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Az Orvosi Hetilnp Szerkeszt8sége felkérésére készitett tanulmanyukat a Szerz8k
Kordanyi Sandor (1866-1944) belgyégyaszprofesszor,

a 20. szazad els6 felének kiemelkedd orvosegyénisége emlékének

ajanljak halalanak 80. évforduléjan.

Bevezetés: Az elmilt évtized egyik jelentSs technolégiai tjdonsiga az tn. ’high-throughput’ molekuldris genetikai
vizsgilati mddszerek — mint a kromoszomadlis microarray-analizis (chromosomal microarray analysis, CMA) és a tel-
jesexom-szekvenalds (whole-exome sequencing, WES) — elterjedése a praenatalis diagnosztikiban.

Célkitiizés: Az elmalt 5 évben munkacsoportunk tobb mint 252 praenatalis vizsgalatot végzett hazai laboratériumi
héattérrel, amelyek indikdcidjat kiillonboz§ stlyossaga strukturalis magzati ultrahangeltérések képezték. A klasszikus
citogenetikai vizsgalatok eredményétdl figgben végeztiik el a nagy felbontist CMA- és WES-analiziseket a praena-
talis diagnosztika érdekében.

Modszer: A CMA-vizsgélatokat a ,,GeneChip System 3000 Instrument” platformmal végeztiik az SNP-alapth kompa-
rativ hibridizalds médszerével. Az dltalunk elvégzett Gjgeneracids szekvenalds sordn a teljes humdn exom szekvencid-
janak meghatdrozasa IonTorrent és Illumina platformokkal tortént.

Eredmények: Osszesen 252 magzati CMA-vizsgilatot végeztiink, és 42%-ban mutattunk ki valamilyen hidnyt vagy
tobbletet, ebbdl 22%-ban igazoltunk koros eltérést. 42 esetben végeztiink WES-t, amelybdl 9 esetben (21,4%) azo-
nositottunk koéros eltérést az 6roklésmenetet timogatd, a magzati fenotipussal feltételezhetSen dsszetiiggésben 16v4,
a ClinVar adatbdzis vagy az ACMG-klasszifikacié alapjan.

“A szerz6k egyenlé mértékben jarultak hozza a kézirat elkészitéséhez.
A szerz8k utolsé szerz8ként egyenlé mértékben jarultak hozza a kézirat elkészitéséhez.
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Megbeszélés: Tekintettel arra, hogy a magzati fenotipus értékelése kozvetett, a pracnatalis CMA- és WES-elemzésnek
els@sorban a magzati ultrahangvizsgélat sorin azonosithato strukturilis anomaliakkal 6sszefiiggs génekre, kromoszo-
milis régiokra kell korlaitozodnia. A szil6k vizsgilata mind a CMA-, mind a WES-analizisek soran kiemelt jelent&ség-
gel bir, f6leg azokban az esetekben, amelyeknél a kapott eltérés nem hozhaté egyértelm osszefliggésbe az ultrahang-
eltérésekkel.

Kovetkeztetés: Fontos meghatirozni azokat a paramétereket, amelyek alapjan a magzati mintiban taldlt kdpiaszam-
eltéréseket és WES-vizsgilattal igazolt varidnsokat a leletben kozoljiik (figyelembe véve a nemzetkozi ajanlisokat).
Ezek alapjan a praenatalis klinikai genetikai tandcsaddskor sokkal haszndlhatébb informaciok adhatok.

Orv Hetil. 2024; 165(14): 523-530.

Kulcsszavak: CMA (chromosomal microarray analysis), kromoszomdlis microarray-analizis, WES (whole-exome
sequencing), teljesexom-szekvendlds, praenatalis diagnosztika

Summary of the first Hungarian experiences with prenatal chromosomal
microarray analysis and whole-exome sequencing

Introduction: One of the major technological innovations of the last decade has been the proliferation of high-
throughput molecular genetic testing methods, such as chromosomal microarray analysis (CMA) and whole-exome
sequencing (WES) in prenatal diagnostics.

Objective: Over the past 5 years, our working group has performed more than 252 prenatal examinations, indicated
by ultrasound abnormalities of varying severity. Depending on the results of classical cytogenetic studies, we per-
formed high-resolution CMA and WES analyses, with the aim to map the proportion of excess genetic information
in the Hungarian population, as described in the literature.

Method: CMA studies were performed using the “GeneChip System 3000 Instrument” platform with SNP-based
comparative hybridization. We also performed next-generation sequencing of the whole human exome using Ion-
Torrent and Illumina platforms.

Results: A total of 252 fetal CMA examinations were performed and 42% showed some loss or gain, of which 22%
showed pathogenic abnormalities. We performed WES in 42 CMA-negative cases, of which 9 (21.4%) were identified
as pathogenic abnormalities supporting the inheritance process, with presumed association with fetal phenotype,
based on the ClinVar database or ACMG classification.

Discussion: Given the indirect nature of fetal phenotype assessment, prenatal CMA and WES analysis should be lim-
ited primarily to genes and chromosomal regions associated with ultrasound-identifiable symptoms. Parental exami-
nation is of paramount importance in both CMA and WES analyses, especially in cases where the resulting disorder
cannot be clearly associated with ultrasound abnormalities.

Conclusion: It is important to define the parameters by which copy number variations are detected in fetal samples.
Recommendations for reporting variants confirmed by WES testing should also be given (taking international recom-
mendations into account). These will provide more useful information for prenatal clinical genetic counselling.

