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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
aCGH: arraykomparativ genom hibridizacid
ALT: alanin-aminotranszferaz
AST: aszpartat-aminotranszferaz
bp: bazispar
CVS: chorionboholy-minta
cDNA: komplementer DNS
CGH: komparativ genom hibridizacio
CRNS: komplementer RNS
DNS: dezoxiribonukleinsav
EDTA: etiléndiamin-tetraecetsav
FDR: hamis talalati arany
FRET: fluorescens energy resonance transfer
hCG: human chorion gonadotropin

HELLP szindréma: hemolizis, emelkedett majenzimek, csokkent
vérlemezkeszam szindroma

HLA: human leukocyta antigén
IDO: indolamin 2,3-dioxigenaz
IL: interleukin

IUGR: méhen beliili retardéaciéd
LDH: laktat-dehidrogenaz
LEPR: leptin receptor

MBL: mannéz-kotd leptin

MHC: {6 hisztokompatibilitadsi komplex
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MIiRNS: mikroRNS
MTHFR: metiléntetrahidrofolat-reduktdz enzim
NK sejt: természetes 616sejt
PCR: polimeraz lancreakcio
RFLP: restrikciés fragmenthossz-polimorfizmus
RIN: RNS integritast mutatd szam
RNS: ribonukleinsav
SNP: egynukleotidos polimorfizmus
STR: rovid ismétlodo egységek

VEGTF: vaszkularis endotelialis novekedési faktor
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1. ELOZMENYEK ES IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Torténeti attekintés

A kémia, a biokémia és a molekularis biologia legujabb eredményel
valamint az egyre korszer(ibb laboratoriumi eszkdzok lehetové teszik az j
diagnosztikai modszerek rohamos elterjedését.

A molekuléris biologia és diagnosztika fejlddésének lendiiletet adott az
1970-es évektdl kezdddden a restrikcidos endonukledz €és a reverz transzkriptaz
enzimek bevezetése, a Southern blotting, a Northern blotting ¢s a DNS
szekvenaldé modszerek kidolgozasa. A széleskorti alkalmazast a polimeraz
lancreakcio (PCR) felfedezése és leirasa idézte eld [Saiki és mtsai, 1985; Mullis
¢s Faloona 1987]. A felhasznalasi lehetdségek nagyon tagak, ¢és még
napjainkban is folyamatosan boviilnek. A modszer elterjedését a PCR soran
hasznalt enzimek mindségének javulasa, a ,hot-start” bevezetése, azaz a
polimeraz-enzim ellenanyaggal torténé védelme, a thermal cycler késziilékek
mindségének fejlesztése, és a valosidejii PCR bevezetése tette lehetdveé.

A kezdeti diagnosztikai tesztekkel emberi mintakbol, elsédlegesen a
fehérvérsejtekbdl és a magzatvizsejtekbdl izolalt DNS-t vizsgaltak. Késobb,
foleg a rakkutatasban, a vérmintakat, a citologiai keneteket €s a szovetmintakat
is felhasznaltak. A moddszerek fejléddesével a vizsgalandd mintak kore is
folyamatosan nd, a sejtek és szovetek mellett napjainkban mar magaba foglalja a
,,szabad” nukleinsavak (DNS, RNS, miRNS), vagy akar egyetlen sejt (vagy
blasztomer) vizsgalatat is.

A primerek és probdk rendszerei is folyamatosan valtoznak. A
hagyomanyos primerek mellett a fluoreszcens festékekkel torténd jelolés
sokszorosara novelte a kimutatéasi érzékenységet. A jelolt probadk beillesztése a
primerek koz¢ javitotta specificitast. A felhasznalt probak kémidja egyre boviil,

Ujabb ¢€s tjabb alkalmazasi lehetdségek nyilnak meg.
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1.2. A PCR mddszeren alapul6 eljarasok fejlodése

A polimeraz lancreakciot Kary Miillis és munkatarsai irtak le 1985-ben
[Saiki és mtsai, 1985], ez a modszer forradalmasitotta a tudomanyos kutatasi és
a diagnosztikai eljarasokat. E felfedezés elismeréseként 1993-ban a kutatot
Nobel-dijjal tiintették Kki.

Az eljaras lényege, hogy barmely nukleinsav szekvencia rész, amely jelen
van a kiindulasi mintaban megsokszorozhat6é a polimeraz enzim segitségével a
homérséklet megfelelo ciklusos valtoztatasaval.

A PCR eclvégezhet6 a DNS molekulan oligonukleotid primerek, dNTP,
héstabil polimeraz és kofaktorok, mint példaul magnézium vagy mangan ionok
jelenlétében a homérséklet ciklusos valtoztatasaval. A DNS kettds spiral
szétvalasztasdhoz magas hoéfok sziikséges, majd a mintat le kell hiiteni a
megfelelé bekapcsolodasi homérsékletre, hogy a primerek kapcsolddni tudjanak
a komplementer szekvencidhoz. Ezt kovetéen a mintadt 72 °C-ra melegitve a
polimeraz enzim ANTP beépitésével meghosszabbitja a bekapcsolodott primerek
utan kovetkezd szekvenciat.

Az egyes alkalmazasok soran szamos problémat le kellett kiizdeni. A
tanulmanyozand6 rész megsokszorozasa, majd annak elvéalasztisa a kiindulasi

mintatdl az elmult husz év alatt sokat fejlédott.
1.2.1. PCR és elektroforezis

A PCR a leggyakrabban alkalmazott eljaras a molekularis bioldgiaval
foglalkozok korében. A legegyszerlibb modszer a gélelektroforézis, a PCR-t
kovetéen a keletkezett termék méret szerint elvalaszthatdo a gélen, majd a gél
megfestését kovetden Kiértékelhetd a mutatkozd savok alapjan [Vogelstein és

Gillespie, 1979]. Elénye az egyszeriisége, hatranya viszont, hogy ezen

10
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felhasznalds sordn nem lehetséges a kiinduldsi termék mennyiségének a
meghatarozasa, mivel végpont meghatarozas torténik [Whitman és Dunbar,
2008]. Az 1. sz. képen a AF508 kimutatasa lathatd PCR-t kdvetd elektroforézis,

majd etidiumbromid festés utan.

200 bp

= 100 Dbp
79 bp |
76 bp

1.sz. kép

A AF508 kimutatasa hagyomanyos PCR modszerrel

A specifikus primerekkel torténé PCR utan elektroforézis kovetkezett, majd a gél
etidiumbromiddal lett megfestve. Az. 1. sz. savban az egészséges egyedbdl szarmazo
mintabol keletkezett PCR termék (79 bp) lathatd, az 1° sz. savban nem keletkezett PCR
termék. A 2. sz. savban a heterozigdta mintabol szarmazo 79 bp PCR termék és a 2’ sz.
savban a 76 bp PCR term¢k lathato. A 3. sz. savban 1év6 AF508 homozigdta minta esetében
nincs amplifikacio, a 79 bp nagysaga PCR fragmentum nem mutatkozik, mig a 3’ savban a 76
bp nagysagl termék jol lathatd. Az M jelli savban a molekulastly marker talalhatd. (Nagy B.
és mtsai, 1999)

11
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1.2.2. PCR-RFLP

A moédszer négy Iépésre tagolodik, a PCR soran a kivant részek
megsokszorozddnak, ezt koveti a szekvencia specifikus restrikcidos endonukleaz
enzimmel emésztés, majd a keletkezett fragmentumok szétvalasztasa
elektroforézissel, végiil festéssel lathatova tétele [Felley-Bosco és mtsai, 1991,
Pourzand és Cerutti, 1993]. Ezzel a technikaval kiilonbdz6 mutaciok ¢és
polimorfizmusok mutathatok ki. Ez a modszer a 90-es években széles korben
elterjedt, napjainkban atveszi szerepét a szekvencia specifikus probak
alkalmazasa és a valosideji PCR. A 2. sz. képen a metiléntetrahidrofolat-

reduktaz C677T polimorfizmusanak kimutatasa lathatd PCR-RFLP modszerrel.

1.2.3. Fluoreszcens PCR és DNS fragmens analizis

A modszer 1ényege, hogy a PCR soran az alkalmazott primer par egyik
tagjat fluoreszcens festékkel jelolik, ez a jelolés nagymértékben megndveli a
kimutatasi érzékenységet. Ez a valtoztatas lehetdséget ny(jt a PCR termékek
korszeribb elvalasztasara is, azaz a PCR-t kovetéen a keletkezett
fragmentumokat kapillaris elektroforézissel elvalasztjak, méret és szin alapjan
lézer detektorral leolvassak [Mansfield, 1993; Adinolfi és mtsai, 1997; Toth és
mtsai, 1998a;1998b]. Kiilonboz6 fluoreszcens festékeket hasznalnak, ezek
kombinacidival lehetdve valik multiplex PCR végzése. A 3. sz. képen a
leggyakoribb szambeli kromoszoma rendellenességek kimutatdsa lathatod

fluoreszcens PCR ¢és DNS fragmens analizis modszerrel.

12
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S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 MW

- 200 bp

-100 bp

2. sz. kép
A metiléntetrahidrofolat reduktaz C677T polimorfizmus kimutatasa PCR-RFLP
modszerrel, Hinfl enzimmel torténo emésztéssel
Az S1 jelolésti savban egy C677T homozigoéta normal CC (198 bp nagysagu
fragmentum), az S2, S4, S5, S6 és S7 jelolésti savban homozigota TT mutans (175 bp
nagysagu fragmentum), az S3 jelolésli savban egy CT heterozigota minta lathato (198
¢és 175 bp nagysaga fragmentum). A poliakrilamid gélben megfuttatott PCR termékek
az elektroforézist kovetden eziistnitrattal lettek megfestve. Az MW jel6lésti oszlopban

a molekulasuly marker lathato (Nagy B. és mtsai, 20073).

13
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HI'C_):] 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 380 380 400
1600
“| Amelogenin (Sex)
1400 | D21S11
1200 _
D18S851
1000 _
800 _
600 _
400 D13S631 D18Ss1 D21S1411
D13S258
200 | D21S1412
EE 228 :08Sample3/26/99 / 1536 B 226 :08Sample3/26/39 /
(I 22y :08Sample3/26/939 / B 22R :08Sample3/26/39 /
3. SZ. kép

A leggyakoribb szambeli kromoszéma rendellenességek kimutatasa fluoreszcens PCR és
DNS fragmens analizissel

A képen egy egészséges fiu magzat mintdjanak elektroforetogramja lathat6. A minta a

leggyakoribb szdmbeli kromoszoma rendellenességek kimutatdsdra alkalmazott STR

markerekkel diallélikusnak mutatkozott. Az elektroforetogramon a fragmentumok a

molekulastlyuknak és az alkalmazott fluoreszcens jelolésnek megfelelden valasztodtak el

(Nagy B. és mtsai, 2011b).

1.2.4. Valosidejii PCR

A hagyomanyos PCR soran a keletkez6 PCR terméket (amplikon)
végpont analizissel mérik a reakcid sorozat befejezése utan, igy a kiindulési
kopiaszam nem szamithatd ki, ellentétben a valosideji PCR-ral, ahol minden
egyes ciklus utdn a keletkez6 termék meghatirozhaté. A modszer
tulajdonképpen a thermal cycler ¢és egy fotométer késziilék kombinaldsa. A
keletkezett PCR termék mennyiségét minden egyes PCR ciklus utdn

fluoreszcens festék, vagy probak felhaszndldsaval lehet meghatdrozni. A

14
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késziilek két részbdl all, az egyik a hdmérseklet ciklusos valtoztatasat, a masik
pedig a fluoreszcens szignal mérését biztositja az egyes PCR ciklusokat
kovetden. A kivant termék megsokszorozdsa utan bizonyos jelolések esetén
lehetéség van az olvadasi gorbe analizis program elvégzésére, amellyel a
keletkezett termékek pontosan beazonosithatok, ez az olvadasi homérséklet (Tp,)
mérésével lehetséges [Lee és mtsai, 2010]. Ennek az eljarasnak még az is az
elonye, hogy a PCR-t befolyasolo faktorok is nagyon jol tanulmanyozhatok
(mint a primer, proba és a magnézium koncentracioi, valamint a primer kotodés,
az annealing homérséklet és az id6 hatasa), tehat az egyes paraméterek beallitasa
nyomon kovethetd, jol lathatd, hogy az egyes faktorok valtoztatasa mit okoz. Az
optimalizalas fontos kritériumai a specificités, a szenzitivitas, a hatékonysag ¢s a
reprodukalhatdsag biztositasa [ Edwards és Logan, 2009].

Nagyon sokféle thermal cycler késziilék keriilt forgalomba az idék soran,
¢s az alkalmazott kémia is sokat valtozott. A legismertebb késziilékek kozé
tartozik a LightCycler, amelynek elsd valtozata 1998-ban kertilt forgalomba. Ezt
kovették az 1.5 és 2.0 variansai, valamint a LightCycler 480, de elterjedtek az
Applied Biosystems (ABI 7300; 7500; 7900; ABI StepOne), a Bio-Rad
(MiniOpticon; MyiQ; Opticron2; Chromo4; 1Q5), az Eppendorf (Mastercycler
ep realplex), a Stratagene (Mx400; Mx3000p; Mx3005P) késziilékei is [Edwards
¢s Logan, 2009].

Az olvadasi gorbe analizis bevezetése lehetdveé teszi a muticiok és a
polimorfizmusok elkiilonitését a PCR-t kdvetden, a minta tovabbi laboratoriumi
modszerrel valo feldolgozasa nélkiil.

A PCR-t a szamtalanszor idézett Saiki és mtsai [1985] altal k6zolt cikket
megelézden, mar tulajdonképpen 1971-ben leirtdk, Kleppe és mtsai alkalmaztak
elészor a DNS polimerazt és az oligonukleotid primereket a kiindulasi

szekvencia megsokszorozasara [Kleppe és mtsai, 1971].

15
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Saiki és mtsai-nak az automatizalt DNS szintetizald késziilékek
megjelenésével 1988-ban mar konnyebb dolga volt, médszeriik elterjedését az
oligonukleotid szintézis egyszerlisodése is nagyban segitette. Addig, amig
minden egyes lépés utan friss DNS polimerazt kellett a mintakhoz adni, nagyon
bonyolult volt az eljaras, 1988-ban a hdstabil enzim megjelenésével a modszer
felhasznalasa hatalmas lendiiletet kapott [Saiki és mtsai, 1988].

Kezdetben az egyidejii amplifikaci6 ¢és a specifikus szekvencidk
kimutatasa etidiumbromid hozzaadasaval volt lehetséges. Ez azon alapult, hogy
az etidiumbromid a kettdsszalit DNS-hez kapcsolddik, és UV fény hatasara
fluoreszkal [Higuchi és mtsai, 1992, 1993]. A 1. sz. abran a molekula szerkezeti
képlete lathatd. A DNS 260 nm, a hozza kapcsolodott fluoreszcens festék 300
nm illetve 360 nm hullamhossznal rendelkezik elnyelési maximummal, amely a
gerjesztés hatdsara a lathatd tartomanyban bocsat ki fényt (590 nm,
narancspiros). A fluoreszcens szignal novekedése mutatja a keletkezé6 PCR

termékek mennyiségeének novekedeseét.

1. sz. abra

Az etidiumbromid molekula szerkezete

16
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A gyartok 1s felismerték a valdsidejit PCR  modszerben rejld
lehetoségeket, az Applied Biosystems eldszor az ABI Prism 7700 Sequence
Detection System késziiléket hozta forgalomba. Ezt kovette az Idaho
Technology LightCycler késziiléke, amit a Roche Diagnostics késébb
megvasarolt. A két késziilék elviekben is kiilonb6zd, a LightCycler egy 32
kapillaris befogadasara alkalmas karusszelt tartalmaz, amelyben a PCR-hoz
sziikséges keveréket tartalmazé kapillarisok helyezhetok el. Az iivegkapillaris a
gyors hofelvételt és leadast segiti eld. A késziilék a hdmérséklet-valtoztatast a
levegd aramoltatasaval valositja meg.

Az ABI Prism 7700 késziilék nagyobb mintaszamot fogad be, egy 96
helyes miianyaglemez helyezhetd a késziilékbe, amely a hagyomanyos blokk
tipusu hdleadassal és felvétellel miikodik.

A két késziiléket Osszehasonlitva megallapithatd, hogy a LightCycler rendkiviil
gyors ciklusokat tesz lehetévé a levegdvel torténd hiutés-fiitésnek kdszonhetden,
de alacsonyabb az egyszerre vizsgalhaté mintak szama.

Nem csak a késziilékek fejlédtek, béviilt a reagensek valasztéka is. Ujabb
¢s Ujabb enzimek, PCR keverékek és adalékok keriilnek a piacra.

A hagyomanyos PCR soran a keletkezett amplikon méretét egyszerii €s
biztonsagos moddszerrel, elektroforézissel torténd elvalasztds utdn hataroztak
meg. Azonos méret esetén, vagy egy bazispar kiilonbség kimutatasara nem volt
lehetéség, ezt a valosidejii PCR teremtette meg. Az olvadasi gorbe analizissel
akar egy bazispar kiilonbség is kimutathaté az olvadasi pont alapjan, a probak

megfeleld megtervezésével.
1.2.4.1. A valosidejii PCR kémidaja

Az egyik kulcskérdés, hogy a valosidejii PCR alkalmazasa soran
megvaldsithatd a keletkez6 termékek monitorizalasa. Az erre a célra

alkalmazhat6 molekuldkat két csoportba oszthatjuk, az egyik a DNS-hez
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kapcsolodd molekuldk, vagy méas néven a nem-szekvencia specifikus festékek, a
masik a fluoreszcens festékkel jelolt szekvencia specifikus probak, vagy

.....

mtsai, 2009].
1.24.1.1. A DNS-hez kapcsolodo festékeken alapuld kimutatas

A kezdetben alkalmazott etidiumbromidot felvaltottdk a kedvezébb
adottsagt molekulak, mint példaul a SYBRGreen I, amely szintén nem-
specifikusan kapcsolodik a kettdsszalG DNS-hez [Becker és mtsai, 1996]. A 2.
sz. abran a molekula szerkezeti képlete lathat6. Mig az etidiumbromid az
oldatban nagyon magas alapjelet ad, addig a SYBRGreen | molekula nagyon
gyenge fluoreszcens szignalt bocsat ki, de ez ezerszeresére IS megnd, ha a DNS-
hez kapcsolodik. Hasznaljdk még a BEBO nevili festéket, amely kevésbé
érzékeny, és a BOXTO festéket is [Mao és mtsai, 2006]. Ismertek még a szintén
interkalalé cianin festékek, pl. a YO-PROI1 és a thiazole orange (TO). Ujabb az
EvaGreen (Biotium) festék, amely nagy reményeket kelt, lugos koriilmények
kozott sokkal stabilabb az el6zéekben felsorolt vegyszereknél [Mao és mitsal,
2007], nem gatolja a PCR-t, és kornyezetbarat molekula. Kevéssé ismert, hogy
SYBRGreen | erésen mutagén ¢és genotoxikus vegylilet. Lecserélése
kornyezetvédelmi szempontbdl is tanacsos lenne.

A valoésidejii PCR sordn az elegybdl érkezd fluoreszcens szignal a jelen
lévd DNS mennyiségének fiiggvénye. Az egyszeri festékek hasznalatanak
elénye az olcsosaguk, a primerek nem igényelnek kiilon jelolést, viszont
hatranyuk, hogy kapcsolodasuk nem specifikus, ezaltal a PCR elegyben
nemcsak a kivant termékhez, hanem az 6sszes nem specifikus fragmentumhoz,
az Osszes DNS-hez kotddnek. Masik hatranyuk, hogy nem lehet multiplex
reakciot végezni, mivel a PCR termékek fluoreszcens jele nem kiilonithetd el.

Az olvadasi gorbe analizissel a keletkezett termékek azonositasat tudjuk
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elvégezni, tovabba a kivant termék mellett a nem-specifikus termékek, az
esetlegesen keletkez6 primer-dimerek is megfigyelhetok. Primer-dimerek

jelenléte esetén modositani kell a PCR hatékonysagat befolyasolo faktorokon.

2.5z. abra

A SYBRGreen | molekula szerkezete

1.2.4.1.2. Szekvencia specifikus oligonukleotid probak

A DNS-hez kapcsolodo festékek mellett a masik nagyobb felhasznalasi
teriilet a szekvencia-specifikus molekulak, a probak alkalmazasa. A primerek és
probak specifikusan kapcsolédnak a célszekvenciahoz, tehat a nem-specifikus
termékek nem befolyasoljadk a mennyiségi meghatirozast, tovabba tobb,

kiilonb6z6 jelolést probaval multiplex PCR reakciok is elvégezhetdk.
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Hidrolizis proba (TagMan proba)

A hidrolizis préba fluoreszcens festékkel jelolt egyszali oligonukleotid
molekula [Lee és mtsai, 1993; Bassam és mtsai, 1996]. Az els6 kereskedelmi
célbol késziilt valosidejii PCR késziilék ezt alkalmazta (Applied Biosystems
7700), talan ezért is terjedt el ilyen jelentés mértékben ez a modszer. A TagMan
proba elénye a magas specificitas és a magas jel-zaj (signal-to-noise) arany,
hatranya viszont a magasabb ar. A TagMan proba kettosen jelolt, az egyik
fluoreszcens molekula a proba 5° végen -elhelyezkediké ,,gerjeszthetd”
(reporter), mellette a parja, a “quencher*, amely blokkolja a ,,gerjeszthetd” jelét.
Ezek altalaban 6 bazispar tavolsagra talalhatok, ez az optimalis, ha egymashoz
kozelebb keriilnek, az energia atadas nem elég hatékony [Heller és Jablonski,
1987]. A 3. sz. abran a TagMan probas rendszer miikkodési elve lathato.

Ezen alkalmazas soran a PCR csak ket 1épésbdl 4ll, a primer bekotddés €s
a lanchosszabbitas egy hdmérsékleten torténik. A TagMan 5’-nukleaz préba ugy
van megtervezve, hogy a Taq polimeraz exonukledz aktivitasa hasitja a probat,
ekkor az enzim 5°-t6l a 3’ iranyban szintetizalja meg a komplementer szalat
[Holland és mtsai, 1991]. A ,gerjeszthetd” és a ,,quencher” igy elvalik
egymastol, ennek eredményeként a fluoreszcencia szignal detektalhatova valik,
¢s aranyos lesz a mintaban 1évé amplifikalodott termék mennyiségével. A
hasitas kovetkeztében a ,,gerjeszthetd” molekula felszabadul a gatlo hatas alol,
¢s a ciklusszam novekedésével egyre tobb fluoreszcens szignal jelenik meg az
oldatban. Tehat ez a jeldlési rendszer eltér példaul a FRET-t6l, hiszen itt a
bekapcsolodott TagMan proba hasitodik a PCR soran. Ennél a jeldlési
rendszernél a reakcié végén altalaban nem lehetséges az olvadasi gorbe analizis
elvégzése.

