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Molekularis genetikai vizsgalatok
megkozelitese

« Monogénes betegsegek:

ismert orokl6désmenet
egy geén felelds
mutaciok: ritka genetikai variansok

kimutatas: DNS vizsgaldmoddszerek (SSCP, TTGE,
DGGE, szekvenalas)

 Komplex oroklodesu betegsegek:

nem ismert oroklddésmenet

tobb gen
Polimorfizmusok (SNP): gyakori genetikai variansok

Vizsgalatok: tébb, akar 500000-1000000 SNP
egyidejl vizsgalata (microarray)



Lehetoségeink és feladataink a monogénesen oroklodo
szindrdmaban szenvedo betegek diagnosztizalasa és
kezelése soran

Diagndzis felallitasa:

pontos klinikai diagnozis, lehetdség szerint csaladfa elemzéssel
kiegeszitve (klinikai genetikus). Célja: o6roklédésmenet tisztazasa

molekularis biologiai vizsgalatokkal a diagnoézis igazolasa a geneltérés
kimutatasaval (molekularis diagnosztikai laboratorium feladata). Cél:
betegséggel 0sszefliggb géneltéres igazolasa. Ezt kovetben: az egyenes
agi rokonok szlréese

Kezelés: sziirévizsgéalatok a phenotypusban
el6forduld eltérések miel6bbi kimutatasa

illetve preventiv beavatkozasok végzése Csapatmunka. belgyogyasz,

> endokrinolégus, gyermekgyogyasz,
onkologus....

Betegek hosszutavi nyomonkovetese
Csaladtervezés: genetikai tanacsadas _/

X

Komplex oroklédésii betegségek esetében
Riziko becslés, un. hajlamosito tényezOk ismertetése




Transzkripcio-transzlacio, orokitdé anyag

Mi a géen?

Molekularis genetikai
laboratorium feladata
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Oroklédés menet Genotipus Fenotipus
Dominans oroklédés | AA Beteg
Aa Beteg
aa Egészséges
Recessziv oroklodés | AA Egészséges
Aa Egészséges (tlinetmentes
hordozo)
aa Beteg




Autoszomalis dominans oroklodés

INHERITANCE OF AUTOSOMAL DOMINANT TRAST

EXAMPLES: ECTRODACTYLY, PORPHYRIA VARIEGATA, PHALANGEAL 3tNOSTOSIS,
HUNTINGTON'S CHOREA, ARQ BAOCD CRCOUPS
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Autoszomalis recessziv oroklodeés

NTIEDITA N -

EXAMPLES: ALKAPTONURIA PHENYIKETONURIA, GALACTOSEMIA, ALBINISM
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A csaladfa szerkesztés soran hasznalt egyezményes jelek
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Genetikal vizsgalatok célja

1. Molekularis diagnosztikai labor feladata

Ismert géneltérések kimutatasa betegek vizsgalata (mutacioszirés, polimorfizmu-
sok gyakorisaganak meghatarozasa):

-betegség-okozo mutaciok azonositasa Szirémoddszerek:

Monogénes korképek esetében

-MENL1.: TTGE

-MEN2: SSCP, majd restrikcidés enzim
emesztes

-CYP21A2. allel-specifikus amplifikalas

-GR receptor polimorfizmusok alléel specifikus PCR

kimutatasa: restrikcios enzim emeésztes

SzUrbmaodszerek alkalmazasa utan a beazonositott eltérés megerdsitése egy masik
modszerrel, altalaban DNS szekvenalas



Genetikal vizsgalatok célja

2. Betegséq, vagy valamilyen fenotipus hatterében all6é genetikai eltérés
azonositasa (genomikai kutatasok), genetikai hajlomositoé tényezok feltarasa

Jellemzok: poligénes, komplex oroklodésmenetii korképek esetében

- Nincs ismert gén
- Teljes genom vizsgalata szilkséges
- Case-control vizsgalatok
-Kapcsoltsagi vizsgalatok
-Asszociacios vizsgalatok
- Nagy volumend, relativ olcs6 mddszer szukseges

- Els6sorban kutatd laboratoriumok feladata



Vizsgalando genetikai eltéresek

Mutaci6: a DNS bizonyos részeinek spontan elvaltozasai, melyek megvaltoztatjak
a kodolt utasitasokat, hibas fehérjét vagy hibas funkciét eredményeznek

Epidemiologiai definicio:

1. mutacio, melynek gyakorisaga az atlag populaciéban kisebb mint 1 %,
2. polimorfizmus (SNP): gyakorisaga > 6 %,

3. genetikai varians: gyakorisaga 1-6 %

A mutaciok osztalyozasa:

« terjedelem alapjan pontmutaciokrol (egy bazis vagy bazispar érintett)
kromoszoma-mutaciokrél (egész gén, vagy kromoszomaszakasz érintett)

* mindséqi tulajdonsagok alapjan
szerkezeti mutaciok: helyettesitd - szubsztitucios,
deléciods, inszerciés mutaciok
atrendez6 (génen belll, kromoszoman belll-inverzidk,
kromoszomak kozott-transzlokaciok)

« eredet szerint: spontan, genetikai kontroll (un. mutatorok)
indukalt (kémiai agensek, ionizacios sugarzasok, nem ionizacios-uv
sugarzas) mutaciokrol.




Pontmutaciok jellegzetesseégei

A legtbbb betegseég-okozo mutacio pontmutacio.
Pontmutaciokat:

- samesense mutaciok (szinonim mutaciok): ezek az un. néma mutaciok, altalaban
semmiféele eltérest nem okoznak. Ebbe a csoportba tartoznak a gén
polimorfizmusok legnagyobb hanyada is

- nonsense mutaciok: ilyen tipusu mutacioé soran az egyik kodon stop kodonna
valtozik, ami fehérje roévidilését eredményezi.

- missense mutaciok: az aminosav sorrend megvaltozasat okozza, az altal, hogy
az aminosavat kodolo triplet egyik bazisa egy masikra cserél6dik, és igy a
normalis aminosav helyett egy masik éptl be a fehérjelancba (pl. MEN2-t okozo
RET protoonkogén mutaciok ebbe a csoportba tartoznak)



Pontmutaciok kimutatasa

Polimeraz lancreakcié (PCR): a vizsgalni kivant génszakasz felsokszorozasa
Kivitelezése: DNS mennyisége, mindsége (alvadasgatolt vérbdl)
Primerek: a kivant DNS szakaszra specifikus oligonukleotidek
Mindségi jellemz6: melting hdmeérseéklet
Polimeraz enzim (Taq, Pfu...)
dNTP mix
puffer, DMSO

Szirodvizsgalati médszerek:
Jellemzdje: nagy volumen, kis koltség
Modszerek: allél specifikus amplifikacio
restirikcios enzim emésztes
SSCP
DGGE
TTGE

Pontos szekvencia meghatarozas
DNS szekvenalas



PCR-termék mennyisége és a ciklusszam kozotti 6sszefligges
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Valés ideji (real-time) detektalas soran a mérést a linearis fazisban kell elvégezni

Alkalmazéasa: deléciok, inszerciok kimutatasa mivel a hagyomanyos PCR soran a heerozigota
delécidok kimutatasa nem lehetseges

pl. heterozigota deléciok igazolasa: CYP21A2, vhl, SDHB, SDHD, menin



Restrikcios fragment hosszpolimorfizmus (RFLP)
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Az ER22/23 EK polimorfizmus kimutatdsa PCR amplifikaciot kovetd
restrikcios endonukleaz enzimemmel tortént emésztés
maodszerével. Balrdl jobbra L: DNS létra, 1. minta: homozigdéta vad
egyén; 2. minta: heterozigota egyén



Allel specifikus amplifikacio

o ) A 11 B-Hydroxiszteroid Dehidrogenaz 1-es
A glukokortikoid receptor gen tipusat k6dolé gén rs846910 és rs846911
363-as kodon vizsgalata polymorfizmusok egyiittes vizsgéalata
multiplex allél-specifikus PCR-rel
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Polimorfizmus vizsgalat allél-specifikus PCR valds
idoben (RT-PCR)

Roche ABI
Light Cycler
cobas® 4800 System 7500PCR
[~ - =————— 096-0s plate
as B
H Prébak ( 6
- : = - - fele jeldles)
B agman
Kapillarisban 96/382-es plate Sybergreen
L4 Research Use
Roche probak Tébbféle jelolés Only
Tagman
Sybergreen VD
IVD N 5%




Tagman kémia es a jelkepzodes alapja
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Altalaban egy polimofizmus (SNP)
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Sybergreen technologia alapja és a
jelképzodes alapja

DNS két szala k6zé
interkalado festék

SYER Green |

N

o0

IUPAC name [hige]

N, M'_dimethy|-N_[4-[{E)}-(3-methyl1,3-

benzothiazol-2-ylidensmethyl]-1-phenylguinolin-

1-ium-2-y-N-propylpropans-1,3-diamine

, Etidium bromidot <——=> DE
kivaltja

PCR esetén az aspecifikus
amplifikacio soran pl. a primer
dimeér estén is ad jelet.

