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1 BEVEZETES

Az 1970-es években Sanger és kutatotarsai kifejlesztették a
fragmentacion és lancterminacion alapuld DNS szekvenalasi
technikat. Ezzel kezdetét vette a molekuldris biologia
atalakulasa, mert rendelkezésre allt az az eszkoz, ami lehetové
tette eleinte teljes gének, majd teljes genomoknak is a
vizsgalatat. A Human Genom Project hatalmas anyagi, idobeli
¢s emberi raforditast igényelt, a torténelem legnagyobb szabasu
bioldgiai-orvosi egyiittmiikddését ¢és 3 milliard dollart
felemésztve. Ez egyértelmiivé téve, hogy valamilyen 1j
technologiara van sziikség a DNS szekvencia megallapitasara,
mely nagysagrendekkel gyorsabb és olcsobb is egyben. Ezzel
kezdetét vette a gyljténéven Uj-generacidos szekvenalasnak
(NGS) nevezett technologiak fejlesztése és versenye. Ezen
modszerek kozos jellemzdje, hogy a massziv parhuzamositas
miatt egyidoben tobb szazezer vagy akar millié bazis sorrend
meghatarozas zajlik le, kozvetlen detekcioval, gélelektroforézis
nélkiil. 2010-ben jelent meg az lon Torrent Personal Genome
Machine (PGM) nevili szekvenatora. A gép nem tartalmazott
draga kamerarendszert és a szekvenalasi reakcioban felhasznalt
nukleotidok sem hordoztak kémiai modositasokat a természetes
formahoz képest. Ez egy kisebb, olcsobb €s gyorsabb késziilék

kifejlesztését tette lehet6vé, az elsé ,,asztali” szekvenator
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megjelenését. Az elsd verziok 100 bazispar hosszusagu
leolvasdsokat generaltak, félvezetd szekvenaldsi technika
alkalmazasaval. Ma mar lehet6ség van akar 600 bp hosszi
szekvenciak eldallitdsara is, a maximalis kapacitas pedig elérte
a 130 milli6 leolvasast. Ezek a felfedezések és technologiai-
informatikai fejlesztések vezettek a molekularis és huméan
genetika forradalmahoz, mely elvezethet a valoban személyre
szabott, precizids orvoslas kordba. Vizsgalataink soran az lon
Torrent szekvenalasi technikdjat alkalmaztuk olyan, orokletes
megbetegedések vizsgalatdra, melyek ismereteink szerint
nagyobb szamu kodolo szakasszal rendelkezé génhez (Wilson-
kor) vagy génekhez (osteogenesis imperfecta) kapcsolhatoak,
¢s emiatt a hagyomanyos szekvencia meghatarozassal a
diagnosztikus eljaras gyakran igen hosszu id6t vesz igénybe,
magas koltségigény és leletafordulasi id6 mellett. Tovabba ezen
betegségek fenotipusai atfedhetnek mas szindromak tilineteivel
is, igy a genetikai vizsgalat a differencial diagnozis

szempontjabdl is fontos informaciokat adhat.

2 CELKITUZES
Az osteogenesis imperfecta ritka 6roklodo betegség, amely
els6sorban a csontrendszer milkodészavarat okozza. A

betegség a tlinetek széles skalajaval jelentkezhet, ilyenek a
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szemfehérje  kékes elszinezddése, hallasvesztés, a
fogképzddés zavara és a csonttorések gyakori eléfordulasa.
Jelenleg kilenc tipusat kiilonboztetjik meg. Bar ez egyes
tipusok kiilonb6zd klinikai megjelenéssel jarhatnak, azok
elkiilonitése mdés, (kozel tucatnyi) tiinetegyiittesektdl,
szindromaktol, sok esetben nehézségeket okozhat. A pontos
genetikai diagnézis fontossaga nemcsak az, hogy az egyes Ol
altipusokat azonositja, illetve elkiiloniti a betegséget az
egyéb  multiplex  csonttorésekkel  vagy  csokkent
csonttomeggel jardo atfedd fenotipusoktol, hanem segit
eldonteni, hogy a visszatérd fraktirak hatterében esetlegesen
gyermekbantalmazas all-e. Egy kovetkez6 diagnosztikai
nehézség, hogy az Ol néhany klinikai képe, mint példaul a
kék sclera, csecsemdkben normalis jelenség is lehet, illetve
egy Uj, de novo mutacid létrejotte esetén csaladi elézmény
nélkil is megjelenhet genetikai megbetegedés.

