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Barmilyen betegség molekularis diagnosztikaja soran kovetend 6

algoritmus
—

. Klinikailag igazolt monogénes szindroma

. Mar genetikai vizsgalattal igazolt csaladokban a tiinetmentes hordozok szirése

. Sporadikus esetek soran genetikai eltérésre utal: fiatalkor, kétoldali
manifesztacio (leginkabb onkologia, tumorszindromak!!!)

. Genetikai hajlam vizsgalata: rizikd faktor, gyogyszer erzékenyseg

Modszertana: Kompetencia

1. Genetikai tanacsadas (Beleegyez6 Nyilatkozat) Klinikai genetikus

2. Vizsgalatkérés

3. Molekularis diagnosztika Molekularis diagnosztikai szakorvos

- DNS izolalas periférias vérbél
- PCR reakcio a szindrémaért felel gén kédold részének amplifikacidja
- Bidirekcionalis DNS szekvenalas

- Nagy delécié kimutatasa: MLPA és Kvantitativ PCR



Lehet 8ségeink és feladataink a monogénesen 0Orokl 6d6

szindrobmaban szenved 6 betegek diagnosztizalasa és kezelése soran
—

Diagnozis felallitasa

pontos klinikai diagnozis, lehetéseg szerint csaladfa elemzéssel
kiegeszitve (klinikai genetikus). Célja: 6roklddésmenet tisztdzasa

molekularis bioldgiai vizsgalatokkal a diagndzis igazolasa a géeneltéres
kimutatasaval (molekularis diagnosztikai laboratorium feladata). Cél:
betegséggel dsszefliggb geneltéres igazolasa. Ezt kovetben: az egyenes
agi rokonok szlirese

Genetikai vizsgalat kdvetkezménye:

- Szirévizsgalatok a fenotipusban
el6forduld elterések miel6bbi kimutatasa
illetve preventiv beavatkozasok veégzése
- Betegek hosszutavu nyomonkdévetése

- Csaladtervezes : genetikai tanacsadas _

X

Komplex 06rokl 6dési betegségek esetében
Rizikd becsles, un. hajlamosito téenyezbék ismertetése

Csapatmunka: belgyogyasz,
> endokrinolégus, gyermekgyogyasz,
onkologus....




Monogénesen O0rokl odo korkepek
genetikal diagnozisa
—

» Oroklédésmenet tisztazasa
e Mutacid azonositas
» Genotipus-fenotipus 0sszefliggesek

* Genetikal eredmeény befolyasolja a beteg
és csaladjanak sorsat



A csaladfa szerkesztés soran hasznalt egyezmenyes jelek
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Monogénes betegsegek, a patogenetikai ok feltarasa

Genetikai tanacsadas folyamata
1. Csaladfa elemzeés:
-O0rokl 6désmenet tisztazadsa: dominans vagy recessziv,

autoszom vagy nemi kromoszomahoz kotott 6roklédés

2. Afelel 6s genetikai eltérés vizsgalata hozzaférhet 6-e?

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

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

- Csaladsz (irés szervezése, terapia megvalasztasa



Autoszomalis dominans orokl odés

INHERITANCE OF AUTOSOMAL DOMINANT TRAN
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Autoszomalis recessziv orokl odés
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Genetikai/molekularis diagnosztika — Etikai megfontol asok



Genetikai vizsgélatok etikai/'logi szabélxozésa

2008. &vi XXI1. torveny

a hhwumangenetikai adatok vedelmerdl, a
humangenetikai vizsgalatok eés kutatasolk,
valamint a biobankok maakodesenaek
szabalyvairdl
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USA: The Genetic Information Nondiscrimination Act (GINA) May 2008.

GINA makes it illegal for health insurers to deny insurance coverage or charge
a higher rate or premium to an otherwise healthy individual found to have a
potential genetic condition or genetic predispositi on towards a disease or
disorder . Ervénybe lépett: 2009 majus.

GINA also makes it illegal for employers to use an employee’s genetic

information when making hiring, firing, placement, or promotion decisions
Ervénybe lépett: 2009 november



Molekularis diagnosztika a gyakorlatban



Mit? Vizsgalando genetikai elterések
—
Mutacio : a DNS bizonyos részeinek spontan elvaltozasai, melyek megvaltoztatjak

a kodolt utasitasokat, hibas fehérjét vagy hibas funkciot eredmeényeznek

Epidemioldgiai definicio:

mutacio , melynek gyakorisaga az atlag populacidban kisebb mint 1 %-1 %o,
polimorfizmus (SNP): gyakorisaga > 6 %,

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: helyettesit - szubsztitucios,
deléciods, inszerciés mutaciok
atrendez6 (genen belll, kromoszoman belll-inverzidk, kromoszomak
kozott-transzlokaciok)

eredet szerint: spontan, genetikai kontroll (un. mutatorok)
indukalt (kemiai &gensek, ionizacios sugarzasok, nem ionizaciés-uv
sugarzas) mutaciokrol.