A TagMan tipust probak nagyon széles korben hasznalhatok tobbek

kozott a kiillonb6z6 mikrobak és allélok meghatarozasara [ESpy és mtsai, 2006].
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3. sz. abra
A hidrolizis probak miikodési elve

Az abran a hidrolizis probak egymast kovetd 1épései lathatok, A: denaturalas, B: a primer
bekotddése, C: lanchosszabbitas, D: a lanchosszabbitas vége. (Roche Magyarorszag Kft.
engedélyével)
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Hibridizaciés (FRET) probak

Ez a meghatarozasi rendszer két specifikus primer mellett még két jelolt
oligonukleotid probat tartalmaz, amelyeket FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer) probaknak, vagy Forster energia transzfernek is neveznek
[Cardullo és mtsai, 1988; Clegg 1992; Lee és mtsai, 2009]. A két jelolt proba
szekvencia-specifikus bekapcsolodaskor a primer kotodés, az annealing
folyaman olyan kozel keriil egymashoz, hogy a fluoreszcens rezonancia energia
transzfer a gerjesztettrol (donor) a detektaltra (acceptor) végbemehet. A
folyamat lényege, hogy a megvilagitott donor altal a hosszabb hullamhosszon
kibocsatott fény a madasodik fluorofor molekula elnyelési tartomanyaba esik,
amely gerjesztodik és fényt ad ki, ezt méri a valosideji PCR késziilek
fotométere (4. sz. abra). Ezen a felhasznalasi teriileten a PCR reakcio harom
1épésbol all, a lanchosszabbitas 1épés végén torténik a keletkezett termékek
mérése. A PCR soran a primerek bekotdédésekor a probak is bekotddnek, annyi,
ahany jelolhetd termék van jelen, igy ciklusrdl ciklusra ndvekszik a szekvencia-
specifikus jel. Olvadasi gorbe analizissel lehetdség nyilik a mutaciok és
polimorfizmusok Kimutatasara, az 5. sz. abran a metiléntetrahidrofolat reduktaz
C677T meghatarozasa lathato.
Ez a rendszer alkalmas mennyiségi analizisre, polimorfizmusok, mutaciok

nagyérzékenységii kimutatasara [Kopper és mtsai, 2009; 2011].
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4.sz. abra
A FRET probak miikodési elve
Az abran a FRET probak egymast koveto 1épései lathatok, A: denaturalas, B: primer
bekotddés, C: lanchosszabbitas, D: lanchosszabbitas vége (Roche Magyarorszag Kft.
engedélyével).
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5. sz. abra
A metiléntetrahidrofolat reduktiz C677T kimutatasa primer-préba rendszerrel
Az abran egy homozigota normal (CC)(lila gorbe), egy heterozigéta (CT) (z6ld gorbe) és egy
homozigdota mutans minta (TT) (kék gorbe) olvadasi gorbe analizisének a képe lathato [Nagy
és mtsai, 2007c].

Molecular Bacon proba

A rendszer a TagMan prébakhoz hasonlo, a ,gerjesztett” és parja, a
,,quencher” fluoreszcens molekulakat tartalmaz, ezek azonban a bek6tddés utan
nem hasitodnak el. Ha a komplementer szekvencidhoz kapcsolodnak, akkor
bekotve kiegyenesednek, igy a ,,quencher” eltavolodik, és a jel kimutathato lesz
[Marras és mtsai, 2006]. A 6. sz. abran a molecular Bacon tipust probak

miikodési elve figyelhetd meg.
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6. sz. abra

A molecular Bacon tipust préobak miikodési elve
A ,gerjesztett” és a ,,quencher” egymas mellett helyezkedik el a hurok szaraban, a
termékspecifikus nukleotidok alkotjak a hurkot a komplementer szekvenciahoz
bekapcsolodva, a ,,gerjesztett” és a ,,quencher” szétvalik, és az elébbi fényt ad ki (Roche

Magyarorszag Kft. engedélyével).

Skorpid préba

Ez a tipus az el6zOhoz hasonloan szintén hurkot képez, amely az
Osszetapadt végeivel kozrefog egy PCR termékspecifikus szakaszt, és tovabb
folytatodik egy kovalensen kotott PCR-blokkolon keresztiil egy primerrel. Tehat
tulajdonképpen egy molecular Bacon és egy primer kombindcidja. A primer
meghosszabbitasakor a masolt szakasz komplementer a hurokban 1évo
szakasszal, a masolas végén a hurokban 1évé szakasz el6bujik, és hibridizal a
primer meghosszabbitott PCR termékére. A blokkolo igy eltavolodik a
detektalhat6 fluoreszcens molekulatol, és jelet ad [Kopper és mtsai, 2009].
A 7. sz. dbran a skorpi6 proba miikodési elve lathato. Ezt a probat K-RAS és
EGFR kimutatasara alkalmazzak. Az 1. sz. tablazatban a leggyakrabban

alkalmazott ,,reporter” és ,,quencher” kombinaciok figyelhetok meg.
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aprimer bekapcsolodik

megszintetizalodik a primert kivetd
szekvencia

a hurokkal komplementer szekvencia
rendelkezésre all

a hurokhan lévo szekvencia és a megszintetizalodott
rész osszekapcsolodik, igy a blokkolt jelads felszahadul

7.5z. abra

A skorpio proba miikodési elve
A gerjesztett” és a ,,quencher” egymas mellett helyezkedik el a hurok szaraban, a
termékspecifikus nukleotidok a hurkot alkotjak, az meghajolva bekapcsolodik a
komplementer szekvenciadhoz, a ,,gerjesztett” és a ,,quencher” szétvalik, és az elébbi fényt ad

ki (Roche Magyarorszag Kft. engedélyével).
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1. sz. tablazat

A leggyakrabban alkalmazott ,,reporter” és ,,quencher” kombinaciok

Gerjesztheto molekulak Gatlé molekulak

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 meghatarozasok
A valosidejii PCR abszolut és relativ meghatarozasokat tesz lehetévé. A

modszer alkalmas a kiindulasi és az 0sszes keletkezett termék mérésére.

Abszolut mennyiségi meghatarozas

A valosidejii PCR soran a mennyiségi meghatarozas a ciklusszam és a
fluoreszcens szignal mérésével torténik, amikor ez utobbi eléri a “threshhold”
szintet, vagy annak masodik derivativjat. Ez a ciklusszam aranyos a mintaban
1évd eredeti kiindulasi kopiaszammal. Tehat a C; értékeket 0sszehasonlitva a
nukleinsavak mennyisége meghatarozhatd, mivel a C, érték aranyos a mintaban
talalhato keresett szekvencia mennyiségével. Minél tobb a kiindulasi mintaban a
célmolekula, annal kisebb a C; érték.
Egyéb alkalmazasi lehetoség példaul a mintdban lévd baktérium, virus és
protozoa szamanak meghatarozasa ismert mennyiségli  kontrollokhoz
viszonyitva.
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Relativ mennyiségi meghatarozas

Az expresszidés ardnyok Osszehasonlitasaval lehetséges a relativ
mennyiségi mérés, a meghatdrozandd gén mellé sziikséges egy haztartasi gén
beillesztése, tovabba ismert kontroll mintak beiktatasa is. Példaul, ha tumoros
mintaban szeretnénk megkapni valamely tumorra jellemz0 gén expresszidjat,
akkor ki kell valasztani egy haztartasi gént, amelyhez viszonyitjuk a
meghatarozandd gén expressziojat. A pontos koncentraciok méréséhez egy
ismert DNS tartalmu oldatbol készitenek higitasokat, erre a célra leggyakrabban

a beta-globin gént hasznaljak.

1.2.4.3. A valosidejii PCR alkalmazasi lehetdségei
1.2.4.3.1. Klinikai mikrobioldgiai alkalmazas

Az els6 PCR-on alapulé modszerek klinikai mikrobiologiai alkalmazasa
soran a kiilonb6zd mikrébak kimutatdsa a PCR-t kdvetd elektroforézissel tortént,
ami szerény specificitdst ¢és szenzitivitdst eredményezett. A specificitast
Southern blotting modszerrel, szilard fazisa hibridizacidval sikeriilt megnovelni,
amely viszont nagyon 1d6- ¢és munkaigényes eljaras. A kiilonbozo
laboratériumok kozott a modszer standardizalasa is nehézkes volt. Az egész
folyamat akar két-harom napot is igénybe vett, és nagyobb mennyiségii terméket
igényelt.

A PCR-ELISA modszer bevezetése meggyorsitotta a kimutatast, azonban
ez még mindig bonyolult volt, az amplifikalt termékekkel valdé manipulécid
megnovelte a PCR-t kovetd kontamindcio lehetdségét, ami a téves pozitiv
eredmények szamaban mutatkozott meg. A kvantitativ PCR megteremtése a

kiilonb6z6 patogének kimutatasat tette lehetévé (2. sz. tablazat).
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2. sz. tablazat

Az obligalt patogének kimutatasa valosidejii PCR médszerrel

Patogének Irodalom
Gombak

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 mesai, 2006
Neisseria gonorrhoeae Tobiason és Seifert, 2006
Protozoa

Toxoplasma gondii Chabbert és mtsai, 2004

A mikrobiologiai alkalmazasoknal a mindségellendrzés az egyik kulcskérdés. A
megfeleld pozitiv és negativ kontrollok beiktatdsa a vizsgalat elvégzése soran
rendkiviil fontos kovetelmény. A pozitiv kontrollok figyelésével a

reprodukalhatdsag is nyomon kovetheto.
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A valosidejii  PCR bevezetése jelentésen megkonnyitette a fertézések
Kimutatasat, eldsegitette a betegek hatékonyabb kezelését, a kezelés
hatékonysaganak nyomonkdvetését [Espy és mtsai, 2006]. A Klinikai genetikai
tanacsadasokon gyakran meriil fel igény a Toxoplasma gondii, a CMV és a

rubeola kongenitalis fertzés kimutatasara.

1.2.4.3.1.1. A Toxoplasma gondii kimutatasa
1.2.4.3.1.1.1. A kérokozo

A Toxoplasma gondii (T. gondii) a protozoonok kozé tartozo obligalt
intracellularis parazita, amely a toxoplazmozis nevii betegség okozdja. Az altala
okozott fertézés gyakran tiinetmentes, illetve csak enyhe tiineteket okoz.
Rendszertanilag az Apicomlexa torzsbe sorolhato, melynek tagjaira a polarizalt
sejtszerkezet a jellemz0, a fert6z0 alakoknal egy Gn. apikalis komplex figyelhetod
meg a sejt csucsi részén, amelynek feladata a gazdaszervezetbe torténd
behatolas megkonnyebbitése [Dubey és mtsai, 1998; Béladi és Nasz, 1993].
Rokonsagaban tobb mas emberi €s allati patogén egysejtii is taldlhato, igy a
Plasmodium (malaria kérokozoja), a Cryptosporidium bélparazita, az Eimeria (a

csirke coccidiozis okozodja), vagy a Sarcocystis.
1.2.4.3.1.1.2. A Kongenitalis toxoplazmozis

Terhes nok esetében a parazita a magzatot is megfertézheti, és stlyos
elvaltozasokat idézhet el6 [Stray-Pedersen, 1993; Wong és Remington, 1994].
Ha az anya a terhessége el6tt 4-6 honappal, vagy még korabban fert6z6dott meg,
akkor az immunrendszer megakadalyozza a vertikalis transzmissziot [ Tenter és
mtsai, 2000]. Ezzel szemben, ha a primer fertézésen a terhessége alatt esik at, a
korokozo a placenta sejtjeit is megfertézve, majd azokon atjutva a magzatot is

megfertdzheti [ Wong és Remington, 1994].

30



dc_254 11

Ha a korokozé a terhesség idején keriil az anya szervezetébe, akkor kb.
40-50% a valdsziniisége annak, hogy a koérokozd atjut a méhlepényen. A
magzati fert6z€és kockazata fiigg a magzat koratol, a 11-14. terhességi héten ez
7,2%, a 31-34. terhességi héten viszont mar 67%-ra novekszik [Vidigal és mtsai,
2002]. A sejtes és humoralis immunitas csak a 9-15. terhességi hét kozott kezd
kialakulni a magzatban, ez a kongenitalis toxoplazmoézis kialakulasat segitheti
elo [Papp, 1999]. Neheziti a fertdzés felismerését, hogy a kongenitalis fert6zés
tiinete1 legtobbszor nem fedezhetok fel a sziiléskor. A szem és az agy
érintettsége altalaban csak a csecsemd-, vagy a gyermekkor idején dertl ki. A
terhesség folyaman minél késobbi terhességi korban fertdzddik az anya, annal
nagyobb a magzatra valo atvitel valosziniisége. Remington és Desmonts [1990]
kimutattak, hogy a koérokozd placentan torténd atjutasanak valdszinlisége a
terhesség els6 harmadaban kb. 10%, viszont az utolsé két terhességi héten mar
kb. 90% [Remington és Desmonts, 1990; Desmonts és Couvreur, 1994].

Ha a fert6zés az els® trimeszterben tortenik, akkor a kongenitalis
toxoplazmozis sulyos klinikai kdvetkezményekkel jarhat, pl. spontan vetélés,
intrauterin elhalas, a kozponti idegrendszer megbetegedései (microcephalia,
hydrocephalus, = meszesedések az  agyban, chorioretinitis), izolalt
rendellenességek (sliketség, microphtalmia, alacsony intelligencia-hanyados),
ritka formak kozil az agytumor [Lin és mtsai, 2000; Machay, 1995]. Ha a
fert6zés a masodik trimeszterben, vagy utdna kovetkezik be, akkor a betegség
sok esetben tlinetmentes (85%-ban), hatdsa csak késobb jelentkezik. Ekkor is
els6dleges az idegrendszer érintettsége, chorioretinitis is kialakulhat, de a
gyermek akar epilepszias, vagy mentalisan retardalt is lehet.

A klinikai tlinetek stlyossdga a magzatviz parazitatartalma alapjan is
megbecsiilhetd, minél tobb parazita mutathatdo ki a magzatvizbdl, annal

stlyosabb tiinetek jelentkezhetnek [Romand és mtsai, 2004].
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A parazitaszam meghatarozasnak ezért nagy jelentdsége van a genetikai
tandcsadas soran. A fertdzott anyak antibiotikummal torténd kezelése alapveto

fontossagl kongenitalis toxoplazmdzis esetén.

1.2.4.3.1.1.3. A T. gondii diagnosztizalasa
Indirekt modszerek
A szerzett ¢és a kongenitélis toxoplazmozis diagnosztikéjaban a szerologiai

vizsgalatok jelentik az els6 1&épést.

Az ellenanyag profil valtozdsa a fertozés folyaman

IgM tipusu ellenanyagok kimutathatok mar a fertézést kovetd egy héten
beliil, szintjik egy honap mulva éri el maximumat. Ez a tipusu ellenanyag nem
jut at a méhlepényen, mivel a mérete nagy, a szerkezete pentamer. A
koldokzsindrvérbdl, vagy az 1jsziilott vérébdl kimutatott IgM titer szintén
jelezheti, hogy a korokozo atjutott a placentan. Bonyolitja a helyzetet, hogy
sokszor nem sikeriil a fert6zott 0jsziilott savojabol az IgM ellenanyagot
Kimutatni, ez valoszinli azért van, mert a magzatba atjutott anyai IgG elnyomja a
toxoplazmaval szembeni magzati [gM immunvalaszt [ Guerina és mtsai, 1994].

Az IgG tipusu ellenanyagok a fertdzést kovetd masodik, harmadik héten
jelennek meg, szintjiik 2-6 honap alatt éri el a maximumat. Méretiik lehetové
teszi, hogy a méhlepényen is atjussanak. Magzati jelenlétiik csupan régi anyai
fertozést igazol.

Az IgA tipusu ellenanyagok is kimutathatok, szintén koran, mar az elso
héten, mivel a fert6z6dés oralisan, a fertdzott étellel lenyelt cisztakkal vagy
oocisztakkal kovetkezik be, amelyek forrasaul szolgalnak a szekretoros IgA
termel6désének. A parenteralis immunizacié vagy infekcid szintén kivalthatja

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

A Toxoplasma gondii fertozés kimutatasa szerologiai modszerrel

Ellenanyag tipus Kimutathatésag Placentan atjut
IgM 1-4 hét nem
IgA 2-4 hét nem
19G 2-6 honap igen

Az IgG tipusu ellenanyagok kimutathatok a Sabin-Feldman teszttel [Sabin
¢és Feldman, 1948], indirekt fluoreszcens ellenanyagteszttel [Szénasi és mtsai,
1997], indirekt hemagglutinécios teszttel, komplementkdtési reakcioval [ Csoka,
1976], agglutinacios vizsgalatokkal, enzim-immunoassay-vel [Pinon és mtsai,
1987] és aviditas vizsgalatokkal [Lappalainen és mtsai, 1992].

Az IgM tipusu ellenanyagok indirekt fluoreszcens ellenanyagteszttel és ELISA
modszerrel, az IgA tipusu ellenanyagok pedig enzim-immunoassay modszerrel
detektalhatok. A 3. sz. tablazatban a kiilonboz6 ellenanyagok kimutathatosaga

lathato.

Direkt modszerek

A direkt modszerek a koérokozd kozvetlen kimutatdsan alapulnak. Ez
torténhet a kiillonb6z0 testnedvek allatokba valo oltasaval [Desmonts és mtsai,
1985], vagy azok szovettenyészetbe vald keverésével [Shepp és mtsai, 1985],

ezek az eljarasok azonban id6- és munkaigényesek, igy kevésbé elterjedtek.

A koérokozd orokitd anyaganak diagnosztizaldsa az 1990-es évektol

kezdédden fokozatosan terjedt el. A parazita gyors és érzékeny detektalasat
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teszik lehetévé a molekularis biologiai modszerek, amelyek bevezetésével, igy a
PCR moddszer elterjedésével lehetoség nyilik a toxoplazmozis meghatarozasara
kiilonb6zd klinikai mintdkbol (magzatviz, vér, liquor, szoveti biopszia, stb.)
[Pelloux és mtsai, 1998; Bretagne és Costa, 2006].

A PCR sordan keletkezett termékek kimutatdsa tOrténhet az
elektroforézisen alapuld elvalasztast kovetd festéssel, etidiumbromid
felhasznalasaval. Ez az eljards a modernebb technikdk kidolgozasaval hattérbe
keriilt, a festék magas karcinogén és mutagén hatasa miatt IS egyre kevésbé
alkalmazott.

Alternativ megoldast jelentett a fluoreszcens PCR ¢s DNS fragmens
analizis, mely soran az amplifikacidhoz hasznalt primer par egyike fluoreszcens
festékkel jelolt, és a keletkezett termék kapillaris elektroforézissel mutathaté Ki.

Tovabbi elorelépés mind az érzékenység, mind a megbizhatosag ¢Es
gyorsasag terén a kvantitativ valdsidejii PCR bevezetése a T. gondii
kimutatasara [Bell és Ranford-Cartwright, 2002]. Ennek a modszernek nagy
elénye, hogy lehetdséget teremt az eredeti mintaban 1év0 kérokozok szdmanak

meghatarozasara.
1.2.4.3.2. SNP meghatérozas

Az egynukleotidos polimorfizmus (SNP) olyan DNS szekvencia variécio,
amely egyes egyének kozott figyelheté meg. Az allél szekvencia varidcio akkor
tekinthet6 polimorfizmusnak, ha az emberi populacioban egy allél egy
lokuszban 1%-n4l nagyobb aranyban fordul el6. A kiilonb6zé gén
polimorfizmusok 0Osszefliggésbe hozhatok betegségekre vald érzékenységgel,
vagy kiillonboz6 gyogyszerekre valdo valasszal i1s. Tobb SNP egyiittes
tanulmanyozasa szintén értékes informdciokat adhat egyes betegségek

kialakuldsanak tanulmanyozéasahoz.
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A valdsidejii PCR ¢és az azt kovetd olvadasi gorbe analizis lehetdvé teszi a
nagyon Kicsi szekvencia kiilonbségek kimutatasat, akar egy bazispar kiilonbség
IS kimutathatd a primerek-probak megfelelé megtervezésével. Az alkalmazott
fluoreszcens probakat ugy kell megtervezni, hogy legalabb 5°C kiilonbség
mutatkozzék az olvadési gorbe analizis soran a kétfajta termék kozott, igy azok
biztonsaggal elkiilonithetok. A hibridizacios probak mellett a Tagman probakat

(hidrolizis probak) is széleskortien alkalmazzak.

1.24.3.2.1. A szémbeli kromoszoma rendellenességek kimutatdsa (a 21.

kromoszoma triszomiaja)

A valosidejit PCR modszer alkalmas a kromoszoémak szambeli
rendellenességeinek a kimutatasira SNP markerek felhasznaldsaval. Az
autoszomalis triszomiak leggyakoribb formaja a 21-es triszomia (Down
szindroma), amelynek eléfordulasi gyakorisaga 1/700. Az esetek zomében, kb.
95%-ban ez egyszerli triszOmia, ami meiotikus non-diszjunkcié eredménye és
anyai eredetii, a tobbi transzlokacio (4%) és mozaik (1%) [Schuler, 1968; Papp
és mtsai, 1977; Méhes 1966; Dobos és Papp, 1995; Nagy B. és mtsai, 2002;
ACOG 2007].

Erdekes megfigyelés, hogy a Down szindréma eléfordulasi gyakorisaga a
35. anyai életévtél kezdédden exponencidlisan ndé. A demografiai adatok
Osszegyljtése eredményezte, hogy az eléforduldsi gyakorisdgot pontosan meg
tudjak hatarozni az egyes populaciokban, Penrose mar 1934-ben leirta ezt az
Osszefiiggést. Az anyai életkort 6téves intervallumokban tiintette fel a Down
szindroma eléfordulasi gyakorisagaval. Megallapitasa napjainkban is érvényes
[Hecht és mtsai, 1996]. lgaz viszont, hogy Collmann és Stoller [1962]
tanulmanya elObbre hozta ezt a hatart 30-34 év kozotti korra. Részletes
tanulmanyt készitettek Hook és Chambers [1977], és arra a megallapitasra

jutottak, hogy a 20-30 éves anyai életkor kozott linearisan né a rizikd, viszont 33

35



dc_254 11

éves kortol mar exponencialisan. Ezen tanulmanyok eredményei ellenére a mai
gyakorlatban is a 35 éves kor maradt a hatarké a klinikumban Magyarorszagon.
Mas aneuploid esetek is Osszefliggést mutatnak a magasabb anyai életkorral,
mint pl. a 18-as és 13-as kromoszoéma triszomiai, a Klinefelter szindroma és a
XXX szindréma.

A kiilonbo6zd szlirési modszerek bevezetése segitette a Down szindromas
magzatok kisziirését foként a 35 év feletti varanddésoknal. A Down szindrémas
ujsziilottek a tobbszori ultrahang és biokémiai marker vizsgalatok ellenére
inkabb a fiatalabb sziiloktdl szarmaznak.