A Wilson-kor szintén egy ritka, recessziv modon 6rokl6do
betegség, mely egy, a réz ionok szallitdsaban fontos fehérje
funkcidjanak elvesztését okozza. A tiinetek jellemz6 modon
a méj progressziv kdrosodasat jelentik (cirrhosis és fibrosis
is elofordulhat), illetve kezelés nélkiil sulyos, kozponti
idegrendszeri karosodas is bekovetkezhet. Hagyomanyos

klinikai tesztekkel gyakran nehéz a differencialdiagnosztika
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elvégzése a hasonld tiineteket produkalod betegségektol. A
fenti szindromakhoz jelenleg kapcsolt gének tobb tucat
kodolo6 szakaszt tartalmaznak, mutdcids hot spot nélkiil, igy
ezek vizsgalatara az 1j-generdcids szekvenalds lehet a
leginkabb alkalmas modszer.

Vizsgalatunk soran azt a célt tliztiik ki, hogy az osteogenesis
imperfecta gyakoribb tipusainak, illetve a Wilson-kor
hatterében megbuvoé gének gyors, nagy biztonsagu,
koltséghatékony diagnosztikai vizsgalati mddszerét
dolgozzuk  Ki, 1j-generacidos szekvenalasi technika
felhasznalasaval. Ennek az 10j technologianak a
nagysagrendekkel nagyobb ateresztoképességét alkalmazva
a paciens, illetve a klinikus sokkal hamarabb juthat
egyértelmii diagnozishoz, mely kiilonoésen a Wilson-kor
esetében azonnali terapias jelentdséggel is birhat. Az
osteogenesis imperfecta tiinetegyiittesében szenvedo betegek
genetikai  diagnosztikdja hozzajarulhat a  pontosabb
prognodzishoz, tovabba prenatalis szirdvizsgalatokkal a
majdani csaladtagoknal a betegség Orokitése akar el is
keriilhetd, illetve posztnatalisan szerepet jatszhat a betegség
korai felismerésében is.

A talalt genetikai eltérések értékelését bioinformatikai

modszerekkel tervezzilk megvaldsitani, tobb 1épcsOs
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értékeléssel. Amennyiben sziikséges €s lehetéség van ra, a
mutaciok csalddon beliili szegregdcids analizisét is

elvégezziik.

3 MODSZEREK

3.1 Génpanelek Kialakitasa

A két vizsgalatra két kiilonb6z6 technikat valasztottunk: az Ol
génpanelt szekvencia elfogason alapulé Agilent HaloPlex
modszerrel, mig az ATP7B gént multiplex PCR-t felhasznald
AmpliSeq metodikaval terveztiik feldusitani a DNS konyvtar
készitése soran. A célgének, illetve régiok kivalasztasat
elsésorban az NIH Genetic Home Reference informacioi,
illetve a betegség-specifikus adatbazisokban 1évé adatok
alapjan végeztiik el. Figyelembe véve, hogy a COL1A1 ¢és a
COL1A2 gén hibai az esetek tobb, mint 90%-at magyarazzak,
igy mi a négy, leggyakrabban mutans génnel terveztiik meg a
HaloPlex prébakat: az 1-es tipusu kollagén alfa-1 és alfa-2
mellett a P3H1 (LEPRE1) és a CRTAP régiok exonjait céloztuk
meg az Agilent SureDesign szoftver segitségével.

A Wilson-kor genetikai diagnosztikajahoz az ATP7B gén mind
a 21 kodold exonja mellett néhany tadvolabbi, intronikus régiot
is figyelembe vettiink a tervezés soran. A PRNP gén egy

polimorfizmusarol ismert, hogy hatéssal lehet a Wilson-korban
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tapasztalhato neurologiai tiinetek sulyossagara, ezért ezt a gént
is belevettiik a vizsgalatba.

