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Bevezetés

Ritka betegségeknek (RB) nevezziik azon korképeket, melyek a populacio Kis részét érintik és
elé6fordulasi gyakorisaguk nem tébb, mint 1/2000. Jelenleg kb. 6000 ritka betegséget irtak le,
melyek Klinikai manifesztacidja széles skalan mozog. Legtobbjik mentalis retardaciot okoz,
50-70%-a mar gyermekkorban megjelenik és az érintettek 30%-a 5 éves kor alatt exital.
A legtobb ritka betegség monogénes 6roklodés menetet mutat, de ismertink olyan komplex
betegségeket melyek tobb génhez kothetdek. Ezek klinikai tlinetei sokszor atfednek, ezért un.
»ernyO-betegségeknek™” hivjuk Oket (pl.: nephrosis szindroma, skizofrénia, Ectodermalis
dysplasia (ECD), Chronic obstructive pulmonary disease, stb). A meglévé molekularis
diagnosztikai modszerek limitacidinak és a betegségek széles klinikai spektrumanak
koszonhetéen az RB-k diagnozisa komplikalt és nagy részik hazankban a mai napig
megoldatlan. Ezek hatterében allo gének Sanger tipusu szekvenalasa az oriasi munkaigény és a
hozz4 tartoz6 magas koltségeknek koszonhetéen ezen betegségcsoportokban nem
alkalmazhatd. Az elmult években 1étrejottek olyan ritka betegség szakértéi centrumok, melyek
arra hivatottak, hogy RB-k bizonyos tipusanak diagnosztikajat, kezelését rutinszeriien végezzék
(leginkabb monogénes betegségek).

A szegedi Gyermekgydgyaszati Klinika egy ritka betegség kozpont, ahol eddig a tébb gént is
érinté betegségeknél csak a leggyakoribb formak genetikai analizisét végeztik (az Alport
szindroma leggyakoribb X-hez kotott, COL4AS5 gént érint6 és az ECD leggyakoribb, X-hez
kotott EDA gént érintd formajat). Jelenleg kapcsolt markerekkel (linkage analyis/LA)
lehet6ség van a komplex betegségeket okozd gének szegregaciojanak nyomon kovetésére,
azonban ehhez csaladi anamnézis, illetve tobb csaladtag érintettsege szilkséges. LA azonban
nem alkalmazhato, ha a betegség eldszor fordul eld egy csaladban, illetve a modszer csak
indirekt utalast ad arra, hogy az adott génben esetlegesen kéroki mutacié van, de a konkreét
mutaciot nem azonositja. A direkt szekvenalassal COL4A gének altal kddolt ~150 génszakaszt
kellene PCR-al felszaporitani, tisztitani és szekvenalni), igy koroki eltérest megtalalni kihivast
jelent.

Koszonhet6en az Ujgeneracios szekvenalo technikdk (NGS) megjelenésének lehetéség nyilt
tobb gén/minta egy idejii vizsgalatara, ami lehet6vé teszi a komplex betegségek koltség

hatékony genetikai analizisét.



Tézisemben két olyan komplex betegségcsoportot valasztottam, melyeknél az érintett gének

szdmanak, és a betegség el6fordulasi gyakorisdganak koszonhetéen a megoldatlan esetek szdma

nagy.

Alport szindréma és rokon betegségei

A COL IV nephropathidk (vékony bazalis membran nephrpathia /VBMN/, Alport szindréma
/AS/) genetikai hatterében a COL(IV) géncsalad eltérései allnak. Felndttekben a glomerularis
bazalis membran IV-es kollagén lancat alkoto struktar fehérjéket a COL4A3, A4, ill. A5 gének
egyuttesen kodoljak. A funkcionalis fehérje komplex (tripla-hélix) mindegyik gén termékébél
1-1 kopiat tartalmaz. Ugyanazon génekben el6forduld mutaciok szamatol, ill. az érintett
génektdl fiiggden a klinikai manifesztacid benignus familiaris hematuriat (COL4A3 vagy A4
lancok hibaja), vagy sulyos tiinetekkel jaré Alport szindromat is okozhat (X kromoszéméahoz
kotheté XD-AS ~85%, autoszomalis recessziv AR-AS ~14%). A végstadiumua vesebetegség
(ESRD/CKD) kialakuldsanak, tovabba a betegség megeldzése/tovabb oroklodésének elkeriilése
érdekében elengedhetetlen a korai diagnosztika. Habar a betegség progresszidja kiilonb6z6
lehet egyénenként, a kordn diagnosztizalt eseteknél az idében megkezdett terdpia (anti-
hypertensive terapia, korlatozott protein bevitel, dohanyzas elhagyasa, stb) az ESRD

kialakulasat évekkel kitolhatja.

