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BEVEZETES

A genetikai vizsgalatok elvégzése ¢és a genetikai tanacsadas a ritka, mendeli 6roklédési
korképek esetén a mindennapi betegellatas részét képezik, szamos orokletes rendellenesség
esetén egyértelmi szakmai iranyelvekkel, szabalyozdsokkal. A komplex betegségek genetikai
hatterével kapcsolatos ismeretek folyamatos bdviilésének és személyre szabott betegellatas
térhoditasanak kdszonhetden ezen korképek esetén is egyre nagyobb igény fogalmazodik meg

a genetikai vizsgalatok, genetikai tandcsadas irant a betegellatas javitasa érdekében.

Kutatomunkank soran két, elsddlegesen komplex 6roklédésii korkép, melanoma malignum és
kronikus pancreatitis esetén végeztiink vizsgalatokat. Bar az 6réklédésmenet szempontjabodl
mindkét betegséget esetén elsésorban multifaktorialis, poligénes betegségként tartjuk szdmon,
azonban mindkét korképnek vannak olyan formai, melyek mendeli 6roklédésmenettel,

autoszomalis dominans modon 6roklédnek.
A melanoma malignum csiravonalbeli genetikai hattere

A melanoma malignum egy komplex betegség, melynek kialakuldsaban genetikai, kornyezeti
¢és életmodbeli tényezOk egyarant szerepet jatszanak. Gyakorisagat tekintve a melanoma

vilagszerte az egyik leggyakrabban diagnosztizalt daganatos betegség.

Bar a melanoma malignum esetében a genetikai valtozasok tobbsége szomatikus mutacio, egyre
tobb bizonyiték utal a csiravonalbeli mutaciok fontos szerepére a betegség kialakulasaban. A
magas penetranciaji melanomara hajlamosito gének (CDKN2A, CDK4, BAP1, POT1, ACD,
TERF2IP és TERT) ritka variansai nagyon magas melanoma-kockazatot okozhatnak, amely a
monogénes, autoszomalis dominans oOroklédésti betegségekhez hasonld betegséghajlamot
eredményez. A kozepes penetrancidji melanomara hajlamosité gének (MCI1R, MITF és
SLC45A2) és az alacsony penetranciaju gének (TYR, OCA2, ASIP, PLA2G6, FTO, PARP1,
ATM, CDKAL1, CCND1 és CYP1B1) ritka variansai 6nmagukban nem képesek melanoma
kialakulasat okozni, de poligénes modon 6roklédve jelentésen ndvelhetik az egyéni melanoma

kockazatot.

A melanomaval érintett paciensek 10%-a esetén figyelhetd meg pozitiv csaladi anamnézis,
mely onmagéban is rizikofaktort jelent tovabbi melanoma kialakuldsara nézve. A familidris
melanomas esetek kb. 50%-aban azonosithat6 ritka, csiravonelbeli, koroki genetikai eltérés
magas penetranciaju melanomara hajlamositd génben. Az esetek masik felében a genetikai

hattér altalaban felderitetlen marad.



Egyre tobb szakirodalmi bizonyiték utal a melanomara hajlamostio csiravonalbeli genetikai
eltérések mellett olyan csiravonalbeli genetikai varidnsok jelenlétére, melyek a DNS javitd
mechanizmusokban jatszanak szerepet, és a melanomaval érintett paciensek esetén a tumorok

progresszidjat, a terapiara adott valaszt befolyasoljak.

A paciensek azon részében, ahol az ismert melanoméra hajlamositd génekben nem kertil
azonositasra patogén, vagy valdszinlileg varians, felmeriil a kérdés, hogy nem hordoznak-e
csiravonalbeli genetikai eltérést olyan génekben, melyeket melanoma kialakulasaval jelenleg

még nem, de mas tumortipusokkal mar kapcsolatba hoztak.
A kronikus pancreatitis genetikai hattere

A kronikus pancreatitis (CP) a hasnyalmirigy folyamatos gyulladasos betegsége, melyet
irreverzibilis morfologiai elvaltozasok, altalaban kronikus hasi fajdalom és a funkcio
visszafordithatatlan karosodasa jellemez. A pancreatitis kialakuldsanak etologidja igen
heterogén. Bar a genetikai eltérések szerepe a betegség Iétrejottében egyértelmd,
multifaktoridlis betegségként a kornyezeti, életmodbeli faktorok és morfologiai variansok is
szerepet jatszanak a pancreatitis kialakulasaban. Jelen ismereteink alapjan a PRSS1 gén koroki
eltérései a kronikus hasnyalmirigy-gyulladas oki tényezdi lehetnek, mig a CFTR, SPINK1,
CTRC, CPAL, TRPV6 gének varidnsai, valamint a CEL-MODY variansok ¢és a CEL-HYB1
haplotipus a CEL génben novelhetik a betegség kialakuldsanak kockazatat.

A PRSS1 gén a human kationos tripszinogént kddolja, mely a tripszin nevii emésztdenzim
zimogén formdja. A PRSS1 gén koéroki mutacidinak tobbsége a tripszinogén fokozott
tripszinogén aktivaciot. A PRSS1 gén koroki mutacioi orokletes hasnyalmirigy-gyulladas
kialakulasahoz vezetnek autoszomalis dominans Oroklddésmenettel ¢és inkomplett

penetranciaval.