Autoszomalis dominansan orokl 6do korképek

A LEGTOBB TUMORSZINDROMA

Tumorszindromak:
emloérak

vastagbélrak

endokrin tumorszindrémak
MEN1

MEN2

von Hippel-Lindau
Oroklédé Phaeo/PGL
Cowden betegség

Carney komplex

BRCA1, BRCAZ2, TP533, PTEN

APC (FAP), MLH1, MSH2, MSH6
(HNPC), STK11 (Peutz-Jeggers),
PTEN (Cowden kor)

MENIN

RET

VHL
SDHB/SDHC/SDHD/TMEM127/MAX
PTEN

PRKAR1A



Monogénes betegsegek, a patogenetikai ok feltarasa
endokrin rendszer daganatos betegségeiben

Endokrin szervek daganatai kdzott az 6rokletes esetek relativ gyakoriak

Daganat Betegség-okozo6 genek Osszes %-a
Phaeochrom. RET, VHL, SDHD, SDHC, SDHB, NF1, MEN1 30%
Gastrinoma MEN1 25%
Hypophysis tu. MEN1, PRKAR1A, GNAS 15%
Somatostatinoma  NF1 10%
Insulinoma MEN1, VHL 10%
Szigetsejt NF MEN1, VHL 10%
Elébél carcinoid  MEN1 10%
Medull. pajzsm tu. RET 10%
Mellékpajzsm tu  MEN1, RE, CaSR, HRPT2 5%
Mvesekéreg tu. MEN1, PRKAR1A, GNAS, TP53 2%

De pl. Eml6 rak  BRCA1, BRCA2, TP53 6-8 %



Autoszomalis dominans modon orolddo és
endokrin rendszer erintettségéevel jaro
tumorszindromak

A  klasszikusak” A .meég kevésbée ismertek”

‘MEN1 -Herediter_phaeochromocytoma/
paragangliom

"MEN2 *Tuberus sclerosis

*VHL Carney komplex

‘NF1 «Cowden kor

el I-Fraumeni szindroma



MEN1 szindromaban ebfordulé endokrin daganatok es
ezek becsult penetranciaja a 40. életkorig

Mellékpajzsmirigy adenoma 90 %
Enteropancreaticus daganat
Gastrinoma 40%
Insulinoma 10%
Nem hormontermeld daganat 20%
Egyéb hormontermeld daganat 2%

(VIPoma, somatostatinoma)
Elébél carcinoid

Thymus carcinoid 2%
Bronchus carcinoid 2%
Gyomor enterochromaffin-szeri sejtekbdl
kiinduld carcinoid 10 %
Hypophysis daganat
Prolaktinoma 20 %
GH-t és prolaktint-termel6 adenoma 5%
GH-t termel6 adenoma 5%
ACTH-t termel6 adenoma 2%
TSH-t termel6 adenoma ritka
Nem hormontermelé adenoma 5%
Mellekvesekéreg
Primer aldosteronizmus ritka
Cushing szindroma ritka
Nem hormontermeld daganat 25%
Phaeochromocytoma ritka

Nem endokrin daganatok

Lipoma 30 %
Angiofibroma (arcon) 85 %
Kollagenoma 70 %

Ependymoma 1%



MEN1-hez tarsulé daganatok kilonbdznek a
sporadikus daganatoktol

Pathomechanizmus:  "two-hit” modell (Knudson)
MEN 1: egyik allél: orokletes mutacio
masik allél: szerzett delécio
Sporadikus : egyik allel: szerzett mutacio
masik allél: szerzett delécio
Biologiai viselkedés: Mellékpajzsmirigy
MEN1 és sporadikus esetben hasonlo, de a
recidiva MEN1 daganat esetében gyakoribb
Gastrinoma
MEN1 és sporadikus esetben hasonld
Hypophysis tumor
MEN1 tumor agresszivabb, mint a
sporadikus esetben




A MEN1 GENETIKAI JELLEMZ Ol

* A betegse@utoszomalis dominansaaroklodik

az utddok 50%ban 6roklik a betegseget!

« aMEN1 tumorszuppresszor gé a 119l kromoszomaregiobe
talalhatd;0sszesen 10 exonbdlelysl 9 exona kddold regid

e tObb, mint 400 a MEN1 gént erghinutaciot irtak lea nemzetkozi
irodalombange nincs mutacios “hot spot”!

!

Géneltérések a géen egész tertiletén jelentkezhetnek



A MEN1 gén mutacioanalizisének indikacioi

Index eset (proband)

Klinikailag MEN1 szindréma
(sporadikus vagy familiaris formaban: 2 major léziagy 3 major €s/vagy minor eltérés)

Klinikailag gyanus, vagy atipusos MEN 1 szindroma
(2 vagy tobb MEN1-tumor; tdbbgdcu mellékpajzsmiradpganat 30 évnél fiatalabb egyénben; eredméniigst m
utan recidivalé hyperparathyreosis; gastrinoma wagpgocu pancreas szigetsejt tumor barmely élegr

Familiaris izolalt hyperparathyreosis

Ismert MEN1 mutacidval rendelke® egyén vérrokon csaladtagjai:

Minden tiinetmentes vérrokonnal
Barmely rokonnal, aki a MEN1 szindroma barmelytjeh@itatjia (megebsitésként)

Klinikailag MEN 1 szindromas betegben MEN1 mutacid hidnyaban:

Mint fent, csak aMEN1mutacidéanalizis nem hozzaférbiegabban az esetben is ez az ajanlas, ha a gersdikés
negativ, de egyéb genetikai vizsgalatok (haplotgnalizis, kapcsoltsagi vizsgalatok) és klinikankai tesztek
végezheaiek



