2007; Galbiati és mtsai, 2005]. Ezen tanulmányok alapján már 

akár a 7. terhességi héttől 97,2%-os szenzitivitás és 100%-os specificitás érhető 

el [Chitty és mtsai, 2007]. 

 Az RhD meghatározás szintén nagy jelentőségű a nem-invazív módszerrel 

nyert minták feldolgozása során. A magzati vörösvértestek felszínén lévő 

antigént hordozó sejtek az anyai keringésbe kerülve immunválaszt indítanak be, 

ami a magzat hemolitikus betegségét okozhatja. Ennek kiküszöbölésére az olyan 

várandósok esetében, akik RhD negatívak, de a magzatuk RhD pozitív lehet, 

preventíven anti-D ellenanyagot adnak be. Ez elég nagy anyagi megterhelést 

jelent az egészségügyi pénztáraknak. Csökkenteni lehetne a felhasznált 

oltóanyag mennyiségét, ha az invazív beavatkozások előtt meghatároznák a 

magzat RhD státuszát. A kaukázusi populáció kb. 80%-a RhD pozitív, tehát elég 

jelentős azoknak az eseteknek a száma, ahol az anyák feleslegesen kapnak anti-

RhD injekciót [Daniels, 2005; Lázár és mtsai, 2007b; Lo és mtsai, 1994; 1998b]. 

 Az általunk is alkalmazott valósidejű PCR módszerrel meghatározható a 

magzat RhD státusza minden olyan esetben, amikor RhD negatív anyáknál az 

alloimmunizáció lehetősége felmerül. Természetesen nemcsak anyagi okok 

indokolják ezeket a vizsgálatokat, hanem az is, hogy vérkészítmény beadásáról 

van szó, ami donoroktól származik, így magában hordozza az infekció 

lehetőségét is [Lázár és mtsai, 2004b; 2006a, 2007b]. 

 Minon és mtsai [2008] 563 terhest érintő négyéves tapasztalata alapján az 

RhD genotipizálás elérte a 99.8%-os megbízhatóságot, egyetlen egy fals pozitív 

esetük volt. Finning és mtsai [2008] 1997 előzőleg szenzitizált RhD negatív nő 

vizsgálati eredményeit mutatták be, ők 1% fals és inkonkluzív adatot említenek. 
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 Nagy beteganyagon végzett tanulmányok is a valósidejű PCR módszer 

alkalmazhatóságát erősítik meg, ezek is a minimális DNS koncentrációt és az 

RhD génen megfigyelhető variánsokat említik problémaként. Az etnikai eredetet 

minden esetben figyelembe kell venni az eredmények értékelésekor [Avent, 

1999]. Előfordulhat, hogy szerológiailag negatív esetek a génmeghatározásnál 

pozitív eredményt mutatnak [Singleton és Reid, 2000].  

 A „szabad” nukleinsav koncentrációk meghatározása már önmagában is 

számos diagnosztikai felhasználásra nyújthat lehetőséget. Magasabb „szabad” 

magzati DNS szinteket mértek Lo és mtsai a 21. kromoszóma triszómiája esetén. 

Számos közlemény született ennek a megerősítésére és cáfolására is, de a 

technikai és standardizálási nehézségek miatt ez az eljárás nem terjedt még el 

[Lo és mtsai; 1999b; Spencer és mtsai, 2013]. Érdekes megfigyelés volt, hogy a 

préeklampsziás terhesek szérum mintáiban is magasabb „szabad” DNS szintek 

mutathatók ki [Lázár és mtsai, 2009; Hahn és mtsai, 2011]. Papantoniou és 

mtsai a RASSF1A szintjeit mérve közel 100%-os specificitást és szenzitivitást 

írtak le a préeklampszia diagnosztizálásánál [2013]. 

