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Absztrakt

Az orokletes endokrinologiai tumorszindromak vagy multiplex endokrin neoplaziak (MEN)
kozos jellegzetességei a kiilonbozd endokrin szervek daganatainak tarsuldsa egy betegben vagy
egy csaladon beliil. A MEN szindrémaknak tobb altipusat kiillonboztethetjiikk meg, amelyek
koziil az 1-es és 2-es tipus a leggyakoribb. Ordklddésiik az autoszomalis dominans jelleget
kovetik, az érintett csalddokban 50%-o0s az atorokités valoszintisége. A MEN szindromak
mellett, a sporadikus megjelenésti endokrin daganatok genetikai hatterében is igazolhatdak a
MEN szindromakért felelds gének eltérései és a kés6bb MEN szindromasnak bizonyul6 esetek
zOome is sporadikus formaként keriil felismerésre.

A molekuléris genetikai diagnosztika elsddleges szerepe ezekben a szindroémékban a
betegségért felelds eltérés kimutatdsa, majd genetikai tandcsadast kovetden, az érintett
csalddokban genetikai sziir6vizsgalatok végzése. A vizsgalat utan a tiinetmentes, de a mutacioit
hordoz6 egyének folyamatos klinikai nyomonkdvetésével a daganatok morbiditdsdnak
megeldzése, csokkenése érhetd el.

Az utdbbi évek technologiai fejlodésével atalakult az orokletes korképek molekularis genetikai
diagnosztikdja is. Az Uj-generacios szekvenalasnak (NGS) a klinikai munkaban torténd
elterjedésével az endokrin daganatszindromékban is bdviilt a vizsgalando gének szdma.

Jelen 6sszefoglaloban attekintjlik az ordkletes endokrin tumoszindromék genetikai hatterét, és

bemutatjuk a jelenleg is alkalmazott molekuléris bioldgiai vizsgadlomodszereket.



Abstract

The common features of hereditary endocrine tumour syndromes or multiple endocrine
neoplasias (MEN) are the association of variuos tumours of different endocrine organs in one
patient or within the same family. Different types can be distinguished, of whom the type 1 and
type 2 are the most common. The mode of inheritance is autosomal dominant, meaning that
there is 50% chance to inherit the pathogenic alteration. The pathogenic variants of genes
responsible for MEN syndromes have also been identified in sporadic endocrine tumours and
many cases initially referred as sporadic have been later categorized as familiar based on genetic
analysis.

The main role of the molecular genetic analysis in these syndromes is to identify the pathogenic
variant then, after appropriate genetic counseling to perform the genetic screening of first
degree relatives. Following molecular genetic analysis state-of-the-art clinical follow-up of the
clinically healthy mutation carriers may decrease or even prevent the morbidity and mortality.
Due to the technological developments in the recent years the molecular genetic analysis of
hereditary tumour syndromes has also been changed. Using next generation based sequencing
methods in routine clinical diagnostics the number of pathogenic genes in endocrine tumours
also increased.

This recent review focuses on the genetic background of hereditary endocrine tumour
syndromes and the recently used molecular biological methods will also be presented.



Roviditések

AIP = aryl kolcsonhato fehérje, CaSR = calcium érzékeld receptor, CDKNI1B = ciklin fliggd
kinaz inhibitor 1B, EPAS1 = endothelidlis PAS domain fehérje 1, FH = fumarat hidrataz, FHH
= familidris hypocalciurias hypercalcaemia, FIPA = familiaris izolalt hipofizis adenoma, FMTC
= familiaris medullaris pajzsmirigy carcinoma, GCM2 = glia sejt hianyz6 homolég 2, GOT2 =
glutamin-oxaloacetat transzamindz, KIF1B = kinezin csalad 1B tagja, MAX = MYC-hez
kapcsolddo faktor X, MDH2 = malét dehidrogendz 2, MEN = multiplex endokrin neoplazia,
MLPA = multiplex ligacids proba amplifikacio, MTC = medullaris pajzsmirigyrak, NF1 =
neurofibromatézis 1-es tipusa, NGS = 0j-generacios szekvenalds, PCR = polimeraz lancreakcio,
PGL = paraganglioma, Phaeo = Phacochromocytoma, PHD2 = propil hidroxilaz domain-t
tartalmazé fehérje 2, PTH = parathoromon, PTEN = foszfatiz és tenzin homolég, RET =
transzfekcid soran ujraszervezddo fehérje, SDH = szukcinat dehidrogendz, SDHA = szukcinat
dehidrogenaz A alegység, SDHAF2 = szukcinat dehidrogenaz AF2 alegység, SDHB =
szukcinat dehidrogenaz B alegység, SDHC = szukcinat dehidrogenaz C alegység, SDHD =
szukcinat dehidrogenaz D alegység, TGFB = tumor ndvekedési faktor béta, TMEM127 =
transzmembran protein 127, VHL = von Hippel Lindau

