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Rovidités jegyzék

ASLR-PCR allél-specifikus long-range PCR
C4 komplement komponens 4
C4A C4 gén A altipus
C4B C4 gén B altipus
CAH kongenitalis adrenalis hiperplazia
(congenital andrenal hyperplasia, CAH)
CNM kopiaszdm mutacio
CNP kopiaszam polimorfizmus
CNV kopiaszam variaciok
(copy number variation)
Cyp21 szteroid 21-hidroxilaz
CYP21A1P szteroid 21-hidroxilaz pszeudogén
CYP21A2 szteroid 21-hidroxilaz aktiv gén
HERV-K endogeén retrovirus inszercié (human
endogenous retrovirus)
LCR low copy repeat (nincs meggyokeresedett
magyar forditasa)
MAF ritkabbik allél gyakorisaga
(minor allele frequency)
MHC 6 hisztokompatibilitasi komplex
(major histocompatiblity complex)
NAHR nem-allélikus homoldg rekombinéacidra
(non-allelic homologous recombination)
PCR polimeraz-lancreakcio
(polymerase chain reaction)
gPCR kvantitativ PCR (quantitative PCR)
RCCX CNV RP-C4-CYP21-TNX géneket tartalmazé
kopiaszam variacio
SD szegmentalis duplikacio
(segmental duplication)
SNP egy nukleotidot érinté polimorfizmus
(single nucleotide polymorphism)
STK19 szerin/treonin kinaz 19 (régi neve RP1)
STK19P szerin/treonin kinaz 19 pszeudogén
SV strukturalis variaciok
(structural variation)
TNX tenascin-X
TNXA tenascin-X pszeudogén
TNXB tenascin-X aktiv gén
VNTR valtoz6 szamu tandem ismétlodés

(variable number of tandem repeat)




Absztrakt

A human RCCX egy multiallélikus, tandem kopiaszdm variacié (copy number
variation, CNV), amelynek az egyik genje a szteroid 21-hidroxilaz (CYP21A2). Az RCCX,
mint a CNV-k altalaban, hajlamos az atkeresztez6déstol eltérd genetikai atrendezédésekre,
mint példaul az egyenl6tlen atkeresztez0dés és a génkonverzio.

Az egész RCCX CNV-t lefed6 allél-specifikus long-range PCR-eket, az ebbdl indulod
CYP21A2 allél-specifikus nested PCR-t, a CYP21A2 teljes szekvenalast és qPCR alapl
kopiaszdm meghatarozast hasznaltunk az RCCX struktdrak és a CYP21A2 haplotipusok
kisérletes meghatarozdsdhoz. A 332 genetikailag fliggetlen személybdl valogatott 6
duplikalédott CYP21A2 gent tartalmazd6 LASB RCCX struktarat hordozo személynek a
vizsgalatat végeztik el.

A 6 kromoszéma LASB RCCX strukturaval és két CYP21A2 génnel 3 tipusba tartozott
a CYP21A2 haplotipusaik alapjan. A 3 tipus azonos RCCX strukturat és két, csaknem azonos,
de tipusonként egymastdl eltéré CYP21A2 haplotipust hordozott. A genealdgiai halozat
felhasznalasaval bizonyitottuk, hogy a 3 tipus egymastdl fliggetlenul alakult ki, de
feltehetdleg azonos genetikai atrendezddési mechanizmussal. Az RCCX strukturajabol
kovetkezden az atrendezddés mechanizmusa biztosan nem az altalanosan elfogadott egyszeres
egyenldtlen atkeresztezddés vagy kis kiterjedésti génkonverzid, hanem vagy kettds
egyenlOtlen atkeresztezddése, vagy nagy kiterjedésti génkonverzio.

A fenti vizsgélatok nem csak az RCCX CNV atrendezddési mechanizmusaiba engednek
mélyebb bepillantast, hanem altalaban véve a human multiallélikus, tandem CNV-k
atrendezddéseiért felelés mechanizmusokba is. Az CNV-k specialis atrendezdési
mechanizmusainak megismerése a CNV-kel kapcsolt human betegségek jobb megértéséhez

€s, végso soron, Uj terapias lehetdségekhez vezethetnek.



1. Bevezeto

1.1 A human kdpiaszam variaciok altalanos jellemzése

A human genom diverzitasat kiilonboz6 tipusu genetikai polimorfizmusok alakitjak ki,
a legkozismertebbek az egy nukleotidot érinté polimorfizmusok (single nucleotide
polymorphisms, SNP) mellett ilyenek példaul a strukturalis variaciok (structural variation,
SV) is (Hurles et al. 2008). Az SV-k fogalma viszonylag fiatal, még kiforratlan, a tudomanyos
szakirodalomban nemiképp ellentmondasos, atfedesben van tobb olyan rokon vagy szinonim
fogalommal, mint a kdpiaszdm variaciok (copy number variation, CNVs), kdpaiszdm
polimorfizmusok (copy number polymorphisms, CNPs), kdpiaszdm mutaciok (copy number
mutations), szegmentalis duplikaciok  (segmental duplications, SDs), vagy a
meggyokeresedett magyar forditassal nem rendelkezé low copy repeats (LCRs) (Freeman et
al. 2006). Osszességében az SV-k tag fogalma azokat a genetikai variaciokat jelolik, amelyek
megvaltoztatjdk a kromoszoéma strukturat, de hagyomanyos fénymikroszkopos technikaval
nem észlelhetok. Tehat az SV-k merettartomanya a par bazispartél a megabazisig terjed, igy a
fogalomba a tankdnyvekben definidlt ,,kromoszdémaszerkezet véaltozéasai” (Weaver et al.
2000), nagyobb méretiik okan, elvileg nem tartoznak bele, bar a mérethatar nem jol definialt,
meglehetdsen elmosodott. Ezek szerint a SV-k lehetnek valtozo szamu tandem ismétlddések
(variable number of tandem repeats, VNTRS), transzpozabilis elemek megléte vagy hianya,
deléciok, diszperz vagy tandem duplikaciok, inverziok, transzlokaciok (1. abra). Az SV-k
egyarant magaba foglaljak a DNS kopiaszam véltozéssal jaro (példaul CNV) és nem jaro (pl.:
inverzi6) arrendezddéseket.

Maés genetikai variaciokkal, példaul az SNP-kkel és mutaciokkal, szemben az SV-k
vizsgalatat megneheziti, hogy az els6é generaciés DNS szekvenalassal nem tanulmanyozhatok
kdnnyen (kivételt képeznek ez aldl a rovidebb VNTR-ek és transzpozalis elemek), igy
vizsgalatuk egy jo darabig hattérbe szorult (Hurles et al. 2008). Nem meglep6 tehat, hogy
egészen a kdzelmultig az SNP-ket tekintették a genetikai variabilitas uralkodo forméajanak, és
az egészséges fenotipus valtozatok 6 alakitoinak. A DNS strukturalis variacioit sokaig csak
specifikus kromoszoma atrendezddésekkel ¢és genetikai rendellenességekkel hoztak
kapcsolatban, €s az emlds genomokban val6 elterjedtségét csak jo par évvel késdbb mérték fel
teljes mértékben (Freeman et al. 2006). Azonban a microarray technolégia és a kovetkez6
generacios szekvenalds térhoditdsa lehetévé tette az SV-k megfeleld és széles kort

vizsgalatat, egyben feltarta a cseppet sem elhanyagolhaté szerepét a human genomban.
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1. abra: A strukturalis valtozatok (SV-k) kiilonbozé tipusai. Az SV-k lehetnek valtozé szami tandem
ismétlddések (VNTRs), transzpozabilis elemek megléte vagy hidnya, delécidk, diszperz vagy tandem
duplikacidk, inverziok, transzlokaciok.

Legfrissebb adatokbol kiindulva valészintisithetd hogy egy human diploid genom
atlagosan tébb mint 1000 SV-t tartalmaz (Hurles et al. 2008) Gsszevetve a human referencia
szekvencidval. A human genom komplexitashan résztvevé Osszes tényez6 hatasanak
megismeréséhez és értelmezéséhez a leghasznosabb minél tobb teljes humén genom
szekvencijanak ismerete lenne, az ez iranyd, nemzetkdzi 1000 Genomes projekt jelenleg a
pilot stadiumnal tart (Durbin et al. 2010). Mig ez lehetévé valik, a kiilonb6z6 forrasokbol
szarmazo, a genetikai varidcidkra vonatkoz6 informéciok Osszegyljtése és elemzése
kivanatos, hogy minél tobb ismeretet szerezzlink a human szervezet genetikai diverzitasarol, a
diverzitast kialakit6 mechanizmusokrol, a human evoluciordl és betegségekrdl (Stranger et al.
2007).

