OSSZEFOGLALO KOZLEMENY

/
Uj modszertani lehet6ségek és ezek
alkalmazasa a hormonalis rendszer
daganatainak genetikai kivizsgalasaban

Patocs Attila dr.> %3 = Likd Istvan dr.! = Butz Henriett dr.*
Baghy Kornélia dr.>® = Racz Karoly dr.>*

!Magyar Tudomanyos Akadémia-Semmelweis Egyetem, ,Lendiilet” Orokletes Endokrin Daganatok
Kutatécsoport, Budapest
*Bionikai Innovaciés Kézpont Nonprofit Kft., Budapest
3Semmelweis Egyetem, Altalinos Orvostudomanyi Kar, Laboratériumi Medicina Intézet, Budapest
*Magyar Tudoményos Akadémia—Semmelweis Egyetem, Molekularis Medicina Kutatécsoport, Budapest
sSemmelweis Egyetem, Altalinos Orvostudomanyi Kar, I. Patolégiai és Kisérleti Rékkutaté Intézet, Budapest

Az utédbbi évek rohamos technolégiai fejlédése a molekuldris bioldgiai vizsgilomodszerek teriiletén lehetévé tette,
hogy a daganatos betegségekhez tarsulé genetikai rendellenességek kimutatdsa a hagyoményos egy eltérés—egy gén
1éptékrdl géncsoportokra vagy akar a teljes genomra helyezédjenek dt. Daganatos betegségekben e vizsgalatoknak
Oridsi a jelentGsége. Szamos olyan kérforma ismert, amelyben a daganatok csaldidon beliili halmozddasa figyelhetS
meg, illetve szimos olyan eltérés valt ismertté, amely specidlis terdpia indikdldsat vonja maga utdn. Bar a mintaforras
¢és minta-el6készités alapvetSen eltérs a csirasejtes és szomatikus eltérések vizsgalatakor, a technolédgiai hattér ugyan-
az. A klinikai genetikai munka sordn a vizsgalatok célja azon betegek azonositisa, akikben egy adott csirasejtes eltérés
hordozisa daganatos kérkép nagy kockizatdval jar egyiitt, mig kialakult daganat esetében a daganatszovet genetikai
vizsgilataval kimutathaték azok a génhibak, amelyek terapids beavatkozasok célja lehet. Jelen rovid osszefoglaléban
a szerzOk attekintik az 4j generacids szekvendlds nydjtotta lehetGségeket a hormondlis rendszer daganatainak geneti-
kai kivizsgaldsdban, kitérve a szakmai ajanldsokra, a vizsgilatok sordn felmerilS technikai és etikai kérdésekre. Orv.
Hetil., 2015, 156(51), 2063-2069.
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Novel methods and their applicability in the evaluation of genetical background
of tumours of the endocrine system

The technical developments leading to revolution in clinical genetic testing offer new approaches for patients with
cancer. From one mutation or one gene approach the scale of genetic testing moved to whole exome or whole ge-
nome scale. It is well known that many tumours are genetically determined ans they are part of familial tumour
syndromes. In addition, some mutations indicate specific molecular targeted therapies. Although sampling and samp-
le preparation are different for testing germline and somatic mutations, the technical background of the analysis is
the same. The aim of clinical genetic testing is to identify patients who are carriers of disease-causing mutations or to
test tumour tissue for the presence of genetic alterations which may be targets for therapeutic approaches. In this
review the authors summarize novel possibilities offered by next-generation sequencing in clinical genetic testing of
patients with endocrine tumours. In addition, the authors review recent guidelines on technical and ethical issues
related to these novel methods.
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Roviditések

Gb = gigabdzis; MEN = multiplex endokrin neoplasia; MB =
megabdazis; NF1 = neurofibromatosis 1-es tipusa; NFI = neu-
rofibromatosis 1-es tipusaért felelGs gén; NGS = 4j genericios
szekvendlds; PCR = polimeriz lincreakci6; PRKARIA =
cAMP-fiigg6 fehérjekindz-1 a-alegységét szabalyozé gén;
PTPNI1I = nem receptor tipust fehérjetirozin-foszfatiz-11-et
kédolé gén; RET = rearrenged during transfection gén;
SDHA = szukcindt-dehidrogendz alfa-alegységet kodold gén;
SDHAF2 = szukcinat-dehidrogendz-komplexhez asszocidlt fe-
hérje; SDHB = szukcinat-dehidrogendz B alegységet kddold
gén; SDHC = szukcindt-dehidrogeniz C alegységet kodolo
gén; SDHD = szukcindt-dehidrogeniz D alegységet kodolo
gén; TMEM127 = transzmembran protein 127; VHL = von
Hippel-Lindau-szindréma

