22q11.2 deléciok azonositasi kisérlete magyar szkizofrénia
biobank mintakon multiplex ligaciés alapu préba amplifikacio
(MLPA) modszerrel: irodalmi 6sszefoglalas, modszertani leiras
és eredmények
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A szkizofrénia jelent6s, kronikus lefolyast mutatd pszichiatriai betegség, amelyet hetero-
gén klinikai tinetek - hallucinacidk, téveszmék, érzelmi elsivarosodas, szocidlis izolacié

és dezorganizalt viselkedés - jellemeznek, élettartam prevalencidja vilagszerte 0,5-1,2%.
Jelenlegi tudasunk szerint a betegség etioldgiajaban fontos a genetikai hattér, amire a magas
heritabilitds utal, dm tobbféle tipusu genetikai variabilitasnak is jelentésége lehet az dllapot
kialakulasaban. Az eImult évek kutatasai nyoman tobb ismerettel rendelkeziink a szkizofrénia

genetikajardl, de az eredményeket egyel6re nem lehet egységes oksagi modellbe rendezni.
A gyakori variansok, az egynukleotidos polimorfizmusok (single nucleotide polymorphism,
SNP) mellett a szkizofrénia genetikai hatterében fontos szerepet jatszanak a ritka varian-
sok, elsésorban a gén képiaszam valtozatossag (copy number variation, CNV). Ezek 1-2 Mb

méretd mikrodeléciok vagy mikroduplikacidk. Eléforduldsuk a paciensek kdrében 1% alatti,
de esélyhanyadosuk rendkivil magas, 5-20 kozotti. A leggyakoribb szkizofréniahoz kotheté
strukturalis varidns a 22q11.2 delécié. Kordbbi vizsgélatok alapjan ez a szkizofrén betegek

1%-aban fordul el6, ugyanakkor a 22q11.2 delécié hordozdinak egynegyede lesz szkizofrén.
A tobbi CNV-hez hasonléan ennek a delécidnak is pleiotropikus a hatdsa, valtozatos fejlédési

rendellenességekkel és neuropszichiatriai fenotipusokkal, hiperaktivitassal, autizmussal,
szubnormélis intellektussal, vagy szkizofréniaval jarhat. Az eltéré szomatikus megjelenési

formakat korabban kiilénb6zé szindromakként irtak le (DiGeorge-, velokardiofacialis (VCFS),
Shprintzen-, Sedlackova-, conotruncal anomaly face-szindréma), azonban ezeknek ugyanaz

a genetikai varians az alapja. Jelenleg 22q11 deléciés szindrémaként (22Q11DS) ismert az alla-
pot. Cikkiinkben felvazoljuk ennek hatterét, irodalmat. A 22q11deléciéval rendelkez6 és nem

rendelkez6 szkizofrén paciensek jelenleg nem kiilonithetdk el egyértelm(ien fenotipusosan.
De ez a jov6ben valtozhat, a kozelmultban megjelentek tanulméanyok a korai kezdet( Parkin-
son-kor gyakoribb eléfordulasarél 22q11DS-ben, vagy a klozapinterapia eltéré farmakolégiai

hatasardl ebben a csoportban. Jelen vizsgalatunkban a Semmelweis Egyetem Pszichiatriai

és Pszichoterapias Klinika biobankjaban szereplé, szkizofréniaval diagnosztizalt paciensek

DNS mintait vizsgaljuk a 22qg11.2 delécié szempontjabol. A vizsgalathoz multiplex ligacios

alapu proba amplifikaciot (MLPA) hasznalunk, amely egy polimeraz lancreakcié (PCR) alapu

technoldgia. Ennek elénye az alternativ fluoreszcens in situ hibridizacios (FISH) vizsgalatokkal

szemben, hogy gyorsabb, olcsébb, egyszerre sok minta vizsgalhaté és DNS mintan is elvé-
gezheté, nem sziikséges sejtes vizsgalat. Tavlatilag felmeriil a médszer klinikai sz(irésben val6é

alkalmazhatésaganak kérdése.