A CNV-k a kromoszomak kilobazistol megabazis mérettartomanyig terjedd strukturalis
ismétlédésszamai fordulnak el egy populacidban fellelhetd kiilonb6z6 kromoszomakon. A
fenti meghatarozas szerint a CNV-k az SV-k egy alhalmaza, amelyek definiciészeriien nem
tartalmazzak a kisebb méretii SV-ket, mint a VNTR és a transzpozabilis elemek altal okozott
inszercid, illetve a kdpiaszdm valtozasaval nem jaré SV-ket, mint példaul az inverzio
(Freeman et al. 2006). Ezen kivil a CNV-k fogalméat, épp Ugy mint altalaban véve a

variaciokét, nem lehet értelmezni egyetlen egyedben, csak populacidban. Tehat az adott
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populédcioban kiilonb6zé kopiaszdmban fog eldfordulni a kromoszoémékon egy nagy
homologiaju genomialis régio, példaul létezhet egy vagy két kopiat hordozd kromoszéma,
amelyek kombin&cidi diploid allapotban kettd, harom vagy négy kopiat eredményeznek a
populacion belil (2. abra). Ugyanez érvényes egy funkcionalis gén kdpiaszamara is, ha az
ismétl6dd genomialis régid hordozza a teljes gént. A kiilonboz6é kopiaszdmt kromoszoémak
allel gyakorisaga alapjan, megkulonboztethetiink kopiaszam polimorfizmusokat (CNP) és
mutécidkat (CNM), a baziscserékhez hasonldan a 1% feletti gyakorisadgu ritkabbik alléllal
(minor allele frequency, MAF) rendelkeznek a CNP-k, és 1% alattival a CNM-ek.

CNV allélok
egy kromoszoman diploid allapotban
tkopia
2képia =TI~ uH |][|

nagy homolégiaju
genomialis DNS szekvenciak

2. d&bra: A CNV allélok elhelyezkedése egy kromoszoman és diploid allapotban.

A CNV-k lehetnek egyszerti felépitésiiek, ilyenek példaul a tandem duplikaciok, és
bonyolultabb felépitésiick, amelyek homoldg szekvencidk nyerésével vagy vesztésével
alakulnak ki és a genomban tobbfelé, elszortan helyezkednek el (Redon et al. 2006). Az
egyszerlibb felépitéstick harom osztalyba sorolhatoak, ugymint deléciok (0 vagy 1 kopia egy
kromoszoman), duplikaciok (1 vagy 2 képia egy kromoszoman) és multiallélikus CNV-k
(tébb mint 2 lehetséges kdpiaszam) (Conrad et al. 2010) (3. abra). A harom osztaly
megoszlasa az eurdpai referencia populacioban jelentds eltéréseket mutat, mig a deléciok
korilbelll 70-80%-at alkotjak a CNV-knek, addig a duplikaciok csak 15%-at, a multiallélikus
CNV-k pedig kevesebb mint 10%-at teszik ki az 6sszesnek (Conrad et al. 2010).
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3. dbra: A egyszerii, szabdlyos CNV-k osztalyai: deléciok, duplikaciok és multiallélikus CNV-k

A CNV-k 1-2%-at alkotjdk az emberi genomnak, de a genetikai diverzitashoz vald
hozzajarulasuknal gyakran nagyobb funkcionalis jelent6séget tulajdonitanak nekik (Zhang,
2009). A CNV-k felelések az egészséges személyekben eldforduld fenotipus valtozatok egy
részéért (Freeman et al. 2006), habar nincsenek még megfeleld ismereteink arra nézve, hogy a
CNV-k és az SNP-k mekkora aranyban jarulnak hozza a fenotipus véltozatokhoz (Stranger et
al. 2007). A kiilonboz6 kopiaszamok, illetve az altaluk hordozott kiilonbdzé gén kopiaszamok
befolyasoljak a sejtek génexpresszos fenotipusat. Szamos bizonyiték all rendelkezéstinkre arra
nézve, hogy a megnovekedett kopiaszdm pozitivan és negativan (Példaul egy transzkripcios
represszor megvaltozott kdpiaszdma csokkentheti az altala szabalyozott gének expresszios
szintjét.) is korrelalhat a génexpresszids szintekkel (Stranger et al. 2007). Az egészséges
fenotipusokon tal a betegségek és a betegségre hajlamosito tényezok széles spektrumaért
szintén felelések a CNV-k (Zhang et al. 2009).

Az egyszeriibb felépitésii multiallélikus CNV-k &ltaldban tandem elrendezddéstiek,
kiterjedésiik gyakran nagy, és sok gént tartalmaznak. Jelent6s szerepet jatszanak a gének vagy
dinamikusan valtozo fiatal duplikacioknak is tekinthetéek, amelyek sokszor még pozitiv
evolucios folyamatok hatasa alatt allnak. Az evoldcids folyamatokban betdltott szerepik
alapja az, hogy a multiallélikus CNV-k hajlamosak a nem-allélikus homoldg rekombinaci6ra
(non-allelic homologous recombination, NAHR) (Hastings et al. 2009), mint az egyenl6tlen
atkeresztez0dés vagy a nem-allélikus génkonverzid. (Cooper et al. 2011).

A NAHR a rekombinacio azon formdja, amely nem allélikus, nagy homologiaval
rendelkezd, altalaban duplikalédott DNS szekvenciak kozott alakul ki (Beckmann et al.
2007). Az allelikus (interallélikus) homolog rekombinacional nincsen VvAaltozds a
kromoszomastruktaraban, mivel a rekombinacido a testverkromatida vagy a homolog
kromoszoma azonos szakaszarol torténik. A NAHR esetében két kromoszéma mas vagy egy
kromoszoma nem azonos helyzetii (nem-allélikus) homoldg szakaszaval torténik meg a

rekombindcio, igy a kromoszoma strukturalisan megvaltozhat. A NAHR két alapvetd fajtaja
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kozul az egyenlétlen atkeresztez6dés reciprok, interkromoszomalis és meiotikus, a nem-
allelikus génkonverz6 nem-reciprok, és lehet meiotikus és mitotikus, illetve inter- és
intrakromoszomalis egyarant (4. &bra). Amig az egyenlé6tlen atkeresztez6dés nagyobb
kiterjedésti strukturalis atrendez6déseket és kdpiaszam valtozast okozhat (Stankiewicz et al.
2002), addig az nem-allélikus génkonverzidt viszonylag révid szekvenciak athelyez6désnek
tekintik, amely a CNV-k kopiaszam valtozéasaiban nem vesz részt (Chen et al. 2007). Az
egyenlStlen atkeresztezodéssel keletkezett, duplikaciot vagy deléciét hordozd kromoszomak
az atkeresztezddést kovetden mindkét utodsejtben megtalalhatok lesznek, eltéré kopiaszamot
eredményezve. A NAHR lehet6vé teszi az exon shuffling-ot, vagyis az exonok atrendez6dését
a kiillonb6z6é gének kozott. Ennek egyik nagy elénye hogy, igy a fehérjék 0j doménekre
tehetnek szert, és ez &ltal Uj vagy modositott aktivitasra is (Hastings et al. 2009).

allélikus atkeresztez6dés

— T — —r
—>
T —_—

nem-allélikus atkeresztezodés

e — - = -
—>
—— —l

allélikus génkonverzio

— _ ——

— — T — —

interkromoszomalis nem-allélikus génkonverzio

—I?ﬁ—_»—l:‘:l—

—_— e B

intrakromoszomalis allélikus génkonverzio

—&——)—m—

4. abra: Genetikai atrendezédések a tandem duplikdlédott régiokon beliil. Az allélikus (interallélikus)
homdlog rekombinaciénadl nincs valtozas a kromoszémastruktiraban, mivel a rekombinacio a
testvérkromatida vagy a homol6g kromoszéma azonos szakaszarol torténik. A NAHR esetében két
kromoszéma mas vagy egy kromoszéma nem azonos helyzetii (nem-allélikus) homoldg szakaszaval
torténik meg a rekombinacio, igy a kromoszéma strukturdlisan megvaltozhat. A NAHR két alapvet
fajtaja kozil az egyenlétlen atkeresztez6dés reciprok, interkromoszémalis, a nem-allélikus génkonverzo
nem-reciprok, illetve inter- és intrakromoszémalis is lehet.