Ectodermalis dysplasia

T6bb mint 150 klinikailag kiillonb6z6 6rokl6do betegségben van jelen Ectodermalis dysplasia.
Arra a kérdésre, hogy mennyien vannak, akik hordozzak eme betegséget, nehéz valaszt adni. A
legutobbi felméréseket a The Birth Defects Encyclopedia 1990-es kiadasa kozli, miszerint
10000 gyermekbdl minden hetedik ED szindroméaval sziiletik. A klinikailag heterogén betegség
csoport genetikai hattere nem homogén.

Az Ectodermalis dysplasia tiinetei eltérd, szemmel lathat6 tulajdonsaggal jelentkeznek fiiggen
az érintett szovetek struktarajatol. Fenotipus jegyek nem mindig lathatok az Gjszulotton,
legtobbszor csak csecsemd, vagy gyermekkorban. Szervek, szovetek melyek érintettek

lehetnek:



e szOrzet: a haj ritka, sokszor durva, meglehetdsen térékeny, hullamos és csavarodott.
A testszOrzet gyér, ritka és vilagos szinti

o Kko6rmok: a kézen és a labujjakon vastag, abnormalisan hegyes, elszinez6dott,
domborodott. Eléfordul, hogy a kormok hidnyoznak,

e fogak: abnormalis fogfejlédés hianyos fogazatot, vagy hegyes ritkan elhelyezkedd
fogakat eredményez. Fogzomanc altaldban nincs. Szajsebészeti kezelés sziikséges,

o verejtékmirigyek: verejtekmirigyek hianyoznak, vagy kevesebb van bel6liik.

Verejték funkcid leromlasaval a test nem képes a normal testhdmérséklet tartasara,
ezert ezek a betegek nem toleraljak a magas kiils6 homérsékletet. Gyakori a lazas

periddus, mely gyermekkorban diagnosztikai jel.

Genetikai vizsgalattal eldsegithetjiik az Ectodermalis dysplasia kiilonb6z6 tiineteit mutatod

betegek prenatélis diagndzisanak felallitasat, valamint pozitiv csaladtervezését is.

A tézis céljai

1. Uj generéaciés szekvenald platformon torténd muticié sziirése 14 COL IV
nephropathias csalddnak valamint 3 COL IV nephropathias egyedi esetnek,
kiknek genetikai diagn6zisa megoldatlan.

2. Jobb és érthetdbb leirasa az Alport szindroma vitatott 5roklédés menetének (AD,
AR).

3. Harom kiilonboz6 tiinetet mutatd Ectodermalis dysplasias csalad klinikai exom

szekvenalasa genetikai diagnoézisuk felallitasa céljabol.



Betegek és Modszer

Alport és rokon betegségei

Alport szindrbma gyanus (haematurias/proteinurias/vese transzplantalt/végstadiumu
vesebeteg), vékony bazélis membran nephropathia gyanus betegek (j generacios szekvenald
platformon (NGS) t6rténé mutacio azonositasat végeztik el. A betegek bevalogatasi kritériuma

a kovetkez6 szempontokat kovette:

VBMN: enyhe perzisztal6 haematuria (25-30 vvt/latotér), enyhe (0,5-1,0 g/nap) proteinuria,

elsd megjelenés 10 éves kor felett.
AS: perzisztalo haematuria (> 30, 50-100 vvt/latotér), perzisztalo proteinuria (0,5-5,0 g/nap),

A genetikai vizsgalathoz egy altalunk tervezett (lon AmpliSeq ™ Designer version 4.2.1)
Alport/ TBMN panelt hasznaltunk, amely tartalmazza a COL4A3-4-5 génekre specifikus
primerekt. Mintadk szekvenaldsa lonTorrent 316 chip-en tortént. A kapott variansok
bioinformatikai kiértékelését CLC Bio, Torrent Suite 4.2 és Illumina VariantStudio
programokkal végeztik. Kérokinak itélt eltérések validalasa, és az igazolt varidnsok célzott
vizsgalata az érintett csaladokban Sanger tipust szekvenalassal tortént. Osszesen 17 (14 csalad
+ 3 egyedi eset) beteg kerilt paneliinkre, majd a talalt variansokat tovabbi 55 csaladtagban

Sanger szekvenalassal ellendriztiik.

Ectodermalis dysplasia

Harom kiilénb6z6 tiineteket mutato ED-S beteg és csaladtagjainak vizsgalatat végeztik el
Klinikai exom szekvenélassal (CES).

1. csalad: 35 évvel ezeldtt egy éves koraban ED-vel diagnosztizalt ferfi kerte ismételt
kivizsgalasat pozitiv csaladtervezésének eldsegitése celjabol. Tiinetei (gyakori lazas
peridédusok, fog fejlddési zavar, kopaszsag) a Hypohidroticus ED-t valoszintsitették. A beteg
férfin kivul megvizsgaltuk tiinetes édesanyjat, nagyanyjat és 3 tinetmentes rokonat, valamint

tinetmentes csaladtagokat is.