Temparatura (*C)

CMissociafion
curss of

specific primer

Dissociafion
curee of &
primer dimer



Jelenleg elerheto alkalmazasok

* VD mindsitett

— Hemosztazis: Leiden, protrombin, MTHFR
SNP-ek

— Mikrobiologia:
LighCycleren: szepszis panel, vancomycin
rezisztencia, MRSA, Herpesz panel,

Tagman tesztek: HBV, HCV, HIV-1



Nagy atereszto képességu, automatizalt allél
specifikus amplifikacio

Technoldgiai hattér

o Affymetrix

— GeneChip Human Mapping Array Set
« 100K, 500K SNP Platforms
« 1M SNP Platform (early 2007)

e lllumina

— HumanHap Genotyping BeadChip
« 250K, 350K, 550K SNP Platforms

« 650K SNP Platform (150K Yoruba-HapMap) (International
HapMap Consortium (2005) A haplotype map of the human
genome. Nature 437, 1299-1320, www.hapmap.org)




Teljes genomot lefedo SNP detektalashoz hasznalatos
technoldgia

Affymetrix 6.0 SNP lllumina Human1M-Duo BeadChip
- 906.600 SNP (200_8,februar| Genom adabazis
alapjan)

- szilkséges DNS 500 ng

- genom lefedettség: > 0,96 -1.1 millié SNP per minta

- szUkséges DNS 400 ng
- genom lefedettséqg: > 0,96

- felbontas 2,4 kb

-21877 nem szinonim, 137
mitokondrium genom SNP




Automatizalt mutacio szurorendszer

Denaturald, nagy nyomasu folyadékkromatrografia
(DHPLC: denature, highpressure liguid chromatography)

Ismeretlen és nagy méreti gének esetén idealis szromodszer
Homo és heteroduplex-ek eltérd olvadas pontjan alapul

Nagy szenzitivitas

Gyors (kb 192 minta /h)

A PCR reakcio utan mas eldkészités nem igényel

Kis méret fragmensek (idealisan <200 bp) elemzése

DE

A késziilék draga

Pozitiv esetekben szekvenalast igenyel



A géndefektus megerositese

Szirémdbdszer, sem a specificitasa sem a szenzitivitasa nem éri el a 100%-ot

DNS szekvenalas: mint minden szUrévizsgalat kontrollja,

a mutacio azonositas leghatékonyabb mddszere



DNS szekvenalas Sanger féle lancterminacioval
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Szekvencia értéekeléese

izualizalas
Méret  Tipus Madaositva
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Szekvencia értéekeléese

Ertékelés

" FinchTV - 2013-04-10_14-28-04_1_AOT.ab1
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Goto Baze Mo. I:I Find Sequencel | A C G T

sede LLLHE L HEEE L o Qe FHE R LR L Heterozigota mutacio

ACAGATCCACTGTGCGACG AGCTGTH GCACGGTGATC GCAGCCGCTGTCOT

4

" FinchT¥ - 2013-04-10_16-12-28_5_E07.ab1
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Szekvencia értéekeléese

Keresés, adatbazisokban: Blast (Basic Local Alignment Search Tool)

" FinchTV - 2013-04-10_14-28-04_1_A07.ab1

= E Undo
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Copy
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GAGCTGTGGCGCACGG TGATCGUAGCC GCTGTCCT
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/= Nucleotide BLAST: Search nucleotide databases using a nucleotide query - Windows Internet Explorer,
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BLASTHN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. more...

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
>2013-04-10_14-28-04_1 RO7 ~ . I:I
LETCCAGCCITCCACACCTCCATEECCACTTCCCAGCTGECGCEEACACGECAGECT GEAGAGCC o
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CCACCCCCACCCACAGATCCACTET BCEACGAGCTGT BECECACEETGATCECAGCCECTETICCT To I:I
CTTCTCCITCRTCGICTCGGTGCTGCTGTCTGCCTITCTGCATCCACTGCTRCCACRRGTTTGCCC W
Or, upload file | |(Talizas. | @
Job Title | Home RecentResults Saved Strategies  Help
Enter a EIBSCI'iDTi'v'B title far your BLAST search @. » NCBI BLASTI blastn suite/ Formatting Results - PRNHO09001R Formatting options:
[ Align two or more sequences & Job Title: 2013-04-10_14-28-04_1_AOT (743 letters)
Choose Search Set Request ID PRNHO009001R
. . . . Status Searchin
Database O Human genomic + transcript O Mouse genomic + transcript - ® Others (nr etc ) : 2
- - - ) Submitted at Mon Apr 15 06:27:44 2013
[Muclestide callection (nr/nt) v e Zmeime Mon Apr 15 06-27-50 2013
Organism | | [ Exclude * Time since submission 00-00-05
Optional
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. @ This page will be automatically updated in 2 seconds
Extc_:ludle O Models (M%P) O Uncultured/environmental sample sequences
ptiona

Entrez Query |
Optional

Enter an Entrez query to limit search &)

Program Selection

LT O Highly similar sequences (megablast)

© Mare dissimilar sequences (discontiguous megablast)

® Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm @)

Search database Nucleotide collection (nr/nt} using Blastn (Optimize for somewhat similar sequences)



% BLAST®

Home Recent Results Saved Strategies Help

PNCBIIBLASlelaStﬂSLIItEIFDrmaﬂIﬂgResullSPRNHUUQU[HR
Edit and Resubmit Save Search Strategies & Formatting options & Download YoulliE Ho

2013-04-10_14-28-04_1_AO7 (743 letters)

Query ID Icl|15547 Database Name nr
Description 2013-04-10_14-28-04_1_A07 Description MNucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.28+ B Citation

Query Length 743

Other reports: B Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results]

= Graphic Summary

Distribution of 164 Blast Hits on the Query Sequence &
|JF2?3638 Homo sapiens genotype p RETHNZ292M/R982C ret prota-onco.. S=708 E=0 |

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200

e S N S N
1 100 200 300 400 500 600 700




Szekvencia értéekeléese

[ Download v GenBank Graphics Sertby: |E value v|

Homo sapiens ret proto-oncogene (RET). RefSeqGene on chromosome 10
sequence I: reflNG_007489.1] Length: 60283 Number of Matches: 2

Range 1: 42271 to 42674 GenBank Graphics ¥ rlext Match

Score Expect Identities Gaps Strand
708 bite(734) 0.0 401/404(99%) 2/404(0%) Flus/Plus

puery 7 GCCITCC-ACACCTCCATGRCCACTTCCCAGCTGRCGCGEACRCGECAGGCTGEAGRGCC &5
Sbjet 42271 GCCITCCCACACCTCCATGGCCACTICCCAGCIGECGCGGACRACGGCAGECTGEAGRGCEC 42330
Query 66 ATGELGGCAGLGCATACGCAGCCTGTACCCAGTGETGCCGAGCCTCTGEEGETIGCCARGCC 125
Sbjct 42331 ATGAGECAGAGCATACGCAGCCIGIACCCAGIGLTIGCCGAGCCTCTGRCGETIGCCARGCEC 42330