Bevezetés

A molekuldris genetikai vizsgdlomddszerek fejlodése, ezek elérhetdsége és a klinikai genetikai
diagnosztikdban torténd térhoditasa atalakitotta az orokletes endokrinologiai szindromak
molekularis genetikai diagnosztikdjat is. Az Uj-generacidos szekvenalason alapuld
vizsgalomodszerek térhoditasa a diagnosztikdban tobb olyan uj kihivast is jelentett és jelent
napjainkban is, amelyek megolddsa multidiszciplindris megkdzelitést tesz sziikségessé. A
szakorvosok mellett molekularis biologusok, bioinformatikusok és laboratoriumi szakemberek
egylittes munk4jara van sziikség a megfeleld ellatas biztositdsdhoz. A vizsgalatok indikacioja,
a klinikai diagnézis felallitaisa mellett, a vizsgalatok soran keletkezett adatmennyiség
feldolgozasa és interpretalasa is kihivasokkal teli [1]. A humangenetikai tarsasagok szakmai
ajanlasai is kiemelik, hogy minden olyan egyénben, akiben nagyobb mint 10% az esélye az
orokletes daganatok kialakulasara javasolt genetikai vizsgalat [2]. Ez a hormonrendszert érint6
tumorokra is igaz, hiszen a legtobb, még a sporadikus megjelenést mutatd esetek kozott is
magas a csirasejtes géneltérések eléfordulasa [3]. Természetesen a megndvekedett igény és a
modszerek elérhetdsége is hozzajarult a vizsgalatok elterjedéséhez.

A molekuléris genetikai diagnosztikai munka atalakult; a kordbbi egy eltérés-egy gén
koncepciordl napjainkra géncsoportok vagy teljes genomot célzd vizsgalatokat végeznek.
Természetesen a modszertani fejlodés maga utan vonja az egyéb teriiletek fejlodését is. Kezdve

a genetikai tandcsadastol és a specialis beteg beleegyezd nyilatkozatok kialakitasatol, az



elvégzett mérések adatainak tarolasan, felhasznéalasan at a vizsgalati lelet kiadasaig, minden
folyamatnak szabalyozottnak, ellendrzottnek kell lennie [2].

Az orokletes endokrinoldgiai tumorszindromak vagy a multiplex endokrin neoplazia (MEN)
szindromak soran természetesen a hagyomdnyos €s 0j-generacids szekvenalasi modszerek
egymast kiegészitve keriilnek alkalmazasra. Jelen tanulményban a szerzok bemutatjak, hogyan
torténik a kiilonbozé metodikak oOtvozése, amelyek sziikségesek ahhoz, hogy a klinikai
igényeknek megfeleld vizsgdlati eredmények keriiljenek meghatdrozasra a hormonrendszert

érinté daganatok molekularis genetikai diagnosztikéajaban.



MEN szindromak genetikai vizsgalata hagyomanyos molekularis genetikai
modszerekkel

MENI szindroma

A MENI szindroma (Wermer-kér) (OMIM 131100) harom f6 manifesztacidja a primer,
altalaban tobbszords mellékpajzsmirigy adenoma, az enteropankreatikus neuroendokrin
daganat ¢és a hipofizis adenoma [4]. A MEN1 szindroma klinikai diagnézisa kimondhat6, ha a
3 {6 komponens koziil legaldbb 2 jelen van egy betegben. MENI szindromas csaladnak
tekintjiik azt a csaladot, amelyben legalabb egy MEN1 szindromas csaladtagon kiviil legalabb
egy elséfoku vérrokon csaladtagban a 3 f6 MEN 1 komponens koziil legalabb 1 eléfordul.
Fontos megfigyelés, hogy a mutaciok egy része de novo alakul ki, ezért negativ csaladi
anamnézis nem zarja ki MEN1 szindroma lehetdségét [5]. MENI szindroma gyantija akkor
megalapozott, ha barmely f6 daganattipus fiatal korban (<35év) vagy multiplex formaban
fordul el6 [5]. Klinikai MENT1 diagnézis esetén 80-90%-aban lehet a molekularis genetikai
vizsgalattal igazolni a csirasejtes betegségokozdé MEN1 génmutaciot.