2. csalad: 4 évvel ezel6tt kertilt gondozasunkba egy 14 éves fiu, akinek klinikai tiinetei alapjan
felmertilt az Ectodermalis dysplasia. Nala a betegség a fogak fejlédési zavaraval, hianyos
testszorzettel és csokkent verejtékfunkcioval jelentkezett. A csaladi anamnézisében anyai
nagyapa is hasonld tlineteket mutatott. A beteg fil csaladjaban tébb tlnetest is talaltunk,
azonban enyhébb tiinetekkel (csak fog fejlddési zavar). Azaz, a csaladban két eltérd fenotipus

szegregalodik mar harom generacion at, melybdl feltételezziik tobb gén érintettségét.

3. csaléd: 5 éves indiai fit aki harmad generacios rokonhézassaghol sziletett. A fiunak hianyos
haja, szemdldoke, disztrofias kormei és syndactilidja (kettes és harmas labujjak kozott)
meger6siteni latszik az Ectodermalis dysplasia-t. A fitn kivil megvizsgaltuk még tiinetmentes

édesanyjat és edesapjat.

Mindegyik csaladbol egy- egy tlnetes csaladtagot valaszottuk ki NGS-re. Mivel az ECD.141
génhez kothetd, ezért ezen gének egyuttes vizsgalatdhoz a klinikai exom szekvenalast
vélasztottuk. A minték szekvenélasahoz TruSight One Sequencing Panel-t (MiSeq, Illumina)
hasznaltuk. A panel lefedi az ©sszes olyan gént (4813), melyek pathogen statusza
adatbazisokban (HGMD, OMIM) mar szerepel.

Validalas, konvencionalis szekvenalassal

A kapott variansokat mind az AP/VBMN, mind az ECD betegeknél Sanger tipusu
szekvenalassal validaltuk. Az igazolt eltéréseket ezek utan célzottan vizsgaltuk az egyes
csalddokban, az egészséges, illetve klinikai tiineteket hordozé csaladdtagoknal, igy a kiilonb6zo

variansok patologiai statuszat a csaladon belili geno-fenotipus korrelacioval tudtuk igazolni.



Eredmények

Kdzel 80 mintaban (20 proband /NGS/ + 60 db rokon /Sanger szekvenalas/) azonositottuk az
AS/VBMN valamint Ectodermalis dysplasia kialakulasaban szerepet jatszé6 mutécidkat. Alport
panelliinkkel 14, mig CES panellel harom eddig nem publikalt koroki eltérést azonositottunk. A
vizsgalt 17 nephropathias, valamint a 3 ECD-s csalad mindegyikénél sikerrel azonositottuk a

betegséglikért felelds koroki eltéréseket.



Osszefoglalas és kovetkeztetések

1. Sikeresen beallitottunk egy koéltséghatékony (<500 EUR/minta) NGS modszert
(Custom AmpliSeq panel, bioinformatikai kiértékelés) a COL4A3-A4-A5 genek
szimultan vizsgalatara, amely alkalmas az SNP-k és kisebb INDEL-ek
vizsgalatéra.

2. A 17 kivalasztott Alportos eset mindegyikében megtalaltuk a tiinetekért felelds
mutaciokat. Eredményeink alapjan az NGS alapi mutacidanalizis alkalmas lehet
a COL4 nephropathiak genetikai analizisére.

3. Kilinikai exom szekvendlassal sikeresen azonositottunk és validaltunk kdroki
eltéréseket Ectodermalis dysplasia betegségekben (4 db irodalomban nem
szereplé mutacio), melyek betegséguk Klinikai manifesztacidjat alatamasztottak.

4. Genetikai eredményeinknek koszonhetden késdbbiekben segitséget nyjthatunk,
ezen csaladok szamara a pozitiv csaladtervezés elOsegitésében.

5. Eredmenyeink alapjan ugy véljik, hogy:

- az Alport szindroma egy olyan spektrum betegség, melynek a
fenotipusos megjelenése a COL4A3-A4-A5 fehérjék altal 1étrejott tripla
hélix mennyiségétél fiigg, ahol a spektrum egyik végpontja az
FBH/VBMN, mésik végpontja az Alport szindrdma

- AD Alport szindroma vélhetéleg technikai, vagy a klinikai diagnézis
értelmezésbeli kilonbségeinek eredménye

- a klinikailag jol meghatarozhatd, néhany génhez kothetd betegségeknél
a célzott NGS megfeleld a genetikai diagnosztikahoz

- komplex, tobb génhez kotheté betegségeknél a klinikai exom

szekvenalas eredményesnek bizonyult a genetikai diagnosztikaban
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