Query 126 TCLCACCACCCCCACCCACAGATCCACTGTIGCGACGAGCTGET GCACGOTRATCGCRG 185 TGC‘TGG csere

CACACCACCCCCACCCLAC FCGACGER
Sbjet 42351 TCRACACCACCCCCACCCACAGATCCACTGIGCGACGAGCTET GCACGOTGATCGCAZ 42450

GCIGICCICTICICCITCATCGICIC

GTGCTGCTGTCTGCOLTITCTGEATCCACTGET 245

guery 186

[

Sbjct 42451 CCGCIGICCICITICICCITCATC T:T:LHeEmtmvamm Help

Query 246 LCCACRAGTTTGCCCACARGCCRCCCATC: (g = |@|q@
Sbjct 42511 ACCACRAAGTTIGCCCACAAGCCACCCATC GotoBassNa | |  FindSecuence |
Yeartical

Cuery 306 cccaceecrrecceeTeaceTacteeret Seae LRI AR B R R BL
ACAGATCCLCTGTGCGALACGAL

O—
) s
—|d—
@
—-

Sbjet 42571 CCCAGGCCITCCCGEICAGCTACTCCTCI
Query 366 IGGAGARCCAGGTCTCCGIGEATGCCTTC
Sbjct 42631 TGEGAGRACCAGGTCTICCGIGERATGCCTTC

Rezet Scales Harizontal Scale



Genetikai tanacsadas, lelet

« Kivegezhet?

Magyarorszag/Europa USA/Ausztralia
Klinikai genetikus szakvizsgaval rendelkez6 - genetikai tanacsado (genetic
orvos counselor, féiskolai végzettséq)

- orvosgenetikus

Ceélja:
- Betegek tajékoztatasa, vizsgalatok szervezese

« Genetikai szlrévizsgalatokat az USA-ban is csak orvosi végzettséglek
indikalhatnak

- genetikai betegségben szenveddk

- genetikai betegség kialakulasara hajlamosak

- géndefektust hordoz6 csaladokban a csaladtervezésben (prenatalis
diagnosztika)

- Genetikal adat, vizsgalati eredmény kezelése, tajékoztatas, adatszolgaltatas (etikai
és jogi kérdéesek)



Genetikai tanacsadas

Monogénesen oroklodo betegségek esetében
Diagnozis felallitasa:

genetikai tesztek alapjan, mind a betegekben, mind pedig a tiinetmentes
csaladtagok eseteben

Differencialdiagnosztika
Betegek nyomonkovetése
Terapia megvalasztasa

Csaladtervezeés

Komplex oroklodésii betegségek esetében
-Riziko becslés, un. hajlamositd tényezOk ismertetése

-Terapia eredmeényessegének becslése (génexpresszios mintazatok alapjan a
kemoterapia)

-Gyogyszermetabolizmus, pl azathioprin kezelés, a tiopurin-S-metiltranszferaz
TPMT*3A homozigotakban életveszeélyes mieloszuppresszio



Monogénes betegségek, a patogenetikai ok feltarasa

Genetikai tanacsadas folyamata
1. Csaladfa elemzeés:
- oroklédésmenet tisztazasa: dominans vagy recessziv,

autoszomalis vagy nemi kromoszomahoz kotott oroklédes

2. A felelos genetikai eltérés vizsgalata hozzaférheto6-e?

3. Genetikai vizsgalati eredmény birtokaban
- Kapcsoltsagi vizsgalatok:
- fenotipus szegregalodik-e a genotipussal?

- az azonositott genetikai eltérés nem egy egyszeri
polimorfizmus-e? (funkcionalis tesztelés)

- Csaladsziirés szervezése, terapia megvalasztasa



Genetikal esetek



Semmelweis Egyetem IT. sz. Belgyogyaszati Klinika
1088 Budapest Szentkiralyi u. 46.

Endokrinologiai Genetika

Intézetwvezetd: Prof. Dr. Racz Haroly

Tel:

Vigsgalatkérada 1lap

Endnlkrin Canatils

Sziiletési datum...: 1981.06.15 ANTSZ azonositd: B2é 014013002

Vizasgalatkerd.....

Tzljesités azonosito: 10452826

Irdnydiagnozis D3500 M=llékvese joindulatd daganata

Eert.vizsg.: CORO

Rendeld megi E
32 éves, jobb oldali 5 cm-=35 phasocchromocytoma, csalddi anamnézis

negativ. Egyvéb hormonok folvamatban.

Al

2012.11.27



LELET

Sziiletési datum...: 1981,06,15 Telj, A7: 10452824

Vizasgalatkerd.....:

Bekildd orvos.....: ARdler Ildikd dr.

Kezeld orvos......: adlil Adler Ildiko dr.

Vizsgalat idépontja: 2012.11.29 13:54

Mintaveteli adatok:

Tip. Datum Idd Mennyissg Meg] Enat Raktar-osztaly kapcsolatok
OZE Kont My id

SE 2012.11.27 12:30 0.01 PIROSEUP 1 0000

Vizsgalatok
Eod Megnevezés Menny. Pont

Eredmeny

w
calcitonin 5}



Eredmény, RET gén betegség-okozo mutacio

TGG
TGC
TG TGO GACGAGCTGTGCC GCAC GG TG A
160 170 160

Wbl

RET exon 11, codon 634
TGC634TGG (Cys-Trp)



RET mutaciok tipusa prediktiv értékl a
medullaris pajzsmirigy carcinoma agressziv
természetére

e 3-as szint:

— MEN 2B beteg vagy 883-as, 918-as, 922-es codon
mutacio (preventiv thyreoidectomia 6 honapos
korban)

e 2-es szint:

— 611-es, 618-as, 620-as vagy 634-es codon mutacio
(preventiv thyreoidectomia 5 eves korban)

e 1-es szint

— 609-es, 768-as, 790-es, 791-es, 804-es és 891-es
codon mutacio (preventiv thyreoidectomia
valoszinlleg késobbi életkorban, vagy pozitivva valo
pentagastrin-stimulalt szerum calcitonin eredmeény
esetén)



Rosszindulatu endokrin betegseg laboratoriumi
diagnosztikaja, hormonvizsgalatok és
molekularis biologiai vizsgalatok jelentosége

Medullaris pajzsmirigy carcinoma

Hormon laboratoérium; Szérum calcitonin
Szérum CEA

Molekularis biologiai laboratorium: periférias vér Ret mutacio-analizis



Cytolégiai vizsgalat: )
Waploszam: LBO25/20316 Erkezett:121212 Inditas: Valasz:121213
Klinikai adatok

Enamnesisében 1 hete eltéaveolitott phasochromocytoma szere-
pel. Emellkedett Calcitonin szint miatt pajzsmirigy UH vizs-
galatot végeztek, mindikst oldali pajzsmirigy lebsnyben elmo-
sott hatard, echoszegény képletet irtak le. Mindkét oldalrdl
Z-2 MH werérelt wélonytil biopsia toroént.

Makroszkopos— &3 mikrosskopos leiras
Mindkét oldalrdl szarmazd aspiratum keneteiben HE festés
utan szabalyos folliculushémsejtekkel vegyiilve hyperchromabb

e-MadSolution 0ldal 1
Juhisz Janos - Telj. AE.: 10533599 Nyomtatva: pat20 20132.02.08 11:24

magvil, atvpusos sejtes slemsk figyelhetdek meg, melysk cyto-
plasmija s=zéles granularis, sosinophil. & magok =gysnetlen
magszerkezecislk, nuclsolus nem jellemzi dket, ds  tidbb
chromocentrum van Jjelen.
Immuncytokémiai  vizsgalattal mindkét oldali aspiratum
kenetein nagy szamu calcytonin pozitiv atypusos sejt
azonosithatd. /PM
Diagnézis:
T-SHOMED: Pajesmirigy
) *NEOPLAS MALIGHNUM GLANDULRE THYREOIDEAE

M-SHOMED:Carcinoma medullare
Diagnozis/vélemény:

B wigsgilat alapjan kétoldali medullaris carcinoma jelenéte
igazolhato.