MEN1 szindromaban ebforduld daganatok sairesére
javasolt sdirovizsgalat program

Daganat Stirés kezdete Biokémiai vizsgalat Képalkotd vizsgalat
(életév) (évente) (3 évente)
Mellékpajzsmirigy adenoma 8 Szérum kalcium, PTH -
Gastrinoma 20 Szérum gastrin, gyomorsav -
szekrécio*, secret-stimulals
gastrin**

Insulinoma 5 Vércukor, insulin (Ehezéskor) -

Egyéb enteropancreaticus dagana20 Chromogranin A, glukagon CT, MRI, 111In-
pentetreotid
szcintigrafia

Hypophysis adenoma 5 Prolactin, IGF-I MRI

Elébél carcinoid Chromogranin A CT, 111In-

szcintigrafia




A MEN2 szindroma alcsoportjal

Alcsoport Klinikai manifesztaciok

MENZ2A Medullaris pajzsmirigy carcinoma
Phaeochromocytoma
Hyperparathyreosis
(mellékpajzsmirigy adenoma)

FMTC Medullaris pajzsmirigy carcinoma

FMTC vagy MENZ2A + Hirschsprung

FMTC vagy MENZ2A + Hirschsprung betegség

FMTC + cutan lichen amyloidosis

MEN2B

FMTC + viszked borlevaltozasok a
haton

Medullaris pajzsmirigy carcinoma
Phaeochromocytoma
Nyalkakartya neuromak
Intestinalis ganglioneuromatosis
Marfanoid alkat




MEN2 szindroma definicio

Alcsoport Klinikai manifesztaciok

MENZ2A Medullaris pajzsmirigy carcinoman kivdl
meg egy f6 manifesztacio az érintett
egyénben vagy vérrokon csaladtagokban

MENZ2A varians familiaris phaeochromocytoma
familiaris hyperparathyreosis
FMTC legalabb 10 génhordoz6 vagy MTC

csaladtag, akik kortorténete pontosan
ismert és akik kdzott tobb egyen legyen 50
évesnél idésebb

MEN2B Medullaris pajzsmirigy carcinoma €s
fenotipus jelek




RET mutacio-analizis indikacioja

FMTC, MEN2A, MEN2A varians, MEN2B csaladtag
Sporadikus phaeochromocytoma

Hirschsprung betegség gyermekkorban (exon 10)

Colon ganglioneuromatosisban szenvedd gyermekek (exon 16, 918
kodon)

Cutan lichen amyloidosis (?)

Sporadikus MTC

— Latszolag sporadikus esetek 1-7%-ban igazolhaté RET
csirasejtes mutacio (gyakoribb, ha fiatalabb életkor, multifocalis)




Genotipus-fenotipus dsszefliggesek MEN2
szindromaban 2.
RET mutacidok hatasa a medullaris pajzsmirigy carcino ma
agressziv termeszetere

o 3-as szint (legagresszivabb):
— MEN2B beteg vagy 883-as, 918-as, 922-es codon mutacio
(preventiv thyreoidectomia 6 honapos korban)

o 2-es szint (kbzepesen agressziv):.
— 611-es, 618-as, 620-as vagy 634-es codon mutacio (preventiv
thyreoidectomia 5 éves korban),

— de Ujabb eredmenyek alapjan a 10-es exon mutacio
benignusabbnak tlinik, mint korabban gondoltak

o 1-es szint (kevesbé agressziv):
— 609-es, 768-as, 790-es, 791-es, 804-es és 891-es codon
mutacio (preventlv thyre0|dectomla valoszinlleg késdbbi

életkorban, vagy pozitivva valo pentagastrin-stimulalt szérum
calcitonin eredmeny esetén)



A VHL szindroma klinikai
manifesztacioja

\N —Retinal angiomatosis
Hemangioblastoma of the CNS
__ Pheochromocytoma

F .‘ Pancreatic cysts

Renal cysts, renal cancer -




von Hippel-Lindau szindroma

Génhiba:

VHL gén (3p25-26) mutacio

vagy delécié vagy génatrendez 6dés
Tarsulo daganatok:

retina angiomak, cerebellaris és spinalis
haemangioblastomak, veserak, pancreas -, vese-,
epididys- és endolymphaticus cystak és tumorok,
polycythaemia
Osztalyozas:
1.tipus: nincs phaeochromocytoma
2.tipus: phaeochromocytoma kockéazat
2A: vese carcinoma kis kockazat
2B: vese carcinoma nagy kockazat
2C: csak phaeochromocytoma




VHL gént érint 6 nagy deléciok kimutatasa multiplex-ligaciés proba amplifikacioval (MLPA)

VHL exonok s 1 3 1 1 1 2 3
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VHL gent érint 6 nagy deléciok kimutatasa multiplex-ligacios proba
amplifikacioval (MLPA) 2.