3.2 Biologiai Mintak Gyiijtése

Vizsgalatunkhoz hat, osteogenesis imperfectdban szenvedd
pacienstdl (2 né és 4 férfi) a Semmelweis Egyetem II. sz.
Gyermekgyogyaszati Klinika segitségével, mig hat, klinikailag
Wilson-kér tiineteit mutatd betegtél (1 ndé és 5 férfi) a
Semmelweis Egyetem 1. sz. Belgyogyaszati Klinika
kozremiikodésével gyijtottiink be periférialis vérmintakat.

3.3 DNS Izolédlasa

A begylijtott periférids vérmintakbol genomialis DNS-t
izolaltunk Reliaprep Blood gDNA Miniprep System (Promega,
Fitchburg, WI, USA) kit segitségével.

3.4  Agilent Haloplex Konyvtar Készités

A genomialis DNS-t egy 16 restrikcidos enzimet tartalmazo
keverékkel megemésztjiik, a kapott DNS fragmensekhez a
célrégioval komplementer HaloPlex probakat hibirdizalunk,
melyek tartalmazzak a szekvenalashoz sziikséges szekvenalo
adapterek és barkodok szekvencidit is.

3.5 Ampliseq Konyvtar Készités

A genomialis DNS-b6l multiplex PCR segitségével
felsokszorozzuk a vizsgalni kivant régiokat, a kapott

amplikonokat részlegesen visszaemésztjiik, majd barkodolt
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szekvenalo adaptereket ligalunk hozzajuk, Ion AmpliSeq™
Library Kit 2.0 (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) kit
segitségével.

3.6  Uj-Generaciés Szekvenalis Ion Torrent PGM

Késziiléken

A DNS konyvtarak kdzvetleniil nem szekvenalhatdk az altalunk
hasznalt Ion Torrent technikaval, azokat elobb egy szekvenalo
gyongy felszinéhez kell rogziteni és ott klonalisan
felszaporitani. Az erre alkalmas technika az emulziéos PCR,
mely soran az olajcseppek belsejében végbemend PCR reakciok
egymastdl elzartan, tobb millibszorosan parhuzamositva
mehetnek végbe. Vizsgalataink soran lon 314 (varhato
ateresztoképesség 500 000 leolvasott szekvencia) és 316
(varhato ateresztoképesség 3 000 000 leolvasott szekvencia) v2
BC chipeket hasznaltunk. Egy chipen 1évé wellbe egy
szekvenald gyongy keriilhet be. A wellekben egy ion szenzor
talalhat6, mely a DNS komplementer szalanak szintézise soran,
az 0Osszekapcsolodd nuleotidokbol felszabaduldé H+ altal
okozott pH, illetve fesziiltségvaltozast képes detektalni. A
nukleotidok tipusonként, egyesével adodnak hozzd a
reakciohoz (flow), egy szigoruan meghatarozott sorrendben
(flow order), mert ha a négyféle bazis egyszerre lenne jelen,

akkor nem lenne informacionk a beépiil6 nukleotidok
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sorrendjérol. A reakcid utan a késziilék moso pufferral atmossa
a chip felszinét és eltavolitja a maradék nukelotidokat, a
kovetkez6 tipusu nukleotid érkezése elott.

3.7 Bioinformatikai Elemzés

A DAT fijlokban 6sszegylijtott nyers fesziiltségértékeket egy
platformspecifikus algoritmus feldolgozza és atforditja a flow
order alapjan béazisokra. A base calling soran kapott
szekvencidkat a Torrent Suite szoftver BAM fajlokban gyijti
ki, barkdédok szerint levalogatva. Ezt koveti a leolvasasok
referencia  genomhoz vald illesztése. Az illesztett
szekvenciakban van lehetdség a referenciatol vald eltérések
keresésére, a variansok kivonatolasara. Az utolso 1épésben a
megfeleléen sziirt genetikai eltérések klinikai interpretacidja
torténik, azok Gsszevetése a vizsgalt beteg tiineteivel, illetve az
adott eltérés szakirodalomban vagy adatbazisokban szerepld

informacidinak feldolgozasa.