LELET

Beteg NeVe.tvaaans :
Sziletési datum...: [981.06.15 Telj. &Z:
Inyja neve........: |

Vizsgalatkerd.....:

Bekildd orvos.....: Adler Ildiko dr.
Kezeld orvos......: adlol Adler Ildiko dr.
Vizsgalat idéponti 2012.11.27 15:3¢6

Tip. Datum Idd Mennyissg Meg] Enat Raktar-osztaly kapcsolatok
DEZE Kont Mwv id
SE 2012.11.27 12:30 0.01 PIROSEUP ] o000

Vizsgalatok
Eod Mzgnevezés Menny. Pont

CEA meghat.



Semmelweis Egyetem IT. sz. Belgyogyaszati Klinika
1088 Budapest Szentkiralyi u. 46.
Endokrinclogiai Genetika

Intézetvezetd: Prof. Dr.
Tel:

Racz Karoly

Vizsgalatkérdo 1lap

= a3 =

P

Ll

014025092

Vizsgalatkérd.....: BZEG 014025092 Endokrinoclogiai Genstika

Lael

& Récz Karoly Prof.

Tzljesltes azonoslito:

Irdnydiagnézis 3400

Eert.vizsg.: CORO

2010.058.13

Carcinoid syndroma

Prof.




% Phaeochromocytomaval jaro orokletes

tumorszindromak
Szindroma Gén Felfedezésenek éeve
* Neurofibromatosis 1 NF1 (1990)
« vonHippel-Lindau VHL (1993)
« MEN2 Ret (1994)
« PGL1 SDHD (2000)
« PGL2 SDHAF2 (2010)
PGL3 SDHC (2001)
PGL4 SDHB (2000)
Others
Pheo, neuroblastoma, lung cc. KIF1Bbeta (2008)
Paraganglioma, erythrocytosis PHD2 (2008)
Pheo, paraganglioma TMEM127 (2010)
Pheo, paraganglioma SDHA (2011)
Pheo, paraganglioma MAX (2011)
Pheo FH (2014)
Pheo MDH2 (2015)

K6z0s tulajdonsag az autoszomalis dominans oroklodés




@ Kihivasok az o6rokletes betegsegek
molekularis diagnosztikaja soran

Melyik gént vizsgaljam?
Milyen sorrendben?

Paradigmavaltas a molekularis diagnosztikaban
- Uj generacios szekvenalas alkalmazasa



Bizonyitott Phaeo/PGL beteg genetikai vizsgalatanak
algoritmusa

PPGL
diagnos is

Symd iro e
presentaton

MEN2-RET
F—p——— é VHL-VHL
NF1-NF1

—+  Metastatic  |—s| SDHB [— SDMD, SDHC, VHL MAX |

Mo metastatic

DM D, SDHE, SDMHC

k4

#* Shkull base and neck

DY sl g i & CSHME, SOHMD, SO MHC
=i Ewtra-ad memal
M oradreneng ic SOMHE, SDHD, SOMHC, VHL, MAX
—"'l Dvop aminergic LMD, SDHB, SDMHC
—f Adrenal ¢ Moradrenergic [+ VHL e SDHD SDHE, SDMC MAX
Ad renergic RET = THEMIZF MAX

J Clin Endocrinol Metab, June 2014, 99(6):1915-1942



Ordkletes endokrin daganatok

Jellegzetes klinikai megjelenés

Klasszikus genetikai korképek (ismert 6roklésmenet, ismert génfunkciok)

Orokletes endokrin tumorszindromak

1998 Multiplex Endokrin Neoplasia 2-es tipus
Klasszikus
molekularis
2000 Multiplex Endokrin Neoplasia 1-es tipus bioldgiai
modszerek
2000 von Hippel-Lindau szindréma PCR, Sanger
szekvenalas,
OroK ) ) o mutacio
2002 rokletes phaeochromocytom sZ{irés

paraganglioma szindroma

2015
Teljes genom vizsgalatok (exom
és genom szekvenalas,
microarrav)




Familialis paraganglioma szindromak

Betegség Genetikai ok

Fenotipus eltérések

Familialis paraganglioma szindromak (PGL)

PGL1 11-es kromoszoma (11923)
mutaciok (succinate
dehydrogenase subunit D (SDHD)

PGL2 11-es kromoszoma (11913)
PGL3 1-es kromoszoma (1g21-23)
mutaciok
dehydrogenase subunit C (SDHC)
PGL4 1-es kromoszéma (1p36)

mutaciok succinate
dehydrogenase subunit B (SDHB)
PGL5 2-es kromoszoma (TMEM127)*

fe] és nyak
paragangliomak

phaeochromocytomak

paragangliomak
paragangliomak

fe] és nyak
paragangliomak
phaeochromocytomak
phaeochromocytomak
fe] és nyak

*: 990 sporadikus pheo/PGL beteg k6z6l 20 esetben TMEM127 mutacio

Li et al. JAMA. 2010;304(23):2611-2619




SDH gének mutacio-analizisenek
indikacioja

Phaeochromocytdéma esetén:
Prioritasi sorrend
- vhl mutacioszirés: szekvenalas negativ, delécié negativ
- RET mutacio szilrés, 10-es és 11-es exonok, negativ
- SDHB gén: hasi PGL esetében is ez az els6 valasztas (szekvenalas, delécio)
- SDHD gén vizsgalata (szekvenalas, delécio)
- TMEM1277?7?
Fej/nyak paragangliomak esetében:
Prioritasi sorrend
- SDHD
- SDHC
- TMEM1277?7?
- SDHB
- vhi



Genetikal vizsgalatok Pheo/PGL-ban

“gold standard” modszer

— PCR amplifikaciot kovetden az érintett gének kodolo
reszeinek Sanger szekvenalasa

— Nagy deléciok kimutatasa multiplex ligacios proba
amplifikacioval (MLPA)

— The Endocrine Society guideline alapjan a klinikai kép
alapjan torteno diagnosztikai algoritmus hasznalata
javasolt, genek priorizalasa €és a mutacio szlrest a
betegellatas keretén belll javasolt elvegezni

J Clin Endocrinol Metab, June 2014, 99(6):1915-1942



Esetismerteteés

Eletkor: 33 éves, férfi
Tunetek: magasvernyomas, emelkedett szivfrekvencia, izzadas

Csaladi anamnézis: pozitiv, kardiovaszkularis eltérésre (apa pacemakert
kapott 35 éves koraban)

Laboratorium: kivizsgalas soran egy alkalommal emelkedett katekolamin-
metabolit Urités

Képalkoto: CT és MR negativ (Magyarorszagon)

* Pozitiv PET scan (Németorszagban): aorta bifurkacio mellett 4 cm-
es neuroendokrin daganat, paraganglioma

Tovabbi kivizsgalas: molekularis laboratoriumi diagnosztika




Lehet-e familiaris tumorszindroma? Milyen géneltérések
jonnek szoba:

—

Phaeochromocytdéma/paraganglioma:

MEN2A- RET protonkogén vizsgalat

Ervek  mellette: fiatal életkor, katekolamin szekretal6 daganat
ellene: nincs medullaris pajzsmirigy cc, (calcitonin normalis),

nincs hyperparathyresis

DE

(VHL: vhl géneltérés
Ervek  mellette: fiatal életkor, katekolamin szekretal6 daganat
ellene: nincs, mivel a VHL2C tipusban csak Phaeo igazolhat6

latok

A

Oroklé6dé phaeochromocytémal/paragangliéma szindroma: SDHB, SDHD:
KErvek mellette: fiatal életkor, katekolamin szekretald daganat

Indokolt

vizsga

Paraganglioma: extraadrenalis phaeochromocytoma, nyaki és intracranialis
lokalizacioju is lehet. Vizsgalandd: SDHB, SDHD gének intrabdominalis és az SDHC

gén fej-nyaki PGL esetén.



Vé986 diagnézis: Oroklédé phaeochromocytéomalparaganglioma
szindroma-SDHD mutacio

Kereteltolast okozo (c.147-148 insA) SDHD mutéacio

TACACTT GT CACCGAG CCACCATTGTATGTTCTC |
TAACACT TGTCACCGAGCCACCATTGTATGTTCT |

CAGCACATACCC TTGGOAACC AL CCAEACCTTGGATGGEGT CCCC
1350 160 170 180

insA

' i ‘A&“ WAl AR W .J W AAAA

Mutans szekvenma

CAGCACAT ACACT TGTOCACC G AG CC ACCATTGTATGTTCTOC
160 170 180 140

I mi U

Normalis szekvencia
Lendvai N, ....és Patocs A.: Orv Hetil. 2009 Apr 5;150(14):645-9.




Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyogyaszati Klinika
1088 Budapest Szentkiralyi u. 46.

Endokrinolégiai Genetika

Osztalyvezetd: Racz Karoly Prof.

Tel.:

LELET

KBA.....: 00001796293
Beteg neve... )
Sziiletési datu
Anyja neve....

Vlzsgalatkero
Rendelés ideje ...

2010.09.13 11:05

Vizsgalatok
Koéd Megnevezés

28920 Polimeraz lancreakcié (PCR) egy mintaban prim
2893 A Bidirekcionalis DNS szekvenalds, human mutéci
28946 Agarose-gel elektrophoresis

29950 DNS kivonésa biologiai mintabol

Osszesen
Eredmény:

Menny.

12
12

Pont

21360
261408
1766
3925

288459

A beteg vérébol DNS izolilast kovetden az o6roklddd phaeochromocytéma/paragangliéma
szindromaért felelld SDHB és SDHD gének exonjait PCR-el t6rténé felsokszorozasa utan
bidirekciondlis szekvenélassal elemeztiikk A vizsgélat sordn az SDHB génben a TGT253TAT

(Cys253Tyr) mutaciot azonositottuk.

Vélemény: Az azonositott eltérés ismert, betegség-okozé SDHB génmutacid. A betegben
recidivalé paragangliomak iranyaba sziirdvizsgalatok végzése javasoltak. A korkép autoszomalis

domindns médon 6roklédik, az egyenes agi rokonok genetikai szlirdvizsgélata indokolt.

< AHO

A vizsgalatokat validalta:  Dr. Patdes Attila }m|\ttv A
Tudomanyos munkatérs [ somed

Semmelweis Egyetem II. sz. Be g)&{ﬁ/ Zatic Khmka
Endokrinologiai Genetika Labor:

Molekuléris genetika diagnosztikat kowos

Tel. 2660926/5577
e-mail: patatt@bel2.sote.hu

Postdzva a bekiild6 orvosnak.

Rudanact MN1N czantamhar 72



Malignus paragangliomat okoz6 SDHB mutacio

150 a0
s CA LG G ACCTGT|ICCT AL2ALE GT

TGT253TAT
(Cys253Tyr)

130 130
Caalx i &aCC(T & T|C CT &4aG G T




von Hippel-Lindau szindroma

Génhiba:

VHL geén (3p25-26) mutaciod

vagy delécio vagy génatrendezodeés
Tarsulo daganatok:

retina angiomak, cerebellaris és spinalis
haemangioblastomak, veserak, pancreas-, vese-,

epididys- és endolymphaticus cystak eés tumorok,
polycythaemia

Osztalyozas:
1.tipus: nincs phaeochromocytoma
2.tipus: phaeochromocytoma kockazat
2A: vese carcinoma kis kockazat

2B: vese carcinoma nagy kockazat
2C: csak phaeochromocytoma




A legnagyobb magyarorszagi VHL szindromaban szenvedo csalad

[
B
o

] @_AL o B—O l o—
1 2 3 4 3
4 bo ko a
m & o1 oI o

]

1 2 3 4 5 ] T
R R H?EH
1 ] 9 10 14
1

15 i 17

2 3 4 5 6 T 11 12 15
V IIV: Generation
¢ H: Serf0lle mutation detecied
o |- Pro25Leu mutation detected
e B. Sex@01le and Pro25 Leu mutation
detected
O, Neither Ser80Ile mutation nor Pro25Leu
mutation deected
@ I i Mot tesied

Clinically proved vonHippel-Lindau syndrome

Patocs et al. BMC Medical Genetics 2008, 9:29 doi:10.1186/1471-2350-9-29



VHL gént érinto, aminosavcserével jaré mutacio
—
Patogén mutacio vagy artalmatlan varians?

Pro25Leu: CCT25CTT varians Ser80lle: AGT80ATT
Patogenha: GRGTHBGGBGRQGRRGQB RHTCGCCCGBGCGTE

» szegregalodik a betegséggel
 hianyzik az atlagpopulaciébol

* funkcidévesztést okoz

1
s musculus MPRKAASPEELA - - - - o e < i GEPGP - ===enennsce=- EEMEAGRPR
Rattus norvegicus MPREKAASPEEAE - - - - - - - -RMPGS - - - -ERI[EAGRPR
Canis familiaris MPREAGSVEEAEAGAE GEESGAEESGPEESDPEEPGAAAHEMEAGQPR
Homo sapiens ~ MPRRAENWDEAEVGAE GEESGAEESGPEESGPEELGAEEHMEAGRPR

ILE151

E
E

A

120
RVVLPLWLNFDGEPQPYPILPPGTGRRIHSYRGHLWLFR
RVVLPLWLNFDGEPQPYPTLPPGTGRRIHSYRGHLWLFR
RVVLPVWLNFDGEPQPYPTLPPGTGRRIHSYRGHLWLFR
RVVLPVWLNFDGEPQPYPTLPPGTGRRIHSYRGHLWLFR

Mus musedus  PVLRSVNSREPSQVIFCN
Rattus norvegicus PVLRSVNSREPSQVIFCN
Canis familiaris PVLRSVNSCEPSQVIFCN
Homo sapiens ~ PVLRSVNSREPSQVIFCN

121 150

Mus muscules  DAGTHDGLLVNQTELFVPSLNVDGQPIFANITLPVYTLKERCLQVVRSLVKPENYRRLDI
Rattus norvegicus DAGTHDGLLVNQTELFVPSLNVDGQPIFANITLPVYTLKERCLQVVRSLVKPENYRRLDI
Canis familiaris DAGTYDGLLVNQTELFVPSLNVDGQPIFANITLPVYTLKERCLQVVRSLVKPENYRRLDI
Horo sapiens DAGTHDGLLVNQTELFVPSLNVDGQPIFANITLPVYTLKERCLQVVRSLVKPENYRRLDI

213
Mus musculis VRSLYEDLEDYPSVRKDIQRLSQEHLESQHLEEEP----
Rattus norvegicus VRSLYEDLEDHPNVRKDIQRLTQEHLENQALGEEPegvh
Canis familiaris YRSLYEDLEDHPNVRKDLERLAQEHIENQRMEgetedf -
Homo sapiens  VRSLYEDLEDHPNVQKDLERLTQERTAHQRMGD - -

Patocs et al. BMC Medical Genetics 2008, 9:29 doi:10.1186/1471-2350-9-29



Von Hippel-Lindau szindroma esetén javasolt szilroprogram

Vizsgalat

Ophtalmoscopia

Fluoreszcens angiographia

Fizikalis vizsgalat
Vizelet/vér catecholamin
Hasi ultrahang

Hasi CT

Hasi MRI (MIBG)

Kisagyi gadoliniumos MRI

Hallasvizsgalat

—

Javasolt életkor

ujszulottkortol, évente
csak indokolt esetben

2 éves kortél, évente

2 éves kortél, évente

11 éves kortdl, évente

20 éves kortdl, 1-2 évente
csak indokolt esetben

11 éves kortodl, két évente

tinnitus és vertigo esetén



SENSIS )

£ NGS alapu technologiak szerepe a
W Pheo/PGL szindromak genetikai

diagnosztikajaban
—

Ceél: a validalt diagnosztikai teszt szikseges
- 15 gén egyidejl vizsgalata

(RET, VHL, SDHA, SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD, NF1, MAX, TMEM127,
FH, MDH2, KIF1B, PHD2, EPAS)

- A Sanger szekvenalas koltséges és nagy munkaidé raforditassal jar (a
genetikai kdzpontokban a RET, VHL, SDHB és SDHD gének koltsége kb
2700 USD- nalunk kb 400 e FT)

NGS-alapl modszerek

Célzott szekvenalas Exom szekvenalas




NGS alapu technoldgiak alkalmazasa a

Pheo/PGL gének vizsgalata soran
—

« Amplikon szekvenalas: GS Junior NGS sequencer (9
gén) (454 Life Sciences, a Roche Company, Branford,
Connecticut) (Rattenberry et al. JCEM 2013) —
pyroszekvenalas alapu technoldgia

« Amplikon szekvenalas (14 gén) lllumina MiSeq
platform (Welander et al. 2014)

« Truseq alapu amplikon szekvenalas (lllumina MiSeq)
(Crona et al. Plos One 2015)



NGS hasznalata a klinikai diagnosztikai

alkalmazasokban
—

Elényok:

70%-0s koltség megtakaritas és 66%-o0s tobblet érhetd el a Sanger
szekvenalashoz viszonyitva (Rattenberry E, et al. J Clin Endocrinol Metab. 2013;
10:10.)

