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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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COPD
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DGV
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DNA/DNS

dNTP
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Tag image file format / Jelolt kép formatum

Intrinsic sphincter deficiency / Bels6 zardizom zavar

array Comparative Genome Hybridization / array Komparativ Genom
Hibridizacio

Arthrobacter luteus repetitive element / Arthrobacter luteusban detektalt
1smétlodé DNS kopiak

Atrioventricular / Atrioventrikularis

Bacterial Artificial Chromosome / Bakterialis mesterséges kromoszéma
Base pair / Bazis par

Bovine serum albumin / Marha szérum albumin

Congenital disorders of glycosylation / Velesziiletett glikozilacios zavar
Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator / Cisztas fibrozis
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Comparative Genome Hybridization / Komparativ Genom Hibridizacio
Cyclic guanosine monophosphate / Ciklikus guanozin monofoszfat
Charcot-Marie-Tooth disease / Charcot-Marie-Tooth betegség

Copy Number Polymorphisms / Képiaszam polimorfizmusok

Copy Number Variations / Kopiaszam variaciok

Chronic obstructive pulmonary disease / Kronikus obstruktiv 1éguti
betegség

Computer Tomography / Komputertomografia

Cyanine 3/ Cyanine 3

Cyanine 5/ Cyanine 5

The Database of Genomic Variants / Genomikai variansok adatbazisa

Dimercaptosuccinic acid / Dimerkaptoszukcinat

Deoxyribonucleic acid / Dezoxiribonukleinsav
Deoxynucleotide triphosphate / Deoxynukleotid trifoszfat
Deparment of Energy / Energiaiigyi Minisztérium

Double Strand Break / Kettos szal torés

Dévény special gymnastics method | Dévény specialis gimnasztika

modszer
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ECARUCA -
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EGFR
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GRCh

GTG savozas
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HSPGs
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LCR
LH-RH

LINE
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NAHR

NCBI
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Deoxyuridine triphosphate

European Cytogeneticists Association Register of Unbalanced
Chromosome Aberrations / Eurdpai citogenetikusok egyesiiletének
nyilvantartasa a kiegyensulyozatlan kromoszdma rendellenességekrol
Electroencephalography / Elektroenkefalografia

Eukaryotic growth factor receptor / Eukariota novekedési faktor
receptor

Fluorescence In Situ Hybridization / Fluoreszcens In Situ Hibridizacio
Fork Stalling and Tamplete Swithcing / Replikacios Villa késleltetése és
Templat Valtas

- Genomic DNA / genomi DNS

Genome Reference Consortium human genome / Genom Referencia
Konzorcium human genom referencia szekvencigja

Giemsa banding / Giemsa savozas

Human embryonic stem cell / Human embriénalis Gssejt

Human Genome Project / Human Genom Projekt

Hedgehog signaling pathway / Hedgehog jelatviteli titvonal

Hereditary Neuropathy with Liability to Pressure Palsy / Herediter
Nyomadsérzékeny Neuropatia

Heparan sulfate proteoglycans / Heparan-szulfat proteoglikanok
Intelligence quotient / Intelligenciahanyados

Kilobase / Kilobazis par

Low Copy Repeat / Alacsony kopiaszamu szekvencia ismétlddés
Luteinizing hormone-releasing hormone / Luteinizal6 hormont
felszabaditdo hormon

Long Interspersed Element / Hosszl szétszort ismétlodések

Megabase / Megabazis par

Magnetic Resonance Imaging / Magneses magrezonancia képalkotas
Non Allelic Homologous Recombination / Nem Allélikus Homolog
Rokombinacio

National Center for Biotechnology Information / Nemzeti
Biotechnologiai Informacios Kozpont
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National Human Genome Research Institute / Nemzeti Human Genom
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NIH
PBS
PCR
Poll

RAS

RNA/RNS

SSC
YAC

Kutatasi Intézet

National Institution of Health / Nemzeti Egészségiigyi Intézet
Phosphate buffered saline / Foszfat puffer

Poymerase chain reaction / Polimeraz Lancreakcio
Polymerase | / Polimeraz I

Rat sarcoma protein / Patkany szarkoma fehérje

- Ribonucleic acid / Ribonukleinsav

Saline Sodium Citrate Buffer / Natrium-citrat puffer

Yeast Artificial Chromosome / Eleszté eredetii mesterséges

kromoszdéma
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2. BEVEZETES

A XIX. szazad mésodik felében Charles Darwin evolucios elméletének és Gregor
Mendel genetikai felfedezéseinek hatdsara jelentdsen atalakult a tudomany akkori
nézete. Bar munkassagukat az utdkor csak joval utdnuk fogadta el/értette meg, hatasuk
oriasi volt. Mendel munkassaga soran olyan, azota is hasznalt alaptorvényeket
hatarozott meg, melyek gyokeresen megvaltoztattak a bioldgiai tudomanyok jovojét.
Gregor Mendel az 1865-ben megjelent ,,Novényhibridizacios kisérletek” cimi
munkdjaval megteremtette az addig nem létez6 tudomanyteriiletet, a genetikat.

A genetika kibontakozasara azonban a XX. szazadig varni kellett. Hugo de Vries
¢s munkatarsai fedezték fel Mendel munkéassdganak zsenialitdsat és nevezték el
megfigyeléseit. Ettél a ponttdl kezdve a genetika, mint (jonnan kialakulo diszciplina
ugrasszeri fejlédésnek indult. 1902-ben Sutton és Boveri parhuzamot vontak Mendel
borsdinak gamétai és a kromoszomak meioziskor tanusitott viselkedéseivel. Thomas
Hunt Morgan bebizonyitotta, hogy a gének a kromoszomakon helyezkednek el [1], mig
tanitvanya, Sturtevant a gének linearitisat irta le, ¢s a rekombinansok ardnya alapjan
kapcsoltsagi térképet késziett [2]. 1941-ben Tatum és Beadle kimutattak, hogy a gének
fehérjéket kodolnak [3], majd 1944-ben Avery és munkatarsai felfedezték a DNS-t [4],
mint ,,genetikai anyagot”. 1950-ben Erwin Chargaff igazolta, hogy a négy nukleotid
nem egyenld aranyban fordul el6, de szabalyszertiséget kovet [5]. 1953-ban Watson és
Crick kozzéteszik a Nature folyodiratban a DNS szerkezetét [6]. 1956-ban Tjio és Levan
megallapitjak, hogy az embernek 46 kromoszomaja van [7], majd 1958-ban a Meselson-
Stahl kisérlet kimondja, hogy a DNS szemikonzervativ replikacion megy keresztiil [8].
1961-ben megallapitjak, hogy a genetikai kdd tripletekbe rendezédik. 1977-ben Sanger,
Gilbert és Maxam DNS-t szekvenaltak, és Sanger befejezi a ¢-x174 bakteriofag teljes
genomjanak szekvenalasat, ezzel elinditva egy Uj korszakot a genetikan beliil, a
genomikat [9, 10]. 1983-ban Kary Mullis felfedezi a polimeraz lancreakciot [11]. 1989-
ben Francis Collins meghatarozza az elsé human gén, a CFTR szekvencigjat [12].

1990-ben megkezdddik minden id6k legnagyobb nemzetkdézi biologiai
tudoményos kooperacidja, a Human Genom Projekt. Célja a huméan haploid genom

szekvenciajanak meghatarozasa és a gének feltérképezése volt.



2.1. Human Genom Projekt (HGP)

2.1.1. Human Genom Projekt

A projekt hivatalosan 1990-ben indult az NIH (National Institute of Health) és a
DoE (Department of Energy) finanszirozasaval. A projekt szinte azon nyomban
a Human Genom Konzorciumot (International Human Genome Sequencing
Consortium). A programhoz angol, francia, német, japan és kinai intézetek csatlakoztak.
1997-t61 a National Center for Human Genome Research atalakul a National Human
Genome Research Institute-ta (NHGRI). A korabban az NIH-nél dolgozo J. Craig
Venter azonban elégedetlen a munkamenettel. Véleménye szerint a projektet sokkal
gyorsabban ¢és féleg sokkal olcsobban lehetne és kellene kivitelezni. Ennek érdekében,
miutan elhagyta az NIH-t, megalapitotta a Celera Corporationt 1998-ban, melynek célja
ugyancsak a human genom szekvencidjanak meghatarozasa volt. Igy kialakult egy
kormany éltal finanszirozott allami és egy magéan szektor finanszirozta genom projekt.
Ez a versengés valdszinlileg nagymértékben lecsokkentette a kezdetben 15 évre
tervezett projekt idotartamat.

Az elsé mar teljesnek mondhatd human genom szekvenciat, 2003-ban a Watson
és Crick altal publikalt DNS-szerkezetét koz16 Nature cikk 50. évforduldjan jelentették
be és publikaltak [13-15]. A projekt a kezdetben tervezett 15 évnél 2 évvel korabban ért
véget, 2003-ban.

2.1.2. A Human Genom Projekt technikai

Az NHGRI és a Celera Corporation a human genom szekvenalasat két kiilonbozo

technika segitségével kivitelezték.

2.1.2.1. NHGRI - térkép-alapu genomszekvenalas



A NHGRI térképkészitéssel kezdte meg a munkalatokat. A szekvenalast

megel6zéen a humdn genomot genetikai ¢és fizikai térképezés segitségével

feltérképezték [15].

2.1.2.1.1. Térkepezések

A genetikai térképezés soran csak a gének viszonylagos helye hatarozhatdo meg,
a pontos génpoziciok nem. A rekombinans utédok aranya alapjan megallapithatoak a
kiilonboz6 fenotipusos jegyekért felelos gének egymashoz viszonyitott helyzete.

A fizikai térképezés soran a genom restrikcios hasitasabol kapott hasitasi
mintazatbol hatarozhatdé meg az egyes szakaszok helye a genomban. A fizikai
térképezés soran kapott tavolsagok tényleges bazispar tavolsdgokat jelentenek.

A genetikai  térképek felallitasdhoz  rovid  életciklussal rendelkezd
modellorganizmusokat (pl. Drosophila melanogaster) hasznaltak.

Habar a térképek létrehozasa hosszadalmas folyamat, a szekvenalds soran
keletkezett szekvenciak elhelyezését a teljes genomban nagymértékben megkonnyiti (1.

abra).

2.1.2.1.2. Szekvenalas

A teljes genom fragmentdldsa soran keletkezd, hozzavetdlegesen 200 kb
hosszisaga, DNS fragmenteket BAC (Bacterial Artificial Chromosome) illetve YAC
(Yeast Artificial Chromosome) vektorokba inszertaljak. A vektorokban elhelyezkedd
DNS fragmentek szekvenciai, a véletlenszerii hasitasok miatt, részben atfeddek lehetnek
egymassal. Az atfedd részeket tartalmazd vektorok szelektalasdval meghatarozhatdak
azok a fragmentek, melyekbdl rekonstrualhato a teljes genom. A szelektalt klonokat
tovabb hasitva és a keletkez6 fragmenteket plasmid vektorokba klonozva, a fragmentek
shotgun modszerrel szekvenalhatoak. A kapott szekvencidk az atfedé régidknak
koszonhetden illeszthetéek. A szekvencidk a genetikai €s fizikai térkép segitségével

allithatoak Ossze egy teljes genom szekvenciava (1. abra).



Térkép alapu genom szekvenalas
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1. abra: Térkép alapa genom szekvenalas [16]

2.1.2.2.  Celera Corporation teljes genom shotgun szekvenalas

A J. Craig Venter altal vezetett Celera Corporation a human genom
szekvenalasara a korabban mar eredményesnek bizonyuldo (1995 - Haemophilus

influenzae) shotgun szekvenalasi modszert alkalmazta.

2.1.2.2.1. Teljes genom shotgun szekvenalas (Whole-genome

shotgun sequencing)

A moddszer nem koveteli meg a genetikai vagy a fizikai térkép hasznalatat, ezaltal
képest. A teljes genom szonikalasaval létrehozott rovid DNS fragmenteket,
plazmidokba inszertaljak, majd a létrehozott klonkonyvtarat szekvendljak (2. abra). A
tobb milli6 rovid szekvencia részlet szekvencia kontigga allithatd ossze. A szekvencia
kontigok illesztésébdl meghatarozhatd a teljes genom szekvencidja. A szekvenciak és
szekvencia kontigok Osszeallitasdt azonban nagyban megkonnyithetik a genetikai és

fizikai térképek[17].
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Shotgun genom szekvenalas
Genom

1. Random klonok készitése

—t =

‘ l

4. |étrehozott teljes genom

Az atfedd kontigok altal
szekvencidja

2. abra: Teljes genom shotgun szekvenalasa [16]

A 2000-ben elkésziilt ,draft” szekvencidk azonban még mindkét esetben
tartalmaztak hianyossagokat. A hidnyossagok kitoltésére mindkét szervezet szekvencia
kitoltd modszereket alkalmazott. Ilyen szekvencia kitdltésre szolgaldé modszer volt a
klonkdnyvtar Gjraolvasasa. Ezzel a modszerrel azokat a klonokat keresték ki a
klonkonyvtarbol, melyek szekvencidja megegyezett a hidnyos szakasz el6tt és utan
talalhaté szekvencidk végeivel, majd ezeket a klonokat szekvenaltak. Ezaltal sikertilt
uygan kitolteni sok rést a genom szekvencidban, azonban korantsem az Gsszeset. Ez
masik kitoltd technika soran a vektorokba klonozott szekvencidkat két iranybol

szekvenaltak. Ezt nevezik paired-end szekvenalasnak.
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A human genom osszetétele

Human genom

3200 Mb
I
|| 1
Gének és génekhez :
kotott szekvenciak '”tergggg‘ﬁbms
1200 Mb
|
Szétszort Egyéb intergenikus
; Génekhez kotott Ze1sZ0 e
el [~ enciak ismetiodesek régiok
48 Mb 1152 Mb 1400 Mb 600 Mb
|
| | ]
Gén Intronok, Mikroszatellitak
Pseudogének |fra9mentek UTR régiok 90 Mb

LINE-ok LTR elemek
640 Mb 250 Mb

SINE-ok DNS transzpozonok

420 Mb 90 Mb

3. abra: A human genom osszetétele [16]

Abban az esetben, amikor egyik szekvencia sem mutatott atfedést a meghatarozni
kivant régioval, ,primer walking”-ot alkalmaztak. A moddszer soran az ismeretlen
régioval szomszédos ismert szekvencia végére terveztek primert. Az atirds utdn
megismert szakasz végére Ujfent tervezett primer segitségével megismerhetévé valtak
az eddig nem ismert szekvenciarészletek is. A fent emlitett modszerek segitségével a

teljes human genom szekvencigjat 2003-ra sikeriilt hianytalanul megfejteni (3. abra).

2.1.3. A Human Genom Projekt eredményeiként létrejott adatbazisok

A HGP kezdetekor felmeriild kérések kozott mar szerepelt a projekt soran
felhalmozd6do adatok tarolasanak és hozzaférhetdségének kérdése. A projekt altal
generalt nagymennyiségli adat taroldsanak legkézenfekvobb megoldasa a kiilonb6zo
adatbazisok voltak, nem csak nagy tarolokapacitasuk, hanem konnyli kereshetdségiik
miatt is. Az adatok hozzaférhetdségérdl kialakuld vitdk végeredményeként minden

eredményt és adatot publikussa tettek, mely igy megnyitotta a lehetdséget a kutatok

12



szamara a szabad felhasznalasra. A genomikai adatokat tartalmaz6 és azokkal foglakozo
adatbazisok megjelenése ¢€s elterjedése robbandsszert volt.
NCBI
A HGP kezdetekor mar megalakult az NCBI (National Center for Biotechnology

Information), mely biokémiai, molekularis biologiai és genetikai informaciokat tarolt. A
késébbikekben szdmos egyéb funkcidval boviilt, és online feliiletet kapott. A projekt
befejeztével ugrasszeriien megndtt a genomi adatokat kozlé adatbazisok és konyvtarak
szama [18].

HapMap — 2002

A HapMap projekt célja a human haplotipus térkép felallitasa volt, melynek
koszonhetden meghatarozhatdak azok a genetikai variaciok, melyek feleldsek lehetnek a
betegségek kialakuldsdért, kornyezeti faktorok ¢és a gyogyszerek altal kivaltott
hatasokért. A projekt keretein beliil olyan egy bazist érint6 eltéréseket kerestek (SNPs —
Single Nucleotide Polymophisms), melyek szerepet jatszhatnak a betegségek
kialakuldsédban. Az eltérések el6forduldsabol meghatarozhatoak a haplotipusok. A beteg
¢s nem beteg csoportok haplotipusainak Osszehasonlitasa soran felfedhetéek azok a
haplotipusok, melyek a betegségért feleldsek. A projektben szdmos populéciobol
szarmazo trio (beteg + a két sziil6) mintat elemeztek. Az eredményeket ingyenesen
elérhetévé tették mindenki szamara [19, 20].

ECARUCA - 2003

2003-ban létrehozott ECARUCA (European Cytogeneticists Association Register
of Unbalanced Chromosome Aberrations) egy ingyenes online adatbazis, mely a
kutatok szamadra citogenetikai, molekularis genetikai és klinikai adatokat tesz elérhetévé
a kiilonb6z6 kromoszoma rendellenességekrol [21].

DECIPHER - 2004

Nigel Carter (Wellcome Trust Sanger Institute) €¢s Helen Firth (Addenbrook’s
Hospital, Cambridge) altal Iétrehozott adatbazis, mely segit a molekularis
genetikusoknak, citogenetikusoknak és klinikai genetikusoknak az altaluk detektalt
kopia szam eltérést (CNV — Copy Number Variation) Osszefliggésbe hozni a klinikai
tiinetekkel [22].

DGV - 2004

Az 1j genomanalizaldo modszerek megjelenésével mar kimutathatéak voltak olyan
genomi eltérések, melyek detektalasahoz a Giemsa savozas ¢és a FISH

felbontoképessége nem elég nagy, azonban 50bp-nal nem kisebbek. Ezeket az
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eltéréseket strukturalis variansoknak nevezziikk. A 2004-ben alapitott DGV célja
ezeknek a strukturalis varidnsoknak a kozzététele és tarolasa. Az adatbazist egészséges
onkéntesek genomi adataival hoztak létre [23].