 Méhen kívüli terhesség esetén is magasabb „szabad” DNS szinteket talált 

munkacsoportunk, és felmerült az esetleges alkalmazás a diagnosztikában is, de 

ehhez további standardizálások és nagyobb beteganyagon végzett vizsgálatok 

szükségesek [Lázár és mtsai, 2006b]. A mintavételi eljárások pontos 

kidolgozása, a szintek meghatározásának standardizálása, az egyes 

laboratóriumok módszereinek összehangolása még mindig várat magára. A BMI 

és a különböző populációk közötti eltérések feltárása is további részletes 

vizsgálatokat igényel. 

 A nem-invazív magzati diagnosztikában nagy áttörést jelentett a tömeges 

paralell szekvenálás bevezetése, hiszen mindenki szerette volna a leggyakoribb 

számbeli kromoszóma rendellenességeket meghatározni az anyai vérből, de 

2008-ig erre nem volt megbízható módszer. Több évet vett igénybe az új 

technológia validálása és klinikai bevezetése. Először Fan és mtsai alkalmazták  
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az aneuploidiák kimutatására, azonban a konkurens csoport is egyből elkezdte 

használni a módszert, és eredményeiket gyorsan le is közölték [Fan és mtsai, 

2008; Chiu és mtsai, 2008]. A technológia lényege, hogy sok millió szekvencia-

tag darabokat szintetizálnak, így jóval több információt kapnak a digitális PCR-

nál. Ennél a módszernél nem szükséges az anyai és a magzati DNS elválasztása, 

megfelelő számú taggal kis mennyiségű magzati „szabad” DNS-el is 

elvégezhetők a vizsgálatok [Mardis, 2008; Fan és mtsai 2008, 2010, 2011]. 

 Napjainkban tulajdonképpen négy eljárás áll rendelkezésre a leggyakoribb 

számbeli kromoszóma rendellenességek kimutatására (Sifakis és mtsai, 2012). 

Az első a dózis módszer, amely SNP-k alkalmazásával szekvencia specifikus 

DNS szakaszokat használ fel. Ennek az a hátránya, hogy az egyes 

populációkban eltérések mutatkoznak, ezt figyelembe kell venni, és esetleg 

változtatni kell a kialakított rendszeren. A második eljárás, az anyai és a magzati 

DNS 21-es kromoszóma specifikus szakaszai metiláltsági arányának az 

összehasonlítása (Tsaliki és mtsai, 2012). A harmadik, általánosan használt 

módszer az mRNS-ből az allél specifikus mRNS arányok összehasonlítása. A 

negyedik a tömeges paralell szekvenálás az új generációs szekvenálóval, amely 

nagy lendületet adott a módszer klinikai alkalmazásának.  

 Az elmúlt év áttörést hozott a nem-invazív módon nyert minták prenatális 

diagnosztikában való felhasználásában. A tömeges paralell szekvenálással a 

leggyakoribb számbeli kromoszóma rendellenességek 99,9 %-os specificitással 

és szenzitivitással határozhatók meg. 

A diagnosztikai tesztek árának várható csökkenése ezen vizsgálatok szélesebb 

körben való elterjedéséhez fog vezetni. 
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6. Új tudományos eredmények és következtetések 

 

 A valósidejű PCR módszeren alapuló eljárásokat bevezettem a klinikai 

genetikai gyakorlatba, alkalmaztam a napi rutinvizsgálatok során, és egyes 

betegségek genetikai hátterének felderítésében is használtam. 

1. Valósidejű PCR módszert vezettem be a Toxoplasma gondii genom 

kimutatására, optimalizáltam a PCR paramétereit SYBRGreen I alapú 

rendszerre. 

2. Kidolgoztam a FRET próbás valósidejű PCR rendszert a kongenitális 

toxoplazmózis kimutatására. 

