DNS-chip

A DNS-chipek (génchipek) néhany éve kifejlesztett eszkozok, orvosi jelentdségiik
hatalmas, felhasznaldsuk oridsi karrier el6tt all. Az eljards a mar jol bevalt hibridizacios
technikéan alapszik. Az Gjdonsagot az jelenti, hogy egyszerre tobb, egymastol kiilonbozo (akar
szazezer!) probaként hasznalt oligonukleotidot hibridizaltathatunk a mintaval. A vizsgalat
id6tartama minddssze néhany perc! Mivel a proba-oligonukleotidokat mi tervezziik meg,
lehetdségilink van elméletileg minden ismert €és ismeretlen mutaciot kimutatni a segitségével..
Egyesek mar a diagnosztika forradalmardl beszélnek. A DNS-chip kifejlesztésében,
alkalmazaséaban, elterjesztésében nagy szerepe van a magyar szarmazasu S. Fodornak.

A DNS-chipek Iétrejottét a szamitastechnikanak koszonhetjiik tobb szempontbdl is. A
modszer lelkét jelentd chip nem csak a kiils6 megjelenése miatt kapta a nevét a
szamitogépalkatrésztdl, hanem a gyartastechnoldgia miatt is. Az oligonukleotidok tervezése,
nyilvantartasa, a kapott eredmények kiértékelése (Isd. alabb) komoly szamitdgépes kapacitast
igényel.

A DNS-chipek viszonylag kicsi (0,8-1,5 cm széles négyzet) szilard hordozora
(sziliciumlapka, specidlis miianyag) felvitt proba oligonukleotidokbdl allnak. A hordozot
kisebb négyzetekre bontjak, gyakorlatilag ezeknek a kisebb négyzeteknek a szdma hatarozza
meg, hogy hany féle probat vihetiink fel egy-egy chipre. Az ,,6skorban’” —az 1990-es évek
elején- a hordozot még 100x100 pm-es négyzetekre bontottdk, manapsag 50x50-esekre vagy
30x30-asokra. Igy a ,,nagyobbik” négyzetbél egy 1x1 cm-es chipre 40000 jut. Elméletileg
tehat 40000 kiilonbodzo probat vihetiink fel erre a chipre.

A DNS-chipek gyartasa

A folyamat Iényege az aldbbi abran lathato:
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1. emelet
4 mazzkkal, 4 1épéshen

1. abra



A technologia kifejlesztésekor a fotolitografiat a szildrd fazisu kémiai szintézissel
otvozték, felhaszndlva a chipkészités eszkoztarat. A DNS-chipeken a probakat (egyszala
DNS-t) az un. fotolitogrdfias technika segitségével in situ szintetizaljadk. A hordozé
(sziliciumlapka) feliiletén nukleotidokkal reagald funkcidés csoportok vannak. Ezeket a
csoportokat, hogy id6 eldtt ne reagaljanak el, fényérzékeny véddcsoporttal latjak el.
Megvilagitds hatasdra ezek a véddcsoportok elbomlanak, a reakcid végbemehet, tehat a
nukleotidok 3" vége kapcsolddni fog a reagald csoporttal. Az 5° vég szintén el van latva a
véddcsoporttal, a reakcid tehat a tovabbiakban is csak megvilagitds hatdsara, ellendrzott
koriilmények kozott mehet végbe.

A négyféle nukleotidot kiilon-kiilon viszik fel a lapkara. Az elsé nukleotidszint (emelet) tehat
négy fazisban épiil fel. Hogy ezt megvalosithassak, a szintézishez sziikség van un. maszkokra
i1s. A maszkok olyan chip nagysagu lapkak, amelyek perfordlva vannak pl. 50x50 pum-es
négyzetekkel az egyes nukleotidok helyének megfeleléen. Emeletenként tehat négy maszkot
hasznalunk. A négy maszkon 1év0 perforaciok teljesen lefedik a chipet.