A genetikai vizsgalat legfontosabb eredménye a MEN1 szindromdas csalddokban a klinikai
tiineteket még nem mutatd, de betegséget okoz6 mutacidt hordozo csalddtagok beazonositasa.
A negativ genetikai eredmény mentesiti a csaladtagokat a tovabbi felesleges Klinikali,
laboratériumi €s képalkotod vizsgalatoktol. A betegség-okozd géneltérések a menint kddolod
MEN1 gén teljes szakaszan kimutathatoak. Nincs mutécios hot spot, és majdnem minden MEN1
szindrémas csaladnak egyedi mutacioja van [4, 5]. A mutaciok tipusa alapjan a fehérje teljes
hidnyat eredményez6 Stop kodont vagy kereteltolodast okozo mutaciok gyakoriak MEN1-ben.
Ezek patogenitdsa nem kérddjelezhetdé meg. Az aminosavcserét eredményezd, misszensz
mutaciok esetében a patogenitas bizonyitasahoz a pontos genotipus-fenotipus 0sszefiiggések
mellett a mutacido szegregacidja az elvaltozassal és az adott génvarians el6fordulasi
gyakorisaganak ismerete sziikségesek ahhoz, hogy a patogenitast egyértelmilien bizonyithatod
legyen.

A molekularis genetikai vizsgélat alapja a hagyoméanyos Sanger alapi DNS szekvenalas,
amellyel a MEN1 gén teljes kodolo szakaszait polimerdaz lancreakcioval (PCR) torténd
amplifikacigja utan végeznek el. A Sanger szekvenalas mellett ugyanakkor sziikséges a MEN1
gén vizsgalatat elvégezni olyan modszerrel is, amivel a gén nagyobb szakaszainak heterozigéta
delécioit is ki lehet mutatni [6]. [lyen modszer a multiplex ligacios proba amplifikacio (MLPA).
Az 6sszes MENI szindromat okozo betegséget eredményezd génvariansok koziil 1-2 % az,

amelyek igazolasahoz sziikséges az MLPA modszer.



Laboratoriumunkban a 2000-es évek elejétol érhetd el a MEN1 gén vizsgalata, eddig kozel 300
esetben kertiilt sor a MEN1 gén vizsgalatara olyan betegekben, akikben a klinikai megjelenés
alapjan felmeriilt MEN1 szindroma lehet6sége. Ezek koziil 26 index beteg esetében igazoltuk
a betegségért felelos MEN1 mutéaciot. A mutacidkra jellemzd, hogy minden csalad egyedi
mutaciot hordozott, nem igazolddott alapitdé mutacid a hazai beteganyagban. A mutaciok
tobbsége Stop kodont vagy kereteltolodast eredményez6 rovid delécid vagy inszercio volt [7].
A genotipus-fenotipus Osszefiiggések sordn a betegekben mindhdrom f6 manifesztacio kb.
egyenld aranyban fordult el6, igy a gasztroenteropankreatikus neuronendokrin daganatok és a
hipofizis adenomak sem voltak ritkdbbak a primér hiperparatire6zist okozd mellékpajzsmirigy

adenomaknal.

MEN?2 szindréoma

A multiplex endokrin neoplazia 2-es tipusaban (MEN2) a leggyakoribb daganat a medullaris
pajzsmirigyrak (MTC), ami a mutaciot hordozo betegekben a 40 éves életkor eléréséig csaknem
minden esetben kialakul. Phacochromocytoma (Phaeco) a MEN2 esetek kb. felében, mig
mellékpajzsmirigy adendma a betegek 10-20%-4ban fordul eld. A klinikai tiinetek alapjan
harom altipust kiilonithet6é el; MEN2A-ban mindharom elvaltozas megjelenik, a MEN2B-ben
a mellékpajzsmirigyek nem érintettek, de az MTC ¢és a Phaeo mellett jellegzetes testalkat,
marfanoid habitus, csontrendszeri rendellenességek, nyalkahartya neuromék, cornea idegek
megvastagodasa ¢és pubertas tarda figyelheté meg. A MTC 6nalléan megjelend formajat, az un.
familiaris medulléris pajzsmirigy carcinoma (FMTC) jelenti, ebben az alcsoportban semmilyen
mas MEN2-re jellemz6 elvaltozas nem mutathato ki [8].

A MEN2 szindréma i1s autoszomalis dominans moédon oOroklodik, kialakulasaért a RET
protoonkogén csirasejtes mutacioi feleldsek. A gén a 10ql11.2 16kuszon talalhato, 55 kb
nagysagu és 22 exonbol all. A RET fehérje egy receptor tirozin kinaz TGFf szupercsaladba
tartozo transzmembran fehérje, az extracellularis rész tartalmazza a cadherin-k6té doméneket,
melynek a jel-atvitelben van jelent6sége, valamint az in. ciszteinben gazdag régiot, melynek a
receptor dimerizacidban van szerepe [8].