1000 Genomes - 2008

A human genetikai variaciok részletesebb megismerését szolgald projekt, mely
2008 januarjaban indult. Célja, hogy legalabb 1000 kiilonb6z6 etnikumokbdl szarmazo
ember mintait szekvenaljak, ezaltal arnyaltabb képet kapjanak a human genomr6l és

azok eltéréseirdl [24].

2.2. Genomanalizalo modszerek

A genomikai eltérések vizsgdlata mar a XX. szizad elején megkezdddott.
Kezdetben a kutatdsi célokra hasznalt modell organizmusokkal valo kisérletek sordn
fejlodtek ki kiilonféle festési eljarasok, melyek megkonnyitették a vizsgalni kivant
metszet/preparatum fénymikroszkdpos vizsgalatat. Ilyen festési eljards volt, az azota is
a citogenetikai laboratoriumokban széles korben elterjedt és hasznalatos Giemsa-festés.
A XX. szazadban az érdeklddés egyre inkabb a genetikai és genomikai eltérések felé
iranyult, igy a genomanalizald6 médszerek fejlédésnek indultak. A 1980-as évek elején
kifejlesztették a FISH-t (Fluoreszcens In Situ Hybridization), majd a 1990-es évek
elején a CGH-t (Comparative Genome Hybridization). A genomanalizald technikak

folyamatos fejlédése a modszerek felbontoképességének novekedésével jart egyiitt.

2.2.1. Kariotipizalas Giemsa festéssel és Giemsa savozas

Gustav Giemsa német kémikus és bakteriologus 1904-ben, tovabbfejlesztve a
Romanowsky-Nocht féle eozin-metilénkék festést azzal, hogy glicerinnel keverve
stabilizélta a festéket, megalkotta a késdbb rola elnevezett Giemsa festési eljarast. A
festési eljarast azota is hasznaljak a citogenetikai laborok. Az eljaras alkalmassa teszi a
kromoszoémakat mikroszkép alatti megfigyelésre. A kromoszoémak csoportokba
rendezhetdek méretiik és alakjuk szerint, melyet kariogramnak neveziink. A kariogram
elemzése soran felfedezhetéek a kromoszomak szdmbeli rendellenességei, mint a
kromoszoémavesztés vagy a tobbletkromoszomak. A GTG (Giemsa banding) savozas

soran a preparatumokat SSC oldattal vagy protedazzal kezelik, majd a készitményt
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Leishmann’s festékkel festik. Az eredményb6l mar pontosabban megéallapithaté a
kromoszéma részletek hianya (deléciok), tobblete (duplikaciok, inszerciok) vagy éppen
azok orientdcioinak megvaltozasa (inverzidk), tovabba a transzlokaciok is
meghatarozhatoak, illetve azok toréspontjanak (megabazisos pontossaggal)

megallapitasat is lehetdvé teszi a G-savozas [25].

2.2.2. Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)

A FISH metodikajat eldszor 1982-ben publikaltak [26]. A moddszer soran
fluoreszcens jel6lésti probakat hibridizalunk a kromoszomakhoz. A specifikusan
megtervezett FISH probak csak a veliik komplementer régidhoz kotddnek. A jel
megléte, hianya, vagy mas lokalizacidban torténd megjelenése fontos informécioval bir.
Klinikai genetikaban az egyik legelterjedtebb mddszer az olyan ismert mikrodelécios
szindromak kimutatasaban, mint pl. a Prader-Willi szindroma, Angelman szindroma,

22011.2 delécios (DiGeorge) szindroma vagy a Cri-du-chat.

2.2.3. Comparative Genome Hybridization (CGH)

Els6ként Kallioniemi és munkatarsai [27] alkalmaztak a technikat arra, hogy
tumor sejtekben tudjanak kimutatni genetikai eltérést. 1993-ban de Manoir és
munkatarsai mar a genomi DNS fragmenteket kiilonb6z6 fluoreszcens festékekkel
jelolték, melynek hatasara a modszer egy jol felhasznalhaté komparativ technikéva valt
[28].

A modszer soran normal metafazisos kromoszoéma preparatum késziil. A kontroll
mintakbol és a vizsgalando (pl. tumor sejtek) mintakbol DNS-t izolalunk. A DNS-eket
kétféle fluoreszcens festékkel jeloljiik meg. Jelolés soran a DNS-t DNazzal kezeljiik,
igy egyszalu torések keletkeznek azon. A jelolés tovabbi 1épéseként a mintdhoz és a
referencidhoz adjuk a fluoreszcens festékkel jelolt nukleotidokat, melyeket a DNS
polimerdz I 5°-3’ exonukledz aktivitdsa révén, az egyszall torésektdl 3° irdnyba Uj,
fluoreszcens festékkel jeldlt nukleotidokat épit be. A DNS polimeraz I a folyamat végén
(nick translation — bevagas elmozdulas) egy 10j diszkontinuitast hoz 1étre a DNS szalon,
melyet DNS ligaz kezeléssel hoznak helyre [29]. A jelolés a jel616 molekulatol fiiggéen
lehet direkt, vagy indirekt. Direkt jelolésnél kozvetleniil a nukleotidokat jeloljiik, mig
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indirekt jel6lésnél fluoroforral jelolt antitestekkel jelolnek. A mintdkat nem jel6lt Cot-1
DNS-el kezeljik, ami blokkolja a repetitiv szakaszokat, melyek a kiillondsen a
centromérakban ¢és telomérakban fordulnak eld nagy gyakorisaggal. Ha ezek a
szakaszok nincsenek blokkolva, képesek hamis eredményt adni a vizsgalat
kiértékelésekor. Hibridizacid sordn a két jelolt DNS-t (minta és referencia)
hibridizaltatjuk a normdl metafdzisos kromoszéma preparatumhoz, majd az elkésziilt

preparatumot fluoreszcens mikroszkop alatt értékeljiik [30].

2.3. Array Comparative Genome Hybridization (aCGH)

Az adatbazisok létrejottének koszonhetden kialakultak olyan ujgeneracids
modszerek, melyek lehetdvé tették a humén genom gyorsabb, olcsobb ¢és konnyebb
vizsgalatat. A 2000-es évek elején indultak utnak a microarray technologiara épiild
modszerek, mint az aCGH, mely a hagyomanyos CGH és a microarray technoldgia
elegyébdl sziiletett.

A HGP -nek koszonhetéen, minden egyes szekvencianak tudtdk a pontos
elhelyezkedését a genomban, minek kdszénhetéen nem volt mar sziikség a kromoszéma
preparatumra ahhoz, hogy a hibridizaltatni kivant jelolt DNS fragmentumok
bekotddésének pontos helyét meghatarozzak. A hagyomanyos CGH felbontési
képessége nagyjabol 5-10 Mb volt, azonban a human genom adatokat tartalmazé
adatbazisoknak koszonhetéen ¢és a mikrotechnika robbanasszerii fejlédésének
segitségével létrehozhaté volt egy sokkal nagyobb felbontoképességli genom
hibridizacios technika, az array CGH.

A teljes genomot reprezentald probakat szintetizalas soran hozzak 1étre, melyeket
egy targylemez méretli livegfeliiletre kotnek ki. A lemez feliiletére kikotott probak
pozicidja és szekvencidja ismert. Egy proba mérete akar a 60 bp-os hosszlisagot is
elérheti. A probak altal lefedett genomialis szakaszok kozti tavolsag (felbontas
mértéke), fligg a lemez feliiletén vizsgalni kivant mintdk szadmatol, a vizsgalathoz
szlikséges felbontds mértékétdl, illetve a gén tartalmt régioktol és az intragenikus
régioktol. Egy nagy felbontdsi array lemez esetében a felbontds (milyen kozel
helyezkednek el a probak altal lefedett genomialis szakaszok egymdashoz viszonyitva)

akar a 2 kb méretet is elérheti. A probakbdl 2, 4 vagy akar 8 kopia is kikothetd, aminek
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koszonhetden tobb minta elemezhetd, azonban az egy lemezen vizsgalt mintdk
szdmanak novelésével egyidejlileg az egy mintara esé probak szama csokken.

A modszer soran, akarcsak a hagyomanyos CGH esetében, a vizsgalni kivant mintank
mellé sziikségeS egy nemben megegyezd referencia DNS is. 1zolalas soran periférias
vérbdl nyert genomi DNS-t restrikcios enzimek segitségével fragmentaljak. A minta és
referencia DNS fragmenteket kiilonb6z6 fluoreszcens festékkel jelolték. A minta DNS
jelolésére hasznalt fluoreszcens festék Cyanine (Cy5), mig a referencia DNS-ek
jelolésére a Cyanine (Cy3) szolgal. Bizonyos gyartok esetében a forditott jelolés is
elterjedt. A minta és referencia DNS-cket egyidejiileg viszik fel a lemez feliiletére és
hibridizaltatjak a lemezen kikotott probakhoz. A lemezt egy 1ézer scanner segitségével
olvassak be. A scanner altal generalt 1ézer megvilagitja a lemez feliiletére kikotott
probakhoz hibridizalt fluoreszcens festékkel jelolt fragmenteket. A scanner detektora a
1ézer hatasara felvillano festékek intenzitasat detektalja. A scanner ezt a miveletet a
lemez teljes feliiletén elvégzi, és minden probapozicidban detektdlja a fluoreszcens
jeleket. Abban az esetben, ha a két festék intenzitdsa megegyezik, az adott prébahoz
hibridizalt genomi fragmentek dozisa megegyezik. Amint ez az irany -eltolodik
valamelyik festék jelintenzitdsdnak irdnyaba, ugy deléciorol vagy duplikaciorol

beszélhetiink.

Fontos megemliteni, hogy a technika nem alkalmas minden genomi eltérés
detektalasara. Technik4jabol adoddan az array CGH moddszer a genomban eléforduld
kopiaszam eltéréseket, doziseltéréseket képes detektalni. A modszerrel transzlokaciok
toréspontjai is meghatarozhatéak, mig azok kiegyensulyozatlanok (kiegyensulyozott

transzlokacio esetében nincs doziskiilonbség a genomban).

2.4. Genomialis betegségek

A 1990-es évek elején, mikor a Human Genom Projekt kezdetét vette, a kutatok
még ugy vélték, hogy a human genom szekvenciajanak variansai (SNP) allhatnak a
legtobb megbetegedés hatterében. A HGP lezarasaval és a hibridizacios technikak
rohamos fejlodésével egyetemben ez a nézet is valtozni latszott. A szekvenalasi
technikdk fejlédésével a human genom teljes szekvenaldsa mar alig egy hét alatt

kivitelezhetd, azonban az ezekbdl az eredményekbdl nyert adatok sem adnak véalaszt a
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betegségek kialakulasanak nagy részére. Napjainkban a szemlélet valtozoban van: a
genetikaval foglalkozo kutatok figyelme egyre inkabb a genomika irdnyaba fokuszal.

A genomi szerkezetben torténd valtozasok kiilonb6z6 mechanizmusokon
keresztiil jatszodnak le, melyek alapjan kiilonboz6 tipusokba sorolhatéak. Harom olyan
fo tipust kiillonboztetiink meg, melyek DNS atrendezddéssel jarnak, kdszonhetden a

homolog rekombinacionak és a LCR (low copy repeat) szakaszoknak [31-35].

2.4.1. Tandem ismétl6do gének

A tandem ismétlodo gének esetében a gének elhelyezkedése egymast kovetd, azaz
tandem format kovet, mely igy szubsztratként viselkedik a homoldg rekombindcid
soran. Masik esetben a génnel szomszédos szekvencidk ismétlédnek, és ezek az
1smétlodo repetitiv szakaszok vesznek részt szubsztratként a rekombinacidoban. Az
1smétlddd szekvencidk rekombinécidja soran létre johet haploinszufficiencia, amikor az
egyik génkopia elveszik, illetve olyan rekombinans hibrid gének is, melyek
megvaltozott tulajdonsaggal birnak. Az egyik elsé felismert, ezen a mechanizmuson

crer

eredménye.

Az a-globin gén klaszterben elhelyezkedd X, Y €és Z homolog szakaszokat nem
homolog szakaszok valasztjak el egymastol. Ezek a homolog szakaszok az evolucio
soran duplikalodott szakaszok. A meidzis soran bekdvetkezd kromoszéma eltolodas
eredményeként a homolog szakaszok kozott kialakuld reciprok rekombinaciéo az o-
globin gén kopiaszam valtozasaval jar. Akik egy a-globin kopiat tartalmazd 16-0s

kromoszomat 6rokolnek, azoknal manifesztalodik a betegség [34].

2.4.2. Géntol fiiggetlen repetitiv szakaszok

Ebben az esetben a fenotipusért felelds géntdl tavolabb, fizikalisan kiilonalld
repetitiv szakaszok jatszanak szerepet, mint a rekombindcid szubsztratjai. A repetitiv
szakaszok kozrefogjdk a fenotipusért felelés dozis szenzitiv gént vagy géneket. A

cres

kiesésé¢hez, vagy annak megdupldzddasdhoz. Ezen a dozis szenzitivitdson keresztiil
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alakul ki a Charcot-Marie-Tooth 1A tipusa is és a HNPP (Hereditary Neuropathy with
liability to Pressure Palsy) (4. abra).

PMP22

CMTI1A-REP ] - ~

» CMT1A-REP

PMP22
@ Egyenldtlen Crossing Over

PMP22 CMT1A-REP

CMT1A-REP
>< PMP22 CMTI1A-REP

CMT1A-EEP

Rekombinacio @ E:> |:>

lehetseges kimenetelei @

CMT1A duplikacio HNPP delécio

W U

PMP22 PMP22 CMTI1A-REP

\H—E—- Sl

CMT1A-EEP

4. abra: CMT és a HNPP kialakulasa [33, 36]

A repetitiv szekvenciak, melyek jelen esetben a CMT1A-REP szekvencidk, a PMP22-es
gént fogjak kozre. Amikor az egyenldtlen crossing over lejatszodik, végbemehet a
PMP22 gén duplikacidja és delécidja is. Duplikacio soran a Charcot-Marie-Tooth 1A
tipusa, delécio esetén a HNPP alakul ki [34].

2.4.3. Inverz ismétlodések

Az inverz ismétlédések olyan ismétlodések, melyek egymas iranyultsagara
forditottak. A forditott ismétlédések kozti rekombindcido sordn, amikor az egyik
ismétlédé szakasz a génben taldlhatd, inverzid jon létre, mely megvaltoztatja a gén
integritasat ¢és funkciondlisan inaktivva teszi. Az egyik leggyakoribb betegség, mely

ezen a mechanizmuson keresztiil alakul ki, a Hemophilia A (5. abra).
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5. abra: VIII-as faktor inverziéja [37, 38]

A VIII faktor génjének 22. intronjaban taldlhato egy intron nélkiili gén, a F8A,
melynek transzkripcids iranyultsaga az ellenkez6je a VIII faktorénak. Az F8A génnek
két tovabbi kopidja upstream irdnyban 500 kb tavolsagra talalhat6. Az VIII faktor 22-es
intronjaban talalhaté F8A gén és a 2 tovabbi kopidja kozti rekombinécid soran a VIII

faktor 1-22 exonja inverzion esik at [34].

2.5. CNV-k (Képiaszam eltérések)

Az elmult évtizedben végzett genomanalizisek sordn szamos olyan régid volt
felfedezhetd, melyek tobbszords kopiaszamban fordulnak elé a genomban. Ezek a
régiok a kilobazisos mérettl a megabazisos méretekig terjedhetnek. Ezeknek a
szakaszoknak a kopiaszamaban bekovetkezd valtozasait egységesen kopiaszdm

variacioknak (copy number variations — CNVs) nevezzik. A CNV-k nagyszamu
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eléforduldsa a genomban, a populdciés genom diverzitds egy fontos mozgatorugoja,

azonban ezek az eltérések allhatnak sok esetben a genomidlis betegségek hatterében is.

2.5.1. CNV-k tipusai

Szamos human megbetegedéssel foglalkozéd kutatas eredményeinek kapcsan két
fajta CNV csoport volt megfigyelhet6. Az elsé csoportba tartoznak azok a CNV-K,
melyek frekvencidja a populaciokban meghaladja az 1%-ot. Ezek a diploid genomban
0-30 kopiaszamban fordulnak el6. A CNV-k ezen csoportjat egységesen CNP-knek
vagy kopiaszam polimorfizmusoknak (copy number polymorhisms — CNPs) nevezik. A
masik csoport a ritka CNV-k csoportja, ahol a CNV-k mérete nagyobb (t6bb mint 100
kb), azonban eléfordulasukat tekintve ritkdnak mondhatoak a populacidéban (kevesebb,

mint 1%). A diploid genomban 1-3 koépiaszamban fordulnak el6 [35, 39].

25.1.1. Ritka CNV-k

A ritka CNV-K tovabbi két tipusra oszthatoak, a rekurrens és nem rekurrens CNV-

kre.
A) B)
Rekurrens CNV-k Nem rekurrens CNV-k
. —-————— — .
L L . :
LCR medidlta LCR medidlta LEGKISEBB
téréspont tiréspont ATFEDO REGIO

Il — Dozisszenzitiv gén/ek

I  — Szegmentilis duplikiciok (SD) = LCR-ek

6. abra: Rekurrens és nem rekurrens CNV-k [39]
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A rekurrens CNV-k kozel azonos méretliek, és toréspontjaik is megegyeznek.
Utobbiak bizonyos LCR régiokhoz kotottek. Ezzel ellentétben a nem rekurrens CNV-k
toréspontjai ritkdn esnek ugyanabba a pozicidba, és méretiik is nagymértékben eltér.

A nem rekurrens CNV-k esetében az eltéré6 méretii CNV-k atfedbek, ezaltal egy
koz0s genomialis régiot tartalmaznak. Ebben a k6zos régioban talalhatd dozis szenzitiv

gének kifejezodésének mértéke allhat a megfigyelt fenotipus hatterében (6. abra) [39].