A szintézis kezdetén az 1. emelet egyik maszkjaval (pl.az A-nak megfelelonek) letakarjak a
sziliclumlapkat, majd rovid ideig megvilagitjak. A maszkot eltdvolitjdk, majd A-nel kezelik a
chipet. Ahol a lap perforalva volt, ott a véddcsoport eltavozik, az A kotddhet a laphoz. A
felesleges A-t mosassal eltavolitjadk. Ezutan a C-nek, T-nek, G-nek megfeleld maszkokkal
megismétlik az eljarast, és kész az elsé emelet. Mivel a nukleotidok 5° vége is tartalmazza a
fényvédd csoportot, az emeletépitést tetszolegesen lehet folytatni. Az eredmény valosdgos
oligunukleotid-erdd lesz. 20x20 pm-es négyzetben egyébként kb. 10° szal van, igy inkabb
erdo helyett 6srengetegrol beszélhetiink.

2. abra

A fentiek szerint n nukleotid hossziisdgl oligonukleotidot 4n 1épésben hozhatunk 1étre. Az
nukleotidnyi hosszsagii oligonukleotidot hasznalnak, de mar 8 nukleotidbol allo is
hasznalhato. Rovidebbet nem érdemes hasznalni, mert nem lesz elég specifikus; a
hosszabbaknal pedig a keresztreakciok szama né meg.

Maga a gyartasi folyamat kb. 2-3 6ra alatt megy végbe, és tobb szdzat is lehet parhuzamosan
gyartani. Mivel a chipen elhelyezkedd szdlak nukleotidsorrendjének megtervezése és a
maszkok elkészitése iddigényesebb és joval dragabb folyamat, a chipeket nagy tomegben



lehet gazdasagosan gyartani. Ez diagnosztikai szempontbdl is fontos, mert lehetévé valnak
célzott sztirOvizsgalatok is.

Néhany szo a térkep tervezésérol

A chipen elhelyezkedd oligonukleotidok nukleotidjainak sorrendjét, optimalis szamat
alaposan meg kell tervezni. Ezek fiiggnek a céltol (mutaciok keresése, korokoz6 azonositasa
stb.) , a vizsgalni kivant mintatol és a kisérleti koriilményektdl is. A chip térképének tervezése
€s szamontartasa szamitogépet igényld feladat. Ennek érzékeltetésére: az altaldban hasznalt
20 nukleotidbol all6 oligonukleotidokat 80 Iépésben szintetizalhatjuk meg, igy 10"
nagysagrendi kiilonb6zd probat allithatunk el elméletileg. Ennek milliomod része sem fér ra
egy modern chipre, €s a chip teljes kapacitasara nincs is sziikség altalaban!

Ha mutéacidkat akarunk vizsgalni, akkor a vad tipus nukleotidsorrendje mellett a feltételezett
mutéacidkat is be kell épitenilink. Ez lehet szubsztitucio, delécid, inszercid vagy gyakorlatilag
barmi, amit képesek vagyunk kitalalni.

Hogy a téves eredmények szamat minimalisra csokkentsék, a vizsgalni kivant minta + és -
szalanak megfeleld probakat is terveznek kontrollként.

Hogy a nem specifikus hibridizaciot elkeriiljék, a mutaciét a proba kozepére tervezik
altaldban. Pl. 20 nukleotidb6l all6 proba 9-10. helyére. Ha a proba a mintatél egy
nukleotidban kiilonbozik, és a kiilonbség kozépen van, akkor a kettds szal kialakuldsa
energetikailag kedvezdtlenebb mintha a kiilonbség a szélén lenne, tehat kevésbé hibridizal.

Y

3. abra

Ha a vizsgalni kivant DNS szakasz hossz (akar tobb ezer nukleotid), akkor a mintdnak
hasznalt oligonukleotidokat nem a DNS darabolasaval, hanem egyesével valo ,,Iéptetésével”
készitik el.

Nézziink husz egységbdl allo oligonukleotidot!



@ mutacio

1-20 2-21 3-22 4-23

4.abra

Az elsé mezdbe az 1-20, a masodikba 2-21, a harmadikba 3-22 stb. sorrendii oligonukleotid
keriil. Igy nagyobb biztonsaggal dolgozhatunk, a chipen pedig hely van béven.