A pontos emberi kromoszémakészletet 1956-ban hataroztak meg [Tijo és
Levan, 1956; Ford és Hamerton, 1956]. A citogenetika irdnti érdeklddés
megnovekedését idezte eld a Lejeune és mtsai [1959] altal leirt megtigyelées,
mely szerint egy konkrét betegség kapcsolatba hozhatdé az eltéré szamu
kromoszoéma szerelvénnyel, azaz a Down szindroma kialakulasat a 21.
kromoszoma triszomidja okozza. Egy évvel késébb kozolték le, hogy a 18.
kromoszoéma triszomiaja az Edwards kort, és a 13. kromoszoéma triszomiaja a
Patau kort okozza [Edwards és misai, 1960; Patau és mtsai, 1960; Méhes és
mtsai, 1971]. Ezek a megfigyelések elosegitették a citogenetikai vizsgalatok
gyors elterjedését. A prenatalis diagnosztikaban valo alkalmazas Steele és Breg
[1966] nevéhez flizodik, akik a magzatvizsejteket tenyésztették, majd azokbol
kariotipizalast végeztek.

Az eltelt kozel 50 év ellenére a kariotipizalas maradt a legelfogadottabb
moddszer a kromoszoma rendellenességek kimutatasara [ACOG, 2007]. Az
elkészitett kariogram a szambeli és a szerkezeti elvaltozasokat is kimutatja.
Hatranya, hogy a vizsgalat €16 sejteket igényel, fert6zott minta esetén nem
alkalmazhato, valamint hosszu id6 telik el a minta levétele €s az eredmény
kiadasa kozott. Ezeket a problémakat oldotta meg a fluoreszcens PCR és DNS
fragmens analizis (F-PCR), amely a kromoszoémakon elhelyezkedd kis

Ismétlodo egységeket (small tandem repeats, STR) hasznalja fel diagnosztikai
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célokra. Ezek lehetnek 2-7 bazispar hosszusagu egységek, amelyek nagy
heterogenitast (70-90%) mutatnak a populécioban. A PCR soran keletkezett
fragmentumok teriileti aranya alapjan lehet kovetkeztetni a triszomidk
jelenlétére. Az elmult 15-20 évben a fluoreszcens PCR és DNS fragmens
analizis megbizhatd modszernek bizonyult a leggyakoribb szambeli
kromoszéma rendellenességek kimutatasara, a bizonytalan Kkariotipizalasi
eredmények megerdsitésére. Ehhez a meghatarozashoz nem sziikséges €10 sejt,
nem igényel hosszadalmas tenyésztést, igy a vizsgalat gyors €s ismételhetd. A
modszert Londonban, Leedsben és Grazban miikodd csoportok utdn a
Semmelweis Egyetem 1. Sz. Sziilészeti ¢s Nogyogyaszati Klinikan, a vilagon
negyedikként vezettiik be [Toth és mtsai, 1998a; 1998b; Findlay és mtsai, 1998].

Az egynukleotidos polimorfizmus (SNP) markerek felhasznalasaval a
valosidejii PCR bevezetése jabb lehetdségeket nyitott meg, tobbek kozott a
szambeli kromoszoma rendellenességek kimutatasara is alkalmas. Az olvadasi
gorbe analizis sordn az egyes SNP-k terilileti aranyat oOsszehasonlitva lehet
kovetkeztetni a triszomia jelenlétére. Mivel az SNP maximum 50%-0S
heterogenitdst mutathat, joval tobb marker hasznalata sziikséges az egyes
kromoszoéméakon ahhoz, hogy megbizhaté eredményt adjanak ki a

laboratoriumok. A vizsgalat elénye a gyorsasaga €s egyszerti ismételhetdsége.

1.2.4.3.2.2. Egynukleotidos polimorfizmus és a betegségek kialakulasa kozotti
Osszefiiggés. A VEGF polimorfizmus és a terhességi patologia

Az egynukleotidos polimorfizmus kimutatdsanak masik alkalmazasi
lehetGsége, hogy egyes betegségek Osszefliggésbe hozhatok azok eléfordulasi
gyakorisagaval. Ezek koziil a vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF)
egynukleotidos polimorfizmusa tobb betegség kialakuldsaval kapcsolhato dssze.
A VEGF az egyik angiogén faktor, amely elsddleges szabalyozoja az endotél

crcr

Galazios és mtsai, 2009]. Fontos szerepe van a vaszkulogenezisben és a
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vaszkularis permeabilitasban [Gargett és Rogers, 2001]. A VEGF gén egy 14 kb
nagysagu molekula, amely 8 exont és 7 intront foglal magaba [Vincenti és mtsai,
1996]. A VEGF-t szamos sejt termeli, tobbek kozott a citotrofoblasztok.
Termel6dése hypoxiaval is eléidézhetd. Bar a hypoxia-indukalta faktor (HIF) —
von Hippel-Lindau (VHL) fehérje rendszernek van a legfontosabb szerepe a
VEGF-expresszid szabalyozasaban, az onkogének szintén fokozhatjdk a VEGF
termelddését, ideértve az aktivalt epidermalis novekedési faktor receptort
(EGFR), a RAS-t és az erbB-2/Her2-t [Ferrara és mtsai, 2003].

A terhesség soran a VEGF jelentds szerepet jatszik a trofoblasztok
normalistol eltéré angiogenezist irtak le préeklampszidban (PE) és HELLP
(Hemolysis, Elevated Liver enzymes, and Low Platelet count) szindromaban
szenvedd betegek placentaiban. A placentaris iszkémia, az oxidativ stressz ¢€s az
anyai-magzati immun-maladaptacié egyarant szerepet jatszik a PE
kifejlédésében [Galazios és mitsai, 2009; Redman 1991]. A sekély
endovaszkularis trofoblaszt invazid a spirdlis artéridkban ¢és az altalanos
endotelialis sejt diszfunkcid két kulcsfontossagu szereplé a PE kifejlodésében
[Dekker és Shibai, 1998]. Ezért keriilt a kutatasok fokuszaba a VEGF molekula
é¢s SNP polimorfizmusainak a tanulmanyozasa, a vaszkularizacioban, illetve
egyes betegségek kialakulasaban betoltott szerepe [Renner és mtsai, 2000].
Papazoglou és mtsai [2004] a VEGF C-2578A, a G-634C és a C+936T, mig
Banyasz és mtsai [2006] a C-2578A és a G-405C egynukleotidos
polimorfizmusokat (SNP) tanulmanyoztak PE-ban szenvedd betegek
csoportjaban.

A VEGF egynukleotidos polimorfizmusat nem vizsgaltdk HELLP

szindrOmaban szenvedd varandos ndk mintaiban.
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1.2.4.3.3.Deléci6 kimutatasa (4F508)

A valdsidejii PCR olyan betegségek kimutatdsara is felhasznalhato,
amelyeket delécidé okoz. A megtervezett primer-proba rendszerrel a keletkezett
termékek olvadasi hémérséklet (T,,) kiilonbsége alapjan kimutathaté példaul a
cisztas fibrozist okozo AF508.

A cisztas fibrozis (V. cisztikus fibrozis, régebbi nevén mucoviscidosis) a

leggyakoribb autoszomalis recessziv modon 6roklodo, haldlos kimeneteli
genetikai betegség a kaukazusi populacioban [Endreffy és mtsai, 1992; Fekete és
mtsai, 1992; Németi és mtsai, 1992; NIH Consenus, 1997]. A betegségre mar a
kozépkorban talalunk utalasokat, német népkdltészeti alkotasokban olvashatunk
a sos izl verejték és a korai halal kapcsolatarél. A meconiumos ileuszt 1905-ben
irta le Carl Landsteiner [Busch R, 1990]. A diagnozist sokszor ebbdl allapitottak
meg, amig korszer(ibb modszerek nem alltak rendelkezésre.
Guido Fanconi és mtsai irtdk le, megfigyelték a cisztds fibrozis ¢és a
hasnyalmirigy betegségének kapcsolatdt is [1936]. A cisztds fibrozis {6
jellemz6it  Andersen hatarozta meg 1938-ban  [Andersen, 1938]. A
mucoviscidosis elnevezés Farber nevéhez fiizédik, aki megallapitotta, hogy az
exocrin mirigyek altal termelt koros valadék felelés a betegség tiineteinek
kialakulasaért [Farber, 1945]. A cisztas fibrozis leglényegesebb diagnosztikai
meghatarozasa, ami Di Sant’Agnese nevéhez flizédik [1953].

A cisztds fibrozis szinte minden szdvetet érint. A kiilsé elvalasztast
mirigyek kivezetd csovét szivos nyak zarja el, amelyben a korokozok kdnnyen
megtelepedhetnek [NIH Consensus, 1997]. A mirigyek szovetei cisztikusan
degeneralodnak, és funkidjukat nem tudjak ellatni. A légutakban lerakodott
szivos valadék kovetkeztében a kronikus obstruktiv tiidObetegség és a

hasnyalmirigy elégtelenség a leggyakoribb. A testnedvekben emelkedett
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Kloridion koncentracio figyelheté meg. A betegség lefolyasa kronikus jellegi,
progressziv, tobb szervet érintd. A cisztas fibrozisban szenvedd betegek sorsat
dontéen a tiidok allapota hatarozza meg. Az intrauterin életben a belekben
kialakult meconiumbo6l a nyak besiiriisodése miatt meconiumdugasz alakulhat
Ki.

A cisztas fibrozis kialakulasaért felelds gént a 7-es kromoszomara
lokalizaltak 1985-ben [Riordan és mtsai, 1989]. A betegség kialakulasaért
felel6s 27 exonbol allo cisztikus fibrozis transzmembran regulator gént (CFTR),
amely 230.000 bp hosszu, 1989-ben irtdk le. A gén egy 1480 aminosavbdl alld
proteint, a cisztas fibrozis transzmembran regulator fehérjét kodolja. A cisztas
fibrozis kialakulasanak leggyakoribb oka a CFTR gén 10. exonjaban 1évé 3
bazispar (CTT) delécidja, melynek kdvetkeztében a fehérje 508. aminosavja, egy
fenilalanin kiesik. Ezért nevezik ezt a mutans gént delta F508-nak. Eurépaban
ez a mutiacio felelds a megbetegedések kb. 60-70%-aért. A magyarorszagi
mutacio vizsgalatok eredményérdl 1996-ban jelent meg 6sszefoglalo kozlemény,
mely alapjan a delta F508 mutacié gyakorisaga hazankban 63,3% [Németh és
mtsai, 1996].

A CFTR génben eddig kozel 1400 féle mutaciot talaltak [Kerem és mtsai,
1989; Riordan és mtsai, 1989]. A cisztas fibrozis hazai eléfordulasi gyakorisaga
kb. 1:2500 ¢lve sziiletés. A génhordozok gyakorisagdbol kovetkezOen
Magyarorszagon minden 625. hazassagkotés két heterozigota kozott torténik. A
prenatalis diagnosztika azokban a csaladokban Ilehetséges, ahol ismert a
mutacio, igy évente kb. 35-40 0j beteg megsziiletésével lehet szamolni. A
betegség eléfordulasdnak gyakorisdga indokolttd tette a szlir@vizsgalat
bevezetését. A sziirés bevezetése mellett szolt, hogy a korai diagnozis és kezelés
javitja a késObbi prognozist.

Ujsziilottkori sziiréseknél a bevalt alkalmazott modszer a széklet fehérje

alkalmazni a klinikai gyakorlatban. A fehérjetartalom magas, a tripszin szintje
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viszont alacsony cisztas fibrozis esetében. A betegségben szenvedd 0jsziilottek
10-15 %-4nak a hasnydlmirigye nem miikodik korosan, tehat ndluk alnegativités
mutatkozik. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban az immunoreaktiv tripszinogén
vérteszt alkalmazasa terjedt el az altalanos sziirésre. A tripszinogént a
hasnyalmirigy termeli, szintje a kivezetémirigy valadékanak elvezetési
akadalyoztatasa miatt magas lesz.

A cisztas fibrozis tiineteit mar 0jszilott- és csecsemdkorban sziirések
nélkil is diagnosztizaljak, az érintett csaldadokban érdemes a kivaltd genetikai
eltérést meghatdrozni és tovabbi gyermekvallalas esetén magzati diagnosztikat
végezni [Németi és Papp, 1995].

A PCR moddszert az 1990-es évek elejétdl alkalmazzak a cisztas fibrozist
okoz6 mutaciok kimutatasara [Doherty és mtsai, 1997; Endreffy és mtsai, 1992;
Fekete és mtsai, 1992; Wittwer és mtsai, 1993]. A fluoreszcens-PCR-t néhany
évvel késébb vezették be, mivel ez a moddszer egyszeriibb és érzékenyebb
kimutatast tesz lehetové. Magyarorszagon is mar legalabb 15 éve alkalmazzuk
[Nagy és mtsai, 1999; 2000a]. A valdsidejii PCR és olvadasi gorbe analizist,
amely lehetévé teszi a gyors és biztonsagos mutacié kimutatast, az utdbbi
¢vekben alkalmazzak ebbdl a célbol [Gundry 1999; 2001; 2003; Kamory és
mtsai, 2004; Nagy B. és mtsai, 2006b; 2007d].

1.2.4.3.4. Génexpresszio meghatarozas (CD24)

A valosidejii PCR alkalmas génexpresszid meghatarozasara is. Ez lehet
egy kivélasztott gén, vagy lehetnek olyan gének, amelyek a microarray
vizsgalatok soran eltérést mutattak, és a kapott eredmények igazolasa sziikséges.

A CD24 egy kis molekulasulyt, 27 aminosavbol allo, erésen glikolizalt,
mucinhoz hasonlo sejtfelszini fehérje [Kristiansen és mtsai, 2004a; 2004b]. Ezt
a molekulat egérben fedezték fel az 1970-es években mint hostabil antigént.

Kés6bb emberben is leirtak [Kay és mtsai, 1991]. A CD24 magas expressziojat
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figyelték meg kiilonb6z6é hematopoetikus sejtpopulaciokban, foként a B
limfocitakban, neutrofil granulocitdkban, Keratinocitakban, tovabba a vese
tubularis epitheliuméban, kiilonb6zé tumorokban, igy B-sejtes limfomakban,
veserakban, hdlyagrakban, mellrdkban ¢€s epitélidlis petefészek tumorban. A
CD24 a sejtmembranhoz glikozil-foszfatidil-inozitol-horgonnyal kapcsolodik. A
CD24 ligandja a P-selectinnek, és segitheti a CD24" tumorsejtek szétszorodasat,
viszont nem kapcsolodik az E- és az L-szelectinhez. A sejteken beliili jeladasban
vesz részt a tirozin kindzokhoz valod kozvetlen kapcsoldodassal [Kristiansen és
mtsai, 2003a; Montes és mtsai, 1996]. Legutobb 1) prognosztikus markerként
irtak le szamos tumorban [Kristiansen és mtsai 2002, 2003a, 2003b, 2004a;
2004b].

Préeklampszias placentdban gyenge a vaszkularizacido €s a véraramlas,
mig a fejlodd tumorokban pont az ellenkezdje a jellemz6. Szamos kutatd a
préeklampszia kialakuldsanak immunolégiai eredetében hisz, ezért tiint
érdekesnek a CD24 mRNS expressziojanak meghatarozasa préeklampszias
betegek csoportjaban. Legutobb McDonald és Wolfe [2011] figyelt fel arra, hogy
a trofoblaszt sejtek membranjdban a CD24 és a Siglec 10 jelen van, és a
fertozések soran szerepet jatszik mint mediator. Az anyai és magzati feliiletek
talalkozasanal ezeknek a fehérjéknek dinamikus immunszabalyozasi szerepiik
van.

A CD24 kimutatisa a prosztata tumorok diagnosztikdjaban is szerepet
jatszhat a jovében. A prosztata tumor a férfiak masodik leggyakrabban
eléforduld tumoros megbetegedése. El6forduldsi gyakorisaga az utobbi idoben
nd, de eltérd a foldrajzi eredet szerint, ritkabb az azsiai, mig gyakoribb a nyugati
populacidokban [Calvo és mtsai, 2005]. Egyes tanulmanyok szerint az étkezési
szokasok IS szerepet jatszanak a prosztata tumor kialakuldsaban, a zsirban és
vords husban gazdag taplalkozas noveli, mig a ndvényi és az E vitaminban
gazdag diéta csokkenti a megjelenését. A taplalékban 1évd szelén kedvezd

hatasat is kimutattak [Etminan és mtsai, 2005; Dong és mtsai, 2005].
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A prosztata tumor kialakulasdban, fejlédésében és a metasztazisok
kialakuldasdban szerepet jatszd molekularis mechanizmusok a mai napig sem
ismertek pontosan.

A korai felismerést segiti a prosztata specifikus antigén (PSA) szérumbol
torténé meghatarozasa, valamint a rektalis digitalis vizsgalat [Calvo és mtsai,
2005]. Az eddig elfogadott és bevalt, hagyomanyos prognosztikus markerek
kozé tartozik a PSA-n kiviil a tumor kiterjedése (Stage), a szovettani beosztas
(grade), a beteg ¢életkora és mas paraméterek [Schostak és mtsai, 2005].

A leginkabb elterjedt szlirdmodszer a szérumbdl torténd PSA
meghatarozas, amely magas érzékenységli, de alacsony specificitasa. A
klintkumban évek oOta alkalmazzadk, de tovabb folyik a kutatds megbizhato
markerek bevezetésére.

A microarray €s a genexpresszios vizsgalatok bekertiltek a prosztata
tumor kialakulasanak, az esetleges prognosztikus és diagnosztikus markerek
felderitésének a modszerei kozé [Ashida és mtsai, 2004; Hughes és mtsai, 2005;
Schostak és mtsai, 2005]

Néhany nyugati intézetben a CD24 mMRNS mérése mar alkalmazott
fiiggetlen prognosztikus marker nemcsak a prosztata, hanem a petefészek és a
nem-kissejtes tiidé tumorokban is [Kristiansen és mtsai, 2004; 2005; Hughes és
mtsai, 2005].

1.2.4.3.5. ,,Szabad” nukleinsav meghatarozas

A valosideji PCR moddszer a ,.szabad” nukleinsavak kimutatisara is
alkalmas. Sokaig tartotta magat az a dogma, hogy a placenta az anya és a magzat
kozott egy atjarhatatlan hatart jelent, de mar 1893-ban leirtdk a trophoblast
sejtek jelenlétét eklampsziaban elhunyt terhes tiidejében [Schmorl, 1893]. A
magzati ,,szabad” DNS jelenlétét Lo és mtsai bizonyitottak be 1987-ben. Azota

foglalkozatatja a sziilészeket és a molekularis genetikusokat a nem-invaziv
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magzati diagnosztika bevezetésének gondolata. A magzat genetikai
betegségének kimutatdsa az anyatol levett vérbol oridsi kihivas. Az invaziv
magzati mintavételi eljarasok (magzatviz, lepény) kb. 1-3% koriili magzati
veszteséggel jarnak (vetélés), a varandosoknak pedig pszichésen jelentenek nagy
megterhelést.

Kezdetben az anyai vérbdl izolalt magzati sejtek tiintek kivalo célpontnak,
felhasznalasuk a diagnosztikdban igéretesnek tint [Bianchi és mtsai, 1990;
1999; Sekizawa és mtsa,i 2007]. Ezen sejtek szama nagyon alacsony, izolalasuk
¢s dusitasuk rendkiviil munkaigényes. Komplikalja a helyzetet, hogy néhany
magzati sejt akar évtizedekig is bent maradhat az anyai szervezetben, és
zavarhatja a késObbi terhességben végzett diagnosztikat [Bianchi és mtsai,
1996], igy a kezdeti lelkesedés ezen sejtek kimutatdsara napjainkra alabb
hagyott.

A figyelem a sejten kiviili ,,szabad” nukleinsavakra iranyult. Noha
Mandel és Meétais mar 1948-ban megfigyelte ezeket a kiilonds molekulakat
tumoros betegek mintaiban, tobb évtizednek kellett eltelnie ahhoz, hogy a
,,5zabad” DNS jelenléte ismét felébressze a tudomanyos ¢és klinikai érdeklodést
[Mandel és Métais, 1948]. Lo és mtsai 1989-ben mutattak ki az anyai vérben
kering6 ,,szabad” magzati DNS-t [Lo és mtsai, 1989; 1997].

A lepény mikroszkopikus szerkezete nem teszi lehetdvé a DNS-
molekuldk nagymértékii transzportjdt a feto-materndlis gaton keresztiil. A
,5zabad” DNS anyai keringésbe vald bekeriilésére tobb elmélet sziiletett,
felmeriilt a magzati hematopoetikus, a lepényi eredet és a direkt magzati
transzplacentaris DNS-transzfer lehetdsége, de a legelfogadottabb a placentabol
torténd apoptozis [Tjoa és mtsai, 2006; Alberry és mtsai, 2007].

A ,,szabad” nukleinsavak napjainkban mar a 4. terhességi hétt6l kezdve
kimutathatok anyai vérbol [[lllanes és mtsai, 2007]. A mintakbol izolalhato

nukleinsavak kis mennyisége mellett az is nehézséget okoz, hogy az izolalt
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,,szabad” nukleinsavak kb. 94-97%-a anyai, mig 3-6%-a magzati eredetii [Lo és
mtsai, 1998a ¢és 1999]. Kezdetben csak a nem-et és az RhD-t tudtak
meghatarozni, mivel ezek kiilonbozhettek az anyaban és a magzatban. A
kutatok ¢€s klinikusok vagya a triszomidk ¢és mdas genetikai betegségek
kimutatasa volt, szamtalan sikertelen probalkozast kovetéen 2011-2012-ben
megtortént az attorés, és a tomeges paralell szekvenalas bevezetésével, valamint
a specialis kiértékeld programmal lehetdség nyilt a triszomidk nem invaziv
modon torténd kimutatasara [Palomaki és mtsai, 2012; Norton és mtsai, 2012,

Tsui és mtsai, 2012].

A vizsgalatok fokuszaba a ,,szabad” RNS molekulak is bekeriiltek. Olyan
géneket mutattak ki, amelyek placentaris eredetiiek [Poon és mtsai, 2000;
Wright és Burton 2009], Gijabban a miRNS is érdekes teriiletnek tlinik [Ldzar és
mtsai, 2012].

A ,szabad” DNS nem-invaziv prenatalis diagnosztikaba torténd
bevezetését az alacsony DNS koncentracid €s az egyes emberekben mutatkozé
kiilonbségek is bonyolitjak. Azt is figyelembe kell venni, hogy a magzati
eredetii ,,szabad” DNS csak kb. 3-6%-a az anyainak, tovabba a magzati genom

50%-a anyai eredetti.