A molekularis genetikai médszerek rohamos fejlédése és
terjedése a klinikai genetikai diagnosztika dtalakuldsihoz
vezet. Kordbban a genetikai vizsgilatok soran a monogé-
nes korképek esetében altaliban egy gén vagy a leg-
gyakoribb mutaciok vizsgilatit végezték el polimeriz
lancreakciét (PCR) kovetd bidirekciondlis Sanger-szek-
vendlassal. Azonban mar korabban is ismert volt, hogy
szamos esetben (akar orokletes daganatos betegségek-
ben is) tobb gén hibaja allhat a daganatos betegség hat-
terében [1]. Az eml8- vagy vastagbélrik héitterében is
tobb kiilonbozd gén patogenetikai szerepét igazoltik,
igy a diagnosztikus genetikai vizsgalatoknak ezeknek a
géneknek a vizsgalatara is ki kell terjednitik. A hagyoma-
nyos modszerekkel ezek a vizsgalatok hatalmas koltséget
jelentenek, és a mintavételtdl az eredmény kiadasaig el-
telt id6 nagyon gyakran tobb hénapndl hosszabb.

A hormonilis rendszer daganatai koziil szimos tumor
tirsul dgynevezett monogénes tumorszindrémaikhoz
(1. tablazat). Ezeknek a szindromdknak nagyon eltéré a
klinikai megjelenése; szamos daganat, mint példaul a
mellékpajzsmirigy joindulat tumora vagy a mellékvese-
vel6bdl kiindulé phaeochromocytoma, tobb szindréma
részjelensége lehet [2, 3, 4]. Ezeknek a szindromaknak a
misik fontos tulajdonsiga az, hogy még ugyanazt a mu-
taciét hordozé csalidokban is nagyon eltérd a daganatok
penetrancidja. Ezek a jellegzetességek hozzajarulnak ah-
hoz, hogy a klinikai diagnozis felallitisa gyakran nehéz,
és még sporadikusnak tlinG esetekben is gondolni kell
orokletes betegségre.

A leggyakrabban felismert és vizsgilt endokrin tu-
morszindrémdk a multiplex endokrin neoplasia 1-es
(MEN-1) és 2-es tipusa (MEN-2), von Hippel-Lindau-
szindréma, neurofibromatosis 1l-es tipusa, orokletes
phaeochromocytoma/paraganglioma szindrémak, Cow-
den-kér és a Carney-komplex. Kozos jellemzgjik az
autoszomadlis dominans 6roklésmenet, ami az utdédok-
ban 50%-os valdszintiséggel vezet a betegséget okozd
eltérés transzmisszidjihoz [4].
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1. tiblazat A hormonilis rendszer daganataival tdrsul6 orokletes tumor-
szindrémdk klinikai jellemz&i
Daganatok és egyéb Betegséget okozo
eltérések gén
Multiplex endokrin  Mellékpajzsmirigy- MEN-1
neoplasia adenoma
1-es tipus Hypophysisdaganat
Enteropancreaticus
neuroendokrin daganat
Multiplex endokrin  Medullaris pajzsmirigyrak RET
neoplasia Phacochromocytoma
2-es tipus Mellékpajzsmirigy-
adenoma
Von Hippel- Haemangioblastoma VHL
Lindau-szindroma  Vildgos sejtes veserak
Phacochromocytoma

Pancreas szigetsejtes
daganat
Vese- és pancreascisztik

Paraganglioma/
Phaeochro-
mocytoma

Phacochromocytoma
Fej-nyak paraganglioma

SDHA, SDHAF2,
SDHB, SDHC,
SDHD, FH, MAX,
TMEM127

Neurofibromatosis
1-es tipusa

Neurofibromak

(bor és bél)
Café-au-lait foltok
Neurofibromak
Lisch-csomék

(iris neurofibroma)
Opticus glioma,
Kozponti idegrendszeri
daganatok
Phacochromocytoma

NFI

Tuberosus sclerosis

Angiomyolipoma
Hypopigmentilt maculdk
Vesecisztik

Hamartomak

Ritkdn
phacochromocytoma

T8C1, TSC2

Carney-komplex

Primer pigmentalt
nodularis
mellékvesekéreg-
hyperplasia,

Sziv- és bérmyxomak,
acromegalia

Eml6- és heredaganatok

PRKARIA

Li—Fraumeni-
szindroma

Mellékvesekéreg-
carcinoma, Eml6- és
heredaganatok,
csonttumorok, sarcoma,
agydaganat

TP53

Cowden/BRR-
szindroma

Fibrocystas emlSbetegség
Lipomatosis

Follicularis pajzsmirigy-
carcinoma

Endometrium carcinoma
Trichilemmoma

PTEN

BRR-szindréma:

Bannayan—Riley—Ruvalcaba-szindréma;

LKB1/

STK11: szerin, treonin-kindz 11-et kddolé gén; NFI: neurofibromato-
sis 1-es tipusdért felelés gén; PRKARIA: cAMP-figgs fehérjekinaz-1
a-alegységét szabilyoz6 gén; PTPNI1I: 11-es nem receptor tipust fe-
hérje-tirozin-foszfatizt kédol6 gén; SDH: szukcinit-dehidrogendz al-
egységeit kodold gének; TP53: p53 tumorszuppresszor gén; TSCI,
TSC2: hamartint ¢és tuberint kédolé gének; VHL: von Hippel-Lindau-
betegség
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Oroékletes endokrin tumorszindrémak