A betegben a VHL gén 1-es és 2-es exonjainak delécidja igazolhato

mHL6 mHL4

16 -

* * * * * *
1,4 -
1,2 -

vhlexl-a  whlex1l-b  ‘Vhlexl-c  vhlex1-d vhlex2-e  vhlex2-f  vhlex3-h  fvhlex3-g




von Hippel-Lindau szindroma molekularis diagnosztik aja
—

Genetikai vizsgalat eredménye lehet:

- negativ, a VHL gén tertletén patogén eltérés nem igazolodott

- pozitiv, ismert patogén mutéacio igazolodott (HMGA, www.umd.org,
NCBI)

- funkciojat nem ismert génvarians
- U) mutacio: patogenitas bizonyitasa sziikséges

- artalmatlan varians: fenti eshetéségek nem teljestilése esetén



A legnagyobb magyarorszagi VHL szindromaban szenvédcsalad
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Patocs et al. BMC Medical Genetics 2008, 9:29 do0i:10.1186/1471-2350-9-29



VHL gént érint 6, aminosavcserével jaro mutacio

Patogén mutacio vagy artalmatlan varians?

Pro25Leu: CCT25CTT varians Ser80lle: AGT80ATT
[:) EE[‘:(:)QJ Ea r] r] Ea_: G AGT AC G GC EIIIIIIIG AAG AAG AC A A TC G C |IHIIIIIII C C G C G C G ¥ .8
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Ivlue musculus
Rattus norvegicns PVLRSVNSREPSQVIFCN
Canis familiaie PVLRSVNSCEPSQVIFCNRSH
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121 150

Il musculis DAGTHDGLLVNQTELFVPSLNVDGQPIFANITLEVYTLKERCLOVVRSLVKPENYRRLDI
Rattus norvegicns DAGTHDGLLVNQTELFVPSLNVDGOPIFANITLPVYTLKERCLOQVVRSLVEPENYRRLDI
Canis familiaris DAGTYDGLLVNQTELFVPSLNVDGQPIFANITLPVYTLKERCLOVVRSLVEPENYRRLDI T
Homo sapiens DAGTHDGLLVNQTELFVPSLNVDGOPIFANITLPVYTLEERCLOVVRSELVEPENYRRLDI
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M musculis  VRSLYEDLEDYPSVRKDIQRLSQEHLESQHLEEEP----
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Patocs et al. BMC Medical Genetics 2008, 9:29 do0i:10.1186/1471-2350-9-29



VHL gén eltérések Magyarorszag-i betegenyagban 2000-201 0 kdzott
—

Klasszikus, klinikailag VHL diagnoézis
o« 12 csaladbdl 11 esetben (92 %) patogén VHL géneltérés (28/65 hordozo)

- 3 nagy delécid és 1 kis (két bazist erintd) delécio
7/11 (63 %)

- 1 splice mutacio > feherje
rovidulést
- 2 Stop kodont eredményez6 mutacio okoz6 mutacio

- 4 aminosavcseret okozé mutacio
Sporadikus phaechromocytoma diagnozis
e 76 vizsgalt betegben
- 4 esetben VHL mutacidk, mind aminosavcserét eredmeényezd
- 4 esetben RET mutaciok
- 3 esetben SDHx mutaciok

Osszesen 15 %



Von Hippel-Lindau szindroma esetén javasolt sz

Vizsgalat

Ophtalmoscopia

Fluoreszcens angiographia

Fizikalis vizsgalat
Vizelet/vér catecholamin
Hasi ultrahang

Hasi CT

Hasi MRI (MIBG)

Kisagyi gadoliniumos MRI

Hallasvizsgalat

Javasolt életkor

ujszuldttkortol, evente
csak indokolt esetben

2 éves kortdl, évente

2 éves kortdl, évente

11 éves kortdl, évente

20 éves kortdl, 1-2 évente
csak indokolt esetben

11 éves kortdl, két évente

tinnitus es vertigo esetéen

Uréprogram



Atfedések a harom leggyakoribb 6rokédé
endokrin tumorszindromak kozott

 Medullaris

Hypophysis daganatok pajzsmirigy

A " carcinoma
MEN1 Hyperparathyreoss
v ‘
Enteropancreatikus ;. ;
neuroendocrin daganatok

Vilagossejtes vese

<Ll
il
~L



Egyeéb Orokletes endokrin tumorszindromak,
,a kevésbe ismertek”

Mellékvese daganatokkal:
Phaeochromocytomaval
Familiaris paraganglioma (PGL) /phaeochromocytoma
Kéreg daganatokkal
Li-Fraumeni szindroma
Beckwith-Wiedemann szindroma
Carney complex
McCune-Albright szindroma

Pajzsmirigy daganatokkal
Cowden betegség

Mellékpajzsmirigy daganatokkal
Familiaris hyperparathyreosis — allkapocstumor



Phaeochromocytomaval jaro
Orokletes tumor szindromak

Tumor szindroma Gén felfedezés éve
» Neurofibromatosis 1 NF1 (1990)

* vonHippel-Lindau VHL (1993)

« MEN2 Ret (1994)

« PGL1 SDHD (2000)

o PGL2 SDHAF2 (2010)

« PGL3 SDHC (2001)

« PGL4 SDHB (2000)
Egyéb Gén felfedezés éve
* Pheo, neuroblastoma, ttidérak KIF1Bbeta (2008)

« Paraganglioma, erythrocytosis PHD2 (2008)

* Pheo, paragangliom TMEM127 (2010)
 Pheo, paraganglioma SDHA (2011)

Phe, paraganglioma MAX (2011)




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 (11q13)
PGL3 1-es kromoszoma (1g21-23)
mutaciok
dehydrogenase subunit C (SDHC)
PGL4 1-es kromoszdma (1p36)

mutaciok succinate
dehydrogenase subunit B (SDHB)

fej es nyak
paragangliomak
phaeochromocytomak
paragangliomak
paragangliomak

fej es nyak
paragangliomak
phaeochromocytomak




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

Endokrinologiai Genetika

Intezetwvegetd: Prof. Dr. Racz Karoly

Tel:

Vigsgalatkeéero lap

BE e HEVE v uwmwewis

Sziletési datum...: 1976,.02.08 BENTSZ azonositd: BZEG 014025052

Vizsgalatkerd..... : BZEG 014025092 Endokrinoldgiai Genetika
rac08 Racz Karoly Prof.