(Neuropsychopharmacol Hung 2016; 18(4): 209-218)

Kulcsszavak: szkizofrénia, kopiaszam valtozatossag, CNV, 22q11.2 delécio, 22Q11DS, multiplex
ligacios alapu préba amplifikacio, MLPA
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szkizofrénia stlyos, kronikus lefolyasu, altalaban

késé serdiilékorban vagy fiatal felnéttkorban in-
dulé pszichiatriai betegség, melyre tobbféle heterogén
magatartasi tiinet jellemzé (hallucinaciok, téveszmék,
dezorganizalt magatartds, érzelmi elsivarosodas, szo-
cialis izolacié). Annak ellenére, hogy tobb évtizedes
intenziv kutatast tudhatunk magunk mogott a szki-
zofrénia vonatkozasaban, a betegség patogenezise,
neurobiologiai hattere nem ismert teljes mértékben.
Tekintve, hogy a betegség heritabilitdsa, orokletessége
magas — 0,8 vagy 80% —, konkordancidja monozi-
gota ikrekben magas, mig dizigota ikrekben alacsony
(Sullivan et al., 2003), az utobbi évtizedekben el6térbe
keriilt a szkizofrénia genetikai alapjainak kutatdsa.

A magas heritébilitasban a gyakori, kis penetran-
cidju variansok, az egynukleotidos polimorfizmusok
(SNP-k) mellett a ritka varidnsok, elsésorban a gén
képiaszam valtozatossag (copy number variation,
CNV) jatszanak szerepet. A leggyakoribb szkizot-
rénidhoz kotheté CNV, amely korabbi kutatasok
szerint a szkizofrénia betegek 1%-ban fordul eld,
a 22q11.2 hemizigéta delécié (Karayiorgou et al.,
1995). Ugyanez a genetikai hattér a 22q11.2 delécié
szindrémaban (22Q11.2DS, MIM #188400/#192430,
velokardiofacialis (VCES) szindréma, DiGeorge-
szindréma), amely altalaban gyermekgyogyaszati,
klinikai genetikai diagndzis. A 22q11.2 delécios szind-
réma a leggyakoribb emberi mikrodelécids szind-
réma, melynek becsiilt gyakorisaga 4000 élve sziile-
tésbdl egy (Goodship et al., 1998; Bassett et al., 2011).

Az eltérések tobb szervrendszert érinthetnek.
Inkomplett penetranciaval széles kort fejlédési rend-
ellenességekkel jar, mint velesziiletett szivfejlodési és
palatélis rendellenességek, kraniofaciélis (elongalt arc,
hipertelorizmus), immunolégiai (thymus-hipoplazia),
endokrinologai eltérések (hipoparatireoidizmus,
hipokalcémia), kiilonb6z6 foku értelmi fogyatékos-
sag és gyermekkori magatartaszavarok (Bassett et
al., 2005; Fung et al.,, 2015). Fejlodési késedelem és
a késdbb kialakuld, idegrendszert érinté betegségek
gyakoriak (Hiroi et al., 2013). Az ismert 22Q11.2DS-
betegek 25%-dban alakul ki szkizofrénia, de a gene-
tikai szindromdban megné az autizmus, az ADHD,
a szorongasos zavarok, a depresszio, az epilepszia,
a korai kezdetli Parkinson-betegség (Butcher et
al., 2013) kialakulasanak rizikdja is. A valtozatos
tiinetegyiittesek nehezitik a szindroma felismerését
a klinikai rutinban.

Ebben a kromoszomalis régiéban, mint ahogy
szamos mas helyen is a genomban, tobb szegmentalis
duplikécio figyelheté meg. Ezek szekvencidi nagy-
mértékben azonosak, igy hajlamossa teszik ez egye-
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det nonallélikus homolog rekombinacidora (NAHR).
Ennek eredménye lehet delécid, duplikacié és inver-
zi6 is (Shaffer and Lupski, 2000; Feuk et al., 2006).
Az ilyen szegmentalis duplikaciok, mas néven ismét-
16d6 régiok (low copy repeats — LCR) a meidzis soran
Osszfekve egyenlétlen crossing overt tesznek lehe-
tévé a kromoszémadk kozott, vagy a kromoszémdan
beliil is okozhatnak atrendezédést. Ez utébbiak fele-
16sek a 22q11 régié delécidjéért is (Saitta et al., 2004;
Edelmann et al., 1999a). A delécio az esetek kozel 90%-
aban de novo mutacio, mig 10%-aban autoszomalis
dominénsan 6roklédik (Jonas et al., 2014). Ennek
eredményeképpen tobb mint 85%-ban egy koriilbeliil
3 Mb-nyi régioban talalhat6 a hemizigéta delécid az
LCRA és LCRD kozott (1. dbra). Korulbeliil 10%-ban
pedig egy rovidebb, koriilbeliil 1,5 Mb nagysagu régié
deletdlodik az LCRA és LCRB kozott. Ezt DiGeorge
kritikus régionak is hivjak (DGCR). Megfigyelhet6k
variaciok a téréspontok pontos helyében (Jonas et al.,
2014). (A tobbi esetben a torés lehet az A és C (2%-
ban) kozott vagy atipikus végpontok kozott (Emanuel,
2008; Bassett et al., 2008; Edelmann et al., 1999b)).