A magzati és az anyai eredetli DNS elkiilonitésének alapfeltétele a két
DNS kozti mindségi kiillonbség. A varandos plazmajaban fellelhetd magzati és
anyai eredeti DNS-fragmentumok kozti kiilonbségek kideritése, valamint
tovabbi magzati markerek meghatarozasa a ,,szabad” magzati DNS kutatas
egyik kozponti kérdése volt. A PCR amplifikalt DNS-fragmentumok Southern
blot analizise utan a magzati eredetii DNS fragmentumok hossza <300 bp, mig
az anyali >1000 bp volt. Mivel a magzati eredeti DNS fragmentumok
rovidebbek az anyai DNS fragmentumoknal, ez az eltérés lehetdséget kinal a
DNS-szakaszok méret alapjan torténd szeparalasara [Chan és mtsai, 2004]. A
klinikai gyakorlatba azonban ez az alkalmazasi lehetdség soha nem keriilt be.
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Az anyai és a magzati DNS elkiilonitésének masik lehetéségeként meriilt
fel a méhlepénybdl izolalt epigenetikai markerek vizsgalata. Ezek koziil az
onkologiai kutatasok soran imertté valt maspin gén volt az egyik. Terhességben
végzett vizsgalatok azt mutattak, hogy a hipometilalt maspin gén a ,,szabad”
magzati DNS kiiiriilésének megfeleloen a sziilést kovetéen eltlinik a
keringésbol. Mas epigenetikai markerek esetében, mint példaul a RASSF1A gén

esetében is, megfigyelhetd hasonlé eltérés [Chan és mtsai, 2006].

A ,szabad” magzati DNS koncentracidja koros terhesség esetén eltérést
mutat a szovodmeénymentes terhességben mért értékektdl, azonban az még nem
tisztazott, hogy a kiilonbozd terhességi korban mért értékek hatterében milyen
folyamatok allnak.

A terhesség ¢€s a magas vérnyomas oOsszefiiggésében kiemelenddek a
préeklampszia és HELLP szindroma teriiletén végzett vizsgalatok [Sibai és
mtsai, 2005; Smid és mtsai, 1999]. Az emlitett kutatok magasabb ,,szabad”
nukleinsav szinteket mértek a rendellenes magzatot viseld varandosok
mintaiban. A 21. kromoszoma triszoOmiaja esetén a varandosok szérumaban IS
eltérd, magasabb szinteket mértek.

A 21. kromoszéma triszOmiaja esetén tobb tanulmany szamol be a
eredményei szerint nincs kiilonbség a normal kariotipusi magzatot viseld, illetve
a Down-szindromas magzatot viseld varandosok vérében fellelhet6 ,.szabad”
magzati DNS koncentracié kozott. A ,,szabad” DNS mennyisége 13-as triszomia
esetén csokkent, viszont a 18-as triszomia esetén nem valtozott szignifikansan
[Lee és mtsai, 2002; Leung és mitsai, 1999; Spencer és mtsai, 2003]. Az
ellentmondasos eredmények azt sugalljak, hogy a ,.szabad” magzati DNS
kvantitativ meghatarozdsa nem mutat egyértelmii Osszefliggést a magzati

aneuploididkkal.
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A nagy tudomanyos érdeklddés €s a fokozott eréfeszitések kovetkeztében
2011-2012-ben attorés tortént, sikeriilt a Down szindromat anyai vérbol izolalt
,,5zabad” DNS-b6l kimutatni. Ezt kovette a 18. és a 13. kromoszoma
triszomiajanak  kimutatdsa. Nehézséget okozott, hogy ezeknek a
kromoszémaknak magas a GC tartalma. Jelenleg néhany vallalkozas kinal
Magyarorszagon is anyai vérbdl nem-invaziv modon vett mintakbol triszomia
kimutatast. Sajnos, napjainkban egyetlen allami intézményben sem érhetéek el
ezek a vizsgalatok. Nincsenek meg a technikai feltételek a moddszer
bevezetésére, hianyzik az 0j generacios szekvenald késziilék és az adatok
feldolgozasahoz a megfeleld szamitogépes rendszer.

A csehorszagi Olomouc-ban 2012-ben megrendezett 2" Central-Eastern
European Symposium on Free Nucleic Acids in Non-Invasive Prenatal
Diagnosis nemzetk6zi kongresszuson a vezetd prenatalis diagnosztikaval
foglalkoz6 szakemberek arra hivtak fel a figyelmet (Dennis Lo, Peter Benn ¢S
Howard Cuckle), hogy a 99.9 %-os szenzitivitassal és specificitassal bird
massziv paralell szekvenalasi modszer hamarosan kivaltja a jelenleg
széleskoriien hasznalt biokémiai markerekkel torténd sziréseket [Nagy B.,

2012].
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2. CELKITUZESEK

2.1. A mikrobialis genom kimutatasa

A kongenitalis toxoplazmozis kimutatasara alkalmas PCR amplifikacios
eljarasok optimalizaldsa, az egyes moddszerek Osszehasonlitdsa, valamint a

diagnosztikai tesztek klinikai gyakorlatba valo bevezethetdségének vizsgalata.

2.2. Egynukleotidos polimorfizmusok (SNP) kimutatasa

2.2.1. A 21-es kromoszéma triszomidjanak meghatarozasa
A 2l-es kromoszéman elhelyezkedé két SNP marker (WIAF 899 ¢és
WIAF 2643) PCR koriilményeinek optimalizaldsa, ¢s a meghatarozasok

alkalmassaganak tesztelése a 21-es kromoszoma triszomidjanak kimutatasara.

2.2.2. A VEGF G+405C, C—-25784, C—460T polimorfizmus meghatarozasa

HELLP szindromas varanddsok mintaiban

A vaszkularis endotelidlis novekedési faktor (VEGF) termelddésével
Osszefiiggést mutato harom SNP, a G+405C, a C-2578A ¢és a C-460T
meghatarozasara alkalmas valdsidejii PCR modszer kifejlesztése, és ezen SNP-k
eléfordulési gyakorisagdnak meghatarozdsa HELLP szindroméaban szenvedd és

egeszseges normotonias varandosok mintaiban.
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2.3. Delécio kimutatasa, a AF508 meghatarozdsa

A fluoreszcens és a valdsideji PCR moddszer alkalmazhatosaganak
vizsgalata a cisztas fibrozist okozo AF508 kimutatasara, a kiilonbozo

szovetekbdl izolalt DNS minték felhasznalasi lehetdségének tanulméanyozasa.

2.4. Génexpresszio kimutatasa, a CD24 meghatarozasa

A CD24 kimutatasara alkalmas primer-proba rendszer optimalizaldsa €s a
CD24 koncentracid6 meghatarozasa préeklampsziaban szenvedd és egészséges
normotonids varandosok, valamint prosztata karcindmas €s benignus prosztata

hiperplaziasok tlibiopszidval nyert mintaiban.

2.5. Magzati ,,szabad” DNS kimutatasa anyai szérumbol

Anyai szérumbdl izolalt ,,szabad” DNS felhasznaldsaval a nem- és az
RhD meghatdrozasara alkalmas valosideji PCR alapti modszer kifejlesztése,

ezen eljarasok megbizhatosaganak klinikai mintdkon val6 dsszehasonlitasa.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. A mikrobialis genom kimutatasa, Toxoplasma gondii
3.1.1. Beteganyag

Kongenitalis toxoplazmoézis gyanuja miatt 74 varandosnal végeztek
amniocentesist a 18-34. terhességi héten, a beavatkozas soran 4-5 ml magzatviz
keriilt leszivasra. A terhesek ¢letkora 20-38 év kozott volt. A vizsgalatkérést
anyai fert6zésre utald szerologiai leletek indokoltak, 58 esetben IgM, 2 esetben
IgG pozitivitas, egy esetben pedig az ultrahang vizsgalat soran mutatkozott
eltérés. A tobbi esetben egyéb ok, pl. foglalkozas, illetve haziallatok tartasa

miatt tortént meghatarozas.

3.1.2. Meghatarozasi médszerek
3.1.2.1. Hagyomanyos PCR

A felhasznalt primerek szekvenciai a kovetkezok: 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 reakcio elegy 2,5 ul PCR puffert, 4,0 ul 10 mM-os
dNTP-t, 2,0 ul 25 mM-os MgCl,-ot, 1,25 E AmpliTaq Gold polimerazt (PE
Applied Biosystems, Warrington, WA) tartalmazott 25 ul végtérfogatra
kiegeészitve desztillalt vizzel. Kezdeti 10 perces 95 °C-on torténd denaturalas
utan 36 ciklusban, denaturacids (95 °C; 30 sec), annealing (55 °C; 45 sec) és
extenzios (72 °C; 45 sec) 1épések kovetkeztek, majd a PCR elegyet 10 percig 72
°C-on, végiil 4 °C-on inkubdltam. Ezt kdvette az elektroforézis submarine tipust
elektroforézis késziilékkel 1,5%-os agardz gélen 100 V-on két o6ra futtatassal
0,5X TBE pufferben, majd a géleket etidiumbromiddal festettem meg, és a
futtatasokat kiértékeltem.
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3.1.2.2. Fluoreszcens PCR és DNS fragmens analizis

A felhasznalt primerek szekvenciai a kovetkezOk: 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 reakcio elegy 2,5 ul PCR puffert, 4,0 ul 10
mM dNTP-t, 2,0 ul 25 mM MgCl,-ot és 1,25 E AmpliTag Gold polimerazt
(Perkin Elmer, USA) tartalmazott 25 ul végtérfogatra kiegészitve desztillalt
vizzel. Kezdeti 5 perces 95 °C-on torténd denaturdlds utdn 36 ciklusban,
denaturacios (95 °C; 30 sec), annealing (55 °C; 45 sec) €s extenzids (72 °C; 45
sec) Iépések kovetkeztek, majd a PCR elegyet 10 percig 72 °C—on, végiil 4 °C-

on inkubaltam.

A PCR-t kovetéen a dimetilformamid (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) 20 pl-€¢hez 2 pl PCR elegyet és 0,5 ul TAMRA 500-as molekulasuly
markert (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) mértem, és 5 perces
denaturaciot kovetéen a mintakat 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) segitségével értékeltem ki. Minden
meghatarozasnal egy negativ €s egy pozitiv kontroll, valamint desztillalt viz
mintat parhuzamosan futtattam a meghatarozandd mintdkkal. Pozitiv
kontrollként az intraperitonealisan fert6zott egerekbdl szarmazo T. gondii RH

torzsbol izolalt DNS minta szolgalt (Johan Béla OEK, Budapest).

3.1.2.3. Valo6sidejii PCR modszerrel torténd kimutatas SYBRGreen I modszerrel

A PCR LightCycler DNA Master SYBRGreen | (1 ul; Roche, Mannheim,
Németorszag) kit felhasznalasaval tortént Toxo B 5’-
ggAggACTggCAACCTggTgTTCg-3’ €s 5’>-TTgTTTCACCCggACCg-
TTTTAgCAgQ-3’ primerek 0,5 mM és a MgCl, 0,8 mM koncentracidival egy
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mikroliter izolalt DNS hozzaadasaval. A kezdeti 10 perces 95 °C-on torténd
denaturalas utan 36 ciklusban, denaturacios (95 °C-on 5 sec), annealing (60 °C-
on 45 sec) és extenzids (72 °C-on 45 sec) lépések kovetkeztek 40 cikluson
keresztiil, majd a PCR elegyet 10 percig 72 °C-ra, végiil 30°C-ra hiitéttem le.

Ezutan kovetkezett az olvadasi gorbe analizis.

3.1.2.4. Valosidejit PCR modszerrel torténd kimutatas primer-proba rendszerrel

A PCR-hoz az izolalt DNS mintakbol 1,0 pl-t hasznaltam fel. Az
alkalmazott primerek és probak szekvenciai a kovetkezok voltak: forward
primer 5°-ggA ggA CTg gCA ACC Tgg TgT Cg-3’ (0.5 uM), reverse primer 5°-
TTg TTT CAC CCG gAC CgT TTA g-3° (0,5 uM), probal LC-red640-ACg
ggC gAg TAg CAC CTg Agg AgA T-foszfat (0,25 uM), proba2 5°-Cgg AAA
TAg AAA gCC ATg Agg CAC TCC-fluoreszcein (0,25 uM). A reakcio elegy
1.0 ul LightCycler FastStart DNA Master Hybridization Probes PCR puffer
keveréket és 2,5 uM MgCl,-ot tartalmazott, amely 9 ul végtérfogatra lett
kiegészitve desztillalt vizzel. Ehhez 1 pl DNS-t adtam. A kezdeti 5 perces 95
°C-on torténd denaturalas utan 40 ciklusban, denaturacios (95 °C; 5 sec),
annealing (60 °C; 10 sec) ¢és extenzios (72 °C; 15 sec) 1épések kovetkeztek.
Minden vizsgaland6 mintat kétszer, tovabba egy negativ és egy pozitiv kontroll
mintat, valamint egy desztilldlt viz mintat parhuzamosan futtattam. Pozitiv
kontroll mintaként intraperitonealisan fertézott egerekbdl szarmazd T. gondii
RH t6rzs DNS izolatuma szolgalt (OKI, Budapest).
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3.2. Egynukleotidos polimorfizmus kimutatasa
3.2.1. A 21. kromoszoma triszOmiajanak meghatarozasa
3.2.1.1. Beteganyag

Kariotipizalassal és fluoreszcens PCR ¢és DNS fragmens analizis
moddszerrel egyarant kimutatott, 67 db 21-es triszomias és 62 db normal
egészséges DNS mintat hasznéltam fel a vizsgalatokhoz. A DNS-t a 16-18.
terhességi héten levett 1,5-1,5 ml magzatviz mintakbol nyertem High Pure PCR
Template Preparation kit felhasznalasaval (Roche GmbH, Mannheim,

Németorszag), a terhesek atlagos életkora 38,5 év volt.

3.2.1.2. A WIAF 899 ¢és a WIAF 2643 meghatarozasa valosideji PCR és

olvadasi gorbe analizissel

A PCR elvégzésekor a 21-es kromoszéman elhelyezkedd WIAF 899 ¢és
WIAF 2643 SNP markerekre megtervezett primereket és probakat (TIB
Molbiol, Berlin, Németorszag) alkalmaztam. Egy mikroliter vizsgalando DNS-t
mértem be, majd 0,5 pM-t a forward és a reverse primerbdl, 0.2 uM-t a
hibridizacids probakbol, 2 mM-t a MgCl,-bdl és egy ul-t a LightCycler FastStart
DNA Master Hybridization Probes PCR puffer keverékbdl (Roche, Penzdorf,
Németorszag) a 10 pl-es végtérfogatba. A primerek €s probak szekvenciait a 4.
Sz. tablazat tartalmazza. A PCR soran a kezdeti 5 perces 95 °C-on torténd
denaturalas utan 36 ciklusban denaturacios (95 °C; 30 sec), annealing (55 °C; 45
sec) és extenzids (72 °C; 45 sec) 1épések kovetkeztek, majd a PCR elegyet 10
percig 72 °C-on, végiil 4 °C-on inkubdltam. Az amplifikaciot olvadasi gorbe
analizis kovette. Az olvadasi gorbe alatti teriileteket a LightCycler Data
Analysis software 3.5 segitségével hatdroztam meg, majd az olvadasi gorbét a
fluoreszcencia negativ értékli derivalt gorbéjévé alakitottam at a késziilék

programjaval (-dF/dT). A primerek €s a probak bekapcsolddasakor heterozigota
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minta esetén a WIAF 898 és a WIAF 2643 két allélja jol elkiilonitheté volt az

olvadasi hdmérséklet kiillonbség miatt.

4, sz. tablazat

A WIAF 899 és WIAF 2643 meghatarozasahoz hasznalt primer és proba

szekvenciak

Primer neve

Szekvencia

WIAF899 Forward primer

5’- CAGGCAGGACTTCAGTGTCA -3’

WIAF899 Reverse primer

5’- GTCATCTGGGACAGGTCACC -3°

WIAF899 Prébal

5’-TTCCTGTTCCACGAAGAGGAC -fluoreszcein

WIAF899 Préba2

5’-LC-Red640-TTTTGTTCACAATTGGATCA-
CAATGCAGAGGAGTCTGTT-foszfat

WIAF2643 Forward primer

5’-AACCCAGTGTGGGAGGAGAA-3’

WIAF2643 Reverse primer

5’-GTGGTGCTGTGGGGCTAG -3’

WIAF2343 Probal 5’-CAGAATAAATAGAACAGTAGAATG-
fluoreszcein
WIAF2643 Proba2 5’-LC-Red705-TCACAGATGGGTAATTACA-

CATGTAAATGAGCTC-foszfat
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3.2.1.3. Statisztikai kiértékelés

Diallélikus mintdknal kiszamitottam a teriiletek aranyat. Statisztikai
analizisre t-tesztet és Kruskal-Wallis tesztet hasznaltam az SPSS 11.0

programjabol.

3.2.2. A VEGF C-25784, C—460T, G+405C polimorfizmus meghatarozasa
HELLP szindromas terhesekben

3.2.2.1. Beteganyag

A vizsgalatba bevont varanddsokat egészséges terhes (n=83) és HELLP
szindromas (n=75) csoportokba soroltam az Amerikai Sziilészeti és
Nogyogyaszati Kollégium ajanlasa szerint [ACOG, 2002]. A HELLP szindroma
diagnozisat a jellemz6 laboratoriumi eltérések alapjan allitottam fel. Ezek a
kovetkezOk voltak: hemolysis (microangiopathias haemolyticus anaemia)
igazolasanak feltétele az emelkedett laktat dehidrogenaz (LDH) szint > 600
IU/L, emelkedett majenzim értékek, az aszpartat aminotranszferaz (AST) és az
alanin aminotranszferaz (ALT) szérum értéke meghaladta a >70 [U/L-t,
valamint a trombocitopénia megléte (a trombocitaszam kevesebb volt, mint
150.000 mikroliterenként). A vizsgalatokba bevont varandosok klinikai adatait
az 5. sz. tdblazat mutatja.

A Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsaga engedélyezte a vizsgalatokat, a

betegek a tajékoztatast kovetden beleegyezo nyilatkozatot irtak ala.

55



dc_254 11

5. sz. tablazat

A tanulmanyba bevont két csoport demografiai és klinikai jellemzoi

Vizsgalt paraméter

Kontroll csoport

HELLP-es csoport

Szignifikancia

(n=93) (n=71) ()
Anyai életkor 30 (27-33) 29 (26-31) NS
(€v)
Primipara 56 (60,2%) 48 (67,6%) NS
Magas vérnyomas | 0 (0,0%) 71 (100%) 0,001
Proteinuria 0 (0,0%) 71 (100%) 0,001
Gesztacios kor 38 (34-39) 32 (28-34) 0,001
(hét)
Magzati suly 3270 (2970-3680) 1140 (650-1820) 0,001
(gramm)
IUGR 0 (0,0%) 33 (46,5%) 0,001
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3.2.2.2. DNS 1zolalas

A betegektdl 3 ml EDTA-s vér levétele utan 200 pl vérbdl DNS-t
izolaltam szilika adszorpcids modszerrel a gyartd utasitasai szerint (High Pure

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

3.2.2.3. AVEGF C—25784, C—460T, G+405C polimorfizmus meghatarozasa

A VEGF SNP-k meghatarozasara valosideji PCR és olvadasi gorbe
analizis moddszert dolgoztam ki. A harom SNP meghatarozdsahoz hasznalt
primerek és probak szekvencidit a 6. sz. tablazat mutatja. A PCR keverék
tartalmazott 1 pL DNS-t, 5-5 uM-t a primerekbdl és probakbol, 1 pL-t a
LightCycler FastStart DNA Master HybProbe PCR puffer keverékbol (Roche,
Penzberg, Németorszag) és 2,5 mM-t a MgCl,-bol. A kezdeti 95 °C-o0s 10 perces
denaturaciot 35 ciklus kovette - denaturacioé (95 °C; 10 sec), annealing (52-56-
60 °C; 15 sec) és extenzid (72 °C; 10 sec) - LightCycler késziiléken (Roche).
Minden PCR-t olvadasi gorbe analizis és a termékek olvadasi pontjanak (Ty,)

meghatarozasa kovetett.

3.2.2.4. Statisztikai kiértékelés

A statisztikai analizist a STATISTICA (version 7.1; StatSoft Inc., Tulsa,
Oklahoma, USA) és az Arlequin (version 3.0; CMPG, University of Bern,
Svajc) programok alkalmazdsaval (minden statisztikai analizishez a
szignifikancia szintje p<0,05-ben lett meghatarozva), a logisztikus regresszios

analizist az anyai ¢életkorral és a primiparitassal korrigdlva végeztem el.

57



dc_254 11

6. sz. tablazat

A VEGF egynukleotidos polimorfizmusanak meghatarozasara alkalmazott
primer és proba szekvenciak

SNP neve Primerek és Szekvencia
probak neve
VEGF C—-460T Forward 5'-AgA Cgg CAg TCA CTA g-3’
(rs 833061)
Reverse 5'-AAT ATT gAA ggg ggC Ag-3’
Probal 5'-LC-640-AgC ggg gAg AAg gCC
Agg g-3'
Préba2 5-TgT gggg TT gAg ggC gTT-
fluoreszcein
VEGF C-25784 | Forward 5'-AgC TgT Agg TCA AgA CCC T-
(rs699947) 3’
Reverse AAA ATT CCT AgC Tgg TTT CT-
3!
Probal 5'-LC-640-ATC CAC CCA gAT
CTT gCC Agg-3’
Préba2 5'-9gTg ggA AgA gTg ggA CCAgTC
AgT CTg A-fluoreszcein
VEGF G+405C Forward 5'-CCA gAA ACC TgA AAT gAA
(rs2010963) gg-3’
Reverse 5'-ggg CTC ggT gAT TTA gC-3’
Probal 5'LC-640-Tgg AAT Tgg ATT CgC
CATTTTATTTTT CTT gC-3’
Proba2 5'-gAC CCA gCA Cgg TCC CTC-

fluoreszcein
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3.3. Delécio kimutatasa valésideji PCR-ral, AF508
3.3.1. Beteganyag

A Semmelweis Egyetem 1. Sz. Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinika
Genetikai tanacsadasat felkeres6 116 személy (39 férfi, 77 no; atlagos életkor
25,6 ¢v) DNS mintjjat vizsgaltam meg. A mintdk 14 esetben amniocentesisbol
(16-18. terhességi hét), 18 esetben chorionboholy mintavételbdl (12. terhességi
hét) ¢s 84 esetben periférias vérvételbdl szarmaztak. A DNS izolalas High Pure
PCR Template Preparation kit (Roche GmbH, Mannheim, Németorszag)

felhasznalasaval tortént.
3.3.2. Fluoreszcens PCR és DNS fragmens analizis

Fluoreszcens PCR-t és DNS fragmens analizist végeztem a kovetkezo
primerek felhasznalasaval (CF1 5°-gTT TTC CTg gAT TAT gCC Tgg gAC-3°
¢s FAM-5’-gTT ggC ATg CTT TgA TgA CgC TTC-3"). A reakcio elegy 25 pL
keverékbdl allt, amely tartalmazott 1,5 mM MgCl,-ot, 200 nM dNTP-t, 1,0 U
AmpliTag Gold-ot (PE, ABI, USA) és 3,0 uM-t a primerekbdl. A kezdeti 10
perces 95 °C -on torténd denaturalast 32 ciklus kovette, 45 masodperces 95 °C -
on, 45 masodperces 58 °C -on és 60 masodperces 72 °C -on, majd egy végsé 30
perces 60 °C -on torténd inkubalas ABI 9700-as késziiléken. Négy mikroliter
PCR terméket mértem 6ssze 20 uL. formamiddal (Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag) ¢és 0,5 uL Prism Genescan-500 TAMRA molekulasuly markerrel
(PE Applied Biosystems, Warrington, UK). A keveréket 95 °C -on 3 percig
denaturdltam, majd 4 °C -ra hiitéttem. Az elektroforézist ABI 310 tipust
késziilékkel végeztem POP4 gél (Perkin Elmer, USA) felhasznalasaval. Az

eredményeket a GeneScan Analysis 2.1 Software segitségével hataroztam meg.
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3.3.3. Valosideji PCR és olvadasi gorbe analizis

A PCR keverék elkészitéséhez a primerekbdl és a probakbol 5 pmol
mennyiségeket, 2,5 mMM MgCl,-ot és 1,0 mikroliter master mixet (FastStart
DNA Master Hybridization Probes kit, Roche) hasznaltam fel. A végtérfogat 10
mikroliter volt az egy mikroliter meghatarozandd6 DNS mintaval egyiitt. A
primerek és probak szekvenciait a 7. sz. tdblazat mutatja.