A CTRC gén a kimotripszin C nevii szerin proteazt kodolja, mely funkcionalis vizsgalatok
alapjan fontos szerepet jatszik a tripszinogén aktivitds szabalyozasdban, véd6é mechanizmust
képezve a pancreason beliili tripszin aktivacioval szemben. A CTRC gén funkcidvesztéses
mutacioi a tripszinogén csokkent degradacidjahoz, fokozott intrapancreatikus aktivacidjahoz

vezetnek, mely fokozza a hasnyalmirigy-gyulladas kockézatat a tripszin-dependens ttvonalon.

Az elmult évtizedben kozlésre keriiltek olyan koroki PRSS1 varidnsok, melyek fehérje
misfoldingot eredményezve vezetnek kronikus pancreatitis kialakuldsdhoz, a tripszin

aktivaciotol fuggetleniil. A ritka PRSS1 p.L104P varidnst el6szor sporadikus CP esetek



hatterében azonositottak, azonban késébb ordkletes hasyndlmirigy-gyulladés kialakiulasaval is

Osszefliggésbe hoztak 3 fliggetlen csalad esetén.
CELKITUZESEK

Vizsgalataink célja a genotipus-fenotipus 0sszefliggések pontosabb megallapitasa két komplex

betegség, a melnaoma malignum és a kronikus pancreatitis esetén.

Annak érdekében, hogy részletesebb informaciot nyerjink a melanoma malignum
csiravonalbeli genetikai hatterérdl, els6 vizsgalatunk soran magas kockézatu magyar melanoma
kohort (n=17) vizsgalatat végeztiik el, 30 génes, magas, kdzepes €s alacsony penetranciaju

melanomara hajlamost6 géneket tartalmazo panelvizsgalat alkalmazasaval.

Masodik vizsgalatunk soran vizsgalatunk célja annak megallapitasa volt, hogy a magas
kockéazati magyar melanoma kohortba (n=17) bevont paciensek hordoznak-e kéroki, vagy
valoszinleg koroki eltéréseket olyan génekben, melyeket melanoma esetén a tuléléssel €s a
terapias valasszal hoztak Osszefliggésbe, valamint, hogy ezen variansok jelenléte korrelal-e a

paciensek klinikai adataival.

Harmadik vizsgalatunk sordn megvizsgalatuk, hogy az elsd vizsgalatunk sordn negativ
paciensek esetén kiterjesztett tumor-panel vizsgalattal azonosithatunk-e 10j csiravonalbeli
variansokat olyan génekben, melyeket mas daganatok kialakulasaval mar Osszefliggésbe

hoztak, azonban melanomaval kapcsolatban még nem kertiltek azonositéasra.

A kronikus pancreatitis genetikai hatterével kapcsolatos vizsgélataink sotran egy magyar csalad
kiterjesztett genetikai vizsgalatat végeztiik, akik esetén korabbi publikacionkban a PRSS1
p.L104P varianst azonositottuk. Célunk a krénikus pancreatitis klinikai manifesztaciojanak
kovetése volt a csaladtagoknal annak érdekében, hogy megfigyeljiik és jobban megértsiik a

misfoldingot okozé PRSS1 variansok okozta betegség lefolyasat.

PACIENSEK ES MODSZEREK
Paciensek és médszerek a magas rizikoji melanoma kohort esetén

A melanoma malignummal kapcsolatos vizsgdlatunkba 17 nem rokon magyar melanoma
paciens keriilt bevonasra. 10 péaciens nd, hét férfi volt. 14 paciens esetén diagnosztizaltak
melanoma malignumot, harom péciensnél pedig diszplasztikus naevus szindromat. Az atlag
¢életkor a melanoma diagndzisakor 49.5 év volt. Genetikai tanidcsadast és irasbeli tajékozott
beleegyezést kdvetden periférias vérmintat vettiik, majd a QIAGEN DNeasy kit segitségével
DNS izolalas tortént.



A bevonasi kritériumokhoz sziikséges diagndzist olyan paciensek esetén allitottuk fel, akiknél
két primer melanomat diagnosztizaltak (szinkron vagy metakron) vagy olyan csaladok esetén,
ahol egy invaziv melanomaval érintett €s egy vagy tobb melanomaval és/vagy hasnyalmirigy
daganatt érintett els6- vagy masdofokt rokon volt (Zocchi és mtsai. 2021). Azon paciensek
esetén is végzetiink genetikai vizsgalatot, akiknél egy melanoma malignum és szamos
diszplasztikus naevus volt jelen, familiaris atipusos tobbszorés melanoma (FAMMM)

szindréma gyan(ija miatt.

