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Motto:
Hua nem ismeved a tiit, nem taldlsz vd a szénakazalban.

Az 4j generacios szekvenaldsi modszerek a molekuldris genetikai diagnosztika legijabb korszakat jelképezik. A szerz6
a primer immundeficientiakrél irt dltalinos bevezetSt kovetSen Osszefoglalja a molekuldris genetikai vizsgalatok, kii-
londsen az G genericids szekvenalas jelentGségét a primer immundeficientidk diagnosztikijiban. A kozlemény célja
tovibba, hogy rovid torténeti dttekintésen keresztiil megismertesse az 4j generacios szekvenalds médszertani alapjait.
A szerzG 6sszehasonlitva elemzi a primer immundeficientia génpanel-szekvenalds, valamint a teljesexom- és a teljes-
genom-szekvenalds elényeit és hatranyait. Osszefoglalé tiblizatban keriilnek bemutatisra az 4j generaciés szekveni-
lasnak koszonhetSen eddig felismert primer immundeficientia gének és betegségek. A szerzd végiil részletesen ir
arrdl, hogy primer immundefektusokban a génszint( diagnosztika miért nem nélkiilozhetd, és bemutatja a Magyar-
orszagon korabban elért eredményeket.
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Molecular genetic studies in primary immunodeficiencies

Next generation sequencing methods represent the latest era of molecular genetic diagnostics. After a general intro-
duction on primary immunodeficiencies, the author summarizes the importance of molecular genetic studies, espe-
cially next generation sequencing in the diagnosis of primary immunodeficiencies. Another purpose of the manu-
script is to give a brief summary on the methodological basis of next generation sequencing. The author analyzes the
advantages and disadvantages of primary immunodeficiency gene-panel sequencing and whole-exome and whole-
genome sequencing. Primary immunodeficiency genes and diseases recognized by next generation sequencing is also
summarized. Finally, the author emphasizes the indispensability of gene level diagnostics in primary immunodeficien-
cies and presents the results achieved in this field in Hungary.
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Roviditések

AD = autoszomalis dominans; AF = (allele frequency) allél
frekvencia; AID = (activation-induced cytidine deaminase) ak-
tivicié-indukélt citidin deamindz; APECED = autoimmun po-
lyendocrinopathia, candidiasis, ectodermalis dystrophia; AR =
autoszomalis recessziv; CADD = (combined annotation de-
pendent depletion) kombindlt annoticio-figgd deplécid (egy
nukleotidot érint§ valtozasok, inszercidk és delécidk kirositd
hatasainak meghatarozasara szolgalé modszer, amely tobb vizs-

gilomodszer eredményeit integrilja egy szamértékbe); CD =
(coverage depth) lefedettségi mélység; CGD = (chronic granu-
lomatous disease) kronikus granulomds megbetegedés; CNV =
(copy number variation) képiaszdm-varidcié; DNS = dezoxiri-
bonukleinsav; FISH = fluoreszcens iz situ hibridizacio; GDI =
(gene damage index) génkdrosodasi index; GOF = (gain-of-
function) funkciényer§ muticié; GQ = (genotyping quality)
genotipizaldsi mindség; HTP = (high-throughput) nagy at-
ereszt6képességl; Ig = immunglobulin; IPEX = immundiszre-
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guldcié, polyendocrinopathia, enteropathia, X-hez kotott;
IUIS = (International Union of Immunological Societies) Im-
munolégiai Tarsasigok Nemzetkozi Szovetsége; LOF = (loss-
of-function) funkciéveszt§ muticié; MPS = (massively parallel
sequencing) massziv parallel szekvenalas; MRR = (minor read
ratio) legkisebb olvasési arany; MSC = (mutation significance
cutoff) szignifikins muticié kiiszobérték (a varhaté legalacso-
nyabb, klinikailag/biolégiailag még relevins CADD-érték egy
adott gén esetében); NGS = (next generation sequencing) Uj
(kovetkez8) genericids szekvenalas; PCR = (polymerase chain
reaction) polimerdz-lincreakcié; PID = (primary immunodefi-
ciency) primer immundeficientia; PIDD = (PID disorder)
PID-betegség; RAGI = recombination activating gene 1; RC =
(read coverage) olvasisi lefedettség; SCID = (severe combined
immundeficiency) stlyos kombindlt immundeficientia; SDS =
(Shwachman-Diamond syndrome) Shwachman-Diamond-
szindréma; SMRT = (single molecule real-time) egymolekulds,
valés idejd; WAS = Wiskott—Aldrich-szindréma; WES = (whole-
exome sequencing) teljesexom-szekvendlds; WGS = (whole-
genome sequencing) teljesgenom-szekvenalds; WHIM =
(warts, hypogammaglobulinemia, infections, myelokathexis)
szemolcsok, hypogammaglobulinaemia, infekcidk, myeloca-
thexis; WHO = (Word Health Organization) Egészségiigyi
Vilagszervezet; XLP = (X-linked lymphoproliferative disease)
X-kromoszémihoz kotott lymphoproliferativ betegség

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) égisze alatt
mikodd IUIS (International Union of Immunological
Societies — Immunolégiai Tarsasigok Nemzetkozi Sz6-
vetsége) legutobbi, 2017. februarban kozzétett klasszifi-
kaciodja szerint jelenleg 354, genetikailag meghatirozott
primer immundeficientia (PID-) betegség ismert, ame-
lyek hatterében 344 kiilonb6z6 gén defektusa igazolha-
t6 [1, 2]. Az els6 velesziiletett immunhiany-betegség, az
X-kromoszémahoz kotott agammaglobulinaemia felis-
merése ota (1952, Ogden Bruton amerikai katonaorvos
[3]) eltelt évtizedekben tehit a molekuldris genetika
nagy léptéki és lenyligozé fejlédésének koszonhetSen a
primer immundeficientidk jelentds részében a betegség
molekuldris genetikai hattere és patomechanizmusa tisz-
tazhaté volt. Az immundeficientidk molekularis geneti-
kai kutatdsa teriiletén tapasztalhat6 hatalmas fejl6dés el-
lenére azonban maradtak kihivisok.

A primer immundeficientiakrol altalaban

A velesziiletett immunhiany-betegségek az immunitas
monogénesen 6roklédd defektusai, amelyekben a kovet-
kezok legalibb egyike fenotipusosan is kifejez&dik: fer-
t6zés, autoimmunitas, autoinflammatio, allergia és tu-
mor [4-6]. A legtobb PID viltozé expresszivitissal és
gyakran inkomplett penetranciaval jellemezhetd, igy a
PID-betegségek klinikailag rendkiviil heterogén koérké-
pek. Az immundeficientidk egy része a tipusos klinikai
tiinetek és a jellegzetes kérokozoéspektrum alapjin egy-
értelmten felismerhetd, az esetek nagyobb szdzalékaban
azonban az immundeficientidk tiinettaniban atfedések
észlelhet6k. A diagnézis megallapitisihoz sokszor a

OSSZEFOGLALO KOZLEMENY

részletes anamnézis, a fert6zések etiolégidjanak, lefolya-
sdnak, tipusanak, lokalizacidjanak gondos elemzése, az
ismételten elvégzett fizikalis vizsgalat, a rutin laboratéri-
umi vizsgalatok és az in vivo és az in vitro immunolégiai
tesztek elvégzése sem elegendd; az immunhidnyos élla-
potok idejekordn torténd felismeréséhez genetikai vizs-
galatra is sziikség van. Az egyes immunhiiny-betegségek
ritkak, ugyanakkor dsszességiikben gyakoriak [7, 8]. Je-
lenleg az immunitas velesziiletett zavaraval jar6 betegsé-
geket az aldbbi csoportokra osztjuk:

1) kombinalt immundeficientiak,

2) kombindlt immundeficientidk szindrémajelekkel,

3) antitestdeficientidk,

4) immundiszregulaciés szindrémak,

5) phagocytadefektusok,

6) a természetes immunitas velesziiletett zavarai,

7) autoinflammatiés betegségek,

8) komplementdeficientiak.