A multiallélikus CNV-k terén megszerzett tudasunk ellenére csak a kozelmultban kezdték
értékelni az atrendez6dési mechanizmusok relativ hozzajarulasait a CNV-k és azok gén
tartalmanak kialakitasahoz és fenntartasahoz (Mills et al. 2011). A multiallélikus tandem
CNV-ket, és azok duplikalodott géntartalmat nagyon nehéz genotipizalni a genom egészét
vizsgalo (genome-wide) technikak segitségével, illetve a kopiaszamok csak gyengén
jellemezhetok SNP-kkel (Alkan et al. 2011). igy, sajnos, a legdinamikusabban véltozd
géneket tartalmazdé multiallélikus CNV-k folott gyakran atsiklik a genom egészét vizsgald

tanulmanyok figyelme (Sudmant et al. 2010).

1.2 A human RCCX CNV szerkezete és genjei

Az RCCX egy kozepes méretli, multiallélikus, tandem CNV, amely a f6
hisztokompatibilitasi komplex (major histocompatiblity complex, MHC) Il régi6jaban
helyezkedik el (Horton et al. 2004). A monomoduléris, bimoduléaris és trimodularis RCCX
CNV allélok (1, 2 és 3 kopia egy kromodszoman) a kozonségesek, el6fordulasuknak
gyakorisaga europai populacidkon belil rendre korilbelil 15%, 75% és 10%. Négy gén foglal
19 (STK19), a komplement komponens 4 (C4), a szteroid 21-hidroxilaz (CYP21) és a
tenascin-X (TNX). Az 6sszes modult figyelembe véve az STK19, CYP21 és TNX génnek egy
aktiv (STK19, CYP21A2, TNXB) génje taldlhaté egy kromoszoman, és nulla, egy vagy két
pszeudogénje (STK19P, CYP21A1P, TNXA) az egy kromoszéman talalhatdé modulszam
fuggvenyében. A C4 génnek csak aktiv valtozatai léteznek (C4A és C4B) (Blanchong et al.
2000) (5. abra).

Az aktiv STK19 gén kozvetlenul a C4A gén mellett helyezkedik el az abran, és egy
szerin/threonin kindz tipusu nuklearis proteint kodol. Csonkolddott formaja a TNXB és a C4B
kozott lokalizalodik. A TNXB gén a RCCX CNV 3’-végen talalhatd, egy a szivben és
vazizmokban kifejez6dé extracellularis matrix proteint kodol, a tenascin-X fehérjét. A gén
csonkolt formaja a CYP21A1P és az STK19P gének kozott foglal helyet (Yang et al. 1999).
Az STK19P és TNXA pszeudogének, a CYP21A1P pszeudogénnel ellentétben, a modulok

duplikalédasa soran csonkolddtak.
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5. dabra: A bimodularis RCCX CNV allél altalanos felépitése. Szaggatott fiiggdleges vonal jelzi a
modulok hatarat. Az RCCX struktara abrazolasa felett a régiora jellemz6 gének roviditései olvashatok,
valamint a HERV-K inszercié megléte a C4 géneken bell.

A CYP21A2 gén a C4B és TNXB gén kozott helyezkedik el az &brén. Az 5’-iranyba es6
sz¢€1s6 és kozépsé modulok CYP21 génjei a legtdbbszor pszeudogének (Yang et al. 1999). A
CYP21A1P és CYP21A2 gének 3’-vége atfedésben van a TNXA és TNXB gének 3’-végével,
mivel ez utébbiak leolvasasi iranya ellentétes a modul t6bbi génjével (Milner et al. 2001). A
CYP21A2 létfontossagu a glukokortikoid (kortizol) és mineralokortikoid (aldoszteron)
hormonok bioszintézisében (White et al. 2000). CYP21A2 és CYP21A1P génekben egyenkent
10-10 exon helyezkedik el, DNS szekvencijuk az exonokban 98%-ban, mig az intronokban
96%-ban megegyezik, tehat homologiajuk igen magas szinti (Yang et al. 1999). A
nagymértékli hasonldsag ellenére, a pszeudogének szamos, inaktiv fehérjeterméket okozo
mutécidt hordoznak az aktiv genhez képest, mint példaul egy 8 bp delécid a 3. exonban, négy
kapcsolt szubsztitlcié a 6. exonban. Ezen Kivil szamos mas nukleotid eltérés is el6fordul
benniik a kodolé illetve nem-kodold szakaszokban egyarant (Yang et al. 1999). A CYP21A2
gén mutacioi altal okoztott szteroid 21-hidroxilaz deficiencia a human szervezet
metabolizmusanak egyik leggyakoribb 0rokolt, velesziletett rendellenessége, és messze
leggyakoribb oka a kongenitélis adrenalis hiperplazianak (congenital andrenal hyperplasia,
CAH), amely csokkent vagy teljesen hianyzd kortizol és aldoszteron szinttel jar egydtt
(Sudmant et al. 2010). A CAH-ot okoz6 mutéciok tobb mint 95%-aért NAHR esemény
felels. A mutaciok 75%-a nem-allélikus génkonverziobol szarmazé pont-, vagy Kisebb
kiterjedésti mutacid, amely a CYP21A1P-r6l keriil at a CYP21A2-re, illetve nagyjabdl 20%-a
egyenl6tlen atkeresztez6déssel 1étrejovo nagy méreti (koriilbeliil 30 kb-o0s) delécio, amely a

A C4 gének az STK19 es CYP21 gének kozott helyezkednek el, A C4 gén Kkét,
immunoldgiai funkcidban részben kiilonb6z6 altipusra oszthatd, a C4A-ra és a C4B-re. A két
varians szekvencidja tobb mint 99%-ban megegyezik, az immunoldgia szubfunkcidnalizaciot

Ot kozeli nukleotid szubsztiticio (négy aminosav cseréje) okozza a 26. exonban (Yu et al.
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2003). A C4 gének 9. intronjaban egy HERV-K endogén retrovirus inszerciojabol szarmazo
delécios CNV talalhato. A delécio két CNV allélja kétféle méretii C4 gént eredmeényez egy
hosszabbat (long, L) és egy rovidebbet (short, S).

A kiilonb6zé kopiaszam variaciok, illetve az RCCX génjeinek valtozatai komplex
struktaraja CNV-t eredményeznek, amelyet hagyomanyosan az RCCX modulok szamaval,
valamint modulonként a HERV-K inszercidjanak meglétével vagy hianyaval és a C4 gén
altipusaval irnak le (Yu et al. 2003), annak ellenére, hogy ezek a polimorfizmusok eltérd
jellegtick és méretiick. Modulonként az 5’-iranybol el6szér a HERV-K jelenlétet (L vagy S),
majd a C4 gén tipusat jeloljik (A vagy B), annyiszor ismételve a két betiit, ahany modul
talalhatd az RCCX CNV-ben a kromoszéman (6. abra). Példaul a LA/LASB egy diploid
allapotban harom kopiaval rendelkez6 egyén genotipusat jeloli, egy monomodularis
kromoszoman HERV-K inszercidval és C4A génnel, valamint egy bimodularis kromoszéman
5’-irdnyban ugyancsak HERV-K inszercidval és C4A génnel, illetve 3’-irdnyban HERV-k
inszercid nélkil és C4B génnel.

Az RCCX CNV felépitésének tanulmanyozésa nem konnyen Kkivitelezhet6 a
gyakorlatban, példaul az egy modulban talalhato HERV-K deléciés CNV allélja és a C4 gén
altipusa egészen a kozelmultig nem volt kisérletesen meghatarozva. Kutatocsoportunk egy
sorozat allél-specifikus long-range és kvantitativ PCR-t (ASLR- és quantitative PCR, qPCR)
fejlesztett ki (6. abra), amely az RCCX CNV egész variabilis régiodjat lefedi, és ezzel az eddigi
legrészletesebb betekintést nyerte az RCCX CNV felépitésebe (Szilagyi et al. 2006; Banlaki
et al. 2012b). A technikai elérelépés ellenére az RCCX CNV moduljainak nagyfoka
hasonlésdga miatt, a diploid RCCX struktira kombinacioknak csak egy része hatarozhato6
meg Kisérletesen. A teljes egészében kisérletes diploid RCCX struktdra kombinaciok
meghatarozasahoz a fenti technikakat és a csaladvizsgalat modszerét egyuttesen hasznalta fel
kutatdcsoportunk (Banlaki et al. 2012a), el6szor szolgaltatva teljes egészében kisérletesen
meghatarozott eredményeket egy multiallélikus human CNV szerkezetér6l. Az egészséges
magyar populacidban (92 genetikailag fliggetlen személy) a bimodularis RCCX struktdrak
fordulnak eld leggyakrabban (78,8%), a monomoduldris struktarak (14,1%) elterjedtebbek a
trimodularosokhoz (7,1%) képest, illetve az ecléfordulasok statisztikai hibahataron beliil
megegyeznek egy masik eurdpai populacidival (Yang et al. 2003). A bimodularis struktdrak
kozll a leggyakoribb az LALB (52,6%), majd az LASB (34,5%) és LALA (11,1%) struktira
néhany ritkdbb mellett. A monomodularis struktarak kozil az LA (57,2%) némiképp
gyakoribb, mint az SB (42,8%). Trimodularis struktarakbdl van a legtébb valtozat, ezek kozil
az LASBSB (46,2%) a leggyakoribb, majd a LALASB és LBSASB strukturak (15,4%)
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kovetkeznek, végil az LALALB, LASALB, LALBLB strukturak (7,6%) zarjak a sort. Kilon
érdekesség, hogy az LASB struktirak 4,2% (a teljes populé&ciéhoz viszonyitva 1,1%) mindkét
moduljaban a szokasostol eltéréen CYP21A2-t hordoz (Banlaki et al. 2012a).