Kutatasaink a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont jovahagyasaval, a Helsinki iranyelveknek

megfelelden torténtek.
Célzott Gjgeneracios szekvenalas (NGS) virtualis génpanel alkalmazasaval

A paciensek genotipusat célzott Gijgeneracios szekvenalas (NGS) alkalmazasaval allapitottuk
meg. A konyvtarkészités a SureSelectQXT Reagent Kit (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA) segitségével tortént. A poolozott konyvtarak szekvenalasa Illumina NextSeq 550 NGS
platformon tortént a 300-cycle Mid Output Kit v2.5 (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA)
alkalmazasaval. Az adapter-trimmelt és Q30-szirt ,,paired-end” leolvasasokat a hg19-es human
referencia genomhoz illesztettiik a Burrows-Wheeler Aligner (BWA) segitségével. A
duplikatumokat a Picard szoftver csomag segitségével szlrtiik. A varianshivas a Genome
Analysis Toolkit (GATK) segitségével tortént (BaseSpace BWA Enrichment Workflow v2.1.1.
with BWA 0.7.7-isis-1.0.0, Picard: 1.79 and GATK v1.6-23-gf0210b3).

Azok a variansok keriiltek downstream analizisre és annotalasra az ANNOVAR szoftver (2017
julius 17. verzid) segitségével, melyek atmentek a GATK sziirén. Az egy nukleotidot érintd
polimorfizmusok vizsgalata az aldbbiak szerint tortént: a magas mindségli szekvencidk
illesztésre keriiltek a human genomhoz (GRCh37/hgl9) a szekvenciavariansok detektalasa
érdekében, melyek analizisre és annotdldsra keriiltek. A varidnsokat a leolvasasi mélység,
allélfrekvencia, és a genomi adatbazisokban (pl. EXAc (v.0.3), Kaviar) szerepl6 prevalenciajuk
alapjan szlrtiik. Varians prioritizaciés eszkoézoket (PolyPhen-2, SIFT, LRT, Mutation

Assessor) alkalmaztunk a mutaciok okozta funkcionalis valtozasok eldrejelzésére.

A szekvenalasi eredményeket a Frnaklin Genoox weboldal segitségével interpretaltuk
(https://franklin.genoox.com). Els6 vizsgalatunk soran egy olyan génpanelt készitettiink és
alkamaztunk, mely 30 melanomara hajlamosité gént tartalmazott (ACD, AGR3, ARNT, ASIP,
ATM, BAP1, CASP8, CCND1, CDK4, CDKAL1, CDKN2A, CYP1B1, FTO, HERC2, MBD4,
MCI1R, MITF, MX4, OCA2, PARP1, PLA2G6, POT1, SETDB1, SLC45A2, STN1, TERF2IP,



TERT, TMEM38B, TYR and XRCC3). A masodlagos talalatokat az érvényes ACMG iranyelvek
alapjan szrtiik és riportaltuk (ACMG SF v3.2).

Masodik vizsgalatunk sordn a szekvendldsi eredményeket egy 6 génes virtudlis panel
alkalmazasaval értékeltik (BRCA2, POLE, WRN, FANCI, PALB2 and RAD54B), melyek a

melanoma progndzist és tilélést befolyasoljak.

A magyar melanoma kohorton végzett harmadik vizsgéalatunk soran alkalmazott virtualis
génpanel 19 olyan gént tartalmazott, melyeket szamos egyéb daganattipus kialakulasaval
hoztak Osszefliggésbe (ABCALl, ADAMTSL3, ATP8B1, CUBN, DIP2C, EGFL6, EPHAS3,
EPHB6, FBXW7, FLNB, GNAS, MACF1, MLL3, OBSCN, PKHD1, SPTAN1, SYNE1, TECTA,
¢s ZNF668).

A variansokat az ACMG iranyelvek alapjan interpretaltuk. A kandidans varidnsokat

bidirekcionalis kapillaris Sanger szekvenalassal validaltuk mindhadrom vizsgalatunk soran.

Paciensek és modszerek az orokletes kronikus pancreatitissel érintett magyar csalad

esetén

Elvégeztiik a korabbi kdzleményiikbdl ismert, 6rokletes pancreatitisben szenvedd csaladtagok
utankdvetését, valamint 0j csaladtagokat is bevontuk. A pdaciensektdl klinikai adatokat
gylijtottink.

A vérmintakbol, gyermekek esetén szajnyalkahartya-mintdbol genomi DNS-t izolaltunk. Az
anonimizalt DNS mintdkat a Magyar Hasnyamirigy Regiszterbdl gytijtottiik (etikai engedély:
22254-1/2012/EKU and TUKEB 36305-1/2016/EKU and NNK 17787- 8/2020/EUIG,
biobanki engedély: 1F702-19/2012). Minden résztvevé tajékozott beleegyezést tett a Helsinki

Nyilatkozat etikai iranyelveinek megtelelden.
PCR és DNS szekvenalas

A célzott szekvenciak konvencionalis polimeraz lancreakcioval (PCR) keriiltek amplifikalasra.
APCR 1.0 U HotStarTag DNA Polymerase (Qiagen), 0.2 uM dNTP, 0.5 uM primers, 10x PCR
buffer (Qiagen) és 10-50 ng DNS templat felhasznalasaval tortént 20 uL végtérfogattal. A PCR

amplikonokat Sanger moédszerrel szekvenaltuk.
Széklet elasztaz mérés

A széklet elasztaz koncentracid szemikvantitativ mérése a gyartd utasitasainak megfelelden

tortént (ScheBo ® Pancreatic Elastase 1 Stool Test).