Ha beépitiink egy mutaciot, akkor husz oligonukleotidba keriil bele. Az analizis biztonsaga
igy megno.

A vizsgalat
Ha a DNS-chip kész van, johet a vizsgalat!

A vizsgalatokat az adott DNS szakasz (minta) amplifikacidjaval kezdik. Ez DNS-bol
torténik PCR-rel vagy RT-PCR-rel (reverz transzkriptdiz PCR) RNS-b6l. A reakci6 soran a
DNS-t fluoreszkald anyaggal (fluoreszcein, phycoerythrin) megjeldlik. Ezutdn denaturaljak a
DNS szalat, majd a chipen elhelyezkedd probakkal hibridizaltatjak. Ha a minta és a proba -
csak egy ponton is- nem komplementer, mar nem, vagy csak minimalisan hibridizdlnak. A
felesleges DNS-t mosassal eltavolitjak, majd a pontok fluoreszkalasat vizsgaljak. Igy sotét és
fluoreszkald pontokat kapunk (fluoreszcein-zold, phycoerythrin-piros), aszerint, hogy a préba
hibridizalt-e a mintdval vagy nem. A mintat biotinnal is megjelelolhetik. fgy ha hibridizal a
proba a mintaval, biotinnal jelolt négyzeteket kapunk. A felesleges minta eltavolitasa utdn
floureszkald anyaghoz kotott streptoavidinnel kezelik a chipet. A streptoavidin a biotinhoz
kotodik, igy a biotinnal jelolt négyzetek floureszkalnak.



5. abra A.
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5. dbra

A. Négy proba (kis betlikkel jelolve) a mintaval (nagy betiikkel jelolve). A négy proba a 7.
nukleotidban kiilonbozik egymastol. A minta tehat fentrdl a harmadik probaval hibridizal.
B. A hibridizécio.

6. &bra DNS-chip részlete a leolvasott mintaval



A szamitogépben tarolt térkép alapjan a minta nukleotidsorrendje megéllapithat6 a jelekbol.

Ha a szkenner alkalmas a jel intenzitasanak mérésére is, tovabbi informaciok is nyerheték. Pl. homozigdta-
heterozigota vizsgalatnal a fenti vizsgalatot (sotét-vilagos pontok) megerdsithetjiik. Ha a kapott jel fele akkora
mint egy masik (homozigdta) akkor heterozigdta az allél. A jel erdsségének vizsgalataval -megfelelé kontrollok
hasznélata mellett- fehérjék expresszidjanak a mértéke is tanulmanyozhatd. Utobbi esetben az RNS-bol
készitenek cDNS-t és ezeket vizsgaljak.

ket-szin analizis

Gyakran el6fordul, hogy a vizsgalat soran arra a kérdésre keresiink valaszt, hogy az adott DN'S minta tartalmaz-e
mutaciot vagy nem. Ilyen esetben nagyon hasznos a két-szin analizis.

Az ampflikaciot két kiillonboz6 marker jelenlétében végzik el a vad tipusnal és a vizsgalni kivant mintanal. Pl. a
vad tipust fluoreszceinnel, a vizsgalt mintat phycoerythrinnel. Ezutan mindkét mintat megvizsgaljak egy-egy
DNS chippel. A szamitogép a kapott, €¢s memoriaban tarolt képeket egymasra vetiti. Ha a két pont szines, tehat a
nukleotidsorrendjiik azonos, akkor egy harmadik szinnel jeloli a pontot , pl. sargaval. Ha csak az egyik pont
szines, annak megtartja az eredeti szinét. Jelen esetiinkben tehat a piros és z6ld pontok a két DNS minta
eltéréseit mutatjak. A chip térképe alapjan ezek az eltérések konnyen azonosithatok.