1.3 A human RCCX CNV strukturajat formalé genetikai atrendezédések
jellemzése

A NAHR mechanizmusok, éppagy mint &ltaldban a tandem duplikacok és
multiallélikus CNV-k, hozzajarulnak az RCCX CNV komplexitasanak létrejottéhez, mivel a
tandem duplikédlodott C4 és a CYP21 gének hajlamosak a nem megfeleléen illeszkedd
interkromoszémalis parosodasra. Egyfeldl, az egyenldtlen atkeresztezddés alakitja ki a mono-
és trimoduléris (Blanchong et al. 2000; Redon et al. 2006) és a ritka kvadrimodularis RCCX
CNV allélokat(Chung et al. 2002; Koppens et al. 2002b), a tébb mint egy CYP21A2-vel
rendelkezé kromoszomakat (Koppens et al. 2002b), a csak CYP21AlP-vel rendelkez6
kromoszomakat (Koppens et al. 2003), valamint a CYP21A1P/CYP21A2 kiméra geneket
(Koppens et al. 2002a; Lee 2005). Mésrészrél a CYP21A1P mutacidi kis kiterjedésti nem-
allélikus génkonverzioval helyezddnek at CYP21A2-be (Tusie-Luna et al. 1995; Hurles et al.
2008).

Altalanosan elfogadott, hogy a mono- és trimodularis RCCX struktdrak a bimodularis
RCCX struktirakbol keletkeznek egyenldtlen atkeresztezodés hatasara (Yang et al. 1999;
Blanchong et al. 2000) Bar a magyar és mas eurdpai populacidk nagyjabdl 60%-a bimodularis
RCCX struktarékat hordoz homozigdta formaban, azonban korulbelll a személyek 10%-a a
bimodularis mellett trimodularis RCCX struktdrat hordoz. A trimodularis RCCX struktdrak
tovabb novelik az egyenldtlen atkeresztez6dések bekdvetkezésének esélyét, illetve az
egyenlétlen atkeresztezddéssel 1étrejovo lehetséges, egymastol kiillonbozd struktirdk szamat.
A teljes hosszisagu CYP21A2 haplotipusokat, mint komplex genetikai markereket (Hoehe
2003) felhasznal6 elemzés alapjan egyes RCCX struktarak tobbszor is létre johetnek a human
intraspecifikus evolucid soran, ilyen példaul az LA monomoduléris RCCX struktdra, amit
tehat tobb, fliggetlen egyenlétlen atkeresztez6dés alakitott ki. Azonban a RCCX strukturak
egy része, még a meglehetésen gyakoriak is, mint példaul az SB RCCX struktura, egyetlen
egyenl6tlen atkeresztez6désre vezethetéek vissza (Banlaki et al. 2012b). Az eddig
legrészletesebben leirt egyenlétlen atkeresztezédés az RCCX CNV-ben egy kvadrimoduléris
struktura keletkezésének nyomon kdvetése, amelyben a kiindulasi RCCX strukturdk (egy bi-
és egy trimodularis struktura) jellemzése mellett az RCCX-et koriilvevé MHC markereket is

megfigyelték, és egyértelmiien azonositottdk a NAHR mechanizmust (Chung et al. 2002).
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Kiilonboz6 tanulmanyokban tobbfajta olyan bi-; tri-; és kvadrimodularis RCCX
strukturat taldltak mar, amelyek tébb mint egy CYP21A2-t tartalmaznak (Koppens et al.
2002b). Ezek koziil az egyik legtobbszor leirt az egy hosszu és két rovid C4 génnel, illetve
egy C4A és két C4B génnel asszocialt trimodularis struktdra (Blanchong et al. 2000; Chung et
al. 2002; Koppens et al. 2002b; Baumgartner-Parzer et al. 2007; Kleinle et al. 2009), amely
minden valdszinliség szerint azonos a LBSASB RCCX strukturaval (Banlaki et al. 2012a).
Ezen kivll még leirtak a két hosszi C4 gént, és egy-egy C4A-t és C4B-t hordozd struktdrat
(Chung et al. 2002; Koppens et al. 2002b), illetve a LASB struktarat két CYP21A2-vel
(Banlaki et al. 2012a).

A csak CYP21A1P-vel rendelkezé kromoszoémak esetében, melyek a CAH egyik
hogy egy aktiv CYP21A2 geént tartalmazé monomoduléris struktira és egy hagyomanyos
bimoduléris struktara kdzott torténik rekombinacid. Az ennek eredményeként 1étrejovo egyik
kromoszéma két aktiv CYP21A2-t fog tartalmazni, amig a masik csak egy CYP21A1P-t
(Koppens et al. 2003). Ugyanigy a CYP21A1P/CYP21A2 kiméra gének létrejotte is az RCCX
struktaraban lejatszodd egyenlétlen atkeresztezOdések eredménye. A CYP21AL1P és a
CYP21A2 gének kozotti egyenlétlen atkeresztez6dés egyes esetekben képezhet olyan Kiméra
gént, ami az 5'-régiojaban CYP21A1P eredetii és szamos mutaciot tartalmaz, mig a 3’-
régidjaban CYP21A2 génbdl szarmazik (Lee 2005; Friaes et al. 2006). A TNXB/TNXA kiméra
gének szintén egy bimoduldris és egy monomodularis kromoszoma egyenlétlen
atkeresztezodése altal jonnek 1étre (Koppens et al. 2002a).

Az RCCX CNV-t mar tébb, mint 20 éve kitlin6 vizsgalati rendszernek tartjak a NAHR
tanulmanyozasahoz (Tusie-Luna et al. 1995). Ennek ismeretében, és a CAH elterjedtsegének
ismeretében nem meglepd a tény, hogy a legtobb génkonverzidt (elsdsorban nem allélikust)
pont a CYP21 géneket vizsgélva irtdk le emberben (Lawson et al. 2009). Az atrendez6dési
mechanizmusok emberben t6rténé vizsgalata azonban nem egyszerii, mivel altalaban csak a

rekombinacid végs6 termékei elemezhetéek (Koppens et al. 2002b; Chen et al. 2007).
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2. Célkituazeés

Ceélkitlizésiink a két CYP21A2-t hordozdo LASB RCCX struktarak és a kialakulasukért felelds
genetikai atrendezédések tanulmanyozasa volt. Mivel az RCCX, mint a multiallélikus, tandem
CNV-k altaldban, hajlamos a meiotikus atkeresztez0déstdl eltérd genetikai atrendezddésekre,
mint példaul az egyenl6tlen atkeresztezddés és az nem-allélikus génkonverzid, igy elsésorban
ezekr6l a mechanizmusokrdl szerettiink volna a lehetéségeinkhez mérten minél tobbet
megtudni. A fenti vizsgalatok nem csak az RCCX CNV atrendez6dési mechanizmusaiba,
hanem altalaban véve a human multiallélikus, tandem CNV-k atrendezédéseiért felelds
mechanizmusokba is mélyebb bepillantast kivantunk tenni. A CNV-k specialis atrendez6dési
mechanizmusainak megismerése a CNV-kkel kapcsolt huméan betegségek jobb megértéséhez

€s, végso soron, Uj terapias lehetdségekhez vezethetnek.
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3. Anyag és modszer

3.1 Vizsgéalati mintak

A jelen dolgozathoz a kutatdcsoportunk két el6z6 tanulmanybol szarmazé (Banlaki et
al. 2012a; Bénlaki et al. 2012b) duplik&lodott CYP21A2 gént hordozé LASB RCCX strukturat
hordozé szemeélyeket hasznaltuk fel a tanulmanyok eredeti 332 genetikailag fuiggetlen
személy€bdl valogatva. Végeredményben hat genetikailag fliggetlen személy mintajat
vizsgéaltunk meg, vizsgalati személyeinkb6él haromban mar meghataroztuk az RCCX
struktirat az el6z6 tanulményokban, haromban viszont nem, illetve a kiilonb6zé modulokban
elhelyezkedé CYP21A2 haplotipusok szintén nem voltak meghatarozva ezel6tt. Minden beteg
beleegyezését adta a vizsgalatok elvégzéséhez, a tanulmanyt a Magyar Nemzeti Etikai

Bizottsag ¢és a Helsinki Nyilatkozat elveinek megfelelden végeztiik el.