EREDMENYEK
Melanoma malingumra hajlamosito csiravonalbeli variansok

A 30 génes panel alkalmazasaval a 17 f6s magyar melanoma kohortbol10 paciens (58.82%)

esetén azonositottunk melanomara hajlamosit6 csiravolabeli varianst.

Azonositasra kertiltek ritka csiravonalbeli heterozigdta variansok (n=11), egy varians magas
penetranciaju melanomara hajlamositd génben (CDKN2A), egy kdzepes penetranciaji génben
(MC1R) és kilenc varians alacsony penetranciaji génekben (ATM, TYR, OCA2, SETDB1, FTO,
CASP8, PARP1). A 11 azonositott ritka variansbol hat 0j varians, melyek jelen vizsgalatunk

soran kertiltek eldszor azonositasra.

A hat 1j varians tekintetében harom varians valoszintileg patogén: a p.Y 143C misszensz varians
az MCI1R kozepes penetranciaji melanomara hajlamositd génben, és két varians alacsony
penetranciaju génekben: a p.Q218Ter varians a CASP8 génben és a p.Q40Ter varians az FTO

génben.

A hatbol harom 1j ritka csiravonalbeli varidns ismeretlen jelentdségli varidns (VUS) és alacsony
penetrancidju génekben taldlhatoak. Az jonnan azonositott ritka varidnsok a kovetkezoek: a
SETDB1 p.T582A misszensz varians egy valoszintileg patogénbe hajlé VUS, mig a PARP1
p.E175L és az OCA2 p.T606I variansok VUS varidnsok.

Az azonositott rekurrens csiravonalbeli heterozigota variansok (n=5) ko6zott egy patogén
varianst azonositottunk az alacsony penetranciaji TYR génben. Az 6tbol harom rekurrens
varians klasszifikacioja valosziniileg patogén felé hajlo VUS, koziiliik egy a CDKN2A magas
penetrancidju génben, mig kettd alacsony penetrancidju génekben, az OCA2 és SETDB1

génekben taldlhato. Egy ritka rekurrens VUS varianst detektalunk tovabba az ATM génben.

A gyakori variansok tekintetében a TYR alacsony penetrancidju génben talalhaté p.R402Q
misszensz polimorfizmus (rs1126809) A riziko allélja a 17 melanomas paciens koziil 14 esetén
(82.35%) volt jelen. Az elmult idészakban keriilt leirasra, hogy a p.R402Q A allélja rizikod
haplotipust alkot a TYR ¢.-301C>T promoter SNP (rs4547091) C alléljaval oculocutan
albinizmusban. A szegregacios vizsgalatokat kovetden egyik paciens esetén sem azonositottuk

a CA riziko6 haplotipust.

Egy paciens esetén azonositasra keriit a BRCA1l p.C61G patogén varians masodlagos

talalatként, mely ismert koroki varidn 6rokletes emld- €s petefészekdagant hatterében.



A melanoma prognozisat befolyasolo csiravonalbeli variansok

A 6 gént tartalmazo panel vizsgalattal a 17 paciens koziil 4 esetén (23,5%) azonositottunk
eltérést. Egyik varians sem fed at a BRCA2, POLE, WRN, FANCI, PALB2 és RAD54B génekben
Amaral és mtsai. altal azonositott variansokkal. Harom uj varianst azonositottunk a FANCI

génben harom paciensben, és egy Uj varianst a RAD54B génben egy melanomads paciens esetén.

Az ) FANCI ¢.3111_3123del, p.S1038LfsTer19 varians valoszintileg patogén besorolasu, mig
az 1j c.2768A>G, p.Y923C és €.3896G>T, p.R1299L variansok a FANCI génben ismeretlen
jelentdségli variansok. Az ) RADS54B ¢.337A>G p.K113E varians szintén bizonytalan

jelentdseégli varidns.

A p.Y923C varians a FANCI solenoid 3 funkcionalis doménjét érinti (787-972. aminosav
poziciok), mig a p.S1038LfsTerl9 varians a FANCI solenoid 4 doménjét érinti (985-1236.
aminosav poziciok). A p.R1299L varians nem érint ismert funkcionalis domént a FANCI
fehérjében (SMART Protein, https://smart.embl.de/smart/show_motifs.pl?ID=QINVI1-
1&D0O_PFAM=DO_PFAM&).

Elvégeztiik a varidnsokat hordozo paciensek klinikai adatainak elemzését is.

A FANCI génben azonositott valoszintileg patogén varianst egy olyan paciens hordozza, akit
eloszor 31 évesen diagnosztizaltak melanoma malignummal. Késobb, 55 éves korban masodik,
okkult melanomaval diagnosztizaltdk, mely a diagndzis idejére multiplex metasztazisokat

képzett. A paciens 11 honappal a diagndzist kdvetden elhunyt a terapias torekvések ellenére.