Tzljssités azonositd: 7042233

Iranydiagnozis

E3400 Carcincid syndroma
Eért.wvizsg.: CORO



Malignus paraganglioméat okoz6 SDHB mutacio

130 a0
1 CA LG G ACCT TIC CTaiaiG GT

(e
TGT253TAT
(Cys253Tyr)

130 130
Caaic 6 &4aCC|TGET|CCT 440G G T




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

Endokrinologiai Genetika

Osztalyvezetd: Raez Karoly Prof.

Tel.:

LELET

Beteg neve....
Sziiletési datum...: 1976.02.08 Telj. AZ: 7042233
Anyja neve....

Vizsgalatkérd

Rendelés idej

Vizsgalatok

Kod Megnevezés Menny. Pont
28920 Polimeraz lancreakcio (PCR) egy mintdban prim 12 21360
2893A Bidirekcionalis DNS szekvenalas, huméan mutéci 12 261408
28946 Agarose-gel elektrophoresis 2 1766
29950 DNS kivonasa bioldgiai mintabol 1 3925
Osszesen 288459
Eredmény:

A beteg vérébsl DNS izolalast kovetden az 6roklddd phaeochromocytéma/paraganglioma
szindromaért felello SDHB és SDHD gének exonjait PCR-el torténd felsokszorozasa utin
bidirekcionalis szekvendlassal elemeztiik A vizsgalat sorin az SDHB génben a TGT253TAT
(Cys253Tyr) muticiot azonositottuk.

Vélemény: Az azonositott eltérés ismert, betegség-okozd SDHB génmuticid. A betegben
recidivalo paragangliomék iranydba sziirvizsgalatok végzése javasoltak. A kérkép autoszomélis
domindns modon 6roklodik, az egyenes agi rokonok genetikai sziirdvizsgalata indokolt.

x40
A vizsgalatokat validalta: ~ Dr. Patdes Attila -\gﬁzu}?\
Tudoményos munkatars / sogied T

Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyo %@@Klinika
Endokrinolégiai Genetika Labor &@/ .
Molekularis genetika diagnosztikar szakorves

Tel. 2660926/5577

e-mail: patatt@bel2.sote.hu

Postazva a bekiild6é orvosnak.

Rudanact 2NN czantamhear 22



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

Endokrinologiai Genetika

Intezetwvezetd: Prof. Dr. Racz Harocly

Tel:

Vigsgalatkérd lap
Endnlyin Coanatilks

Beteg NEVE.wawaws
Sziiletési datum...:

ANTSZ azonositd:

o
(=]
=
[
oy
[
o
I

Bi&

014013002

Anyia NEVE. vveeeus
= Eleaa | R e
BaliTdo s oo ciis e
Jizagalatkerd.. ...

T=ljesites azonositd: 104852826

)

anydiagnozis. D3500 M=llekvese jolndulatu daganata
Eert.vizsg.: ORI

[

eves, jobb oldali 5 cm-es phasochro
A

negativ. Egveb hormonok folvamathan.

i

2012.11.27




Eredmeny

TGG
T
TG TGO GAC GAGC T GTGCC GCOAC GG TG A
160 170 180

Ul

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



B=teg nsve.
Sgiiletesi d
Anyja neve.
Lakcim: ...

Vizagalatke

Belkiildd ors
Eezeld orv

Vizsgalat i
Mintaveteli
Tip. Datum

SE 2012.11

atum. . .:

B e

dopontia

adatok:

LELET

Mannyissg

BFIROSEUE

Vizsgalatok

Eod

Mzgnevezés

calcitonin



RET mutacidk tipusa prediktiv értek G 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 éves korban)

e 1-es szint

— 609-es, 768-as, 790-es, 791-es, 804-es és 891-es
codon mutacio (preventiv thyreoidectomia
valoszinilleg kes6bbi életkorban, vagy pozitivva valo

pentagastrin-stimulalt szerum calcitonin eredmeény
esetén)



Cytologiai wizsgalat:

Naploszam: 18025720316 Erkezett:121212 Inditds: Valasz:121Z213

Klinikai adatok
Enamnesischen 1 hete =ltavolitott phasochromocytoma STSre—
pel. Emelkedett Calcitonin gzint miatt pajEsmirigy UH vies-
galatot végeztek, mindkst oldali pajEsmirigy lebenyben elmo-
sott hatard, echoszegény képletet irtak Ie. Mindkét oldalrol
2-2 UH vezérelt wvékonytl biopsia tdrtént.
Dr. Igaz Peter