T
Egymésra vetitettkép
¥ P b-C

vizsgalt minta

vad kontrall

7. abra Két-szin analizis

jelveszto és jelnyeré technika
Jelveszté analizis

A jelvesztésnél azt hasznaljak ki, hogy a mutans heterozigodta jel intenzitasa (I,,) fele akkora mint a homozigota
vadé (I). fgy a I/, 22 (idedlis esetben kett3). Alapesetben a hanyados értéke 1 koriil talalhato.
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8. abra Jelvesztd analizis
Jjelnyerd analizis
Ha a vad és mutans gén kiilonbozik, de mindketté homozigota, akkor a I,/1,, hanyados elvileg végtelen (az egyik

jelen van jel a masikon nincs). Mivel csekély mértékben a nem tokéletesen komplementer szalak is
hibridizalodhatnak, a gyakorlatban a hanyados értéke 8 és 10 kozott talalhato.
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9. Jelnyer6 analizis
Egy konkrét eset: a BRCA1 gén vizsgalata

Oroklédd emlérakban és petefészek tumorokban a BRCAI és BRCA2 gének muticidinak mar
kimutattak a szerepét. Rokonvizsgalatok szerint a BRCA1 mutaciok a mell- és ovariumtumoros beteg 50-60%-
aban van jelen, mig a teljes popolacidban kb. 2 %-os az el6fordulas. A heterozigdtdk prediszponaltak a
mellrakra, valamint a colon- és prosztatarak kockazata is megn6é. Egyes mutaciok jelenlétében az érintettek kb.
90 %-anak fejlodott ki emlérakja 75 éves korig.

A BRCAL1 gén 22 exonbdl al. 1996-ban S. Fodor és munkatarsai a BRCA1 gén 11-es exonjat vizsgaltak meg.

A DNS-chipre felvitték vad tipusu nukleotidsorrendet az Osszes lehetséges bazis szubsztitacidval, inszercidoval
és 1-5 bazisbol allo delécioval. Az oligonukleotidok 20 bp-t tartalmaztak, a mutaciok kdzépen helyezkedtek el.
Altalaban jelvesztést vizsgaltak, de kétséges esetben jelnyerést is.

A 15 betegbdl 14-ben ki tudtak mutatni mutaciot, mig a 20 egészséges kontrollban fals pozitiv eredmény nem
volt. A munka soran 8 egyszer{i polimorfizmust azonositottak.
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Mutéci6 azonositas szenzitivitdisa a BRCA1 11-es exonjaban

Mutacio Minta Jelnyerés Jelvesztés Mutéciod
koédolé  nemkodolo koédolé nemkodold azonositas
1128insA ST750 - - - - Nem
1294del40 624-F32 na na + + igen
1323delG 3295 - + + - igen
2294delG ST755 - - + + igen
2314del5 RULS57 + + + + igen
2457C-T RUL47 + + + + igen
2804delAA MOC52 + + + + igen
3121delA ENG9 + + - + igen
3867G-T 808-F161 + + + igen

10 .abra A BRCA1 gén mutacioi

Néhany eddigi alkalmazas

Az orvosi felhasznalasok koziil elsdsorban a diagnosztika és terapia nyomonkovetése
kapott korszeri ¢és remekiil felhasznalhaté moddszert. A prenatdlis diagnosztikaban,
csaladtervezésben is jelentds szerepet kaphatnak a DNS-chipek a modszer elterjedésével. Az
alkalmazasok sokszinliségének megismeréséhez az Orvosi Hetilap cikket érdemes elolvasni
(1. ref.). Itt csak néhany cimsz6 kertilt felsorolasra.

- fert6z6 mikroorganizmusok kimutataisa — A hagyomanyos, tenyésztésen alapuld
kimutatasok néhany napos, egy hetes id6tartama igy néhany orara rovidiilhet, nem is beszélve
arrol, hogy igy specifikus vizsgéalatok (antimikrobidlis szerekre vald rezisztencia) is
elvégezheto.



- AIDS — Létezik egy T-sejtekre és makrofagokra részben specifikus receptor (CCR-5). Ez a
receptor eldsegiti a HIV virus felvételét, mig a mutacié a virus endocelluléris felvételét
Ezen kivil a HIV-1 reverz transzkriptdzra és proteazra szintén kifejlesztettek egy DNS-
chipet. Ez a két gén a genomon beliil nagyon valtozékony, az eltérés két virus kozott 47 % is
lehet. A pontos térképezés a hatékonyabb gydgyszeres kezelést segitheti eld.