A betegség elorehaladott természete a diagndzis idejében, a kedvezdtlen prognodzis, és az
immunterapiara és célzott molekularis terapiara mutatott rezisztencia a valosziniileg patogén
FANCI varians jelenlétében a varians betegséglefolyas-modositod szerepét tamogatja melanoma

malignummal érintett pacienseknél.

A FANCI génben azonositott masik két 0j VUS varidns esetén a paciensek klinikai adatai
tilkrében nem tudtunk betegségmodositd hatdst azonositani, igy tovabbi vizsgélatok és a
paciensek utdnkovetése sziikséges a varidnsok melanoma progressziora €s terapias valaszra

kifejtett hatdsdnak megitélésére.

Azonositottunk tovabba egy VUS varianst a RADS4B génben egy 43 éves ndi paciens esetén,
akinél pT4 stddiumi melanoma malignumot diagnosztizaltak. A melanoma excisiojat kdvetden

tovabbi kezelést nem alkalmaztak, és 5 éves utankdvetés utan a paciens jelenleg tiinetmentes.



Mindezek alapjan nem keriilt alatdmasztdsra a csiravonalbeli RAD54B p.K113E varians

betegségmddositd hatésa.
Mas tumorokra hajlamosito gének csiravonalbeli eltérései a melanomas paciensekben

A kiterjesztett génpanel vizsgalattal azonositasra keriilt az OBSCN tumorszuppresszor génben
a p.G7108AfsTerl0 frameshift csiravonalbeli varians egy cutan melanomaval diagnosztizalt 58

éves ndbetegben. Az ACMG iranyelvek alapjan a varians valosziniileg patogén.

A paciens anamnézisében egy primer melanoma szerepelt, mas daganat nem ismert. Csaladi
anamnézisben nem tudott melanomar6l, azonban édesanyjandl is kimutattuk az azonsoitott
OBSCN varianst. Egy harmadfoku rokon (anyai unokatestvér) érintett eml6daganattal, azonban

ez a csaladtag nem szerette volna a genetikai vizsgalatot.

A varianssal kapcsolatban jelenleg nem 4allnak rendelkezésre funkcionalis vizsgalatok; azonban

a varians trunkalo jellege erdteljesen tdmogatja a fehérjefunkciora nézve kérositd hatast.
Orokletes krénikus hasnyalmirigy-gyulladassal érintett magyar csalad

A 11 vizsgalt csalddtag kozil kilenc esetén azonositottuk a PRSS1 p.L104P varianst. A
csaladban végzett korabbi vizsgalataink idején csak harom csaladtagnal volt diagnosztizalt CP.
Az utankovetés soran azonban két tovabbi, korabban tiinetmentes hordozo csaladtagnal alakult
ki CP, valamint egy 5 éves kislanynal is azonositottuk a p.LL104P varidnst, akit nem sokkal

ezutan diagnosztizaltak kronikus pancreatitisszel harom sulyos akut epizdédot kdvetden.

A CP diagnozisanak életkora a csaladon beliil igen nagy valtozatossdgot mutatott, 5 és 58 év
kozott. Minden csaladtagnak tobb akut epizodja volt a CP diagndzisat megel6zéen vagy azt
kovetden. A képalkotd vizsgalatok a CP karakterisztikus jeleit mutattak, a pancreas atrofiajat
¢s kalcifikaciojat, minden csaladtag esetén megfigyelhetd volt a Wirsung vezeték tagulata, a
hatbol 6t paciensnél volt Wirsungolithiasis és két csaladtagnal alakult ki pancreas
pszeudociszta. A széklet elasztaz vizsgdlat minden tiinetes csalddtag esetén sulyos exokrin
diszfunkcidét mutatott, mig minden tiinetmentes hordozondl normal funkciot észleltiink. Két
paciensnél alakult ki 3¢ tipust cukorbetegség. Megjegyzendd tovabba, hogy mig egy 13 éves
hordozo gyermek tiinetmentes maradt, novekedési iiteme elmaradt a normalist6l az utankovetés

alatt (magassaga 10 pc).

Mindeddig egyik csaladtagnal sem alakult ki hasnyalmirigy-daganat.



DISZKUSSZIO

Melanoma malingumra hajlamosito csiravonalbeli variansok

Elvégzett vizsgalatunk tovabb tagitja a kimutatott melanomara hajlamositd csiravonalbeli

variansok spektrumat a 17 fos magyar familiaris melanoma kohort adatai alapjan.

A kiilonbozo variansok altal okozott fokozott melanoma rizikd pathomechanizmusa eltérd
lehet. A magas penetrancidji, valamint bizonyos kozepes és alacsony penetranciaju gének
variansai a gének sejtciklusban, differencidcidoban €s sejtosztddasban jatszott fontos szerepét
karositjak, mig a legtobb kozepes €s alacsony penetranciaji gén a melanomara hajlamosito
fenotipus kialakitdsan keresztiil fejti ki hatasat (pl. naevusok nagyobb szama és denzitdsa,
kevéssé pigemntalt bor €s haj, fokozott UV érzékenység). Vizsgalatunk eredménye ezen

megfigyelésekkel 6sszhangban van.