A kezdeti 10 perces 95 °C-on torténd denaturdlds utan 35 ciklusban,
denaturacios (95 °C; 0 sec), annealing (63 °C; 25 sec) és extenzids (72 °C; 5
sec) lépések kovetkeztek. Ezutan olvadasi gorbe analizist végeztem, és
meghataroztam a keletkezett termékek olvadaspontjat (T.). A diagnozist ez
alapjan allitottam fel. Minden futtatashoz kontroll mintakat (normal egészséges,

heterozigota, negativ kontroll) iktattam be.

7. sz. tablazat
A AF508 valosideji PCR modszerrel torténo kimutatasahoz

alkalmazott primer és proba szekvenciak

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’
Prébal 5-TTT TCC Tgg ATT ATg CCT ggCA

CCA TTA A-fluoreszcein

Proba2 LC-Red-640-gAA AAT ATC TTT ggT gTT
TCC-foszfat
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3.4. Génexpresszio kimutatasa, a CD24 génexpresszié meghatarozasa
3.4.1. Beteganyag ¢s mintak

Egészséges varanddsok és préeklampszias terhesek placenta mintai
Cséaszarmetszést kovetden 8 mm-es trepannal placenta szovetkorongokat vagtam
ki 16 egészséges terhes (atl. életkor 27,943,7 év; terhességi hét 38,1+1,9) és 16
préeklampsziaban szenvedd beteg placentaibol (atl. életkor 27,844,5 év;
terhességi hét 34,3+3,7 hét). A préeklampszias csoportba tartozo betegeket az
ACOG javaslatai alapjan soroltam be [ACOG, 2002]. A szisztolés vérnyomasuk

>160 Hgmm, a diasztolés > 90 Hgmm volt jelentds proteinuriaval.

Prosztata tumoros €s benignus prosztata hiperplazias mintak

Ultrahang vezérelt prosztata tiibiopsziaval nyert kezeletlen 21 prosztata
tumoros (PCA) és 10 benignus prosztata hiperplazias (BPH) beteg prosztata
mintaja keriilt levételre. A betegszelekcido a pozitiv rektalis tapintason és a
magas PSA koncentracioé leleten alapult, amit késébb a szovettani vizsgalat is
igazolt. A BPH-s csoportba a betegek a gyants rektalis tapintasi lelet, vagy a
total PSA, free PSA eredmény alapjan keriiltek. Ebben a csoportban a PSA
atlagérték alacsony, a negativ biopszias lelettel egyiitt értékelve a joindulata
hyperplazia valdsziniisége nagy. Nem valogattuk be a vizsgalatunkba az olyan
beteget, akinek a szovettani lelete negativ, de a PSA szintje magas volt. A
betegek atlagos életkora 72,0+8,8 év, ill. 64,3+12,1 év volt. A tumoros betegeket
a Gleason score szerint is besoroltuk. A tanulmanyt a Semmelweis Egyetem
Orvosetikai Bizottsaga enged¢lyezte, a vizsgalatokba bevont betegek részletes

tajékoztatot kaptak, beleegyezésiiket alairdsukkal igazoltak.
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A mintakat kozvetleniil 0,5 ml RNS/DNS stabilizatort (Roche, Mannheim,
Németorszag) tartalmazo 1,5 ml-es Eppendorf csovekbe helyeztiik, majd -85 °C-

on taroltuk az RNS izolalasig.

Szérum prosztata specifikus antigén (PSA) meghatarozasok
A biopszia elotti PSA szinteket microparticle enzyme immunoassay (MEIA)
modszerrel, Abbott IMx késziilékkel, PSA kit (Abbott Park, IL, USA)

felhasznalasaval hataroztuk meg.

Szovetfeltaras

A placenta szovetkorongokat és a prosztata mintdkat jéghideg foszfat pufferrel
lemostam, majd 0,3 ml lizis puffert tartalmazo ,lysing matrix D” (MP
Biomedicals, Illkirch, Franciaorszag) csovekbe tettem, szétroncsoltam
szovetroncsoloval (FastPrep FP120, Biol01, Thermo Savant, Franciaorszag) és

az RNS izolalasig -80 °C-on taroltam.

3.4.2. RNS 1zolalas és cDNS szintézis

Az RNS-t Perfect RNA Eukaryotic kit (Eppendorf, Hamburg,
Neémetorszag) segitségevel izolaltam a gyartd utasitasainak megfelelden.

First Stand cDNA Synthesis kit for RT-PCR (Roche, Penzberg, Németorszag)
felhasznéalasaval cDNS szintézist végeztem az eldirasok szerint.

A tisztitott RNS mennyiségét NanoDrop 1000 (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) spektrofotométeren mértem le. Az RNS mintdban levo
esetleges szennyezddések, fehérjék befolyasolhatjak az eredményt.

A mintak integritasat Agilent 2100 Bioanalyser (Matrix, Norway)
miiszerrel hataroztam meg, amely az izolalt RNS-ben levd kis riboszomalis RNS
(18S) ¢és nagy riboszomalis RNS (28S) szedimentaciojabol szamol egy
ugynevezett RIN (RNA Integrity Number) értéket, ebbdl kovetkeztethetiink a
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mintaban talalhatd messenger RNS mindségére és arra, hogy mennyire bomlott
le a minta RNS tartalma (8. sz. abra). Minden vizsgalt mintanal a RIN szam

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

[FU]
70

Al
a0+

40

30

20

10+

|
] 25 30 35 40 45 a0 a5 &l 65 [s5]

8. sz. abra
Az RNS integritasanak mérése Agilent 2100 Bioanalyserrel

Az abran a megfelelé mindségli RNS mintara jellemz6 két specifikus cstics lathato.

3.4.3. A CD24 meghatarozasa valdsidejii PCR moédszerrel

A kvantitativ valésidejii PCR sordn a CD24 expresszidjat primerek €s
probak segitségével Schostak modszerével hataroztam meg [Schostak és mtsai.
2005]. A primer és proba szekvenciakat a 8. sz. tablazat mutatja. A hipoxantine
foszforibozilltranszferazt (HPRT) mint haztartasi gént hasznaltam. A gén-
expresszids eredmények normalizalasahoz ennek a génnek az expresszidjat
alkalmaztam a placenta mintaknal, mig a prosztatanal a foszfolipaz 2A gént. A

mennyiségi meghatarozasokhoz a [-globin-t (DNA Control kit, Roche,
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Penzberg, Németorszag) iktattam be minden egyes futtatasnal 15 ng/ul; 1,5
ng/ul; 0,15 ng/ul és 0,015 ng/ul koncentracidokban.

A CD24 és a HPRT expresszid meghatdrozasahoz Osszemértem 1 pl
FastStart DNA Master mixet (Roche, Mannheim, Penzberg, Németorszag), 1,2
mM MgCl,.ot, és 0,25 pM-t a primerekbdl és a probakbol. Az amplifikacids
program a kezdeti 10 perces 95 °C-on torténd denaturalds utdn kovetkezett 40
ciklusban, denaturacios (95 °C; 10 sec), annealing (56 és 63 °C; 5 sec) és
extenzids (72 °C; 10 sec) 1épésekkel. Ezt kovetéen olvadasi gorbe analizist

végeztem, és meghataroztam a keletkezett termékek olvadaspontjat (Ty,).

8. sz. tablazat

A CD24 expresszio meghatarozasiahoz hasznalt primerek és probak

szekvenciai
Primer/préba 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°
Probal 5’-ggA TgT TgC CTC TCC TTC ATC TTg TAC

ATG-3’-fluoreszcein

Proba2 5’-LC640-AAC TCC AgCA gAT TTA ATA TTg
gCA TTC ATC A-foszfat
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3.4.4. Statisztikai analizis

Az adatok kiértékeléséhez SPSS statisztikai software programot
hasznaltam fel és t-tesztet alkalmaztam, a szignifikancia értéke p<0.05 —ben lett

meghatarozva 95%-0s konfidencia intervallummal.

3.5. Magzati ,,szabad” DNS kimutatasa anyai szérumbdl
3.5.1. Beteganyag, mintak és DNS izolalas

Genetikai amniocentesisre keriilt 80 terhes notél vettiink vért, atlagos
¢letkoruk 36,9+4,7¢v, atlagos terhessegi koruk 16,9+1,8 hét volt.

A DNS vérplazmaboél torténd izolalasahoz High Pure PCR Template
Isolation Kit-et hasznaltam. A levett 16 ml EDTA-s vérmintat 10 percig 2500-as
fordulatszamon centrifugaltam (Eppendorf 5810R, Eppendorf, Hamburg,
Németorszag). Ezt kovetden a plazmat eltavolitottam, ujabb csébe helyezve 10
percig 15.500-as fordulatszamon centrifugaltam. Az igy nyert plazmat -80°C-on
taroltam a tovéabbi feldolgozdsig. A DNS izolalasdhoz 500 pl vérplazmat
hasznaltam, a DNS-t szilard fazisi DNS-izolald kit segitségével (High Pure
PCR Template Preparation Kit, Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) a
hasznalati itmutatd szerint nyertem. Az izolalt DNS-t 60 pl ,,elution” pufferben

oldottam fel. A mintakat a felhasznalasig -80 °C-on taroltam.

3.5.2. SRY gén meghatarozasa valosidejii PCR mddszerrel

A meghatarozdsokhoz az Y kromoszoman elhelyezkedd SRY génre
specifikus SRY-forward, SRY-reverse primereket, valamint fluoreszceinnel és
LC-Red 640-nel jelolt probakat hasznaltam (9. sz. tablazat). A reakcidelegyen a
kovetkezd PCR ciklusokat hajtottam végre: 95 °C 10 perc kezdeti denaturécio,

majd 55 cikluson keresztiil 95 °C 5 sec denaturacio, 60 °C 10 sec annealing és 72
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°C 15 sec extenzio, vegiil tarolas 4 °C-on. Minden futtatas tartalmazott pozitiv és

negativ kontroll mintakat.

9. sz. tablazat

Az SRY specifikus primerek és probak szekvenciai

Primer/proba

neve Szekvencia

SRY forward 5'-ggC AAC gTC Cag gAT AgAgTg A

SRY reverse 5'-TgC TQATCT CTg AgT TTCgCATT

SRY prébal | CAT gAA CgC ATT CAT CgT gTg gTC TC X

SRY proba2 LC-Red-640 -CgA TCA gAg gCg CAA gAT ggC TCT

3.5.3. RhD gén meghatarozasa valosidejii PCR modszerrel

A DNS izolalast kovetden valosidejii PCR tortént az RhD gén 7. exonjara
megtervezett TagMan rendszerrel (10. sz. tablazat). Bemértem a primerekbdl és
a probakbol 0,4-0,4 puM mennyiségeket, 2mM MgCl,-t, valamint 1 pl
LightCycler TagMan Master (Roche, Mannheim, Németorszag) keveréket 10 ul
végtérfogathoz, amely 1 pul DNS-t tartalmazott. A PCR a kdvetkezo 1épésekbdl
allt: 2 perc 50 °C, majd 10 perc 95 °C, ezt kovetden 50 ciklusban 15 sec 95 °C és
1 perc 60 °C, majd 4 °C. Minden futtatas tartalmazott pozitiv €s negativ kontroll

mintakat.
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10. sz. tablazat

Az RhD gén meghatarozasahoz hasznalt primerek és probak szekvenciai

Primer/préba neve Szekvencia
Forward primer 5'-CTC CAT CAT ggg CTA CAA-3’
Reverse primer 5’-CCggCT CCg ACggTA TC-3°
Proba 5’-FAM-AgC AgC ACA ATg Tag ATg
ATC TCT CCA-TAMRA
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4.  EREDMENYEK
4.1. A Toxoplasma gondii kimutatasi médszereinek 6sszehasonlitasa
4.1.1. Hagyomanyos PCR

A T. gondii Bl génjére megtervezett primerekkel optimalizaltam a
polimeraz lancreakciot. A PCR-t kovetden kétoéras 100 V-on torténd
elektroforézissel elvalasztottam a keletkezett fragmentumokat 0,5XTBE
pufferben, majd az etidiumbromid festést kovetden a gélen kapott mintazatot
kiértékeltem. A 9. sz. abran a 122 bp nagysagu fragmentum a T. gondii genom

jelenlétét mutatja. Ot pozitiv mintat taldltam a 74 vizsgalt mintabol.

9. sz. abra

Toxoplasma gondii kimutatasa hagyomanyos PCR médszerrel

Az éabran a 122 bp nagysagi fragmentum a T. gondii genomjanak jelenlétét mutatja a
mintaban. A 2. sz. minta a pozitiv kontroll, a 1. sz. minta a negativ kontroll, a 4. 5. és 6. sz.
mintak pozitiv, magzatvizbdl izolalt DNS-t mutatnak. A 3. sz. és a 7-10. sz. minta negativ
DNS, a 11. sz. minta a molekulasuly marker DNS. A nyilak jelzik a 122 bp nagysagia PCR

terméket.
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4.1.2. Fluoreszcens PCR és DNS fragmens analizis

A fluoreszcens PCR és a DNS fragmens analizis paramétereit
optimalizaltam. A meghatarozasok soran a PCR termék fragmentumokat ABI
310 késziileken kapillaris elektroforézissel valasztottam el, a késziilék
lézerdetektor segitségével olvasta le a fluoreszcens jeleket. A T. gondii pozitiv
mintdkban a 122 bp nagysagi PCR fragmentum jelenléte jelezte a fertozés
meglétét. A 10. sz. abran egy T. gondii fert6zott magzatviz minta, egy pozitiv
kontroll minta, és egy nem fert6zott magzatviz minta elektroforetogramjai

lathatok. Ot T.gondii pozitiv mintat mutattam ki a 74 vizsgalt mintabol.
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10. sz. abra

A Toxoplasma gondii kimutatasa fluoreszcens PCR-ral és DNS fragmens analizissel
Az elektroforetogramon egy T. gondii fert6zott minta (feliil), egy pozitiv kontroll (kdzépen)
és egy negativ kontroll minta (lent) képe lathatd. A 122 bp nagysagi PCR fragmentum a

T.gondii genom jelenlétét mutatja a mintaban.
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4.1.3. Valosidejii PCR SYBRGreen I modszerrel

A kvantitativ valésidejii PCR modszer esetében eldszor SYBR Green 1
festék felhasznalasaval optimalizaltam a kimutatast. A beéllitott paraméterekkel
a primer-dimerek és az egyéb nem-Specifikus termékek jelenlétét a
komponensek optimalis beallitasaval sikeriilt kikiiszobolni. A keletkezett termék
azonositasdra olvadasi gorbe analizis kovetett minden egyes PCR
meghatarozast. Ot T. gondii pozitiv mintat mutattam ki a 74 vizsgalt mintabol. A
moddszer Kimutatatasi érzékenységét a T. gondii torzsoldatbol késziilt higitasi

sorbol szarmazo6 mintak felhasznalasaval hataroztam meg (11. sz. abra).
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026- (04
020~
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Fluoreszcencia (F2)

0.05- = £ o
000~ s
0,05~

Ciklusszam

11. sz. abra
A Toxoplasma gondii kimutatasa kvantitativ valosidejii PCR modszerrel SYBRGreen I
felhasznalasaval
Az abra azt mutatja, hogy a T. gondii torzsoldatbol higitasi sort készitve a koncentracio és az
amplifikacié megjelenése aranyban allnak egymassal, a modszer érzékenysége alapjan 10°

szdmu parazita mutathat6 ki a vizsgalt mintabol.
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4.1.4. Valoésidejii PCR primer-proba rendszerrel

E modszer bedllitdsa soran specifikus probakat alkalmaztam, ¢és
optimalizaltam a PCR futtatasi paramétereit. Ot T. gondii pozitiv mintat
mutattam ki a 74 vizsgalt mintabol. A mddszer kimutatési érzékenységét a T.
gondii torzsoldatbol késziilt higitasi sorbol szarmazo mintak felhasznalasaval
hataroztam meg (12. sz. abra). A beallitott moddszerrel a kimutatasi

érzékenységet egy protozoa mennyiségre sikeriilt beallitani (12. sz. dbra).
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Ciklusszam

12. sz. abra
Toxoplasma gondii kimutatasa kvantitativ valésidejii PCR moédszerrel
probak felhasznalasaval
Az abran jol lathatd, hogy a kvantitativ valosidejii PCR modszer esetében is a kiindulasi DNS
koncentréaci6 befolyasolja az amplifikaciot, minél magasabb a koncentracio, annal hamarabb
kezd el exponencidlisan novekedni a keletkezett termék mennyisége. A T. gondii

torzsoldatabol higitasi sort készitve 10° parazita mutathaté ki ezzel a modszerrel.
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11. sz. tablazat

A Toxoplasma gondii kimutatasi modszerek osszehasonlitasa

A kornyezetre Kimutatasi
Kimutatasi DNS izolalas A vizsgalat Veszely,t jelent-e | erzckenység
. cans 7 a modszer . .
modszer idoigénye (parazitaszam)
Hagyomanyos 1 ora 5-6 6ra igen 1000
PCR
Fluoreszcens PCR 1 6ra 3 ora nem 10-100
és DNS {ra_gmens (elsé minta +30
analizis perc
mintanként)
Kvantitativ 1 6ra 1 6ra igen 1000
valosidejii PCR .
2 min
SYBRGreen-nel (32 minta)
Kvantitativ 1 6ra 1 6ra nem 1-10
Va10s1,deJ,u PCR (32 minta)
prébaval

A T. gondii kimutatasi modszerek Osszehasonlitasat a 11. sz. tablazat mutatja.
LegkedvezObbnek a kvantitativ valosidejii PCR primert-probat alkalmazo
rendszer mutatkozott (11. sz. tablazat).

A vizsgilt mintdk koziil 6t bizonyult T. gondii fertézdttnek. Otven
varandos esetében az immunoldgiai teszt (TORCH) pozitiv eredményt mutatott
(48 esetben az IgM, két esetben az IgG). EQy betegnél az ultrahang vizsgalat
soran figyeltek meg eltérést, ami felvetette a fertézés lehetoségét. Az 6t PCR
pozitiv T. gondii terhes koziil 4 volt IgM pozitiv, egynél pedig az ultrahang

vizsgalaton talaltak eltérést, mindannyian antibiotikum kezelésben részesiiltek.
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4.2. Egynukleotidos polimorfizmus meghatarozasa valosideji PCR

modszerrel

4.2.1. A 21. kromoszdma triszOmiajanak meghatarozasa

A WIAF 899 ¢és WIAF 2643 SNP-t hataroztam meg a modszer
optimalizalasa utan 129 magzatvizbdl izolalt DNS mintaban. A valdsidejii PCR
soran keletkezett PCR fragmentumok olvadasi gorbe analizisének elvégzése

utan a gorbe alatti teriiletek adatait kiértékeltem.

Az 13. sz. abran a WIAF 899 ¢s a WIAF 2643 meghatarozas tipikus
olvadasi gorbe analizis képe lathato két-két mintaval, az egyik 21-es triszomias,

a masik normal diallélikus.

Az olvadasi gorbe alatti teriileti ardnyok szignifikansan kiilonboztek a két
vizsgalt csoport kozott (0,5246+2498 a triszomias és 0,8347+0,5234; p <0,001 a
WIAF 899 esetén). Ez a marker 27 (40,2%) esetben volt informativ a triszomias

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

A WIAF 2643 esetén 29 (43,2%) triszomiéds €és 34 (54,8%) diallélikus
minta bizonyult informativnak. A gorbe alatti teriiletek nem kiilonboztek

Iényegesen (0,4594+0,1594 vs. 0,4567+0,1012; p=0,615).
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13. sz. abra

A 21. kromoszéma triszomiajanak kimutatasa valosidejii PCR-ral és olvadasi gorbe

analizissel WIAF 899 és a WIAF 2643 SNP markerek felhasznalasaval

Az a jelll abran a WIAF 899 marker olvadési gorbe analizise soran nyert triszomias
(kék) és diallélikus (bordd) minta képe lathato. A b jelti abran a WIAF 2643 marker olvadasi

gorbe analizise lathato egy triszomids (bordo) €s egy diallélikus (lila) minta esetében.
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4.2.2. VEGF egynukleotidos polimorfizmusanak meghatarozasa HELLP

szindromas ¢€s egészséges normotonias terhesek mintaiban

A VEGF C-2578A, C-460T és a G+405C meghatarozasara valdsideji
PCR ¢s olvadasi gorbe analizis modszert allitottam be, a PCR paramétereit a
primer-proba rendszerrel optimalizaltam.

A 5. sz. tdbldzat mutatja a vizsgalatokba bevont két csoport demografiai
¢s klinikai paramétereit. A két vizsgalt csoport kozott nem volt lényeges
kiilonbség az anyai ¢letkorban és a primipardk aranyaban. A gesztaciods kor €s a
sziiletési suly szignifikansan alacsonyabb volt a HELLP szindromdaban szenvedd
betegek csoportjaban, az intrauterin novekedésben visszamaradottak (IUGR)
aranya elérte a 46,5%-ot.