4 EREDMENYEK
4.1 Paciens Adatok
Az osteogenesis imperfecta vizsgalataba hat beteget vontunk
be. Négy no- és két férfibeteg vetette ald magat a genetikai
tesztelésnek. Eletkoruk 1 és 41 év kozott volt (atlag 12 év), a

csonttoréseik szama pedig egy és tiz koze esett (atlag 3). Ahol
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rendelkezésiinkre allt, ott felhasznaltuk a betegek csontsiirtiség-
, szemészeti- és hallasvizsgdlati adatait, illetve a csaladi
anamnézist is. Az OI-s betegek adatait az alabbi tablazat

foglalja 6ssze:

BMD | iinikai
Kor Torések (L2- . " r o L. Kék Hallas
Nem . « jelentoségi Anamnézis
(év) szama L4) i sclera vesztés
glem? variansok
Apa és az
anyai
Beteg , c.391C>T
1 Férfi 9 3 0.381 (COL1A1) nagyanya Igen N/A
Ol-ban
szenved
Beteg , c.391C>T Anya Ol-ban
2 Ferfi 41 10 N/A (COL1A1) szenved Nem Igen
Beteg , c.2072G>A
3 Férfi 18 3 0.685 (COL1A2)! Nem Nem Igen
Anyanak kék
Beteg . c.189C>A a sclerdja,
4 NG 2 3 0-390 (COL1AL) tSrés nem lgen NIA
volt
Beteg N c.811G>T Anyanak 7
5 N6 ! 3 0170 1 (coLiag) wrésevolt | oM | Nem
Beteg €.750+1G>A
Férfi 1 1 .167 N | N/A
6 érfi 0.16 (COL1A1) em gen /

A trauma nélkiill eléforduld torések anamnézise: Az egyes
betegnek két toréses eseménye volt, melyben harom csontja
tordtt el (tibia, fibula and radius). A kettes betegnek koriilbeliil
tiz torése volt. A harmas betegnek 3 toréses eseménye volt,
melyben harom csontja tort (koponya, kulcscsont és
combnyak). A négyes betegnek szintén 3 toréses eseménye volt,
melyben harom csontja sériilt (tibia, femur és humerus). Az 6t6s
betegnek két csontja tort el, harom esemény kovetkeztében
(tibia, femur). A hatos szdmu betegnek egy combcsont torése

volt, trauma nélkaiil.
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A csontsiiriség (Bone mineral density (BMD)) mérése a
lumbalis gerinci szakaszon tortént, kettds energidju rontgen
abszorbciometriasan. (DPX-L, Lunar Corp. Madison, WI,
USA). A mért értékek a csontstiriiség csokkenését mutatjak, az
egészséges csontszovethez képest. Az egyes szamu beteg a
kettes szamu beteg fia.

A Wilson-kor tiineteit mutato paciensek koziil szintén hatot (6t
férfi- és egy nébeteg) vontunk be a vizsgalatba. Eletkoruk 8 és
44 év kozé esett (atlag 18,6 év). Rendelkezésre alltak a
szemészeti- valamint a rézanyagcserével kapcsolatos klinikai
vizsgalatok eredményei is. Hemolitikus anémia nem fordult eld
a betegeink korében. A betegek adatait a kovetkezo tablazat

foglalja Gssze:

Elsé

tiinet Vizelet | Cerul. | WD ATP7B

Nem | (év) | KFR| Neu réz (g9/L) | score | Fenot. | genotipus
p.M769fs/

P1]| N& 12 | Igen | Nem ++ 0,18 6 T p.H1069Q
p.A1063V/

P2 | Férfi| 17 | Nem | Igen + 0,05 6 N1 p.H1069Q
p.G1351X/

P3 | Férfi 8 Igen | Nem ++ 0,06 8 H2 p.H1069Q
p.A1135fs/

P4 | Férfi| 17 | Igen | Nem + 0,03 5 H2 p.L1305P
p.A12701/
P5 | Férfi| 44 | Nem | Nem ++ 0,08 4 H1 | c.1707+2dupT
p.R969Q/

P6 | Férfi| 14 | Igen | Igen NA 0,04 7 N2 p.H1069Q

KFR: Kayser-Fleischer gytirii; Neu: neurologiai tiinetek és/vagy CT/MRI
eltérések; Réziirités a vizeletbe: 1-2X ULN: +, 2x ULN vagy pozitiv D-
penicillamin préba: ++; Cerul: coruloplazmin; T: korabbi beteg testvére; H1:
akut majelégtelenség; H2: kronikus majelégtelenség; N1: neurologiai tiinetek
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majelégtelenséggel egyiitt; N2: csak neuroldgiai tiinetek. A nemzetkdzi score
rendszer szerint a, 4 vagy magasabb score esetén a Wilson-kor diagndzisa
nagyon valdszini. Hemolitikus anémia egyik betegnél sem volt
megfigyelhet6. A harmas szam® paciensb6l majbiopszia is késziilt mely
Rhodanine festésre pozitiv eredményt adott.