Makroszkopos— &35 mikroszkdpos leiras
Mindkét oldalrdl sSzarmazd aspiratum  kenetsibsen HE festés
utéan szabalyos folliculushamsejtekkel vegyviilve hyperchromabb

e-Medsolution 0ldal 1
Juhdsz Janos - Telj. AE.: 10533599 Nyomtatva: pat20 2013.03.08 11:24

magvi, atypusos ssjtes =lemsk figyelhetdek meg, melysk cyto-—
plasmaja széles granularis, eosinophil. & magok =gysnetlen
magszerkezeci=lk, nucl=clus nem dJeliemszi 4ket, d= tdbb
chromocentrum van Jjelen.
Immuncycokemiai vizsgalattal mindkét oldali aspiratum
kenetein nagy szami calcytonin pozitiv  atypusos 383t
azcnosithatd. /PM
Dl b = @ = -

1 -SHOMEI: Pasoaniiv iy aenn
1, BHNO:NFOPIREME MATICHIM CIENTATILE THYRFOTDERR
LlaH
M SN D Care inoma medul lare :
Tiannerisive emeny:

2 wyivanaiat alarigan betoldall mergliar 5 carcinoms
iga=clhaco,
Aray Ba a-s




LELET

HER : 00000342305

Beteg REVE . weaa vt 1

Sziiletesi datum...: I981.06:15

ANY]E BEVED cu . st
LakrIm v Sanieiieinin

Vizsgalatkerd.....: 1

Mintavetell adatok:
Tip. Datum Idd
Hozz Kont My id

SE 2012.11.27 12:30

Mennyissc
%

0.01

o (3T

PIROSEUF

Enat Baktir-osztaly

Kod Megnevezés

Eredmény

CELA meghat.




Rosszindulati endokrin betegség laboratoriumi
diagnosztikaja, hormonvizsgalatok és
molekularis biologiai vizsgalatok jelent  6sege

Medullaris pajzsmirigy carcinoma

Hormon laboratérium: Szérum calcitonin
Szérum CEA

Molekularis bioldgiai laboratérium: periférias ver Ret mutacio-analizis



Carney komplex, ismert patogén mutacio
egy fiatal magyar PPNAD -s betegben

c.491 492delTG

CTG TG AT T CAACAAGgta a

C TG AT TC ACCAAGgta a
370 380 390 400
TCCTTTaATC GO GG &G A6 AC TG 46 NC TCC ALACGGE NG LNGGHNNCCTHNTGI

|

UL Wx\‘ \, ' \\A VW




McCune-Albright szindrdm a
Génbhiba:
Szomatikus mutaciok a postzygota stadiumban
(GNASL1 gén /G (a/ aktivald mutacioi)
Tarsulo tumorok es fenotipus eltéerések:

Cafe au lait foltok
Fibrosus dysplasia (csontok)
Endokrin zavarok
pubertas precox
acromegalia
Cushing szindroma
pajzsmirigy toxicus adenoma)

Mellékvesekereg tumor/hyperplasia:

Primer nodularis adrenocorticalis hyperplasia
Ujszuléttkori primer nodularis mellékvesekéreg betegség



Autoszomalis recessziv oroklédésmenet jellemzdi

. a betegség homozigoéta formaban manifesztalodik

. a beteg szulei tinetmentes génhordozok  de enzimdefektusok
esetében laboratoriumi modszerekkel csokkent enzimaktivitas
naluk is kimutathatd

. heterozigota szl 6k esetén az utddok 25 % -a lesz beteg, 25 % -
uk egészséges, mig 50 %-uk heterozigota génhordozé  lesz.

. a betegség mindkét nemben azonos valoszinliséggel fordul elé
de vannak X-hez kotott recessziven 6rokl6dé betegségek is



Autoszomalis recessziv orokl odés

TICDIT A R TIIAl I

EXAMPLES: ALK APTOMURIA, PHENYIKETONURIA, GALACTOSEMIA, ALBINISM

HETEROTYGDNS ‘{i XK HETERCZYGOUS ! HETERDZYGOUS
CARRIER A M NORAA CARRIFR LA CARRIER

D O O €

A€ A D B

HEVERDZYGQLS  HETERDZIGOUS NORmAL NORMEL WieZyGOUs ~ RETEROZYGOUS  HETEROZYGOUS NORMAL
CARRIER CARRJER AFFECTED {ARRIER (ARRIER

HOMOGODS
APEECTRS

OWIABYE  AOWOZYEUS AEROZYOON  pETROZYGOMS
CARRIER (ARRIER (ARRIER CORRIER

HONREITOUS HTERDZYGOUS HOMDZ)GQUS
AFFELTRR CARRIER AFFECHED

HOMOZYEOUS  HETSROZPGOMT  HOWOZIGOUS  AETEROZYSOUS  HOMOZYGOUS  HOMOZYGQUS  HOMOZYGOUS  HOMOZYGOLS
AFFECTED CARRIER AFFECTED CARRIER AFFECTER AFHEETE: AFFECTED AFFECTER,