Hatranyok:
Konyvtarkészites
Bioinformatika

- a bazisolvasas és illesztéshez hasznalt algortimusok hasonléak a kilonb6z6
platformok kdzott (Gargis AS,et al. Nat Biotechnol. 2012; 30(11):1033-6. PMID:
23138292

- a diagnosztikai alkalmazashoz klinikai validacio szikséges

Current guidelines for the diagnostic use of next generation sequencing state that the
validity of the selected bioinformatic software needs to be ensured by the local
investigator



Truseq lllumina platformon készitett célzott

reszekvenalas (svéd tanulmany)
—

Library prep: Truseq custom amplicon enrichment

Sequencing: lllumina MISEQ
Bioinformatics: 3 different algorithms

1: MISEQ Reporter, fully automatized and integrated software,
2. CLC Genomics Workbench, graphical interface based

software, also commercially available
3: an in-house scripted custom bioinformatic tool

Crona et al. Bioinformatic Challenges in Clinical Diagnostic Application of Targeted Next Generation Sequencing: Experience from
Pheochromocytoma PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0133210 July 31, 2015



Ceélzott reszekvenalasi panelek diagnosztikai

teljesitménye
J )

Analitikai szenzitivitas

- 98.7% (1 a 77 unique variansbol nem kertilt felismerésre Roche GS
Junior (Rattenberry et al)

- 82.9-100% (bioinformatika figgvénye)- Illumina Miseq platform

Specificitas
- Roche GS Junior-
False pozitivitas homopolymer miatt (a 164 unique variansbol
46 volt homopolymer artefakt)
Két szlirés beiktatasaval csokkenthet6 :
(1) csak a kodolo régio és £ 5 bp (vizsgalata csak 4 miterméket adott
(2) ha csak azokat az olvasatokat hasznaljuk, ami 2SD-n beldl
talalhato az adott varianshoz tartozo értékekhez a fals pozitivitas
megszint

- lllumina MiSeq
>99.9 %



Ceélzott reszekvenalasi panelek diagnosztikai

teljesitménye
J )

Bioinformatikai algoritmusok

% XHold coverage at targeted regions

Mapped reads to HG19 Mapped reads to targeted  Read coverage, 1X, mean 10X, mean 30X, mean
reference, mean % (range) regions, mean % (range) mean (Range) (range) (range) (range)
MISEQ Reporter
2.1.43
Run01 80.4 (82-92.2) 54 (48.3-64.1) 414 (284-565) 981 (97.6— O97.6(974— 050 (946—
98.4) 98) 96.9)
Rung2 86.3 (82.1-88.5) 51.7 (46.6-61.4) 407 (2B3-571) 982 (97.9- 976(973- 96.2(946-
98.5) 98.3) 97.3)
CLC Genomics
Workbench 5.51
Run01 86.9 (B2.6-92) 56.9 (50.5-67.2) 552 (377-738) 98.4 (98- groQvr7- 976(973
98.7) 98.4) a7.7)
Rungz2 84.1 (80-89.1) 551 (49.3-64.7) 526 (357-735) 08.5 (98— gr.8 (976 976 (972-
98.7) 98.7) 98)
In-house custom pipeline
Run01 89.6 (82-92.2) 58 (51.5-68) 519 (357-699) 98.4 (98— 98 (97.9- 97 (96.2—
98.7) 98.3) 97.6)
Run(2 B80.4 (B2.3-02.4) 56.9 (50.4-66.1) 517 (355-711) 985 (98.2— 98.1(978- 97.3(96.3-
98.7) 98.5) 98)

Results from read mapping. Data presented from three bicinformatics workflows; MISEQ Reporter 2.1.43 (Smith Waterman algorithm mapper), CLC
Genomics Workbench 5.51 (default CLC mapper) and irrhouse custom pipaline (Burrows Wheeler Alignment tool).




Ceélzott reszekvenalasi panelek diagnosztikai
teljesitmenye

True pos, n True neg, n False pos, n False neg. n Sensitivity, % Specificity, %
MISEQ Reporter 2.1.43
Runo1 47 119197 o9 0 100 =00.99
Runoz2 47 119195 101 0 100 =09.99
Fitered, merged Runs 01+02 47 119190 o 0 100 =00.99
CLC Genomics Workbench 5.51
Runoi 39 119296 0 8 829 100
Runoz 40 118286 0 7 85.1 100
Fitered, merged Runs 01+02 36 119296 0 11 76.7 100
In-house Custom pipeline
Runoi 42 119284 7 5 89.4 >99.99
Runoz 43 119288 4 4 914 =00.99
Fitered, merged Runs 01+02 42 119285 4 7 7.2 >90.99

Sensitivity of targeted next generation sequencing compared to current golden Standard (automaled fanger sequencing) covering 5683 basepairs.
Results are presented separately for both sequencing runs as well. Filtered and merged results incudes only variants available in both sequencing runs.
Pos: positive, neq: neqative.

Csak a MISEQ reporter identifikalta az 6sszes patogén varianst minden mintaban



Exom szekvenalas szerepe a Pheo/PGL
betegek genetikai vizsgalataban

—

« Exom szekvenalassal sikeresen fedeztek fel Uj
geneket

— MAX (Comino-Méndez | et al. 2011)
— MDH2 (Cascon et al. 2015)
— ATRX —somatic (Fishbein et al. 2015)

It was successfully tested in genetic testing of short-rib thoracic
dystrophies (Mclnerney-Leo AM et al. 2013)

NINCS olyan klinikai tanulmany, ami
szisztematikusan elemezte volna a WES
teljesitoképességet a Pheo/PGL vizsgalataban



Milyen platformon végezzem az WES vagy WGS
meéréseimet?
—

Miért az lllumina és a Complete Genomics (CG) platform?

- az eddig elérhet6 human genom szekvenalasi adatok kozul > 90%
ezekkel a technoldgiakkal kertlt meghatarozasra

(Roach JC, et al. Analysis of genetic inheritance in a family quartet by whole
genome sequencing. Science. 2010; 328:636—639.

Snyder M, Du J, Gerstein M. Personal genome sequencing: current
approaches and challenges. Genes Dev. 2010; 24:423-431.

Rios J, Stein E, Shendure J, Hobbs HH, Cohen JC. Identification by whole-
genome resequencing of gene defect responsible for severe
hypercholesterolemia. Hum. Mol. Genet. 2010; 19:4313-4318.

Lee W, et al. The mutation spectrum revealed by paired genome

sequences from a lung cancer patient. Nature. 2010; 465:473-477.

The 1000 Genomes Project Consortium. A map of human genome variation
from population-scale sequencing. Nature. 2010; 467:1061-1073.)