A MEN-1 szindréma & komponensei a mellékpajzsmi-
rigy-adenoma vagy -hyperplasia, hasnyalmirigy neuroen-
dokrin daganat és hypophysisdaganat. A betegséget a
MEN-1 tumorszuppresszor gén Orokletes muticiodi
okozzik. A betegségokozd génhibak lehetnek pontmu-
taciok, deletidk és inszercidk, amelyek a gén teljes szaka-
szan el6fordulhatnak. Specifikus genotipus-fenotipus
Osszefiiggés nem ismert.

A MEN-1 szindréma egyik & 6sszetevGje, a mellék-
pajzsmirigy-adenoma egyéb orokletes szindromakban is
el6fordulhat (MEN-2 szindroéma, familidris hypercalcae-
mids hypocalciuria [FHH |, familidris izolalt hyperpara-
thyreosis [FIHPT], mellékpajzsmirigy-adenoma-dllka-
pocstumor szindréma). Ezek a kérképek szintén
autoszomdlis dominans o6roklédésmenetet kovetnek.
Ezért mellékpajzsmirigy-adenoma esetén tobb gén vizs-
galata is indokolt lehet (MEN-2 szindréma gyandja ese-
tén RET, FHH és FHIP gyantja esetén CaSR és mellék-
pajzsmirigy-adenoma-dllkapocstumor szindréma gyandja
esetén HPRT2 gén vizsgalat) [4].

MEN-2 szindromiaban medullaris pajzsmirigyrak,
phaeochromocytoma és hyperparathyreosis fordul el6.
A Kklinikai megjelenés alapjan tobb klinikai altipus ismert.
Ezek koziil kiemelendd a rendkiviil salyos lefolyast mu-
tat6 MEN-2B szindrima, amelyben a fent ismertetett
tumorokhoz jellegzetes kiils§ jelek (marfanoid alkat,
ajak-, szaj- és szemhéjnyilkahartya-neuromak) tarsulnak.
A betegségért a RET protoonkogén aktivalé mutacidi a
felelGsek. Ebben a kérképben a RET protoonkogén-mu-
taciok igazolasinak nemcsak a diagnozis feldllitisaban,
hanem a betegség progndzisinak a megitélésében is fon-
tos szerepe van. Szoros genotipus-fenotipus Osszefliggé-
sek ismertek, amelyek meghatarozzak a mutaciot hordo-
zbkban a preventiv pajzsmirigy-eltavolitds id&pontjat.
Latszolag sporadikus medullaris pajzsmirigyrakos esetek
1-7%-4ban mutathaté ki RET-mutacié [4].

A MEN-2 szindréma kiilénosen fontos komponense a
phaeochromocytoma. A phaeochromocytoma hatteré-
ben napjainkig nem kevesebb, mint 15 gén csirasejtes
mutacibjat igazoltik (2. tdbldzat). Orokletes phaeochro-
mocytoma,/paraganglioma szindrémaban a szukcinat-
dehidrogendz enzim (SDH) alegységeit kédolé gének
(SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF2) mellett az
elmult néhiny évben azonositott gének (FH, KIFIB,
PHD2, MAX, TMEM127 és MDH?2) is szerepet jatsza-
nak. A klinikai gyakorlatban phaecochromocytoma, illet-
ve paraganglioma esetén a leggyakrabban a RET, VHL,
SDHB ¢és SDHD gének vizsgalatit végzik [1, 5,6, 7, 8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16], de indokolt esetben a
tobbi gén vizsgalata is sziikséges lehet. A diagnézis meg-
allapitdsat természetesen az egyes szindrémdk klinikai és
biokémiai jellegzetességei is segithetik. A génspecifikus
molekuldris genetikai vizsgalatok mellett foglalt allast az
Amerikai Endokrin Tdrsasag ¢s ajanlasaban fenotipusori-
entalt algoritmus alkalmazdsara tett javaslatot [2]. Az

2. tablazat Phaeochromocytomak és paragangliomdk hatterében 4ll6 6rok-
letes genetikai eltérésck és felfedezésiik ideje
Szindréma Gén Azonositisinak
ideje