Azon PID-ek esetében, amelyekben a molekularis ge-
netikai hattér mar 2010 el6tt, vagyis az 4j generacios
szekvenaldsi (next generation sequencing, NGS) érit
megel6zben tisztizhatd volt, dontd tobbségben (tobb
mint 230 PID-génrél van sz6) a Sanger-szekvenaldsnak
volt koszonhetd a diagnozis [9]. Elenyész szamban mas
molekularis genetikai vizsgidlomoddszer segitségével volt
azonosithato a betegséget okozd gén. Ennek legismer-
tebb példéja talan a FISH- (fluoreszcens i situ hibridi-
zacio) technika alkalmazasa Di George-szindroma eseté-
ben. Napjainkban, ha az NGS-technika hozzaférhetd, a
PID els6 diagnosztikus lépéseként ennek alkalmazasa
javasolt, mig a Sanger-féle szekvendlds mar csak a diag-
noézis megerdsitésére szolgil. A Sanger-féle szekvenalas
kutatési célokra torténd felhasznalisa mint elsé megko-
zelités szintén elavultta valt. Ez a technika csak azon rit-
ka esetekben marad diagnosztikai moédszer, amikor a
beteg fenotipusa egy jol meghatirozott genotipusra spe-
cifikus. Mindezek miatt a kozlemény a génszekvenalds
torténetének és kiillonboz6 moddszertani lehetGségeinek
bemutatasara fékuszdl, és eltekint a génszekvenaldson ki-
viil esetlegesen alkalmazhaté tovabbi molekularis geneti-
kai vizsgalomoddszerek bemutatisatdl, mivel azoknak a
PID-diagnosztikiban nem volt szimottevd, jelenleg pe-
dig nincs gyakorlati jelent8ségiik.

A molekularis genetikai vizsgalomodszerek robbanas-
szer( fejlédése ellenére még mindig jelent8s azon bete-
gek szdma, akikben az immunhidnyos llapot klinikailag
és laboratériumilag egyértelmd, de a genetikai diagnozis
nem ismert. Az NGS-eljarasok ezekben az esetekben
rendkiviil hatékony eszkozt jelentenck a betegségi gének
azonositasiban. Az ezredfordulét kovetSen és kiilono-
sen 2010-t6l kezd6d6en az NGS nagymértékben hozza-
jarult az Gjonnan leirt, illetve a mar ismert PID-fenotipu-
sok genetikai hatterének megismeréséhez (1. dbra). A
kilonbozd génszekvendldsi technologiakrél jo attekin-
tést ad két kozelmultban megjelent magyar nyelvd 6ssze-
foglal6 is [10, 11].
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1. dbra

A Sanger-féle szekvendlds és az NGS segitségével felismert PID-gének szimanak viltozdsa 1980-t6l

A diagram jol érzékeltetni az NGS térhoditdsat a mér klasszikusnak mondhat6 Sanger-féle szekvenaldssal szemben. Lithatd, hogy 2010-t8l a Sanger-
féle szekvendlds fokozatosan dtadta helyét az Gj generdcids technikiknak (2004-ben nem volt felismert 4j gén)

NGS = 0j generécios szekvendlds; PID = primer immundeficientia

A génszekvenalas fejlodése
Elso generacios szekvendlasi modszerek

A DNS nukleotidsorrendjének meghatirozisa, vagyis a
génszekvenalds id6rendben els6, meghatirozo jelent&sé-
gli mbdszere az ugynevezett Sanger-féle klasszikus lanc-
termindciés modszer volt, amelynek kifejlesztéséért Fre-
derick Sanger 1980-ban megkapta méisodik Nobel-dijit
(2. dbra) [12]. Az eredeti sangeri DNS-szekvenaldsi
mobdszer a DNS-szintézis soran radioaktivan jelolt dide-
zoxinukleotidokat hasznalt, a kilonboz6 hossztsiga
DNS-fragmentek elvilasztisa pedig gélelektroforézissel
tortént. Autoradiografiai el6hivast kovetSen, koriilbeliil
egy nap mulva manudlisan tortént a DNS-szekvencia le-
olvasisa. A modszer legnagyobb hitrinyit az jelenti,
hogy a leolvasasi bazishossz korlitozott, egyszerre csak
500-600 bézis detektilhat6. Az 1980-as években vezet-
ték be a DNS-bézisok eltérd szind fluoreszcens jelolését,
a gélelektroforézis utin kapott kromatogrambdl pedig
mir szamitoégép segitségével tortént a szekvencia meg-
hatdrozasa [13]. Az 1990-es években a bazisspecifikus
termindciéval lehetévé valt az tgynevezett sokciklusos
szekvenalds, a kapilldriselektroforézis-technika kifejlesz-
tésével pedig megoldhatéva vilt igen kis DNS-mennyisé-
gek rovidebb 1d6 alatt torténd szétvilasztisa, igy nétt a
leolvashaté bazisszam (1000 bazis/80 perc) [14, 15] (2.
dbra). A DNS-szekvencia-adatok feldolgozasihoz sziik-
séges szamitoégépes szoftverek fejlédésével egyre na-
gyobb teljesitmény(, a szekvencia leolvasdsit automati-
kusan végzé génszekvenald késziilékek jelentek meg.

A kezdeti egycsatornds automata génszekvenaloktdl a
technikai fejl6dés elvezetett a 32—48 csatornis késziilé-
kekig, amelyekkel mar akar 800 bazishossztisagh DNS-
szakaszok szekvenalhatok voltak. Az tgynevezett piro-
szekvendldsi eljarasnak koszonhetéen 1996-t6l mir
lehet8ség volt valés idejd szekvendldsra is [16]. A biolu-
mineszcencian alapulé piroszekvenalas soran a DNS-t
¢épitd polimerdz enzim aktivitdsit valds idében mérik. A
nukleotidok DNS-szilba torténd beépiilésekor pirofosz-
fat szabadul fel, amelynek mennyisége a kapcsolt enzim-
reakcidkat kovetd fénykibocsitas révén mérhetd. Mivel
tényjelenség csak komplementer nukleotid beépiilése
esetén észlelhets, a rendszerhez pedig egyszerre csak
egyftéle nukleotidot adnak, meghatarozhat6, hogy éppen
milyen nukleotid épiilt be a DNS-ldncba. Az eljaras diag-
nosztikus korlitja hasonlé a Sanger-féle moédszeréhez,
azaz hosszabb DNS-lincok nem szekvendlhatok. A San-
ger-féle lanctermindciés médszert és a kezdeti piroszek-
venalasi eljardst nevezik els§ generacios szekvenalsi
modszereknek is.

/v 7 7 717 7 . 2 .7
Uj generdcios szekvendlds, masodik generdacios
szekvenilds

Az idérendben a Sanger-féle lincterminicidés modszert
és a kezdeti piroszekvenalast koveten kifejlesztett elja-
rasokat nevezziik osszefoglaléan NGS-nek. A kiilonb6zé
NGS-eljardsokban kozos, hogy egyszerre tobb szidzmil-
li6, el6zetesen clonalisan amplifikalt DNS-szakaszt képe-
sek parhuzamosan (masszivan) szekvendlni, igy rovid id§
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alatt rendkiviil nagy mennyiségi adatot képesek elGalli-
tani, azaz nagy dteresztGképességiick (high-throughput,
HTP). Az angol irodalomban az NGS-t nevezik mély
szekvenalasnak (deep sequencing), massziv parallel szek-
vendlasnak (massively parallel sequencing, MPS) és ma-
sodik generdciés szekvendlisnak (second generation
sequencing) is. A parhuzamos feldolgozasnak kdszonhe-
téen a mbdszer gyors, az idGegység alatt leolvashatéd ba-
zisok szdma egyre né (tobb ezer bazis/masodperc),
vagyis a végteljesitmény nagyobb. Az NGS a korabbi
technolégiikhoz képest koltséghatékonyabb bazissor-
rend-meghatirozdst tesz lehet6vé, a fajlagos koltség pe-
dig fokozatosan csokken. Mig egy bazis vizsgilata példi-
ul 1985-ben még tiz dollirba kerilt, addig az
ezredforduléra ugyanennyi raforditissal mar tizezer ba-
zis volt analizdlhaté. Jelenleg tobb mint 30 kiilonboz8