NORMAL \F CHROMDSOME CARRYING <
CHROMOSOME ABNORMAL GENE NORSAL KEFECTER

WngIDUAL INDIVIIDA
LETTERS SERVE SIMPLY FOR IDEMTIRICATION




Mellékvesekéreg szerkezete

Zona reticularis

—— > Kortizol

—> Aldoszteron, kortizol nem

CYP17 nincs, de
CYP11B2 csak itt

nincs CYP11B2,
de CYP11B1 igen

DHEA-DHEAS
atalakulas csak itt



Szteroid bioszintézis a mellékvesekéregben

koleszterin

Mito <« P“Eq‘ccl

I pregnenclon Mﬁ! 17-hidroxi-pregnenolon M:—! dehidroepiandroszteron
3B-HSD 3p-HSD Sp-sran
) 17 p-
‘ progeszteron M-‘ 17-hidroxi-progeszteron M’F androsztendion H—SD‘?- tesztoszteron
P450C21 P450C21 P450C19 P450C19 l
¥ 17 B-
| 11-dezoxikortikoszteron | 11-dezoxikortizol tisztron ﬂr t=ztradiol
Mito «+4s0C11 E.?{ {Pdﬁﬂﬂf 181 P450C11B1 l felndtt gonad
| kortikoszteron | kortizol
P4s50C11B2 J
|1 8-hidroxi-kortikoszteron
P4s50C11B2 J
| aldoszteron
zona glomerulosa 2ona fasciculata/reticularis

me!!ekversekereg




A congenitalis adrenalis hyperplasia hatterében all

Geén CYP17 CYP11B1

Incidencia 1:14.000 \ ritka 1:100000

Laboratériumi jellegzetességek

Kalium 1 !

Vérnyomas/Natrium ! 1

Glukokort . - !

Mineralokort. 1 !

Androgének ! 1

Ambiguos genitalidk nékben férfiakban nékben
nékben a

pubertas hianyzik

Akut mellékvesekéreg elégtelenség nem ritka

) géndefektusok

StAR CYP11B2
ritka ritka
1 1
| !
! normalis
| !
! normalis
férfiakban
nékben a

pubertas hianyzik

igen sovesztés



A 21-hidroxilaz enzimdefektusban érintett atalakulaso k

koleszterin
Mito <« FP450,..

L i

pregnenclon M.. 17-hidroxi-pregnenolon M:— dehidroeplandroszteron

3p-HSD 3p-HSD Speeren J

¥ 17 p-

progeszteron Mr 17-hidroxi-progeszteron Mﬁ- androsztendion H—SM- tesztoszteron

P450C19 J P450C19
17 p-
11-dezoxikortikoszteron Bsztron ﬂ, tsztradiol
Mito «2450C 1182 felnott gonad

P450211B2 J
aldoszteron

zona glomerulosa zona lasciculata/reticularis

mellekvesekereg




Genetika: A CYP21B gén fontosabb patogéen mutacioinak
hatasa az enzimaktivitasra

3D fehérje model

Enzimaktivitas mérése:
mutans klonok expresszioja
sejtkultiraban

géndelécid, -konverzid
A8 bp

E6 cluster

F306 +t

Q318X
R356W

intron 2
splice

A 21-hidro

Nullmutacio A B C
SwW SW SV NC



Eletkor

Genitalia

Incidencia
Novekedés
Hormonok
Aldoszteron
Kortizol

170HP

Tesztoszt .

21-hydroxylase
aktivitas
Tipikus CYP21A2

Mutaciok

Klasszikus s6veszt 6 Egyszer (i virilizald

Ujszulott
fid: normalis
lany: atmeneti

1:14000
-2-3SD

csokkent
csokkent
>1500 ug/l

Emelkedett

0%

delécio, E6 cluster
R356W, GIn318X

Ujszulott (lany)
2-4 éves (fid)
fid: normalis
lany: atmeneti
1:60000
-1-2SD

normal

csoOkkent
800-1500 ug/I

emelkedett

1%

172N, 12 splice

A 21-hydroxylase defektus klinikai formai

Nem-klasszikus

gyerek/felnétt

fia/férfi: normalis
lany/né: virilizalt
1:1000
normal

normalis
normalis

150-800 ug/lI* de ACTH stimulacié
utan lehet magas

valtoz6, emelkedett

20-50 %

V281L
P30L



A 21-hidroxilaz virilizalo formajaban kialakulé pseudoh ermaphroditismus

Hermaphrodita, Louvre Muzeum, Parizs



A 21-hidroxilaz enzimdefektus diagndzisa és
kezelése csak személyre szabottan képzelhet o0 el

Diagnosztika:
- klinikai gyanu
- laboratériumi vizsgalatok: ionok, rutin kémia, hormonok

- genetikai vizsgalatok

!

- Egyertelmi diagnozis
- Genotipus-fenotipus ismeretek alapjan:

-Kezelés: mineralo-/glikokortikoid potlas, terapias dozis
biztositasa, egyeéni igény, stirhdésségi allapotokban dozis
novelés

-Csaladtervezeés soran: nehezitett teherbeesés, terhesseg
alatti hormonpotlas szikségessege???



