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OSSZEFOGLALAS

Celkitiizés: Az autoszémilis és a nemi kromoszémik rendellenességei kb. 0,6%-ban fordulnak els az élvesziiletettek ko-
zott. A nemi kromoszomak eltérései enyhébb klinikai tiinetekkel jarnak, altaldban csak a nemi differencialédasban okoz-
nak zavarokat. A szambeli és szerkezeti kromoszéma rendellenességek kimutatdsira még napjainkban is a kariotipizalds
az ,arany standard” mddszer, annak ellenére, hogy nagyon hosszadalmas az eljaras, akdr 2-4 hét is szlikséges a lelet
kiaddsdig. Ezért vezették be a gyorsabb molekularis biolégiai alapti médszereket, igy a fluoreszcens in situ hibridizaciét
(FISH) ¢és a kvantitativ fluoreszcens PCR-t (QF-PCR). Egy a kereskedelmi forgalomban 1évé QF-PCR kittel szerzett
tapasztalatainkat mutatjuk be.

Anyag és modszer: Elsz6leg kariotipizalt mintdkon QF-PCR-t végeztiink. A klinikdnkon az utébbi 9 év alatt vizsgalt
20.982 mintdbdl 58 mutatott nemi kromoszéma rendellenességet. Kozilik 21 minta 46, XO, 18 minta 46, XXY, 13
minta 47, XXX és 6 minta 47, XYY kariotipusu volt. ‘

Eredmények: QF-PCR moédszerrel sikeriilt az 6sszes nemi kromoszéma rendellenességet mutaté mintét sikeresen diag-
nosztizalni, azaz a 20.982-bsl 58 mutatott nemi kromoszéma rendellenességet. Koziilik 21 minta 46, XO, 18 minta 46,
XXY, 13 minta 47, XXX és 6 minta 47, XYY volt.

Kivetkeztetések: A felhasznalt kittel rovid id§ alatt eredményt kapunk. A kimutatott nemi kromoszéma rendellenességek
el6forduldsi gyakorisaga megegyezik a nemzetkézi irodalmi adatokkal.
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Detection of sex chromosome aneuploidies using quantitative
fluorescent PCR

ABSTRACT

Objectives: Autosomal and sex chromosome aneuploidies are the most frequent chromosomal abnormalities at birth. Sex
chromosome aneuploidies cause less severe syndromes. For the detection of chromosomal abnormalities, cytogenetic
analysis of fetal cells is considered to be the “gold standard” method, karyograms show all numerical and structural
abnormalities, but it takes 2—4 weeks to obtain the results. Molecular biological methods do not need the long culture
time, e.g., FISH and quantitative fluorescent PCR (QF-PCR) are fast methods. We share our experience using
a commercial kit available for the detection of chromosome aneuploidies.

Methods: We analyzed 20,982 amniotic fluid samples collected in the period between January 2006 and November 2014
in our department. A conventional cytogenetic analysis was performed on the samples. We checked the reliability of the
QF-PCR on samples in which sex chromosomal aneuploidy was diagnosed.

Results: From the 20,982 amniotic fluid samples, we found 58 samples with sex chromosome aneuploidy. There were 21
samples showing 46, XO, 18 samples with 46, XXY, 13 samples with 47, XXX and 6 samples with 47, XYY karyotypes.
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The applied QF-PCR method showed the same results as the conventional karyotyping. According to our opinion, it is

suitable to detect all sex chromosome aneuploidies.

Conclusions: QF-PCR is a fast and reliable method for the detection of sex chromosome aneuploidies.
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A karyotipizalds az ,arany standard” médszer a prenatalis
diagnosztikai centrumokban, alkalmas az Gsszes szambe-
li kromoszéma rendellenesség és a szerkezeti dtrendezd-
dések kimutatdsdra. A sejttenyésztés szikségessége miatt
azonban az eljirds id6- és munkaigényes, igy a gyorsabb
molekuldris genetikai médszerek bevezetésére igény me-
rile fel. A karyotipizdlds leirdsa, 1956 6ta, kisebb médo-
sitasoktdl eltekintve az eredeti technika szerint térténik.
Napjainkban az automata kiértékeld rendszerek jelente-
nek nagy segitséget a kiértékelést végzé humdangenetikai
szakasszisztenseknek. A fluoreszcens in situ hybridization
(FISH) az 1970-es években, a fluoreszcens PCR és DNS
fragmens analizis (QF-PCR) az 1990-es évek kozepé-
t61 keriilt alkalmazdsra [1-4].
ban az alkalmazott prébik, illetve primerek szerint csak