Keywords: CMA (chromosomal microarray analysis), WES (whole-exome sequencing), prenatal diagnostics

Piko H, Illés A, Nagy S, Beke A, Arvai K, Elekes T, Horvith E, Ferenczy M, Mosonyi P, Lukdcs V, Klujber V,
Torok O, Kiss Zs, Tardy E, Tidrenczel Zs, Tobids B, Balla B, Lakatos P, Késa J, Takics I. [Summary of the first
Hungarian experiences with prenatal chromosomal microarray analysis and whole-exome sequencing]. Orv Hetil.
2024; 165(14): 523-530.

(Beérkezett: 2024. februar 6.; elfogadva: 2024. februar 8.)

Roviditések

ACMG = (American College of Medical Genetics and Geno-
mics) Amerikai Orvosi Genetikai és Genomikai Kollégium;
ADGRV1 = (adhesion G protein-coupled receptor V1);
ANOS5 = (anoctamin 5); ATAD3A = (ATPase family AAA do-
main containing 3A); BP = (breakpoint) téréspont; BSCL2 =
(BSCL2 lipid droplet biogenesis associated, seipin); CAPN3 =

zoxiribonukleinsav; EBP = (EBP cholestenol delta-isomerase)
EBP kolesztenol delta-izomerdz; GJB2 = (gap junction protein
beta 2); Kb = kilobazispar; KIF21A = (kinesin family member
21A); LCR = (low copy repeat) kis kopiaszamu ismétlédés;
Mb = megabézispir; NAHR = (non-allelic homologous re-
combination) nem allélikus homolég rekombindcié; NGS =

(new-generation  sequencing) Gjgenerdcidés  szekvendlds;

(calpain 3); CBL = Cbl protoonkogén; CC2D2A = (coiled-
coil and C2 domain containing 2A); CMA = (chromosomal
microarray  analysis) kromoszomadlis —microarray-analizis;
CNV = (copy number variation) kopiaszam-eltérés; DNS = de-

NHE] = (non-homologous end joining) nem homolog végek
Osszekapesoldsa; NIPT = (non-invasive prenatal test) nem inva-
ziv praenatalis teszt; PTPNI11 = (protein tyrosine phosphatase
non-receptor type 11); PUS3 = (pseudouridine synthase 3);
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SNP = (single-nucleotid polymorphism) egy nukleotidot érin-
t§ polimorfizmus; SOS1 = (SOS ras/rac guanine nucleotide
exchange factor 1); TEK = (TEK receptor tyrosine kinase);
TNNT3 = (troponin T3, fast skeletal type); TPM3 = (tro-
pomyosin 3); VCF = velocardiofacialis; VMCM = mucocutan
vénds malformdciok; VUS = (variant of uncertain significance)
ismeretlen jelentGség eltérés; WES = (whole-exome sequenc-
ing) teljesexom-szekvenalas

A praenatalis diagnosztika célja a méhen belil fejl6dé
magzat rendellenességeinek feltérképezése, idGben tor-
téné diagnosztizdldsa, a hazasparok szamdra azon lehe-
t6ség biztositasa, hogy a torvényi kereteken beliil dont-
hessenck magzatuk betegsége esetén annak sorsirol.
A praenatalis szirés és diagnosztika jelenlegi két alap-
pillére a nagy felbontast ultrahangtechnika és a célzott
biopszia (lepényszovet, magzatviz, esetleg magzati szo-
vetek) sordn nyert minta hagyomdnyos citogenetikai
vagy molekularis biologiai elemzése. A terhesség 10-14.
hete kozott elvégezheté a chorionboholy-mintavétel,
a 15-20. hete kozott pedig az amniocentesis. Evtizedek
ota a lepényi, illetve a magzatvizmintdbdl elvégzett
hagyomanyos citogenetikai vizsgilat (kariotipizalas) a
praenatalis genetikai diagnosztika ,arany standard”
modszere, amely a magzati kromoszémdk szambeli és
durva szerkezeti rendellenességeinek kimutatdsara alkal-
mas. A médszer altal a magzati testi és nemi kromoszé-
mak szdmbeli (példaul triszomidk és monoszémidk) és
bizonyos szerkezeti rendellenességeik (példdul torések,
transzlokaciok, tobbletek, hidnyok) kimutatdsa lehetsé-
ges. A jelenleg alkalmazott, in. hagyomdnyos kromo-
szomavizsgilat felbontasi hatara kb. 10-12 Mb nagy-
sagt. Az ennél kisebb méretd eltérések nem mutathatok
ki fénymikroszkop-alapt klasszikus citogenetikai mod-
szerekkel [1].

A hagyomanyos citogenetikai vizsgalattal nem felis-
merhet$, 1-5 Mb tartomdny, tobb gént is érintd elté-
rések kovetkezményeképpen gyakran sokrétd, stlyos tii-
netegyitittesek alakulhatnak ki, melyeket microdeletiés/
mikroduplikiciés kérképeknek neveziink. Ezek a szind-
romik altalaban salyos kérillapotok, amelyek értelmi fo-
gyatékossiggal, idegrendszeri tiinetekkel, komplex szer-
vi rendellenességekkel jarhatnak. A kromoszomilis
microarray-analizis (CMA) médot biztosit a kis méretii
hidnyok /tobbletek (microdeletiok és mikroduplikaciok,
illetve  kopiaszam-eltérések [CNV-k]) azonositasara
[2, 3].