- pS53—> a p53 gén eddig ismert 400 mutaciojat hordoz6 DNS chip mar kereskedelmi
forgalomban is kaphato.

- a globin génchip a B-thalassemia kiilonbozd valtozatainak a kimutatésara
- cisztikus fibrozis gén

stb.

A mitokondrialis DNS-chip

- mitokondrialis genom (S. Fodor és mitsai.) chippel lehetévé valt, hogy mitokondrialis,
oroklodo betegségeket viszonylag egyszeriien kimutassunk, illetve tanulmanyozzunk. A chip
egyik nagy jelent6ségét az adja, hogy a mtDNS mutécids rataja egy nagysagrenddel nagyobb,
mint a kromoszémalis DNS-¢, igy a karos mutédciok is gyakrabban érintik a mitokondrialis
genomot.

A mai napig nagyszamu patholdgias jelentéségli mtDNS mutacidt azonositottak, illetve
valoszintisitettek. A mtDNS sajatsdgai (els6sorban a heteroplazmia) miatt a mutaciok
eléfordulasa és a betegségek manifesztacioja kozott az ok-okozati Osszefiiggések nehezen
bizonyithatok. Elészor 1988-ban a Leber-féle neuropatiardl bizonyitottak be (persze nem
DNS chippel) mitokondridlis eredetét. Egyértelmii bizonyiték tdmasztja ala tobbek kozott a
Leigh-szindroma, a Kearns-Sayre-szindroma, a rojtos-voros-rostos miokloénusos epilepszia, a
Pearson-szindroma osszefliggését az mtDNS karosodasaval.

Ezeken kiviil megfigyelték a mtDNS nagyobb mutacids aranyat (a kontrollhoz képest)

az ismertebb betegségek koziil diabetesben, egyes siliketségekben, egyes kardiomiopatidkban,
Alzheimer-korban, Parkinson-korban.

Az egyes sejtekben a mitokondriumok szama elérheti az ezres nagysagrendet is. Mivel a mitokondriumok sajat
genetikai allomannyal rendelkeznek, az adott mutaciok nem érintik az dsszes mitokondriumot. A mitokondrium
osztodaskor persze tovabbadja a mutaciéit. Igy a sejtben, szervezetben kiilonbozé genetikai Gsszetételii
mitokondriumok 1étezhetnek egymas mellett. Ez a heteroplazmia jelensége. Ha osztdodaskor véletleniil azonos
szarmazasu, tehat azonos genetikai dsszetételii mitokondriumok keriilnek az egyik utddsejtbe (ha petesejtrél van
sz6, akkor a kialakuld zigétaba, illetve egyedbe) akkor homoplazmiardl beszéliink. Mivel heteroplazmianal egy
mutacio altalaban csak a mitokondriumok bizonyos hanyadanal talalhatd meg, nehéz bizonyitani, hogy milyen
mutécio karos, milyen betegséget okozhat.
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11. abra A human mitokondrialis genom és DNS chipje (A Leber-féle neuropatiat okozo
mutaciok jobb oldalon)

A mtDNS rendkiviil ,,tdomor’’ , szinte mindenhol gént kdédol, de mégis van kb. 1000 bp-t
tartalmazo szakasz, ahol nincsenek gének. A mutacios valtozasokat nem kdvetik funkcionalis
zavarok, ezért a mutaciok megmaradhatnak. Ezt a szakaszt ,,variabilis régionak’’ is nevezik.
Nemrokon vizsgalatok azt mutatjak, hogy 70-500 nukleotidnyi kiilonbség is lehet két ember
kozott. Ennek a viszonylag kis régionak a vizsgalataval az igazsagiigyi orvostan és a torténeti
antropologia jutott jol €s nagy tomegben is hasznalhat6 modszerhez.

Nem tartozik a targyhoz, de érdekes, hogy fosszilis maradvanyokban a mtDNS darabjai -
mivel nagysagrenddel tobb van bel6le- nagyobb eséllyel maradhatnak fenn, mint a
kromoszomalis DNS toredékei. Igy szerencsés esetben lehetdvé valik a vizsgalatuk is.
Sikeriilt mar neandervolgyi 6sember mtDNS vizsgalata is, ami a napjainkban ismét forrongo
eredetvizsgalatokban jelent bizonyitékot.