A 12. ¢és 13. tdblazat mutatja a harom vizsgdlt VEGF SNP allél és

genotipus eléfordulasi gyakorisdgat. A Hardy-Weinberg torvény érvényesnek
bizonyult a VEGF C-2578A, C-460T és a G+405C SNP esetében. Szignifikans
kiilonbség mutatkozott a VEGF C-460T all¢l és genotipus eloszldsdban a
HELLP szindromas és a kontroll csoport kozott. A T allél 71,1%-ban volt jelen
HELLP szindromaban, mig csak 53,8%-ban a kontroll csoportban (p=0,0014).
A TT genotipus 45,1%-ban volt kimutathaté a HELLP szindromas csoportban és
21,5%-ban a kontroll csoportban (p=0.0011). Logisztikus regresszios analizissel
az anyai életkorra és a primiparitasra korrigalva ez a genotipus fiiggetlen
rizikofaktort jelentett a betegség el6fordulasaban (OR=3,03, 95%; CI=1,51-
6,08; p=0.002).

Jollehet a VEGF G+405C allél és genotipus eloszlds nem kiilonb6zott
Iényegesen, a CC genotipus fliggetlen rizikofaktornak mutatkozott (OR=3,67,
95% CI1=1,05-12,75; p=0,041) a kérkép kialakulasaban.

A VEGF C-25784 SNP polimorfizmus vizsgélat soran nem taldltam

kiilonbséget a két csoportban.
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Homeérséklet (*C)

14. sz. abra

A VEGF C-2578A olvadasi gorbe analizise

Az abra mutatja az olvadasi gérbe analizis soran mutatkoz6 54 °C olvadasi pontot az A, és 67
°C olvadasi pontot a C allélok esetében. A kék jelzésti minta homozigota (C allél), alila és a

z0ld jelzést minta heterozigota (AC).
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15. sz. abra
A VEGF C-460T olvadasi gorbe analizise

Az abra mutatja az olvadasi gorbe analizis soran mutatkozé 55 °C olvadési pontot a T, és a 62
°C olvadasi pontot a C allélok esetében. A bordé jelzésii minta homozigéta a T, a kék jelzési

minta homozigota a C allélra.
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16. sz. abra
A VEGF G+405C olvadasi gorbe analizise

Az abra mutatja a VEGF G+405C olvadasi gorbe analizise soran mutatkoz6 59 °C olvadasi

pontot a C, és a 67 °C olvadasi pontot a G allélok esetében.
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12. sz. tablazat

A vizsgalt VEGF SNP allélok elofordulasi gyakorisaga egészséges terhes és
HELLP szindromas betegek csoportjaban

VEGF C—460T

Vizsgalt csoport C allél T allél

HELLP szindrémas 41 (28,9%) 101 (71,1%)
n=71

Kontroll 86 (46,2%) 100 (53,8%)
n=93

p=0,0014

VEGF C-25784

Vizsgalt csoport C allél A allél
HELLP szindrémas 68 (47,9%) 74 (52,1%)
n=71

Kontroll 84 (45,2%) 102 (54,8%)
n=93

p=0,62

VEGF G+405C

Vizsgalt csoport G allél C allél
HELLP szindrémas 109 (76,8%) 33 (23,2%)
n=71

Kontroll 150 (80,6%) 36 (19,4%)
n=93

p=0,39
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13. sz. tablazat

A VEGF SNP genotipusok egészséges terhesek és HELLP szindrémas

betegek csoportjaban
VEGF C—460T
Vizsgalt csoport Genotipus
CC CT TT

HELLP szindromas 2 (2,8%) 37 (52,1%) 32 (45,1%)
n=71

Kontroll 13 (14,0%) 60 (64,5%) 20 (21,5%)
n=93

p=0,0011

TT vs. CT vagy CC genotipus: odds ratio (OR)=2,99, 95% konfidencia intervallum (CI)
=1,52-5,91, p=0,002; adjusztalt OR=3,03, 95% Cl=1,51-6,08; p=0,002

VEGF C—25784

Vizsgalt csoport Genotipus
CC CT TT
HELLP szindromas 17 (23,9%) 34 (47,9%) 20 (28,2%)
n=71
Kontroll 17 (18,3%) 50 (53,8%) 26 (27,9%)
n=93
p=0,64
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VEGF G+405C
Vizsgalt csoport Genotipus
GG GC CC

HELLP szindromas 47 (66,2%) 15 (21,1%) 9 (12,7%)
n=71

Kontroll 61 (65,6%) 28 (30,1%) 4 (4,3%)
n=93

p=0,091

CC vs. GC vagy GG genotipus: OR=3,23, 95% CI=0,95-10,96, p=0,060;
adjusztalt OR=3,67, 95% CI=1,05-12,75, p=0,041
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4.3. Delécio kimutatasa (4F508)
4.3.1. A AF508 kimutatasa fluoreszcens PCR-ral és DNS fragmens analizissel

A hagyoményos PCR-t érzékenyebb kimutatasi eljardsokkal valtottam ki.
A fluoreszcens PCR és a valdsidejii PCR paramétereit optimalizaltam egy
elozoleg kimutatott AF508 heterozigota, egy normal egészséges €s egy negativ
(PCR templat nélkiili) kontroll segitségével. A 17. sz. abra mutatja a mintak
elektroforetogramjat. A fluoreszcens PCR egészséges mintanal 93 bp nagysagu,
heterozigdta minta esetében egy 90 bp és egy 93 bp, homozigdta minta (beteg)
esetében egy 90 bp nagysagl fragmentumot mutat. A vizsgalat soran 67 normal,

44 heterozigota ¢€s 5 AF508 homozigota (19. sz. dbra) eredményt kaptam.
4.3.2. A AF508 kimutatasa valosidejii PCR modszerrel

Valosideji PCR esetén a AF508 deléciot tartalmazd PCR termék
olvadaspontja 49 °C, az egészséges egyénekre jellemz6 PCR termék
olvadaspontja 60 °C. A DNS izolalast kovetden kvantitativ valosidejli PCR és
olvadasi gorbe analizis segitségével egy oOra alatt lehetdség nyilik a
meghatarozasra.

A vizsgélt 116 mintdbol 67 normadl, 43 heterozigota, 5 AF508 homozigota
és egy AF508C homozigéta (19. sz. abra) eredményt kaptam. A 14. sz. tablazat
mutatja részletesen a vizsgalati mintdkat tipus szerint. Az eredmények
megegyeznek a fluoreszcens PCR ¢és DNS fragmens analizis soran nyert
eredményekkel, kivéve a AF508C eredményt, amelynek kimutatasara ez a
modszer nem alkalmas. A Kklinikai gyakorlatban leggyakrabban eléfordulo

harom szovettipusbol izolalt DNS felhasznalhatésagaban nincs kiilonbség.
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17. sz. abra

A AF508 kimutatasa fluoreszcens PCR és DNS fragmens analizis segitségével

A felso elektroforetogramon egy egészséges (vad, 93 bp fragment méretil), a kdzEépson egy
heterozigota (90 bp és 93 bp fragment méretil), az alsobn egy AF508 homozigota (90 bp

fragment méret{i) mintara jellemz6 fragmentum lathato.
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18. sz. abra

A AF508 deléci6 kimutatasa kvantitativ valosidejii PCR médszerrel

Az abréan egy heterozigota (kék), egy normal egészséges (z61d) és egy negativ kontroll (piros)

minta kvantitativ valdsideji PCR-t kovetd olvadasi gorbe analizise lathat6. A AF508 -at

tartalmazo PCR termék olvadasi pontja 49 °C, az egészséges egyénekre jellemz6 PCR termék

olvadaspontja 61°C.
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19. sz. abra

A 4F508 és AF508C kimutatasa kvantitativ valosidejii PCR modszerrel

Az abran egy AF508 heterozigota (zold) és AF508C (barna) homozigota minta PCR termék

olvadasi gorbe analizise lathat6. A AF508 heterozigdta minta PCR termékének olvadasi

pontja 49°C ¢és 61°C, mig a AF508C homozigéta minta PCR termékének olvadési pontja

58°C.
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14. sz. tablazat
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A AF508 kimutatasara alkalmazott két vizsgalati modszer osszehasonlitasa

Detektalasi modszer

F-PCR Q-RT-PCR
Minta
Normal | Heterozigéta AF508 Normal | Heterozigéta AF508
(vad) homozigdta (vad) homozigéta
Periférias 50 32 2 50 32 3
vér
n=84
Chorionboholy 10 5 3* 10 5 3*
n=18
Magzatviz 7 6 1 7 6 1
n=14

* Egy minta homozigota volt AF508C-re.
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4.4, CD24 expresszio meghatarozasa

441. CD24 expresszid meghatarozasa egészséges ¢és préeklampszids
placentakban
A CD24 meghatarozasdra a primer-proba rendszert optimalizaltam,
beallitottam a megfeleld primer, proba, MgCl, Kkoncentraciokat ¢és
homérsékleteket. A 20. sz. abra mutatja az olvadasi gorbe analizis tipikus képét.
RNS-t izoladltam 16 PE és 16 egészséges kontroll placentabdl, majd a
CDNS-t megszintetizaltam, ¢s a CD24 expressziot kvantitativ valosidejii PCR-
ral hataroztam meg. A CD24 koncentracié a PE csoportban 18,94+26,86 ng/ul,
az egészséges kontroll csoportban 53,58492,05 ng/ul volt, a kiilonbség
statisztikailag szignifikans (p=0,03) (15. sz. tablazat).
A Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsdga engedélyezte a vizsgalatokat, a

betegek a tajékoztatast kovetden beleegyezo nyilatkozatot irtak ala.
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20. sz. abra
A CD24 olvadasi gorbe analizise

Az abran jol lathato, hogy a CD24 jelenlétét mutatd PCR termék olvadasi pontja 64 °C.
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15. sz. tablazat

A CD24 expresszidja egészséges és préeklampszias terhesek placenta

mintaiban

Préeklampszias terhes 18,94+26,86
(n=16) 0,03
Egészséges terhes 53,58+92,05
(n=16)

4.4.2. CD24 expresszid meghatarozasa prosztata tumoros €s benignus prosztata
hiperplazias mintakban

Schostak és mtsai altal kozolt CD24 mRNS expresszié meghatarozasi
modszerrel a tlibiopszidval nyert prosztatdkbol izoldlt RNS mintdkbol
elvégeztem a meghatarozasokat.
A prosztata tumoros betegek (n=21) csoportjdban 33,65+47,39 ng/ul, a BPH-S
(n=10) csoportban 4,00+4,25 ng/ul volt a CD24 koncentracidja (p=0,014).
A PSA szintekben is szignifikans kiilonbség mutatkozott - 252,37+308,33 ng/ml
vs. 3,50£2,14 ng/ml (p=0,001) - a két vizsgalt csoportban.
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A Gleason score kozépértéke 7,6+1,34 volt, 7-nél magasabb értéket mutatott 9
PCA-s betegnél. A Gleason score 0sszefliggést mutatott a CD24 (p=0,033), és a
PSA ¢értekekkel (p>0,004). Az eredményeket a 16. Sz. tablazat mutatja. A 20. sz.
abran a CD24 expresszid mérése utan kapott olvadasi gérbe analizis lathatd, a

kapott termék olvadasi hdmérséklete 64 °C volt.

16. sz. tablazat
A PSA és a CD24 expresszio a prosztata tumoros és

a benignus prosztata hiperplazias csoportban

Beteg csoport Atlagos életkor Prosztata specifikus CD24 szint
(év) antigén szint (ng/ul)
(ng/ml)
Prosztata tumoros 72,0+8,8 252,38+308,33 33,65+47,39
(PCA)
n=21
Benignus prosztata 64,3+12,1 3,542,14* 4,0+4,25%*
hiperplazias (BPH)
n=10
*p=0,001
**p=0,014
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4.5. ,,Szabad” nukleinsav meghatarozasok
4.5.1. SRY meghatarozas anyai vérbdl izolalt ,,szabad”” magzati DNS-bol

Az anyai vérbdl izolalt “szabad” magzati DNS kimutatdsira az SRY
régiora megtervezett primereket €s probakat hasznaltam. A tanulmanyba bevont
80 terhesbdl 38 esetben mutattam ki fia magzat jelenlétét, ezek az eredmények
megegyeztek a kariotipizalas és a fluoreszcens PCR és DNS fragmens analizis
eredményeivel. A 21. sz. abra mutatja a meghatarozas tipikus képét. Jol lathato,
hogy a magzatvizsejtekbdl jelentdsen nagyobb koncentracioban lehet DNS-t

izolalni, a ,,szabad” DNS-nél kb. tizszer nagyobb mennyiségben.
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0 2 4 & B 0 12 14 18 1B 0 2 24 28 28 30 32 34 36 3@ 40 4 44 48 &3 50 52 54 S

Homeérséklet (°C)

21. sz. abra

Az SRY meghatarozasa primer-préba rendszerii valésidejii PCR modszerrel

Az abran a fekete gorbe a negativ kontroll minta, a piros gorbe magzatvizbdl izolalt fia
magzat DNS-e (C; = 25.87), a z6ld gorbe pedig fii magzat esetén anyai vérbol izolalt
“szabad” DNS (C; = 38.50) felhasznalasaval tipikus amplifikacio képét mutatja.
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4.5.3. RhD gén meghatarozasa anyai vérbol izolalt ,,szabad” DNS-bdl

A vizsgalt 80 mintabol két esetben volt RhD negativ az apa és az anya,
igy a magzat is, ezt sikeriilt kimutatni. llyenkor az amplifikaci6é hidanya mutatja a
negativitast. A specifikus PCR termék a tobbi mintanal jelentkezett. Ezeknél a
meghatarozasoknal negativ kontroll minta beiktatasa elengedhetetleniil
szlikséges. A 22. sz. abra mutatja az RhD kimutatasat valosidejii PCR

modszerrel.

~

Fluoreszcencia (F1/F2

Ciklusszam

22. sz. abra
Az RhD kimutatasa TaqMan tipusu valésidejii PCR modszerrel

TagMan tipust primer-proba rendszerrel az RhD kimutatasa sordn a PCR termék jelenléte

pozitivitast, hiany a negativitast jelzi.
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5. MEGBESZELES

Munkam soran az elmult 14 évben jelentds szerepet jatszott a valosidejii
PCR klinikai alkalmazhatosaganak vizsgalata, a modszeren alapuldé megbizhatd
kimutatasi eljarasok kidolgozasa, bevezetése. A Helsinki Egyetem 2000-ben
vette meg Skandinaviaban elsoként a LightCycler késziiléket, ezzel kezdtem el
dolgozni, tobbek kozott a kiilonbdzo tumoros mintdkon végzett microarray
vizsgalatok eredményeit igazoltam, a Iényeges eltérést mutatdé gének
expressziojanak kimutatdsara Szemikvantitativ meghatarozasokat fejlesztettem
Ki [Aalto és mtsai, 2001; Larramendy és mtsai, 2002, Zhu és mtsai, 2002; Nagy
B. és mtsai, 2003a, 2003b; Cerasiano és mtsai, 2004]. Finnorszagbdl 6t év utan
visszatérve a Semmelweis Egyetem 1.Sz. Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinika
Genetikai Laboratoriumaban a valosideji PCR modszert tovabbra is
elészeretettel alkalmaztam [Nagy B., 2013]. A napi rutinba bevezettem a AF508
és a T. gondii kimutatasat. Klinikai kutatomunkamban két f6 alkalmazasi
teriileten kapott nagy szerepet a valosidejii PCR modszer, egyrészt az egyes
gének polimorfizmusainak és mutacidinak kimutatasaban, masrészt a microarray
eredmények igazolasaban az eltérést mutatdé génexpressziok pontos

meghatarozasaval.

Disszertaciomban pé¢ldakon keresztill mutatom be az egyes specidlis

alkalmazasi tertileteket.
5.1. AT.gondii kimutatasa

A T. gondii a protozoak kozé tartozo intracellularis parazita, az altala
okozott fertdz¢s egészséges személyek esetében jelentéktelen tiinetekkel jar, mig
a varandos noknél sulyos kongenitalis toxoplazmozis kialakulasat idézheti eld.
Az alkalmazott szeroldgiai modszerrel az anya immunologiai statuszarol kapunk

informaciot, de azt, hogy a protozoa atjutott-e a placentdn, nem tudjuk
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megmondani. Ezért van nagy jelent0sége a magzati mintakon végzett
molekuléris biologiai eljarasoknak.

A korokozd6 a placentan atjutva foleg kozponti idegrendszeri
elvaltozasokat okoz. A fertdzés kiilonbozd stlyossagi lehet a magzat koratol
fliggben. A korokozo kimutatdsdban a gén amplifikdcios eljardsok egyre
nagyobb szerepet jatszanak. Klinikankon a PCR modszerrel torténd direkt T.
gondii meghatarozast magzatvizbdl mar 1996-ban bevezettiik. A meghatarozasi
modszerek azonban gyorsan fejlédnek, tjabb, korszerlibb eljarasokat
fejlesztenek ki, ezek koziil bevezettem a fluoreszcens PCR-t ¢s DNS fragmens
analizist, majd a protozoa kimutatasara a valosidejii PCR-t alkalmaztam [Nagy
B. és mtsai, 2005a; 2007b].

Negy kiilonbozé molekularis  biologiai modszer hasznalhatosagat
vizsgaltam meg a T. gondii fert6zés magzatvizbdl torténd diagnosztizalasara,
ezzel gyakorlatilag a PCR mddszer evolucidjat kovethetjilk végig [Nagy B. és
mtsai, 2006a]. A hagyomanyos PCR-ral szemben nincs sziikség az
elektroforetikus elvalasztast kovetd etidiumbromidos festésre, ami mutagén és
karcinogén. A fluoreszcens PCR ¢és DNS fragmens analizis soran a primer
fluoreszcens festéssel vald jelolése kb. ezerszeresére noveli a kimutatas
érzékenységét [Nagy B. és mtsai, 2005a; 2007b]. Ennek a tovabbi novelése a
valosidejii PCR bevezetésével lehetséges. A vizsgalt 64 mintabol 6t bizonyult
fert6zottnek minden modszerrel. Ez megfelel a Johan Béla OEK altal kozolt
éves kongenitalis toxoplazmdzis esetek atlagos szamadval, pl. 1993 ¢és 1997
kozott 9 esetet emlitenck. Evente orszagosan 1-2 eset eléfordulasaval lehet
szamolni.

Tizenot laboratorium tapasztalatait 0sszegzik Pelloux és mtsai [1998].
Szerintiik az egyik sarkalatos pont a PCR-on alapulé6 méddszereknél a T. gondii
DNS lebomlasanak megakadalyozasa a mintavételtdl a laboratoriumi DNS
1zolalasig terjedd iddszakban. Sok helyen a minta széllitdsa hosszi 1d6t vesz

igénybe. A Semmelweis Egyetem 1[.Sz. Sziilészeti és NOgyodgyaszati Klinikdn az
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amniocentesist kovetden egybdl megtorténik a DNS izoldlasa. Tovabbi lényeges
kérdés az alkalmazott modszer kimutatasi érzékenysége és a megfeleld pozitiv
kontroll minta beallitasa. Laboratoriumunkban az OKI altal hasznalt T. gondii
torzs mintat hasznalom pozitiv kontrollként [Nagy B. é¢s mtsai, 2006a és 2007b].

Az utdbbi idében két modszert alkalmaznak eurdpai vezetd kozpontokban
a varandosok, a kongenitalisan fert6zott magzatok és ujsziilottek T. gondii
szlirésére. Az egyik az aviditasi teszt, amely lehetOséget nyujt a régi és a
jelenlegi  fertézés elkiilonitésére toxoplasma-specifikus 1gG  antitestek
funkcionalis affinitdsanak mérésével [Hedman es mtsai, 1989]. A masik a T.
gondii amplifikacios kimutatasa. Burg és mtsai [1989] alkalmaztak elészor a T.
gondii B1 génjén 1évé ismétlédé szekvenciat a kimutatasban, a PCR-t
kombinaltak a Southern blot modszerrel.

Napjainkban kisebb-nagyobb mddositasokkal szamos PCR technikat
hasznalnak. A Bl gén helyett néhdny laboratorium mar az AF146527
szekvenciat mutatja ki, amelynek ismétlédése 200-300-szoros a T. gondii
genomjaban, mig a B1 gén csak 35-szor ismétlédik. Ezen a teriileten Filisetti és
mtsai [2003] szamoltak be Osszehasonlitd vizsgalataikrol, de a két alkalmazott
szekvencia kozott nem mutatkozott 1ényeges eltérés az eredményekben.

Hohifeld és  mtsai  [1994] a  kongenitalis  toxoplazmozis
diagnosztizalasaban a legfontosabb mddszernek az ultrahang vizsgalatot €s a
magzatviz molekularis genetikai vizsgalatat tartjak. Ok a 18. terhességi hét utan
végzett magzatviz vizsgalatot tekintik a legmegbizhatobbnak.

Antsaklis és mtsai [2002] a toxoplazmoézis meghatarozasat PCR
modszerrel magzatvizbdl 2002-ben kozolték, technikdjuk érzékenysége elérte a
97,4%-0t. Néhany ora alatt mar néhany parazita jelenléte pozitiv eredményt
adhat PCR modszerrel magzatvizbdl izolalt DNS felhasznéldsakor, mig az
immunologiai reakcid kialakuldsahoz hosszabb 1d6 sziikséges, €és nem kapunk

informacidt arra vonatkozoan, hogy a placentan atjutott-e a korokoz6. Pozitiv
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esetekben a terhesek korai antibiotikum kezelésével megeldzhetd a sulyosabb

komplikacio kialakulasa.

A magzatvizben 1év6 parazitaszam Osszefliggést mutathat a toxoplazmozis
sulyossagaval, tehat nagy jelentdsége van azoknak az eljarasoknak, amelyek
mennyiségi meghatarozasokat is lehetévé tesznek [Romand és mtsai, 2004].

A toxoplazmozis prenatalis diagnosztikajaban alkalmazott eljarasoknak
gyors ¢és megbizhat6 eredményt kell szolgéltatni, ezeknek a kdvetelményeknek a
fluoreszcens PCR és DNS fragmens analizis, valamint a valdsideji PCR is
megfelel. A DNS izolalas és a parazita genomjanak kimutatasa egy napon beliil
elvégezhetd. Diagnosztikai célbol a sulyosabb magzati és ujsziilottkori
rendellenességek  kialakuldsanak  megelozése  érdekében az  invaziv
amniocentesis elvégzése indokolt. A magzatviz PCR modszerrel kimutatott
fert6zottsége a kongenitalis toxoplazmoézisra hivja fel a figyelmet, az
immunolégiai vizsgalatok eredményeivel szemben itt biztos €s gyors eredményt
kapunk. A PCR moédszer pozitiv eredménye azt jelzi, hogy a protozoa mar
atjutott a placentan. A varandos noknél lehetdség nyilik az antibiotikum kezelés
megkezdésére, igy a sulyos magzati ¢és Gjsziilottkori  komplikaciok
megeldzhetok. A Kkvantitativ valdsidejii probakat felhasznalé PCR modszer a
legérzékenyebb eljaras, a téves pozitiv eredmények szama csokkenthetd, mivel a
PCR-t kovet6 elvalasztasi eljarasokra nincs sziikség. A LightCycler késziilékben
alkalmazott tivegkapillarisokba egyszeri beméréssel minden PCR komponens ¢€s
a magzatvizbdl izolalt DNS minta bekeriil, mivel a kimutatas is ebben a csében
torténik, nincs sziikkség a PCR-t kovetdé tovabbi manipuldlasra, csokken a

kontaminaci6 lehetdsége.
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5.2. Egynukleotidos polimorfizmus kimutatasa
5.2.1. A 21. kromoszoma triszOmidjanak kimutatasa

A kvantitativ valosideji PCR ¢s olvadasi gorbe analizis moddszer
megbizhatosagat vizsgdltam meg a 21-eS kromoszéma triszomidjanak
kimutatasara a WIAF 899 SNP ¢és a WIAF 2643 markerek felhasznalasaval. A
vizsgalatokat 67 db 21-es triszomids és 62 db normal diallélikus mintan
végeztem el, amelyek kariotipizalva lettek, és F-PCR-DNS fragmens analizisre
IS sor keriilt.