Platform dsszehasonlitas

—

Lam,és mtsai: Performance comparison of whole-genome sequencing
platforms Nat Biotechnol. 2012 Jan; 30(1): 78—82.
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Figure 1. Genome coverage at different read depths
(a) Percentage of genome covered by different read depths in different platforms. (b)

Histogram of genome coverage at different read depths.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lam%20HY%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=22178993

Complste Genomics
Blood Saliva

3277339 3,286,645
Morge

Total 3,304,601
TiTv 213

Specific 99,578 (3.0%)
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Figure 2. SNV detection and intersection

(a) SNV detected from the PBMC and saliva samples in each platform were combined. The
untons of SNVs in each platform were then mntersected. Sensitivity was measured agamst the
TNlumina Omn: array. Ti/'Tv is the transition-to-transversion ratio. The known and novel
counts were based on dbSNP. “Sanger” and “validated’ represent validation by Sanger
sequencing and [llumina sequencmg (with Agilent target enrichment capture), respectively.
(b) Companng platform-specific SNV to non-SNV calls in another platform. IL, Illumma:

CG, Complete Genomics. Nat Biotechnol. 2012 Jan; 30(1): 78-82



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=22178993

Platform 6sszehasonlitas
—

Whaol e-genome sequencing usmg CG oand [umina platforms
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Agilent SureSelect target ennichment capture with [Hlumina sequencing

O spea Nic Hhumina spea Nic Concordani
Total Y9578 —_ 345,100 —_ 3295023 —_
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Mot vahdased IEE 119 TOEE  2Z14% 1053 126%
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Nat Biotechnol. 2012 Jan; 30(1): 78-82



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=22178993

,Combining the pros of different sequencing systems probably is the most
effective and economic way of deciphering mutations in human disease."
Stephan Wolf, a German Cancer Research Center Heidelberg vezetdje

"We haven't picked one [technology] because we did find that both of them look
quite good" Michael Clark Stanford Human Genetics laboratory

Wall et al. 2014 Genome Research 24:1734-1739: CG versus lllumina
Atlagos hibaréata: 0.1% - 0.6%,

- CG platformnal magasabb

- ugyancsak magasabb (> 6%) a ritka vagy unique variansok esetében

- a J0 min6ségl readek esetében kisebb, de linearis az 6szefuggés

- lllumina esetében a lefedettséggel aranyosan n6 a hibaszazalék

Nat Biotechnol. 2012 Jan; 30(1): 78-82



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=22178993

Exom szekvenalas versus Sanger szekvenalas
hazai SDHx mutaciot hordozo betegekben

Patient ID Result of Sanger NGS platform used Exome sequencing
sequencing, targe_t for Mutation Category Read number (ratio
exome segeuncing :
confirmed and read number

between alleles

1A SDHB: C196Gly [lumina Yes Moderate 51 (0,53: 27/24)

1 B (mother of SDHB: Cys196Gly [llumina Yes Moderate 60 (0,55: 27/33)
1.A)

1C (Father of SDHB wild type [llumina No alteration in SDHx genes

1.A)

2. SDHB: Arg217Cys Complete Genomics Yes Moderate 46 (0,52: 22/24)

3. SDHB: Cys253Tyr Complete Genomics Yes Moderate 40 (0,45: 22/18)

4. SDHB: Cys243Tyr Complete Genomics Yes Moderate 37 (0,37: 24/14)

5. SDHB: c286+1G/A Complete Genomics Yes High 24 (0,45: 13/11)

6. SDHB: Gly203Stop* Complete Genomics Yes STOP 24 (0,41: 14/10)

7. SDHC: ivs+1G/T Complete Genomics Yes High 40 (0,57: 17/23)

8. SDHD: le49_His50fs/ Complete Genomics Yes High 30 (0,43: 13/17)

c.147_148insA
9. SDHD: His50Arg Complete Genomics Yes Moderate 25 (0.56: 14/11)

Mindkeét platformon végzett szekvenalassal sikerllt beazonositani az ismert
mutaciot




Exom szekvenalas versus Sanger szekvenalas.
—

Milyen egyéb eltérések kertltek felismerésre?

Variant ID Read numbers of mutant | Sanger sequencing Functional Minor allele
/ wild type /total alleles confirmed prediction frequency
EGLN1 ENST00000366641:p.X187X 231557073 insC | 9/41/50 Not confirmed false Probably No data
positive deleterious
ENST00000366641:p.X187X 231557073 insC 8/27/35 Not confirmed false Probably No data
positive deleterious
Rs12097901 was not detected False negative rs12097901 Neutral 0.26
(Cys127Ser)
KIF1B Rs229788: ENST00000377081:p.Tyr1133Cys 71/81/152 Yes Probably 0.039-0.06
deleterious
rs77172218 68/78/146 Yes Neutral 0.004-0.01
ENST00000377081:p.Val1600Met
rs148690591 105/98/203 Yes Unknown 0.0012
c.*2T>C 3’UTR
NM_015074.3:c.*2T>C,
XM_005263433.1:c.*2T>C
RET rs17158558 22/21/43 Yes Probably 0.022
ENST00000355710 p.Arg982Cys deleterious
rs1799939 In 2 cases Yes Neutral 0.1-0.15
ENST00000355710:p.Gly691Ser
NF1 ENST00000358273:p.Asp896Val In 2 cases Not tested Neutral No data
rs2525574 In six cases Not tested Probably 0.37-0.44
ENST00000444181:p.*639Arg deleterious

Két ritka, és feltehetb6en patogén varians kerult beazonositasra az SDHB
mutaciot hordozokban

Fenotipus modositok?



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/                /projects/sviewer/?id=NM_015074.3&search=NM_015074.3:c.*2T>C&v=1:100&content=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/                /projects/sviewer/?id=XM_005263433.1&search=XM_005263433.1:c.*2T>C&v=1:100&content=5

Fenotipus modosito variansok tisztazasa

—

Nincs adat az el6fordulasi gyakorisagokrol

1. Mennyire ritka eltérések?

Variant Allele frequency P value
Patients with Healthy Hungarian
Pheo/PGL control individuals
KIF1B, rs229788, | 5/72 (3,4%) all in | 6/94 (3,2%) all in 1
Tyr1133Cys heterozygous heterozygous form
form
RET, rs17158558 | 3/72 (2%) all in 4/94 (2.1%(all in 1
Arg982Cys heterozygous heterozygous form
form

El6fordulasi gyakorisaguk megegyezik a beteg és
egeszségesek kdzott  nem patogeén eltérések!
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@ Osszefoglalas

« A Phaeo/PGL diagnosztizalasa egy 0Osszetett feladat, amelyben a
specialis laboratériumi vizsgalatoknak oriasi szerepe van

« Ezen daganatok jelentés hanyada oOrokletes genetikai tényez6khoz
tarsul

 Joindulatu, mellékvesevel6 dagantok sebészi eltavolitasaval teljes
gyogyulas érhetd el

DE

*Malignus PGL-k esetén, féleg az SDHB mutaciokhoz tarsult esetekben
a mortalitas 50 %-o0s.



Osszefoglalas

NGS alapu vizsgalatok hasznosak lehetnek a Pheo/PGL gének klinikai vizsgalataban

Exom szekvenalas platformtol figgetlenil segithet a betegség-okozé variansok
igazolasaban

DE
konyvtarkészités mddja szignifikans hatasu

a > 10 read sikeresen konfirméalhaté Sanger szekvenalassal

Fals pozitiv eltérések kerulnek felismerésre, de sziirésekkel ezek szama
csokkenthetd

Fals negativ eltérések

SULYOS probléma. Ujabb adatok alapjan 15-20 % a patogén eltérések rejtve
maradnak exom szekvenalas soran: féoleg GC gazdag és képiaszam-
valtozasos régidkban

Uj variansok keruilhetnek felismerésre, amelyek a fenotipus moédositasért lehetnek
felelések

Az exom szevenalasi adatok Ujra értekelésével Uj betegek kertilhetnek
beazonositasra (uj gén iranyaban torténé lekérdezések)



Funkcionalis genomika



A genetikai vizsgalatok ,,jovoje!??” Nem, ez mar a jelen !!!
Nem kapcsolasi Integrativ, rendszerbiologiai megkozelités
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Integrativ, rendszerbioldgiai megkozelites

Eredmeény: network, interakcios halozat
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Matematikai dsszefliggés a betegség incidenciaja és a
heterozigotasag gyakorisaga kozaott

A heterozigo6ta gyakorisag (H) és a betegség incidencigja (i) kozotti 6sszefliggés
iI=H?/4. (homozigbtasag valdsziniisége 25%)

« PI1.: cystas fibrosis esetében:
A heterozigo6ta gyakorisag 1/25,

H2 =1/25X1/25=1/625, de mivel minden negyedik egyén lesz beteg ezért a
az incidencia pedig: i=1/625X1/4= 1/2500.

Az incidenciat ismerve forditva elvégezve a fenti szamitasokat kiszamithat6 a
heterozig6ta gyakorisag.