3.2 Az RCCX struktura molekularis haplotipizalasa és meghatarozasa

Az RCCX struktdrakat ASLR-PCR-rel és gPCR-es C4, CYP21, és HERV-K
kopiaszam vizsgalattal hataroztuk meg (6. abra).

A C4A és a C4B allél-specifikus long-range PCR forward és reverse primereket (C4A_F,
C4B F, C4A R ¢és C4B R), egyiitt hasznaltuk a kiillonboz6 régiokra specifikus primerekkel.
Az STK19 és TNXB génekre specifikus primerek (STK19P_F és TNXA_R) csak is az aktiv
génhez illeszkedtek, mig a STK19P és TNXA génekre specifikus primerek (STK19P_R és
TNXA F) az aktiv és a pszeudogénre is képesek voltak kotddni, azonban ezek csak akkor
eredményezhettek PCR terméket a C4 allél-specifikus primerekkel, ha a pszeudogénre
tapadtak le. Végil a HERV-K specifikus primerek (HERV-K_F és HERV-K_R) csak arra a
C4 genre illeszkedtek, amely HERV-K inszerciét tartalmazott. Az emlitett primerekbdl 11
primer part allitottunk 6ssze:

e 6 primer par tartalmazott STK19 F vagy TNXA _F forward primereket C4A_R, C4B_R

vagy HERV-K R reverse primerekkel kombinalva.

e 4 primer par tartalmazott C4A_F vagy C4B_F forward primereket STK19P_R vagy

TNXB_R reverse primerekkel kombinalva.
e 1 primer par tartalmazott HERV-K_F forward primert TNXB_R reverse primerrel

kombinélva.
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6. abra: Az RCCX CNV felépitése illetve az ASLR-PCR primerek és termékek elhelyezkedése. Hat
publikalt, HLA homozigéta sejtvonal RCCX struktaradinak abrazolasa szemlélteti a régidra
jellemzé valtozatossagot. Az &brazolt régié az STK19 gén 4. exonjanak telomer végétdl a TNXB
28. exonjanak centromer végéig tart. A hidnyzo szekvenciakat szaggatott vonal jeloli. A
bimodularis RCCX struktardk variabilis régidja két teljes gént, a komplement komponens 4
(C4A; C4B), steroid 21-hidroxilaz (CYP21A2; CYP21A1P), és két részleges gént, szerin/treonin
kinaz 19 (STK19; STK19P), tenascin-X (TNXA; TNXB) tartalmaz. A HERV-K delécié a C4
génben lokalizalddik. A 6. kromoszéma végének iranya és a bimoduldris struktirdk modul
toréspontja a kilobazis mérettartoményu skala alatt talalhatd. Az RCCX struktirak sematikus
roviditései és a sejtvonalak nevei baloldalt lathatd. A PCR termékek hosszat és az ASLR-PCR
primerek neveit és pozicioit a struktlrak abrazoléasa alatt olvashatoak.

Az ASLR-PCR-t 10 pl-es végtérfogatban végeztiik, amelyben a reakcioelegy a kovetkezd
Osszetevoket tartalmazta:

e 1U LongAmp Taq DNS polimeraz;

e 1x LongAmp Taq reakcié puffer;

e 300 uM dNTP;

e 0,4 uM a megfeleld primerekbdl;

e 10-100 ng genomialis DNS (a DNS mindségétdl fliggden).
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Az alabbi tablazatban tlintetjiik fel a kiilonb6zo6 primerek esetében hasznalt PCR profilokat.

Név SA | SB TA | TB AS BS AT BT SH TH HT
fgrrl"r‘r’f‘erf STK19F TNXA_F | CAA_F|C4B_F|C4A F|C4B_F|STKI9 F|TNXA F HER;/ -
Ler‘l’fnrzf C4A R|C4B_R|C4A R|C4B R| STK19P R TNXB_R HERV-K R | TNXB_R
ciklus 1 4, 30 30 30 30 30 32 30 30 30 32
Szam
ar??fj‘(':';g 64 64 66 66 64 64 64 64 66 66 64
ext?gglos 13 min 30 sec 15 min 4 min 21 min

A C4A, C4B, CYP21A1P, CYP21A2 gének és a HERV-K inszercié diploid
kopiaszamat gPCR segitségével hataroztuk meg, ahogy azt korébbi tanulmanyokban leirtak
(Szilagyi et al. 2006; Wu et al. 2007). C4 specifikus Tagman probakat (AppliedBiosystem) 6-
FAM fluoreszcens festékkel, az RNazP belso referencia gén probajat VIC festékkel jeloltiik

meg.

3.3 A CYP21A2 gén amplifikalasa és szekvendalasa

A CYP21A2 gének 5’- és 3’-résznek megfelelé allél-specifikus nested PCR
alkalmazasaval vizsgaltuk (7. abra).

Templatnak az ASLR-PCR eljarasbdl szdrmazo geno- vagy haplotipikus termékeket
hasznéltuk fel:

e a C4A F vagy C4B_F forward primerek és STK19P_R vagy TNXB_R reverse

primerek termekét

e HERV-K_F és TNXB_R primerek termékét

Az 5’-rész allél-specifikus primere (CYP21A2_R) a 6. exon allél-specifikus nukleotid
szubsztitucidjaira illeszkedtek, a hozza tartozd forward primer (CYP21_F) az 5’-hatérolo
régiora tapadt. A 3’-rész amplifikaldsadhoz az allél-specifikus primer (CYP21A2_F) a két gén
kozott a 3. exonban 1év6 8 bp-0s kilonbséget hasznalték ki, és a 3’-hatarold régidban tapado
primerrel (CYP21_R) képeztek part.
A nested PCR-t 15 pl-es végtérfogatban végeztiik, amelyben a reakcidelegy a kovetkezo
Osszetevoket tartalmazta:

e 1 U GoTaq DNS polimeraz (Promega);

e 1 x GoTaq colorless Flexi puffer;

e 15mM MgCly;

e 200 uM dNTP;
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e 133 nM a megfeleld primerekbdl;

e ~4ng ASLR-PCR termek.

A ciklus els6 1épése a 95°C-on 5 percig tart6 elddenaturacid, majd ezt 15 ciklus kdvetette,
ami ciklusonként harom 1épésbdl allt: 10 masodperc denaturalas 95°C-on, 5 masodperces
annealing 64 °C-on, végil 90 masodperc extenzié 72°C-on (CYP21 _F és CYP21A2 R
primerpéarokkal), vagy 150 mésodperc extenzio szintén 72°C-on (CYP21A2_F; CYP21 R

primerparokkal). Végul a nested PCR reakcid befejezeseként 72°C-on 5 perces utdextenzid

kovetkezett.
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7. é&bra. A CYP21A2 szegregacios helyeinek abrazolasa. Az exonokat kék és rozsaszin szinek
szimbolizaljak, kék szin jelzi a kddold régiét, rozsaszin a nem transzlalodd régiot. A
szegregacios helyeket a pozicioik szama jeloli a CYP21A2 kddolo régié kezdeti szakaszatol
indulé szdmozéssal. A vastagitott szamu szegregalo hely csak a duplikéloédott CYP21A2 gént
hordoz6 RCCX struktirakban talalhatd meg. A primerek pozicidja, neve és a PCR termék hossza
az abra aljan lathato.