A szindrémahoz kapcsolédo f6bb fenotiposok
penetrancidja és valtozékony expresszivitasa nagy-
részt fiiggetlennek latszik a delécié nagysagatol,
vagyis nincs kimutathato kiillonbség az 1,5 és a 3 Mb
deléciét hordozé személyek fenotipusaban, ami arra
utal, hogy a tiinetekhez kothet6 gének a rovidebb,
1,5 Mb-s szakaszon helyezkednek el (Weksberg et
al., 2007; Jonas et al., 2014; Karayiorgou et al., 2010).
Bar vannak tanulmanyok, melyek mRNS és fehérje
szinten vizsgaljak a 22q11 deléciot, nehézséget okoz
afenotipusok egyes génekhez kapcsoldsa (van Beveren
et al., 2012; de la Morena et al., 2013; Ye et al., 2012;
Das Chakraborty et al., 2012; Sellier et al., 2014).
A leggyakoribb deléci6 90 gént tartalmaz. A 90 gén
kicsit tobb mint fele (46 gén) kodol fehérjét és a leg-
tobb ezek koziil (41 gén) expresszalodik az agyban.
Ezen kiviil 27 pszeudogén, 10 ncRNS és 7 miRNS
talalhat6 a DGCR-ben. A révidebb, ~1.5 Mb szaka-
szon 55 gén talalhatd, melyek koziil 30 kodol fehér-
jét és 27 fejez6dik ki az agyban. Tobb tanulmany is
dokumentalta 32 gén csokkent expresszidjat vérbol
vizsgélva a 22q11 deléciods betegeknél kontrollokhoz
viszonyitva (van Beveren et al., 2012; Maynard et al.,
2003; Sellier et al., 2014).

Az dllatmodellek alapvet6 szerepet jatszanak ezen
a kutatdsi teriileten. Az egér modellek mar most is
hasznosnak bizonyultak a 22q11 régidban talalhatd
bizonyos gének és a fenotipusok kozotti osszefiiggés
vizsgélataban (Guna et al., 2015). Tavalyig a régi6 40
human génjébdl, amelyek homoldgja megtalalhatd
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1.4bra A multiplex ligacio alapu proba amplifikacié (MLPA) menete

1. Denaturdcié és hibridizdcidé
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3. PCR x és y univerzdlis primerekkel
esak a ligdlt prébdk amplifikdlddnak exponencidlisan
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4, Fragment analizis

A prébak tartalmaznak egy specifikus régiot (kék), valtozd hosszusagu linker régiot (zold), amelynek hossza alapjan egyszeri gélelektroforézissel
azonositani lehet a termékeket, tovabba két fajta (minden terméknél ugyanolyan) primerek bekotését lehetévé tevé x, y régidkat (szlrke).

Forras: mlpa.com — az MRC - Holland cég honlapja.

egérben, 31 homozigdta knockout (KO) egér modell
késziilt el - melyekben az adott génrél nem késziilt
fehérje. Emellett 26 C. elegans KO vagy knock down
(KD) véltozat, melyben a fehérjeexpresszio csokkent
volt, 41 ecetmuslica (D. melanogaster) KO vagy KD,
22 zebrahal (D. rerio) KO vagy KD késziilt (Guna et
al.,, 2015). Mivel a szindréma fenotipusos megjelenése
legaldbb részben a 22q11 régidban csokkent géndozis-
hoz kapcsolhatd, ami aztan a normal fehérjefunkciot
gatolja (Meechan et al., 2006), a KD modellek fon-
tossaga jelentds. 17 gén taldlhaté meg mind a négy
modell dllatban. Ezek: PRODH, DGCR14, SLC25A1,
HIRA, MRPL40, UFD1L, CDC45, TBX1, TXNRD2,
TANGO2, DGCRS, TRMT2A, MEDI15, PI4KA,
SNAP29, AIFM3, SLC7A4. Koziluk 16 (94.1%)
az emberi agyban is kifejez6dik (Guna et al., 2015).
A konzervaltsdg ezen gének kulcsszerepére enged
kovetkeztetni.