3. Négy PCR alapú eljárást hasonlítottam össze a T. gondii kimutatására. 

Megvizsgáltam a hagyományos, a fluoreszcens PCR és két valósidejű PCR, a 

SYBRGreen I és a FRET próbás módszerek kimutatási érzékenységét és 

megbízhatóságát. Mind a négy módszer alkalmas a T. gondii kimutatására, 

azonban a legérzékenyebbnek a FRET próbás rendszer bizonyult, amellyel akár 

egyetlen parazita kimutatása is lehetséges. Az alkalmazandó eljárás 

kiválasztásakor az egyszerű kivitelezhetőséget, a vizsgálathoz szükséges időt, a 

felhasznált vegyszerek környezetre való hatását is mind figyelembe vettem. 

4. Magyarországon először alkalmaztam a WIAF 899 SNP és a WIAF 

2643 SNP-k kimutatására a kvantitatív valósidejű PCR és olvadási görbe 

analízis módszert, a primerek és próbák, a MgCl2 koncentrációit és a PCR 

futtatási körülményeit optimalizáltam. 

5. Megvizsgáltam a WIAF 899 és a WIAF 2643 SNP-k 

felhasználhatóságát a 21-es kromoszóma triszómiájának kimutatására 67 db 21-

es triszómiás és 62 db normál diallélikus mintán. 

Az eredmények alapján a WIAF 899 SNP marker 41,86%-ban bizonyult 

informatívnak, a WIAF 2643 marker viszont nem adott megfelelő területi 

arányokat. A 21-es triszómia biztonságos szűrésére a kromoszómán 

elhelyezkedő további SNP markerek bevonása és multiplex PCR végzése 
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szükséges. Ehhez olyan SNP-ket kell kiválasztani, amelyekre a populáció nagy 

arányban heterozigóta. A megfelelő kombinációk összeállításával a 21. 

kromoszóma triszómája kimutatható. 

 6. Elsőként dolgoztam ki és írtam le a valósidejű PCR-t és olvadási görbe 

analízist a VEGF C-460T, C-2578A és G+405C SNP polimorfizmusának a 

meghatározására, optimalizáltam a PCR körülményeit. 

 7. HELLP szindrómában szenvedő és egészséges terhesek DNS mintáiban 

elsőként állapítottam meg a VEGF C-460T, C-2578A és G+405C 

egynukleotidos polimorfizmusokat. Kimutattam az allélok és a genotípusok 

előfordulási gyakoriságát HELLP szindrómában szenvedő betegek csoportjában 

és összehasonlítottam az egészséges kontroll populációval. 

 Eredményeim azt mutatják, hogy a VEGF gén C-460T és a G+405C 

egynukleotidos polimorfizmusa kapcsolatba hozható a HELLP szindróma 

megjelenésével. Kimutattam, hogy a VEGF T-460T és a C+405C genotípusok 

nagyobb rizikót jelentenek a HELLP szindróma kialakulására. 

 8. A valósidejű PCR alkalmas deléciók kimutatására is, a primer-próba 

rendszer megfelelő megtervezése után, a PCR-t követő olvadási görbe analízis 

során a két allél nagy biztonsággal elkülöníthető. A ΔF508 kimutatására 116 

DNS mintát vizsgáltam meg. Kimutattam 67 normál, 43 ΔF508 heterozigóta, 5 

ΔF508 homozigóta mintát, viszont egy mintánál ΔF508C homozigóta eredményt 

találtam. Ez utóbbit a F-PCR és DNS fragmens analízis módszer nem jelzi. A 

beállított primer és próba rendszer négy további mutáció diagnosztizálását teszi 

lehetővé ebben a régióban. A módszerrel vérből, a chorionból és a 

magzatvízsejtekből izolált DNS minták gyorsan és megbízhatóan 

meghatározhatók, a minták kontaminálásának valószínűsége a zárt rendszer 

miatt minimális. 

 9. Magyarországon elsőként állítottam be a CD24 expresszió kimutatására 

a valósidejű PCR-t. 
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 10. A világon elsőként határoztam meg a CD24 szintjét préeklampsziás 

terhesek placenta mintáiban. Megállapítottam, hogy a CD24 szintje a 

préeklampsziások mintáiban az egészséges normotóniás terhesekhez viszonyítva 

szignifikánsan alacsonyabb. Ezt a megállapítást 2013-ban egy amerikai 

kutatócsoport vizsgálati eredményei is megerősítették. 