A vizsgalatok alapjan a WIAF 899 SNP marker 41,86%-ban bizonyult
informativnak, a WIAF 2643 marker viszont nem adott megfeleld teriileti
aranyokat. A 21-es triszomia biztonsagos sziirésére a kromoszéman
elhelyezkedd tovabbi SNP markerek bevonéasa és multiplex PCR végzése
sziikséges [Nagy B. és mtsai, 2005Db].

A triszomids ¢€s a diall¢élikus mintak olvadasi gorbe ardnyainak analizise
soran szignifikans kiilonbség mutatkozott a két csoport kozott a WIAF 899
esetében. A kapott eredmények a Pont Kingdon és Lyon altal kozolteknek
megfeleléek [2003], én tobb mintat vontam be a tanulmanyomba. Az
eredmények alapjan a modszer alkalmas a 21-es kromoszéma triszomiajanak a
kimutatasara [Nagy B. és mtsai, 2005b]. Elénye a Kkariotipizalassal ¢és a
fluoreszcens PCR és DNS fragmens analizissel szemben a rendkiviili
gyorsasaga. A valdsidejii PCR ¢és DNS olvadasi gorbe analizis egy ora alatt
elkészil, nincs sziikség a PCR-t kovetden tovabbi elvalasztisi eljardsokra
(elektroforézis, festés, sth.). A LightCycler késziilék a tobbi thermal cycler-hez
képest eltérd elven mitkodik, levegd melegiti €s hiiti az tivegkapillarisokat, igy
joval gyorsabbak a ciklusok, tovabba az iivegkapillaris lehetévé teszi a pontos
on-line extinkcid6 mérést. Sziikség esetén a ciklusszam modosithato, az

eredetileg eltervezettnél tobb, ill. kevesebb ciklus is végezheto.
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A fluoreszcens PCR és DNS fragmens analizis moddszert 1997-ben
vezettiik be laboratériumunkban [Toth és mtsai, 1998a; 1998b; Nagy és mtsai,
2000; 2002]. Az eltelt 15 év alatt tobb mint 20.000 mintat teszteltiink. A
moddszer elénye, hogy a magzatvizsejtek nem igényelnek tenyésztést, fert6zott
minta esetében is alkalmazhatd, gyors, egy nap alatt eredményt lehet kiadni.
Hatranya, hogy csak a vizsgalt markerekrol ad felvilagositast, a szerkezeti
eltérések kimutatdsara nem alkalmas.

Az egynukleotidos polimorfizmus (SNP) a leggyakoribb genetikai
variacid6 a human genomban [Whitehead Institute, http://www.genome.wi.
mit/edu/SNP/human]. Eléfordulési aranya 1/300-t61 1/1000 bp kozott valtakozik
[The International SNP Map Working Group, 2001]. Az utébbi idében nagy

jelentdsége van az SNP analizisnek a betegségekkel kapcsolatos lokuszok
meghatiarozasdban, a gyogyszerekre mutatkozd reakciok, mellékhatasok
kialakulasanak elérejelzésében [Landegren és mtsai, 1998]. Zimmermann és
mtsai valosidejii PCR-ral vizsgaltak meg az amyloid és a GAPDH gének
expresszidjat és azok mennyiségét. A 21-es triszomias €s a diallélikus mintakat
megbizhatdan el tudtak kiiloniteni [Zimmermann és mtsai, 2002].

Késobb Pont-Kingdon és Lyon [2003] cikke hivta fel a figyelmet a
prenatélis alkalmazhatosagra. Ok 52 f& 21-es triszomias és 31 normal mintét
analizaltak 6 SNP markerrel, ezeket magas heterozigozitasi index-szel
valasztottdk ki. A WIAF 899-es SNP markert megbizhatonak taldltdk a 21-es
triszoOmia kimutatasara. Napjainkban az SNP markerek a kutatasok
kozéppontjaba kertiltek, nagy erdkkel folyik meghatarozasuk és rendszerezésiik.
Ezen markerek koziil szamos felelds az egyes betegségekre valo fogékonysagért,
a mar kialakult betegség jellemzOiért ¢és a gyogyszeres kezelés
eredményességéért [Lendegren és mtsai, 1998]. A személyre szabott

gyogyitasban oriasi jelentdsége van az SNP-k meghatarozasanak.
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Hochberg ¢s mtsai [2003] SNP markereket hasznaltak csontveld
transzplantaciét kovetéen a kimérizmus kimutatdsira, ez a korai kozlemény
mutatja, hogy a markerek a hematoldgiai betegek kezelésének

monitorizalasaban is szerepet jatszhatnak.

A kvantitativ valosidejli PCR alternativ molekularis biologiai mddszer
lehet a 21. kromoszéma triszOmiajanak prenatalis kimutatasara multiplex PCR
végzésével, azaz egy reakcio elegyben két, vagy tobb SNP meghatarozéasaval.
Az eredmények alapjan, legaldbb harom SNP marker kombinécidjaval a

kvantitativ valosidejiit PCR médszer megbizhatosaga 99%-0s.

522. A VEGF C-460T, C-25784 ¢s G+405C polimorfizmusanak

meghatarozasa HELLP szindromas terhesekben

Els6ként alkalmaztam a valosidejiit PCR ¢és olvadasi gorbe analizis
modszert a VEGF C-460T, C-2578A ¢és G+405C egynukleotidos
polimorfizmusok meghatarozdsara. Kimutattam az allélok és a genotipusok
eléforduldsi gyakorisagat HELLP szindromaban szenveddé varandosok
csoportjaban és dsszehasonlitottam az egészséges kontroll populacidval.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a VEGF gén C-460T és a G+405C
egynukleotidos polimorfizmusa 0Gsszefliggést mutat a HELLP szindroma
kialakulasaval. Kimutattam, hogy a VEGF T-460T ¢s a C+405C genotipusok
nagyobb rizikot jelentenek [Nagy B. és mtsai, 2008a; 2011c].

Az irodalomban a PE eléfordulasaval kapcsolatban vizsgaltak mar a
VEGF egynukleotidos polimorfizmusait. Ellentmondasos eredményekrol
szamolnak be a kutatok, egyesek alacsony, mig masok magas VEGF szinteket
irtak le PE-ban [Lyall és mtsai, 1997; Levine és mtsai, 2004; Hertig és mtsai
2004; Kim és mtsai, 2008]. Ezen ellentmondasok okat még nem sikeriilt

kideriteni. A VEGF génen eddig 30 SNP-t irtak le, ami a fenotipusok nagy
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hatarozhaté meg.

Eddig csak néhany polimorfizmus esetében figyeltek meg Osszefiiggést a
VEGF termelddésével préeklampszias terhességekben [Papazoglou és mitsai,
2004; Bdnyadsz 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 el6éfordulasi gyakorisagat vizsgaltak, és Osszefliggést talaltak
ezen egynukleotidos polimorfizmusok, valamint a préeklampszia kialakulasa
kozott. Ennek ellenére arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az altaluk vizsgalt
polimorfizmusok valészintileg nem a leglényegesebb faktorok a korkép
kialakulasaban [Dekker és Shibai, 1998]. Banyasz és mtsai szerint a +405G
allélhordozok esetében alacsonyabb a préeklampszia eléfordulasi gyakorisaga,
¢és a betegség progressziojat a -2578A allél befolyasolhatja [Banydsz és mtsai,
2006]. Shim és mtsai a +936T allél eléfordulasa és a préeklampszia kialakulasa
kozott talaltak 6sszefliggést [2007].

A préeklampszia kialakulasa és a placenta koros fejlodése kapcsolatba
hozhat6, ez patogenézisének egyik kulcseleme. Egy microarray tanulmany
Kimutatta, hogy az oldékony Fms-like tirozin kinaz (sFlt-1) alul expresszalt
préeklampszidban [Maynard és mtsai, 2003]. E molekula membranhoz
kapcsolddott variansa a VEGF receptora, mig a keringésben 1év6 variansa a
VEGF és a placentaris novekedési faktor antagonistaja (PIGF). Néhany
tanulmany magas SFIt-1 és alacsony szabad VEGF és PIGF szinteket talalt
préeklampsziaban [Levine és mtsai, 2004; Hertig és mtsai, 2004]. Zhou és mtsai
is kimutattdk a VEGF csaladhoz tartoz6 molekuldk alacsony expressziojat
HELLP szindromas betegekbdl szarmazo citotrofoblasztokban [2002].
Préeklampszia esetében a taltermelédott Flt-1 varidns a keringésben 1évo
VEGF-hez és PIGF-hez kapcsolodik, ezzel megakadalyozza, hogy azok a

membrdnhoz kapcsolddjanak. Ez endotelialis diszfunkciot okoz, és olyan
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prokoagulans proteinek termelédését idézi elé 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 polimorfizmusanak is szerepe lehet, ez nagyobb vizsgalati
csoportok eredményeinek az dsszevetésével tovabbi tisztazasra var.

A nemzetkozi irodalmi adatok alapjan elsoként vezettem be a VEGF C-
460T, a C-2578A ¢és a G+405C egynukleotidos polimorfizmusainak
meghatdrozasara alkalmas valosidejii PCR és olvadasi gorbe analizis méddszert.
Meghataroztam ezen SNP-K el6fordulasi gyakorisagat HELLP szindromas és
egészséges kontroll csoportokban. Megallapitottam, hogy a T-460T és a
C+405C genotipusok megléte esetétn a HELLP szindréma nagyobb
valoszintiséggel alakul ki. Mivel ezeket a polimorfizmusokat mar elézéleg is
kapcsolatba hoztak a VEGF protein termelddésével, valdszinti, hogy mas
genetikai és kornyezeti faktorokkal egyiitt szerepet jatszanak a HELLP
szindroma kialakulasaban [Nagy B. és mtsai, 2008a; 2011c].

5.3. Delécio kimutatasa valésidejii PCR modszerrel

A valosidejii PCR egyik fontos prenatalis alkalmazasi lehetdsege a AF508
kimutatasa. A cisztas fibrozis a kaukazusi populacioban a leggyakoribb
autoszomalis recessziv modon 6roklédo, halalos kimeneteli betegség [Endreffy
és mtsai, 1992, Fekete ¢s mtsai, 1992; Gundry és mtsai, 2001; Nagy és mtsai,
1999; 2000a; 2006b]. A kialakulasaért felelos gént 1989-ben irtak le, napjainkig
a CFRT génen meghatarozott eltérések szama mar 1400 koril van. Ez a magas
szam nagyon nehézzé teszi a diagnosztikat, szerencsére egyfajta delécio, a
AF508 okozza az esetek kb. 60%-at, ez a leggyakoribb eltérés Kozép-Kelet
Eurdpaban, ami jelentOsen egyszeriisiti a laboratériumi kimutatast [Németi és

mtsai, 1992; 1995].

98



dc_254 11

A betegség felderitésére alkalmazott eljarasok gyakorlatilag 1989 o6ta
fokozatosan fejlédnek, a molekularis szinten torténd vizsgalatokra prenatalisan
szinte mindig valamilyen PCR-on alapul6 eljarast alkalmaztak [Scotet és mtsai,
2010]. A fluoreszcens PCR eljarast 1993-ban dolgoztak ki, ami legalabb 1000-
szeres €rzékenységbeli novekedést okozott [Mansfield, 1993], emellett a PCR
reakciok multiplex valtozatban valo felhasznalasat is biztositotta [Hattori és
mtsai, 1992]. Kiilonbozo kitek keriiltek forgalomba, amelyek a leggyakoribb
genetikai eltéréseket jelzik. Magyarorszagon a prenatalis diagnosztikaban foleg
a AF508 kimutatasaval kell szamolni. A fluoreszcens PCR ¢és DNS fragmens
analizis eljarast 1999-ben allitottam be erre a deléciora [Nagy B. és mtsai, 1999;
2000a], ezzel az eljarassal a keletkezett fragmentumok méretei kozott akar egy
bazispar eltérés is megallapithatdo. A technolégia fejlddése a kvantitativ
valosideji PCR modszer bevezetését is lehetové tette. E két modszerrel 116
DNS mintat vizsgalva egyez6 eredményeket kaptam. Kimutattam 67 normal, 43
AF508 heterozigota, 5 AF508 homozigota mintat, egyetlen mintanal volt
AF508C homozigota az eredmény. Ez abbdl adodik, hogy a beallitott primer €s
proba rendszer négy egyéb mutaciot mutathat ki ebben a régioban, ami tovabbi
nagy elénye a valosidejii PCR-nak [Nagy B. és mtsai, 2006b; 2007d]. A modszer
alkalmas vérbdl, a chorionbodl és a magzatvizsejtekbdl izolalt DNS mintakbol
gyors, megbizhatdé meghatarozasra. A mintdk kozotti kontamindcié minimalisra
van visszaszoritva a zart rendszer miatt. Az egy blasztomerbdl valé kimutatas is
lehetévé valt, az eljaras a preembrionalis genetikai diagnosztika soran is

felhasznalhato.
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5.4. Génexpresszio meghatarozas

A CD24 expresszid meghatarozdsa az utobbi években keriilt a
tumorkutatds fokuszaba. A CD24-et eldszor az 1980-as években irtak le mint
sejtfelszini fehérjét, viszont csak késébb fedezték fel, hogy szerepet jatszik a
sejt-sejt kozotti kapcsolatokban, a sejtproliferacio és adhézio szabalyozasaban
[Kristiansen és mtsai, 2010]. Prognosztikus markerként 2002-ben hataroztak
meqg [Kristiansen és mtsai, 2002]. A CD24 szamos tumorban erdsen
expresszalodik, részt vesz a ndvekedés szabalyozasdban és a metasztazisok
kialakulasaban a P-selectin-hez kapcsolodva [Sagiv és Arber, 2008; Nagy és
mtsai, 2009]. Sejten beliili pontos molekularis mechanizmusa még nem ismert,
azonban kisérleti adatok igazoljak, hogy az anti-CD24 monoklonalis
ellenanyagok jol alkalmazhatok példaul gasztrointesztinalis daganatok
kezelésében [Sagiv és Arber, 2008].

A tumorok progresszidjahoz megfeleld vérellatas sziikséges, a CD24
ennek kialakitdsdban is részt vesz. Préeklampszia esetén viszont ellentétes a
jelenség, a placentdban spirdlis artéridk koros kialakulasa, gyengeébb invazidja
figyelheté meg. Igy meriilt fel, hogy érdekes lenne meghatarozni a terhesek
placentaibol izolalt RNS mintakban a CD24-et. Schostak és mtsai 2006-ban irtak
le modszeriiket, a CD24 koncentracigjdnak mérésére valosideji PCR-t
hasznaltdk prosztatardkos mintdkon. Ezt a mddszert irodalmi adatok alapjan
vettem at és vezettem be [Nagy B. és mtsai, 2006¢; 2009].

Az irodalmi adatok alapjan elséként hatdroztam meg a CD24
izolalt RNS mintakban. Frdekes modon szignifikéns kiilonbség mutatkozott a
gén expresszidjaban, alacsony CD24 koncentraciokat mértem préeklampszias

mintakban [Nagy B. és mtsai, 2008b].
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A mintdk normalizalasdhoz HPRT gént hasznaltam a mindségiikben
mutatkozo esetleges kiilonbségek kikiiszobolésére. El6zdleg Meller és mtsai
[2005] hasonlitottak Ossze a génexpressziokat, a TATA box-binding protein
(TBP), a szukcinat dehidrogénaz komplex, A alegység (SDHA) és a HPRT
voltak a placenta szovetben a legmegbizhatobb héaztartasi gének. En a HPRT-t
hasznaltam, mivel a hipoxia és a novekedési faktorok deregulacidja nem
befolyasolja ennek a génnek az expressziojat.

Montes és mtsai [1996] irtdk le eldszor a CD24 protein expresszidjat
tenyésztett decidudlis stroma sejteken, kisérleteikben immunohisztokémiai és
flow citometriai modszereket alkalmaztak. A CD24 gén expresszidjat kiilonbdzo
tumorokban mar meghataroztak, viszont préeklampszias betegek placentajabol
erre még nem kertilt sor.

Aigner és mtsai (1997) hivtak fel a figyelmet arra, hogy a tumor sejtek a
P-selectinen keresztiil a platelethez kapcsolédnak, igy keriilik el az
immunrendszert, lehetOséget nyitva kiilonb6zé szovetekben a tumor
valosziniileg ellenkez6 hatast fejt ki, és szerepet jatszhat a placenta koros
fejlodéseben.

Legutobb McDonald és Wolfe [2011] tanulmanyoztak az interleukinek €s
a CD24 szerepét a placenta immunvalasz kialakitasaban. IL-14, IL-8 és CD24
mRNS szinteket hatdroztak meg valosideji PCR ¢és ELISA modszerekkel.
Immunhisztokémiai vizsgalatokat is végeztek, és az adiponectin pro-
inflammatorikus hatasat is tanulmanyoztak. Eredményeik alapjan azt a
kovetkeztetést vontdk le, hogy a CD24/Siglec10 szabalyozasi ut fontos az anyai
tekintik, amellyel a trofoblaszt sejtek sikeresen iranyitjdk az anyai
immunmechanizmust.  Legutobb  Chaiworapongsa és  mtsai  [2013]
tanulmanyoztak a korai és késoi préeklampsziaban szenvedd ndk vérébdl izolalt

mintdkban a génexpresszidt. Azt talaltak, hogy 43 ill. 28 gén volt kiillonb6z6
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moddon kifejezédve, ezek koziil 20 gén a koagulacidban (SERPINI2), az immun
regulacioban (VSIG4, CD24), az egyedfejlédésben (H19) és a fert6zések
kialakulasaban jatszott szerepet (S100A10) korai PE-ban. Megallapitottak, hogy
a korai és a késoéi préeklampszia esetében a génexpresszios profil kiilonbozik,
megerdsitettek a CD24 szerepét a PE-ban microarray kisérleteikben.
Szignifikdnsan alacsonyabbnak talaltdk a CD24 expressziojat, €s ezt valosidejii
PCR kisérletekkel is megerdsitették [Chaiworapongsa és mtsai, 2013].

Ezek az eredmények is alatamasztjak, hogy fontos a klinikai vizsgalatok
kiterjesztése a CD24 préeklampszia kialakuldsaban jatszott Szerepének
tanulmanyozasdra. Neheziti az elorelépést a megfeleld mintavételi és
feldolgozasi modszerek kidolgozasa és azok egységes alkalmazasa. Ezt mutatja,
hogy nagyon kevés olyan cikk jelenik meg, amely a placentabdl izolalt mMRNS
expressziokat hatdrozza meg.

A préeklampsziaval ellentétes folyamatokra utalnak a prosztata tumoros
betegek mintaibol izolalt RNS-bol végzett CD24 mRNS meghatarozasok.
Huszonegy prosztata tumoros és 10 benignus prosztata hiperplazias mintaban a
CD24 szint 33,65+47,39 ng/ul versus 4,0+4,25 ng/ul volt, szignifikans
kiilonbség mutatkozott a CD24 expresszidjaban a két csoportban (p=0,014), a
foszfolipaz-2A génhez normalizaltam a mintakat [Nagy B. és mtsai, 2006c;
2009]. Erdekes modon a normalizacidhoz kivalasztott gén befolyasolhatja az
eredményeket ennek megfejtésére tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A prosztata vizsgalataim eredményei megegyeznek Schostak és mtsai
[2005] altal kozoltekkel, akik 102 mintat analizaltak. A CD24 mRNS
meghatarozas alkalmas lehet nemcsak szovet, hanem prosztata valadék, vagy
vizeletbdl izolalt sejtek vizsgélatara. Felmeriil, hogy esetleg ,,szabad” RNS
szinteket mérve alkalmas lenne-e a rendszer nem invaziv modon torténd
diagnosztikara.

A CD24 mRNS koncentracidjanak mérése diagnosztikus markerként a

jovoben igéretes lehet.
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5.5. A ,,szabad” nukleinsavak kimutatasa

Sok kutatdt és klinikust hozott lazba az a lehet6ség, hogy az anyai vérbol
az invaziv beavatkozasok, chorionboholy-, vagy magzatviz-mintavétel nélkiil
informaciot lehet nyerni a magzat genetikai allapotarél. A nem-invaziv
mintavételi eljards nem jelent kockéazatot sem az anya, sem a magzat szamara.
Az anyai vérbdl a magzati sejtek vagy ,,szabad” nukleinsavak izolalhatok és
diagnosztikus célokra felhasznalhatok.

A nem-invaziv modon nyerhetd mintdk koziil a kezdeti 1ddszakban a
magzati sejteket felhasznald kutatédsi irany tlint nagyon igéretesnek, elterjedését
azonban néhany technikai akadaly korlatozta. Az egyik az alacsony sejtszam,
egy ml anyai vérben kb. egy magzati sejt talalhatd, ennek izolalasa technikailag
nem egyszerli, nagyon munkaigényes eljards. Az anyai vérkeringésben
kimutathatd magzati sejtek koziil a trophoblast-sejtek, a leukocytdk és az
erythroblastok alkalmasak diagnosztikai vizsgalatokra [Nagy GyR. és mitsai,
2006; Gardo, 2009]. A trophoblast sejtek jelenlétét az anyaban mar 1893-ban
leirta Schmorl német patologus. Kimutatasuk azonban nehézkes a specifikus
monoklonalis antitestek hianya miatt. Mueller és mtsai 6800 lepényszdvet elleni
antitestbol csak 5 olyant talaltak, amelyek specifikusak a magzatra [Mueller és
mtsai, 1990]. A FISH vizsgalatok kiértékelését komplikalja, hogy ezek a sejtek
gyakran tobbmagvuak.