A RET gént érinté mutaciokat két nagy csoportba sorolhatjuk; az elsd csoportba tartozok a RET
inaktivalodasat okozzak és a Hirschprung betegség patogenezisében jatszanak szerepet, mig a
masodik csoportba tartozok a RET ligand nélkiili aktivalodasat valtjak ki. Utobbi csoportba
sorolt un. aktivald mutaciok jatszanak szerepet a MEN2 tumorok patogenézisében. Ezek a
mutaciok az extracellularis ciszteinben gazdag régié mutacioi a RET receptor aktivaciojat

okozzak. Szemben a MEN1 mutacidkkal a RET génben itt van mutacios hot spot. A 634-es
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kodon mutaciok a RET ligand nélkiili homodimerizaciojat és kovetkezményes tirozinkinaz
aktivalodasat eredményezik [8].

Az 6sszes MEN2 szindromas beteg 90-95 %-aban mutathaté ki RET mutacié Szoros genotipus-
fenotipus 0sszefliggések ismertek, amelyek alapjan az MTC prevencidjaban elsddleges szerepli
preventiv pajzsmirigyeltavolitas idépontja is mutacio-specifikusan ajanlott [9].

Klinikdnkon a RET protoonkogén molekuldris genetikai vizsgalatat 1997-ban kertilt
bevezetésre [10]. Jelenleg mintegy 100 mutacio hordoz6 all gondozas alatt [11, 12].

A RET gén vizsgalata hasonloan a MEN1 szindrémahoz hagyomanyos modszerekkel torténik,
els6sorban a 8-16-0s exonok elemzésével, de a klinikai képtdl fiiggben a 10-16-0s exonok
vizsgalata minden klinikailag igazolt MTC esetében indokolt [9]. Az 1j-generacios
szekvenalast hasznald laboratoriumokban is elérhetd a RET gén vizsgalata, majdnem minden
gyartd onkoldgiai paneljében jelen van a gén. A csirasejtes mutacio vizsgalata mellett a RET
sporadikus MTC-ben is. Amennyiben a tumorszovetben kimutathatdé RET mutacio, célzott,
specifikusan RET tirozinkinazgatlo kezelés is javasolhat6 lehet. Jelenleg a vandetinid-el és a
cabozantinid-el kapcsolatos klinikai vizsgalatok folyamatban vannak [9].

A pajzsmirigy nem-medullaris rakjai eseteiben ritkak az 6rokletes genetikai hibak eléfordulasa.
Follikularis pajzsmirigyrak részjelensége lehet a Cowden, és a Bannayan—Riley—Ruvalcaba
szindroménak. Ezek a korképek csirasejtes PTEN mutdcidkhoz tarsulnak. A pajzsmirigyrak
mellett egyéb daganatok (emldrak, trichilemmoma, lipomatdzis, endometriumrak) és specifikus
fenotipus jegyek (hemihipertrofia, pettyezett glans penis) fordul eld. A diagnézist a PTEN gén

hagyomanyos molekularis biologiai modszerekkel torténd vizsgalata jelenti.

Egyéb csirasejtes génmutaciok szerepe MENI1-hez hasonlé klinikai képet mutato
szindromakban

A mellékpajzsmirigy adenomak genetikai hatterében tobb 1) gén szerepére dertilt fény. Ezek
kozil az egyik legjelentdsebbnek tiinik a CDKN1B, amelynek csirasejtes mutacioit igazoltak
olyan MEN1 negativ betegekben, akikben mellékpajzsmirigy adenoma és hipofizis daganatok
alakultak ki. A CDKN1B szerepe elszor patkanyban keriilt igazolasra, a mutaciot hordozo
allatokban a MENI-szerli fenotipus manifesztalodott tobb szerv érintettségével. A
szakirodalom MEN4 szindromanak hivja a CDKN1B mutéaciokhoz tarsult korképet. Az utobbi
évek kutatasai kimutattdk, hogy sporadikus megjelenésii primér hiperparatiredzisban, a
vékonybél neuroendokrin daganataiban, limfomak és az emlé daganataiban is azonositottak

CDKN1B mutéciokat, ami alatamasztja ennek a gének a tumorszupresszor szerepét [13].
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Onallé szindréma, az un. mellékpajzsmirigy-dllkapocstumor szindréoma, ami hatterében a
CDC73 gén mutacioi allnak. A szindromat a MEN1 szindromatol elkiiloniti, az a megfigyelés,
hogy CDC73 mutaciok esetében a mellékpajzsmirigy daganat rosszindulatit mig MENI1
szindromaban a daganatok joindulatuak. A mellékpajzsmirigy-allkapocstumor szindroma
fiatalabb életkorban jelentkezik és a betegek gyakrabban szorulnak onkoldgiai kezelésre, mint
MENT1 szindromaban [14].