Ezek a mddszerek azon-

bizonyos elviltozdsokra adnak informdciét, nem a teljes
kromoszéma szerelvényre. Viszont a néhdny éve beveze-
tett arrayCGH (8sszehasonlité génvizsgdlat), nem igényli
a sejtek tenyésztését és lerdviditi a vizsgdlatok dtfutatdsi
idejét, az osszes kromoszémdrdl ad informiciét, és a ki-
sebb delécidkat is kimutatja, egyelére nem terjedt el még
Magyarorszdgon [5]. De nagyon kivénatos lenne a klini-
kai genetikai gyakorlatba valé miel6bbi bevezetése mind
a prenatalis, mind a postnatalis, vagy egyéb diagnoszti-
kiba. Az Gj generdcids szekvandldk alkalmazdsa az utébbi
néhdny évben lehetévé tette a nem-invaziv médon torté-
né prenatalis diagnosztikdt és lehetévé teszi a leggyako-
ribb szdmbeli kromoszéma rendellenességek kimutatdsit.
Gyors elterjedése virhaté, amint a meghatdrozdsok drai
csokkennek [6-9]. ’

A leggyakoribb autoszémilis szdmbeli kromoszéma
rendellenességek gyors diagnézisit lehet6vé tevs fluoresz-
cens PCR és DNS fragmens analizis eljirdst mér 1997
6ta alkalmazzuk a klinika Genetikai Laboratériumdban
[10,11]. Az utébbi idében keriiltek forgalomba olyan tesz-
tek, amelyekkel az Osszes nemi kromoszéma szdmbeli
rendellenesség is kimutathaté. Ezek el6forduldsa viszonylag
gyakori érinthetik az X (triple X, XXX Klinefelter szind-
réma, XXY), vagy az Y kromoszémit (XYY) (1/1000 azo-
nos nemt sziiletés). Osszehasonlitva a leggyakoribb szdm-
beli kromoszéma rendellenességekkel, a Down, a Patau
és az Edwards szindréomakkal az extra nemi kromoszéma
hatisa enyhe, sok esetben nem is keriil diagnosztizalasra.

Kimutatisukra az utébbi idészakban kifejlesztett specidlis
QF-PCR markerekkel gyors lehetdség nyilik.

Kozleménytinkben a nemi kromoszémdk szimbeli rend-
ellenességeinck kimutatdsira is alkalmas teszttel szerzett
tapasztalatainkrél szimolunk be.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Az elmult 9 évben (2006-2014 novembere) a Semmelweis
Egyetem 1.5z. Sziilészeti és Nogydgyiszati Klinikdjin
20.982 db magzatvizminta keriilt feldolgozasra. A nemi
kromoszémdk szambeli rendellenességét mutaté magzatviz-
mintdkat, valamint egészséges mintakat vélasztottunk ki
a tanulmdnyunkra (58 minta, valamint 60 kontroll minta,
szdmbeli kromoszéma rendellenességet nem mutatd, 30 db-

30 db 46,XX és 46,XY).

Citogenetikai vizsgalat

A citogenetikai analizist in sizu tenyésztési eljardst kovetden
Lucia (Praga, Csehorszdg) automata kiértékel6 rendszer se-
gitségével végeztik el [12,13].

DNS izolalas

A DNS-t az amniocentesis sordn nyert mintakbél szilika
adszorpciés modszerrel izoldltuk ki High Pure PCR
Template Preparation kit segitségével (Roche, Penzberg,

Németorszg).

Kvantitativ fluoreszcens PCR és DNS fragmens
analizis (QF-PCR)

QF-PCR-t végeztiink a Chromoquant QF-PCR STaR
kitjével a gyarté utmutatdsa szerint (CyberGene AB,
Stockholm, Svédorszag). Ezzel lehetséges a hiarom leggya-
koribb szdmbeli autoszémilis aneuploididk mellett (21-es,
18-as és 13-as kromoszéma triszémidi), a nemi kromo-
sz6mik szambeli eltéréseinek a kimutatdsa is. A PCR so-
rin Ggynevezett small tandem repeats (STR) szekvencidk
kertilnek felhaszndlisra, az X kromoszémiéra 4 db, az Y
kromoszémaira 3 db, a 21-es kromoszémdra 6 db, a 18-as
kromoszémdra 5 db és a 13-as kromoszémidra 5 db STR
markert tartalmaz a kit. Ezeken kiviil lehetséges extra STR

markerek felhaszndldsa is az egyes kromoszémakra sziikség
esetén. A PCR-t Applied Biosystems 9800 (Perkin Elmer,
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USA) thermal cycler késziléken az eldirt paraméterekkel
végeztuk el [14].