Ty
ity
mir?
ARAA

mrs
CATG

i1
TG

SZEKVENALOKESZULEK

Hagyomdnyos PCR: A DNS kivondsit a DNS bizonyos szakaszainak specifikus amplifikicidja koveti, amelyet polimerdz-lincreakciénak (polymerase
chain reaction, PCR) neveziink. A PCR sorin héstabil DNS-polimerdz enzimet haszndlnak, amely csak kétszila DNS-hez tud hozzikétédni. Az
egyszalt DNS egy rovid, koriilbeliil 10-20 bdzisnyi szakaszihoz ezért 10-20 bazisnyi komplementer oligonukleotidot, tgynevezett primert kotnek,
létrehozva egy rovid, kétszaltt DNS-szakaszt, amelyhez az enzim midr kétédhet. Primerpérok segitségével meghatirozhaté, hogy a teljes genomidlis
DNS mely szakasza sokszoroz6djék meg. Az enzim bizonyos funkcioi csak adott, viszonylag sziik hdmérsékleti skdlan mtikodnek, igy a hémérsékleti
értékek ciklusos viltoztatdsaval tjra meg tjra megduplizodik a lemdsolandé DNS-szakasz, ezaltal tobbmillidszorosira sokszorositva azt. Szekvendldsi
PCR: A reakci6hoz a hagyomdnyos PCR sordn felamplifikdlt kétszdlG DNS-szakaszra van sziikség. A reakcidelegyhez a primerpdrnak csak az egyik
tagjat adjak, igy ebben a reakciéban csak egyszalit DNS-szakaszt sokszoroznak meg. Ehhez a DNS-polimeriz enzim mellett a normal dNTP-k mellé
fluoreszcens festékkel jelolt ddNTP-ket is adnak, amelyek véletlenszertien beépiilve az Gj szilba ledllitjik a polimerizaciét (lanctermindcié). A négy
kiilonboz6 nukleotidot négy eltérd fluoreszcens festékkel jelolik (A-T, C-G), ezdltal olyan, eltéré hosszisigia masolatokat kapunk, amelyek 3’ végén
jelolt és {gy azonosithat6 nukleotid taldlhatd. Szekvendlis: Az eljirds a DNS-minta bazissorrendjének meghatdrozdsira szolgdl. Ehhez a szekvendlasi
reakcié sordn amplifikalt és a végén fluoreszcens festékkel megjelolt egyszalt DNS-termékekre van sziikség. A kapillarisban a kiilonb6z6 hosszasag
DNS-szakaszok az elektrokinetikus injekci6 hatdsara a kat6dtdl az an6dig haladnak hosszuk szerint elkiiloniilve (legelol a rovidebb, a ,,sor” végén a
leghosszabb DNS-szakaszok haladnak). Amikor a nukleotidok elérik a detektorablakot, a késziilék dltal kibocsdtott Iézersugar hatdsara a festék emittalt
fluoreszcencidja egy kamera segitségével detektilhatd. A keletkezd fluoreszceens képet a szamitégépes szoftver a végsd szekvencidva dekédolja: minden
fluoreszcens sivban (adatpontban) a fluoreszcencia hullimhossza alapjan a bdzis megnevezhetd. A Sanger-szekvenilas kifejezetten lasst és driga az
Gjabb médszerekhez képest, ugyanakkor megbizhatésiga jol ismert

dNTP = dezoxinukleotid-trifoszfit; ddNTP = didezoxinukleotid-trifoszfit

moédszertd NGS-platform érhet§ el. A szekvendlt DNS-
szakasz hossza szerint az NGS-technolégidkat rovid és
hossza leolvasasokat lehetévé tevs platformokra osztjak.
Az NGS lehet ugynevezett célzott (targeted, t-MDPS [ro-
vid leolvasis]), illetve az egész genomot (whole-genome
sequencing, WGS) vagy a teljes exomot, az tigynevezett
»transzkriptom”-ot (whole-exome sequencing, WES)
atfogd (shotgun, s-MPS [hosszu leolvasis]) szekvendlasi
reakcid (3. abra). A célzott vizsgilatoknal a szekvenalast
megel6zi egy elGzetes szelektaldsi 1épés, igy csak a szd-
munkra érdekesnek gondolt génszakasz(oka)t vizsgal-
juk. A célgének szamdtdl fiiggben a vizsgilni kivant gén-
panel lehet kicsi — ilyen példaul, ha minden olyan gén,
amelyrdl ismert, hogy immunhiinyt okoz, bekeril a
vizsgalni kivant génpanelbe —, de akir az egész exomot
felolelGen széles is (3. dbra). A hossza leolvasiasi NGS-
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3. 4bra Uj genericiés szekvenildsi technolégidk

Ossze a teljes szekvencia, amelyen a végsé elemzés elvégezhetd

eljarasok kozé tartozik az tgynevezett félvezets szek-
venalasi technika (szemikonduktorszekvenalds), amely a
piroszekvenaldsra emlékeztet§ elven nyugszik, de nem
fény-, hanem protonemissziét mér. A komplementer
nukleotid DNS-lancba torténd beépiilésekor ugyanis
hidrogénion szabadul fel, amely pH-mérék segitségével
érzékelhetd (példaul Ion Torrent™; Thermo Fischer Sci-
entific, Waltham, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok
[USA]). A DNS-fragmentumok clonalis amplifikiciéja a
piroszekvenaldshoz hasonléan emulziés PCR segitségé-
vel torténik. A rovid leolvasast lehetévé tévé NGS-plat-
formok egyik tipusa a szintézisen alapulé szekvenalds,
amelynél DNS-polimerazokat és szolid feliilethez rogzi-
tett, amplifikalt DNS-szakaszokat alkalmaznak. A rend-
szerhez adott, fluoreszcensen jeldlt nukleotid beépiilését
a kot6dés utan keletkezé fluoreszeens jel segitségével
detektiljik. A festék lemosdsa utin a nukleotid naturalis
bézisként miikodik tovabb, és a ciklus egy Gjabb nukleo-
tid beépiilésével Gjraindul (példaul I//umina; San Diego,
CA, USA). A rovid leolvasist lehetévé tévé NGS-tech-
nolégidk masik tipusa az Ggynevezett ligatiéon alapuld
szekvenalds, amelynél szintén szolid fazist (hid)amplifi-
kacio segitségével torténik a DNS-fragmentumok ampli-

Uj genericios szekvendlds (NGS) esetén a DNS kivondsa és fragmenticioja utdn a végek javitdsa (end repair) kovetkezik, majd az adott késziiléktdl
(platformtdl) fiiggd adapterszekvencidk bekotése (ligdldsa) torténik. Teljesgenom-szekvendlds (WGS) esetén a kovetkezs 1épés az adapterszekvencidk-
kal kiegészitett DNS-molekuldk amplifikici6ja, amelyet a massziv parhuzamos szekvendlds kovet. Ezzel szemben a célzott génpanel-szekvenilds és a
teljesexom-szekvenalds (WES) esetén a DNS-szekvenalds nem a teljes genomon, hanem annak célzott régiéin (az utébbi esetben az exonokon) torté-
nik. A DNS-fragmentaciot és az adapterligatiot tehdt a target régiok kinyerése (agynevezett ,,capture”) és azok sokszorositdsa koveti, amelyet DNS-
konyvtar-készitésnek neveziink. A WES target régidja lényegesen szélesebb, hiszen célpontjai nem konkrét gének, hanem maguk az exonok, igy a
vizsgilat eredményeként kapott adatmennyiség is sokkal nagyobb lesz. A capture torténhet példaul polimerdz-lincreakciéval, amelynek sordn olyan
egyedi primert hasznalnak, amely a genomban csak egyetlen helyre kothet be, a jelen esetben a target régié elejére vagy végére. A génpanel-szekvend-
14s és a WES esetében a szekvendlasi 1épés csak a konyvtarkészités utan kovetkezik. A szekvendlds eredményeként tobbmilliényi DNS-olvasatot (DNS-
fragmentum-szekvencidt, Ggynevezett ,,reads”) kapunk, amelyekbdl — mint kirakds jaték darabjaibdl a kép — szdmitogépes szoftverek segitségével dll

fikicidja. Az egyik vagy mindkét végén fluoreszcensen
jelolt, két ismert bdzisbdl dllé proba a komplementer
DNS-szakaszhoz kotédik. A fluoreszcens jel alapjan a
kotések elsé és masodik bazisa meghatirozhato, a reak-
ci6 pedig ciklikusan megismételhetS (példaul SOLID™;
Thermo Fisher Scientific).