A nested PCR eljarast kovetéen a teljes CYP21A2 gént megszekvenaltuk kapillaris
gélelektroforézissel. A nested PCR termékeket a tisztitas soran exonukleaz 1. enzimmel és
rAPid alkalikus-foszfatazzal kezeltik, majd a DNS mindket szalat megszekvenaltuk 7-7
szekvenalo primerrel. A szekvenalas soran Big Dye Terminator Sequencing Kit v3.1 (Applied
Biosystem) kitet hasznaltunk, és ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
készuléken futtattuk.
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3.4 A PCR termeékek elvalasztasa DNS gélelektroforézis segitsegével

A DNS fragmensek elvélasztasara agar6z gélelektroforézist hasznaltunk. Az
elektroforézishez az ASLR-PCR termékeihez 0,7 %-os, és az ebbdl induld allél-specifikus
nested PCR termékeihez 1% agardz gélt keészitettiink. A gélelektroforézist 1% TBE oldatban
60 V feszultségen, 45 percig futott. A gél festéséhez etidium-bromidot alkalmaztunk, mely
lehetdvé teszi, hogy UV fénnyel megvildgitva a szeparalédott DNS savok lathatova valjanak.
Az ASLR-PCR termékei esetébeni fag Hind 11 létrat, amig az allél -specifikus nested PCR

termékeihez 1 kb-os létrat hasznaltam a elvalasztott fragmensek méreteinek megallapitasahoz.

3.5 Bioinformatikai elemzések

A CYP21A2 gén kromatogramjainak leolvasasahoz a CLC DNA Workbench v5.7.1
(CLC bio) programot hasznaltuk, a program eredményeit két kiilonb6zé ember vizudlisan
ellendrizte. Azokat a CYP21A2 haplotipusokat, amelyeket Kisérletesen nem tudtunk
meghatarozni, PHASE v2.1.1 program segitsegével rekonstrualtuk a genotipus adatokbol. A
kisérletesen meghatarozott, illetve rekonstrualt haplotipusokbdl Network v4.6 programmal
median-joining haldzatot épitettiink fel. Az eljaras soran két parcialis ordngutan CYP21A2
szekvenciat egyesitettiink és hasznaltunk kilcsoportként a halozat felallitasahoz, mivel a
publikus szekvencia adatbazisokban nem allt rendelkezésre teljes hosszlsagu emberszabasu
majom CYP21A2 ortoloég szekvencia. Ezért az orangutanokban 1év6 gap (1764-t0l 2341-ig
PGF szekvencian) mutaciot az ENSEMBL-bd1 egészitettiik ki egy el6z6 tanulmany részleges

- sz
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4. Eredmények és értékeléstk

4.1 A haploid RCCX CNV struktura és a CYP21A2 haplotipus meghatarozasa

Az RCCX CNV strukturdk szervezddésének meghatarozasdhoz az RCCX modulok
szdmét, a C4 gén véltozatait, a CYP21 gén valtozatait és a HERV-K inszerciot vizsgaltuk
ASLR-PCR és gPCR eljardsokkal (6. abra). Habar az ASLR-PCR eljaras soran a C4 gén
altipusat és a HERV-K inszercio meglétét vagy hianyat egyszerre tudtuk meghatarozni egy
modulon belll, a modul szamokat és a modulok kozotti kapcsolatokat az ASLR-PCR-ek és a
qPCR altal kapott eredményekbdl kovetkeztettik ki. A teljes hosszUsagu CYP21A2
haplotipusokat az ASLR-PCR termékekbdl hataroztuk meg allél-specifikus nested PCR
cljarassal, és az azt kovetd6 CYP21A2 szekvenaldssal. Azokban esetekben, amikor egy
szemelyben a haplotipikus PCR termékek hianyoztak a CYP21A2 gént csak genotipizalni
tudtuk, a hat személy kozott egyetlen egy volt ilyen. A RCCX CNV-t tanulményozé
eljarasokkal ellentétben, az ASLR-PCR eljarassal nem csak a kromoszomakat genetikai
informécid tartalmat tudtuk szétvalasztani egymastol (haplotipizalni), hanem a kiilonb6z6
clhelyezkedésti (paraldg) modulok informacio tartalmat is (Banlaki et al. 2012b). Ez tette
lehetévé, hogy kiilon meghatdrozzuk mindkét, egy kromoszéman elhelyezkedd CYP21A2
szekvencigjét.

A haploid RCCX struktarak kikovetkeztetésenek menetét a hat publikalt, HLA
homozigota sejtvonal RCCX szekvencia illesztésén mutatjuk be (6. abra). Diploid fazisban a
COX és QBL sejtvonal két monomoduldris RCCX struktiraja nem képez PCR terméket a
TNXA és STK19P génekbdl, azonban az STK19 F és a C4A R primerek 15,8 kb fragmenst
eredményeznek a QBL-nek megfeleléen, tovabba az STK19 F és a C4B R primerek 9,4 kb
terméket allitanak el6 a COX-szal megegyezéen. A TNXB R primer a C4A F és C4B_F
primerekkel (két kiilon reakcioban) két 17,7 kb méretli haplotipus terméket hoznak létre a
COX és QBL diploid kombinaciojabol. A két ASLR-PCR termékbdél mindkét CYP21A2
haplotipus amplifikalhatd és megszekvenalhato, igy a megfelelé RCCX struktirakhoz
parosithatéak a CYP21A2 haplotipusok. Tovabbad a HERV-K_F és TNXB_R primerek altal
adott 23,3 kb termékbdl szintén meghatarozhaté a QBL-hez kapcsolédd CYP21A2 haplotipus,
mivel ilyen ASLR-PCR termék nem alakul ki COX-bdl. A két azonos monomoduléris RCCX
struktira szervezddése a fenti mddon leirhatd, azonban a TNXB R primer ASLR-PCR
termékei nem kiloniltek el egymastdl, igy a két kromoszéma CYP21A2 haplotipusait csak

genotipizalni tudjuk. Tehat a CYP21A2 haplotipusokat csak olyan személyekben tudjuk
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meghatarozni, amely két kiilonboz6 C4 génnel és két eltér6 HERV-K CNV alléllal
rendelkeznek a TNXB-vel szomszédos régidban.

A fentihez hasonld kovetkeztetések mas RCCX struktirak diploid kombinécidira is
alkalmazhatoak. Altalanossagban nézve az RCCX kombinaciok kozil szamosban pusztan az
ASLR-PCR eredményei alapjan egyértelmiien meghatarozhatdak voltak a haploid struktirak,
még akkor is, ha az Osszes elképzelhetd RCCX strukturat figyelembe vettiik. Ezekben az
esetekben az ASLR-PCR és a qPCR kdpiaszamra vonatkozd eredményei azonosak voltak,
ami mindkét eljaras megbizhatosagat igazolta. Bizonyos kombinacié ugyanazt az ASLR-PCR
mintdzatot mutattak, de a kdpiaszamuk alapjan meg tudtuk kiilonboztetni 6ket egymastol és a
haploid strukturak kikovetkeztethetéek voltak. Mellesleg megjegyezve, bizonyos
kombinaciokat nem lehet a kisérleti eredményekbdl kikovetkeztetni, ekkor csak a lehetséges
kombinaciok szama sziikithetd, de a hat vizsgalt személy koziil egy sem volt ilyen.

A CYP21A2 szekvenalas soran 1 Uj szegregald helyet (mutaciét és polimorfizust
egylttesen) tartunk fel a 48 szegregald helyhez képest (7. abra), amelyek az egy CYP21A2
hordoz6 RCCX strukturdk haplotipusaiban talalhatéak (Béanlaki et al. 2012b). A CYP21A2
haplotipusok meghatarozasa az ASLR-PCR haploid termékeinek a hianyaban nem torténhetett
meg egy személyben, igy ebben az esetekben a CYP21A2 gént csak genotipizaltuk. Ennél a
mintanal, PHASE program segitségével készitettik el a haplotipus rekonstrukciot, amely
megfelelt a 0,99-es konfidencia hatarnak (confidence probability threshold).

4.2 A két CYP21A2-t tartalmazé haploid LASB RCCX strukturak

A vizsgalataink soran harom olyan egyedi LASB RCCX strukturat talaltunk, amely
duplikélodott CYP21A2 géneket tartalmazott (8. abra). A harom LASB struktara kozil kett6t
csak egy mintaban azonositottunk, mikozben egyet négyszer is leirtunk. A haploid RCCX
struktarékat és a hozzajuk tartoz6 CYP21A2 haplotipusokat csak egy esetben nem tudtuk
kisérletesen meghatarozni, de ez pont annal a tipusban tértént, ahol két teljesen azonosat
meghataroztunk.