Mivel ugyanaz a deléciéméret tobbféle diagndzist
is eredményezhet, azaz a genetikai hatas pleiotrop,
addédhat a feltételezés, hogy a fejlédési neuro-
pszichiatriai betegségek atfedd entitasok (Hiroi et
al., 2013). Felmeriil a kérdés, mi okozza a tiinetek
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ilyen széles spektrumu valtozatossagat. Tobb genetikai

mechanizmus jon szdba.

a. Recessziv mutaciok az intakt kromoszoman, me-
lyek hatasa a deléci6 miatt felszinre keriil, vagy
epigenetikai hatdsok lehetségesek, de ez kevéssé
vizsgilt teriilete a 22q11 kutatasnak.

b. Valdszintlibb, hogy az eltéré toréspontok, igy
a delécié méretének és hatarainak valtozatossaga
miatt alakulnak ki a kiilonb6z6 fenotipusok.

c. Szerepetjatszhat az intakt kromoszoma allélikus
variacidja, ami hatdssal lehet a transzlaciora,
mivel nincs kompenzalé masik allél. Erre példa
a DGCR-ben talalhato, sokat vizsgalt katekol-
O-metil transzferaz (COMT) gén 158-as pozi-
cidjdban 1év6 Val — Met varidcié. A COMT altal
kédolt posztszinaptikus enzim modulélja a pre-
frontalis kortikalis dopamin lebomlast. A 158-as
poziciéban valinnal rendelkez6k posztmortem
dorzolateralis prefrontalis kortexében 40%-
kal magasabb a COMT enzim aktivitisa, mint
a metioninnal rendelkezdkében (Chen et al.,
2004). Ezt a polimorfizmust egészségesekben
is tanulmanyoztak és kapcsolatba hoztdk az
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exekutiv funkciok és a pszichiatriai betegségek
kifejlédésében tapasztalhato kiilonbségekkel is.
A COMT-hianyos egerekben a DA szint normilis,
de az extracellularis térbél vald eltavolitas két-
szer lassabb (Yavich et al., 2007), amibdl kovet-
kezhet, hogy a 22q11-ben tapasztalhaté6 COMT
hemizigétasag esetleg megemelkedett DA kibo-
csatas esetén befolyasolja a dopamin funkciét,
mint példaul stresszes élethelyzetekben.

Ezen kiviil episztatikus interakcidk is szerepet
jatszhatnak, amikor az intakt kromoszéman az
egyik gén mddositja a masik hatasat — példaul
a COMT és a prolin dehidrogenaz 1 (PRODH)
gének interakcidja — is befolyasold tényezok le-
hetnek (Jonas et al., 2014). A PRODH terméke
a prolint alakitja glutamattd a mitokondriumban.
Ennek az enzimnek a diszfunkciéjat mar korab-
ban Osszekapcsoltak pszichiatriai betegségek
megjelenésével. (Jacquet et al., 2002) PRODH-
hidnyos egerek prefrontalis kortexében COMT
upregulacid figyelheté meg, valdszintleg a DA
transzmisszio fenntartésa érdekében. Ezen kiviil
az egerek agyi tevékenysége akkor volt a legke-
vésbé miikdd6képes, amikor a PRODH enzim ak-
tivitasa megndvekedett és ugyanakkor a COMT
enzim aktivitasa lecsokkent (Paterlini et al., 2005).
A DGCR-ben taldlhaté miRNS gének egy kopi-
dban valo jelenléte az érett miRNS inszufficien-
cidjat okozza, ami jelentsen befolydsolja a cél-
génekrol készuld fehérje funkcidjat (Stark et al.,
2008). Példaul a Dgrc8+/- egérmodell 22q11DS-
hez kéthetd kognitiv- és viselkedésdeficitet muta-
tott, és a prefrontdlis kortex megvaltozott révid-
tava plaszticitasat (Stark et al., 2008). Ezekben az
egerekben a dendritek rendellenes elagazasat és
az interneuronok abnormalis kortikalis migracio-
jat talaltak. A miR-25 és miR-185 a szarko(endo)-
plazmatikus retikulum Ca* ATPaz, a Ca®*
adenozin trifoszfataz 2 (SERCA2) ismert szaba-
lyozéi. A Dgrc8+/- egérmodellben megfigyelhetd
szinaptikus diszfunkci6, ugyanakkor miR-25 és
miR-185 deplécid is. A kovetkezményes SERCA2
upregulacié elvezethet az ennél a modellnél meg-
figyelhet6 megvéltozott szinaptikus plaszticitas-
hoz a hippokampusz teriiletén (Earls et al., 2012),
mely a szkizofrénidban is érintett agyteriilet.
A mikroRNS-fiiggéd SERCA?2 diszregulacié hoz-
zdjarulhat a tanuldsban és neuropszichiatriaban
megfigyelhetd fenotipusokhoz. 22Q11DS-ban
szenved6 emberekben is kimutattdk a vérbdl
a MIR185 csokkent mennyiségét (de la Morena
etal., 2013).