Harmadik generdcios szekvenilis

Az elmult évtizedben megjelent az NGS kovetkezé ge-
nericidja. Harmadik generdciésnak azon szekvenaldsi
technikak tekinthetSk, amelyekre a hosszit DNS-leolva-
sds mellett jellemz&, hogy a DNS el6zetes amplifikacidja
nélkiil alkalmasak egyetlen molekula detektildsara is.
Ezek a késziilékek a kordbbiak teljesitményét jelentSsen
felilmuljak, a teljesitmény maximalizaldsa ugyanakkor a
koltségek és a munkaidé minimalisra szoritisa mellett
torténik. A leolvasis igy nemcsak pontos és nagyon
gyors, de olcsé is. Az egymolekulis, valos idejii DNS-
szekvenalasi modszert alkalmazza a Pacific Biosciences
(Menlo Park, CA, USA) SMRT (single molecule real-
time) szekvenatora. Az SMRT a szintézisen alapul6 szek-
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vendlds elvét koveti. A polimerdz enzim aktivitdsinak
vizsgilatihoz a négy nukleotidnak megfelelGen kiilon-
boz6 szinekkel fluoreszcensen jelolt és mindkét végiikon
foszforilalt nukleotidokat hasznilnak. A DNS-replikicié
soran a nukleotid beépiilésekor a DNS-polimeraz a fluo-
reszcens, foszforilalt véget lehasitja, a gerjeszt6 fény ha-
tasara kibocsatott fényt pedig egy detektor érzékeli. A
nagy mennyiség( fluoreszcensen jelolt nukleotidok zava-
r6 hattérfluoreszcencidjat a kordbbi szekvendlidsi mod-
szerek mosasi 1épésekkel kiiszobolték ki, ami jelent&sen
lassitja a leolvasdst, és anyagveszteséget is okoz, igy no-
veli a koltségeket. A SMRT-médszerhez specidlis vizuali-
zalokamrakra van sziikség, amelyek lehet6vé teszik
egyetlen DNS-polimeriz enzim mtikodésének megfigye-
1ését, vagyis egyetlen DNS-molekula valds idejd szintézi-
sének detektalasat. A kozelmultban megjelent és a ko-
rabbiaktél merében eltéré Nanopore technologia lényege
roviden az, hogy a DNS-szalakat egy télvezetd lapra ko-
tott nanoméretd fehérjébdl dll6 péruson vezetik at, és a
poruson folyé dram erésségébdl kovetkeztetnek a DNS-
szal bazissorrendjére. A molekularis genetikai fejlédés
mindezen vivmdinyainak koszonhetSen 2011-ben mir
forgalomban voltak olyan szekvenaldkésziilékek, ame-
lyekkel a humdn genomot akar 15 perc alatt meg lehet
szekvenalni alig 100 dolldr koltségen.

Bioinformatikai hittér

Az NGS alkalmazisa elképzelhetetlen bioinformatikai
hattér és nagy teljesitményd szamitdégépek, illetve szoft-
verek nélkiil, hiszen az eredményként megkapott Oriasi
adattomeg (példdul egy teljesgenom-szekvencia) csak
elézetes bioinformatikai feldolgozast kovetGen valik di-
agnosztikai vagy kutatasi célra tovabbi elemzésre alkal-
massi. A bioinformatikai feldolgozis soran a kapott
szekvencidt referenciaszekvencidkhoz hasonlitjak (ez az
ugynevezett alignment), és az igy elGsziirt szekvencia az,
amellyel a részletes kiértékelés megtorténhet. Az Gssze-
hasonlitishoz a nyilvinos adatbizisokban tobb mint tiz-
ezer referencia-genomszekvencia adatai férhet6k hozza,
igy sztirhet6k ki példaul a nagy gyakorisiga polimorfiz-
musok, amelyek valészintleg nem okoznak betegséget.
Minden egyes beteg esetében a kédold génszakaszokat
10-100-szor kell szekvenalni ahhoz, hogy a valédi DNS-
szekvenciavaridnsokat biztosan el tudjuk kiiloniteni a po-
limerdz enzim vagy a szekvendlokésziilék miikodésébdl
fakad6 hibaktdl, és azonositani tudjuk a heterozigdta
eltéréseket.

Mutacidk azonositasa

A szekvenciavaridnsok vizsgalata, ismert vagy addig nem
leirt muticidk azonositdsa vagy adott esetben 4j betegsé-
gi gének felismerése — mdr bioinformatikai segitség nél-
kiil — megfelel6 molekuldris genetikai ismeretekkel és
kell§ gyakorlattal is elvégezhet. Ez az egyik legnehe-
zebb feladat, hiszen a bioinformatikai feldolgozis utin
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kézhez kapott, tobbezernyi szekvenciavarianst tartalma-
z6 adathalmazbdl kell kivdlasztanunk az(oka)t a
varidns(oka)t, amely az adott beteg esetében betegség-
okoz6 lehet. A kozlemény kereteit meghaladja azon fil-
terparaméterek bemutatisa, amelyek példaul a leolvasis
mindségi mutatdi (példaul CD = coverage depth, GQ =
genotyping quality, MRR = minor read ratio, RC = read
coverage) alapjan vagy az adott gén (példaul GDI = gene
damage index, MSC = mutation significance cutoft), il-
letve az adott szekvenciavaridns (példaul AF = allele
frequency, CADD = combined annotation dependent
depletion) tulajdonsdgai alapjan prébélnak kovetkeztetni
a genetikai eltérés sulyossigira, vagyis betegségokozd
voltdra.

Az immunoligini hipotézis

s 2 7

A keresés leszikitésében a szamitogépes szlirémodsze-
rek (agynevezett filterezés) mellett az immunolégiai hi-
potézisnek legalabb ilyen nagy jelentGsége van. A jé im-
munoldégiai hipotézis harom pilléren nyugszik: az 6roklés
modjinak, a klinikai penetrancidnak (annak valészindisé-
ge, hogy egy adott genotipust hordozé egyén egy adott
fenotipust mutat) és az adott betegség genetikai hetero-
genitasanak (kiilonb6zé gének muticidja ugyanazt a fe-
notipust okozza) ismerete meghatirozé jelentGségi, hi-
szen a keresési/szirési stratégiinkat alapvetSen ezek
hatirozzik meg.

Funkcionalis vizsgalat

A diagnosztikai folyamat kovetkez§ kritikus és nélkiiloz-
hetetlen allomdsa a kiszdrt szekvenciavarians betegség-
okozdé hatdsinak funkciondlis bizonyitisa. Ez a gyakor-
latban azt jelenti, hogy ma mdr a legmodernebb ,,szaraz”
(szekvendl6-) laboratériumok sem l[étezhetnek ,,nedves”
laboratériumok nélkiil, ahol a hagyomanyos molekuldris
genetikai vizsgalémoédszerekkel (példdul Western blot,
transzfekcio stb.) lehetdség van a szekvenciavarians kor-
oki szerepének igazolisira. Ez kilonosen fontos PID
esetében, hiszen az eddig azonositott PID-betegségi gé-
nek tobb mint 20%-a egy beteget érint§ vizsgilatokbdl
szarmazik, ami a taldlt genetikai eltérés validalasat jelen-
tésen megneheziti. Egy beteget érint6 4j betegségi gén
esetén nincs Osszehasonlitdsi alap, nincs masik beteg, aki-
vel a taldlt klinikai, immunolégiai vagy genetikai eltérése-
ket osszevethetnénk. A legegyszeribb a helyzet akkor,
ha a génszekvenalas eredménye egy korabban mar leirt,
igazolt patogenitisti szekvenciaeltérést mutat. A bizo-
nyitasi folyamat lehet tehat egyszerd (ez a ritkdbb), de
sziikségessé teheti jelent@s mennyiségi és idSigényd to-
vabbi experimentilis vizsgilat elvégzését is, amig a szek-
venaldstdl eljutunk a végsé bizonyitasig és a genetikai
diagnoézis kimondasihoz. A vizsgilatok sorin igazol-
nunk kell, hogy a szekvenciavaridns megsziinteti, csok-
kenti vagy megvaltoztatja a géntermék expresszidjit vagy
funkcidjat. Az els6 1épés minden esetben a feltételezett
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varidns hatdsinak vizsgilata a fehérjeexpressziéra. A
csokkent fehérjekifejez6dés erés bizonyiték a varians pa-
togenitisa mellett, de nem sziikséges vagy elégséges an-
nak kimondasahoz. A fehérjeexpresszids vizsgalatokat
kovetSen a varidns funkcionalis hatdsat egy-egy sejttipus-
ban is demonstralni kell. Végiil, de nem utolsésorban
igazolni kell, hogy a megviltozott génfunkcié hatassal
(lehet pozitiv, nem csak negativ) van egy PID-hez kap-
csol6do bioldgiai folyamatra. Ha ezek a sejtszintd kisér-
letek sem szolgéltatnak szilard bizonyitékot, akkor allat-
modelles  kisérleteket kell végezni az ok-okozati
Osszefiiggések kimutatisira. Az egérkisérletek sordn
azonban figyelembe kell venni, hogy a laboratériumi
egerek nem feltétleniil idedlis betegségmodellek, mivel
beltenyésztettek és erdsen kontrollalt korilmények ko-
zott tartottak. Az altalanossal gondolttal ellentétben te-
hit 4j betegségi gének és/vagy 1j szekvenciavariansok
esetében a molekuldris genetikai diagnosztika nem ér
véget a szekvendldssal és a genetikai eltérés(ek) azonosi-
tasaval, hanem hosszu, éveket is igénybe vevd bizonyitd-
si folyamat kovetkezik, amig a talalt genetikai eltérés pa-
togenitisa bizonyitast nyer.