Bar a legtobb paciens esetén azonositottunk hajlamfokoz6 varianst, a betegség multifaktorialis
eredetére tekintettel fontos megjegyezni, hogy egyes paciensek beszamoltak olyan életmodbeli
tényezokrol, melyek hozzdjarulhatnak melanoma malignum kialakulasahoz (magas napfénynek

valo kitettség, gyakori napégések gyermek- €s fiatal felndttkorban, szolarium hasznélat).

Vizsgéalatunk soran hat 0 varidnst azonositottunk melanoma kialakulasdval Osszefliggésbe
hozott génekben. Ezen variansok nem csak bovitik a gének varians spektrumat, de a familiaris
melanomaval valo asszociaciojukrol is beszamolunk. Az 0j varidnsok kozott riportalasra keriilt
kozepes penetranciaji génben az MC1R p.Y143C valdszintileg patogén, misszensz varians. A
CASP8 p.Q218Ter ¢és az FTO p.Q40Ter nonszensz, valosziniileg patogén variansok alacsony
penetranciaju génekben vannak jelen. Harom j VUS varianst azonositottunk a SETDB1, OCA2
¢s PARP1 alacsony penetranciaji génekben. Ezen VUS variansok esetén tovabbi vizsgalatok

sziikségesek melanoma kialakulasaban jatszott szerepiik bizonyitasara.

A rekurrens variansok tekintetében az ATM p.R2912G, a CDKN2A p.V115L ¢és a SETDB1
p.R1076C variansokat tobbféle egyéb daganattipussal kapcsolatban azonositottdk, mig az
OCA2 p.R811S ésa TYR p.G109R variansokat oculocutan albinizmussal hoztak sszefliggésbe.

A fentiek alapjan, a szakirodalom &ttekintését kovetden levonhatjuk a kdvetkeztetést, hogy a
jelen vizsgélat soran azonositott, korabban mar k6zolt varidnsokat eddig nem irtak le melanoma

hajlammal kapcsolatban, a TYR ¢.1205G>A polymorfizmus kivételével.

A melanomara hajlamosité gének gyakori varidnsainak tekintetében kiemelendé a TYR

€.1205G>A varians, melyet nem csak oculocutan albinizmussal hoztak Osszefliggésbe, de
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melanoma rizikofaktorként is leirtak. Mindemellett azonban vizsgalati kohortunkban nem
azonositottuk a szakirodalombo6l ismert TYR haplotipusokat, mely a relativ kis mintaszamnak

1s kOszonhetd lehet.

Egy férfi paciens esetén azonositasra keriilt a BRCAL ¢.181T>G varians masodlagos talalatként.
Bér a BRCA1 gén nem szerepel a melanomara hajlamosité gének kozott, rendelkezésre allnak
olyan szakirodalmi adatok, melyek a BRCAL1 ¢és BRCA2 gének melanomara hajlamosito
szerepét irjak le, els6sorban férfiak esetén. Mindezek alapjan ezen paciens esetén a mutaciot
patogén talalatnak tekintettiik, és javasoljuk a BRCAL és BRCA2 gének felvételét a melanoma-

asszocialt gének kozé.

A melanoma prognozisat befolyasolo csiravonalbeli variansok

A DNS javit6 mechanizmusokban szerepet jatsz6 BRCA2, POLE, WRN, FANCI, PALB2 és
RADS54B gének csiravonalbeli variansait dsszefliggésbe hoztdk a melanomaval diagnosztizalt
pacienseknél kedvezbtlenebb progresszioval és terapias valasszal. A BRCA2 fehérje a
genomstabilitds fenntartasdban, a duplszali DNS javitasdnak homoldég rekombinacios
utvonalaban jatszik szerepet. A POLE és WRN gének szerepe a genom integritdsanak
fenntartasa a DNS repikécio és javitas altal. Ezen gének csiravonalbeli mutacioi karosithatjak
a fenti funkcidkat, hozzajarulva a melanoma sejtek genomi instabilitdsahoz. Tovabba, a FANCI,
PALB2 ¢s RAD54B gének variansait a melanoma paciensek megvaltozott talélésével hoztak
Osszefliggésbe. A FANCI gén a Fanconi anaemi utvonal része, mely kulcsfontossagi a DNS
szalak kozotti keresztkotések javitasaban. A FANCI géneltérések hatasara felszaporodhatnak a
DNS karosodasok a melanoma sejtekben, mely aggresszivebb daganatos jellegeket
eredményezhet. A PALB2 fehérje a BRCA2 fehérjével 1ép interakcioba a homolog
rekombinacid sordn, igy a PALB2 mutaciok hasonlé modon fokozott melanoma kockazattal és

kedvezdtlenebb tuléléssel hozhatdoak dsszefliggésbe.