Neuroanatémiailag globalis agytérfogat csok-
kenést irtak le 22ql1 szindréomdaban, ami f6leg
a parietalis lebenyben tapasztalhat6é (Gothelf et al.,
2008; Tan et al., 2009). Erdekes, hogy a csokkenés
mértékében megfigyelhet$ egy rosztralis-kaudalis
gradiens, azaz példaul az okcipitalis lebeny és
a cerebellum csokkenése feltlindbb, mig a frontalis
lebeny relative érintetlen, legaldbbis gyermekekben.
A kor el6rehaladtaval a kiillonboz6 frontotemporalis
régidkban is megfigyelhet6 differenciédlt térfogat
csokkenés, ami szerepet jatszhat a fiatal felnétt kor-
ban bekdvetkezd pszichozis iranti sériilékenységben
(Jonas et al., 2014).

Kitekintésképpen megjegyezhetjiik, hogy a funk-
cionalis genomika 0j eszkozeivel kozelebb lesznek
hozhatdk a 22q11 szindréma genetikai és fenotipusos
jellemzdi. Ilyen a pluripotens Gssejt technika, mellyel
in vivo modellezhet6 az idegsejtek miikodése. Ennek
sordn 22Q11DS betegekbdl és egészséges személyek-
b6l vett, konnyen elérhetd sejtek, példaul fibroblasztok
visszaprogramozhatok neuralis progenitor sejtekké,
majd neuronokkd. Igy emberi delécids és intakt ne-
uronok hasonlithatok 6ssze sok szempontbodl, mint
példaul a sejtek szerkezete, elektrofizioldgidja, szinap-
tikus tevékenysége.

Klinikai vonatkozdsok

Bar lényegi tiineteit illetden a 22q11 delécidval ren-
delkez6 és nem rendelkez6 szkizofrénia fenotipus
megkiilonboztethetetlen egymastdl, egy kanadai
tanulmany alapjan a clozapinra adott valaszban
killonbségek fedezhetbek fel (Butcher et al., 2015).
A 22Q11DS-betegek kisebb do6zis alkalmazésa mellett
is javulast mutattak, viszont mellékhatdsokat gyak-
rabban detektaltak néluk, illetve ezek a melléhatdsok
stulyosabbak voltak, mint a masik csoport esetében.
Vagyis a clozapine-ra adott ritka, sulyos mellék-
hatdsok (epilepszids gorcsok, sulyos neutropénia,
miokarditisz) tekintetében a 22Q11DS-ban szenveddk
feliilreprezentaltak (Butcher et al., 2015).

Egy masik tanulmany azt mutatta be, hogy a 22q11
delécidval rendelkezd felnéttek esetében a korai kez-
detli Parkinson-koér (PD) szignifikdnsan gyakoribb,
mit az atlag populdciéban. Az antipszichotikus terapia
a PD diagndzisat 10 évvel késleltette (Butcher et al.,
2013). A 22q11 genetikai kimutatasa tehat jelentdsen
hozzédjarulhat a személyre szabott szkizofrénia ella-
tashoz. Felvetddik, hogy a Semmelweis Pszichiatriai
és Pszichoterdpias Klinika biobankjanak szkizofrénia
paciensei kozott milyen ardnyban taldlhatok 22q11.2
delécidval rendelkez8k. A kérdés megvalaszolasahoz
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1. tablazat A vizsgalatban résztvevé paciensek klinikai és demografiai adatai (CPZ eq - klérpromazin ekvivalens, PANSS - Positive and

Negative Syndrome Scale)

Nem Kor Okt’atas
(év)
ffi% 46 atlag 37,7 12,7
né% 54 SD 11,8 3,1

egy, a klinikai genetikai diagnosztikaban még nem
hasznélt modszert, a multiplex ligacids alapt proba
amplifikaciot (MLPA) allitottuk be. Az eredmények
tavlatilag dtvihetk a klinikai gyakorlatba és az alap-
kutatasba.

VIZSGALATI CSOPORT, MODSZEREK

Jelen vizsgalatunkban a Semmelweis Egyetem Pszi-
chiatriai és Pszichoterapias Klinika biobankjaban
szerepld, 315 DSM-IV szerint szkizofrénidval diag-
nosztizalt paciens DNS mintait vizsgaljuk a 22q11.2
deléci6 szempontjabdl. Pozitiv kontrollként ismert
DiGeorge-szindromas gyermek mintdja szolgélt.
A paciensek demografiai és klinikai adatait az 1. tab-
lazat foglalja 6ssze. A DNS mintdk izolalasa teljes
vérbol tortént, sd-precipitacids modszerrel (Promega
Wizard Genomic DNA Purification Kit).