Génpanel- versus teljesgenom- versus
teljesexom-szekvenalas

PID esetében az NGS-alapa technikidk — mint a génpa-
nel-szekvendlds, a WES és a WGS — mind a kutatasi,
mind a diagnosztikai célokra idealisnak mondhaték, mi-
vel a genetikai pleiotropia (egy adott gén muticidja tobb
kiilonb6z§ fenotipust eredményez) és a genetikai hete-
rogenitds (kiilonboz6 gének muticidja ugyanazt a feno-
tipust okozza) kiilénosen jellemzi ezt a betegségcsopor-
tot. Az NGS-technikak azért is célravezetSek, mert még
mindig nagy az ismeretlen genotipustt PID-fenotipusok
szdma, és hasonldan sok klinikai és/vagy immunologiai
tenotipus esetében még nem is sejtjiik, hogy a hittérben
egy PID-gén mutacidja 4ll [17, 18].

Génpanel-szekvenilis

A génpanel-szekvenilas elviekben egy gyors, els6 vonal-
beli diagnosztikai tesztnek tiinik. El6nye, hogy jelenleg
még kevésbé koltséges, mint a WES és a WGS, és mini-
miélis a véletlen leletek kockdzata, hiszen el6re meghati-
rozott a vizsgalni kivint génpaletta (3. dbra). A génpa-
nel-szekvendlds kutatasi célokra nem idedlis modszer, és
szamos ok miatt PID-ben a diagnosztikai céla felhasznd-
lasa sem idealis. 2010 6ta dtlagosan tiz Gj PID-betegségi
gént fedeztek fel évente. A panelszekvenalas ezzel az ori-
asi ,tempoval” nem tud 1épést tartani, hiszen ez a pane-
lek folyamatos frissitését igényelné. A génpanelek hasz-
nilata kizdrja az 1) betegségi gének felfedezését is,
PID-ben ugyanakkor magas azon betegek szdma, akik-
nél a WES vagy a WGS kés6bb 14 betegségi gént igazol.
Félrevezetd lehet tehat, ha a klinikus csak a panelben

szereplS génekre fokuszal, mikozben a valédi betegségi
gének hidnyoznak az adott panelbdl. Tovabbi hitriny,
hogy nincs lehet&ség a célteriileten kiviili keresésre ab-
ban az esetben, ha a vizsgilat muticiét nem igazol. Nem
k6z6mbos az sem, hogy a szekvendlds fajlagos koltsége
WES és WGS esetében folyamatosan csokken, a génpa-
nel-szekvenalasé viszont novekszik. Bar a panelszekvena-
las hatékonysaga a vizsgalt betegpopuldciotol és az alkal-
mazott panelektdl fiiggden viltozhat, nagy esetszamu
vizsgilatok alapjan a panelszekvendlds a betegek mind-
Ossze 15%-dban eredményez genetikai diagnozist [19,
20].

WES és WGS

A PID-kutatas és diagnosztika szdmdra jelenleg a legin-
kabb koltséghatékony eljardst a WES jelenti, ugyanakkor
a WGS tobb eldnyt kinal. A WGS-nek egyértelmd tech-
nikai el6nyei vannak a WES-sel szemben, mivel egységes
lefedést biztosit, és képes érzékelni az intron és interge-
nikus mutacidékat (3. dbra). Fontos, hogy a WGS a
CNV- (copy number variation, kopiaszam-variacid) régi-
Okat is felismeri. Az ember egyes DNS-szakaszai nem
feltétlentil két kopidban fordulnak el8, bizonyos DNS-
szegmensek képiaszimaban a populicién beliil komoly
valtozékonysig lehet. A képiaszam-viltozis jelenthet
novekedést, duplikdcié révén, vagy csokkenést is, deleti-
ok révén. A CNV kiilonosen gyakori az immunrendszer
és az agy fejlédésében szerepet jatszé génekben. A WGS
tovabbi el6nye, hogy a vizsgilat eredményeként a teljes-
genom-szekvencia rendelkezésre all, igy specifikus elem-
zGszoftverek segitségével virtualisan a kezdeti teljesge-
nom-vizsgalat , panelszerd elemzésre” vagy ,,exomszerd
elemzésre” konvertalhaté.

A WES esetében fontos, hogy a DNS-templat exonok-
ban gazdag legyen, mig ez értelemszertien WGS eseté-
ben nem sziikségszerd (3. dbra). Ez egyben magiban
rejti a WES egyik legnagyobb hibalehet&ségét is, hiszen
az tigynevezett exondusitis nem teljesen homogén folya-
mat az Osszes exon esetében, ami az eredményeket tor-
zithatja. A PID-esetek tilnyomé részében a WES ele-
gendd diagnosztikai vizsgilat, és felesleges a WGS-nek,
vagyis a teljesgenom-szekvencidnak a meghatirozasa.
Ennek egyik oka az, hogy az elmult évtizedek humange-
netikai kutatasai azt mutatjak, hogy a monogénes beteg-
ségek esetében a muticiok talnyomoérészt az exomban
taldlhaték, és még inkabb annak kédolé régidjiban [21].
A masik ok az, hogy az exom az egész genom legkonzer-
valtabb régiodja, vagyis az exomon kiviil, a kevésbé kon-
zervalt régidkban elhelyezkedd szekvenciavariinsok nem
valészinti, hogy megzavarjik egy gén expresszidjit és
mikodését, ami azt jelenti, hogy itt ritkibb a patogén
variansok el6forduldsa. A WES egyik hitranya, hogy az
RNS-géneket jellemzben kevésbé fedi le, mint a WGS
[22]. Fontos annak ismerete is, hogy vannak olyan is-
mert gének, amelyeket a WES nem érzékel, példiul
azért, mert mélyen az intronban helyezkednek el. Ennek
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eklatdns példaja a X-kromoszémahoz kototten 6roklédd
dermatopathia pigmentosa reticularis, amelynek génjét
két évtizedes kutatbmunka utin végiil WGS-sel sikertilt
azonositani, mivel a muticié mélyen az intronban he-
lyezkedett el [23]. Egy negativ WES-lelet tehit nem zér-
ja ki egyértelmtien a muticié lehetSségét.

A WGS jelenleg drigibb vizsgilat, mint a WES, de
remény van arra, hogy a koltségek tovabbi csokkenésével
a WES-hez hasonl6 koltségkategoriaba keriiljon. A ge-
netikai technoldgia gyorsan fejl6dé teriiletén igy a WES
varhatéan atadja majd a helyét a WGS-nek, amely jobb
lefedettséget biztosit a kddold és a nem koédolé DNS-
szakaszokra, az intronokra és a szabalyozé DNS-régiok-
ra egyarant.

A molekularis genetikai vizsgalatok
jelent6sége PID-ben

Az NGS egyre szélesebb kort alkalmazdsanak koszonhe-
téen jelentésen nott a diagnosztizalt PID-betegek sza-
ma. Az 1. dbra szemléletesen mutatja az NGS kedvezd
hatdsat a PID-betegségek diagnosztikdjara. Az NGS
tobbek kozott hozzajarult a monogénes hatterti hypo-
gammaglobulinaemiak és az tgynevezett immundiszre-
guldciés szindromak nagyobb szimban torténd felis-
meréséhez, és a mobdszer segitségével szimos olyan
PID-betegségben is sikeriilt a patomechanizmust tisz-
tazni, amelyben a fenotipust egyetlen, j6l meghatarozott
kérokozoval vagy koérokozdesoporttal szembeni foko-
zott fogékonysig jellemzi. A részben vagy teljes egészé-
ben az NGS-technikdnak koszonhetSen felismert PID-
géneket és az dltaluk meghatirozott fenotipust az 1.
tablazat foglalja ossze [23, 24]. Az NGS-diagnosztika
elterjedésének egyik legfontosabb hozadéka, hogy lehe-
t6ség nyilt addig ismeretlen, Gj PID-betegségi gének fel-
fedezésére. A modszer lehetGséget teremtett arra, hogy
egyetlen vagy kevés beteget érint§ immunhidnyos dlla-
potok esetében is genetikai diagnozis sziilethessen.