Az Gjgeneracids szekvenalas (NGS) a 2010-es évektdl
oOriasi el6relépést biztositott a néhany nukleotidot érinté
eltérések azonositasira és azok megismerésére a kiillon-
b6z8 betegségekkel Osszefiiggésben a teljesexom-szek-
venalas (WES) segitségével. Ez a nagy atereszt6képessé-
gli Gjgeneraciés modszer a koltségek csokkenésével és a
bioinformatikai algoritmusok fejlédésével méra a praena-
talis diagnosztika megkeriilhetetlen részévé valt [4].
A WES-vizsgilat pozitiv hozzaadott értéke a CMA ¢és a
kariotipizalas negativ eredménye utin 8-10% koriili
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[5, 6], de egyes kozlemények szerint akir a 80%-ot is
elérheti, és erdsen korreldl a magzati rendellenességek
szamaval [7, 8].

Célkittizés

Munkacsoportunk a sajat tapasztalatai alapjan a nemzet-
kozi elbirasoknak megfelelGen kialakitott egy diagnosz-
tikai algoritmust, amely szerint praenatalis genetikai
vizsgalatok indikacidjakor i) els6ként hagyomanyos ka-
riotipizalast inditunk, ennek negativ eredménye esetén,
i) nagyobb felbontoképességli CMA kovetkezik, amely-
nek negativitasa esetén iii) WES-vizsgalattal folytatva a
diagnosztikai sort, az egypontos nukleotideltérések azo-
nosithatok. Célunk a fentiek szerint végzett eddigi vizs-
gilatainkbdl lesztirhetS kovetkeztetések elemzése.

Mobdszer

A CMA-vizsgalatokat GeneChip System 3000 Instru-
ment (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) platformmal
végeztiik: a hibridizacibhoz a GeneChip Hybridization
Oven 645 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) hibridizaciés kamrat, a mosasi [épéshez a Gene-
Chip Fluidics Station 450 (Thermo Fisher Scientific) ké-
sziiléket, a jelintenzitds mérésére a GeneChip Scanner
3000 7G (Thermo Fisher Scientific) késziiléket hasz-
néltuk.

A vizsgilat egy SNP-alapt komparativ genomiilis hib-
ridizaciés moédszeren alapul. A DNS-mintat Nspl en-
zimmel kilénb6z6 méreti darabokra emésztjiik, majd
czekhez egy adapter molekuldt kotiink, amellyel teljesge-
nom-amplifikilast végziink. Az amplifikilt mintat jelol-
jiik (biotinnal), majd hibridizdljuk az array szilard fizisin
1évé 25 nukleotidbdl allé oligonukleotid-probakhoz,
amelyekkel a teljes human genomot lefedjiik. Ezutan a
mosasi 1épésnél a be nem kot6d6 DNS-darabokat és
egyéb szennyezGdéseket eltavolitjuk a szilard fazisrdl, és
a biotinnal jelolt és a probiakhoz bekotédott DNS-dara-
bokat sztreptavidin-fikoeritrin komplexszel festjiik. Igy
létrejon egy biotin-sztreptavidin-fikoeritrin  komplex,
amely gerjeszthetd, és az 572 nm-es tartomanyban emit-
tal. A jelintenzitis mérésekor az emittaléjelet a kopia-
szam aranydnak megfelelen detektilja a késziilék, és a
végss analizissel vizualizdlhatjuk az egyes kromoszéma-
kat, amelyekben az esetleges hidnyt vagy tobbletet is
megjeloli a rendszer.

Az dltalunk elvégzett NGS sordn a teljes human exom
szekvencidjat meghataroztuk 42 praenatalis minta eseté-
ben. A szekvenalds IonTorrent (Thermo Fisher Scienti-
fic) és lllumina (Illumina, San Diego, MA, USA) platfor-
mokon tortént. A megfelel§ minSségli és mennyiségi
genomidlis DNS kivondsat kovetSen, a konyvtarkészités
els@ 1épéseként felsokszoroztuk a teljes human exomot,
majd tobb tisztitasi és jelolési 1épés utian, amelyek lehe-
tové tették a multiplex parhuzamos szekvenalast, a kész
konyvtarak koncentracidjat ellendriztiik. Ezutan a konyv-
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tirakat ekvimoldris mennyiségben felvittiik a szekve-
nélofeliiletre (IonChip vagy FlowCell). A szekvenalast
kovetSen a keletkezett szekvencidk illesztését a referencia-
genomhoz (hg37) és azt kovetSen a varidnshivast GATK
v4.1.4.1 szoftverrel végeztiik, a talalt varidnsok annota-
ldsa és interpretaldsa sordan a ’Franklin by Genoox’-ot
hasznaltuk.

A genetikai vizsgalat elvégzéséhez a paciensek minden
esetben beleegyez§ nyilatkozatot irtak ald, és az adatok
retrospektiv feldolgozasa anonimizilt médon tortént.

Eredmények

Osszesen 252 praenatalis citogenetikai vizsgalatot végez-
tiink. A CMA-vizsgilat indikaci6ja az esetek 92,8%-dban
valamilyen strukturdlis magzati ultrahangeltérés volt
(1. tablazat). A WES-vizsgilat javallata altalaban a nega-
tiv karyotypus és CMA, illetve a genetikai okot valdszi-
nsitd ultrahangeltérés volt. Az ultrahangeltérések koziil
a leggyakoribbak a magzati hydrops, a cysticus hygroma,
valamint a vastag nyaki redS (40,60%), a craniospinalis és
craniofacialis rendellenességek (20,51%), valamint a car-
diovascularis rendellenességek (17,95%) voltak (2. tabli-
zat) [9-11].