Az els6 LASB struktara egyik esetében a duplikalodott CYP21A2 gének kozil az
RCCX struktura 3’-feldli (centroméra fel6li) h47 haplotipust, mig a 5’-feldli (teloméra feldli)
h63 haplotipust hordozott. A h47 CYP21A2 haplotipus szintén eléfordul a normalis, egy 5°-
modulban elhelyezkedé CYP21AL1P pszeudogént, és egy 3’-modulban elhelyezked6 CYP21A2
gént hordozd LASB struktdraban is, amelybdl feltehetéleg a duplikalodott CYP21A2-t
tartalmazé RCCX struktira szarmazik. A h63 haplotipus az 52 altalunk talalt szegregalo hely
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kozul az 5’-vég felé esé 45 hely alléljaban megegyezik a h47 haplotipussal, igy az 5’-veg
feldli része a h47 haplotipus ezen részének megfeleld szekvencidjaval volt azonos. A maradék
7 szegregalo hely alléljei a CYP21A1P pszeudogénnek megfeleléek, tehat a haplotipus 3°-
vege a CYP21A1P pszeudogénbdl ered. Raadasul 2765-6s hely A allélja ritka, de a
CYP21A1P pszeudogént es h47 haplotipust hordoz0 LASB struktirahoz tartozd
pszeudogénben pont megtaldlhatd, ami az azonos kromoszéma vagy kromoszomak kozotti

mechanizmusra utal.

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 kb
1' tipus STK19 4 CYP2142 TNXA STKI9P (4 CYP2IA2 TNXB
LASB A / 5 '
RV-K]| $ I l_h.L /
h63 h47 Ix
2. tipus
LASB A B
R <1 i/
h60 h36 1x
3. tipus
LASB A B
y Wy )
h31 h31 3x
h59 Ix

8. dbra. Harom egyedi két aktiv CYP21A2 gént tartalmaz6 RCCX struktira felépitése. A kék
szinnel jelzett CYP21A2 gének alatt lathaté azok haplotipusa. Bal oldalt az RCCX struktdrak
roviditéseit, jobb oldalt a leirt esetek szamat tlintettiik fel.

A masodik LASB struktdra 5’-vég felé esé CYP21A2 génje h60 haplotipust, mig az 3’-
vég felé esé h36 haplotipust tartalmazott. A 3'-modulban elhelyezkedé h36 haplotipus normal,
5'-pszeudogént hordozdé LASB strukturaban is eléfordult. A két haplotipus csaknem azonos
utalva az eredetiiknek kapcsoltsagara, a h60 haplotipus egy ritka mutacioban (1126) és
gyakoribb polimorfizmusban (2705) tért el a h36 haplotipustdl.

A harmadik LASB struktarat negy kulonallé esetben irtuk le, ezek kozil hdromszor
mindkeét CYP21A2 gén esetén h31 haplotipust hataroztunk meg. Egy mintanal azonban a 3’-
vég feléli CYP21A2 h31 haplotipusa mellett egy h59 haplotipust figyeltink meg, ami csak
egy teljesen egyedi mutdcioban (2287) tért el az elébbit6l. A h31 haplotipus szintén
megtalalhaté normalis, az 5'-modulban CYP21A1P pszeudogént hordozd LASB struktiraban
is. Ha a harom LASB struktira CYP21A2 haplotipusait 0sszevetjik, 6-12 szegregalo hely

allél kilonbséget talalunk, amely a strukturak flggetlen kialakulasat bizonyitja.

23



4.3 A két CYP21A2-t tartalmazo RCCX strukturak CYP21A2 haplotipusainak
elhelyezkedése a genealdgiai halézaton

Az genealogiai haplotipus hal6zatok alkalmasak az intraspecifikus szint kuldnleges
tulajdonsagainak megjelenitésére, mint példaul a 1étezd 6si haplotipusok, a tobbszdrds
elagazasok és a haldzaton bellli hurkok (Posada et al. 2001). A két CYP21A2-t tartalmazé
RCCX strukturdk CYP21A2 haplotipusainak szarmazasat median-joining modszerrel épitett
genealogiai haldzaton kovettilk nyomon, az genealdgiai haldzat felépitéséhez a koradbban mar
publikalt egy CYP21A2-t tartalmazé kromoszomakban fellelheté CYP21A2 haplotipusokat
hasznaltuk fel (Banlaki et al. 2012a).

LASB
orangu tan

9. abra. Két CPY21A2 gént tartalmazo struktirak abrazolasa a normal CYP21A2 haplotipusokbol
levezett filogenetikai halozataban. Az altalunk vizsgalt egyedi, duplikalédott CYP21A2 géneket
tartalmaz6 RCCX struktlrak haplotipusainak neveit sarga szinnel jel6ltiik a halézatban. Piros
nyilak szimbolizaljak az allélhely valtozasokat.
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Az alkalmazott modszer feltételeinek a CYP21A2 haplotipus variansok teljes
mértékben megfeleltek, mivel a gén rovidsége miatt atkeresztezédések nincsenek a génen
belul, és a meiotikus rekombinacié aranya is alacsony ebben a régiokban. A héalézat
felallitasaban csak a CYP21A2 haplotipus variansok vettek részt, az RCCX struktdrakat nem
vettik figyelembe. Ezért ebben a tanulmanyban a felhasznalt CYP21A2 haplotipusok komplex
genetikai markereknek tekinthetdek, az igy alkalmazott haplotipusok a teljes RCCX CNV
genealdgiajat jellemzik. A kapott halézat evolucids iranyultsagat két szekvencia 6tvozésével
felallitott orangutan ortolog adta meg. Ez a szekvenciat nevezziik a halézat kilcsoportjanak
vagy gyokerének.

A CYP21A2 haplotipus halozat egy faszerli struktirat alkotott, hurkokkal és sok
tobbszoros eldgazassal (9. &bra). A CYP21A2 haplotipusokra ravetitve a hozzajuk tartozé
RCCX struktdrakat, az RCCX struktardk jol elkilonithetd klaszterekbe csoportosulasat
figyeltik meg. Az altalunk vizsgalt egyedi, duplikaldédott CYP21A2 géneket tartalmazo LASB
RCCX struktardk szintén LASB struktdrahoz tartozé haplotipusokbdl szarmaznak, igy
elmondhat6, hogy a keletkezésiik soran nem maodosult az RCCX struktarajuk. Tehat a HERV-
k inszercio és C4 gén altipus allapota nem valtozott meg, amibdl egyértelmi kovetkeztetések

vonhatoak le a CYP21A2 duplikacio lehetséges mechanizmusaira.
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5. Osszefoglalas

A meghatarozott haploid RCCX strukturakra, a hordozott CYP21A2 haplotipusokra illetve
a haplotipusok szegregalo helyeinek alléljeire alapozva harom azonos vagy nagyon hasonlo
CYP21A2 haplotipust tartalmaz6 LASB struktlirakat hataroztunk meg. A nagyszamu
szegregald helyet tartalmazd haplotipusok ilyen szintii konvergens kialakulasa gyakorlatilag
kizart, még akkor is a duplikalodott régiokra jellemz6 nem-allélikus gén konverzidk
homogenizalo hatasat (Teshima et al. 2004) is figyelembe vesszik, igy a két azonos vagy
csaknem azonos haplotipus eredete kapcsolt. A harom LASB strukturahoz tartozd
haplotipusok egymastél nagymértékben eltéréek, amely természetesen a genealogiai
halozaton is eltér6 elhelyezkedést eredmeényez, igy a harom LASB struktura fliggetlen alakult
ki. Mivel mindharom két CYP21A2-t tartalmazé6 LASB struktiranak még létezik az 5'-
modulban CYP21A1P pszeudogént hordozd normal valtozata (létezd, Osi haplotipus), az
evollcids szarmazdsuk minden valdszinliség szerint intraspecifikus, és a pszeudogént
tartalmazé struktarakbol levezetheté. Raadasul, a normal, egy CYP21A2-t tartalmazé RCCX
struktardk haplotipusainak és a két CYP21A2-t tartalmazo LASB struktarak haplotipusainak
polimorfizmus kilénbségei is evolucidos kovetkeztetéseket tesznek lehetévé, mivel a
haplotipusok szétvalasa kozott eltelt idére a haplotipusok kozotti eltérések szdmabol
kovetkeztethetlink. A h47-et és h63-at hordozd LASB struktura esetében a h47-bél szarmazo
CYP21A2 szekvencidk teljesen azonosak, igy a struktara kialakulasa fiatalnak tekinthetd,
mivel a ket flggetlenné valt szekvencianak nem volt ideje Gjabb valtozasokat beszerezni.
Majdnem ugyanez mondhaté el a h31 haplotipust hordozé struktarar6l, mivel a h31
haplotipus duplikéaciojat tartalmazta harom minta is és csak egy minta esetében figyelhettiik
meg a h31 haplotipus helyett h59 haplotipust az 5’-modulban, ami csak egyetlen szegregald
hely allélben (2287) tér el az elébbitdl. Tehat a masodik LASB struktira esetében szintén a
kdzel maltban megtortént eseményt feltételezhetlink, bar a haplotipus varidcidk szétvalasa
mar elkezdddott.