A genetikailag igazolt esetek szimanak novekedésével
a fenotipusspektrum is konnyebben vizsgilhatd. Az
NGS-moédszernek koszonheten ma mar tudjuk, hogy a
PID-fenotipus meglepSen heterogén, igy példaul a be-
tegségi tiinetek még azonos génmutacidt hordozé bete-
gekben is eltéréek lehetnek, akar ugyanazon csalaidon
beliil. A fenotipus markdns heterogenitasanak oka ugyan-
azon gént érinté muticiok esetében lehet az, hogy az
adott gén kiilonb6z8 muticidi nagyon eltérd hatast gya-
korolnak a fehérje mtikodésére. Ennek egyik iskolapélda-
ja az X-kromoszémahoz kototten, recessziven 6rokléds
Wiskott—Aldrich-szindréma kialakuldsaért felelés gén, a
WAS. Nullmuticiék vagy ugynevezett funkciévesztd
(loss-of-function [ LOF]) muticiok esetében a klasszikus
tridsszal (thrombocytopenia, ekcéma és visszatérs terts-
zések) jellemzett klinikai képet latjuk [25]. Ezzel szem-
ben tgynevezett funkciényerd (gain-of-function [ GOF])
mutacidk esetén a fenotipust neutropenia jellemzi,
thrombocytaérintettség és infekcidk nélkiil [26]. A feno-
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tipusos sokszintiség hitterében az autoszomilis domi-
nins (AD) immunhidny-betegségek nagyobb ardnya fel-
ismerése is dllhat, amelyek igen gyakran valtozé
penetrancidjaak. Az NGS-t megel6z6 éraban az autoszo-
miélis recessziv (AR) 6roklédést PID-betegségek elétor-
dulasi gyakorisiga koriilbeliil a négyszerese volt az AD
oroklédést formaknak, hiszen a klasszikus molekularis
genetikai vizsgdlomodszerekkel egy AR eltérés sokkal
konnyebben diagnosztizdlhaté. Az NGS térhéditasaval
azonban folyamatosan novekszik az AD 6roklédést fel-
ismert PID-betegségek szima, mert ez a modszer lehe-
tové teszi a mutdciok felismerését egy vagy kisszama
nem rokon, de azonos fenotipust beteg esetében is [27].
Dominds 6rokl6désmenet esetén (az autoszomalis és az
X-hez kotott formakban egyarant) a LOF és a GOF mu-
taciok mellett el6fordulhat haploinsufficientia is, amikor
az egyetlen fennmaradé funkcionalis allél nem képes ele-
gendd génterméket (jellemz8en fehérjét) biztositani a
vad (egészséges) fenotipus megdlrzéséhez, ami a beteg-
ség kialakuldsidhoz vezethet. A fenotipust tovabb szinez-
hetik az tgynevezett hipomorf muticiok (domindns és
recessziv egyarant lehet), amelyekrdl régéta ismert, hogy
enyhébb fenotipust vagy a betegség kés6i kialakuldsat
idézhetik elS. Ez gy lehetséges, hogy a gén altal kddolt
fehérjébdl kevesebb termelddik, vagy a fehérje szerkeze-
te moédosul, igy funkcidja csokken a vad tipuséhoz ké-
pest, de teljesen nem sziinik meg. Kivalé példa erre a
RAGI, amelynek nullmutaciéi klasszikus SCID-et okoz-
nak, a T- és a B-sejtek teljes hidnyaval. Néhany RAG1-
muticié esetében ugyanakkor Omenn-szindréma, gra-
nulomatosus betegség, autoimmun manifesztaciok,
illetve gyulladdsos osteomyelitis megjelenése észlelhetd
[24]. A muticiék funkcionilis kovetkezményeinek meg-
értését tovabb bonyolitja az a tény, hogy ugyanaz a mu-
taci6 kiillonboz6 sejtvonalakban killonbozé kovetkezmé-
nyekkel jarhat. Ugyanakkor néhdny mutans gén szoéveti
és szervi expresszidja rendkivil széles, a fenotipusra
mégis a nagyon sz(k klinikai spektrum jellemz6. Az
NGS-nek koszonhetben meglepd gyakorisiggal kertl-
nek felismerésre tigynevezett de novo muticidkat hordo-
70, negativ csalddi anamnézisti betegek, akikre nagyon
stlyos vagy rendkiviil szokatlan klinikai kép jellemz&,
korai megjelenéssel és gyakran halalos kimenetellel. Az
NGS-érat megel6z8en ezeknek a betegeknek a nagy ré-
sze is diagnosztizdlatlan maradt, igy a PID-fenotipus ska-
l3jan nagy résziik korabban nem volt reprezentalva.

A PID-betegségek szdma olyan gyorsan novekszik,
hogy sziikségessé valt a korabbi terminolégia felilvizsga-
lata is. A PID, illetve a PIDD (PID disorders, PID-be-
tegségek) roviditéseken ma mar az immunhidny-beteg-
ségek egy sziikebb csoportjat értjiik, amelyekben a
betegség f6 megnyilvinulisa a fert6zésekre valé fogé-
konysdg. Ugyanakkor az immundiszregulaciés szindro-
mik novekvé szdma miatt, amelyek magukban foglaljak
az autoinflammatiés szindromakat [ 28, 291 és az interfe-
ronopathidkat is, egy sokkal tagabb értelmi terminol6-
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gia, az tgynevezett ,inborn errors of immunity” (az im-
munitds velesziiletett hibdi) kifejezés alkalmazasa javasolt.

PID esetén a génszint diagnosztika a kovetkez6k mi-
att nem nélkiilozhetd:

1. A molekularis genetikai vizsgalatok megerdsitik a fel-
tételezett diagnoézist, ami kiilonosen fontos, ha a la-
boratériumi leletek és a klinikai kép a megszokottol
eltérd, szokatlan.

2. A molekuldris genetikai diagnézis végleges diagnozis,
igy a PID-betegek esetében sajnos gyakran tapasztalt
elhtizodé és céltalan kivizsgilasok, illetve a tartds ,,di-
agnozisnélkiiliség” okozta bizonytalansig végére
pont tehetd.

3. A genetikai vizsgilattal egy potencidlisan halalos ki-
meneteld betegség mar a tiinetek megjelenése eldtt
felismerhetS, ami lehet6vé teszi az id6ben torténd
beavatkozast. A korai, biztos diagnoézis lehetGvé teszi
a fert8zések kialakuldsinak megel&zését és a korai
adekvat immunterépiat, igy csokkenthetd a szovéd-
mények és a maradando szervi kdrosoddsok kialakula-
sanak veszélye.

4. A PID altal érintett csalidokban lehet&ség nyilik a ge-
netikai tandcsadasra, amely csak akkor lehet relevans,
ha a genetikai diagnézis mar a keziinkben van. A hor-
dozéallapot kisziirése és a praenatalis diagnosztika

OSSZEFOGLALO KOZLEMENY

oriasi jelentségét a csaladtervezésben nem kell hang-
salyozni.

5. A genetikai vizsgilatok segitségével tisztizhat az im-
munhidnyos betegség patomechanizmusa.

6. Er6s genotipus-fenotipus korrelicié esetén a moleku-
laris diagnézis prognosztikai informdciét nyajthat.

7. Az esetek egy kis részében a molekularis genetikai
vizsgalatok utdn is maradnak nyitott kérdések, hiszen
ugyanaz a fenotipus kiilonboz6 géndefektusok kovet-
kezménye is lehet, illetve ugyanaz a génmutaci6 sok-
szor egy csalaidon beliil is teljesen eltér$ fenotipust
eredményez. A genotipus-fenotipus Osszefiiggések
vizsgilataval ugyanakkor mds genetikai faktorok és
tovabbi kornyezeti tényez8k pontos szerepe is tisz-
tazhato.