A vizsgalt magzati mintdk kozil 147 (58%) esetben
nem mutattunk ki semmilyen eltérést a CMA-modszer-
rel, az Affymetrics Optima kozepes felbontoképességi
array alkalmazdsaval. A tobbi esetben 105-nél (42%) mu-
tattunk ki eltérést (hidnyt vagy tobbletet) a CMA-vizsgai-
lattal, amelyek kozil 22%-ban igazoltunk kéros eltérést,
6 esetben (2%) pedig teljes kromoszémat érint6 triszé-
miat a 21. kromoszéman (5 magzatnal), illetve a 18.
kromoszéman (1 magzatnal). A leggyakoribb eltéréseket
és azok elhelyezkedését a 3. tablizat tartalmazza.

Harom esetben a sztil6k kiegyensalyozott transzloka-
ciét hordoztak, amely a magzatndl kiegyensulyozatlan
allapotot idézett el8: i) az apinal a £(9;20)(p24;pl2) ésa

1. tiblazat | CMA- és WES-vizsgilataink indikdciéi (252 eset)

Eset (n) %

Magzati strukturdlis ultrahangeltérés 234 92,8%
(1asd 2. tdblazar)

Pozitiv NIPT-lelet 0,8%
Terhel$ anamnézis 4 1,6%
Kariotipizilassal igazolt CNV esetén (toréspon- 2 0,8%
tok meghatdrozasa)

Kariotipizdldssal igazolt marker kromoszéma 2 0,8%
Sziil6knél kiegyensulyozott transzlokicid 3 1,2%
Spontin vetélés (abortumvizsgalata) 3 1,2%
Halvasziilés (24. hét utani elhalas) 2 0,8%
Osszesen 252 100%

CMA = kromoszomadlis microarray-analizis; CNV = képiaszam-eltérés;
NIPT = nem invaziv pracnatalis tesztelés; WES = teljesexom-szekve-
ndlds
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2. tablazat CMA- és WES-vizsgilatok strukturalis magzati ultrahangeltérés
miatt

Szervrendszer Eset (n) %
Magzati hydrops, cysticus hygroma, vastag 95 40,60%
tarkoredd

Craniospinalis és craniofacialis rendellenességek 48 20,51%
Cardiovascularis rendellenességek 42 17,95%
Egyéb thoracalis rendellenességek 6 2,56%
Hasfali és hasi rendellenességek 7 2,99%
Urogenitalis rendellenességek 8 3,42%
Végtag-anomiliak és csontosoddsi zavarok 14 5,98%
Egyéb strukturilis ultrahangeltérések 14 5,98%
Osszesen 234 100%

CMA = kromoszomalis microarray-analizis; WES = teljesexom-szek-
vendlds

magzatnal a 9p24.3p24.1 régiéban microdeletio, a
20p13pl12.1 régidban 14,755 Mb méretd mikroduplika-
cid; ii) az anydnal a t(4;5)(pl6;pl5) és a magzatndl a
4pl16.3pl16.2 régidban 4,984 Mb méretl microdeletio
ésaz 5p15.33p14.3 régidban 19,389 Mb méretii mikro-
duplikacio; iii) az anyanal a t(4;8)(pl6;p23) és a magzat-
ndl a 4p16.3p15.2 régidban 23,697 Mb méretld mikro-
duplikacio és a 8p23-3p23.1 régidban 6,474 Mb méretd
microdeletio.

Egy esetben igazoltunk ,,0sszetett heterozigdtasigot”,
amelyet a CMA-val az anyai allélon 4,138 Mb méretd
(arrf GRCh38]12q12(38620776_42758565)x1) hete-
rozigéta deletioként azonositottunk, és az apai allélon
WES-analizissel az ebben a régioban elhelyezkedd
KIF21A génben 1 bazist érint6 deletio heterozigdta-
hordozésagat mutattuk ki [12]. A két koros eltérés
egytittes hatdsaként a csalidban két érintett magzatnal
salyos, mar magzati korban kimutathat6 kéros tiineteket

3. tablazat | A leggyakoribb képiaszdm-eltérések

Koépiaszam -eltérés  Jellemzés Eset (n) %

16pll.2 Ismert LCR/SD régi6o/VUS 23 30,26%
3q24q29: Ismert LCR/SD régi6* 8 10,52%
8p22p24.3: LOH polimorf régio** 8 10,52%
16p13.11pl12.3:  Ismert LCR/SD régié 7 9,21%
Xq21.31q21: Vus 7 9,21%
15q11.2q13.3: Ismert BP- (1-3) régio* 6 7,89%
4p16.3pl6.2: Telomer régiod 5 6,58%
9p24.3p24.3: Telomer régié 4 5,27%
22ql1.21: DiGeorge-régio 4 5,27%
20q13.33q14.33  Telomer régié 4 5,27%
Osszesen 76 100%

*LCR = alacsony kopiaszamu ismétlédés
**LOH = heterozigdtasig elvesztése

BP = toréspont; LCR = alacsony kopiaszamu ismétlédés; SD = szeg-
mentdlis duplikidcio; VUS = ismeretlen jelentSségii eltérés
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irtak le (asphyxids thorax szindréma, orrgyoki oedema, a
magzat torzsén is megfigyelheté oedema, borderline
cerebralis ventriculomegalia). 3 esetben elhalt magzati
szovetbdl izolalt DNS-mintabdl végeztiik a CMA-t, és
1 esetben triszémidt igazoltunk a 18. kromoszémain,
1 esetben pedig részleges triszomidt a 9. kromoszéméan
(1. tablazat).