DNS fragmens analizis

A PCR sorin keletkezett fragmentumokat Applied
Biosystems Genetic Analyzer 3130 (ABI, USA) késziiléken
kapillaris elektroforézissel valasztottuk el. Egy mikroliter
PCR terméket adtunk 19 mikroliter formamidhoz, amely
tartalmazott 0,25 mikroliter molekulasily standardot.
Molekulastly markerként az ABI LIZ 500 (ABI, USA)
standardot haszniltuk. A fragmentumokat a kiértékels
program segitségével azonositottuk be, a normil euploid
magzatok esetében az elektroforetogrammon a cstcsok ard-
nyai > 0,8 <1 ,4, mig a triploid esetekben >1,8 ; vagy < 0,65
kozott viltakoznak.

EREDMENYEK

Az elmilt 9 év soran 20.982 magzati mintdt analizdltunk
ki, ezek kozul autoszémadlis szimbeli kromoszéma rendelle-
nességet mutatott 363 eset, a nemi kromoszémdak szdmbeli
rendellenességét mutatta 58. Koziilik 21 minta 46, XO, 18
minta 46, XXY, 13 minta 47, XXX és 6 minta 47, XYY
kariotipusi volt.Az utébbiakbél a QF-PCR alkalmazhaté-
sigdt és megbizhatdsdgat vizsgaltuk meg. Az eredmények
megegyeztek a kariotipizdlds sordn kapott adatokkal, a nor-
mal és az eltérést mutaté magzati mintdk esetén is.

Az 1. dbran a 45X0 kariotipusi magzatra jellem-
z8 elektroforetogram figyelhet6 meg. Az X kromoszéma

markerei 1-1 cstcesal jelentkeznek, a TAF9B marker vi-
szont 2:1 ardnnyal mutatkozik.

A 2 47XXY  kariotipusu ;
elektroforetogramjit mutatja. Az X kromoszémira alkal—

dbra  a magzat
mazott markerek az X kromoszéma két példinyban vald
meglétét jelzik.

A 3. dbra a 47 XYY karyogrammal (kettSs Y szindré-
ma) rendelkez8 magzati minta elektrofetogramjit mutatja.
Az Amel génre specifikus marker 1:2 arannyal jelzi, hogy
az Y kromoszéma két példanyban van jelen.

A 4. dbra a 47XXX Kkariotipusi magzatra jellemzé
elektroforetogramot mutatja, az X kromoszéma STR mark-
erei 2:1, vagy 1:1:1 ardnyokkal mutatkoznak.

A QF-PCR médszerrel minden esetben igazolni tudtuk
a kariotipizdldssal megallapitott nemi kromoszéma rend-
ellenességeket. A nemzetkézi adatokhoz hasonlé az egyes
rendellenességek eléforduldsi gyakerisig a (45,XO-nak
0.001; a 47,XXY-nak 0.0008; a 47,XXX-nek 0.0004 és
a 47, XY Y-nak 0.00002).

MEGBESZELES

Az Ujsziilstteknél megfigyelhets leggyakoribb kromoszé-
ma rendellenességek a 21-es, a 18-as és a 13-as, valamint
a nemi kromoszémdkat érintik [16-17]. Ezek kimutatdsdra
a legelterjedtebb és legmegbizhatébb médszer a magzatviz-
sejtek citogenetikai vizsgélata [18], a karyogram megmutat-
ja az Osszes szdmbeli és szerkezeti eltérést. Viszont a sejt-
tenyésztés id6-, és munkaigényes eljirds, igy az érdeklgdés
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1. abra A 45,X0 kariotipust magzatra jellemzé elektroforetogram. Az AMEL, DXS6854, DXB8803, X22, XHPRT, DXYS218
markerek egy-egy fragmentummal. az SRY szignal nélkul, a TAFOB marker 2:1 arannyal jelentkezik, a GT10_STS47 marker

szignalja hianyzik.
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2. abra A 47,XXY kariotipust magzat elektroforetogramja. Az X kromoszéma specifikus markerek eltéré (2:1) aranyokkal

mutatjak az extra X kromoszéma jeleniétét.