PID-diagnosztika — magyarorszagi
el6zmények ¢és helyzetkép

Magyarorszagon 2003-ig dontéen a humoralis és a cel-
lularis immunvalasz felmérésére alkalmas funkcionilis,
immunkémiai és biokémiai moédszereket alkalmaztik a
primer immunhidny-betegségek diagnosztikdjiban. A
korszeri diagnosztikai feltételek biztositisa azonban
szlikségessé tette molekularis genetikai vizsgalomodsze-

2. tablazat A Debreceni Egyetem Infektologiai és Gyermekimmunologiai Tanszékének Molekularis Genetikai Laboratériumaban diagnosztizalt primer immun-
hidnyos betegek genotipusa
Betegség Muténs gén (6roklédésmenct) A muticio tipusa Eset-
Nukleotidesere Aminosavcsere szdm
KOMBINALT IMMUNDEFICIENTIAK (B- ES T-SEJT-DEFEKTUSOK)
T-B+ stlyos kombinalt immundeficientia (SCID)
X-kromoszomihoz kotors SCID IL2RG (XL) 4
f(;g:z;iﬁ;mmﬂ—ldm-ﬁleﬁcimﬂﬂ, CDI132-de- .802G>C p.G268R Missense
¢.295insA p.V99£X110 Insertio
T-B-SCID
RAG2-deficientin RAG2 (AR) 2
c.045_0646insAC/c.1563delT p.T2151X5/p.P422fX3 Insertio/deletio
Kombinalt immundeficientia, a SCID-hez képest enyhébb fenotipussal
CD40L-deficientia CD40LG (TNFSF5) (XL) 16
(CDI54-deficientin) c.216C>A p-C72X Nonsense 2
¢.430G>A p.G144R Missense 1
¢.521A>G p-Q174R Missense 2
c.654C>A p.C218X Nonsense 5
c.694C>T p.Q232X Nonsense 1
cIVS3 + 1G>T - Splice site 1
c.58delA p.820(X21 Deletio 2
¢.77_89del13bp p.Y26(:X33 Deletio 1
c.470delA p-N157fsX161 Deletio 1
DOCKS-deficientin DOCKSE (AR) 2
dell-14 exons/del8-18 exons Nagydeletio 2
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2. tablazat folyt.
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Betegség Muténs gén (6roklédésmenect) A muticio tipusa Eset-
Nukleotidesere Aminosavcsere szdm

KOMBINALT IMMUNDEFICIENTIAK SZINDROMAJELEKKEL

Immundeficientia congenitalis thrombocytopeniaval

Wiskott—Aldrich-szindrima WAS (XL) 10

(WAS) c.121C>T p-R41X Nonsense 1
c.190T>C p.W64R Missense 1
c.221T>C p-F74S Missense 1
c.257G>A p-R86H Missense 1
c.397G>T p-E133X Nonsense 2
¢.106-108delTT p.F36X Nonsense 1
¢.278-279delGT p-G931:X121 Deletio 1
¢.1075delC p.P359fsX444 Deletio 1
cIVS9 + 1G>A - Splice site 1

Kromoszématorékenységgel és/vagy DNS-repair-defektussal tarsulé immundeficientiak

Nijmegen breakage szindrima NBN (AR) 3
(NBS) .657_661del5bp,/ ¢.657_661delsbp  p.K219£sX234/p. Deletio 3
K219tsX234
Thymusdeficientia egyéb tarsulé congenitalis anomaliival
Di George/velocardiofacialis szindvima 22-es kromoszéma (AD) 1
c.del22ql1.2 Nagydeletio 1
Immunoosseous dysplasiak
Porc-haj hypoplasia RMRP (AR) 1
(PHH) dupTACTACTCTGTGAAat-12 Az RMRP a mitokondrid- Duplikicié 1
(TATA boksz és a transzkripcid lis RNS feldolgozisiban
kezd&helye kozott) /c.236A>G szerepet jatsz6 endoribo-
nukledz RNS komponen-
sét kodolja
Hiper-IgE-szindréma (HIES)
Autoszomilis domindns HIES (STAT3 STAT3 (AD LOF) 11
deficientin, Job-szindrima) .994C>T p.H332Y Missense 3
c.1144C>T p.R382W Missense 4
c.1825 A>G p-R609G Missense 1
c.1865C>T p.T6221 Missense 1
c.1909G>T p-V637L Missense 1
c.IVS88-3C>G - Splice site 1
Dyskeratosis congenita (DKC), myelodysplasia, rovid telomerek
Dyskerindeficientia okozta DKCI (XL) 1
XL-DKC cIVS2-5C>G - Splice site 1
ANTITESTDEFICIENTIAK
Agammaglobulinaemia csékkent B-sejt-szammal vagy B-sejt-hidnnyal
X-kromoszémihoz kitott agammaglobuli-  BTK (XL) 18
naemin .
115T>A .Y39N M 2
(XLA, BTK-deficientin) ¢ > P 1ssense
c.1025C>T p-R288W Missense 1
c.1064T>A p.I355N Missense 2
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2. tablazat folyt.
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Betegség Mutins gén (6roklédésmenet) A mutdci6 tipusa Eset-
Nukleotidcsere Aminosavcsere sz4m
X-kromoszémihoz kotitt agammaglobuli-  ¢.1087C>T p-Q363X Nonsense 1
’(‘;‘E”Z”BTK_ defiontin) .1184G>A p.W395X Nonsense 1
c.1337T>C p.L402P Missense 1
c.1574G>A p-R525Q Missense 1
c.1631G>C p-R544T Missense 1
c.1699G>A p-E567K Missense 1
c.1846C>G p.L616V Missense 1
c.1952T>G p-1651S Missense 1
c.89_101del13 bp p-F30£sX52 Deletio 1
c.472_475delACAG p.-T158fsX174 Deletio 1
c.1777delC p-L593£:X649 Deletio 1
c.IVS8-1G>A - Splice site 1
c.IVS14 + 5G>A - Splice site 1

Hiper-IgM-szindréoma (HIGM), stilyosan csokkent IgG és IgA, normal- vagy emelkedett IgM, normal-B-sejtszaim

AID- (aktivicidindukdlt citidin-dezami- ~ AICDA (AR) 7
niz) deficientia c.172G>A/c.259T>C p-E57K/p.C87R Missense,/missense 1
¢.259T>C/c.259T>C p.C87R/p.C87R Missense /missense 2
¢.259T>C/c.338T>C p.C87R/p.L113P Missense/missense 4
IMMUNDISZREGULACIOS SZINDROMAK
Regulatorikus-T-sejt-deficientia
IPEX-szindroma FOXP3 (XL) 1
( immundi{zregul{iaié, polyendocrinopathia, 0 1207GT G403 W Missense 1
enteropathia, X-linked)
Autoimmunitas lymphoproliferatioval vagy a nélkiil
APECED-szindrima AIRE (AR vagy AD) 13
Sﬁﬁi’izzzozz:z‘: ”f:llgf Z;l;ZZZZ jthm’ c.769C>T/c.769C>T p-R257X/p.R257X Nonsense /nonsense 7
¢.769C>T /c.44_66dup23bp p.R257X/p.R15£sX19 Nonsense /duplikicié 1
c.769C>T/c.965_977dell 3bp p-R257X/p.1.323tsX373  Nonsense/deletio 1
c.769C>T/c.1148insG p.R257X/p.E383f;X423  Nonsense/insertio 1
c.769C>T/c.1344delC p-R257X/p.C449£sX479 Nonsense/deletio 2
c.IVS9 + 6G>A/c.1411C>T -/p-R471C Splice site/missense 1
Autoimmun lymphoproliferativ szindréma (ALPS, Canale-Smith-szindréma)
ALPS-FASLG FASLG (CD95L) (AR) 3
(ALPS Ip) c.776T>G/vt p-I259R /vt Missense 1
¢.335_443del109bp/ vt p.G112sX151/vt Deletio 1
(a 4. exon deletidjn)
¢.38insA/vt (dominans negativ) p.T131X17/vt Insertio/vt 1
EBV iranti fogékonysag és lymphoproliferativ allapotok
X-kromoszomihoz kotitt lymphoproliferativ. SH2DI1A (XL) 14
X(z)i(ngogZDlA-dq‘icimtiu, SAP-deficien- <X G>A p-.G16D Missense 4
tin, XLPI) c.92T>C p.L31P Missense 4
c.102C>G p.S34R Missense 2
c.125G>A p.C42Y Missense 2
c.IVS1 + 5G>A - Splice site 2
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2. tablazat folyt.