2.5.2. CNV-k kialakulasanak mechanizmusai

2.5.2.1. Rekurrens CNV-k kialakulasa (NAHR mechanizmus)

A rekurrens CNV-k kialakulasiban a NAHR (non allelic homologous
recombination/nem allélikus homolog rekombinéacid) jatszik oridsi szerepet. A NAHR
mechanizmus mikddése a szegmentalis duplikaciok, mas néven LCR régidkhoz kotott
(7. dbra). Az LCR régiok a teljes human genom 5%-at teszi ki. Az LCR blokkok tobb
mint egy kilobazis hossziisaguak, és egymashoz viszonyitott szekvenciajuk homoldgiaja
tobb mint 90%. Ha az LCR blokkok szekvencia homologiaja eléri a 97%-ot, és a
blokkok egyazon kromoszoman kevesebb, mint 10 Mb tavolsagra helyezkednek el
egymastol, akkor a hibas meidzis vagy mitozis folyaman egyenldtlen crossing over
mehet végbe, melynek eredménye lehet duplikacio és delécid is. Ha az LCR blokkok
iranyultsdga egymassal ellentétes, akkor a NAHR soran inverzi6 jon létre, ha pedig a
homolog LCR szakaszok egyike egy masik kromoszoéman helyezkedik el, transzloké4cio
jatszodik le. Eredményeként Iétre jon egy rekurrens CNV, melyet két oldalrol LCR
blokkok hatarolnak. A szegmentalis duplikaciokban gazdag teriiletek a genomban a
genomi atrendez6dés forropontjai (hotspotjai). A NAHR nem egyenletesen oszlik meg
az LCR régiok kozott, hanem klaszterezddik az LCR-ekben gazdag forropontok
(hotspotok) kozelében. A NAHR események nyoman gyakran alakul ki a DNS kettés
szaljanak torése (double strand break — DSB). NAHR mechanizmus lejatszodhat a
csiravonalban, ahol az atrendezddés a genomialis betegség kialakuldséért tehetd
feleldssé, illetve a szomatikus sejtekben, ahol az atrendezédés a kiilonféle malignus

elvaltozasok kialakulasaban jatszik szerepet [39, 40].
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7. abra: A nem allélikus homolog rekombinacio [41]

2.5.2.2.  Nem rekurrens CNV-k kialakulasa (NHEJ, FoSTeS)

Bizonyos nagyfokt hasonlosagot mutatd ismétlddé szekvenciak esetében, mint az
Alu (Arthrobacter luteus-ban detektalt ismétlodé DNS kopiak) és LINE (hossza
szétszort ismétlddések) szekvencidk, a NAHR bizonyos esetekben képes nem rekurrens
CNV-k kialakulasat medialni. A tobbi nem rekurrens CNV kialakuldsa magyarazhat6 a
nem homolog end-joining (non-homologous end-joining - NHEJ) és a fork stalling and

template switching (FoSTeS) mechanizmusokkal [40].

2.5.2.2.1. NHEJ (Nem Homolog End-Joining)

A nem homoldég end-joinig mechanizmus két eltérd Utvonalra oszthatd. A
klasszikus NHEJ-ra és az alternativ NHEJ-ra (8. abra). A klasszikus nem homolég end-
joining (cNHEJ) mechanizmus soran a kett6s szali DNS-en torés keletkezik (double
strand break — DSB). A torés soran mindkét DNS szal elhasad, ezek javitasat a CNHEJ
mechanizmus végzi. A kett6s szal javitasat a rendszer 4 1épésben valdsitja meg: 1. a
kettos szaltorésének detektalasa, 2. molekularis athidalas a torott DNS szal mindkét
végén, 3. a két vég modositasa olymddon, hogy kompatibilisek legyenek a ligalaskor, 4.

a végso ligalas. A ligalashoz sziikséges a DNS szdlak végeinek modositdsa, mely
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ilyenkor plusz nukleotidokat kaphat, vagy épp veszithet el. A cNHEJ végeredményében
az eredeti szekvencia megvaltozasaval jarhat, azonban ez csak néhany nukleotidot érint.
Mivel a cNHEJ-hoz nem sziikséges LCR régidé vagy egyéb homolog szakasznak a
megléte, ezért ez a folyamat nem kothet6 egy bizonyos pozicidhoz [39, 42].

A nem homolog end-joining mésik utvonala az alternativ NHEJ (altNHEJ). Ennél
az Utvonalnal a kettés torés felismerése utdn egy nukledz a toréstdl 5°-3’ iranyban
hasitja a DNS kettds szalat. A torésnél igy mindkét szalnal egy hosszabb szabad vég
alakul ki. Ha ezek kozott a végek kozott mikrohomologia (2-4 bp) all fenn, akkor a két
szal Osszekapcsolodik, és megkezdddik a szalak ligalasa. Az altNHEJ révén olyan
nagyobb méretii CNV-k alakulhatnak ki, melyek a nem rekurrens CNV-k egy kisebb
hanyadat alkotjak [43].

NHEJ
Nem Homolog Viégek Osszekapesoldsa

5? 3!

: DSB 7
Klasszikus NHEJ / H Alternativ NHEJ

l PARPL

MRE11

v-HZ2AX o complex
Py Végek '*'{g. otése
W) oo P 2k ek
— v Molekuldris dathidalds
DNS-PE MRE11
complex l
:(D' T Végek modositdsa

l

XRCC4-Ligase IV-XLF

<

Minimalis DNS vesztés
cis repair
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I':rc:,

<

DNS vesztés
transzlokacio

8. abra: Klasszikus NHEJ és alternativ NHEJ [44]
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2.5.2.2.2.

FoSTeS (Fork Stalling and Template Switching)

A nem rekurrens CNV-k egy hanyada a FoSTeS mechanizmus révén jonnek létre.

Ez a rendszer felel6s a komplex genomi atrendez6dések nagy részéért a genomban (9.

abra). A replikaciés villa keletkezése utan a replikacié egy bizonyos szakaszon megall.

Az addig Gjonnan szintetizalodott lemaradd DNS szal kiszabadul a replikacios villabal,
¢s bekotddik a fizikailag kozel elhelyezkedd mésodik replikacios villaba (9. dbra/A) . A

kotédés a lemarado szal szekvencidja €s a masodik replikéacios villa szekvenciajanak

mikrohomologiaja révén torténik. A Poll és a ligaz révén az eredeti lemaradd szal a

masodik replikacids villa lemarad6 szaljahoz kotédik. A lemaradd szal még szamos

esetben képes 1j replikacios villakat megtamadni (9.abra/B,C), mielétt visszatérne az

eredeti templatszalhoz, és befejezné a replikaciot (9.abra/D) [45].

FoSTeS

Replikacios Villa késleltetés es Templat Valtas

A)

D)

B)

9. abra: FoSTeS mechanizmus [40]
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2.6. Az array CGH vizsgalat elvégzésének feltételei, a célcsoport

kivalasztasa

Vizsgalataimhoz azokat a betegeket valasztottam ki, akiknél pszichomotoros
elmaradas ¢és i1zomhipotonia mellett agyi malformacié és/vagy szivfejlodési
rendellenesség, valamint ndvekedési elmaradés is észlelhetd. A beszéd késése, hianya,
az epilepszia, valamint a sztereotip kézmozgas szintén fontos szempontot képviselt. A
kivalasztott betegeknél a tiinetek alapjan kezdeményezett rutin diagnosztikai eljarasok

soran a fenotipus hatterében allo koroki eltérés nem volt kimutathat6.
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3. CELKITUZESEK

Vizsgalataim elvégzéséhez 140 mintat gyljtottiink ossze a PTE Orvosi Genetikai
Intézet Genetikai tanacsadasan tObbszoros fejlodési rendellenség miatt vizsgalt
betegekt6l, amely mintakat array CGH modszerrel vizsgaltunk.

A vizsgalat soran célom volt:

= az olyan koros fenotipust mutaté komplex fejloddési rendellenességben szenvedd
betegek varhatd6 genomi -eltéréseinek detektalasa, akiknél a hagyomanyos
kromoszémavizsgalat normal kariotipust mutatott;

» akimutatott eltérések altal érintett gének, genomi régiok funkcidjanak elemzése a
szakirodalom és a publikus adatbdzisok adatainak segitségével;

= az ¢érintett génekre vonatkozd irodalmi adatok elemzése a megvaltozott géndozis
hatasanak értékelése szempontjabol;
szakirodalomban k&zolt, hasonld fenotipussal és eltéréssel rendelkezé esetekkel;

» a fenti Osszehasonlitds alapjan tovabbi adatok gyiijtése annak megallapitasara,
hogy a hasonld esetekben mely sziikebb régid, illetve melyik érintett gén lehet
felelOs a fenotipusos eltérésekért;

* a talalt eltérések (CNV-k) tipusanak meghatarozasa, és azok Osszehasonlitdsa a
szakirodalomban kozolt esetekkel, illetve az eltérések tipusaira jellemzé vonasok
0sszehasonlitasa;

= 3 ritka CNV-k tipusainak Osszehasonlitasa szakirodalmi adatokkal a klinikai
tiineteken keresztiil.

= A feltart genomi eltérések €s a megfigyelt fenotipus alapjan az array CGH
vizsgalat indikéacidjanak pontosabb meghatirozasa a tobbszords fejlédési

rendellenesség altal érintett betegek csoportjan beliil;
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Vizsgalati anyag

A kivalasztott betegek és csaladtagjaik részletes fizikalis vizsgalata, valamint a
mintavétel genetikai tanacsadds keretében, tajékoztatas és a vizsgalatba valo
beleegyezésiik utan tortént. A laboratoriumi vizsgalatok céljara 8-12 ml EDTA-val

alvadasgatolt vénas vért vettek, amelyek feldolgozas utan biobanki tarolasra kertiltek.

4.2. DNS izolalas

A DNS izolalast Omega E.Z.N.A. Blood Maxiprep kittel végeztiik, mely alkalmas
nagy mennyiségli (akar 20ml) vérbol valo DNS izoldlasara. A DNS kotd filteres
oszlopok kapacitasa 1,5 mg DNS.

HiBind DNA Maxi Columns DNS kot6 oszlopok 50 db

50 ml Collection Tubes 50 ml-es gytijtécsovek 50 db

Buffer TL TL puffer 160 ml
Buffer BL BL puffer 600 ml
Buffer HB HB puffer 300 ml
Equilibration Buffer Ekvilibral6 puffer 2x85ml
DNA Wash Buffer DNS mosoépuffer 3x 100 ml
RNase A RNaz A 2,2ml
OB Protease OB proteaz 300 mg
Proteinase Storage Buffer Proteinaz tarold puffer 20 ml
DNA Elution Buffer DNS eluciés (leoldd) puffer 120 ml

1. Hasznalat el6étt az OB Proteinazt Proteinaz Tarold Pufferben feloldottuk (10
mM; pH 8,0)
2. DNS mosopufferhez 400 ml abszolut alkoholt adtunk
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e Abszolut alkohol
e |zopropanol

e 50 ml-es centrifuga csdvek

DNS izolalas:
protedzt adtunk a vérhez. Ha a vér mennyiség kevesebb volt, mint 10 ml, akkor 10mM
Tris-HCl-val, PBS-sel vagy Elucios pufferrel egészitettiik ki a térfogatat. A mintakhoz
vortexelés utan 10,2 ml BL puffert adtunk, majd ismételten vortexeltiik (5 perc. 20 ul
RNaz A hozzédadasa utan 70 °C-on 10 percig inkubaltuk a mintdkat. A lizdtumhoz 10,3
ml etanolt vagy izopropanolt adtunk, majd alapos vortexelés utan a csd tartalmat egy
HiBind DNA Maxi Column oszlopra vittik fel, amit egy 50 ml-es gyiijtécsébe
helyeztiink. Az oszlopokat 4000 g-n centrifugaltuk 5 percig, hogy a filter adszorbedlja a
lizditumban 1évé DNS-t. Az oszlopon atfolyt oldatot, illetve az ennek a gylijtésére
hasznalt gyiijtécsovet a centrifugalas végeztével eldobtuk.
az oszlop feliiletére. Az oszlopokat 3000 g-n 5 percig centrifugaltuk, majd az atfolyo
folyadékot eltavolitottuk a gyiijtdcs6bdl. Az oszlopot visszahelyeztiik a gylijtdcsdbe,
majd 15 ml DNS moso puffert pipettaztunk az oszlopra. Ismételt centrifugalasi (3000
g-n 5 perc) 1épés utan az atfolyd folyadéktol megszabadultunk. Kovetkez6 1épésként az
oszlopra 10 ml DNS mos6 puffert pipettaztunk és 3000g-n 5 percig centrifugéltuk. Az
atfolyo folyadékot eltavolitottuk. A mosas utolsd Iépéseként meg kell szabadulnunk a
teljes moso puffer mennyiségtdl, igy az oszlopot most mosoé puffer nélkiil centrifugaltuk
(széarazon) 4500 g-n 10 percig.
mentes centrifugacsdbe, majd 1 ml 70 °C-os eltcioés puffert (1 mM Tris-HCI, pH 8,5)
vittiink fel az oszlopra. 3-5 perc szobahdn vald inkubalds utan az oszlopokat
lecentrifugaljuk 4500 g-n 5 percig. A filteren keresztiil folyo elucios puffer eltavoltitja a
filter feliiletére kikotott DNS-t.

A hatékony DNS visszanyerés érdekében az elucids 1épést meg ismételtiik.
Mindegyik elucids 1épes soran, az oszlopon megkotdtt DNS 60-70%-a nyerhetd vissza.

Az ismételt elucios 1épést kovetden ez az érték 80% feletti.
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DNS tisztitasa:

srer

ellendriztiik. Amennyiben a DNS tisztasaga nem érte el az altalunk kivant értéket, a
DNS-t tovabb tisztitottuk. Erre Macherey-Nagel NucleoSpin gDNA Clean-up
Purification Kit-et alkalmaztuk.

e 50 db filter
e 50 db gyiijtéesd (2 mL)
e | db DB buffer (k6té puffer — 25 mL)
e 1db DW buffer (mos6 puffer — 25 mL+hasznalat el6tt hozzaadni 60 mL etanolt)
e 1 db DE buffer (elucios puffer — 15 mL
o DE buffer: 5 mM Tris/HCI, pH 8,5)

A protokollt kovetve 150 ul tisztitasra varo DNS-hez 450 pl DB puffert adtunk.
Kisebb kiindulasi térfogat esetén a DNS-t vizzel egészitettiik ki 150 pl-re. Masodik
lépésként az elegyet a NucleoSpin gDNA Clean-up oszlopra (filter+gylijtécsd)
pipettaztuk, majd 11.000 g-n 30 masodpercig centrifugaltuk. Ebben a 1épésben a filterre
kikotodik a DNS.

A mos6 Iépések soran 700 pl DW puffert pipettdzunk az oszlopra és
megismételjiilk a centrifugalast az el6z6 1épésben alkalmazottaknak megfeleléen. A
centrifugdlds soran a gyljtécsdbe atfolyd mosd puffert a centrifugéalds végeztével
kiontottiik, majd a filtert visszahelyeztiik. A moso 1épést megismételtiik. E folyamat a
filter feliiletére kikotott DNS megtisztitdsara szolgal. Ilyenkor a mos6 pufferek a DNS-
en kiviil minden szennyezddést kimosnak a filterbdl és a DNS-bAl.

A mosas utan a tisztitdé oszlopot 11.000 g-n 1 percig centrifugaltuk, a
maradékfolyadék eltavolitasa céljabol. Utolso 1épésként a DNS-t 50 ul DE pufferrel 1
perc szobahdn valé inkubalas utdn 11.000 g-n 30 masodpercig centrifugalassal
eltavolitottuk egy Eppendorf cs6be. A DNS tisztasagdt NanoDrop segitségével

ellendriztiik. Sziikség esetén a tisztitasi folyamatot megismételtiik.
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4.3. G-savos kromoszomafestés

A komplett taptalajt felolvasztottuk, szétadagoltuk 4 ml-ként tenyésztocsovekbe,
majd -20 °C-on taroltuk.
Na-Heparinattal alvadasgatolt periférias vért hasznaltunk. Két tenyésztécsdben 4-4 ml
taptalajt olvasztottunk fel, és 5-5 csepp vért cseppentettiink bele steril koriilmények

kozott.

° Lymphogrow medium
° Lymphochrome medium
° Antibioticum-Antimycoticum

° [Trypsin-EDTA (1x)]

° 10pg/ml Colcemid solution
° [L-Glutamin 200 mM]

° Phytohemagglutinin M

° Heparin

° Hypotonizal6: 0,075 M KCl
) Fixalo6: metanol €s100 %-os ecetsav (for HPLC) 3 : 1 aranyu keveréke
° Weise puffer a Giemsa festékhez 1000ml: 1,14 g dinatrium- hidrogénfoszfat
0,49 g kalium-dihidrogénfoszfat
° 2 x SSC 1000ml: 17,5 g NaCl
8,82 g Na-citrat
° Leismann’s festék: 0,3 g festék és 200 ml metanol. 3 napig vizfiirdében torténd

melegitéssel (65°C) segitjiik az oldodast.

A csoveket 37 "C-os termosztatba helyeztiik, 72 oraig inkubaltuk. Két 6raval a
feldolgozas kezdete elétt 2 csepp Colcemidet adtunk a sejtkultardhoz, ezzel
metafazisban blokkoltuk a sejtosztddast, majd Gjabb két 6rara a 37 °C-0s termosztatba
helyeztiik. El6készitettiik a hypotonizalashoz (37 °C) és a fixalashoz (4 °C) az oldatokat.
A blokkolasi id6 lejartaval, a mintat lecentrifugaltuk (10 perc 2000 rpm, szobahdn) és a
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feliiltiszot eltavolitottuk. Az tiledékhez hypotonizalo oldatot adtunk, majd 30 percig 37
°C-on inkubaltuk. F¢l ora elteltével a mintat lecentrifugéltuk, a felilluszo nagy részét
vizsugar szivattytval eltavolitottuk, az iiledékre enyhe razogatas mellett fixalot
pipettaztunk, majd ismételten 2000 rpm-en lecentrifugaltuk. A folyamatot addig
ismételtiik (kb. 3X), amig tiszta szuszpenzidt nem kaptunk. Ezutan a mintat -20 °C-ra
tettiik 20 percre. Ujabb centrifugalas utdn a feliiluszo egy részét ismét leszivtuk. Az
iiledéket felszuszpendaltuk, majd a szuszpenziobdl 1 cseppet 4 tisztitott targylemezre
helyeztiink.

(festokiivettaba 80 ml Giemsa festéket toltottiink, a kicseppentett lemezeket
beleallitottuk 15 percre, majd desztillalt vizzel ledblitettiik), szdradds utdn mikroszkop
alatt értékeltiik: 15 metafazisban 1év6 kromoszomat megszamoltunk, majd csoportokba
soroltuk Oket.