A munkacsoportunk dltal alkalmazott vizsgalati sor-
rendben, azokban az esetekben, amelyeknél a klasszikus
citogenetika és a CMA-k sem mutattak ki eltérést, tovab-
bi vizsgilatként a WES-analizissel igyekeztiink feltérké-
pezni az ismert kéroki pontmutaciét. Az dltalunk elvég-
zett NGS sordn a teljes human exom szekvenciajat
meghataroztuk 42 praenatalis minta esetében. A WES-
vizsgalattal 9 esetben (21,4%) azonositottunk az 6rok-
lésmenetet timogatd, a magzati fenotipussal feltételez-
het6 0Osszefiiggésben 1évé kéros eltérést a ClinVar
adatbdzis vagy az ACMG-Kklasszifikacié alapjan.

A pozitiv eredmények koziil 2 esetben a PTPN11 gén-
ben (c.922A>G p.Asn308Asp és c.923A>C p.Asn-
308Thr), 1 esetben az SOSI génben (c.1644T>A
p.Ser548Arg) és 1 esetben az EBP génben
(c.338+1_338+2del) azonositottunk kéros de novo vari-
anst. Tovabbi 1 esetben az érintett édesanya ugyanazt az
arthrogryposissal tarsult eltérést hordozta, mint a tiine-
tes magzat (TNNT3:c.188G>A p.Arg63His). 2 esetben
az autoszomdlis recessziv 6roklésmenetet timogato Osz-
szetett heterozigota statust lattunk stlyos ciliopathiaval
(CC2D2A:c.4552C>T p.Argl518Trp és ¢.4675-1G>C)
és multiplex arthrogryposissal tarsul6 salyos fetalis aki-
nesiat. Mindkét esetben a csalddi szegregacios vizsgalat
megerdsitette az oroklésmenetet. 2 tovabbi esetben az
azonositott variansokat (CBL ¢.1754G>T p.Arg585Lecu
és TEK ¢.2744G>A p.Arg915His) olyan génekben irtak
le, amelyeknél a génekkel Osszefiiggésbe hozott fenoti-
pus megfeleltethet ugyan az ultrahangképnek, de a va-
ridns koroki szerepét a rendelkezésre all6 adatok nem
tamasztjak ala egyértelmten.

A WES-vizsgalatok soran 18 esetben azonositottunk
olyan véletlen/masodlagos taldlatot, amely a ClinVar
adatbazis vagy az ACMG-klasszifikicié szerint koéros
vagy valoszintleg koéros besorolasa (4. tablizat). Ezek-
ben az esetekben a génekkel osszefiiggésbe hozott feno-
tipusos jegyek nem feleltek meg egyértelmtien az ultra-
hangképnek, de mindegyik stlyos korképpel tarsult.

Megbeszélés

A CMA-vizsgilatok sordn 99 esetben igazoltunk micro-
deletiét vagy mikroduplikaciét a magzati mintaban. Az
esetek nagy szama azt is igazolta, hogy a szakirodalom-
ban leirt genomidlis szerkezeti formak befolydsolhatjik a
microdeletiok és mikroduplikaciok eléfordulasi gyakori-
sagat. Ilyen szerkezeti elemek példaul az an. ,,low copy
repeat” (LCR)/szegmentalt duplikiciés régiok: ezek
olyan, 10-300 Kb méretdi ismétl6dd szekvenciak, ame-
lyek meioticus osztéodaskor az in. nem allélikus homo-
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4. tablazat Feltételezett incidentilis taldlatok a praenatalis WES-vizsgilati
csoportban
Gén Varians ClinVar ACMG-
szerinti Kklasszifi-
besorolas kicié

ATAD3A  ¢.229C>G p.Leu77Val P/VUS LP
ANO5 ¢.2272C>T p.Arg758Cys P/LP LP
CFI c.772G>A p.Ala258Thr P/LP LpP
ROBO4 c.190C>T p.Arg64Cys P P
PROS1 c.701A>G p.Tyr234Cys P/LP LP
ANOS5 c.692G>T p.Gly231Val P/LP Lp
GATA4 c.487C>T p.Prol63Ser P/VUS LP
GATA4 ¢.34G>C p.Glyl2Arg VUS LP
RPS7 ¢.298A>T p.Ile100Phe - LP
PAH ¢.506G>A p.Argl 69His LP P

F2 c.*97G>A P/VUS LpP
ADGRVI  ¢.9623+1G>A LpP P

F11 ¢.1693G>A p.Glu565Lys Le/vus LP
BSCL2 ¢.974dupG p.Ile326fs P/LP P
PUS3 c.212A>G p.Tyr71Cys P/VUS LP
GJB2 c.35del p.Glyl2ValfsTer2 Iy Iy
CAPN3 c.550del p. Thr184ArgfsTer36 P P
TPM3 ¢.253G>T p.Glu85Ter - LP

ACMG = az Amerikai Orvosi Genetikai és Genomikai Kollégium dltal
megalkotott varidnsosztilyozasi rendszer alapjan a Franklin-platform
altal szamitott variansklasszifikicié; ClinVar = a ClinVar adatbazis alap-
jan a jelenlegi tudasunk szerinti legvaldszintibb besorolds; LP = valoszi-
ntleg koros (patogén); P = kéros (patogén); VUS = ismeretlen jelen-
t6ségl eltérés; WES = teljesexom-szekvenalds

l6g rekombinacié (NAHR) soran az utédsejtben micro-
deletidkat vagy mikroduplikiciokat alakithatnak ki [13].
Igy példaul a szakirodalomban leirtak alapjin a 16. kro-
moszéma pl3.1,pl2.3,pl2.2,pll, q22.2 és q23 régiod-
iban olyan LCR-ek talalhaték, amelyek valtozatos mére-
td és kiilonbozé toréspontt dtrendezéseket idézhetnek
el6 a meioticus osztédaskor. Bar ezek az LCR-ek a 16.
kromoszéma pericentromer régioéjanak tn. génszegény
kornyezetében helyezkednek el az érintett génektdl fiig-
gben bizonyos esetekben mégis kéros fenotipushoz ve-
zethetnek. Az dltalunk vizsgalt magzati mintakban a leg-
nagyobb gyakorisiggal mutattuk ki az ebben a régidoban
talilhaté 16pl1.2 microdeletiét vagy mikroduplikiciot
(23%). A szakirodalom alapjin ez az eltérés nagy valdszi-
ntiséggel nem jar tiinetekkel (VUS-kategoria) [14].