4.2 A Szekvenilasi Adatok Mindségi Ellenérzése

HaloPlex technikaval vizsgalt Ol-s betegeink esetében a
mintankénti leolvasasok atlagos szama 436 086 volt, a tervezett
régiok 98,65%-at sikeriilt szekvenalnunk, atlagosan 779X
lefedettséget érve el. Cutoff értéknek azt valasztottuk, hogy a
célpontok legalabb 90%-anak minimum 20X legyen a
lefedettsége, ez minden vizsgalat minta esetében teljesiilt.
Osszesen 23 kiilonboz6 varianst azonositottunk a mintakban (4
patogén, 1 bizonytalan hatasu és 18 benignus eltérés).

A multiplex PCR  technikat hasznalo ~ AmpliSeq
konyvtarkészités sordn betegenként atlagosan 134 386
szekvenciat generaltunk, mely azt eredményezte, hogy a
Wilson-korral  Osszefliggd régioknak atlagosan 99.46%-at
szekvenaltuk meg. A bazisonkénti atlagos lefedettség 1883X
volt. Az azonositott varidnsok szama betegenként 8-13 kozott
valtozott, természetesen ezek tobbsége klinikai hatas nélkiili

polimorfizmus volt.
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4.3  Osteogenesis Imperfectaval Diagnosztizalt
Beteganyagban Talalt Mutacidk
Harom 1j genetikai variaciot azonositottunk. Ezekbdl kettot
(NM_000088.3(COL1AL): c.189C>A és
NM_000089.3(COL1A2): c.811G>T) patogénként értékeltiink.
A heterozigéta c.189C>A varidns a COL1A1 gén masodik
exonjaban taldlhat6. A mutacié egy stop kodont hoz létre és
ezaltal a transzlacié korai megallitdsat okozza. A szintén
heterozigota ¢.811G>T eltérés a 271. glicin aminosav cseréjét
okozza ciszteinre a COL1A2 gén termékében. Ez a genomi
poziciot a 17. exonban mar korabban leirtdk karos mutacio
helyeként, abban az esetben viszont egy G>C baziscsere és
ezaltal egy glicin > arginin aminosavcsere tortént. A G>T
szubsztiticid eddig nem szerepelt a szakirodalomban. Az
altalunk hasznalt fehérje funkciot prediktald szoftverek (SIFT,
PolyPhen-2) mindegyike kartékony hatasuként osztalyozta ezt
a varianst. Mindkét aminosavcsere esetében a semleges toltési,
apolaros karakteri glicin egy toltéssel rendelkezd, polaros
oldallancu aminosavra cserélddik le. Elvégeztiik a ¢.811G>T
mutacio célzott analizisét az érintett csaladban és a mutaciot
heterozigoéta forméaban az Ol fenotipust csaladtagokban talaltuk

csak meg.
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A COL1A2 gén 31. exonjaban azonositottunk egy heterozigéta
(NM_000089.3(COL1A2):c.2072G>A) varianst, mely a 691.
glicin cseréjét okozza aszparaginra. A felhasznalt predikcios
szoftverek mindegyike szerint a mutacié karos hatdsu a
fehérjeszerkezetre, az egészséges népesség korében nem fordul
eld. Szegregacios adatok azonban nem alltak rendelkezésiinkre,
igy ezt az eltérést bizonytalan hatasuként értékeltiik.

Két beteglinkben kordbban mdar az irodalomban leirt
heterozigota, patogén mutaciokat talaltunk:
NM_000088.3(COL1A1): c.391C>T és
NM_000088.3(COL1AL1): c.750+1G>A. A c.391C>T
szubsztitlcid korai stop kodont idéz el6 (p.Argl31Ter), mig a
c.750+1G>A mutaci6é a 10. intronban okozza a splicing hely
megvaltozasat, mely abnormalis exon-intron splicing
folyamathoz fog vezetni.