A Giemsa festés ¢s értékelés utan G-sdvozdst végeztiink: a preparatumbol ijabb
targylemezre cseppentettiink, majd 24 6ran keresztiil allni hagytuk. Ezutdn 2,5 6réra
65°-0s 2 x SSC oldatot tartalmaz¢ festdkiivettaba allitottuk. A savozott készitményt
Leishmann’s festékkel kezeltiik. A mikroszkopos elemzés soran minden mintabdl 5

kariotipust készitettlink.

4.4, Metafazis FISH

A vizsgalatra human periférias vért hasznaltunk. A 2x4 ml phytohemagglutinint
tartalmaz6 taptalajhoz (Chromosome Medium 1A) egyenként 5 csepp vért adtunk, majd
Osszerazas utan a 37 °C-os termosztatban 72 6ran keresztiil inkubaltuk. A kultarahoz a
vizsgalatot megelézéen 2 oraval colcemidet (0,1 pg/ml) adtunk. A sejtek
hipotonizalasat 37°C-on 30 percig 0,075 M KCl-os oldattal végeztiik, majd fixaloval
tobbszori atmosassal fixaltuk (3:1 ardany( metanol és jégecet elegy). A preparatumot -
20°C-ra helyeztiik min. 30 percig, majd targylemezre cseppentettilk ki a sejteket. A
preparatumokat a vizsgalat elvégzéséig -20°C-on taroltuk.

A vizsgalati folyamat elsé Iépéseként a -20°C-on tarolt preparatumokat

szobahdmérsékleten felmelegitettiik.
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20 x SSC: 3 M NaCl, 0,3 M Na-citrat (pH 7,0)

10 x PBS: 137 mM NacCl, 27 mM KCI, 80 mM NayHPO,, 15 mM KH,PO, (pH
7,0)

10 % Tween 20

1 M MgCl,

10 % pepszin

1 N HCI

70 % - 90 % - 100 % etanol

DAPI magfestés: 125 ng/ml antifade mounting mediumban oldva

Munkaoldatok:

2 X SSC (500 ml): 450 ml desztillalt viz + 50 ml 20 x SSC (pH 7,0)

1 x PBS (1000 ml): 900 ml desztillalt viz + 100 ml 10 x PBS (pH 7,0)
MgCl,/PBS (500 ml): 480 ml 1 x PBS + 20 ml MgCl,
MgCl,/PBS/formaldehid (100 ml): 100 ml MgCl,/PBS + 1 ml formaldehid

majd azt kdvetden fixaltuk. A munkafdzisokat festokiivettdban végeztiik.

1.
2.

© © N o g &

Mosés 2 x SSC oldatban: 3 x 3 perc

Mosés 1 x PBS oldatban: 1 x 3 perc

Emésztés: 100 ml desztillalt viz és 1 ml 1 N HCI elegyét 37°C-ra
elomelegitettiik, majd az emésztés megkezdése elétt 25 ul 10 %-0s pepszin
oldatot kevertiink bele: 10 percig inkubaltuk 37°C-on.

Mosas 1 x PBS oldatban: 3 x 3 perc

Mosas MgCl,/PBS oldatban: 2 x 3 perc

Fixalas MgCl,/PBS/formaldehid oldatban: 1 x 10 perc

Mosas 1 x PBS oldatban: 1 x 3 perc

Dehidralas jéghideg felszallo alkoholsorban (70 - 90 — 100 %): 1 — 1 perc

Lemezek szaritasa szobahOmérsékleten
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Az elokezelt lemezek hibridizaciora alkalmas teriileteit faziskontraszt
mikroszkoppal vizsgaltuk, majd a kivalasztott teriiletet a targylemez karcolasaval
jeloltiik.

Denaturalas és hibridizacio: az altalunk hasznalt codenaturacidés modszer szerint a
fluorochrome vagy haptén jeldlésti probahoz hibridizécios puffert adtunk, majd sziikség
szerint desztillalt vizzel 10 pl végtérfogatra egészitettiik ki az elegyet. Az oldatot az
elore kivalasztott, hibridizacidéra alkalmasnak itélt teriiletre cseppentettik. A
fed6lemezzel lefedtiik a teriiletet, majd hot plate-en 80 °C-on 3 percig denaturaltuk a
probat ¢és a kromoszomalis DNS-t. Utdna a fed6lemezt leragasztottuk, majd leforditva
egy fekvo kiivettdban 37 °C-on parakamraban egy ¢jszakan at hibridizaltuk.

egyiitt flithetd vizfiirdében 37 °C-ra eldmelegitettiik. A munkaoldatok pH értékét 7,0-ra
allitottuk be.

Munkaoldatok:

50 % formaldehid/ 2 x SSC (400 ml): 160 ml desztillalt viz + 40 ml 20 x SSC + 200 ml
formaldehid (pH 7,0)

2 x SSC (500 ml): 450 ml desztillalt viz + 50 ml 20 x SSC (pH 7,0)

4T (500 ml): 400 ml desztillalt viz + 100 ml 20 x SSC + 2,5 ml 10 % Tween 20 (pH

7,0)

1 A feddlemezeket eltavolitottuk

2 Mosas 50% formaldehid/ 2 x SSC oldatban 37 °C-on: 3 x 5 perc
3. Mosas 2 x SSC oldatban 37 °C-on: 3 X 5 perc
4

Mosas 4T oldatban 37 °C-on vagy szobahémérsékleten: 3 x 3 perc

A fluorochrome jeldlésti probaknal a lemezeket desztillalt vizzel oblitettiik, majd
szobahdmérsékleten szaritottuk. A hibridizalt teriiletet DAPI magfestékkel lefedtiik. A
denaturalasi fazistol a preparatumokat fénytol védve helyeztiik.

A haptén jelolésti probak alkalmazasakor a mintdkat az els6 4T mosési lépést
kovetden 100 pl eldhivo oldattal (a proba jelolésének megfeleld antitestblokkolo
reagenssel higitottuk) buborékmentesen lefedtiik, majd 30 percre 37 °C-os parakamraba
helyeztiikk. Az inkubacio utan a 4T mosasi 1épésektdl folytattuk a protokollt, szem el6tt

tartva a preparatum fénytdl vald védelmét. A lemezek desztillalt vizes Oblitése utan a
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lemezeket szobahémérsékleten megszaritottuk, majd a hibridizalt teriiletet DAPI
magfestékkel lefedtiik.
A lemezeket a fluoreszcens festékeknek megfeleld filtereket alkalmazva,

fluoreszcens mikroszkdp segitségével értékeltiik.

4.5. Array CGH

A vizsgéalathoz Agilent Human Genome G3 SurePrint 8x60K-s array-t

hasznaltunk.

Merck Millipore Amicon Ultra-0.5 mL Centrifuga Filterek DNS és Fehérje Tisztitasra
¢s Koncentralasra

Minta DNS (minimum koncentracié: 100 ng/ul)

e SureTag Complete DNA Labeling Kit
o férfi és nbi referencia DNS
o Nuklaz mentes viz
o 10x Enzim reakci6 puffer
o BSA (bovine serum albumin)
o Alu I restrikcios enzim
o Rsalrestrikcios enzim
o random primer
o 5x reakcio puffer
o 10x dNTPs
o Cyanine 3-dUTP
o Cyanine 5-dUTP
o Exo (-) Klenow
e Oligo aCGH/ChlIP-on-chip Hybridization Kit
o Cot-1 DNS (1,0 mg/mL)
o 10x aCGH Blokkol6 agens
o 2X HI-RPM hibridizécios puffer
e moso puffer 1.

e moso puffer 2.
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Az Agilent Spack array CGH technika lépései:

e Mintak és referenciak elokészitése a vizsgalatra

e Mintak és referenciak fragmentaléasa restrikcids enzimek segitségével
e Minta ¢és referencia fragmentek sokszorozasa €s jelolése

e Mintak és referenciak tisztitasa

e Minta-referencia parok hibridizaltatasa a lemez feliiletére

e Lemez/ek mosasa

e Lemezek scannelése

e Adatok értékelése

crer

Fisher Scientific, NanoDrop Products, 3411 Silverside Road, Bancroft Building,
Wilmington, DE 19810 USA) segitségével ellendriztiik. Az izolalas soran hasznalt
elucios puffert hasznaltuk negativ kontrollként a méréshez. Mintanként 1,5 ul DNS-t
pipettaztunk a NanoDrop 2000 detektor feliiletére, majd a fedél zarasaval elinditottuk a
mérést. A program a negativ kontroll és a mintdk kozti abszorbancia kiilonbséget
detektalja, melynek koszonhetéen megkaptuk a DNS koncentraciot illetve a mintak

tisztasagat.

crer

1épéseként megadott volumenben (10,1 pl) a mintdk DNS koncentracioja elérje az 1 ug
koncentracios érteket. A DNS tisztasdganak értékeit a 260/280 és 260/230 aranyszamok
jelzik. A 260/280 aranyszam a DNS és RNS abszorbancidjanak egymashoz viszonyitott
aranya. Normal koriilmények kozott a kétszala DNS 260 nm hossztsaga UV fényt nyel
el. Ezzel ellentétben az egyszali RNS, 280 nm hossziisagu UV fényt abszorbedl. A két
érték  egymaéshoz viszonyitott aranya a minta DNS-ben talalhatd6 RNS
»szennyezettséget” adja meg. A minta RNS-el val6 ,,szennyezettsége” 1,8 feletti érték
esetén mar elfogadhatd. A masik ardnyszam a 260/230 pedig a minta DNS tartalméanak
szerves oldoszerrel vald ,,szennyezését” jelzi. Ez tobbségében magasabb értékét mutat,
mint a 260/280 aranyszam. Itt 1,9 — 2,0 felett elfogadhatd a szerves olddszerrel valod

»Szennyezettség”.
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Miutan mintdinkat a protokollnak megfeleléen az array CGH vizsgélatra

elokészitettiik, a mintak térfogatat (10,1 upl) ¢és koncentracidjat (1ug/10,1ul)

cre

A vizsgalathoz mind a referncia DNS-b6l mind a vizsgélni kivant DNS mintabol 1
nug mennyiséget fragmentaltunk. A kiindulasi minta és refencia DNS-ek térfogatat 10,1

ul-ben maximalizaltuk.

Komponensek pl/minta 18 mintara
Nukle4dz mentes viz 1 18
10x Enzim reakcio6 puffer /Puffer C 1,3 234
Acetylated BSA (10 mg/ul) 0,1 1,8
Alu1(10 U/ul) 0,25 4,5
Rsa I (10 U/ul) 0,25 4,5
Ossztérfogat 2,9

A mintak ¢€s az emésztdé master mix egyiittes végtérfogata 13ul. A reakcidelegyet
PCR késziiléekben a kdvetkezd programon inkubaltuk:
37 fok — 2 ora
65 fok — 10 perc
4 fok (vagy jégre)
A restrikcios ezimeknek koszonhetéen a genomi DNS fragmentalodott. A
fragmentek méretének meghatarozasdhoz Agilent BioAnalyzer 2100 miiszert
alkalmaztunk. A mintakbol és referenciakbol az emésztést kovetéen 1 pl-t

megfuttattunk. Az elhasznalt volument desztillalt vizzel potoltuk.
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Minden mintahoz illetve referencidhoz 2,5 pl random primert adtunk, majd
vortexeltiik. A mintdkat PCR késziilékben a kdvetkezd programon inkubaltuk:
95 fok — 5 perc
4 fok — 3 perc
A mintakat 1 perig 6000g-n centrifugaltuk, majd a hozzaadtuk a jel6l6 master
mixet (9,5 ul). Jelolésnél fontos, hogy a mintdinkat és referencidinkat kiilonb6zo

fluoreszcens festékkel jeldljiik (mintdk: CyS/Cyanin5, referencidk: Cy3/Cyanin3).

Komponensek pl/minta Cy3 mix 9 mintara CyS mix 9 mintara
5 x Reakcio puffer 5 45 45
10 x ANTP 2,5 22,5 22,5
Cy3/Cy5 dUTP 1,5 13,5 13,5
Exo-Klenow 0,5 4.5 4,5
Ossztérfogat 9,5

Az elegyet pipettaval Osszekevertiik, majd minden csébe 9,5 pl jelolé mixet
pipettaztunk, iigyelve hogy a mintdkat tartalmazd csdvekbe Cy5-6t tartalmazd mix
kertiljon, mig a referencidkba Cy3-at tartalmaz6 mixet pipettazzunk.

A csoveket PCR késziilékben a kovetkezd programon inkubaltuk:
37 fok — 2 ora
65 fok — 10 perc
4 fok

Mintak és referenciak tisztitasa:

A mintékat 1 percig 6000 g-n lecentrifugaltuk. A tisztitaishoz Amicon AU-30-as
filteres csoveket alkalmaztunk. A filteres csdvekbe 430 ul TE puffert pipettaztunk, majd
ehhez adtuk a mintainkat tigyelve a komponensek keveredésére. A csoveket 10 percig
14000 g-n centrifugéaltuk. A centrifugalas utan az atfolyot kiontottiik, majd a filterbe
480 pl TE puffert pipettaztunk. A centrifugalasi 1€pést megismételtiik, és az atfolyot
ismételten kiontottiik a gyiijtécsobdl. Ilyenkor a jelolt DNS-iink a filterhez kotddott, és

a mosasi folyamat alatt megszabadultunk a nem jel6l6dott DNS-ek nagy részétdl.
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Utolso 1épésként a filtert megforditva helyezziik egy 0j gytlijtdcsébe és 1 percig 1000 g-
n centrifugaltuk.

A filterektdl megszabadulva a jelolt DNS volumeniink 20-32 pl kozott volt
mérhetd. A megfelel6 térfogat eléréséhez (9,5 ul), a mintainkat Thermo blokk
segitségével bekoncentraltuk. Ha a mintak végtérfogata a 9,5 pl-t nem érte el, akkor TE
pufferel egészitettiik ki.

A festék beépiilését NanoDrop késziilék segitségével mértilk meg. A méréshez 1,5
ul mintat hasznaltunk. A mérés soran a koncentracio-, illetve a festékek abszorbancia
értekekbdl kiszamoltuk a festék beépiilését. A beépiilés optimalis, ha értéke mintak
esetében 20-35, referenciak esetében 25-40.

A megfelel6 minta-kontroll parokat egybemértiik (16 pl).

A jelolt DNS-ekhez hozzaadtuk az eldre elkészitett hibridizaciés mixet (29
ul/minta), majd 95 fokon 3 percig, majd 37 fokon 30 percig PCR késziilékben
inkubaltuk.

Komponensek pl/minta 9 mintara
Human Cot-1 DNS (1 mg/ml) 2 18
10 x aCGH Blokkold Agens 4,5 40,5
2 x Hibridizacios puffer HI-RPM 22,5 202,5
Ossztérfogat 29

crer

dispense”). A minték felpipettazasa utan az array lemezt aktiv felszinével a gasket slide-
ra helyeztiik. A hibridizacios kamrat lezartuk, majd 65 fokon 20 rpm-en 24 o6ran

keresztiil inkubaltuk.

Lemez/ek mosasa:

A hibridizacio utan a kamrat szétszedtiik. A gasket slide — array slide -okat
egyben kiemeltiik a kamrabol, majd az erre a célra hasznalt 1-es mosé pufferrel toltott
mosokadban a két lemezt elvalasztottuk egymastdl, ligyelve hogy a lemezek a folyadék

felszin alatt maradjanak. A lemezt mosdallvanyba tettiik, majd folyamatos magneses
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keverés mellett az 1l-es mosé pufferbe helyeztik 5 percre. A 2-es mos6d puffert
»overnight” 37 fokra elémelegitettiik és magneses keverdvel kevertettiikk. Az 1-es moso
pufferben toltott 5 perc utan a lemezt athelyeztiik a 2-es moso pufferbe 1 percre, majd a

lemezt sotétkamraban szaritottuk.

Lemezek scannelése:

A megszaradt lemezt egy tartoba helyeztiik, mely kompatibilis az array szkenner
foglalataval. A szkenner elinditasa utdn az array lemezt behelyeztiik a szkennerbe. Az
Agilent ScanControl elinditdsa utdn a lemezeket beszkenneltik. A szkennelés
termékeként 1étrejové kép (. TIFF) f4jlt az Agilent Feature Extraction program
segitségével hoztuk feldolgozhaté forméaba. A program a képfajlra rahelyezi az
ugynevezett grid fajlt, mely meghatirozza a lemez kiilonb6z6é pontjain eléforduld

probakat. Az output fajlokat az Agilent Cytogenomics program segitségével jelenitettiik

meg.

Adatok értekelése:

Az adatok kiértékelése az Agilent Cytogenomics program segitségével tortént. A
program a Feature Extraction program altal generalt fajlokat analizalja és teszi
vizudlisan is értékelhetdvé. A program segitségével megallapithaté az érintett gének
neve és a genomialis eltérések pontos helye és toréspontjai is. Mindemellett a program
szamos adatbazissal is kapcsolatot 1étesit, igy a kiértékeldnek lehet6sége nyilik az adott

eltérés patogenitasanak megallapitasara.
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5. BETEGEK

5.1. Elso eset

Az els6 beteg egy kislany, aki a 39. héten csaszarmetszéssel sziiletett egészséges
sziiloktol. A csaladi anamnézis negativ, a sziilok kozt rokoni kapcsolt nem all fenn.
Sziiletési sulya 2160g, Apgar értéke 8/9. Szivzorej miatt Kardiologiai vizsgalatokat
végeztek, ahol subaortikus ventrikularis szeptum defektust észleltek, emellett
perzisztald6 foramen ovale és perzisztald ductus areriosus volt megfigyelhet6. Hasi
ultrahang vizsgalat soran normalis szerkezetii, de kisebb méretli veséket talaltak.
Koponya ultrahang a corpus callosum diszgenezisét mutatta.

Két honapos kordban korhdzba keriilt étkezési zavarok és hipoglikémia (vércukor
szintje 1.2 mmol/L) miatt. A betegen megfigyelhetd volt a sulyos disztrofia, az izom
hipotonia, dizmorfids arcvonasok, mint az arc aszimmetriaja (hemihipertrofia az arc
baloldalan), rovid jobboldali szemrés, hosszi szempilldk, aszimmetrikus fiilek ahol a
jobb fiil diszplasztikus, kisebb és alacsonyabban volt talalhato, mint a bal fiil, rovid
philtrum és magas szajpadlas. A korhazi tartdzkodas alatt tudatzavart és atonias
periddusokat figyeltek meg, ami miatt konvulziéra gyanakodtak, de ezt az elvégzett
EEG nem tdmasztotta ala.