A szegmentdlis duplikiciok (legismertebb formajuk az
an. tandem duplikicid) a genom tobb mint 6%-dt teszik
ki. Ezek az ismétl6dések szintén okozhatnak a genom-
ban strukturilis valtozisokat, mind a NAHR, mind a
nem homolédg végek dsszekapcsolasa (NHE]) révén. Ez
utébbi kovetkezményeként, a kettézott DNS-darabka
— extrakromoszomalis helyzetbe keriilve, majd visszail-
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leszkedve a genomba - kialakithat DNS-tobbletet
vagy -hidnyt, illetve az inszertal6das soran, ha az 1 gént
érint, monogénes koéroki fenotipust is [15].

Vizsgalt magzati mintdinkban a negyedik leggyako-
ribb (4%-os) el6fordulassal talaltunk tobbletet vagy hi-
anyt a jol ismert, kéros fenotipussal jir6 22q11.21 régié-
ban, amelynél szintén a fent emlitett LCR szegmentalt
duplikaciés régiok jelenléte all a microdeletiok vagy mik-
roduplikdciok kialakuldsinak hatterében. A vizsgilt min-
tak koziil mind deletiét, mind duplikaciot igazoltunk: az
igazolt mikroduplikicié az LCR22-2 (A) és az LCR22-
3b (C) régiokat érintette. A postnatalis esetekben a ko-
ros fenotipust fejlédési és intellektudlis elmaradas, fizi-
kalis eltérések, mint példaul hypotonia, kozepesen
dysmorphids arc, valamint microcephalia jellemezte.

Az igazolt deleti6s magzati esetek a 22q11.21 deletids
szindromanak (DiGeorge /VCEF) feleltek meg. Ezekben
a proximalis és centralis régiok érintettsége volt kimutat-
hat6 (LCR22-2 [A] - LCR22-5 [E]) [16, 17]. A 15.
kromoszéma 15q11.2-q13.1, an. kritikus régidja, a
BP1-BP3 és a BP2-BP3 barmilyen CNV-je (microdele-
tio és mikroduplikicid) kockazatot jelenthet a fejlédésel-
maradassal jir6 kérképekre, illetve az autizmusspekt-
rum-betegségre [18, 19]. A vizsgilt magzati mintak
6%-aban igazoltunk valamilyen eltérést ebben a régio-
ban, amelyek esetleges neuropszichidtriai korképekkel
tarsulhatnak.

A sziil6knél klasszikus citogenetikai médszerrel (G-sa-
vozas) kimutatott kiegyenstlyozott transzlokicié esetén,
a magzati ultrahangeltérés mellett, minden esetben inva-
ziv mintavétel sziikséges, mivel a sziil6i kiegyensulyozott
transzlokacié konnyen kiegyenstlyozatlanna valhat a
magzatban. A vizsgilt populiciéban 3 esetben a sztl6k
kiegyenstlyozott transzlokdciét hordoztak, és a magzati
mintikban ez mindhirom esetben kiegyenstlyozatlan
llapotot idézett el6, amely koros fenotipussal tarsult.

Kiemelend6k azok az esetek, amelyeknél az un. ,,6sz-
szetett heterozigdtasig” az ok a koroki fenotipus kialaki-
tasdért. 1 esetben igazoltunk dsszetett heterozigotasigot
CMA- és WES-vizsgilatokkal, amely stlyos kéros mag-
zati ultrahangképpel is jirt: az érintett magzati mintaban
az édesanyatdl orokolt heterozigota 4,138 Mb méreti
deletiot és az édesapatdl ebben a régidban taldlhato, egy
bézist érint§ deletiét taldltunk, amely mint Osszetett he-
terozigoéta allapot salyos fenotipussal tarsult mar magza-
ti korban. Az Osszetett heterozigdtasig hatterében vélet-
len események allhatnak, ezért is fontos a pontmutaciok
esetleges meglétének kizarasa szekvenalassal azokban az
esetekben, amelyekben a CMA-vizsgilat heterozigbta-
hidnyt vagy -tobbletet igazolt, és autoszomalis recesszi-
ven 0rokl6dé gén is érintett.

Azokban az esetekben, amelyeknél sem a klasszikus
citogenetika, sem a CMA-vizsgilat nem igazolt kéroki
eltérést, a kovetkez§ 1épésként WES-vizsgalatot végez-
tink [20, 21]. Vizsgalataink soran 9 esetben azonositot-
tunk a magzati fenotipusnak megfeleltethet§ génben
feltételezhetGen koéroki eltérést, 3 esetben Noonan-
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szindrémadval és 1 esetben Noonan-szerii szindrémaval
osszefliggésbe hozhaté génben (PTPNI11, SOS1, CBL)
aminosavcserével jar6 varidnst. Az elvégzett csaladi szeg-
regicios vizsgilatok soran az ut6bbi varidnst a szildk is
hordoztak, igy ennek besorolasit modositottuk.