Genetikal tanacsadas szerepe 21-hidroxilaz defektusba n

Szuld 1: sovesztblvirilizald || Szild 2: nem tudjuk

N /
hd

Szl 2: genotipizalasa + ACTH-stimulacio

pozitiv negativ

| X

Prenatalis diagnoszitka
nem indikalt

Prenatalis diagnosztika




Osszefoglalas

Congenitalis adrenalis hyperplasia autoszomalis recessziven oroklédik

A szteroid bioszintézisben szerepet jatsz6 enzimeket kddolé genek eltérései
eredményezik

Klinikailag manifesztalodhat

- Ujsziléttkorban mint salyos soveszté/vagy nem egyertelmd nemi
jelleg

- pubertaskorban: nemi jellegek megjelenésének késése utalhat ra

- felndttkorban: fertilitas zavar, hirsutismus, mellékvesekéreg
hyperplasia (adenoma)



Carney komplex

Génhiba:
heterogen
PRKAR 1A mutaci6 (17g22)
PDE mutacio (2p16)

Tarsuld tumorok és fenotipus eltérések :
sziv-pitvar eés perif. myxomak,
boéron szepl ok,
endokrin daganatok

Mellekvesekéreg tumor/hyperplasia:

primer pigmentalt nodularis mellekvese hyperpl. (betegek 26 %-
aban, gyakran atipusos hormonleletek vagy ciklikus Cushin g
szindroma)



Orokletes endokrin daganatokért felel  6s gének
kutatasa: tovabbi lehet 06ségek

Orokletes gén-polimorfizmusok asszociacios vizsgalata

- fenotipus modositas, Uj, modifikalo gének felfedezé  se
a familiaris esetekben

- sporadikus daganatokban, a familiaris eseteket
eredmenyez 6 gének polimorfizmusainak szerepe

— RET, S836 (kis penetranciaju betegség -okozo varians?)

— Vhl: P25L, véd 6 hatas?

— SDHD: G125?
Szomatikus mutaciok sporadikus endokrin daganatokban
« MEN1 szamos sporadikus endokrin tumor
 RET nem medullaris pajzsmirigy daganatok
(RET-PTC fuziés géenek)
* Vhl veserakokban allél vesztés

Gének fehérje-termeékei , mint a gyogyszer-fejlesztés uj cél-
molekulai
» Tirozin kinaz inhibitorok, angiogenesist gatlo szer ek




koleszterin

Mito <— P4s0,__

¥
pregnenolon

3p-HSD
¥

progeszteron

P450C21
L
11-dezoxikortikoszteron

Mito Hﬁﬂﬂi!ﬂ?[ [PrlSGCHE"-'

I kortikoszteron

P450C11B2

L
18-hidroxi-kortikoszteron

P4s0C11B2

L
aldoszteron

zona glomerulosa

17alfa-hydroxylase, 17,20-liaz defektus

dehidroepian

17-hidroxi-pregnenolon

3p-HSD i

J
17-hidroxi-progeszteron androaztendion

P4s0C21 P450C19 l

v
11-dezoxikertizol

P450C11B1

¥

kortizol

zona fasciculata'reticularis

mellekvesekereg




17alfa-hydroxylase,17,20-lidz defektusos betegek kli  nikai
jellemz oi
1-es beteg 2-es beteg 1-es 2.es Normal
Eletkor (év) 37 31 beteg | beteg | tartomany
Testsdly (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 (pg/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)
(mmolfl) Dehydroepiandr 12 33 250-600
Mellékvese CT | Myelolipoma + | Mellékvese oszteron (ng/dl)
mellékvese hyperplasia
atréfia LH mliU/mi 33 67 <10
Gonad status ovarium Intraabdomi- FSH miU/ml 79 113 <10
nalis herék
Karyotipus 46 XX 46,XY




CYP17 gén legfontosabb patogen mutacioi

Irodalmi adatok

+ILe112 —
A518/Ins469nt
Arg347His Arg496Cys
Tyr64Ser Arg358Gin ILe480 + 4nt
APhe53 or 54 Pro342Thr GInd461X
1 2 3 5 6
s- H ;
Asp487
Trp17X His373Leu | — A< Ser488
Gly90Asp AGC300, 301 Phe489
Arg96Trp Arg239X
Ser106Pro — - Glu194X — Arg440His
Sajat betegeinkben Higha0 -+ dnt -
Codon 440:
CGC-TGC

(Arg-Cys)



Ok-okozati kapcsolat igazolasa, valoban betegség okoz6  -ea
genetikai rendellenesség?

Kérdések:

Mutacio vagy polimorfizmus?

Osszefligg-e a klinikai képpel?

Funkcionalis bizonyitas?

Vizsgalatok/valasz:

Mutacio szirés atlag populacioban/
gyakori eltérés-polimorfizmus, ritka-
mutacioé/szlrkezdna-varians

Igen: valoszinUsithet6 a betegség-okozo
hatas

Nem: nem ez a genetikai rendellenesseg
felelés a betegség kialakulasaért

Expresszios rendszer készitése és a
kiesett funkcio bizonyitasa



Uj CYP17 génmutéacio funkcionalis bizonyitasa

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

- g Cos-1 1 ml alpha.029
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A mutaciot eés a vad tipusu allélt hordozo sejtek 17-
hidroxilaz eés 17,20-liaz enzim aktivitasainak tesztelése
A
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B4 dehiyvdroepiandrosterone livdiroxyprogesterone
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17alfa-hydroxylase, 17,20-liaz defektus klinikai jel  lemz 6i

-Kortizol és androgének elegtelen szintézise

-Aldoszteron szintézis normalis vagy fokozott

Klinikai megjelenés és diagnozis:

-Hipertonia

-Altalaban a pubertas kornyékén a nemi jellegek kialakulasanak elmaradasa miatt:
-XX kariotipusban primér amenorrhea, nemi jellegek hianya

-XY kariotipusban pseudohermaphroditizmus, néi kilsé nemi jelleg

Laboratoriumi jelek:

Csokkent kortizol és androgének
Emelkedett LH, FSH
Emelkedett DOC