Harom honapos koraban a velesziiletett sziv defektusok (nyitott kamrai szeptum,
foramen ovale és ductus arteriosus) miatt mitétre szorult, a posztopertaiv idészak
eseményteleniil telt, a pulmoindlis nyomds normalizalodott. Egy eldre haladott
atrioventricularis (AV) elzarodas miatt ideiglenesen pacemarkerre volt sziiksége.
Miutéan kiengedték a korhazbol, rendszeresen vizsgaltak a kardioldgiai klinika jarobeteg
rendelésén.

Négy honappal a miitét utdn ismét kérhazba keriilt pulmondlis hipertenzid miatt.
Mellkasi rontgen vizsgalat soran észlelték, hogy a bal tiidében az artéridk elagazasanak
szama alacsonyabb. Felmeriilt, hogy ez velesziiletett rendellenesség, azonban a
perzisztens nem recanalizalhato trombozis lehetdsége sem volt kizarhat6. Ezt kovetden
kardiomegaliat (jobb szivfél megnagyobbodas) €s megnovekedett tagult pulmonalis
torzset észleltek, ami a megndvekedett pulmonalis artérids nyomas kovetkeztében

alakult ki. Axialis és rekonstrualt CT felvételeken baloldali (balra helyezett) vena cava
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superior és egy atipusosan (baloldalon) elhelyezkedd, nem azonosithatdo véna volt
megfigyelhetd. Az emelkedett nagyvérkori nyomés miatt a vena cava inferior és a maj
vénak kitagultak. Majd a jobb mellkasfélben hydrothorax alakult Ki, és tid6
parenchyma karosodott. A stlyos visszatéré gyulladasok immunhianyos allapotra
utaltak, amit a fehér vérsejtek flow citometriai vizsgalata aldtdmasztott, mivel
szignifikansan csokkent limfocitakat detektaltak.

Bar a neonatalis id6szakban csokkent kalcium szintet és magas parathormon
szintet talaltak, a klinikai kép alapjan felmeriilt a DiGeogre szindroma lehetésége,
azonban az elvégzett vizsgalattal a mikrodeléciot kizartak. A gyermek betegsége
folyamatos progressziot muatatott, generalizalt 6déma jelentkezett, jobb szivfél
elégtelenség Iépett fel, és visszatérd fertdzések miatt a betegnek folyamatos gépi
lélegeztetésre volt sziiksége. A kezelés ellenére a gyermek 9 honapos koraban meghalt.
Anyagcsere betegségek gyantja miatt vizelet szerves sav, szérum aminosav és ammonia
vizsgélatot, valamint szérum transferrin izoelektromos fokuszalast végeztek a
congenitalis glikozilacidés zavarok kizarasa céljabol, ezek a vizsgalatok azonban mind
negativ eredményt adtak. Kariotipizalas soran kromoszomalis eltérést nem talaltak, és a

DiGeorge régio (22911.2) FISH analizise sem mutatott deléciot.

5.2. Masodik eset

A masodik beteg egy 5 éves kislany, aki csdszarmetszéssel sziiletett a 39. héten
egészséges, magyar szarmazasu sziilok masodik gyerekeként. A sziilok kozt rokoni
kapcsolat nem all fenn. A csaladi anamnézisben komolyabb betegség nem fordult eld.
Sziiletési stilya 2750 g (25-50 pc), hossza 49 cm (5-10 pc) a fej korfogata 36 cm (+I1SD).
Az 5 és 10 perces Apgar értéke 9/10.

A perinatalis 1ddszakban enyhe sargasagot, csipdiziileti lazasagot, axialis
hipotoniat és etetési nehezitettséget figyeltek meg. Egy hetes koraban sulyos axialis
hipotoniat és spasztikus alsé végtagok miatt neurohabilitaciot inditottak, azonban csak
minimalis javulds volt észlelhetd. Harom hoénap mulva a szomatikus és
pszichomotorikus fejlédése lelassult, ami azota is nagyon lassu. Hat honapos koraban
obstruktiv bronhitisz miatt hospitalizaltak, az elsé életévben szamos felsé léguti
infekcid zajlott, kronikus hasmenés Iépett fel, ezért CFTR gén vizsgalata megtortént,

azonban eltérést nem észeletek. 14 honapos kordban agyi MR vizsgalat tortént,

42



ventrikulomegaliat, csokkent periventrikularis fehérallomanyt és a corpus callosum
hipoplaziat detektaltak.

A beteg 8 honapos koraban keriilt Intézetlink genetikai tanacsadojaba a sulyos
hiptonia és minor anomaliai miatt. Ekkor a beteg sulya 9.5 kg (5-10 pc), magassag 68
cm (< 3 pc), és a fejkorfogat 48.5 cm (+ 1 SD) volt. Dizmorfids statuszaban a széles
homlok, frontalis kiboltosulas, lefelé iveld szemrés, tavol all6 szemek, alacsonyan {ild
fiilek, antevertalt orr, rovid philtrum, kicsi sz4j, magasan ivel szajpadlas és rovid kicsi
labak és kezek, elvékonyodo ujjak, és iziileti lazasag volt megfigyelhet6. Neurologiai
statuszaban valtoztalanul stilyos izom hipotdnia és a beszédfejlodés jelentds elmaradéasa
volt detektalhatd, motoros fejlddése mindvégig jelentés késést mutatott, 2,5 éves
koraban még nem {iilt, nem maszott és nem allt, jarni 5 éves koraban tanult meg. Ekkor
mar megértette a beszédet és gesztusokat, és kézjelekkel kommunikalt. Beszédfejlodése
még nem indult meg. Viselkedésében sztereotip mozgasok (tapsolas, csapkodas),
hiperaktivitas, hetero-¢és autoagresszio volt.

Széles korli metabolikus (karnitin vizsgéalat, aminosav, vizelet szerves sav,
izoelektromos fokuszalds CDG-re) és genetikai vizsgélatok (kariotipizalds, CFTR,
szekvenalas, mitochondrialis mutécid vizsgalat) negativak voltak, mint ahogy az EEG

vizsgalat is.
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6. EREDMENYEK

Az altalunk aCGH-el vizsgalt 140 komplex fejlodési rendellenességben szenvedd
beteg koziil a disszertdciomban bemutatott két esetnél talaltunk olyan eltérést, amelyek
azonos — mégpedig a 4-es — kromoszomat érintenek. Az egyik egy recurrens, a masik
egy non-recurrens kopiaszam-eltérés, amelyek méretiik, illetve géntartalmunk révén a

koros fenotipus kialakitasaért felelések.

6.1. Elsé eset

A latott klinikai kép alapjan a beteg kislanynal genomi rendellenesség volt
feltételezhetd, ezért elséként kromoszoma vizsgalatra Kkeriilt sor, amely normal
kariotipust mutatott (10. dbra). Mivel a hagyomanyos savozas nem észlelt eltérést,
kovetkezo 1épésként végeztiik el az array CGH vizsgalatot. Array CGH vizsgalat soran
egy 14,56 Mb kiterjedésti deléciot detektaltunk a 4-es kromoszoma hossza karjanak
4028.3-31.23-as szakaszan. A deletalt szakasz toréspontjainak ismeretében (GRCh37,
ch4:136.127.048 — 150.690.325) azonositottuk a kiesett szakaszban elhelyezkedd

géneket.
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10. abra: Els6é beteg normal kariogramja

A deletalt szakasz 47 gént tartalmaz: PCDH18, LOC641365, SLC7A11, CCRNA4L,
ELF2, C4orf49, NDUFC1, NAA15, RAB33B, SETD7, MGST2, MAML3, SCOC,
LOC100129858, CLGN, ELMOD2, TBC1D9, RNF150, ZNF330, IL15, INPP4B,
USP38, GAB1, SMARCA5, LOC441046, FREM3, GYPE, GYPB, GYPA, LOC646576,
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HHIP, ANAPC10, ABCE1l, OTUD4, SMAD1, MMAA, Cdorf51, ZNF827, LSM6,
SLC10A7, POU4F2, TTC29, EDNRA, TMEM184C, PREMT10, ARHGAP10, NR3C2.
Ebbdl a 47 génbdl 8 gén esetében véltiink felfedezni kapcsolatot a beteg fenotipusaval.
Ez a 8 gén a PCDH18, SETD7, ELMOD?2, IL15, GAB1, HHIP, SMAD1, NR3C2 (11.
abra).

A beteg sziileinek aCGH vizsgalatat is elvégeztiik annak megéllapitasa érdekében,
hogy oroklott vagy de novo kopiaszam eltérésrél van-e szo. A sziilok egyike sem
hordozta a gyermekben talalt deléciot. Az aCGH eredményeket a csaladtagokban

metafazis FISH segitségével konfirmaltuk.
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11. abra: Az 1. beteg deletalt régiojanak (4928.3-31.23) (B) aCGH képe és (A) a

régioba es6 gének Ensembl képe.
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6.2. Masodik eset

A beteg negativ kromoszoma vizsgalata utan keriilt aCGH vizsgalatra (12. dbra),
mely soran egy 4,85 Mb méretii intersticialis deléciot mutattunk Ki a 4-es kromoszoma

hosszu karjanak 4q21.21-21.23 szakaszan (13. dbra).
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12. abra: Masodik beteg normal kariogramja

A toréspontok ismeretében (GRCh37, ch4: 81.408.980 - 86.261.953)
megallapitottam, hogy a deletalt szakasz a kovetkezd géneket tartalmazta: BMP3,
PRKG2, RASGEF1B, HNRNPD, HNRPDL, ENOPH1, COQ2, MRPS18C, THAP9,
HPSE, CDS1. A beteg sziileinek vizsgalata soran nem detektaltunk a beteghez hasonld
eltérést a 4-es kromoszoma hosszu karjan, mely igy de novo eredetiinek bizonyult. Az

eredményeket metafazis FISH segitségével konfirmaltuk.
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7. EREDMENYEK MEGBESZELESE

7.1. Elso eset

7.1.1. A detektalt eltérés altal érintett gének feltételezheto szerepe az elsé

beteg fenotipusanak kialakulasaban

Az array CGH vizsgalat soran detektalt 14,56 Mb méretli delécid szamos olyan
gént érint, melynek haploinszufficienciaja allhat a beteg fenotipus jegyeinek hatterében.
Az egyik ilyen a PCDH18 (*608287) gén, mely a deletalt szakasz (ch4:138.440.071-
138.453.628) proximalis végén helyezhedik el, és mar szamos esetben hoztak
Osszefliggésbe szellemi elmaradassal. A PCDH18 gén 4ltal kodolt fehérje a
protocadherinek csaladjaba tartozo protocadherin 18-at kodolja, mely szerepet jatszhat a
sejt-sejt kapcsolatok kialakitasaban legféképp az agyban. A vizsgalt gyermek esetében a
fejlodésbeli elmaradas egyértelmiien megallapithatd volt. A szakirodalomban eddig
ismertetett 4q intersticialis delécios esetek érintett szakaszai, ahol a klinikai tiinetek
kozott szerepelt a szellemi elmaradds, részben atfedést mutatnak a mi betegiinkével.
Kasnauskiene J. és munkatarsai egy olyan esetet kozoltek, melyben a beteg stlyos
fejlédési rendellenességben szenvedett, és az array CGH segitségével detektalt 1,53 Mb
delécio egyetlen egy gént érintett, a PCDH18-at [46]. Mindezek ismeretében
feltételezhetjiik, hogy a PCDH18 gén kopiaszambeli eltérése okozhatta beteglink
fejlodési elmaradasat.

A SETD7 gén (*606594) (ch4:140.417.095-140.527.853) altal kodolt fehérje a
hiszton metiltranszferaz H3H4, mely szerepet jatszhat a neurdlis gének expresszidjanak
epigenetikai szabalyozdsaban a lizin metiltranszferaz funkcion keresztiil. Wang és
munkatarsai kiilonboz6 epigenetikai valtozasokeért felelds gének expresszidjat vizsgaltak
neuronalis szoveteken, mint a hESC (human embrio Ossejt) és az agykéreg [47]. A
SETD7 expresszidja emelkedett értéket mutatott minden esetben, azonban az
agykéregben mért érték Otszorose volt a hESC-ben mértnek, mely felveti a SETD7
szerepét a neurondlis gének szabdlyozdsaban. Feltételezhetjiik, hogy beteglinkben a
SETD7 kopia vesztés befolyasolhatja a neuronalis gének szabalyozasat, ezéltal szerepet

jatszva a kognitiv fejlddésének elmaradasaban.
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Betegiink laboreredményei csokkent limfocita szdmot mutattak, mely feleldssé
tehetd az immunhianyos allapot kialakuldsaért. A ch4:142.557.752-142.655.140
pozicidban detektalt IL15 gén (*600554) egy citokint kodol, mely a T-limfocitak
limfocitak osztdédasa lassan megy végbe az emldsokben. Ku és munkatérsai felfedezték,
hogy a CD8+ T-sejtek osztddasahoz elengedhetetlen az interleukin 15. Mindemellett,
amikor az IL2 gén gatlas alatt van, a T-sejtek osztodidsa rohamosan megnod.
Valészintsithetéen az IL15 és az IL2 egyiittesen tartja ellendrzés alatt a CD8+ T-sejtek
osztodasat [48]. Az IL15 dozis valtozasa magyarazatot adhat a betegben észlelt alacsony
limfocita szdmra.

A GAB1 gén (ch4:144.257.915-144.395.721) (*604439) altal kodolt adaptor
fehérje direkt szubsztratja az epidermalis ndvekedési faktor receptornak (EGFR), és
fontos szerepet jatszik a tubulogenezisben. A betegben megfigyelt vaszkularis
tiidomalformaci6, mely hatassal volt mind a tiiddartéridkra, mint a véndkra, és az ebbol
kialakuld6 pulmondlis hypertenzidra, 0Osszefiiggésbe hozhaté a tubulogenezisben
lejatszodo valamilyen defektussal [49, 50], ami a GAB1 gén kopia elvesztésébdl fakadod
dozis eltéréssel hozhato kapcsolatba.

Kapcsolatba hozhaté a pulmondlis hipertenzidoval egy masik, a betegiinkben
deletalt gén is, a HHIP (*606178) (ch4:145.567.173-145.666.423). A gén altal kodolt
fehérje, mely egy szabalyozé fehérje a Hh (hedgehog) jelatviteli utvonalban, a
morfogenezis szabalyozasaban vesz részt. Zhou és munkatarsai csokkent HHIP mRNS
és fehérje jelenlétét detektaltak COPD-ben szenvedd betegekben [51, 52]. Li és
munkatarsai erés kapcsolatot véltek felfedezni a HHIP és az asztmdas betegek
abnormalis tiidéfunkcidja kozott [53, 54]. Ez alapjan nem zarhatdo ki a lehetséges
Osszefiliggés a rendellenesen fejlodo tiido és a HHIP gén kozott a betegilinkben.

A SMAD1 gén (*601595) (ch4:146.402.346-146.479.231) delécidja szintén
Osszefiiggésbe hozhatdé a pulmonalis hipertenzidoval. Han és munkatarsai knock-out
egereken végzett kisérletei bizonyitottdk, hogy Osszefiiggés mutathatdo ki a SMAD1
hidnya és a pulmonalis hipertenzido ko6zott [55]. Pannu és munkatarsai a SMAD1
szerepének fontossagat észlelték a fibrozis kialakulasaban [56]. Nasim és munkatarsai
pedig hasonld kovetkeztetésre jutottak, amikor egy 47 éves francia ndt vizsgaltak

pulmonalis hipertenzioval [57].
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Szakirodalmi adatok alapjan az ELMOD2 (*610196) (ch4:141.445.312-
141.474.924) szerepet jatszhat a familiaris idiopatias pulmonalis fibrozisban [58],
azonban a beteg tiidejének parenchimalis allapotardl nem all rendelkezésiinkre adat.

A deletalt régid disztalis szakaszaban helyezkedik el az NR3C2 (nuclear receptor
subfamily 3, group C) (*600983) gén (ch4:148.999.913-149.365.850), ami egy sejtmagi
mineralkortikoid receptort kodol. A receptor fontos szerepet tolt be a szervezet natrium
vérnyomast. A receptor fehérje 984 aminosavbol épiil fel, mely 3 részre tagolhatd, egy
N-terminalis szakaszra, egy DNS kotd szakaszra és egy ligand koté szakaszra [59]. A
ligand kot szakasz képes megkotni a mineralkortikoidokat, minek kovetkeztében a
receptor a sejtmagba transzportalodik, és a DNS-k6td szakasz mar képes kapcsolddni a
megfelel6 génszakaszhoz, hogy aktivalja annak transzkripciojat, melyet az N-terminalis
szakasz képes szabdlyozni. Abban az esetben, ha a receptort kodold génben mutécid
torténik vagy deletalodik a gén egy kopidja, a képzddd fehérje nem tudja megfelelden
ellatni a feladatat. Szamos publikacio hozta mar dsszefiiggésbe az NR3C2 gén mutaciodit
olyan betegségek kialakulasaval, mint a hyponatraemia és a
pszeudohypoaldoszteronizmusl-es tipusa (PHA1). Ennek ismeretében feltételezhetjiik,
hogy a gén kopiaszdmanak eltérése eredményezhette a betegben detektalt alacsony

natrium szintet [60].