2016-ben azonositottdk a GCM2 transzkripcids faktort kodolo gént, amelynek két génvariansat
Osszefiiggésbe hoztak a familiaris primér mellékpajzsmirigy adenomak kialakulasaval [15]. A
tanulmanyban a MEN1 és MEN4 negativ eseteket vizsgaltdk, és az Osszes eset 18%-aban
azonositottdk a c¢.1136T>A (p.Leu379GIn) ¢és c.1181A>C (p.Tyr394Ser) varidnsokat.
Funkcionalis vizsgalatokkal bizonyitottdk, hogy ezek a génvariansok evolticiosan konzervalt
doménekben helyezkednek el, a mutalt aminosavak fokozott transzkripcionalis aktivitast
eredményeztek a vad tipusu fehérjéhez viszonyitva. Mindezek alapjan a GCM2 gén vizsgalata
is indokolt mellékpajzsmirigy adenomas betegekben. Ugyanakkor a misszensz variansok
patogenitasanak bizonyitdsa nehéz, tobb esetben egy korabban kimutatott variansokrdl is a
késObbi adatok igazoljak, hogy viszonylag gyakori eltérések, amelyeknek patogenetikai szerepe
csak egyes populaciokban vagy csak bizonyos koriilmények kozott manifesztalodik. Egy friss
tanulmany is kimutatta, hogy a két GCM2 génvarians allélgyakorisagai kiilonbozéek voltak a
kiilonb6zé népcsoportokban felvetve, hogy az igazolt Osszefiiggések csak bizonyos
populaciokban relevansak [16].

A primér mellékpajzsmirigy adenémakban a megemelkedett PTH differencidldiagnosztikai
szempontjabol fontos tisztazni, hogy az emelkedett PTH koncentracié mogott nem familidris
hypocalciurias hypercalcaemia (FHH) all. Ezt legkdnnyebben a szérum és vizelet kalcium iirités
mértékének meghatarozasaval lehet elérni. FHH-ban a vizelet calcium clearance —kreatinin
clearance arany kisebb mint 0.01, mig primér hiperparatireézisban ez magasabb mint 0.02.
FHH-s betegben a mellékpajzsmirigyek eltavolitaisa nem indokolt, mig primér
hiperparatiredzisban vagy MEN1 szindromaban a mellékpajzsmirigyek sebészi eltavolitasa a
valasztando kezelés [17]. Genetikai szempontb6l az FHH hatterében a calcium érzékeld
receptort (CaSR) kodold gén mutéacioi feleldsek, igy a CaSR molekularis genetikai vizsgalata
szintén indokolt lehet primér hiperparatire6zisban, els6sorban az 1jsziilott korban jelentkezd
esetekben [18].

Modszertani szempontbol igy megallapithatd, hogy a primér hiperparatiredzisban szenvedd

betegek esetében indokolt a MEN1, CDKN1B, CDC73, GCM2 ¢és a CaSR gének vizsgélata,



amelyek labortechnikai szempontb6l mar elérevetitik azt, hogy 0j-generacios szekvenalassal
vizsgalhato specifikus génpanel is bevezetésre keriilhet a klinikai gyakorlatba.

Egy csaladon beliil halmozott el6fordulast hipofizis daganatok esetében a MEN1 szindroma
mellett az Gn. familidris izolalt hipofizis adenoma (FIPA: familial isolated pituitary adenoma)
szindroma is el6fordulhat. Ezekben az esetekben indokolt az AIP (aryl interacting protein) gén
vizsgalata. AIP mutacidkhoz tarsulva leggyakrabban novekedési hormont termeld daganatok,
de prolaktinomak és ritkan, hormonalisan inaktiv hipofizis daganatok is kialakulhatnak. A
genetikai vizsgalat soran az AIP gént PCR-t kdvetd Sanger szekvenalassal és MLPA modszerrel

elemzik.