A FANCI fehérje 4 alfa solenoid egységbdl all (S1-S4). Az altalunk azonositott harom U]
FANCI varians tekintetében, a p.S1038LfsTerl9 varians a solenoid 4 domént, a p.Y923C
varidns pedig a solenoid 3 domént érinti. Eredményeink jol korreldlnak a kordbban publikalt
megfigyelésekkel, mivel az Amaral és mtsai. (2020) altal kozolt 9. exon heterozigota delécio is

a FANCI fehérje solenoid 3 doménjében helyezkedik el.
Mas tumorokra hajlamosité gének csiravonalbeli eltérései a melanomas paciensekben

Az OBSCN gén az obszkurin fehérjét kodolja, mely az orids szarkomerikus szignalfehérjék

koz¢€ tartozo igen nagy citoszkeletalis fehérje. Az obszkurin tobb immunglobulin-szert (Ig-like)
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¢s fibronektin III tipusu (Fnlll) domént tartalmaz a szignal motivumok mellett (pl. RhoGEF és
kindz domének). Kulcsszerepet jatszik a citoszkeleton szervezddésében, sejtadhézioban, sejt-
sejt felismerésben és intracelluldris jelatviteli utvonalakban. Az OBSCN a humén genom egyik
legnagyobb génje, hosszusdga nodveli mind szomatikus, mind csiravonalbeli mutaciok

létrejottének az esélyét.

Az azonositott frameshift varians (p.G7108AfsTer10) az 7077-7146. aminosavak alkotta 1g-
like doménben helyezkedik el. A varians trunkald jellegét figyelembe véve az Ig-like doménen
beliil, valosziniisithetd, hogy a varidns karosithatja a citoszkeleton stabilitasat ¢és az
intracellularis jelatvitelt, az obszkurin strukturalis integritdsban és jelatvitelben jatszott szerepe
alapjan. Bar a varians a C-terminalis jelatviteli és kindz régid elvesztését okozza, szdmos N-
terminalis domén, beleértve a pleckstrin homoldég (PH) és Src homoldg 3 (SH3) doméneket,
intakt marad. Ezen régiok megtartdsa kovetkeztében lehetséges részleges kapcsolodas a
citoszkeletalis partnerekhez, azonban eléfordulhat, hogy aberrdns vagy funkcidképtelen
protein-komplex képzodik. Tovabba, a dominans negativ hatast sem zarhatjuk ki, mely esetben
a trunkalt obszkurin kompeticioba keriil a normal hosszasagu fehérjével a kotOhelyekért,

potencialisan megzavarva a citoszkeletalis és adhézios utvonalakat.

Egyre tobb bizonyiték utal az OBSCN tumorszuppresszor szerepére tobbféle daganattipusban.
A tumorgenezis mechanizmusa hatterében a karosodott citoszkeletalis stabilitas, megvaltozott
sejt-sejt adhézid és az intracellularis jelatvitel szerepét feltételezik, melyek végiil az invaziv és
metasztatikus fenotipus kialakulasdhoz vezetnek. A heterozigdtasag elvesztését (LOH) tobb

tumor esetén is leirtak az OBSCN lokuszban, a gén tumorszuppresszor jellegét alatamasztva.

Megfigyeléseink alapjan elsOként kozoltiink nonszensz csiravonalbeli varianst az OBSCN
génben egy melanomaval diagnosztizalt paciens esetén. A paciens esetén egyeb csiravonalbeli
varians nem Kkeriilt azonositasra, igy az azonositott OBSCN varidns jelenti az egyetlen
csiravonalbeli hajlamositd faktort, mely alapjan feltételezhetjiilk a melanoma kialakuldsdban
jatszott szerepét. A proband tlinetmentes édesanyja is hordozza a varianst, mely a varidns
inkomplett penetrancidjara, valamint protektiv genetikai vagy kornyezeti faktorok hatdsara
utalhat. Ezek alapjan tovabbi szegregacids és funkcionalis vizsgalatok sziikségesek az OBSCN

gén melanoma hajlamban jatszott szerepének meghatarozasara.

Az 1j OBSCN géneltérés melanomaval érintett paciensben tortént csiravonalbeli azonositasanak
tobb lehetséges kovetkezménye is van. Elsdként, az eset alatamasztja a kiterjesztett tumor-panel
vizsgalat hasznéalatanak klinikai jelentdségét melanomaval érintett pacienseknél, akiknél a

melanoma panel negativ. A teszt el6tt és utan kulcsfontossagu a genetikai tanacsadas, valamint
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hosszatava borgydgyaszati és onkoldgiai utankdvetés javasolt mind a probandnak, mind az
miatt. Az OBSCN mas tumorokkal vald asszociasidjara tekintettel a hordozok szamara elonyos

lehet atfogd szlirGvizsgalati protokoll bevezetése.
Orokletes krénikus hasnyalmirigy-gyulladassal érintett magyar csalad

Korabbi vizsgalatunk soran a PRSS1 p.L104P varians alacsony penetranciajat figyeltilk meg,
azonban hipotézisiink alapjan ennek hatterében az o6rokletes hasnalmirigy-gyulladas kés6bbi
betegségkezdetét feltételeztiik. Hipotézisiinkkel Osszhangban, a korabban tlinetmentes
hordozok koziil tobb csaladtagnal alakult ki CP. Az Gjonnan megfigyelt penetrancia igy ~67%,

mely magasabb, mint a korabban ezen csalad esetén kozolt ~43%.