 11. Tűbiopsziával nyert prosztata tumoros és prosztata hiperpláziás 

betegek mintái között lényeges különbséget találtam a CD24 expressziójában. 

Felmerül diagnosztikus markerként való alkalmazása. 

 12. Valósidejű PCR alapú módszert állítottam be a nem 

meghatározására. A „szabad” nukleinsavak meghatározása lehetőséget nyújt a 

nem-invazív módon nyert mintákból a nemhez kötött genetikai betegségek 

kizárására. 

 13. Valósidejű PCR TaqMan típusú kimutatási módszert vezettem be a 

magzat RhD csoportjának meghatározására. 

 14. A magzati nem és RhD kimutatására kidolgozott módszerek 

megbízhatóságát 80 klinikai mintán vizsgáltam meg és alkalmasnak találtam a 

meghatározások elvégzésére. 
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Imrének köszönöm a prosztata tumorok genetikai vizsgálata során nyújtott 

hatékony segítségét. 

 Köszönet illeti az I.Sz. Szülészeti és Nőgyógyászati Klinika Genetikai 

Laboratóriumának és Genetikai Tanácsadásának minden volt és jelenlegi 

munkatársát, valamint a klinika összes dolgozóját a munkámhoz bármilyen 

formában nyújtott segítségéért. Kiemelem Dr. Papp Csaba, Dr. Tóth-Pál Ernő, 

Dr. Beke Artúr, Dr. Bán Zoltán, Dr. Lázár Levente, Dr. Nagy Gyula Richárd 

kollegáimat, akikkel szoros kapcsolat alakult ki az együtt töltött időszak alatt. 

 Köszönöm Dr. Becságh Péternek és Vizi Tímeának, a Roche 

Magyarország Kft. munkatársainak a technikai segítségét. 
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 Köszönet illeti Prof. Csákó Györgyöt és Prof. Roland Elin-t, az amerikai 

National Institutes of Health, Clinical Center, Department of Clinical Pathology 

vezető munkatársait (Bethesda, MD, USA), akik bevezettek a molekuláris 

genetika és a modern műszerek világába. 

 A Helsinki Egyetemen eltöltött időszak alatt Prof. Sakari Knuutila és 

munkatársai biztosították a valósidejű PCR, a microarray és az összehasonlító 

gén vizsgálatok (CGH), valamint a klinikai molekuláris onkológiai vizsgálatok 

elvégzéséhez szükséges feltételeket. 

 A “szabad” nukleinsav vizsgálatok és a Közép-Kelet Európai Társaság 

munkájában és kongresszusainak megszervezésében sokat segítettek a 

következő kutatók: Prof. Sinuhe Hahn (University of Basel), Prof. Gordan Lauc 

(University of Zagreb), Prof. Jirzy Santavy, Prof. Ishraq Dhaifallah (Palacky 

University, Olomouc), Prof. Jan Danko (Comenius University, Martin), Prof. 

Pavol Zubor (Comenius University, Martin), Prof. Eva Brojer (National Blood 

Institute, Warsaw). 

 Köszönöm Prof. Hakan Savli-nak, a Kocaeli Egyetem Orvosi Genetikai 

Intézet igazgatójának a tízéves gyümölcsöző együttműködésünket. 

 Minden tudományos és klinikai érdeklődés és lehetőség kevés lett volna 

családom nélkül. Szüleim támogattak, lehetővé tették a továbbtanulásomat. 

Feleségemnek nemcsak a nyugodt családi háttért, valamint Bálint és Balázs 

fiaimat köszönhetem, hanem az elmúlt 30 év alatt türelemmel és 

lelkiismeretesen átolvasta, nyelvileg lektorálta magyar és angol nyelvű 

kézirataimat. 
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