jerkiece 3

UDARTaY

AlEN ANAL 1408

ShaRea T o

e -l - wl e
s . i ¥ - by - : i i

3. abra A 47,XYY kariogrammal (kett6s Y szindréma) rendelkezé magzat elektrofetogramja. Az Y kromoszomara alkalmazott

marker dupla mennyiségben mutatkozik (Amel gén)

a molekuldris genetikai médszerek felé iranyult, ezek lehe-
t6vé teszik a gyorsabb és egyszerlibb kimutatist. A FISH
és 2 QF-PCR alkalmasak a leggyakoribb szambeli kromo-
széma rendellenességek egy napon beliili kimutatdsara. Iro-
dalmi adatok és sajit megfigyeléseink alapjan a QF-PCR
megbizhatéan alkalmas a gyakori magzati aneuploididk ki-
mutatdsdra chorionboholy-, és magzatvizmintikbdl [19-26].

A Semmelweis Egyetemen a viligon negyedikként
kezdtiik el alkalmazni a QF-PCR mdédszert [10,14]. Az al-

vtalunk alkalmazott multiplex primer rendszer a leggyako-

ribb autoszémalis szdmbeli kromoszéma rendellenességek,
és az egyes nemi kromoszéma szdmbeli rendellenességek
kimutatdsira alkalmas, de az utébbiak kézill nem mindre.

Példaul a Turner szindréma kimutatdsira nem volt alkal-
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4. abra A 47,XXX kariogrammal rendelkezé magzat elektroforetogramja. Az X kromoszémara alkalmazott STR markerek 2:1,

vagy 1:1:1 aranyokkal jelentkeznek.

mas. Egy a kereskedelmi forgalomban 1év6 és CE/IVD
jelzéssel ellatott kit alkalmazhatdsigat probaltuk ki, amely
minden kromoszéma szambeli eltérés megbizhaté diag-
nosztizdldsira alkalmas.

Az elmilt 9 év sorin nyert 20.982 magzatviz mintabol
363 autoszémalis és 58 nemi kromoszéma szdmbeli rend-
ellenességet mutattunk ki. A nemi kromoszéma rendelle-
nességet mutato, valamint egészséges magzatok mintdit is
lefuttattuk az egyik kereskedelmi forgalomban lévé QF-
PCR-ra kifejlesztett kittel. Megéllapitottuk, hogy a kit al-
kalmas a nemi kromoszémak szimbeli rendellenességeinek
megbizhaté kimutatdsdra.

A QF-PCR vizsgilat elényei a kariotipizldssal szem-
be, hogy gyors eredményt ad, csokkenti a varandés szo-
rongdsit és pszichés terhelését, el6rehaladott terhesség ese-
tén is elvégezhets, mivel a Kariotipizdldssal mdr tullépnék
a terhességmegszakitds torvényileg engedélyezett hatarat. To-
vibbd nem igényel a vizsglat €l6 sejteket, fert6zott magzat-
viz, lefagyasztott mintak, post-mortem mintak fetopatholégiai
feldolgozésa is lehetséges, kis mennyiségd mintat igényel.

A klinikailag jelentss kromoszéma rendellenességek
99%-4t a 21-es, a 18-as és a 13-as és a nemi kromoszé-
mik aneuploiddi okozzik. A nemi kromoszémdk szdmbe-
li rendellenességeinek az eléforduldsival is szdmolni kell
a prenatalis diagnosztika sordn, tehat olyan gyors QF-PCR
kimutatdsi rendszerek bevezetése sziikséges, amelyek képe-

sek ennek a jelzésére is. Az dltalunk vizsgalt kit alkalmas

a nemi kromoszémék szambeli rendellenességeinek a ki-
mutatisira is. Ezek eléforduldsi gyakorisiga megegyezik
hazénkban a kiilfoldi intézetekbsl kézolt adatokkal [27-29].

Erdekeltségi nyilatkozat:

A szerz6knek nincsenek érdekeltségeik.
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