[géretesnek tiint a magzati fehérvérsejtek felhasznalasa, ezek jelenlétét az
anyai keringésben Walknowska és mtsai mar 1969-ben Kimutattak. Ezen sejtek
izolalasa a HLA antigének kiilonboz6ségén alapul, de neheziti a helyzetet, hogy
az el6z6 terhességekbdl is jelen lehetnek leukocytak, mivel 4-5 év a felezési
idejiik. A masik sejtcsoport, a sejtmaggal rendelkezd magzati erythrocytak

viszont biztonsaggal elvalaszthatoéak és diagnosztikai célokra is alkalmasak.

103



dc_254 11

Ezen sejtek jelenlétérol mar 1957-ben beszamolt Creger és Steele. 1zolalasukat
¢s felhasznalhatosagukat ezt kdovetden tobb kutatocsoport is megerdsitette
[Bianchi és mtsai, 1996; 1997; 1999; Bianchi 1998; Hahn és mtsai, 1999; 2000;
Holzgreve és Garritzen, 1992]. Az erythroblastok mar az elsé trimeszter elején
megjelennek, élettartamuk 90 nap. Bianchi és mtsai a pozitiv sejteket CD71
ellenes antitestek segitségével, FACS-ot alkalmazva valasztottak el, majd a
magzati sejteket a morfologiai kép alapjan és a Kleihauser-Betke teszttel
azonositottak [Bianchi és mtsai, 1990]. A magzati sejtek kiliriilése az anyai
szervezetbOdl hosszu 1d6t vesz igénybe, ezért el6zo terhességekbdl szarmazod
sejtek komplikalhatjak a diagnosztikat.

Az alacsony magzati sejtszam, az izolalasi modszerek nehézkessége ¢és a sejtek
FISH vizsgalat soran mutatott eltéré viselkedése miatt a kutatdsok inkabb a
szabad nukleinsavak iranyaba fordultak az utobbi években.

Laboratoriumunkban mi is kovettik a nemzetkozi tendenciakat,
probalkoztunk izolalt magzati sejtek €s ,,szabad” nukleinsavak felhasznalasaval.
Ebben a témaban két Ph.D. disszertacio késziilt [Ldzar Levente, 2007; Nagy
Gyula Richard 2007]. A kutatasok a disszertaciok elkésziiltével is folytatodtak,
sot, a klinika szervezésében 2010-ben megrendeztiik az Elsé Kozép-Kelet-
Eurépai Szabad Nukleinsavak a Magzati Diagnosztikaban cimii kongresszust,
amely 2012-ben folytatodott a masodik kongresszussal a csehorszagi Olomouc-
ban, a harmadik 2014-ben a szlovakiai Martin-ban lesz [Nagy B. és mtsai 2010;
Nagy B. 2012].

Mandel és Metais 1947-ben irtak le a ,,5zabad” nukleinsavak jelenlétét
tumoros betegek szérumaban, azonban a felfedezést kdvetden tobb évtizednek
kellett eltelnie ahhoz, hogy a ,szabad” DNS jelenléte ismét felébressze a
tudomanyos ¢és klinikai érdeklédést. Az anyai vérben kering6 ,,szabad” magzati
DNS-t els6ként Lo és mtsai mutattak ki, ezt 1989-ben kozoltek le. A ,,5zabad”
magzati DNS-t Y kromoszoma specifikus DYS14 probaval hataroztak meg 43
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terhes esetében a terhesség 12. és 40. hete kozott [Lo és mtsai, 1989; 1997;
1998al].

A kinyert ,szabad” nukleinsavak elenyész6 része magzati (3-6%), ez
jelentésen  kihat a késébbi amplifikacios eredményekre ¢és  azok
megbizhatosagara. Fontos, hogy minél nagyobb legyen az izolalt DNS
koncentracioja. A DNS izolalasra napjainkban leginkabb a szilika adszorpcios
Kiteket hasznaljak. Laboratériumunkban két gyarto kitjének a hatasat vizsgaltuk
meg a kinyert DNS mennyiségére. Megallapitottuk, hogy a kit fajtaja nem,
inkabb a kiindulasi anyai szérum mennyisége befolyasolja az izolalt DNS
mennyiségét. Diplomamunka is késziilt ebben a témaban, eredményeinkrol az
European Society of Human Genetics 2010. évi nagygytlésén is beszamoltunk
[Kehler és mtsai, 2010; Kehler 2010].

Disszertaciomban bemutattam az anyai vérbdl izolalt ,,szabad” DNS
mintabol torténé nem-, és RhD meghatarozasi eredményeket 80 mintan végzett
kisérletek alapjan. A vizsgalatok soran 38 fii magzatot és két RhD negativ
mintat talaltam. Az utobbi esetekben a sziilok is RhD negativak voltak. A nem-
meghatarozds eredményei megegyeztek a kariotipizalaséval. A beallitott
modszerek alkalmasak a minimdalis mennyiségli kevert (anyai €s magzati)
,szabad” DNS-bol kvantitativ  valosideji  PCR  elvégzésére. A nem-
meghatdrozas a nemhez kotott betegségek (haemophilia A és B, Duchenne
muscularis dystrophia) diagnosztikajaban nyujt segitséget. Az anyai mintaban
mutatkozd Y kromoszoma-specifikus markerek beiktatasaval a  kis
mennyiségben jelen 1évé magzati DNS-b6l a magzat neme kimutathatd. A
kovetkez0 markereket lehet erre a célra felhasznalni: SRY, DYS14, DYS1, DYZ1,
DYZ3, DAZ, ZFY ¢és az amelogenin [Honda és mtsai, 2001; 2002; Zimmermann
eés mtsai, 2005; Avent és mtsai 2006; Deng és mtsai, 2006; Stanghellini és mtsai,
2006; Zhou és mtsai, 2005; Lazar és mtsai, 2003; 2004a; 2006a].
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Az emlitett haemophilia és DMD mellett az alkalmazasok kozott szoba
johet egyéb nemhez kotott genetikai betegség is, pl. az Alport szindroma, az X-
kromoszomahoz kotott mentalis retardacid, a retinitis pigmentosa, a Lesch-
Nyhan szindroma, a kongenitalis adrenalis hyperplazia [Costa és mtsai, 2002;
Chitty és mtsai, 2007; Galbiati és mtsai, 2005]. Ezen tanulmanyok alapjan mar
akar a 7. terhességi héttdl 97,2%-os szenzitivitas és 100%-0s specificitas érhetd
el [Chitty és mtsai, 2007].

Az RhD meghatarozas szintén nagy jelentdségii a nem-invaziv modszerrel
nyert mintdk feldolgozdsa soran. A magzati vorosvértestek felszinén 1évo
antigént hordoz6 sejtek az anyai keringésbe keriilve immunvalaszt inditanak be,
ami a magzat hemolitikus betegségét okozhatja. Ennek kikiiszobolésére az olyan
varandosok esetében, akik RhD negativak, de a magzatuk RhD pozitiv lehet,
preventiven anti-D ellenanyagot adnak be. Ez elég nagy anyagi megterhelést
jelent az egészségiigyi pénztaraknak. Csokkenteni lehetne a felhasznalt
oltbanyag mennyiségét, ha az invaziv beavatkozasok elott meghataroznak a
magzat RhD statuszat. A kaukazusi populacio kb. 80%-a RhD pozitiv, tehat elég
jelentds azoknak az eseteknek a szama, ahol az anyak feleslegesen kapnak anti-
RhD injekciot [Daniels, 2005; Lazar és mtsai, 2007b; Lo és mtsai, 1994; 1998Db].

Az altalunk is alkalmazott valdsidejii PCR modszerrel meghatarozhatd a
magzat RhD statusza minden olyan esetben, amikor RhD negativ anyaknal az
alloimmunizacié lehetésége felmeriil. Természetesen nemcsak anyagi okok
indokoljak ezeket a vizsgalatokat, hanem az is, hogy vérkészitmény beadasarol
van sz0, ami donoroktdl szarmazik, igy magaban hordozza az infekcid
lehet6ségét is [Lazdr és mtsai, 2004b; 2006a, 2007b].

Minon és mtsai [2008] 563 terhest érintd négyéves tapasztalata alapjan az
RhD genotipizalas elérte a 99.8%-0s megbizhatdsagot, egyetlen egy fals pozitiv
esetiik Volt. Finning és mtsai [2008] 1997 el6zbleg szenzitizalt RhD negativ n6

vizsgalati eredményeit mutattak be, 6k 1% fals és inkonkluziv adatot emlitenek.
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Nagy beteganyagon végzett tanulmanyok is a valdsidejit PCR modszer
alkalmazhatdsagat erdsitik meg, ezek is a minimalis DNS koncentraciot és az
RhD génen megfigyelhetd variansokat emlitik problémaként. Az etnikai eredetet
minden esetben figyelembe kell venni az eredmények értékelésekor [Avent,
1999]. Elofordulhat, hogy szerologiailag negativ esetek a génmeghatarozasnal
pozitiv eredményt mutatnak [Singleton és Reid, 2000].

A ,szabad” nukleinsav koncentraciok meghatarozasa mar onmagaban is
szamos diagnosztikai felhasznalasra nyujthat lehetdséget. Magasabb ,,szabad”
magzati DNS szinteket mértek Lo és mtsai a 21. kromoszdma triszomiaja esetén.
Szamos kozlemény sziiletett ennek a megerdsitésére ¢€s cafolasara is, de a
technikai és standardizalasi nehézségek miatt ez az eljaras nem terjedt még el
[Lo és mtsai; 1999b; Spencer és mtsai, 2013]. Erdekes megfigyelés volt, hogy a
préeklampszias terhesek szérum mintaiban IS magasabb ,,szabad” DNS szintek
mutathatok ki [Ldzdr és mtsai, 2009; Hahn és mtsai, 2011]. Papantoniou és
mtsai a RASSF1A szintjeit mérve kozel 100%-0s specificitast és szenzitivitast
irtak le a préeklampszia diagnosztizalasanal [2013].

M¢éhen kiviili terhesség esetén is magasabb ,,5zabad” DNS szinteket talalt
munkacsoportunk, és felmeriilt az esetleges alkalmazas a diagnosztikaban is, de
ehhez tovabbi standardizalasok és nagyobb beteganyagon végzett vizsgalatok
szikségesek [Ldzdar és mtsai, 2006b]. A mintavételi eljarasok pontos
kidolgozasa, a szintek meghatarozasanak standardizalasa, az egyes
laboratoriumok modszereinek 0sszehangoldsa még mindig varat magara. A BMI
¢s a kiilonb6zo populaciok kozotti eltérések feltarasa is tovabbi részletes
vizsgalatokat igényel.

A nem-invaziv magzati diagnosztikdban nagy attorést jelentett a tomeges
paralell szekvenalas bevezetése, hiszen mindenki szerette volna a leggyakoribb
szambeli kromoszoma rendellenességeket meghatarozni az anyai vérbol, de
2008-ig erre nem volt megbizhatd mddszer. TObb évet vett igénybe az Uj

technoldgia validéalasa és klinikai bevezetése. El6szor Fan és mtsai alkalmaztak
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az aneuploidiak kimutatasara, azonban a konkurens csoport is egybdl elkezdte
hasznalni a modszert, és eredményeiket gyorsan le is kozolték [Fan és mtsai,
2008; Chiu és mtsai, 2008]. A technologia Iényege, hogy sok millié szekvencia-
tag darabokat szintetizalnak, igy joval tobb informaciét kapnak a digitalis PCR-
nal. Ennél a moédszernél nem sziikséges az anyai és a magzati DNS elvalasztasa,
megfeleld szamt taggal Kkis mennyiségli magzati ,,Szabad” DNS-el is
elvégezhetdk a vizsgalatok [Mardis, 2008; Fan és mtsai 2008, 2010, 2011].

Napjainkban tulajdonképpen négy eljaras all rendelkezésre a leggyakoribb
szambeli kromoszoma rendellenességek kimutatasara (Sifakis és mtsai, 2012).
Az els6é a dozis modszer, amely SNP-k alkalmazasaval szekvencia specifikus
DNS szakaszokat hasznal fel. Ennek az a hatranya, hogy az egyes
populaciokban eltérések mutatkoznak, ezt figyelembe kell venni, és esetleg
valtoztatni kell a kialakitott rendszeren. A masodik eljarés, az anyai €s a magzati
DNS 21-es kromoszoma specifikus szakaszai metilaltsagi aranyanak az
Osszehasonlitasa (Tsaliki és mtsai, 2012). A harmadik, altalanosan hasznalt
modszer az MRNS-bdl az allél specifikus mRNS aranyok Osszehasonlitdsa. A
negyedik a tomeges paralell szekvenalas az 0j generacios szekvenaloval, amely
nagy lendiiletet adott a médszer klinikai alkalmazédsanak.

Az elmult év attorést hozott a nem-invaziv modon nyert mintak prenatalis
diagnosztikdban valo felhasznalasaban. A tomeges paralell szekvenalassal a
leggyakoribb szambeli kromoszoma rendellenességek 99,9 %-0s specificitassal
¢s szenzitivitassal hatarozhatok meg.

A diagnosztikai tesztek aranak varhatd csokkenése ezen vizsgéalatok szélesebb

korben valo elterjedéséhez fog vezetni.
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6. Uj tudomanyos eredmények és kovetkeztetések

A valosidejii PCR modszeren alapuld eljarasokat bevezettem a klinikai
genetikai gyakorlatba, alkalmaztam a napi rutinvizsgalatok soran, és egyes
betegségek genetikai hatterének felderitésében is hasznaltam.

1. Valosidejii PCR moédszert vezettem be a Toxoplasma gondii genom
kimutatdsara, optimalizdltam a PCR paramétereit SYBRGreen 1 alapu
rendszerre.

2. Kidolgoztam a FRET probas valdsidejii PCR rendszert a kongenitalis
toxoplazmdzis kimutatasara.

3. Négy PCR alapu eljarast hasonlitottam 6ssze a T. gondii kimutatasara.
Megvizsgaltam a hagyomanyos, a fluoreszcens PCR és két valosidejii PCR, a
SYBRGreen I ¢és a FRET probas modszerek kimutatisi érzékenységét és
megbizhatdsagat. Mind a négy moddszer alkalmas a T. gondii kimutatasara,
azonban a legérzékenyebbnek a FRET probas rendszer bizonyult, amellyel akar
egyetlen parazita kimutatasa IS Iehetséges. Az alkalmazandd eljaras
kivalasztasakor az egyszerii kivitelezhetdséget, a vizsgalathoz sziikséges 1d6t, a
felhasznalt vegyszerek kornyezetre vald hatasat is mind figyelembe vettem.

4. Magyarorszagon eldszor alkalmaztam a WIAF 899 SNP ¢és a WIAF
2643 SNP-k kimutatasara a kvantitativ valosideji PCR és olvadasi gorbe
analizis mddszert, a primerek €és probak, a MgCl, koncentracioit és a PCR
futtatasi koriilményeit optimalizaltam.

5. Megvizsgaltam a WIAF 899 ¢és a WIAF 2643 SNP-k
felhasznalhatosagat a 21-es kromoszoma triszomiajanak kimutatasara 67 db 21-
es triszomias és 62 db normal diallélikus mintan.

Az eredmények alapjan a WIAF 899 SNP marker 41,86%-ban bizonyult
informativnak, a WIAF 2643 marker viszont nem adott megfeleld teriileti
aranyokat. A 2l-es triszOmia biztonsagos sziirésére a kromoszéman

elhelyezkedd tovabbi SNP markerek bevondsa és multiplex PCR végzése
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sziikséges. Ehhez olyan SNP-ket kell kivalasztani, amelyekre a populacié nagy
aranyban heterozigéta. A megfeleld kombinacidk oOsszedllitisaval a 21.
kromoszdma triszomaja kimutathato.

6. Els6ként dolgoztam ki és irtam le a valosidejii PCR-t és olvadasi gorbe
analizist a VEGF C-460T, C-25784 ¢s G+405C SNP polimorfizmusanak a
meghatarozasara, optimalizaltam a PCR kortilményeit.

7. HELLP szindromdban szenvedo és egészséges terhesek DNS mintdiban
elséként allapitottam meg a VEGF C-460T, C-25784 és G+405C
egynukleotidos polimorfizmusokat. Kimutattam az allélok és a genotipusok
eldfordulési gyakorisagat HELLP szindromaban szenvedd betegek csoportjdban
¢s Osszehasonlitottam az egészséges kontroll populécioval.

Eredményeim azt mutatjak, hogy a VEGF gén C-460T és a G+405C
egynukleotidos polimorfizmusa kapcsolatba hozhato a HELLP szindroma
megjelenésével. Kimutattam, hogy a VEGF T-460T és a C+405C genotipusok
nagyobb rizikoét jelentenek a HELLP szindroma kialakulasara.

8. A valésidejiit PCR alkalmas deléciok kimutatasara is, a primer-proba
rendszer megfeleld megtervezése utan, a PCR-t kovetd olvadasi gorbe analizis
soran a két allél nagy biztonsaggal elkiilonithets. A AF508 kimutatasara 116
DNS mintat vizsgaltam meg. Kimutattam 67 normal, 43 AF508 heterozigota, 5
AF508 homozigota mintat, viszont egy mintanal AF508C homozigota eredményt
talaltam. Ez utobbit a F-PCR és DNS fragmens analizis modszer nem jelzi. A
beallitott primer €és proba rendszer négy tovabbi mutacio diagnosztizalasat teszi
lehetové ebben a régioban. A modszerrel vérbol, a chorionbol és a
magzatvizsejtekbdl  i1zoldlt DNS mintdk gyorsan ¢és megbizhatdan
meghatarozhatok, a mintdk kontaminalasanak valoszinlisége a zart rendszer
miatt minimalis.

9. Magyarorszagon elsoként allitottam be a CD24 expresszié kimutatasara
a valosidejii PCR-t.
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10. A vildgon els6ként hataroztam meg a CD24 szintjét préeklampszias
terhesek placenta mintaiban. Megallapitottam, hogy a CD24 szintje a
préeklampsziasok mintaiban az egészséges normoténids terhesekhez viszonyitva
szignifikansan alacsonyabb. Ezt a megallapitast 2013-ban egy amerikai
kutatocsoport vizsgalati eredményei IS megerdsitették.

11. Tibiopsziaval nyert prosztata tumoros ¢€s prosztata hiperplazias
betegek mintai kozott 1ényeges kiilonbséget talaltam a CD24 expresszidjaban.
Felmeriil diagnosztikus markerként valo alkalmazésa.

12.  Valoésidejit  PCR  alapt moddszert Aallitottam be a nem
meghatarozasara. A ,,5zabad” nukleinsavak meghatarozasa lehetdséget nyujt a
nem-invaziv moédon nyert mintakbél a nemhez kotott genetikai betegségek
kizarasara.

13. Valosidejii PCR TagMan tipusu kimutatdsi mddszert vezettem be a
magzat RhD csoportjanak meghatarozésara.

14. A magzati nem és RhD kimutatasara kidolgozott modszerek
megbizhatosadgat 80 klinikai mintan vizsgaltam meg és alkalmasnak talaltam a

meghatarozasok elvégzésére.
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Folyéiratcikkek szama: 163
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Az értekezést megalapozé in extenso kézlemények impakt faktora: 112,398

Az elso szerzos kozlemények szama: 42
Az utolso szerzos kozlemények szama: 18
Elso és utolso szerzoségi kozlemények impakt faktora: 48,8
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Fiiggetlen hivatkozasok szama: 1565
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9. Koszonetnyilvanitas

Halas koszonetemet fejezem ki Prof. Rigd Janosnak, a Semmelweis
Egyetem 1.Sz. Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinika igazgatéjanak munkamhoz
nyujtott tAmogatasaért.

Ko6szonettel tartozom a klinika el6z6 igazgatdjanak, Prof. Papp Zoltannak,
aki a klinikdn bevezette a prenatalis genetikat, a genetikai vizsgalatokhoz és
kutatasokhoz sziikséges targyi feltételeket megteremtette.

A klinikara valo felvételem idején Prof. Csomor Sandor volt a klinika
igazgatoja, ¢és Gimes Rezs0 egyetemi docens vezette az akkor induld
szervezeten kiviili megtermékenyités programot. Mindkettdjiiknek k&szonom,
hogy bevezettek az egyetemi €letbe és a klinikai kutatasba.

A Semmelweis Egyetem III. Sz. Belgyogyaszati Klinika igazgatojanak,
Prof. Karadi Istvannak, az MTA levelezd tagjanak a lipoproteinekkel
kapcsolatos k6zos munkaink soran nyujtott tamogatasaért koszonettel tartozom.
A Semmelweis Egyetem Urologiai Klinika volt igazgatdjanak, Prof. Romics
Imrének koszonOm a prosztata tumorok genetikai vizsgalata soran nyujtott
hatékony segitségét.

Koszonet illeti az 1.Sz. Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinika Genetikai
Laboratoriumanak és Genetikai Tanacsadasanak minden volt és jelenlegi
munkatdrsat, valamint a klinika 6sszes dolgozojat a munkdmhoz barmilyen
formaban nyujtott segitségéért. Kiemelem Dr. Papp Csaba, Dr. Téth-Pal Ernd,
Dr. Beke Artar, Dr. Ban Zoltan, Dr. Lazar Levente, Dr. Nagy Gyula Richard
kollegaimat, akikkel szoros kapcsolat alakult ki az egyiitt toltott iddszak alatt.

Koszonom Dr. Becsagh Péternek ¢és Vizi Timeanak, a Roche

Magyarorszag Kft. munkatarsainak a technikai segitséget.
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Koszonet illeti Prof. Csakd Gyorgyot és Prof. Roland Elin-t, az amerikai
National Institutes of Health, Clinical Center, Department of Clinical Pathology
vezetd munkatarsait (Bethesda, MD, USA), akik bevezettek a molekuléris
genetika és a modern miiszerek vilagaba.

A Helsinki Egyetemen eltoltott idoszak alatt Prof. Sakari Knuutila és
munkatarsai biztositottak a valosidejii PCR, a microarray és az dsszehasonlito
gén vizsgalatok (CGH), valamint a klinikai molekuldris onkoldgiai vizsgalatok
elvégzéséhez sziikséges feltételeket.

A “szabad” nukleinsav vizsgalatok és a Kozép-Kelet Europai Tarsasag
munkdjaban ¢és kongresszusainak megszervezésében sokat segitettek a
kovetkezd kutatok: 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).

Koszonom Prof. Hakan Savli-nak, a Kocaeli Egyetem Orvosi Genetikai
Intézet igazgatojanak a tizéves gyiimolcsozd egyiittmiikddeéstinket.

Minden tudomanyos és klinikai érdeklddés és lehetdség kevés lett volna
csaladdom n¢lkiil. Sziileim tdmogattak, lehetévé tették a tovabbtanuldsomat.
Feleségemnek nemcsak a nyugodt csaladi hattért, valamint Balint és Balazs
fiaimat kOszonhetem, hanem az elmalt 30 ¢év alatt tirelemmel és
lelkiismeretesen datolvasta, nyelvileg Ilektoralta magyar és angol nyelvii

kézirataimat.
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