« PI2. CYP21B gén
a 21-hydroxylase enzimdefektus klasszikus, sulyos formajanak incidencigja kb. 1:14000
mutacidinak heterozigota gyakorisaga 1/60.



Zona reticularis

A 16 szekretalt hormonok

—> Aldoszteron, kortizol nem

—— > Kaortizol

Enzimek

CYP17 nincs, de
CYP11B2 csak itt

nincs CYP11B2,
de CYP11B1 igen

DHEA-DHEAS
atalakulas csak itt



Szteroid bioszintézis, mellekvesekeregben de mind a mitokondrium mind pedig az

mikroszoma-endoplazmatikus halozat elektron-transzportja sztikseges
—

kolesztarin
Mlto +— F4SGSCC
L |
pregnenclon P450C17 > | 17-hidroxi-pregnenolon P450C17 »| dehidroepiandroszteron
3(-HSD 3p-HSD 3p-HSD
W W L 1 ? |3"
progeszteron P450C17 17-hidroxi-progeszteron P450C17, androsztendion ﬂr tesztoszteron
P450C21 P450C21 P450C19 P450C19 l
¥ i ¥ 17 p-
11-dezoxikortikoszteron 11-dezoxikortizol Gsztron ﬂ} Gsztradiol
Mito «F450C11 82[ le:sam 1B1 P450C11B1 felndtt gonad
kortikoszteron kortizol
P450C11B2
W
18-hidroxi-kortikoszteron
P450C11B2
aldoszteron
zona glomerulosa zona fasciculata/'reticularis
mellékvesekéreg




A congenitalis adrenalis hyperplasia hatterében all6 gendefektusok

—

Gén CYP21 CYP17 CYP11B1 StAR CYP11B2

Incidencia 1:14.000 ritka 1:100000 ritka ritka

Laboratoériumi jellegzetességek

Kalium T T ! T T
Vérnyomas/Natrium | | T l l
Glukokort. ! ! ! ! normalis
Mineralokort. ! ! T ! !
Androgének T ! T ! normalis
Ambiguos genitaliak nékben férfiakban nékben férfiakban

nékben a nékben a

pubertas hianyzik pubertas hianyzik

Akut mellékvesekéreg elégtelenség igen nem ritka igen sovesztés



A 21-hydroxylase defektus kulonboz6 formai
—

Klasszikus séveszté Egyszerii virilizalé

Nem-klasszikus

Eletkor Qjszulott Qjszulétt (Iany) gyerek/felnétt
2-4 éves (fia)
Genitalia fid: normalis fid: normalis fia/férfi: normalis
lany: atmeneti lany: atmeneti lany/né: virilizalt
Incidencia 1:14000 1:60000 1:1000
Novekedés -2-3SD -1-2SD normal
Hormonok
Aldoszteron csokkent normal normalis
Kortizol csokkent csokkent normalis
170HP >1500 ug/Il 800-1500 ug/I 150-800 ug/I* de ACTH stimulacio
utan lehet magas
Tesztoszt. Emelkedett emelkedett valtoz6, emelkedett
21-hydroxylase 0% 1% 20-50 %
aktivitas
Tipikus CYP21A2 delécio, E6 cluster 1172N, 12 splice V281L

Mutaciok

R356W, GIn318X

P30L



Genetika: A CYP21B gen fontosabb patogen mutacidinak
hatadsa az enzimaktivitasra

—

3D fehérje model

Enzimaktivitas mérése:
mutans klonok expressziodja
sejtkulturaban

géndelécio, -konverzid
A8 bp

EG6 cluster

F306 +t

Q318X
R356W

intron 2
splice

Nullmutacio A B C
SW SW SV NC



Cyp21A2 gén 6 leggyakoribb mutacioja

6 bp delécid ) 2 3 4 5 6 7
1000 bp -

500 bp

250 bp
100 bp

bp 1172N  Cluster E6 V281L Q318X R356W MASA
M W M W W W
kontroll ﬂ? kontroll

1000

500

250
100

heterozig. homozig. heterozig. homozig. homozig.

Az allélspecifikus csikokatly  jelzi.



17alfa-hydroxylase, 17,20-liaz defektus klinikai jellemzoi
—

-Kortizol és androgének elégtelen szintézise

-Aldoszteron szintézis normalis vagy fokozott

Klinikai megjelenés és diagnodzis:
-Hipertonia

-Altaldban a pubertas kérnyékén a nemi jellegek kialakulasanak
elmaradasa miatt:

-XX kariotipusban primér amenorrhea, nemi jellegek hianya

-XY kariotipusban pseudohermaphroditizmus, n6i kulsé nemi jelleg

Laboratoriumi jelek:

Csokkent kortizol és androgének
Emelkedett LH, FSH
Emelkedett DOC



17alfa-hydroxylase,17,20-lidz defektusos betegek klinikai

jellemzéi
—

1-es beteg 2-es beteg 1-es 2_es Normal
Eletkor (év) 37 31 beteg | beteg | tartomany
Testsuly (kg) | 81 56 ACTH (pg/ml) 176 496 20-60
Testmagassag | 165 165 Aldoszteron 4 1 6-12
(cm) (ng/dl)
Vérnyomas 220/140- 160/90-120/70- Kortizol (ng/dl) 1 2 8-25
(Hgmm) 150/90-140/80 | 130/80 Kortikoszteron | 23700 | 23873 | 300-600
Szérum kalium | 3,0-4,3 2,4-3,1-4,7-4,3 (ng/dl)
(mmoli) Dehydroepiandr | 12 33 250-600
Mellékvese CT | Myelolipoma + | Mellékvese oszteron (ng/dl)

mellékvese hyperplasia

atrofia LH miU/ml 33 67 <10
Gonad status | ovarium Intraabdomi- FSH mIU/ml 79 113 <10

nalis herék

Karyotipus 46 XX 46,XY




CYP17 gén legfontosabb patogén mutacioi

Irodalmi adatok

+iLe112 —
A518/Ins469nt 7
Arg347His Arg496Cys
Tyr64Ser Arg358GiIn ILe480 + 4nt
APhe53 or 54 Pro342Thr GInd61X
1 2 3 5 6
5- H ;
Asp487
Trp17X His373Leu | — A4 Serd88
Gly90Asp AGC300, 301 Phe489
Arg96Trp Arg239X
Ser106Pro — - Glu194X ~ Arg440His
Sajat betegeinkben GRS Wi =
Codon 440:
CGC-TGC
(—\10’-( 'y 2)



Ok-okozati kapcsolat igazolasa, valoban betegség okozo6-e a

genetikai rendellenesség?
—

Kérdések: Vizsgalatok/valasz:

Mutacié vagy polimorfizmus? Mutacio szilreés atlag populacidban/
gyakori eltérés-polimorfizmus, ritka-
mutacié/szirkezéna-varians

lgen: valoszinisithetd a betegség-okozo
Osszefligg-e a klinikai képpel? hatas

Nem: nem ez a genetikai rendellenesség
felelés a betegség kialakulasaért

Funkcionalis bizonyitas?
Expresszios rendszer készitése és a
kiesett funkcio bizonyitasa



Uj CYP17 génmutacio funkcionalis bizonyitasa

Expresszios vektor A mutéciot és vad tipusu allélt hordozé
készitése sejtek kimutatasa immunhisztokémia-
val, western-blottal és flow-citométerrel

p450c17
" 8 Cos-1 1 ml alpha.029
- 3 -
mf: 31 M2
84 60.5% mf: 1023

39.5%

COS sejtbe torténo E'Ng';

[ >
9100' 181 ;Sé' 163 ' -"1-04
FSC-H
A B

I\Iut’mt Wild-type Total protemn W

E
.,
| P? " - —
‘%‘-,\v.:jm A./ %
|\ SN P '



A mutéaciot es a vad tipusu allélt hordozo sejtek 17-
hidroxilaz és 17,20-lidz enzim aktivitasainak tesztelése

A

1 7-hydroxypregnenolone Progesterone/17-
dehydroepiandrosterone hydroxyprogesterone

s —

B Wild type Cys440 Wild type Cys440

100 4
20 4
80 -

40 4

Wild type Cys440 mutant