4.4 Wilson-Kérral Diagnosztizalt Beteganyagban Talalt

Mutacidok

Osszesen kilenc, betegséget okozd mutaciot taldltunk. A
leggyakrabban az ATP7B (NM_000053.3) gén 14. exonjaban
talalhatd ¢.3207C>A  (p.H1069Q) eltérés fordult eld,
heterozigota formaban, négy betegben. A baziscsere a fehérje
ATP loop struktirajaban okoz egy aminosavcserét, hisztidin

helyett glutamin épiil be a fehérjelancba.
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Harom misszensz, heterozigota, az irodalomban korabban mar
bemutatott muticiét azonositottunk betegeinkben. A 13.
exonban a 969. arginin cserélddott ki glutaminra (p.Arg969Giln,
TM6 domén), a 14. exonban az 1063. alanin helyére keriilt valin
(p.Alal063Val, ATP loop), a 19. exonban pedig az 1305-s
pozicidban talalhat6 leucin mutalodott prolinra (p.Leul305Pro,
ATP  hinge/TM7 domén). Uj eltérést is talaltunk
beteganyagunkban: a 18. exonban az 1270-edik alanin valtozott
meg izoleucinra (p.Alal270Ile, ATP hinge domén).

Harom, a leolvasasi keret eltolodasaval jard, heterozigota
mutaciét talaltunk, a 4. exonban az exon-intron splicing
folyamatat megvaltoztatd ¢1707+2dupT eltérést, a 8. exonban
egy deléciot (¢.2304delC), mig a 15. exonban szintén egy bazis
hianyat detektaltuk (c.3402delC).

A 20. exonban egy korai fehérje lancterminaciot okozé stop
kodon mutaciét azonositottunk, heterozigota formaban, az
1351. glutamin aminosavat kovetéen. (p.Gln1351Ter). A
mutaciok  mindegyikét  sikeresen  erdsitettik = meg
bidirekcionalis Sanger-szekvenalassal is, az uj-generacios

szekvenalas variansai kozt nem volt fals pozitiv talalat.
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5 KOVETKEZTETESEK

A laboratoriumi technologia és az informatika robbanésszerii
fejlodésének eredményeként a kordbban roppant Osszegeket
felemésztd genetikai vizsgalatok a kezdeti koltségek
toredékéért elvégezhetdek, nagysagrenddel kevesebb id6 alatt.
Vizsgalataink sordn célkitlizésiink az volt, hogy megvizsgaljuk
az uj-generacios szekvenalas alkalmazhatdsagat, ritka csont- és
anyagcserebetegségek klinikai diagnosztikéja soran.
Eredményeink alapjan mind a szekvencia elfogdson, mind a
multiplex PCR technikdn alapuld6 DNS konyvtar készitési
technika egy robusztus, nagy hatékonysaghi moddszer.
Koltségigénye Osszevethetd, azonban a multiplex PCR-hez
szilkséges nagyobb mennyiségli primer beszerzése a
vizsgalatok kezdetekor egy nagyobb befektetést jelent. Késobb
azonban ez mar nem ndveli a tesztek koltségigényét. A
HaloPlex technoldgia esetében a probak koltsége egyenletesen
oszlik el, minden kithez meg kell venni a sziikséges
mennyiséget.

A kiilonb6z6 megkozelitésekbdl adodo jelentds kiilonbség az
HaloPlex probak altal elfogott DNS fragmensek jelentdsen
talnytlnak a célzott, kddolo régidkon, ezért a sziikséges

minimalis leolvasasok szama jelentdsen nagyobb is lehet. Az
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atfed6 probakbol adodoan, egy talalt varians tobb DNS
fragmensrél is eredhet, ami csokkenti a fals pozitivitas
valoszinliségét. A szekvencia elfogéds egy kicsit dsszetettebb
laboratdériumi eljards, ami nagyobb gyakorlatot igényel.