Neurofibromatosis 1-es tipus NF1 1990

von Hippel-Lindau-szindroma VHL 1993

MEN-2 RET 1994

PGL1 SDHD 2000

PGL4 SDHB 2000

PGL3 SDHC 2001

Pheo-, neuroblastoma, KIFIB 2008
tiid6carcinoma

Paraganglioma, erythrocytosis  PHD2 2008

PGL2 SDHAF2 2010

Pheo-, paraganglioma TMEMI127 2010

Pheo-, paraganglioma SDHA 2011

Pheo-, paraganglioma MAX 2011
Pheoganglioma FH 2014
Pheoganglioma MDH?2 2015

ajanlas szerint MEN-2 és a VHL-szindréma kizarasat ko-
vetéen a szukcinit-dehidrogendz enzim alegységeit ko-
dolé SDHB, SDHC és SDHD gének csirasejtes mutacio-
inak vizsgalata javasolt. SDH génmuticidk a litszélag
sporadikus esetek 10-15%-dban is el6fordulhatnak. Az
SDHB, SDHC ¢és SDHD gének egyidejti vizsgilata cél-
szer(, de a fenotipus alapjan prioritds is megdllapithaté.
gy példaul fontos megfigyelés, hogy SDHC-muticiét
mind ez idaig csak fej/nyak paragangliomak esetében
igazoltak. Malignitds gyantja esetén elséként az SDHB
gén vizsgalata javasolt [2].

A kovetkez6kben a phacochromocytoma/paragangli-
oma szindrémdt okoz6 15 gén egyidejii vizsgdlatara al-
kalmas 4j generacids szekvenalasi eljarast mutatjuk be és
elemezziik ennek elényeit, illetve hatranyait.

Az 4j generacids szekvenalasi technologia
hattere

Az Gj generdcios szekvenalasi technikdk (next-generation
sequencing — NGS) kozos jellemzdje, hogy egy mérés so-
ran lehet8ség van tobb ezer (millié) kiillonb6z6 DNS-
minta pirhuzamos vizsgalatira, ami nagy ateresztGké-
pességet (high-throughput) jelent. Felhaszndldsi teriilete
rendkiviil szertedgazé, az alapkutatisoktdl egészen a ru-
tindiagnosztikdig terjed [17]. Az elvardsok azonban ko-
z0sek, és teljesitésiik csak tobb szakteriilet (laboratériu-
mi szakorvos, informatikus, biol6gus) egyiittes munkaja
esetén lehet sikeres.

Minta-elokészités és konyvtiarkészités

Az NGS-alaptt mérés kiindulasi anyaga itt sem mds, mint
a hagyomanyos molekularis biologiai médszerek esetén:
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j6 minGségl ¢és elegend6 mennyiségl nukleinsavra van
szitkség. A kiinduldsi DNS-nek épnek és toredezéstél
mentesnek kell lennie. Ez annak ellenére feltétel, hogy az
NGS-mérések kezdeti 1épésében végzends konyvtarké-
szités soran a DNS porlasztasat végzik annak érdekében,
hogy a platformfiiggs adapterszekvenciak bekotése (li-
galdsa) megtorténjen. Platformtdl fliggden a kovetkezd
1épés az adapterszekvencidkkal kiegészitett DNS-mole-
kuldk sokszorozasa. Ez torténhet PCR-rel vagy hibridi-
zacioval [17]. A Life Technologies/Thermo Fisher
(Carlsbad, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) platform
esetén a SOLID, PGM és Ion Proton rendszerek alkal-
mazasakor még egy koztes 1épésre, az tgynevezett nick
transzlaciora is sziikség van [18]. Mindezek miatt nem
keriilhetSk el teljes mértékben a célszekvenciakbél eredd
hibik (PCR-primerek eltérd affinitasa a kiilonboz6 szek-
vencidkhoz, magas GC-tartalom, hosszu repetitiv szek-
vencidk). Szintén problémidt jelenthetnek a genom
képiaszam-viltozasokat mutatd régidi, valamint a célgé-
nekkel nagyfoka homolégiit mutatd pszeudogének je-
lenléte. Ezek biztos vizsgilata tgynevezett dthidald
PCR-termékek szekvendalasival lehetséges.

Amplikonszekvendlas esetén a konyvtarkészités soran a
célszekvencidkra specifikus primereket és probdkat ter-
veznek. A konyvtir nagysigit a szekvendlishoz rendel-
kezésre dll6 eszkdz hatirozza meg. Jelenleg a génpane-
lek atlagosan 8-160 génig terjednek, attdl fiiggden,
hogy melyik gyart6 késziilékén torténik a mérés. A lefe-
dettség, igy a célgénszakaszokrdl szarmazoé informacid
nagy, akar tobbezres lefedettség is elérhetd, f6leg kisebb
panelek esetében. Ugyanakkor a PCR soran felmeriil a
duplikicié lehetGsége, amikor a PCR-rel létrehozott
duplikitumok nem kiilonithetSk el az eredeti célszek-
vencia amplifikaldsatél [17]. Hatranyt jelent az is, hogy
azokrdl a génekrdl kapunk csak informaciét, amelyek a
paneliinkben szerepelnek. Ezért példaul olyan betegsé-
gek esetében, amelyeknél Gj gének szerepe meriil fel, Gj
panelek tervezése sziikséges.

NGS-en alapulo szekvenilis alapelves
és gyakoriati jellemzoi

Jelen 6sszefoglal6 terjedelmi korlatai nem teszik lehet6-
vé, hogy részletesen ismertessiik az Gsszes forgalomban
levd, NGS-t alkalmazo technolégiit, ezért csak a klinikai
diagnosztikiban mar kiprébilt médszereket mutatjuk be.