A klinikai genetikai diagnosztikdban jelenleg
a kromoszémakon végezhetd fluoreszcens in situ hib-
ridizacié (FISH) technikat alkalmazzak DiGeorge-
szindréma gyanuja esetén. Mi a vizsgalathoz mul-
tiplex ligacios alapu proba amplifikaciét (MLPA)
hasznalunk, amely polimeraz lancreakcié (PCR)
alapu technolégia (1. abra), validitasat tobb vizsga-
latban is bizonyitottak (Jalali et al., 2008). (Reagensek:
SALSA P250 DiGeorge Probemix kit és EK1-FAM
SALSA MLPA reagent kit, MRC-Holland.)

Réviden a mddszer a kovetkezd 1épésekbdl
all: DNS denaturdcio és hibridizacié a probakkal,
a probak ligacidja, multiplex PCR reakcio, a kapott
fragmentek elektroforetikus elvélasztdsa, eredmé-
nyek elemzése. A probaelegyben 48 MLPA proba van,
melyekbdl 29 a leggyakrabban deletalédé 22q11.2
régiora esik, 19 pedig hasonlé fenotipusokkal jaré
ritkabb delécidkat detektdl a genom egyéb részein.
Ezek egyben mintdn beliili referencia probakként
is szolgalnak. A probak 130-500 bazisparos termé-
keket hoznak létre és amplifikalnak. Minden préba
3 részbdl all: elészor tartalmaz egy egyedi szakaszt,
mely a vizsgalt DNS-hez hibridizal, mésodszor egy
kiegészit$ szakaszt, mely minden prébaparon mas
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Betegség CPZe PANSS PANSS PANSS
tartam (év) q neg pont poz pont gen pont
89 455,1 19,9 17,7 40,5
9 356,2 52 49 88

és mas hosszusagu, lehetévé téve a probak nagysag
szerinti elvalasztasat és azonositasat a folyamat végén,
a gélelektroforézis szakaszaban. Végiil, harmadszor
a probak végén minden prébapiron azonos PCR
primer szakasz talalhato, mely egy csében a sokféle
DNS szakasz amplifikdcidjat teszi lehet6vé egy pri-
mer parral. Ha a proba bekotott a megfeleld helyre,
a probaparok egymas mellé keriilnek, és csakis ekkor
aligaz 6sszekapcsolja Gket. Az igy kialakult 6sszekap-
csolt probapér képes az amplifikalds soran feldusulni,
és ennek mennyisége detektalhat6. Az amplifikalast
FAM fluoreszcens festékkel jelolt primerrel végeztiik.
Ha a mintaban 1évé DNS egyik vagy mindkét sza-
lan 1év6 delécid/duplikacié vagy pontmutacié miatt
a proba nem képes kapcsolddni, a végtermékben ara-
nyosan kevesebb (esetiinkben a hemizigédta delécid
miatt fele mennyiségii) PCR termék képzdédik, mint
a kontroll mintaban, azon a DNS szakaszon talalhat6
probakkal, melyeket a delécié érint. A reakcioter-
mékekben a kapott fragmentek elvélasztésa kapilla-
ris elektroforézissel, Applied Biosystem (ABI) 3100
Avant, illetve ABI 3500 késziilékeken tortént.

EREDMENYEK

A modszertant beéllitottuk, az MLPA mddszerrel de-
tektalhatd a 22q11.2 régi6 delécidja (2. abra a. és b.),
a normal mintak elkiilonithet6k a delécids kontroll
mintatél. A kontroll minta deléciéja megfelel a leg-
gyakoribb, 3 Mb hossztsagu formanak (ez talalhat6 az
esetek 85%-4ban). A szkizofrénia DNS bank 315 min-
taja volt sikeresen vizsgalhatd, ezeknél kaptunk egyér-
telm( eredményt. Ezen mintdk koz6tt nem taldltunk
deléciot ebben a kromoszomalis régiéban, minden
esetben normal géndozist talaltunk, tehat a mintank-
ban a 22Q11DS el6fordulasi gyakorisaga 0% volt.

KOVETKEZTETESEK ES MEGBESZELES
A beallitott MLPA mddszer elénye, hogy nem csak

a delécio tényét, hanem nagysagat is kimutatja, hiszen
ahemizigota deléciordl fele mennyiségt amplifikatum
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2.a. abra Normal, minden prébara 2 képiaszamu MLPA eredmény vizualisan
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Szkizofrén beteg DNS mintaja, 22q11.2 régid. Coffalyser programmal kiértékelve (letoltheté: mlpa.com). Minden préba 1 kordli értéket
mutat, a 22 kromoszéman levék (kék hattér) és a mas kromoszomakon 1évé kontroll probék is (sziirke hattér).

késziil, mig a deléciot kornyez8 DNS szakaszokrol mar
a kontroll DNS-sel azonos mennyiségti amplifikatum.
Igy lehet megallapitani a delécié hatérait (3. abra).
Elénye tovabba, hogy a FISH-hez képest olcsdbb, egy-
szertibb, nem sziikségesek él6 sejtek és az idSigényes
kromoszémapreparalds, csak DNS, ezért meglévé
DNS minta gydjteményen is hasznélhato. Tavlatilag
felmeriil a mddszer klinikai sztirésben valé alkalmaz-
hat6saganak kérdése.