A vizsgalatunk ideje alatt egy, a p.L104P varidnst hordozo Gtéves kislanynal is kialakult CP.
Ez a megfigyelés ellentétben 4ll a korabbi hipotézisiinkkel a betegségkezdet tekintetében,
azonban Osszhangban van Enea ¢és mtsai. megfigyeléseivel, akik két gyermek esetén
azonositottdk a p.L104P varianst, akiknél szintén fiatal korban alakult ki CP. Ezek a

megfigyelések a varians okozta igen valtozo betegségkezdetre utalnak a késoi helyett.

Azt is érdemes kiemelni, hogy a legtobb csaladtag esetén a CP diagnozisa az elsé dokumentalt
akut epizoddal egyidében, vagy nem sokkal azt kovetéen tortént, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy a pancreas morfologiai eltérései mar joval azelott fennallhatnak, hogy a
paciensek tiinetessé valnak. Az alkalmazott széklet elasztaz vizsgalattal azonban nem tudtunk

exokrin diszfunkciot igazolni a tiinetmentes hordozo6 csaladtagok esetén.

A betegség morfologiai megjelenése esetén is megfigyeltiink karakterisztikus jegyeket. A
képalkoto vizsgalatok majdnem minden tiinetes paciens esetén pancreas koveket és a Wirsung
vezeték tagulatat mutattak. Ezen megfigyelés alapjan azt feltételezziik, hogy a PRSS1 p.L104P
varidns kalcifikéalo kronikus pancreatitis kialakulasat eredményezi pancreas kovesség, valamint

Wirsung vezeték tagulat kiséretében.
KOVETKEZTETESEK

A genetikai vizsgéalatok ¢€s tandcsadéas bevezetése a jovOben a komplex betegségben szenveddk
rutin ellatdsaba nélkiilozhetetlen a betegek személyre szabottabb kezelésének érdekében. A
komplex betegségek esetén a magas kockdzati paciensek azonositdsdra a nagy
ateresztOképességli genetikai vizsgalatok alkalmazasa javasolt mind a ritka, magas kockazatot

okoz6 variansok, mind a gyakori, alacsony kockazatot okozo variansok azonositasara, melyek
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egyiittesen jarulnak hozzd az egyénre szabott poligénes riziké meghatarozasahoz, melynek

mértéke akar a mendeli 6roklédéshez hasonld is lehet.

A nagy ateresztoképességii vizsgalati modszerek alkalmazasaval a paciensek genetikai profilja
igen nagy mélységben vizsgalhato, mely lehetdvé teszi nem csak a koroki és hajlamfokozo
genetikai varidnsok azonositasat, de a betegségek progressziojat, a tulélést és terapias valaszt

befolyasold géneltérések azonositasara is lehetdséget nyujt.

A komplex betegségek tekintetében az 1ij vizsgalati modszerek €s az altaluk nyert genetikai
eredmények értelmezése €és kommunikacidja szintén kiilonds megfontolast igényel. A
rizikdbecslés a genetikai tanacsadas kiemelkedden fontos része, igy a lehetséges riziko-
variansok minél pontosabb azonositdsdnak kiemelt jelentdsége van, hiszen a komlpex
betegségek esetén a rizikdszamitas elsésorban a populacios vizsgalatok adatain alapszik. Fontos
tovabba olyan univerzalisan alkalmazhatd, vagy betegség-specifikus szdmitasi modszerek

kidolgozasa, melyek alkalmazaséaval az egyéni poligénes rizikd pontosan kiszdmithato.

A tanicsad6 szakember szempontjabol is igen nagy gondossagot igényel az egyéni riziko
kozlése, mivel a poligénes riziké mértéke igen széles skdldn mozoghat, és egyes paciensek
szamara kifejezett pszichés terhet jelenthet. A kommunikacié sordn a tandcsadast végzonek
részletesen el kell magyaraznia a szamitott rizikd jelent0ségét, az alkalmazott modszerek
elonyeit €s hatranyait, a kapott kockazati érték bizonytalansagait, mely a riziko-variansokkal
kapcsolatos hidnyos tudasunkbol, valamint a bizonytalan jelentdségii variansok jelenlétébdl
fakadhat. A szakember feladata tovabba, hogy t4jékoztassa a pacienst a komplex betegség
egészségligyi kovetkezményeirdl, a szlirési és megeldzési lehetdségekrol, valamint a lehetséges
terapiakrol. Kifejezetten fontos tovabba, hogy a paciens tdjékoztatasa szamara érthetd formaban

torténjen a tajékozott dontéshozatal elosegitése érdekében.

A komplex betegségek genetikai hatterérdl egyre boviilé szakirodalmi adatok, melyhez jelen
tézisben kozolt eredményeink is hozzajarulnak, a komplex betegségekkel érintett paciensek
ellatdsdban paradigma-valtas sziikségességét vetitik eldre a személyre szabottabb ellatés
bevezetése érdekében. Ennek megalapozasahoz a magas-rizikdju paciensek azonositdsa
sziikséges atfogd genetikai vizsgalatok alkalmazéasaval, valamint a poligénes, multifaktorialis
betegségek genetikai tandcsadasa sordn alkalmazhatd 1j, egységes iranyelvek kidolgozasa is

elengedhetetlen.
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