Illumina szekvenalas

A konyvtarkészités alapja a kiinduldsi DNS darabolasa/
fragmentaldsa, amihez egy timinel talnyalé véggel ren-
delkez6 adapter DNS-t ligdlnak. A ligalt DNS-t egysza-
lasitjak a mintat egy szekvendld celldba (flow cell) viszik
fel. A mérés és a gyartd késziilékeinek kapacitisat az is
meghatarozza, hogy hany ilyen cellat tartalmaznak. A
fEbb késziilékek koziil a miSeq egyet, a HiSeq2500 és a
2014-t6! elérhet6 NextSeq500 és a HiSeq X Ten kett6t
tartalmaznak. Ez ut6bbi késziilék a legnagyobb kapacita-
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sq, elsGdleges felhaszndlasi tertilete a populicids szinti
genomikai vizsgalatok végzése és mind kozepes (40 Gb
kimend adat) mind nagy teljesitmény (120 Gb kimend
adat) elérésére képes. Ennek a késziiléknek a nem titkolt
célja az, hogy egy humin genom szekvenilisa 1000
USD ala keriiljon. Az Illumina késziilékek miikodési
alapja az adapterrel komplementer primerek, és ezek fel-
hasznaldsa az tgynevezett hid-amplifikici6 (&ridge amp-
lification) sordn. Maga a szckvendlds szintézissel torté-
nik, a templathoz egy primert ligdlnak, majd a reakciéhoz
egyszerre adjak hozzi a 4 kiilonb6z§ fluoreszcens jelolt
nukleotidokat. A szekvenalds sordn beépiilt nukleotidok
jelét CCD kameraval vagy LED alapon detektaljak [19,
20].

Life Technologies/Thermo Fisher PGM ¢és Ion Pro-
ton szekvenalas

A moédszer félvezets technoldgiit haszndl és a beépiils
nukleotidok sordn felszabadulé protonokat detektalja
[18]. A szekvendlandé templatokat gyongyokon készitik
el emulziés PCR segitségével. Ebben a viz-olaj keverék-
ben a szekvenaldshoz sziikséges Gsszes reagens jelen van.
A templatként szolgilé gyongyoket a protont érzékels
lyukakba toltik, majd a szekvenalasi reakcié soran a be-
épiil6 nukleotidokkal ardnyos mennyiségti protonfelsza-
badulis jon létre, amit a beépitett ph-szenzor detektdl
[19]. Az Illumina és Ion Torrent jelfeldolgozasiban a
hibdk arinya hasonld, koriilbeliil 0,1%, bar 3,5%-ot is el-
érhet azoknal a templdtokndl, ahol homopolimerek for-
dulnak el6. Ezek tipikusan a sok adenint tartalmazoé
szekvenciak [21].

Roche 454 szekvenalas
Kifejezetten a klinikai genetikai diagnosztikai alkalmazast
tartotta szem el6tt a Roche, amikor bevezette a piroszek-
eljarasokhoz képest abban is elérelépést jelentett, hogy a
GS Junior elnevezésii késziilék kisebb 1éptékd, egyedileg
tervezett génlistak szekvenalasat is lehet&vé tette. Hason-
l6an az Illumindhoz, a szekvenalds szintézissel torténik
egy specidlis, mikrotiter platen, amelyben a lyukitmérd
olyan, hogy abba egyszerre csak egy gyongy fér be. Eze-
ken a gyongyokon mennek végbe a szekvenalasi reakei-
ok, amelyek soran a polimeraz meghosszabbitja a DNS-
szalat a platekhez ciklikusan hozzaadott fluoreszcens jelet
kibocsaté nukleotidokkal. A beépités sorin fotonemisz-
szi6 jon létre, amit CCD-kameraval detektilnak [22].
Erdekességként jegyezziik meg, hogy klinikai alkalma-
zas soran az els6 genetikai diagnézishoz, amit teljes hu-
man exom szckvenaldsaval allitottak fel, hibrid modszert
(a konyvtarkészitéshez a Nimblegen/Roche reagenst,
mig a szekvendliashoz Illumina késziiléket) hasznaltak
[23]. Ez el6revetitette azt a lehetSséget, hogy bar min-
den gyart6 igyekszik sajat termékpalettdjat kialakitani, a
konyvtarkészitéshez vagy a célzott szekvenaliashoz sziik-
séges primerek tervezése sorin egyéni megoldisok és
ezek 6tvozése is elképzelhetd.
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Adatok értékelése, bioinformatika

Sikeres szekvenalast kovetGen az adatok elemzése jelenti
a val6di kihivést, hiszen a médszertdl fiiggden akar 100
Gb méretii adatallomany kezelése és értelmezése sziiksé-
ges. Természetesen minden gyarténak van sajat adatéreé-
kel6 programcsomagja, és a teriilet dinamikus fejlédése
révén szamos ingyenesen elérhet$ algoritmus is rendel-
kezésre all. Ahhoz, hogy a napi klinikai genetikai diag-
nosztikaban elterjedjen az NGS-alapti metodikak hasz-
ndlata, a bioinformatikai munkafolyamatok klinikai
validalasa is sziikséges. Ezt fogalmazta meg az Eurdpai
Humangenetikai Tdrsasdg ajanldsa is, ami kimondja,
hogy a bioinformatikai elemzés eredményének értékelé-
se a klinikai genetikus, humdingenetikus, laboratériumi
szakember és az adott betegségben jartas klinikus orvos
kozos feladata [24].