7.1.2. Az els6 beteg 6sszehasonlitasa a szakirodalomban kozolt esetekkel

Az els6 betegben észlelt, a 4928 régiot érintd delécionak megfeleld eltérések
meglehetdsen ritkan fordulnak el a szakirodalomban, kiilondsen az olyan publikaciok,
amelyek értékelhetd fenotipusos leirast is tartalmaznak a betegekr6l. Az 1. tabldazat-ban
Osszesitettem a sajat betegiink (elsé beteg) illetve a szakirodalomban megtalalhatd

betegek (11 eset) fenotipusos jellemzdbit.
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1. tablazat: 4q28 delécios ese

tek fenotipusos 0sszehasonlitasa
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Az dsszehasonlito tablazat jol szemlélteti, hogy bar a betegekben detektalt CNV-k
toréspontjai viszonylag kozel esnek egymashoz, az észlelt fenotipusos jellemzok
rendkiviil heterogén képet mutatnak. Ennek oka, hogy az adatbazisokba felvitt beteg
fenotipus adatok hianyosak, nem azonos részletességgel és szempontok alapjan irodtak.
Ez a jelenség jol tetten érhetd olyan nagyméreti deléciok esetében, melyek részben
vagy egészben atfednek az altalam detektalt eltéréssel azonban a betegek fenotipusos
eltérései a delécid6 méretéhez képest szegényesek, pedig ezt a géndenzitas ¢és
dozisszenzitivitds nem indokolnd. Az adatok értékelését neheziti a DECIPHER
adatbazisban rogzitett eltérések esetében a betegek koranak hidnyos feltlintetése igy
nem tudhatjuk, hogy a toréspontok alapjan feltételezhetéen megjelend tiinetek hianya
abbol fakad, hogy tul fiatal volt a beteg és vizsgéalatakor még nem jelentek meg a
tiinetek, vagy pedig a késébbiekben sem mutatta a tiineteket.

Osszeségében azonban elmondhatd, hogy minden 4q28.3 régiot érintd delécids
eltérésben megfigyelhetd volt fejlodésbeli defektus, mely a legtobb esetben mentalis
zavarokkal tarsult, azonban a elsé betegben megfigyelt pulmonalis hipertenzid egyik

adatbazisban lek6zolt esetben sem volt megfigyelhetd.

Amint azt a 14. abra mutatja, a fenotipusos jellemzok koziil eléfordulési aranyai

alapjan 6t tiinet emelhetd Ki.

Alacsony termet Szellemi elmaradds Izomhipoténia
, 50% o
50% / 83%
— 50% 17%
30% __ __
Rovid filtrum Megkésett beszédfejlsdés
% . +
— 75%
25% -

14. abra: 4q28 delécios esetek gyakori fenotipusos jellemzoi

A tiinetek koziil kiemelhet6 az alacsony termet és a szellemi elmaradas, melyek az

esetek 50 %-aban megfigyelhetéek voltak. Erdemes még kiemelni a megkésett

52



beszédfejlodést is, mely az esetek 25 %-andl volt jellemz6. Tovabba az izomhipotonia
és a rovid filtrum is jelentésen nagyobb aranyban fordult eld a betegeknél.
Megfigyelheté azonban, hogy egyik tiinet eléfordulasi gyakorisaga sem haladja meg az
50 %-ot.

7.2. Masodik eset

7.2.1. A detektalt eltérés altal érintett gének feltételezhet6 szerepe a

masodik beteg fenotipusanak kialakulasaban

Szamos tanulmany sziiletett a 4q21 mikrodelécids szindromarol és annak gyakori
tiineteir6l, mint a nodvekedési elmaradas, hipotonia, sulyos fejlédési elmaradas
megkésett beszédfejlédéssel vagy annak teljes hianyaval, kis kezek és labak, jellegzetes
arcvondsok, mint a széles homlok, hipertelorizmus és a kiemelkedd als6é és felso
metsz6fogak [51, 61-68]. A minimalis kritikus régiot, melynek érintettsége sziikséges a
4921 mikrodelécids szindroma tiineteinek kialakuldsdhoz, mar régota ismert. Az 1,37
Mb méretii régio 5 ismert gént tartalmaz (PRKG2, RASGEF1B, HNRNPD, HNRPDL,
ENOPH1) [65]. Betegiink Osszehasonlitasa mas, korabban a szakirodalomban leirt
esetekkel szamos hasonlo tiinetet mutatott, azonban néhany eltérot is.

A betegiinkben detektalt 4,85 Mb delécio tartalmazza a 4q21 mikrodelécios
génekkel egyetemben, mint a PRKG2 és a RASGEF1B. Az ezidaig leirt legkisebb
delécid ebben a régioban 2 Mb kiterjedésii volt. Ebben az esetben a delécid 3 gént
tartalmazott: HNRNPD, HNRPDL és az ENOPH1, ami nem csak a betegiinkben
Mindkét betegnél makrokefalia, kis kezek ¢€s labak, fejlodési elmaradas, jellegzetes
arcvonasok, mint a széles homlok, hypertelorizmus és a kiemelkedd als6 szemfogak
voltak megfigyelhetéek. A hasonlosagok a két beteg fenotipusos jegyei kozott, illetve az
atfedo régiok és gének megerdsitik, hogy a HNRNPD, a HNRPDL ¢és az ENOPH1
gének dozis eltérése szerepet jatszhat a betegiink Klinikai tiineteinek kialakitasaban [67].

Az irodalomban leirt esetekben a dizmorfiés jellemzdékkel egyetemben jellegzetes
brachidactilia volt megfigyelhetd, ezzel ellentétben betegilinknél ez kevésbe kifejezett

volt, tovabba nem volt megfigyelhet6 a klasszikus fenotipusos képben megjelend rovid
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masodik labujj sem. Laza és hipermobilis iziiletek szintén megfigyelhetéek voltak
betegiink esetében, ahogy egy nemrég leirt 24,89 Mb-t érintd proximalis 4q intersticialis
delécids esetben is [69]. A k6zos neurokognitiv jellemzék mellett, melyek a legtobb
421 mikrodelécios esetben megfigyelhetéek voltak, jellemzé volt betegiinkben tobbek
kozott a sztereotip mozgas és a viselkedésbeli zavar, esetenként el6fordulo
Onbantalmazé magatartds ¢és agresszio. A beszéd hidnya ellenére betegilink
fogékonysdgot mutatott a jel kommunikaciora, mely nagyfoki hasonlésagot mutat a
proximalis 4q delécios eset kapcsan leirt tiinetekkel.

Az altalunk detektalt 4,85 Mb delécio olyan géneket érint, melyeket korabban mar
kapcsolatba hoztak a 4q21 mikordelécios szindromaval, azonban a gének szerepének
meghatarozasa a fenotipusra még nem teljesen tisztdzott. A klasszikus 4q21 fenotipus
kialakitasahoz elengedhetetlen a minimalis kritikus régio haploinszufficiencidja. A
régioban elhelyezkedé PRKG2 ¢s RASGEF1B géneket mar korabban azonositottak,
mint a jellegzetes tiinetekért felelds faktorokat. A RASGEF1B gén kodolja a Ras
fehérjecsaladhoz funkcionalisan kapcsolt, er6sen konzervalt guanin nukleotid kicseréld
faktort (RAS — Guanine nucleotid Exchange Factor). A fehérje szupercsalad tagjai
olyan alapvet6 sejtfunkcidkban vesznek részt, mint a szignaltranszdukcio, citoszkeleton
dinamika és az intracellularis transzport. Magas expressziét mutatnak a kozponti
idegrendszerben, ¢és feltételezhetden szerepet jatszanak az aktin és microtubulus
dinamika szabalyozasdban, mind a dendrit, mind a gerincveld strukturalis
plaszticitasaban [70]. Mivel szdmos Rho-GTPaz jelatviteli gént hoztak mar kapcsoltba
az értelmi elmaradéassal, a RASGEF1B valoészintisitheten szerepet jatszik a 4q21
fenotipus kognitiv jellemzdinek kialakitasaban.

Erds bizonyiték van arra, hogy a masik alapvetd fenotipusos jellemzd, a sulyos
novekedés elmaradéas, a PRKG2 gén altal kodolt cGMP-fiiggd protein kinaz II-es
tipusanak tulajdonithaté. PRKG2 null mutacids egerekben posztnatalis torpeség alakult
ki, ami a novekedési zéna sulyos endochondralis csontosodasi defektusanak, €s a
karosodott chondrocyta novekedésnek az eredménye. A legkisebb deletalt szakaszt
tartalmaz6 esetben a delécid nem tartalmazta a PRKG2 gént, bar felfedezhetéek voltak
az olyan tiinetek, mint a kis kezek és labak, rovid ujjak, azonban késébb novekedés
elmaradds nem volt tapasztalhatd. Betegiinknél, és azokban a 4q21 mikrodelécios
esetekben, amik tartalmaztak a minimalis kritikus régiot, ezzel ellentétben sulyos
novekedés elmaradas volt jellemzé. Ezek a megfigyelések is meger6sitik, hogy a

PRKG2 gén haploinszufficiencidja magyarazatot adhat a névekedési elmaradasra [71].
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Emellett a beteglinkben detektalt delécido szdmos olyan gént (BMP3, COQ2,
MRPS18C, THAP9, HPSE, CDS1) is érint, amelyek nincsenek kozvetlen kapcsolatban a
megfigyelt fenotipusos jellemzoOkkel. Patkany embridkon végzett kisérletek soran
felvetédott a BMP3 lehetséges szerepe a végtagok korai csontfejlédésében [72]. BMP3 -
/- embriokban illetve ujsziilottekben nem volt tapasztalhato a csontvazrendszer
defektusa, viszont a csontdenzitas emelkedése volt megfigyelhetd a csontok trabekularis
metafizisében [73]. Kutyakon végzett kisérletek soran detektalt mutacio a BMP3 génben
kapcsolatba hozhatd a kranioszkeletalis elvaltozasokkal [74]. Azonban Strehle és
munkatarsai észrevételei alapjan lehetséges kapcsolat allhat fenn a BMP3 gén
haploinszufficiencidja és a 4q21 mikrodelécids szindromas esetekben leirt alacsony
termet és a csontvazrendszeri rendellenességek kozott [75]. Igy nem zarhato ki, hogy a
BMP3 gén haploinszufficiencidja hozzéjarulhat az olyan koponya jellemzdkhoz, mint a
széles homlok és a frontalis kiboltosulds, melyek megfigyelhetéek voltak betegiink
esetében is.

A HPSE gén az endogliikoziddz csaladba tartoz6 heparanazt kodolja, ami a
heparan szulfat proteoglikanok (HSPGs — Heparan Sulfate Proteoglycans) heparan
szulfat oldallancait vagja le. Hozzajarulnak a sejtek mozgatdsdhoz az extracellularis
matrix ujramodellezésével vagy bioaktiv molekuldkat bocsajtanak az extracellularis
matrixba [76]. Vlodavsky és munkatarsai korrelaciot mutattak ki a HPSE expresszio és
a heparanaz aktivacio kozott [77]. Jelenleg nem mutathatd ki kozvetlen kapcsolat a
HPSE funkcioja és a fejlodési rendellenesség kozott, azonban feltételezhetd, hogy az
extracellularis matrix Ujramodellezd funkcionak esszencialis szerepe lehet az

idegrendszeri fejlodésben.

7.2.2. A masodik beteg 6sszehasonlitasa a szakirodalomban kozolt esetekkel

Ellentétben az elsé betegben detektalt eltéréssel, a masodik betegben talalt eltérés
egy 2010 ota ismert mikrodelécios szindroma. Azonban ezzel egyiitt is csak kevés olyan
esetet kozoltek eddig a szakirodalomban, mely a 4921-es régiot érinti. A 2. tablazat

Osszehasonlitja a 4921 mikordelécios esetekben eldforduld fobb tiineteket.
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2. tablazat:4q21 delécids esetek dsszehasonlitasa a f6bb tiinetek tiikrében

Alacsony Szellemi . Megkésett Rovid
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=<
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Ahogy a 2. tabldzat mutatja, a 4921 mikrodelécios betegek fenotipusos vonasai
sokkal inkabb homogén képet mutatnak. A fébb tlinetek tobbsége minden egyes
betegben megfigyelhet6 volt.

Alacsony termet Szellemi elmaradas Izomhipotdnia
L 19%
T Wy, | 43% \
o
81% 81% 4 7%
+ +
Rovid filtrum — Megkésett beszédfejlGdés —_ Kis kezek
wu | s% | % .
57% 57% 32%

15. abra: A 4q21 mikrodelécios estek fobb tiineteinek szazalékos eloszlasa

A 15. dbra szemléltei a fobb tiinetek eloszlasat. Megfigyelhetd, hogy az esetek 81
%-aban az alacsony termet és a szellemi elmaradas volt felfedezhet6. Tovabba
észlelheté volt az esetek tobb mint 50 %-aban az izomhipotonia, a megkésett

beszédfejlodés, a rovid filtrum és a kis kezek, mint tlinetek.

7.3. Nem rekurrens és rekurrens CNV-k osszehasonlitasa

Az els6 betegben detektalt 14,56 Mb méretii deléci6 altal érintett genomi régiot és
a beteg fenotipusat a szakirodalmi esetekkel Osszevetve elmondhatd, hogy az esetek
sem toréspontban, sem pedig klinikai tiinetekben nem mutatnak nagyfok( hasonlosagot.
Ellentétben ezzel a masodik betegben detektalt 4,85 Mb méreti delécid altal okozott
fenotipusos tiineteket 0sszevetve az irodalomban ismeretes hasonld téréspontu betegek
tiineteivel megallapithaté, hogy a tiinetek el6forduldsa a betegekben sokkal

egységesebb.
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16. abra: Nem rekurrens és rekurrens CNV-k altal kialakitott tiinetek szdazalékos

megoszlasa

Ahogy azt a 16. dbra is mutatja az els6 betegben és a masodik beteghben a
leggyakrabban el6forduld tiinetek tobbsége megegyezik egymassal, azonban azok
eléfordulasi ardnya nagymértékben kiilonbozik egymastol. Mig a masodik beteg ¢€s
csoportja esetében az alacsony termet, mint tiinet a betegek tobb mint 80 %-aban fordult
eld, addig ez az arany az elsd beteg és csoportjaban nem haladja meg az 50 %-ot. A
leggyakoribb tiinetek a masodik csoport esetében kivétel nélkiil 50 %-ot meghalad6
eléfordulasi aranyt mutatnak. Ennek oka vélhetden a kialakulasuk kiilonb6z6

mechanizmusa lehet.
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17. abra: A 4q28.3-as esetek toréspontjainak dsszehasonlitiasa és az altuk Kirajzolt

legkisebb atfedo régio

Az 4028.3-as esetek toréspontjait dsszehasonlitva felfedezhetd egy k6zos szakasz
a deletalt régiokban, melyet minden delécid tartalmaz (17. dabra). Ezt a szakaszt hivjak
legkisebb atfedd régionak. Az is felfedezhetd az abran, hogy a delécids tdréspontok nem
LCR régié kozelében helyezkednek el. A toréspontokbol jol latszik, hogy nincs egy
meghatarozott hotspot, ahol a CNV-k kialakulasa megjosolhatd lenne. Ennek okan
kimondhat6, hogy a 4q28.3-as régiodban altalunk detektalt delécido nem rekurrens CNV,
tehat a betegiinkben talalt deléci6 vagy NHEJ vagy pedig FoSTeS mechanizmus
segitségével alakulhatott ki.
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18. abra: A 4q21 mikrodelécios esetek toréspontjainak dsszehasonlitasa és az LCR

régiok ezekre valo vetiilése
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A 4921 mikrodelécidos esetek toréspontjainak egymasra vetitése soran
kirajzolodnak a forropontok mentén kialakuld toréspontok (18. dbra). Minden eset
toréspontjat levetitve egy pozicid alapu segmentalis duplikaciokat tartalmazo térképre
felfedezhetd, hogy a 4921 mikrodeléciok mindig meghatdrozott toréspontok mentén
alakulnak ki. Mivel ezek a toréspontok az LCR régiok mentén jonnek 1étre, melyek a
NAHR fontos medidtorai a CNV-k kialakitasdban, elmondhatd, hogy a 4q21

mikrodelécios esetek rekurrens CNV-k.

A CNV-k kiilonbozd tipusait az altalunk bemutatott két eseten keresztiil
ismertetve elmondhat6, hogy a nem rekurrens CNV-k altal okozott fenotipusos
jellemz6k nem mutatnak egységes klinikai képet. Ennek oka a nem rekurrens CNV-k-re
jellemzé nem determinalt toréspont, s ezaltal annak mérete és géntartalma sem
megjosolhatd, melynek kovetkeztében a kialakult klinikai kép fenotipusosan variabilis
lesz. Ezzel ellentétben a 4q21 mikrodelécids szindromara jellemz6 rekurrens CNV-k
LCR medialta toréspontjaik révén determinaltak. Ennek kovetkeztében klinikai képiik

sokkal homogénebb, fenotipus alapjan vald detektalasuk sokkal valdsziniibb.

7.4.Array CGH vizsgalatanak prediktalasa

Eredményeink ¢és szakirodalmi adatok révén megallapithatd, hogy a 4-es
kromoszoma genomialis eltérései rendkiviil heterogének mind méretik mind
kialakulasuk szempontjabol. Azonban eredményeink azt mutatjak, hogy a rekurrens
CNV-k nagy biztonsaggal megallapithatdbak a klinikai kép alapjan. Véleményiink
szerint a normal kromoszdémavizsgalat hasonlo esetekben sziikségét vesziti. Javasoljuk a
feltételezhetden rekurrens CNV-k detektaldsara a hagyomanyos kromoszoma vizsgalat

helyett az array CGH modszert alkalmazni.
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8. UJEREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Tanulményomban a kdvetkez6 megfigyeléseket tettem:

Az altalunk alkalmazott array CGH moddszer segitségével megallapitottuk, hogy
a 9 honapos leanygyermek tiineteiért (elso eset), aki novekedési zavarral, fejlodésbeli
késéssel, sziv-fejlodési ¢és tiid6 rendellenességekkel, valamint craniofacialis
dysmorfizmussal rendelkezett, egy a négyes kromoszéma hossza karjan (4q28.3-31.23)
elhelyezked6 de novo 14,56 Mb méretii delécidé a felelés, mely 8 gént: PCDH18,
SETD7, ELMODZ2, IL15, GAB1, HHIP, SMAD1 és az NR3C2 érintett.

A deletalt gének altal kiesett funkciok magyarazatul szolgalhatnak az els6 beteg
esetében a disszertdcioban részletesen ismertetett klinikai tiinetekre (kognitiv
képességek: PCDH18, SETD7; immunodeficiencia: IL15; alacsony Na ion szint:
NR3C2), kiilonosen a tiidébeli vaszkularis rendellenességek egyediilalldé mivoltara
(ELMOD2, GAB1, HHIP), valamint a pulmonaris hipertenziora (SMADL1).