A harom LASB tipus azonos tulajdonsagai (azonos vagy csaknem azonos CYP21A2
haplotipus az 5'- és 3'-modulban, 1étez6 normal, pszeudogén tartalmit LASB struktUra azonos
3'-CYP21A2 haplotipussal) alapjan felteheté, hogy a struktirdkat azonos genetikai
atrendez0dési mechanizmus alakitotta ki. Habar az RCCX CNV atrendez6dési
mechanizmusairol altalanosan ismert tény, hogy a mono- és trimodularis RCCX struktdrak
bimodularis strukturak egyenlStlen atkeresztez6désébol jottek létre,(Koppens et al. 2003;

Concolino et al. 2010) de az egy CYP21A2-t tartalmazé LASB struktirakbol egyszeres
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egyenl6tlen atkeresztezOdéssel nem alakulhat ki két azonos CYP21A2-t tartalmazdé LASB
struktura, csak LASBSB struktura (10. ébra). Kiilonb6z6é modulszamu struktarak kozotti
egyenlStlen atkeresztezédések is elképzelhetéek, egy azonos CYP21A2 haplotipust hordozé
LA ¢és LASB kromoszoma egyszeres egyenlOtlen atkeresztezodésével létrejohet LASB
struktura két CYP21A2-vel, de egyetlen egy LA struktdrat se talaltunk a harom két CYP21A2-
t tartalmaz6 LASB tipusanak megfelelé 3'-CYP21A2 haplotipussal a teljes vizsgalati anyagot
képz6 332 személyben. Az RCCX régiora ugyancsak jellemzo6 kis kiterjedésti génkonverziok
(Bandelt et al. 1999; Blanchong et al. 2000) se johetnek szoba, mint potencialis mechanizmus,
mivel az bizonyitottan atkerllt kromoszoma szakaszok (teljes vagy majdnem teljes CYP21A2

gén) tal hosszuak ehhez.

LA-AlP—SB—hBlX > LA-Al1P-SB-h31-SB-h31l
LA-A1PASB-h31 LA-Al1P

egyszeres egyenlotlen atkeresztezodés
a két CYP21A42-t tartalmazé LASB RCCX struktarak kozott

X > LA-h31-SB-h31
LA-A1PASB-h31 LA-A1P

egyszeres egyenlétlen atkeresztezddés
hipotetikus LA RCCX struktira és
azonos CYP2]A2-t tartalmazo LASB RCCX struktira kozott

LA—AlP—SBﬁBl LA-A1P-SB-AlP
LAAA1PASB-h31 > LA-h31-SB-h31

kettos egyenldtlen atkeresztezodés a testvérkromatidak kozott

LA-A1P-SB-h31 —» LA-h31-SB-h31

intrakromoszomalis nagy kiterjedésii génkonverzio

LA-Al1P- SB—h31

LA-A1P-SB-h31 —» LA-h31-SB-h31

interkromoszomalis nagy kiterjedésii génkonverzio a testvérkromatidak kozott

10. abra. A duplikalodott CYP21A2-t hordozé LASB RCCX struktirak kizarhatd és lehetséges
mechanizmusai. Az abra csak h31 haplotipusra nézve szemlélteti a lehetséges mechanizmusokat,
azonban ezek az dsszes két CYP21A2 gént tartalmazd LASB haplotipusra vonatkoznak (h36;
h47).
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A harom LASB tipushoz vezetd lehetséges atrendezddési mechanizmusok koziil a
kettés egyenldtlen atkeresztezddés a testvérkromatidak kozott, a intrakromoszomalis nagy
kiterjedésti konverzio, és az interkromoszomalis konverzio a testvérkromatidak kdzott johet
szoban. Mind a harom lehetséges mechanizmusban k6z6s, hogy az azonos RCCX strukturan
belll, vagy struktarak koézott jatszodik le, ez a tulajdonsaguk a harom LASB tipus genealogiai
szdrmazasabol fakad. Ezt tdmasztja ald a h63 haplotipus speciélis mutacioja (2765) a keét
CYP21A2-t LASB struktura 5’-modul CYP21 I6kuszan, ez a mutacié ugyanis egy masik ritka
haplotipustol eltekintve ugyanennek a LASB strukturanak a normal, CYP21A1P pszeudogent
tartalmazo valtozatan fordul csak eld.

A fentihez hasonld nagy-méretii atrendez6déseket megfigyelték mar kisebb
gyakorisaggal a 3’-modul CYP21 Ilokuszan is, ezekben az esetekben a CYP21A1P
pszeudogénnek nagyobb darabjai inzertdlodnak bele a CYP21A2-be illetve az azt koriilvevd
hatarolo régidba. Konkrétan négy ilyen tipust atrendezédést irtak le egy eurdpai populacio
esetében. Az egyik parcialis génkonverzio az 1. exontdl a 7. exonig terjedt ki, ez volt a
leggyakoribb az dsszes tobbi kozil. Egy masik esetben az 1. exontol a 3. exonig inzertalddott
a CYP21A1P pszeudogén egy része, mig a maradék két esetben ez a 3. exontdl a 7. illetve a 8.
exonig nyult. Az utobbi harom parcialis génkonverzié mar joval kisebb esetben fordult
el6.(Friaes et al. 2006)

Bér a pontos mechanizmus nem levezhetd az altalunk rendelkezésre 4ll6 adatokbol, csak
a két széles korben elfogadott NAHR mechanizmus zarhaté ki, mas duplikalddott human
gének esetében intrakromoszomalis atrendezédéseket irtak le a kdzelmultban (Ganster et al.
2010; Roehl et al. 2010), amelyek a mi esetiinkben is az egyik lehetséges magyarazata a
duplikélodott CYP21A2-t tartalmaz6 LASB RCCX struktira keletkezésének. Az egyik ilyen
esetet a 7. kromoszomaba beagyazott duplikacidban irtdk le, melyben egy DNS hibajavitd
aktiv gén és a pszeudogénje kozotti szekvencia kicserélddések soran hasonld kiméra gének
keletkeznek, mint az RCCX CNV régio esetében. A kiméra génekhez ugyan kiilonb6zo
haplotipusok tartoznak, de ezek visszavezethetdek egyetlen Osi intrakromoszomalis
atkeresztezOdésre. Harom kiilonboz6 varians esetében is leirtak egy olyan 5 kb méretet
meghalado inszerciot ami a normal génben volt jelen, azonban bizonyosan a pszeudogénbdl
szarmozott. Ezek a tobb mint 5 kb kiterjedésti szegmensek jocskan meghaladjdk azt a
szekvencia méretet, amit a szakirodalomban a génkonverzionak tulajdonitanak (Ganster et al.
2010). Ugyancsak egy human duplikalodott régidban, a 17. kromoszéman a neurofibromin 1
régidban, irtak le kiméra génekre alapozva intrakromoszémalis atrendez6déseket, amelyek

valdsziniileg mitotikus eredetiick (Roehl et al. 2010).
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Ezen Kivil in vitro emlGs sejtes rendszerben a nagy kiterjedésii génkonverziok is leirtak
(Neuwirth et al. 2007), de ezeknek in vivo 1étezését mai napig megkérddjelezik emberben
(Chen et al. 2007). Interkromoszomalis geénkonverzioval specifikusan asszocialddott
atkeresztezOdéseket emldssejtek esetén még nagyon ritkan irtak le, azonban két izogén human
B-limfoblasztoma sejtvonal esetében ez sikeriilt. Egy egyik sejtvonalban az Osszefiiggd,
komplex génkonverzié hossza meghaladta a 11.2 kb-t. (Neuwirth et al. 2007). Bar az nem
vilagos, hogy humén, nagy kiterjedésii génkonverzios események léteznek-e in vivo, de
egyértelmiien a mai napig nem sikeriilt kizarni, tehat, mint lehetdséggel, ezzel is szamolni kell
a szoba jovO mechanizmusoknal az altalunk vizsgalt modellben.

Osszességében a harom felvazolt lehetséges NAHR mechanizmus kézil barmelyik is
legyen a tényleges, az elfogadott kis kiterjedésii génkonverzidon és egyszeres egyenldtlen
atkeresztezOdésen kiviil egy harmadik mechanizmus is jellemzdje az RCCX CNV-nek, és

altalanositva, a duplikalddott régioknak.
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