A feldolgozas sordn els6 1épés az adatok mindségének
elemzése, majd a konyvtarkészités soran hasznélt adap-
terszekvencidk levagasa. Ezt koveti a megmaradt szek-
vencidk referenciagenomra torténd illesztése. Célzott
szekvenalas soran a referenciagenombdl a célgének koor-
dindtdit veszik alapul, mig exom vagy teljes genom szek-
vendlasakor a teljes genomot. Az illesztéshez komoly
szamitastechnikai hattér sziikséges (adatok tarolasa, az
illesztések soran dtmeneti tarolds és szamitokapacitas).

A szekvenciak illesztését kovetGen minden egyes ba-
zishoz megkapjuk azt, hogy valdjiban hiny olvasatban
(readben) van jelen az adott mérésben, ezt hivjuk lefe-
dettségnek (covarage). Az irodalomban még nem alakult
ki konszenzus annak eldéntésére, hogy mekkora az a mi-
nimalis lefedettség, ami sziikséges egy szekvenalasi ered-
mény clfogadisihoz. Csirasejtes DNS szekvenildsakor
altalaban minimum 10-15 readet tekintenek elfogadha-
ténak. Heterozigdta muticiok /varidnsok esetében felté-
tel az is, hogy a két allél kozotti readmegoszlis az idedlis
50-50%-t6l csak akkor fogadhato el, ha a kevésbé lefe-
dett allél esetén is minimum 20%-os el6fordulas volt ki-
mutathat6 [18].

A szekvendldsi readek illesztése utdn a kovetkezd feladat
azoknak az eltéréseknek a meghatirozasa, amelyeknek po-
tencidlis szerepe lehet a betegség kialakulasaban. Szamos
integrilt algoritmussal, mint példdul a Genome Analyser
Tool Kittel (GATK) direkt kapcsolat 1étesitheté azokhoz
az adatbazisokhoz, amelyekbd] a referenciagenomok allél-
megoszlasi adatait elérhetjiik, illetve in silico funkciéelem-
zéseket is végezhetiink [25]. A bioinformatikusok szerepe
ezekben a lépésekben clengedhetetlen. Mindezek utin
egy olyan adatbdzist kapunk, amely tartalmazza az Gsszes
beazonositott varidnst és a hozzdjuk tartozé adatokat.
Ezeket variant calling fajloknak (vcf) hivjuk.

A Kklinikai genetikus munkdja igazabdl itt kezd6dik. Az
azonositott eltérések klinikai interpreticidjiban figye-
lembe kell venni az adott eltérés allélgyakorisagat, funk-
ciondlis kovetkezményét, valamint a kiilonb6z6 mutaci-
0s adatbdzisokban (dbSNP, clinVar, HMGD, OMIM)
tarolt informaciokat. Ismert gének esetében ez egyszerd

szlrésekkel viszonylag konnyen kivitelezhets. A kovet-
kez&kben phaeochromocytoma/paraganglioma szind-
romdkban az NGS-alapa vizsgilatokkal nyert eredmé-
nyeket foglaljuk ossze.

A phaeochromocytoma/paraganglioma
szindromak klinikai genetikai
diagnosztikaja NGS-modszerekkel

Amplikonszekvenilis

Mind ez iddig hirom tanulmanyban vizsgaltik a phaeo-
chromocytoma/paraganglioma szindromak hatterében
all6 géneket génpaneclekkel. Rattenberry és mtsai amp-
likonszekvenaldst végeztek GS Junior késziilékkel. Osz-
szesen 9 gén egyidejl vizsgalatira terveztek amplifikd-
ciot [26]. Welander és mtsai 14 gén vizsgalatat végezték
el Illumina MiSeq platformon [27]. Ezek a tanulmanyok
els@sorban az NGS metodikai alkalmazhatésagat kivan-
tak igazolni. A GS Juniorral végzett analizis a 77 ismert
variansbél minddsszesen egyet nem talilt meg, a méd-
szer szenzitivitasa 98,7% volt. A masodik tanulmany {6
eredménye az volt, hogy a bioinformatikai elemzés és az
alkalmazott szlirések alapjin a szenzitivitds 82,9-100%
kozott valtozott. A specificitds mindkét modszer eseté-
ben elmaradt a jelenlegi rutin laboratériumi diagnoszti-
kaban hasznilt mérémodszerekétsl. A GS Junior-mérés
soran a 164 beazonositott eltérés koziil 46 alpozitiv volt,
ami els6sorban a homopolimer hibdjira volt visszavezet-
het6. A szerz6k ugyanakkor hangsulyoztik, hogy az
elemzésben alkalmazott sztirésekkel ezek szama jelent6-
sen csokkenthetd [26]. A MiSeq késziilékkel a modszer
specificitisa >99% volt, egyértelmiien jelezve a modszer
alkalmazhatosigit [27].