Mindezen eredmények nagyban hozzajarulhatnak a 4q CNV-k genetikai

spektrumanak részletesebb feltarasahoz és jobb megértéséhez.

A masodik altatunk vizsgalt 5 éves lednygyermek a Magyarorszdgon elsd izben
azonositott, jellegzetes 4921 mikrodelécids szindromas fenotipust mutato eset (Masodik
eset). A beteg klinikai tiinetei (sulyos fejlodési zavar, beszéd hianya, magatartasbeli
zavar) részben atfedtek a szakirodalomban korabban mar ismertetett 4q21
mikrodelécios szindromas esetekkel. Betegiinknél egy de novo 4,85 Mb nagysagu
deléciot mutattunk ki array CGH segitségével a négyes kromoszoma hosszu karjan
(4921.21-4921.23). A deletalt régi6 10 gént BMP3, PRKG2, RASGEF1B, HNRNPD,
HNRPDL, ENOPH1, COQ2, MRPS18C, THAP9, HPSE, ¢és CDS1 érintett.
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A fent emlitett régid 10 érintett génjébdl, 5 gén a szindromara jellemzo6 1.37 Mb
méretil, un. minimalis kritikus régi6 génjei: PRKG2, RASGEF1B, HNRNPD, HNRPDL,
ENOPH1. Ezek koziil a PRKG2 (sulyos novekedésbeli késés) és a RASGEF1B
(kognitiv funkciok) a 4q21 fenotipus f6 meghataroz6 génjeii A BMP3 gén
haploinszufficienciaja szerepet jatszhat a csont deformitdsok kialakuldsdban, mint a
frontalis kiboltosulas és a széles homlok. A masik 5 érintett gén a BMP3, COQ?2,
MRPS18C, THAP9, HPSE, és CDS1 esetében nem talaltunk Gsszefiiggést a gének altal
kodolt fehérjék funkcioi, valamint a beteg klinikai tlinetei kdzott.

Vizsgéalatunk eredményei nagyban hozzajarulhatnak a 4021 mikrodelécios
szindromédban szenvedd betegek szakszerlibb jovObeli egészségiigyi ellatdsahoz,
tovabba kiemeli az array CGH modszer fontossagat az intellektudlis zavarok mogott

allo lehetséges genetikai hattér feltarasaban.

Betegeinket array CGH eredményei alapjan talalt eltéréseket Osszevetve
megallapitottuk, hogy mig az elsé beteg esetében a megfigyelt delécid torépontjai nem
esnek egybe szegmentalis duplikaciokkal, addig a masodik beteg esetében detektalt

eltérés torépontjai LCR hotspotokhoz orientalddnak.

Az els6 Dbetegben detektalt eltérés toréspontjait Osszehasonlitva a
szakirodalomban publikalt hasonld esetekkel megallapithatjuk, hogy a 4028.3-31.23 és
szomszédos régidiba esd eltérések toréspontjai nem mutatnak egységes képet,
toréspontjaik nem mutatnak kapcsolatot szegmentalis duplikaciokkal. A deletélt
régidkban azonban minden esetben el6fordul egy kozds szakasz, a legkisebb atfedd
régid. Megallapitottuk, hogy az elsé beteg esetében detektalt kdpiaszam variacid egy

nem rekurrens CNV.

A masodik beteg esetében a toréspontokat Osszevetve a publikalt esetekkel

felfedezhetd, hogy a toréspontok jol meghatdrozhato6 LCR gazdag teriileten mentek

rrrrrr
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lejatsz6dd6 NAHR hozza 1étre. Ennek alapjan megéllapithatjuk, hogy a masodik beteg

esetében detektalt eltérés egy rekurrens CNV.

A két esetiineket 0sszehasonlitva a szakirodalomban publikalt esetek klinikai
tineteivel megallapithatd, hogy mig a nem rekurrens CNV-k variabilis genetikai
régidjuknak koszonhetéen nem mutatnak egységes klinikai képet (a leggyakrabban
el6forduld tiinetek eléfordulasi aranya max 50 %). A rekurrens CNV-k determinalt
toréspontjaik révén ezzel ellentétben egységesebb klinikai képet mutatnak, klinikai képe
a determindlt toréspontnak kdoszonhetden sokkal egységesebb (a leggyakrabban

eléforduld tiinetek eléfordulasi ardnya 80% feletti).

Pontosabb indikéaciot sikeriilt meghatdroznom elsdként Magyarorszdgon a

komplex fejlédési rendellenességben szenvedd betegek array CGH vizsgalatara.
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Deletion of 4928.3-31.23 in the background of
multiple malformations with pulmonary
hypertension
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Abstract

The 4q deletion syndrome shows a broad spectrum of clinical manifestations consisting of key features comprising
growth failure, developmental delay, craniofacial dysmorphism, digital anomalies, and cardiac and skeletal defects.
We have identified a de novo interstitial distal deletion in a 9 month-old girl with growth failure, developmental
delay, ventricular septum defect in the subaortic region, patent foramen ovale and patent ductus arteriosus, vascular
malformation of the lung, dysgenesis of the corpus callosum and craniofacial dysmorphism using array-comparative
genomic hybridization. This de novo deletion is located at 4928.3-31.23 (136,127,048 - 150,690,325), its size is 14.56 Mb,
and contains 8 relevant genes (PCDH18, SETD7, ELMOD?2, IL15, GABI, HHIR SMADT, NR3C2) with possible contributions
to the phenotype. Among other functions, a role in lung morphogenesis and tubulogenesis can be attributed to the
deleted genes in our patient, which may explain the unique feature of vascular malformation of the lung leading to

pulmonary hypertension. With the detailed molecular characterization of our case with 4g- syndrome we hope to
contribute to the elucidation of the genetic spectrum of this disorder.

Keywords: 4g28.3-31.23, Array CGH, Deletion, Complex malformation syndrome, Developmental delay, Pulmonary
hypertension, Face dysmorphia, Vascular malformation of the lung

Background

It has now been accepted in the literature that the 4q-
syndrome comprises interstitial and terminal deletions of
the long arm of chromosome 4 [1,2]. Essential features
of this syndrome include mild craniofacial and digital
dysmorphism, developmental delay, growth retardation,
skeletal and cardiac anomalies, and autism spectrum
disorder [2]. A broad spectrum of clinical manifesta-
tions has been observed partly due to the variability in
the extent of the deletions and the possible additional
contribution of other genetic rearrangements, such as
unbalanced translocations [3]. Many reports of 4q- cases
associated with large deletions could be detected by
conventional chromosome analysis; however, in recent
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( BioMVed Central

years the reports of submicroscopic chromosomal aberra-
tions associated with 4q- phenotype increased as a result
of the widespread diagnostic use of array comparative
genomic hybridization (a-CGH) [3].

A classification of the 4q- deletions has been proposed
by Strehle et al. based on the observation that deletions
appear to occur in clusters along 4q [2]. As demonstrated
in previous case reports, it is not uncommon that array
CGH testing refines or corrects standard karyotyping. We
present the case of a 9-month-old girl with a 14.56 Mb
distal interstitial deletion of chromosome 4, more specific-
ally in the region of 4q28.3-31.23. Reports of distal 4q
interstitial deletions are quite rare. In addition to the key
features seen in 4q- cases epilepsy, small kidneys, hypona-
traemia, immunodeficiency and vascular anomaly of the
lung vessels was also seen in our patient. There had been
limited clinical phenotype and molecular correlation for
congenital heart defects (CHDs) for this region until the
routine use of aCGH, however, in a recent report of a
child with a 4q32.3-q34.3 (chr4:167236114—178816031;

© 2014 Duga et al, licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public Domain 79
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hg18) deletion involving the TLL1 (Tolloid-like-1), HPGD
(15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase), and HAND2
(Heart and neural crest derivatives-expressed protein 2)
genes, that are known to be involved in cardiac morpho-
genesis, the critical region responsible for CHDs seen in
4q deletion syndrome was narrowed down [4]. CHDs
are reported to occur in about 60% of patients with 4q
deletion syndrome in the presence or absence of HAND2
deletion, implying additional genes in 4q that could influ-
ence cardiac development. We discuss the possible role of
eight deleted genes in the expression of the unique pheno-
type including the anomaly of the lung vessels seen in our
patient. The precise molecular characterization of new
cases with 4q- syndrome will aid to elucidate the genetic
spectrum of this disorder.

Case presentation

Patient

The index patient was born as the first child to non-
consanguineous healthy parents at 39™ week of gestation,
with a birth weight of 2160 g by caesarean section, Apgar
scores were 8/9. Because of heart murmur cardiologic
examination was performed which revealed ventricular
septum defect in the subaortic region, Patent Foramen
Ovale and patent ductus arteriosus. Abdominal ultra-
sound showed smaller kidneys with normal structure
and cranial ultrasound showed dysgenesis of the corpus
callosum.

At the age of two month she was hospitalized due to
feeding problems and hypoglycaemia (blood glucose
value: 1,2 mmol/L). Severe dystrophy, muscle hypotonia
and dysmorphic facial features including remarkable
asymmetry of the face (hemihypertrophy of the left side),
short right palpebral fissure, long eyelashes, asymmetry
of the ears with a dysplastic, smaller and low-set right
ear, short philtrum and high palate were detected. Dur-
ing hospitalization impairment of consciousness and
short atonic periods were present, which were presumed
to be convulsion equivalent, but the performed EEG did
not indicate paroxysmal signs.

At the age of 3 months her congenital heart defect
required surgical correction (closure of the ventricular
septum defect, foramen ovale and ductus arteriosus).
The results of laboratory tests showed no abnormality
besides hyponatremia. After the heart operation there
were no residual defects, the pulmonary pressure was
normal. During the 4™ week of the postoperative period,
a severe septic state developed. Because of an advanced
AV-block a temporary pacemaker was needed. She was
dismissed from the hospital and was regularly checked
on by an outpatient cardiology clinic.

Four months following heart surgery she was admitted
to the clinic again because of pulmonary hypertension.
Radiological examinations (Computed Tomography (CT)
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and CT-angiography) were performed in order to exclude
a possible pulmonary cause which revealed a lower arbor-
isation of the pulmonary arteries supplying the left lower
lobe. No branches were detected to the left upper lobe
and a congenital anomaly was suggested, not excluding
the possibility of a persistent non-recanalized thrombosis.
Cardiomegaly was reported (primarily to the right part of
the heart) with an enlarged pulmonary trunk as a result of
elevated pulmonary arterial pressure. A left sided vena
cava superior and also an atypically localized (left side)
undefined venous vessel was present on the axial and the
reconstructed CT slices. The vena cava inferior and also
the hepatic veins were enlarged due to elevated venous
pressure in the major blood circle. In the thorax cavity
hydrothorax was found on the right side with consolida-
tion on both sides and no normal lung parenchyma.

The severe recurrent infections raised the possibility
of an immunodeficiency, which was confirmed by flow
cytometry of the white blood cells in which significantly
decreased lymphocytes were detected. Although hypo-
calcaemic episodes and high parathyroid hormone levels
were reported in the neonatal period, microdeletion of the
DiGeorge region of chromosome 22 was excluded. Gener-
alized oedema, deterioration of right ventricular function
and recurrent infections progressed, the patient needed
continuous mechanical ventilation and despite therapy
died at the age of nine month.

In search of metabolic diseases urine organic acids,
serum amino acids, ammonia and serum transferrin iso-
electric focusing were performed to exclude congenital
disorders of glycosylation, but all yielded normal results.
Routine karyotyping revealed no visible chromosomal
aberration and Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)
analysis of the DiGeorge syndrome critical region (22q11.2)
gave also a normal result (Figure 1).

Methods

Array CGH was performed using the Agilent Human
Genome G3 Sureprint 8x60K Microarray (Agilent Tech-
nologies, Stewens Creek Bld., Santa Clara, CA, 95051
USA), a high resolution 60-mer oligonucleotide based
microarray containing 55,077 60-mer probes, spanning
coding and non-coding genomic sequences with median
spacing of 33 kb and 41 kb, respectively.

Array image was acquired using an Agilent laser scanner
G2565CA (Agilent Technologies, California, USA) and
analyzed with the Agilent Feature Extraction software
(v10.10.1.1.). Results were presented by Agilent Cytoge-
nomics software (v2.5.8.11). DNA sequence information
refers to the public UCSC database (Human Genome
Browser, Feb 2009 Assembly; GRCh37:hg19).

The deletion detected was aligned to known aberrations
listed in publicly available databases, such as the Database
of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans
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using Ensembl Resources (DECIPHER [5]), the Data-
base of Genomic Variants (DGV [6]), Ensembl [7] and
European Cytogeneticists Association Register of Unbal-
anced Chromosome Aberrations (ECARUCA [8]).
Parental samples were analyzed using the same array.

Results and discussion

Array CGH analysis of our patient with complex malforma-
tions revealed a 14.56 Mb deletion on the long arm of
chromosome 4 (4q28.3q31.23; 136,127,048 - 150,690,325)
(see Figure 2). Analysis of the parents confirmed the de
novo occurrence of the deletion. In a detailed analysis of
the genes affected by the deletion we highlighted 8 genes
(PCDHI8, SETD7, ELMOD2, IL15, GAB1, HHIBR, SMADI,
NR3C2) with possible contributions to the phenotype. The
genes thought to be relevant are summarized in Table 1 in
order of their position on the chromosome.

The first of these genes is PCDHI8 (MIM *608287).
Kasnauskiene J. et al. reported a boy with severe devel-
opmental delay, seizures, microcephaly and hypoplastic
corpus callosum with a 1.53 Mb single gene deletion on
chromosome 4 (4q28.3; 137,417,338 — 138,947,282) with
array CGH. Deletion of the PCDHI8 gene was also
detected which together with our case suggests that the
PCDH18 gene might be involved in intellectual disability
[10]. Unfortunately our patient died at the age of nine
months, she was hospitalized many times and showed
severe developmental delay, however we have no data
about her exact intellectual ability, but it is a repeatedly
described symptom in previous reports on 4q interstitial

deletions where the region partially overlaps with ours.
SETD7 (*606594) gene could be a second candidate in
connection with cognitive development. Wang et al.
examined the expression of genes responsible for epi-
genetic changes in different neuronal tissues, especially
during differentiation. It was determined that SETD7
expression was upregulated both in human embryonic
stem cells and human cortex, which implies that SETD7
might play a particular role in the regulation of the
neural genes [11].

The laboratory results of our patient showed decreased
lymphocyte numbers which may be responsible for the
patient’s immunodeficiency. Another gene of the deleted
region is the IL15 (*600554) (see Table 1). Ku et al. sug-
gested earlier that the balance between ILI5 and IL2
can control the number of the CD8+ memory T-cells.
Dosage alteration of this gene may explain our patient’s
low lymphocyte number [13].

The clinical picture of our patient was complicated by
vascular lung malformation affecting both the pulmonary
arteries and veins and consequent pulmonary hypertension.
The GABI (*604439) gene, which encodes an adaptor
protein and is involved in branching tubulogenesis [14,15]
may also be associated with the vascular malformation of
the lung observed in our patient.

The HHIP (*606178) gene encodes a protein which
participates in the regulation of morphogenesis. Zhou et al.
found decreased levels of HHIP mRNA and protein in the
lung tissue samples of COPD patients. Based on these, a
possible correlation between the abnormal development of
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Figure 2 Ensembl and aCGH image of the deleted region with the affected genes. Part B is our aCGH image where the deleted region is
clearly visible and its location on chromosome 4 is marked. Listed on the right side are all of the genes affected by this deletion. The first eight are
emphasized because these are most likely to affect the phenotype. Part A is the Ensembl image of this area with the affected genes highlighted [9].
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lung vessels in our patient and the gene can be hardly
excluded [16,17].

The unique feature of vascular malformation in the
lung, gradually lead to pulmonary hypertension in our
patient. Additionally the role of genes in the deleted
region associated with the development of pulmonary
hypertension cannot be ruled out. Han et al., examined
the SMADI (*601595) gene (in knock-out mice), and
found that the deficiency of it is associated with pulmon-
ary hypertension [18]. Pannu et al. noticed the importance

of SMADI in the development of fibrosis [19]. In a publi-
cation by Nasim et al. the same results were discovered
when they examined a 47-year-old French woman with
primary pulmonary hypertension [20]. Furthermore, muta-
tions in ELMOD?2 (*610196) gene (deleted in our patient)
may lead to familial idiopathic pulmonary fibrosis [12],
however in our patient we have no data about parenchymal
changes of the lung.

Another gene affected by this deletion with possible
effect on the phenotype, called NR3C2, plays a role in
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Table 1 Deleted genes on the long arm of the chromosome 4, with a possible effect on the phenotype

GENES WITH POSSIBLE EFFECT ON THE PHENOTYPE

Gene Role Position on chr 4 Effect on the phenotype
PCDH18  Protocadherin 18: impact on cell-cell connection, 138,440,071 Might be involved in intellectual disability [10].
highly expressed in the brain and lung. )
138,453,628
SETD7  Histone methyltransferase H3K4. 140,427,191 Regulation of the neural genes; differentiation
) of neuroectoderm progenitor cells [11].
140,477,576
ELMOD2 GTPase activating protein: role in antiviral responses 141,445311 Mutations in this gene may lead to familial idiopathic
and pulmonary fibrosis. ) pulmonary fibrosis [12].
141,474,923
IL15  Cytokine:affects T-cell activation and proliferation, 142,557,748 Dosage alteration of IL15 gene may explain patient’s
controls the number of CD8+ memory T cells. ) low lymphocyte number [13].
142,655,139
GAB1  Direct substrate of the epidermal growth factor receptor (EGFR). 144,257,679 Has an important role in branching tubulogenesis,
) and probably in the lung vessel malformation
observed in our patient [14,15].
144,359,717
HHIP  Hedgehog-Interacting Protein: effect on regulation 145,567,417 Possible correlation between the lung malformation
of morphogenesis. ) of our patient and the gene [16,17].
145,662,541
SMADT  Involved in the downstream signaling pathway of bone 146,402,950 SMAD1 deficiency may play a role in the
morphogenic protein (BMP) subfamily members. ) development of pulmonary hypertension [18-20].
146,480,327
NR3C2  Mineralocorticoid receptor: impact on the regulation of sodium 148,999,914 Copy number changes of NR3C2 gene may be
concentration in the body. NR3C2 mutations were published to ) associated with low sodium levels [21].
influence the development of hyponatraemia.
149,365,849
regulating the sodium concentration in the body thereby = Consent

influencing fluidic balance and blood pressure. We cannot
rule out the possibility that changes in copy number of
this gene may be associated with low sodium levels conse-
quently seen in our patient [21].