Viazrendszeri rendellenességekkel Osszefiiggésben 3
génben (TNNT3, KIF21A, ABP) talaltunk feltételezhe-
téen koroki varidnst. Az egyik esetben az autoszomadlis
domindnsan 6rokl6dé fenotipust megerdsitette, hogy a
tiinetes édesanya is hordozta az eltérést, mig a masik, do-
minansan 6rokl6ds fenotipus esetében a varidns de novo
eredete volt valoszintisithetS. A harmadik esetben a gyer-
mek a hordozé szil6ktdl orokolte dsszetett heterozigdta
formdban az azonositott varidnsokat. A kardiologiai tii-
netekkel jellemzett magzat esetében az azonositott vari-
ans koroki szerepe nem nyert megerdsitést. Az irodalmi
adatok alapjan feltételezheté az ok-okozati viszony, a
TEK génben altalunk kimutatott varianst koribban egy
VMCM-vel (vénids malformiciok, tobbszoros bor- és
nyalkahartya-rendellenességgel) érintett csaladban azo-
nositottdk, ahol az édesanya is érintett volt. Esetiinkben
a csalad visszautasitotta a tovabbi vizsgalatot.

1 esetben a magzati ultrahangvizsgilat alapjan cilio-
pathia gyanajaval dsszetett heterozigdta formaban azo-
nositottunk két, feltételezhetGen koroki eltérést a
CC2D2A génben, ahol a varidnsok transz-helyzetét a
csaladi szegregacids vizsgalat megerGsitette. Az ered-
mény kozlésekor magzati vizsgilat esetében is elsGsor-
ban a meglévd fenotipusos jegyek mentén zajlik a kiérté-
kelés. Mivel ezek az informacidk praenatalisan csak
kozvetve vagy korldtozottan allnak rendelkezésiinkre, és
a terhesség soran valtozhatnak, a varianslista tovabbi sz(-
kitése célszert. Erre alkalmas lehet az érintett génekhez
tarsult betegségek oroklésmenete, illetve a betegségek
megnyilvanulasanak jellemz6 id6pontja vagy a megjele-
nd fenotipus stlyossaga [22, 23].

A bizonytalan jelentGségti variansok (VUS), a véletlen
¢és masodlagos taldlatok szintén komoly kihivist jelente-
nek a laboratériumok és a klinikusok szdméra. A véletlen
(incidentalis) talalatok a klinikai indikdciotol figgetleniil
azonositott variansok. A misodlagos taldlatok az ACMG
szakértdi altal osszeallitott és validalt génlistan szerepld
eltérések, amelyek nem kapcsolédnak az elsédleges feno-
tipusos megjelenéshez, de az orvosi dontéshozatal folya-
matiban felhasznilhaté informdciét hordozhatnak.
Az dltalunk vizsgaltak kozott 18 esetben azonositottunk
autoszomalis domindns korképpel Osszefliggésben a
ClinVar adatbazis vagy az ACMG-Kklasszifikicié szerinti
kéros vagy valészintleg koros eltérést [24, 25]. Az azo-
nositott variansokndl megvizsgaltuk a fenotipusos jegye-
ket, az irodalmi adatokat és — ahol volt lehet&ségilink — a
sziil6i mintakat is [26]. Az attekintés sorin az azonosi-
tott varidnsokat nagyobb csoportokba tudtuk sorolni.
A legtobb, dltalunk azonositott varidns patogenitisira
vonatkozé adat autoszomalis recessziv korkép hatte-
rében keriilt kozlésre, illetve néhdny esetben az autoszo-
milis domindns szerep még nem kell6képpen volt alati-
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masztva (példaul BSCL2, PUS3, GJB2, CAPN3, TPM3,
ADGRVI1, ANO5, ATAD3A gének). Ezeknél a géneknél
a klinikai Gjraértékelés, a magzati fenotipus ismételt
elemzése, a kiilonb6z6 molekularis technikik Gsszeha-
sonlitdsa, a csalddi szegregacids vizsgalat és az irodalmi
adatok Gjboli attekintése segitheti a dontést az eredmény
kozlésére vonatkozdan [27-29].

Kovetkeztetés

A praenatalis vizsgalatokban a klasszikus citogenetikai
vizsgilatok mellett egyre inkabb teret hoditanak a nagy
felbontoképességi eljardsok, mint a CMA- és WES-vizs-
galati modszerek. A nemzetkozi protokollokat alapul
véve, sajat tapasztalataink alapjan, terhel§ anamnézis ese-
tén a CMA-vizsgalat hasznosnak és gyorsan kivitelezhe-
tének bizonyult a porzitiv ultrahangvizsgalat és/vagy
NIPT-eredmény megerdsitésére. A CMA-modszer alkal-
mas tovabba klasszikus citogenetikai vizsgalattal igazolt,
de savozasi technikaval nem vagy nehezen meghatiroz-
hat6 eredetl tobblet eredetének pontos meghatirozasa-
ra is, és megbizhat6an alkalmazhat6 szdm feletti marker
kromoszémak eredetének meghatirozasara és sziilGknél
kimutatott kiegyensulyozott transzlokicié esetén a mag-
zatban esetleg kialakulé kiegyensulyozatlan eltérések fel-
ismerésére is.

Vetélések esetén azokban az esetekben alkalmazhatjuk
a CMA-moddszert, amelyeknél a klasszikus citogenetikai
modszerekkel nem lehet vizsgdlni a sejteket, mivel esetleg
a sejtek mar nekrotizalt dllapotba kertiltek, és nem képe-
sek osztodni. Tapasztalataink alapjan az ultrahangvizsga-
lattal megéllapitott magzati elhaldst kovetSen rovid idén
beliil kell az abortumbél a DNS-izoldlast elvégezni, mert
az esetleges nekrotikus folyamatok beinduldsa befolydsol-
hatja a CMA-vizsgalat eredményességét.