A multiplex PCR-t hasznalé megkozelités esetében csak a
célzott régiok keriilnek amplifikdlasra és ezaltal vizsgalatra is,
emiatt konnyebb megtervezni egy szekvendlasi futast. A
modszer hatranya, hogy ahogy ndé az amplikonok szama,
egyrészt ugy nd a kezdeti primer igény is, masrészt pedig egyre
nagyobb eséllyel nd meg az amplikonok
kiegyensulyozatlansaganak az esélye. Ez azt eredményezheti,
hogy egyes fragmensekrol sziikségteleniil sok leolvasas
keletkezik, mig mas amplikonokrdl elégtelen mennyiségii
szekvencia adatot kapunk.

Az osteogensis imperfecta betegség vizsgalata soran
szandékosan nem céloztuk meg az Gsszes olyan gént, amir6l
ismert, hogy 0sszefligg a betegséggel. Arra torekedtiink, hogy a
betegség tobb, mint 90%-at okozd gének mutaciot képesek
legyiink kimutatni, mely a vizsgalat hat eset mindegyikében
sikeriilt. A HaloPlex szekvencia elfogas nagy hatékonysaggal
dusitotta fel a valasztott genomi teriileteket és megbizhatonak
bizonyult a variansinformaciok teriiletén is. A talalt mutaciok

kiilonbozo tulajdonsagai alapjan arra kovetkeztethetiink, az
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irodalmi adatokkal &sszhangban, hogy az osteogenesis
imperfectat elsdsorban az I-es tipusu kollagén a-lancait kddolo
COL1A1 és COL1A2 gének egyikének mutdcidja okozza. A
mutaciok jellemzéen a fehérje szerkezetét befolydsoljak,
legtobbszér az  aminosavak  kicserélddését  okozva.
El6fordulhatnak  nonszensz, a  fehérjeszintézis  korai
terminaciojat okozo mutaciok, illetve karosodhat az exon-intron
splicing folyamata is.

A vizsgalt gének nagyszamu kddold exonbol allnak (8sszesen
126), melyek vizsgalata hagyomanyos Sanger-szekvenalassal
igen hosszadalmas és koltséges folyamat lenne, el8sziird
modszer alkalmazasaval pedig mindig fennall a fals negativitas
esélye, az el0szorli modszerek alacsonyabb analitikai mutatdik
miatt.

A Wilson-kor vizsgalatanal multiplex PCR alapu, AmpliSeq
technikat alkalmaztunk. A DNS konyvtar elkészitése
kismértékben egyszertibb a HaloPlex technikdhoz képest, de
hasonléan megbizhatonak bizonyult. A vizsgalat betegek
mindegyikében sikeriilt a Wilson-koért okozd compound
heterozigodta genotipus diagnosztizalasa. A betegség tiineteként
kialakul6 akut majelégtelenséget elfogadjadk a nemzetkdzi
szervezetek is a slirgdsségi majtranszplantacio indikacidjaként,

ehhez azonban gyors diagndzisra van sziikség, melyet az uj-
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generacids szekvenalas képes biztositani. A talalt mutaciok az
Atp7b fehérje kiilonbozé doménjeiben okoznak karos valtozast,
mutacios hotspot ebben a betegségben sem igazolodott, az
irodalmi adatokkal 6sszhangban.

Az lon Torrent félvezeté-alapti 0j-generacios szekvenalasi
technika alkalmasnak bizonyult valtozatos molekularis
szerkezetli szubsztituciok és inzerciok-deléciok azonositasara
is. A késziilék kis helyigény, kiilonleges infrastruktarara sincs
sziikség az iizemeltetéséhez. A szekvenalési futds elokészitése
megkozelitdleg két és fél orat vesz igénybe, majd maga
szekvenalas hasonldé ideig tart. A platformspecifikus
bioinformatikai algoritmusgyiijteményhez illesztett grafikus
feliilet konnyen kezelhetd és jol testreszabhatd. A varianshivas
teljesen paraméterezhetd, ehhez azonban a platform mélyrehato
ismeretére van sziikség. A legijabb szekvenalasi kémia, illetve
szoftverek parositdsaval a homopolimer hibak szinte teljesen
kikiiszobolhetoek

Osszességében az uj-generacios szekvendlds korabban a
klinikumban nem elérhet6 vizsgalatokat tett lehetévé, mikdzben
amegbizhatosaga Osszevethetd maradt a hagyomanyos, Sanger-

szekvenalasaval.
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