Conclusion

Several genes are affected in the deletion of the region
between 4q28.3 and 4q31.23, which could give a possible
explanation for the clinical symptoms. Among other func-
tions a role in lung morphogenesis and tubulogenesis can
be attributed to the deleted genes in our patient which
may explain the unique feature of vascular malformation
of the lung vessels leading to pulmonary hypertension.
The interpretation of the role of the haploinsufficient
genes is complicated by the fact that in current literature
we only found a few cases where the deletion overlapped
our region. In the future it would be necessary to examine
this region not only with array CGH but also with tran-
scriptomic and proteomic methods.

Because the patient died, written consent for publication
and any accompanying images in this Case report was
obtained from the patient’s next of kin. A copy of the
written consent is available for review by the Editor-in-
Chief of this journal.
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Phenotypic variability in a Hungarian patient with
the 4921 microdeletion syndrome
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Abstract

HNRPDL, and ENOPHT) has been described so far.

Background: Interstitial deletions of 4921 (MIM 613509) have already been reported in more than a dozen patients
with deletions ranging from 2 to 15.1 Mb delineating a common phenotype including marked growth restriction,
hypotonia, severe developmental delay with absent or delayed speech and distinctive facial features. A minimal
critical region of 1.37 Mb accounting for the common features with 5 known genes (PRKG2, RASGEF1B, HNRNPD,

Results: Here we report on a 5 year-old Hungarian girl presenting with severe developmental delay, good receptive
language but absent spoken speech, short stature, dystrophy, hypotonia, distinctive facies including broad forehead,
frontal bossing, downward slanting palpebral fissures, hypertelorism, hypoplastic ear-lobes, anteverted nostrils, short
philtrum, small mouth, higharched palate, short, small hands and feet, distally narrowing fingers and clinodactyly.
Cerebral MRI showed ventricular dilation and an increase in periventricular signal intensity. After extensive metabolic
tests and exclusion of subtelomeric deletions array CGH analysis was performed using the Agilent Human Genome G3
SurePrint 8x60K Microarray (Agilent Technologies, USA), which detected a 4,85 Mb de novo interstitial deletion of
4g21.21-4921.23. The clinical symptoms only partly overlap with reported 4921 microdeletion cases. Among multiple
annotated genes our patient is also haploinsufficient for the following genes: RASGEF 1B being a strong candidate for
the neurodevelopmental features and PRKG2 for severe growth delay.

Conclusion: The first Hungarian case of 4921 deletion adds to the phenotypic spectrum of this novel microdeletion
syndrome and underlines the importance of array CGH to uncover the heterogeneous causes of intellectual disability.

Keywords: Submicroscopic deletion, Array CGH, 4921, Short stature, Intellectual disability

Background

The recent wide-spread use of microarray-based com-
parative genomic hybridization (array CGH) has exten-
sively aided the elucidation of the underlying cause in
patients with severe developmental delay and intellectual
disability with dysmorphic features [1]. Interstitial dele-
tions of 4q21 have been reported in about a dozen patients
[1-8] with deletions ranging from 2 to 15.1 Mb delineating
a common phenotype including marked growth restric-
tion, hypotonia, severe developmental delay with absent or

* Correspondence: melegh.bela@pte.hu
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'Department of Medical Genetics, Clinical Centre, University of Pecs, Szigeti
Street 12, Pecs H-7624, Hungary
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H-7624, Hungary

Full list of author information is available at the end of the article

( BioMed Central

delayed speech, small hands and feet and distinctive facial
features as broad forehead, hypertelorism, and prominent
central incisors. A minimal critical region of 1.37 Mb ac-
counting for the common features with 5 known genes
(PRKG2, RASGEFI1B, HNRNPD, HNRPDL, ENOPH]) has
been described so far [5].

Here, we report the first Hungarian case of 4q21 dele-
tion adding to the phenotypic spectrum of this novel
microdeletion syndrome.

Case presentation

Results

After extensive metabolic tests and exclusion of subtelo-
meric deletions array CGH analysis was performed using
the Agilent Human Genome G3 SurePrint 8x60K Micro-
array, which detected a 4,85 Mb de novo interstitial de-
letion of 4q21.21-4q21.23 (ch4:81 408 980-86 261 953)

© 2015 Komlosi et al,; licensee BioMed Central. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public Domain

Dedication waiver (http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article,

unless otherwise stated.
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(Figure 1). The deletion in our patient involved the fol-
lowing genes: PRKG2 (MIM 601591), RASGEFIB (MIM
614532), HNRNPD (MIM 607137), HNRPDL, ENOPH1,
COQ2, MRPSI8C, THAPY, HPSE, and CDSI. Except for
known CNVs, no copy number alterations were ob-
served in other chromosomes (data not shown). Based
on the normal CGH array profile of the parents this de-
letion proved to be de novo. The deletion was not re-
ported as polymorphic or structural variant in the
publicly available databases.

Discussion

The widespread use of array CGH has led to the delinea-
tion of many novel entities associated with developmen-
tal delay [1]. Beyond revealing the underlying cause it
provides information for prognosis, the medical manage-
ment of the symptoms and access to resources for the

Page 2 of 6

affected families, and also gives the basis for estimating
recurrence risks.

Several reports and studies have delineated a 4q21
microdeletion syndrome with a common phenotype in-
cluding marked growth restriction, hypotonia, severe de-
velopmental delay with absent or delayed speech, small
hands and feet and distinctive facial features as broad
forehead, hypertelorism, and prominent lower and upper
incisors [5]. A minimal critical region of 1.37 Mb with 5
known genes (PRKG2, RASGEF1B, HNRNPD, HNRPDL,
ENOPH]1) has been described so far [5]. Comparison of
our case with previously published cases (Table 1) re-
vealed several common features but also some variation
in the phenotype. The 4.85 Mb deletion in our patient
includes the minimal critical region of the 4q21 micro-
deletion syndrome, encompassing the candidate genes,
PRKG2 and RASGEFIB, previously described as major
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Figure 1 Ensembl and aCGH image of the 4921.21-q21.23 deletion. Part A is the Ensembl image of the deleted area with the affected genes
and the 4921 microdeletion syndrome minimal critical region highlighted [9]. Part B is our aCGH image where the 4.85 Mb deletion and its exact
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Table 1 Phenotypic differences between patients with 4q21 microdeletions and common features of the minimal

critical region

Clinical/common features Minimal critical

Smallest described

Largest described Current case report

region [5] deletion [7] deletion [5]
Deletion 4G21.21-21.22 4021.22-g21.23 4G21.21-922.3 4G21.21-4021.23
Size (Mb) 137 20 15.1 4.85
Age at diagnosis (years) NA 7 8 5
Craniofacial features
Frontal bossing, broad forehead Yes Yes Yes Yes
Downslanting palpebral fissures ND Yes ND Yes
Hypertelorism Yes Yes No Yes
Anteverted nostrils ND ND Yes Yes
Short philtrum ND ND Yes Yes
Hypoplastic ear-lobes ND No Yes Yes
Small mouth ND Yes ND Yes
Higharched palate ND Yes ND Yes
Developmental delay Yes Moderate Yes Yes
Neonatal hypotonia Yes No Yes Yes
Gross motor delay Yes moderate Yes Yes
Delayed speech Yes Yes Yes Yes
Stereotypic movements ND ND ND Yes
Behavioral disturbance ND Yes ND Yes
Anthropometric and skeletal abnormalities Yes Yes Yes Yes
IUGR ND No Yes Yes
Birth weight (centile) ND 50th 25th 25-50th
Postnatal growth delay Yes No -5SD -2SD
Conserved head circumference Yes +1SD —0.55D +1SD
Small hands and small feet Yes Yes No Yes
Brachydactyly Yes Yes No Yes
Cerebral imaging abnormality Yes Yes
Ventricular dilation ND No Yes Yes
Corpus callosum hypoplasia ND No ND Yes
Cerebellar vermis hypoplasia ND No ND No
Frontal cerebral hypoplasia ND No Yes No

Yes: feature present; no: feature absent; ND: data not accessible, NA: not applicable.

determinants of the 4q21 phenotype. Our patient shares
haploinsufficiency with the patient portrayed as having
the smallest reported deletion in this region, a novel
2.0 Mb deletion encompassing three of the genes in the
proposed minimal critical region: HNRNPD, HNRPDL,
and ENOPH1 [7]. The shared features between this pa-
tient and our patient, including macrocephaly, small
hands and feet, developmental delay, and the distinctive
facial features of broad forehead, hypertelorism and
prominent lower incisors, stress the role of these genes
as likely candidates for the shared phenotype through
yet unrevealed mechanisms [7].

Among the dysmorphic features the characteristic bra-
chydactyly observed in other patients was less pro-
nounced in our index patient, and no shorter 2nd toe
was observed as described in the classic phenotype. Joint
laxity and hypermobile joints, also observed in our pa-
tient, have been described recently in a patient with a
proximal 4q interstitial deletion of 24.89 Mb encompass-
ing 4q12-4q21.21 [10] and is only known in 3 additional
patients with proximal 4q deletions. In addition to the
common neurocognitive characteristics seen in most
4q21 cases our patient also exhibited stereotypic move-
ments and a behavioral disturbance including occasional
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self-injurious behavior and aggression towards others as
described in the patient with the 2 Mb deletion [7]. It is
also noteworthy that good receptive language and com-
munication by sign was observed in our patient besides
absent speech also resembling the described case with a
large proximal 4q deletion [10], however, more studies
with the precise description of the deletion boundaries
will be needed to point out genes responsible for the
overlapping features.

The 4,85 Mb region involved in the deletion contains
a number of genes, some of which have already been
discussed as being major determinants of the phenotype
[1,5], while the role of other genes and their impact on
the phenotype still need to be elucidated. We have
learned from previous works that haploinsufficiency of
the minimal critical region is essential for the expression
of the classic 4q21 phenotype, within this region, the
genes PRKG2 and RASGEFIB, have been identified as
major determinants in the development of the character-
istic features [5]. RASGEF1B encodes a highly conserved
guanine nucleotide exchange factor for Ras family pro-
teins. This protein superfamily is involved in various
basic cellular functions such as signal transduction, cyto-
skeleton dynamics and intracellular trafficking. It is
highly expressed in the central nervous system, and may
play a role in actin and microtubule dynamics regulating
both dendrite and spine structural plasticity [11]. Since
several genes related to intellectual disability have been
identified in the Rho-GTPase signaling pathway, RAS-
GEFIB seems to play a role in the cognitive features of
the 4q21 phenotype [5].

There is strong evidence that the second basic feature
of the microdeletion syndrome, severe growth delay, can
be attributed to the PRKG2 gene which encodes a
cGMP-dependent protein kinase type II protein. Mice
with a null mutation of this gene developed postnatal
dwarfism as a result of severe endochondral ossification
defect at the growth plates and impaired chondrocyte
growth. While small hands, short fingers and feet were
described, no postnatal growth delay was observed in
the patient with the smallest described deletion [7] not
containing the PRKG2 gene, while in patients deleted for
the minimal critical region and in our current case
growth delay was severe (Table 1). Those observations
also underline that the haploinsufficiency of the PRKG2
gene could explain growth failure [7] in most of the
4q21 patients. On the other hand, haploinsufficiency of
PRKG2 has previously also been linked to severe cogni-
tive developmental delay [12].

Additionally the deletion in our patient also involved
several genes (BMP3, COQ2, MRPSI8C, THAPY, HPSE,
and CDS1) for which no direct function can be linked to
the features observed in our patient. In rat embryos,
Bmp3 was suggested to be involved in pattern formation
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during early skeletal development [13]. In Bmp3 -/-
embryos or newborns no skeletal defects were found,
only increased trabecular metaphyseal bone density and
total trabecular bone volume [14]. On the other hand, a
missense mutation in the BMP3 gene (F452L) was asso-
ciated with cranioskeletal differences in canines [15].
Strehle et al. argued that haploinsufficiency of BMP3
might be associated with short stature and other skeletal
anomalies in 4q21 interstitial deletions [16]. Thus, it
cannot be ruled out that haploinsufficiency of BMP3
may also contribute to the cranial features observed in
our patient, such as broad forehead and frontal bossing.

The HPSE gene encodes a heparanase belonging to the
family of endoglycosidases which cleave the heparan sul-
fate side chain of heparan sulfate proteoglycans (HSPGs)
and contribute to the remodeling of the extracellular
matrix for cell movement or the release of bioactive
molecules from the extracellular matrix or cell surface
[17]. Vlodavsky et al. demonstrated a correlation of
HPSE expression and heparanase activity with increased
metastatic potential in breast cancer tissues and cell
lines [18]. Currently no direct function of the HPSE gene
can be linked to developmental disorders, however, it
can be assumed that the basic function of extracellular
matrix remodeling might also be essential for neurode-
velopment. Further detailed case reports or experimental
data are needed to learn more about the clinical rele-
vance of those genes.

Conclusions

We describe the first Hungarian patient with a de novo
previously unreported interstitial 4q deletion, syndromic
severe developmental delay, absence of spoken language
and behavioral disturbance. The clinical symptoms in
our patient partially overlap with reported 4q21 micro-
deletion cases. Among the multiple annotated genes our
patient is also haploinsufficient for RASGEF1B, a strong
candidate for the neurodevelopmental features and
PRKG?2 for severe growth delay. In the future elucidation
of the clinical relevance of several other deleted genes in
4q21 patients may help establish guidelines for adequate
healthcare management of those patients. Our case of
4q21 deletion adds to the phenotypic spectrum of this
novel microdeletion syndrome and underlines the im-
portance of array CGH to uncover the heterogeneous
causes of intellectual disability.

Methods

Patient report

The patient was a 5 year old girl born by caesarean sec-
tion at 39th week of gestation as the second child of
non-consanguineous healthy Hungarian parents, the
family history was unremarkable. Her birth weight was
2750 g (25-50 pc), her length 49 cm (5-10 pc), the head

88


Balázs
Typewritten Text
88


Komlési et al. Molecular Cytogenetics (2015) 8:16

circumference 36 cm (+1SD). Her 5 and 10 minute
Apgar scores were 9/10. In the perinatal period mild ic-
terus, joint laxity in the hips, axial hypotonia and poor
feeding was noted. At 1 week of age severe axial hypo-
tonia and spasticity in the lower limbs was recognized
and there was only slight improvement following exten-
sive neurohabilitation. After 3 months her somatic and
psychomotor development slowed down and has been
very slow ever since. At 6 months of age the patient was
hospitalized with severe obstructive bronchitis and dur-
ing her first year she suffered several upper airway infec-
tions with dense mucous and chronic diarrhea, but
CFTR-related diseases were excluded. At 14 months of
age brain MRI revealed significantly widened and abnor-
mally structured ventricles, diminished periventricular
white matter and hypoplasia of the corpus callosum. At
the age of 18 month the patient was referred to our gen-
etic counseling unit because of severe hypotonia and de-
velopmental delay. Postnatal growth delay: weight was
9.5 kg (5-10 pc), height 68 cm (<3 pc) and head circum-
ference 48.5 cm (+1 SD) and a distinctive facies includ-
ing broad forehead, frontal bossing, downward slanting
palpebral fissures, hypertelorism, hypoplastic ear-lobes,
anteverted nostrils, short philtrum, small mouth, high-
arched palate as well as short, small hands and feet, dis-
tally narrowing fingers, clinodactyly and joint laxity were
noted. Neurological examination revealed severe gener-
alized hypotonia and absent speech development. Gross
motor milestones were severely delayed despite of exten-
sive neurohabilitation: at the age of 2.5 years she was un-
able to sit alone, she did not crawl and was unable to
stand alone. At the age of 5 years she was able to walk,
sit alone, but had no speech. She had good receptive lan-
guage and used signs and gestures to communicate but
had no speech. Stereotypical movements such as hand
clapping and flapping and a behavioral disturbance, in-
cluding occasional self-injurious behavior and aggression
toward others were observed. Epilepsy has not been
noted so far and repeated EEGs gave negative results.
Extensive metabolic (carnitine-ester profiling, amino
acids, urine organic acids, isoelectric focusing for CDGs)
and genetic testing (routine karyotyping, CFTR sequen-
cing, mitochondrial mutation screening) yielded negative
results.

Array Comparative Genomic Hybridization (aCGH)
analysis

Array CGH was performed using the Agilent Human
Genome G3 SurePrint 8x60K Microarray (Agilent Tech-
nologies, USA), a high resolution 60-mer oligonucleotide
based microarray containing 55.077 60-mer probes, span-
ning coding and non-coding genomic sequences with me-
dian spacing of 33 kb and 41 kb, respectively.
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Purification of the DNA from blood was performed
using the DNA Purification Kit NucleoSpin°Dx Blood
(Macherey-Nagel, Germany) according to the manufac-
turer’s protocol. Concentration and purity of the extracted
DNA were measured with the NanoDrop spectrophotom-
eter (NanoDrop Technologies, Inc.). Pooled genomic
DNA from peripheral blood leukocytes of phenotypically
normal males or females from Promega was used as a ref-
erence (Promega Male/Female Reference DNA, Promega
Corporation, USA).

Labeling and hybridization were carried out based on
the Agilent protocol (Agilent Oligonucleotide Array-Based
CGH for Genomic DNA Analysis — Enzymatic Labeling
Protocol v7.2; July 2012). Array image was acquired using
an Agilent laser scanner G2565CA (Agilent Technologies,
California, USA) and analyzed with the Agilent Feature
Extraction software (v10.10.1.1.). Results were presented
by Agilent Cytogenomics software (v2.5.8.11). DNA se-
quence information refers to the public UCSC database
(Human Genome Browser, Feb 2009 Assembly; GRCh37:
hg19).

The deletion detected was aligned to known aberra-
tions listed in publicly available databases, such as the
DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and
Phenotype in Humans using Ensembl Resources) [19],
DGV (the Database of Genomic Variants) [20], Ensembl
[21] and ECARUCA [22]. Parental samples were ana-
lyzed using the same array and method.

Consent

Written informed consent was obtained from the patient
for publication of this Case report and any accompany-
ing images. A copy of the written consent is available for
review by the Editor-in-Chief of this journal.
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