Orokletes phaeochromocytoma/paraganglioma szindréma molekuldris genetikai vizsgdlata,
a hagyomanyos és uj generdcios szekvendldsi technologiak otvozése

A phaeochromocytomdk (Phaeo) és paragangliomdk (PGL) a mellékveseveld, illetve a
szimpatikus és paraszimpatikus duclanc chromaffin sejtjeibdl kiindulo, ritka neuroendokrin
daganatok. Autoszomalis dominans modon a Pheo/PGL daganatok kozel 35-40%-a csirasejtes
mutacio kovetkezményeként jelentkezik [19]. A mar korabban bemutatasra keriilt MEN2A ¢és
MEN2B szindromdk részjelensége mellett a von Hippel Lindau (VHL) betegség, a
neurofibromatdzis 1-es tipusa (NF1) és a familidris paraganglioma szindromak azok a
korképek, amelyekben Phaeo manifesztalodhat.

A Von Hippel-Lindau szindroma egy komplex tumorszindroma, amelyben a Phaco mellett a
retina, a kisagy, a gerincveld, a vese, mig ritkabban a hasnyalmirigy, a tiidé, a m4j, és a
mellékvese teriiletén alakulnak ki daganatok. Klinika megjelenését, a Phaeo kialakuldsanak
valdszinlisége alapjan a VHL-szindromat két {6 altipusra osztjak fel. Az 1-es tipusban a Phaeo
igen alacsony valdszinliséggel fordul eld és tobbi manifesztacido mind kialakulhat, mig a 2-es
tipus f6 komponense a Phaeo. A 2A tipusban a vildgossejtes veserak kockazata alacsony, mig
a 2B tipusban magas, de 1étezik egy 2C 6nallo entitas is, amelyben csak Phaeo jelenik meg [20].
Jelenleg tobb mint 800 kiilonbdzd mutacié ismert a VHL gén muticids adatbazis (www.umd.be/
vhl) alapjan. Bar ismertek genotipus-fenotipus Osszefliggések, a legtobb VHL-szindromas
csalad egyéni fenotipust mutat. A VHL-szindroma 1-es tipusaban jellemzden a fehérje hidrofob
magjat érintd misszensz és nonszensz mutaciok, illetve deléciok fordulnak eld, melyek sulyosan
karosodott, megrovidiilt fehérjéhez vezetnek, ezaltal teljes funkcidvesztést okoznak. Ezzel
szemben a VHL-szindroma 2-es tipusaban a misszensz tipusi mutaciok inkabb a fehérjekotd
helyeket érintik, ezaltal részleges funkcidkiesést okoznak. Az alternativ start kodonként

szerepld 55. kodon el6tti aminosavakat érintd (25, 38, 46, 52. kodonok) mutéaciok patogenitasa
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mérlegelend6 [21], de Phaeo, és komplett VHL-szindroma kialakulasaval is Osszefliggésbe
hoztak 6ket (E46X és E52K).

A VHL gén vizsgalata hagyomanyos molekularis bioldgiai modszerekkel torténik, PCR reakciot
kovetd Sanger szekvenalassal és a VHL gén heterozigdta delécidinak kimutatisira MLPA
modszer is sziikséges. A VHL gén patogén eltéréseinek 15-20%-a tartozik abba a csoportba,
amihez sziikséges MLPA vagy valamilyen egyéb, géndozis kimutatasara alkalmas modszer [22,
23].

A VHL gén szintén szerepel az 0j-generacids szekvenalasi panelekben, de a hemizigocia
detektalasa jelenleg ezzel a technoldgiaval nem kellden kivitelezhetd, foleg a PCR amplifikalést
hasznal6 konyvtarkészitések soran iitkdzhetiink nehézségekbe [1].

A neurofibromatozis I-es tipusaban szintén varhaté Phaeo megjelenése, de az éaltalaban
egyértelmli klinikai megjelenés, valamit az NF1 gén mérete korlatozta az NF1 gén
hagyomanyos modszerekkel torténé vizsgalatanak elterjedését [1]. Jelenleg, tobb Gj-generacios
szekvenalasi génpanel alkalmazasaval elérhetd az NF1 vizsgélata is.

Az orokletes Phaeo/paraganglioma (PGL) szindromak hatterében 4llo6 gének beazonositasa a
2000-es évek elején kezdoédott és tulajdonképpen jelenleg is tart (1l-es tablazat). Az
ezredfordulon a Szentgyodrgyi-Krebs ciklus tagjat képezd szukcinat dehidrogenaz (SDH) egyik
M¢ég ebben az évben az SDHB [25] és az SDHC [26] patogenetikai szerepét is igazoltak.
Mindezen eredmények alapjan a familiaris megjelenési PGL-k 50-70%-aban a sejtmagban
kodolt SDHB, SDHC és SDHD gének csirasejtes mutacioik allnak.