A pszichidtriai gyakorlatban a kiilfoldi adat sze-
rint 100 szkizofrén betegbél atlagosan egy hordozza
a 22Q11 deléciét. Nem egyértelmd, hogy ez az el6-
fordulasi gyakorisag magyar szkizofrén betegek ko-
z06tt is hasonld-e, és ha igen, akkor ezek az esetek
altalaban felismeretlenek maradnak-e a minden-
napi gyakorlatban. Jelen vizsgalatunkban 315 szki-
zofréniaban szenvedd beteg DNS mintait elemezve
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nem taldltunk 22Q11 deléciét. Az irodalmi adatok
kozott talalhaté legmagasabb érték, amit a 22q11
prevalencidjara szkizofrénidban mértek, 5,33% (Sporn
et al., 2004). Megfigyeltek tobb esetben 2% koriili
prevalenciat (Karayiorgou et al., 1995; Wiehahn et
al., 2004), 0,3%, illetve 1% kortili értéket (Horowitz
etal.,, 2005; Arinami et al., 2001) és tobb vizsgalatban,
hozzank hasonléan, 0%-ot kaptak (Ivanov et al., 2003;
Hoogendoorn et al., 2008). Ezt a 2. tablazat mutatja.
Hoogedorn és mtsai metaanalizise alapjan ezeknek
a cikkeknek az atlagabdl 2133 szkizofrénia péci-
ensre a prevalencia 0,75%-ra jon ki (Hoogendoorn
et al., 2008).

Vizsgalatunk negativ eredménnyel zarult, de
a mddszertan alkalmazhatdsagat bizonyitottuk. Ered-
ményeink nem egyediilalléak, tekintve, hogy mas
szkizofrénia mintakban is regisztraltak mar 0%-os
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2.b. dbra Deléciés, kb 3 Mb régiora 1 kopiaszamu MLPA eredmény vizudlisan
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DiGeorge-szindromas gyermek DNS mintéja, 22q11.2 régid. Coffalyser programmal kiértékelve (mlpa.com). 14 préba 6sszefiiggéen
a DiGeorge-szindromara jellemzé régidban 0,5 korili (egy kopiara utal), el6tte, utdana 1 kordli (2 kdpiara utal) értéket mutat (kék hattér),
ahogy a mas kromoszémakon 1évé kontroll probék is (sziirke hattér).

3.abra A 22q11.2 régiéban a leggyakoribb 3Mb nagysagu deletalt rész abrazolasa

FISH préba I N25

- 1

22q11.2

o

weaprsea] [0 0 DOV [ 100 I
© M ) o =2 A w© TNE o 5 u

~3 Mb delécid

Alul a hasznélt MLPA prébék lathatok, melyek a régidban taldlhato génekre specifikusak. Sdrga szin mutatja a DiGeorge kontroll mintankban
csak 1 kopidban amplifikalodé probakat, sotétkék a deletélt région kiviilieket. A kromoszoma képe fol6tt a klinikai genetikai diagnosztikai
gyakorlatban alkalmazott, N25 jell FISH proba elhelyezkedése lathato. LCRA, LCRB, LCRC, LCRD (lila téglalapok) — ismétlédo régiok (low
copy repeats), melyek homol6g rekombinécidja okozza a deléciét.
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2, tablazat A tablazat tartalmazza a tébb tanulmany &ltal, kiilénbdz6 szkizofrén populaciokban meghatéarozott 22q11.2 delécié gyako-

risdgot, a vizsgalt mintaszdmmal egytt (Hoogendoorn et al., 2008).