A modszer néhany elonye és hatranya
elonyok

ismeretlen mutéaciok is kimutathatok

olcso (nagy tdmegben)

gyors

specifikus

multifaktoridlis genetikai betegségek is kimutathatok

tobbszor felhasznalhato

nagy génekre is érzékeny és specifikus

a szamitogépes adatfeldolgozas miatt az internet eldnyei is kihasznalhatok (pl. nemzetkozi
adatbazis segitségével a ritka betegségek gyogyitdsdban szerzett tapasztalatok 6sszegezhetdk,
segitség kérhetd specialistaktol)



hatranyok

A terapias lehetdségek nincsenek egyenstlyban a diagnosztikaval. Tehat hidba mutatjuk ki,
hogy valaki hordozza a mellrdkra hajlamosité muticidkat, megeldzni a kialakuldsat még nem
tudjuk. A kockazat persze csokkenthetd. A veszélyeztettek szlirésével az esetlegesen
manifesztalodd betegségek felismerése, kezelése is korabban megkezdddhet. Az egyes
mutaciok hidnya viszont nem biztositék arra, hogy az illetének nem alakul ki daganata.

Nincs szabvanyositva a technika. Az igaz, hogy a technika nagy tomegben (szdzas-ezres
nagysagrendben) olcsod, szlrOvizsgalatra is alkalmas, de a chipgyartasra alkalmas
berendezések, a chipek kiértékelésére alkalmas 1ézerleolvasok, szoftverek nagyon dragak. Ha
kiilon-kiilon leolvasokat kell(ene) vasarolni az egyes chipekhez, mert a gyartok nem egységes
szabvany szerint dolgoznak, az a koltségeket aranytalanul megemelné. Mér a chipek (0,8; 1,0;
1,28; 1,5 cm) és a cellak (20, 30, 50, 100 um) mérete sem teszi lehetdvé a kozds hasznalatot,
a szoftverek inkompatibilitdsar6l nem is beszélve. Ha a fejlesztések elsé hullama lezajlik és
letisztulnak a technikai megoldasok, ez a probléma valdszinlileg megszilinik, legaldbbis
csokken.

etikai problémak

- hisztériakeltés - Az USA-ban a BRCAI gén vizsgélata sordn néhdny szdzan kétoldali
emldeltavolitast koveteltek, miutan kideriilt, hogy az emldrdk kockazatit ndvelé mutaciot
hordoznak.

- biztositok— egyes biztositok a biztositdsi dijakat az altalunk hordozott karos mutaciok
alapjan is emelnék.

- munkahely— egyes veszélyes munkahelyeken (pl. atomreaktorban, szerves olddszerrel
dolgozd gyarak, rontgenszobdk) a genetikailag stabilabb (marmint kevesebb karos mutaciot
hordoz6) embereket alkalmaznanak, de ez egyben a veszélyeztetettebb emberek biztonsagat is
novelné.

- sportolok— az élsportolokat kedvezd genetikai adottsdgok alapjan valogatnak ki, igy pl.
nem kéne egy csomd pénzt kiszorni’' ~a tomegsporton Kkeresztiil torténd
tehetségkivalasztassal.

- génterépia, tokéletes utddok— magéért beszél
stb. , stb.

Fehérje-chipek

A DNS-chipek elddjei technikailag az aminosavakbdl eldallitott fehérje-chipek voltak (S.
Fodor). A chipen szintetizalt peptideket antitestekkel reagaltattdk. Az antitesteket
megjelolték, igy lehetové téve azonositasukat.

Erdekességként érdemes megjegyezni, hogy ezek a szamitogépes chipként egyaltalan nem alkalmazhaté chipek
az jsagirok jovoltabol a koztudatba ugy keriiltek be ( a chip sz6 miatt), mint a szamitogépeket 0 elméleti
alapon miikodtetd fehérje-chipek.
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