Az SDHB, SDHC és SDHD géneken kiviil az elmult 8 évben tovabbi 9 gén betegség-okozd
mutaciodit azonositottak orokletes paragangliomakban (SDHA, SDHAF2, FH, KIF1B, PHD2,
MAX, TMEM127, MDH2 és GOT2 gén mutaciok) [27-35]. A lehetséges betegség-okozo gének
nagy szama jelentden megndvelheti a genetikai vizsgalatok koltségét és a munkaidot, ezért
elengedhetetlen az egyes gének vizsgalatanak racionalis megtervezése. Az Amerikai Endokrin
Tarsasag szakmai ajanlasa segit a vizsgalatok racionalizalasidban. A fenotipus-orientalt
algoritmus [36] szerint a MEN2 és a VHL szindroma kizarasa utan a kovetkez6 feladat az
SDHB, SDHC ¢s SDHD gének vizsgalata, amelyek koziil a daganatok lokalizacidja alapjan
donthetiink a vizsgalatok sorrendjérél. SDHC mutéciot csak fej-nyak PGL-ban szenvedd
betegekben mutattak ki; malignus paragangliomaban szenvedé betegben elsdként az SDHB gén
vizsgalata javasolt [36].

Laboratériumunkban, a kiilonb6zé gének felismerésével Osszhangban, elészor egy RET

mutacié talajan kialakult MEN-2 szindromat ismertettilk 1999-ben, [10] majd 2002-ben
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bizonyitottuk be, hogy a RET 609-es kodon mutacio kovetkezt¢eben MEN2A szindréma ¢és
Phaeo manifesztalodhat [11].

A hazai VHL gén eltérésekhez tarsuld klinikai manifesztaciok ismertetésével kimutattuk, hogy
az MLPA vizsgalat a hazai beteganyagban is mintegy 15%-al ndvelte a genetikai pozitiv esetek
szamat [22], valamint a Ser80Leu génvaridns patogenitasat is egy, nagy létszamu csalad
részletes feldolgozasaval bizonyitottuk [21].

Az ujabban felfedezett gének szisztematikus vizsgalatat elvégezve 82 sporadikusnak vélt
Phaeo/PGL betegben 11 esetben igazoltunk patogén eltérést, amelyek koziil 4 SDHB és 2
TMEM127 mutacié 4j mutacio volt. Erdekes eset volt egy TMEM127 mutaciot hordozo ikerpar
kortorténete is, ami szokatlan el6fordulas miatt szintén unikalis [37].

A 16 Phaeo/PGL gén koziil 8 olyan fehérjét kodol, amelyek mitokondrialis enzimet vagy enzim
alegységként funkciondlnak. A muticiok kovetkeztében kialakuld enzimdefektusok miatt
felhalmozodd metabolitok megvaltoztatjdk a sejtek anyagcseréjét, ami a sejtek talélésére is
hatassal vannak. Ezeket a metabolitokat jelenleg, mint onkometabolitokat tartanak nyilvan [38].
Sajnos a rutin laboratoriumi vizsgalatok koziil ezek mennyiségi meghatarozésa jelenleg nem
elérhetd, nincs olyan eljards, amivel szlirni lehetne a koros metabolit profilt vér vagy
vizeletmintdkbol. Daganatszovetbdl természetesen kimutathaté pl. az SDH muticiokra
jellegzetes koros szukcinat/fumarat arany, de szlirésre jelenleg ez az eljards nem hasznalhato,
ami azt jelenti, hogy tovabbra is a genetikai sziirés jelenti a Phaco/PGL-ak elsddleges sziirési
Az utobbi évtizedben megjelent NGS moddszerek a Phaeo és PGL-ak tekintetében igazi
sikertorténetek, hiszen a legutobb azonositott 3 Phaeo/PGL gén (MAX, FH és MDH2)
felfedezése is ilyen technologiat alkalmazod exom szekvenalassal tortént [32-35].

A Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyogyaszati Klinikdja és az Endokrin Genetika
Laboratoérium a mindenkori legkorszerlibb diagnosztikus modszereket torekszik beépiteni a
kutatas, valamint mindennapi diagnosztikai keretei k6z¢. Munkacsoportunk kidolgozott egy
génpanelt, amellyel a RET, VHL, NF1, MEN1, SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF2, KIF1B,
MAX, TMEM127, PHD2, FH, EPAS1 gének egyidejiileg vizsgalhatoak. A modszer analitikai
teljesitOképességének értékelése soran vizsgalni kell mind a konyvtarkészités, mind pedig a
bioinformatikai adatfeldolgozas teljesitOképességét is. Mutacidt hordoz6 és mutdcidt nem
hordozé esetek bevonasaval a moddszer validalashoz sziikséges 1d6 ugyan rovidithetd, de
természetesen minden génre meg kell hatarozni a szenzitivitas €s specificitas értékeket, amihez
az ellendrzé Sanger szekvenalasok sziikségesek. A Phaeo/PGL-dk vizsgélataban alkalmazott

amplikon szekvenalasok feldolgozasa kimutatta, hogy az eddig ismertetett egyik modszer sem

12



biztositotta a 100% szenzitivitast és specificitast, amelynek oka elsésorban a bioinformatikai
elemzések voltak [1]. Ezek az eredmények indokoljak, azokat a szakmai iranyelveket, amelyek
arra hivjak fel a figyelmet, hogy a klinikai dontéshozatalban figyelembe vett NGS alapu
mérések eredményeit tobb bioinformatikai elemzéssel kell ellendrizni €és az eredményeket
hagyomanyos molekularis biologiai modszerekkel sziikséges megerdsiteni [39, 40].

A génpanelek szekvenalasa mellett az exom szekvenalas terjedése még inkabb indokolja, hogy
fokozott figyelmet kell forditni a modszertani kérdésekre, és szamos validalasi 1épésnek kell
megeloznie a vizsgalati lelet kiadasat. A legtobb klinikai genetikai vizsgélatot végzo
laboratorium az exom szekvenaldst, mint egy komplex szlirdvizsgalatot alkalmazza és sajat,

validalt munkafolyamataikkal egésziti ki ezeket [1, 39].

Osszefoglalas

A molekularis genetikai vizsgalatok alkalmazasa a klinikai gyakorlatban atalakuléban van.
Ennek oka, hogy az uj-generacids szekvenalasi modszereken alapuld vizsgalatok kedvezd
fajlagos koltségesokkenést és, az egyre novekvd informacidalloméany birtokdban, gén, vagy
akar mutacié-specifikus betegellatast tesz lehetévé. A hormonrendszer daganatainak jelentds
része visszavezethetd egy-egy Orokletes géndefektusra, de ugyanakkor a monogénes
szindromak eléfordulasi gyakorisdga nagyon alacsony, ami neheziti a betegek felismerését. A
gyakoribb el6fordulasi mellékpajzsmirigybdl, mellékvesevelébdl, vagy paraganglionokbodl
kiindul6 daganatok esetében fokozott jelent6ségiiek a genetikai tényezdk szerepe, ami nemcsak
diagnosztikai szempontbdl, de terdpids kovetkezményeket is jelent a betegeknek ¢és
csaladtagjainak. Az 0j-generacids szekvenalason alapulé moédszereknek a klinikai genetikai
gyakorlatba torténd beépiilésével elérhetd ezeknek a daganatoknak a preciz jellemzése,
molekularis kategorizalasa. Ezeknek a vizsgalatoknak a klinikai diagnosztikaba torténd
bevezetése eldtt sziikséges a modszerek technikai validalasa €s a teljesitoképességiik felmérése.
A metodikabdl eredden a genetikai vizsgalatokat megeldzd genetikai tanadcsadas folyamata, a
beteg beleegyezd nyilatkozatok atdolgozasa szintén sziikségesek ahhoz, hogy a vizsgélatok
megfeleljenek a jelenleg hatalyos etikai, jogi és adatvédelmi szabalyoknak. Az orvos-szakmai
tarsasagok valamint az eurdpai és helyi adatvédelmi ajanlasok irdanymutatdsok megismerése és

ezeknek a napi gyakorlatba torténd bevezetése a kozeljovo feladata lesz.
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1-es Téblazat: Phaeochromocytoma ¢és paragangliomak hatterében azonositott géneltérések, az
orokletes szindromak, €s a gének felfedezésénal id6pontja

Gén Szindroma Leirasanak ideje
NF1 Neurofibromatozis 1-es tipusa 1990
VHL von Hippel-Lindau 1993
RET MEN-2 1993
SDHD PGL1 2000
SDHB PGL4 2000
SDHC PGL3 2000
KIF1f Phaeo, neuroblastoma, tiido cc. 2008
PHD2 PGL, erythrocytosis 2008
SDHAF2 PGL2 2009
TMEM127 Phaeo/PGL 2010
SDHA Phaeo/PGL 2010
MAX* Phaeo/PGL 2011
FH* Phaeo 2014
MDH2* Phaeo 2015
GOT2 Phaeo 2017
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