Betegség Muténs gén (6roklédésmenect) A muticio tipusa Eset-
szam

Nukleotidcsere Aminosavcsere

PHAGOCYTADEFEKTUSOK

Congenitalis neutropeniak

Elasztazdeficientin ELANE (ELA2) (AD) 6
(severe congenital neutrvopenia 1, SCNI) Promoter —199C>A

c.182C>T p.AGLV Missense 1
c.377C>T p-S126L Missense 1
cIVS4 + 1G>A - Splice site 1
A motilitds zavarai
Shwachman—Diamond-szindréma (SDS) ~ SBDS (AR) 2
¢.362A>C/c.523C>T p-N121T + p.R175W Missense/missense 1
c.IVS2 + 2T>C/del872bp incl. exon 3 —/872 bazispar deletiéja  Splice site/nagydeletio 1
A respiratorikus burst defektusai
X-kromoszémihoz kititt kronikus CYBB (XL) 8
granulomds betcgség (CGD [chronic ¢ 283C>T p.RO1X Nonsense 1
granulomatous disease ], gp9IP,
CYBB-deficientin) c.793C>T p-Q261X Nonsense 2
c.880C>T p-R290X Nonsense 1
c.967C>T p.Q323X Nonsense 1
c.1169 C>T p-P390L Missense
1-10. exon deletidja* 1-10. exon deletidja Nagydeletio 2
AZ IMMUNITAS INTRINSZIK ES VELESZULETETT ZAVARAT
Epidermodysplasia verruciformis (HPV)
WHIM- CXCR4 (AD GOF) 1
_(Wm/t'f’ hypogammag lo?ulin.emm/, c.1013 C>G p-S338X Nonsense 1
infections, myelokathexis) szindroma
Mucocutan candidiasisra valé hajlam
Kronilkus mucocutan candidiasis (CMC)  STATI (AD GOF)
c.820C>T p-R274W Missense
c.1219C>G p.L407W Missense 1
A TLR szignalizaciés uitvonal deficientidja bacterialis fogékonysaggal
IRAKA4-deficientin IRAK4 (AR) 1
IVS10-1G>T/IVS10 + 520A>G - Splice site 1
KOMPLEMENTDEFICIENTIAK
C2-deficientin C2 (AR) 2
c.841_849del9bp, IVS6 + 1_19del19bp (p.V281Dfs) Nagydeletio 2
Osszesen 130

Jelolések:

Félkovér muticiod: a Tanszék dltal diagnosztizalt és publikdlt Gj mutdcio.

Ddlt mutdacio: a Tanszék dltal diagnosztizalt, kordbban még nem publikalt Gj muticié.

*: Prof. Dirk Roos (Sanquin Research and Karl Landsteiner Laboratory, Academic Medical Center, University of Amsterdam, Amsterdam, The
Netherlands) munkacsoportjaval kozos vizsgilat.

AD = autoszomadlis domindns; AR = autoszomiilis recessziv; GOF = funkcidonyer§ muticié; LOF = funkciéveszt§ muticié; RMRP = RNA
component of mitochondrial RNA-processing endoribonuclease; XL = X-hez kotott; vt = vad tipus

rek bedllitdsat is. 2003-ban a Debreceni Egyetem Infek- | 16médszereken kiviil a muticiéanalizis és mas molekuld-
tologiai és Gyermekimmunolégiai Tanszékén jott létre | ris genetikai vizsgalatok elvégzése is biztositott volt. A
immundeficientia molekularis genetikai kozpont, amely | ritka, 6rokl6dé PID-ben szenvedd betegek és csaladtag-
orszagos igényt elégitett ki, és a J Project révén kelet- és | jaik szamdra a praenatalis genetikai diagnosztika is hoz-
kozép-eurdpai centrumma vélt. A hagyomdnyos vizsgd- | ziférhetd lett. A Tanszéken a 2003 és 2015 kozotti id6-
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szakban genetikailag igazolt 130 magyarorszigi beteg
genotipusit a 2. tablizar foglalja 6ssze a legjabb PID-
klasszifikiciénak megfelels felbontasban. A tablazat csak
a betegek szamadatait tartalmazza, a csaladszlrés sorin
kisztirt hordozék nem keriiltek feltiintetésre.

Stalyos kombinalt immundeficientiat (SCID) 6 eset-
ben diagnosztizaltunk (ILRG-, illetve RAG2-muticid),
kozel 20 esetben pedig a kombinalt immundefektusok
enyhébb formait (CD40LG-, illetve DOCKS8-mutacid)
igazoltuk [30-33]. Az egyéb szindrémajelekkel tarsuld
kombinalt immundeficientidk k6zott hiper-IgE-szindré-
ma (11) [34], Wiskott—Aldrich-szindréma (WAS) (10)
[35, 36], Nijmegen breakage szindréma (3) [37, 38], Di
George-anomalia (1), porc-haj hypoplasia (1) [39] és
dyskeratosis congenita (1) [40, 41] fordult el6. Az anti-
testdeficientidk csoportjaban X-kromoszémaihoz kotott
agammaglobulinaemia (18) [42] és AID-muticié okoz-
ta hiper-IgM-szindréma (7) [31, 43] volt genetikailag
igazolhat6. Az immundiszreguliciés szindrémak kozott
a legnagyobb szdmban X-kromoszémahoz kotott lym-
phoproliferativ szindréméit (XLP) (14) [44, 45] és
APECED- (autoimmun polyendocrinopathia, candidia-
sis, ectodermalis dystrophia) szindrémat (13) [46] mu-
tattunk ki, de el6fordult autoimmun lymphoproliferativ
szindréma (3) [47] és egy esetben IPEX- (immundiszre-
gulacid, polyendocrinopathia, enteropathia, X-hez ko-
tott) szindroma is. A phagocytadefektusok csoportjara
X-kromoszémdhoz kotott kronikus granulomas megbe-
tegedés (CGD) (8) [48], congenitalis neutropenia (6) és
Shwachman—-Diamond-szindroma (SDS) (2) [49, 50]
el6forduldsa volt jellemzs. A természetes immunitas ve-
lesziiletett zavarait kronikus mucocutan candidiasis (3),
WHIM-szindréma [51, 52] és IRAK4-deficientia (1)
[53, 54] formdjiban diagnosztizaltuk. Komplementdefi-
cientia két esetben fordult el6. Praenatalis genetikai
diagnosztikdra 30 esetben kertilt sor, ebbdl hirom eset-
ben ikerterhességben. A praenatalis vizsgilatokra
CD40LG-mutacié okozta kombindlt immundeficientia
(7), WAS (7), XLP (5), IL2RG-génmuticié okozta
SCID (3), SDS (3), RAG2-muticié okozta SCID (1),
CYBB-génmutaci6 okozta CGD (1), ELANE-génmuta-
cié okozta neutropenia (1), WHIM-szindréma (1) és
IPEX-szindréma (1) miatt keriilt sor [55, 56].

Kovetkeztetés

Megillapithat6, hogy az NGS a velesziiletett immunbhi-
any-betegségek torténetében is 4j fejezetet nyitott. A
molekuliris genetikai vizsgalémaodszerek lenytigozé 1ép-
tékd fejlédése nemesak a PID-diagnosztikit forradalma-
sitotta, de lehetGséget teremtett 0j terdpids eljarasok
bevezetésére is. A terapias kihivasok egyike a mutinsgén-
Gssejt transzfekcioval torténd korrekcidja, amelynek kez-
deti eredményei tobb esetben biztaténak téinnek, igy
remény van arra, hogy a génteripia hamarosan az elsé
vonalbeli terdpids eljarasok kozott szerepeljen.

Anyagi tamogatds: A kozlemény megirasa, illetve a kap-
csolodo kutatdmunka anyagi timogatasban nem része-
stilt.

A cikk végleges valtozatit a szerz$ elolvasta és jova-
hagyta.

Evdekeltségek: A szerzének nincs érdekeltsége.

Készonetnyilvanitas

Koszonetet mondok Bertrand Boissonnak (St. Giles Laboratory of Hu-
man Genetics of Infectious Diseases, The Rockefeller University, New
York, USA) hasznos javaslataiért.
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