Sok esetben mutattunk ki microdeletiét vagy mikro-
duplikaciét. A nemzetkozi ajinldsokat figyelembe véve
kozoltiik ezeket a leletekben: 1) a koros és nagy valdszi-
nlséggel koros eltéréseket minden esetben kozoltiik,
i) méret alapjan mikroduplikacié esetén az 1 Mb méret-
nél nagyobb eltérést, illetve microdeletio esetén a 0,5
Mb méretnél nagyobb eltérést ismertettiik, iii) az
ACMG-standard szerint a CNV-re szdmolt pontérték
alapjan is meghatirozhat6 az adott eltérés patogenitasa,
iv) adatbazisokat is felhaszndltunk (Decipher, ClinVar,
ClinGen), hogy az érintett régidban leirt postnatalis ese-
tek, valamint az érintett génekre jellemz6 tulajdonsigok
alapjan (példdul dozisszenzitiv az érintett gén, vagy nem)
tenotipus-elérejelzést adhassunk.

A WES-vizsgilatok indikdciéja jelenleg még nem
olyan széles korti, mint a CMA-vizsgilatoké, de minden
olyan esetben, amelynél a genetikai eredet valészindsit-
hetd, és az el6zetes hagyomanyos kariotipizalas, valamint
CMA-vizsgalat negativ eredménnyel zarult, javasolt a
WES elvégzése. Ahol a terhesség el6rehaladott kora
sziikségessé teszi, javasolhaté a CMA- és a WES-vizsgi-
latok egyidejd inditasa. Abban az esetben, ha a csaladi
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kértorténet vagy a magzati fenotipus nukleotidszintd
genetikai hatteret feltételez, a WES megel6zheti a
CMA-t [0, 30].

Osszességében, a CMA 22%-ban (252 esetbdl), a
WES pedig 21,9%-ban (42 esetbdl) adott tobbletinfor-
miciot a klasszikus citogenetikiahoz képest. A nemzetko-
zi szakirodalomban megjelent publikdciékban erre eltéré
szdzalékokat adnak meg: CMA-ra 6-10%-o0s és 20%-os
értéket [31, 32], mig WES-re a legalacsonyabb 6,2% és a
legmagasabb 57,1% [33]. A kiilonbségek a kiilonboz6
platformok alkalmazasiabél adédhatnak: CMA esetén a
nagyobb felbontoképességii array tobb eltérést képes ki-
mutatni, valamint a leletben kozolt eltérések méretének
megvalasztasaval is eltéré szdzalékos adatok kaphatok.
A G-savozis, a CMA és a WES 6sszességében kb. 35%-
ban tud genetikai érintettséget azonositani, mig a fenn-
marad6 65%-ban teratogén hatasok dllhattak a kéros ult-
rahangeltérés és a magzati fejl6dési rendellenesség
hatterében. Ezek alapjan munkacsoportunk fontosnak
tartotta, hogy — a nemzetkozi ajanlisokat figyelembe
véve és a nemzeti sajitsigokat hozzitéve — egységes
praenatalis diagnosztikai protokollt alakitson ki a CMA-
és WES-vizsgalatokra vonatkozoélag.

Fontos megemliteni, hogy sem a CMA, sem az egész
genomra kiterjed§ szekvenaldsi médszerek nem képesek
minden genetikai rendellenességet kimutatni vagy telje-
sen kizdrni. A ritka rendellenesség fennmaradé kockdza-
ta, kiilondsen a tobbszoros velesziiletett rendellenessé-
gek esetén, fontos szempont a tanacsadds soran.

Megjegyzés: A vizsgalatok a napi rutin részét képezik,
amelyhez nem sziikséges kutatdsi engedély. A genetikai
vizsgalatokhoz minden esetben beleegyez$ nyilatkoza-
tot toltottek ki a betegek, és ezt az adott intézeti egység
a torvényben meghatirozott id6tartamig tarolja.

Anyagi tamogatds: A kozlemény megirasihoz a szerz6k
anyagi timogatdsban nem részesiiltek.

Szerzdi munkamegosztis: P. H.: CMA-vizsgilatok kivite-
lezése és kiértékelése, az eredmények Osszegzése. 1. A.:
WES-vizsgalatok kiértékelése és dsszegzése. K. J., T. B.,
B. B.: A tudomanyos eredmények Osszegzése és értéke-
lése. N. S., B. A, H. E., T. O., T. Zs.: Mintavétel, gene-
tikai tandcsadds, az eredmények 6sszegzése. A. K.: WES-
vizsgilatok kivitelezése, kiértékelése és az eredmények
osszegzése. E. T., L. V., K. V., K. Zs., T. E.: Genetikai
tandcsadds, az eredmények Osszegzése. F. M., M. D.:
Mintavétel, genetikai tanacsadds. L. P.: A tudomanyos
eredmények kiértékelése és Osszegzése, valamint a nem-
zeti stratégiak meghatarozasa. T. I.: A tudomanyos ered-
mények kiértékelése és 0Osszegzése, valamint a nemzeti
stratégiak meghatarozasa. A cikk végleges valtozatat va-
lamennyi szerz§ elolvasta és jovahagyta.

Erdekeltségek: A szerz6knek a cikkel kapcsolatosan nin-
csenek érdekeltségeik.
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