Ezeknek az eredményeknek a megerSsitésére Crona és
mitsai ebben az évben publikilt tanulmanyukban a bioin-
formatikai algoritmusokat elemezték [28]. A MiSeq ké-
szlilékhez fejlesztett MiSeq Reporter beazonositotta az
Osszes eltérést, de mintinként mintegy 100 alpozitiv el-
térés is el6fordult. A CLC Genomics workbench elneve-
zésl programcsomag 8-11 dlnegativ eredményt kozolt
(szenzitivitas: 76,9-85,1%). A szerz6k dltal kifejlesztett
sajat algoritmus teljesit6képessége a két modszer kozott
helyezkedett el [28]. Mindezek az eredmények évatos-
sdgra intenek; az NGS-alaptt mérésck eredményeinek a
klinikai dontéshozatalba torténd integralasa el6tt érde-
mes tobb bioinformatikai elemzést elvégezni, illetve ha-
gyomdnyos molekuldris biolégiai modszerekkel kell az
eredményeket megerdsiteni.

Exomszekvenilas evedményei
phaeochromocytoma/parvaganglioma
szindromas betegekben

Az exomszekvenilds jelentGségét phacochromocytoma/
paraganglioma szindrémas betegek genetikai vizsgalata-
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ban jol mutatja, hogy mind a MAX, mind az MDH?2
géneket ezzel a modszerrel fedezték fel. Ezek az eredmé-
nyek kutatasi projektek révén sziilettek, ahol olyan bete-
geket vizsgiltak, akik az addig ismert génekben nem
hordoztak eltéréseket. Az exomszekvendlds sordn olyan
génhibakat kerestek, amelyek a betegekben heterozigoéta
forméban voltak jelen, nem szerepeltek korabbi geneti-
kai adatbdzisokban és szegregalddtak a betegséggel. A
daganatszovetek genetikai vizsgdlata alitimasztotta az
autoszomadlis dominds 6roklésmenetet, és megallapitot-
tak, hogy mind a MAX, mind az MDH?2 klasszikus tu-
morszuppresszor gének [ 14, 16].

A fenti eredmények azonban nem feltétleniil jelentik
azt, hogy 0j gének kimutatisira az exomszekvenalas len-
ne a valasztando genetikai vizsgdlomodszer. Amint a cél-
zott amplikonszekvendlasok esetében emlitettiik, a mod-
szer szenzitivitdsa és specificitdsa nem éri el a 100%-ot.
Jelenleg az exomszekvendlas a klinikai genetikai diag-
nosztikaban mint szirémodszer terjedt el. A vizsgilatok
soran elsésorban azokat a géneket elemzik, amelyek pa-
togenetikai szerepe mér bizonyitott (ilyenek a j6l ismert
onkogének, illetve a phacochromocytoma/paraganglio-
ma szindromdkkal osszetiiggs gének). A modszerrel ter-
mészetesen egyéb monogénes korképek esetében is
konnyen sztirhet6ek és elemezhetSk az adott génrdl
szarmaz6 adatok. Mindezzel egyiitt jelenleg nem ismert
olyan komplex vizsgilat, amely egyértelmten vizsgilta
volna az exomszekvenalas teljesitOképességét a rutindi-
agnosztika soran. Az eredményeket befolyasolja a konyv-
tarkészités modja és a bioinformatikai adatfeldolgozas.
Az ismert gének lekérdezése utan dtlagosan tobb sziz
vagy akdr ezer olyan varians is maradhat, amelyek poten-
cidlisan patogének (fehérjeszerkezetet kritikusan érint6
mutaciok) lehetnek. A valoban betegséget okozo eltéré-
sek tényleges patogenetikai szerepe csak genetikai asszo-
cidcios vizsgalatokkal bizonyithaté.

Tovabbi kritikus elem a korabban is emlitett kopia-
szam-valtozast mutatd régiok és a pszeudogének kérdé-
se. Sajat tapasztalatunk alapjan példaul a CYP21A2 gén
(a 21-hidroxilaz-defektus kialakulasaért felelGs gén) ese-
tében tobb mint 20 minta két kiilonb6z§ platformon
végzett exomszekvendldsa nem taldlt egyetlen eltérést
sem, holott Sanger-szekvendlassal szamos gyakori poli-
morfizmus volt kimutathatd. Jelenleg a legtobb klinikai
genetikai intézet az exomszekvendldst komplex el6vizs-
galatként hasznalja és testreszabott algoritmusokkal az
adott betegséggel Osszefiiggésbe hozott géneket elemzi
[24, 29].