Deléciés mintak /

Tanulmény 0ssz. mintaszam
Karayiorgou et al. (1995) 2/100
Arinami et al. (2001) 1/300
1/329
Ivanov et al. (2003) 0/134
0/7 *
Wiehahn et al. (2004) 2/85
Sporn et al. (2004)d 4/75 *
Horowitz et al. (2005) 6/634
Hoogendoorn et al. (2008) 0/311
Jelen tanulmany 0/315
Rees et al. (2014) 56/19,084

gyakorisagot. Mivel az el6fordulasi gyakorisaga ennek
a mutdcidnak szkizofrénidban 1% koruli, feltételez-
het6, hogy mintank statisztikai ereje nem volt meg-
feleld, és nagyobb esetszdm tesztelésére van sziikség
deléciés mintdk azonositasahoz. Az is elképzelhetd,
hogy a betegek utja itthon mas, mint kilf6ldén,
vagyis a DiGeorge-szindrémas gyermekek nagy ré-
sze gyermekkorban felismerésre keriil. Ezt kovetden
a kezelésiik nem folytatédik a felnétt pszichitriai
ellatasban. Ettdl fiiggetleniil fontos lenne Magyaror-
szagon megszervezni a 22Q11DS gyermekek és fel-
nottek pszichiatriai ellatdsat specialis ambulancidkon.
Az emlitett minor fejlédési anomaliak vagy kardio-
l6giai, endokrinoldgiai, hematologiai eltérések, korai
Parkinson-kor, atlagtdl eltéré clozapinhatas, mellék-
hatas esetén gondoljunk klinikai genetikai konziliumra.

KOSZONETNYILVANITAS. K6szonjiik Prof. Dr. Fekete Gyorgy-
nek és Kiss Eszternek (Semmelweis Egyetem, II. sz. Gye-
rekgyogyaszati Klinika) a 22q11.2 delécids pozitiv kontroll
DNS-minta rendelkezésiinkre bocsatasat. A kutatas a Nemzeti
Agykutatasi Program KTIA_NAP_13-2014-0011 szamu pa-
lyazata tiamogatasaval torténik.

LEVELEZO SZERZO: dr. Réthelyi Janos, Semmelweis Egye-
tem, Pszichidtriai és Pszichoterapids Klinika, 1083 Budapest,
Balassa utca 6.

E-mail: rethelyi.janos@med.semmelweis-univ.hu

216

Prevalencia Diagnézis
2% NA
0.3% NA
0.3% felnottkori diagnozis
0% korai diagnozis
0% gyermekkori diagnézis
2.35% korai diagndzis
5.33% gyermekkori diagnézis
0.95% korai diagnozis
0% NA
0% felnéttkori diagnozis
0,3% NA
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Schizophrenia is a severe debilitating psychiatric disorder, with a typical onset in adolescence
or early adulthood. This condition is characterized by heterogeneous symptoms (hallucina-
tions, delusions, disorganized behaviour, affective flattening, and social isolation) and a life-
time prevalence of 0.5-1.2%. In spite of the efforts to uncover the etiology of the disorder,
its pathogenesis and neurobiological background are poorly understood. Given the high
heritability in schizophrenia, genetic research remains an important area of focus. Besides the
common variations of low penetrance - single nucleotid polymorphisms (SNPs) —, rare variants,
mainly copy number variations (CNVs) play a role in the genetic architecture of the disorder.
The most frequent CNV associated with schizophrenia is the hemizygous deletion of the
22q11.2 region. According to previous research this genetic variant occurs in 1% of the patients
and conversely, 25% of the carriers of the 22q11.2 microdeletion will develop schizophrenia.
The 22g11.2 deletion syndrome (22Q11DS, velocardiofacial (VCFS) syndrome, DiGeorge-
syndrome) is usually a childhood diagnosis. Its prevalence is 1:2000-4000 considering all
births. Patients can demonstrate heart developmental disorders, craniofacial (elongated
face, hypertelorism), immunological (thymus-hypoplasia), endocrinological (hypocalcae-
mia) abnormalities, and neurodevelopmental alterations, but only a proportion will have
these abnormalities due to incomplete penetrance. The variable symptoms complicate the
recognition of the syndrome in the day to day medical practice. 25% of the known 22Q11DS
patients develop schizophrenia but the risk of neuropsychiatric problems, like autism, ADHD
and childhood conduct disorder is also increased, while early onset Parkinson’s disease in also
more frequent in adults. The schizophrenia phenotype is not distinguishable at the moment
in patients with or without the 22q11 deletion. But emerging evidence suggests that early
onset Parkinson'’s disease is more frequent in 22Q11DS and the effects of clozapine treatment
could be different in schizophrenia with 22Q11DS. The question arises what is the incidence
rate of the 22g11.2 microdeletion among our Hungarian DNA samples with schizophrenia.
To answer the question, we utilized a new method used in routine genetic diagnostics,
multiplex ligation-based probe amplification (MLPA). Although we genotyped the DNA
of 315 Hungarian schizophrenia patients, we found no 22Q11DS in this cohort. The findings
are discussed in terms of basic research and their translation into everyday clinical practice.
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