Etikai kérdések

A technoldgiai kérdések mellett fontos kitérniink a vizs-
galat soran felmeriild etikai kérdésekre is. Jelenleg a vizs-
gilatba torténd beleegyezd nyilatkozatban a vizsgalt
egyén genetikai tandcsadast kovetSen nyilatkozik arrél,
hogy milyen vizsgalatba egyezett bele és milyen felvila-
gositasra tart igényt. A jelenlegi ajanlas szerint a diag-
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nosztikai célbdl végzett vizsgilatok esetén az eredmé-
nyek koziil a betegségével Osszefiiggd géneltérésekrdl
kaphat tajékoztatast egy Gjabb genetikai tanacsadas so-
ran. Az NGS-alapt technolégidk sziikségessé teszik 1j
tipust beleegyezd nyilatkozat hasznalatat. Ebben ki kell
térni a vizsgilat modjara, az adatok elemzésére, taroldsi-
ra, a kozolhetd eredményekre és az incidentilis eltérések
kezelésére. Az incidentalisan felfedezett eltéréseknek je-
lenleg masodlagos szerepe van, altaliban nem keriilnek
az eredményt k6zl6 dokumentumba. A kérdés rendkivii-
li fontossigara hivja fel a figyelmet Vrijenhock és mitsai
2015-ben publikdlt tanulmdnya [29]. Hypertrophias
cardiomyopathia genetikai hatterének vizsgalata sordn 8
genetikai kozpont NGS-alapt vizsgalati stratégiajat ha-
sonlitottak ©ssze. Els6dleges céljuk nem a moédszerek
technikai 6sszehasonlitdsa volt, hanem a kiadott geneti-
kai vizsgalati eredmények kozotti egyezGség/kiillonbo-
zGség teltirasa. A 8 kozpont eltért a vizsgalomobdszerek-
ben, mind a technolégiai, mind az adatértékelésben. A 8
kozpontbdl kettGben nem igazoltak a betegség kialaku-
lasaért felelSs eltérést, helyette az egyik kozpontban a
Fabry-kér diagnézisat allapitottik meg, mig a masik
kozpont negativ eredményt adott ki. Az a kozpont,
amely negativ eredményt kapott, hagyomanyos Sanger-
szekvenalassal igazolta a patogénhibat, megerdsitve azt a
stratégiat, hogy a klinikai diagnosztikiban a Sanger-szek-
vendlassal is megerdsitett eredmény elfogadhat6. A ta-
nulmdny Osszehasonlitotta a beleegyez8 nyilatkozatok
tartalmit is; a 8 kozil 3 kozpontban a hasznalt nyilatko-
zat nem tartalmazta a vizsgdlat céljt (kutatdsi vagy diag-
nosztikai cél), illetve, hogy hogyan kezeljék a masodla-
gos eredményeket (szorosan a betegséggel nem
Osszefiiggd gének eltéréseit). A szerz8k, 6sszhangban az
Eurdépai Humaingenetikai Tarsasdg ajanldsaval, multi-
diszciplindris team Osszehivasit javasoljik, amelyben Kkli-
nikai genetikus, laboratériumi szakember, klinikus és
bioinformatikus egytittesen alakitja ki a vizsgalati straté-
giat, a beleegyezd nyilatkozat tartalmat és azokat a mi-
nGségi standardokat, amelyek sziikségesek az NGS tech-
nikai kivitelezéséhez, tovabbd a validalds mikéntjét és az
eredménykozlés tartalmat.

Kovetkeztetések

Az NGS-alapa vizsgdlomddszerek rohamosan fejlédnek
és a klinikai genetikai diagnosztikiban is terjednek. A
technolégiai fejlesztések révén a vizsgilatok dra kedvezd,
ami rendkivil csabitd. Szdmos kereskedelmi szolgaltatd
kindl elsé halldsra kedvezd drt vizsgalatokat, amelyek fel-
hasznalasa a klinikai dontéshozatalban csak az eredmé-
nyek validalasit kovetéen fogadhatd el. Feladatunk a
tijékoztatds, a figyelem felhivisa, hogy a klinikai diag-
nosztikiban csak az olyan médszer megengedett, amely
technikailag validalt és teljesit6képessége bizonyitott.
Iranymutaténak kell tekinteni az orvosszakmai tarsasa-
gok 6vatossigra int6 szakmai ajanlésait.
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Anyagi tamogatds: A kozlemény elkészitése a Bionikai
Innoviciés Koézpont kutatisi timogatisival valdsult
meg.

Szerzdi munkamegosztds: P. A.: Témavalasztds, adatok
elemzése, kézirat megirasa. L. I., B. H., B. K.: Adatok
gy(jtése, elemzése, Osszehasonlitisok elkészitése, kézirat
véleményezése, javitisa. R. K.: A kézirat kritikai észrevé-
telezése, javitasa. A cikk végleges valtozatit valamennyi
szerz§ elolvasta és jévahagyta.

Erdekeltségek: A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik.
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