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Bevezetés

A gyermekkori kronikus veseelégtelenség leggyakoribb okai
a monogénesen Oroklédé vesebetegségek, illetve a vese és a
hugyttak malformacidi. A betegségek szazalékos eloszlasarol nem
allnak rendelkezésre az irodalomban részletes adatok. Egyes
vizsgalatok alapjan 6-7%-aért a szteroid-rezisztens nephrosis
szindroma (SRNS), 6-10%-aért a nephronophthisis felelds.

Az SRNS az esetek felében immun-diszfunkcid, masik
felében monogénes podocytopathia kovetkezménye. A két forma
elkiilonitése fontos, hiszen kezelésiik és prognozisuk kiillonbozo.
Monogénes podocytopathidkban az immunszuppressziv kezelés
hatastalan, a vesetranszplantaciot kovetden azonban a betegség
jellemzéen nem Wwjul ki. A podocytopathidkban leggyakrabban
érintett gén az NPHS2, mutacioi congenitalis, infantilis, gyermekkori
¢és felndttkori SRNS-t is okozhatnak. A kiilonb6zo életkorokban
kezd6d6 SRNS hatterében kiilonboz6 tipusi mutaciok allnak.
Kiemelend6 az p.R229Q polimorfizmus szerepe, mely egy
mutaciohoz  transz-asszocialtan  felndttkori  SRNS-t  okoz.
Gyakorisaga (MAF=3% Europaban) miatt fontos Szerepe van a
genetikai  tanacsadasban is. Homozigéta formaban  valo

patogenitasarol nincs egységes vélemény.



A nephronophthisis hatterében leggyakrabban NPHP1
mutacié all. Jellemzd klinikai tiinetei a polyuria-polydypsia, az
anaemia és a novekedésbeli elmaradas. Az izolalt, extrarenalis
tiinetekkel nem jaro nephronophthisis felismerése nehéz, a bevezetd
tinetek enyhe megjelenése, illetve a haematuria, proteinuria
jellegzetes hianya miatt a betegek jelentés része csak a kronikus
veseelégtelenség végstadiuméaban keriill orvoshoz. A diagnozis
felallitasdig a gyermekek akar évekig ¢élhetnek csokkent
vesefunkcioval, igy az uraemia szovoddményeinek kialakulasi esélye
nagy. Nephronophthisisben a genetikai diagndzis fontos a prognézis
€és az extrarenalis érintettség lehetdségének megitélésében, a
genetikai tandcsadasban, és feleslegessé teszi a vesebiopsziat.

Monogénes SRNS és nephronophthisis klinikai gyanuja
esetén a diagnozis felallitasanak egyetlen biztos modja a koroki
mutacié azonositasa. Ugyanakkor egy mutaci6 nem minden esetben
koroki. Annak eldontéséhez, hogy a taldlt genetikai varians felelds
lehet-e a betegség kialakulasaért, alapvetd a mutaciok altal okozott
fenotipus részletes ismerete. Magyarorszagon a kozelmultig
genetikai vizsgalat nem volt elérhetd ezen betegcsoportokban.

Jelen dolgozat «célja a gyermekkori végstddiumu
rezisztens nephrosis szindréma ¢és a nephronophthisis hatterében allo
leggyakoribb koroki gének mutédcio-szlirésének bevezetése, az

azonositott mutdcidk patogenitdsanak meghatirozdsa és a pontos



genetikai diagnoézis ismeretében a genotipus-fenotipus

Osszefliggésének vizsgalata.



Célkituzeések

Munkam soran a kovetkezo célokat tiztik ki:

crey

Semmelweis Egyetem, Lsz. Gyermekgyogyaszati Klinikan
gondozott betegek korében.

2. Online regiszter létrehozasa szteroid-rezisztens nephrosis
szindroma ¢és cisztds vesebetegség miatt Magyarorszagon

gondozott betegek részére.

3. A szteroid-rezisztens nephrosis szindroma kialakulasaért
felelos NPHS1, NPHS2, WT1 ¢és PAX2 gének szlirésének

bevezetése Magyarorszagon.

4. Az NPHS2 p.V290M mutacié szerepének vizsgalata

felnéttkori nephroticus mértékii proteinuriaban.
5. Az NPHS2 p.R229Q patogenitasanak vizsgalata.

6. A nephronophthisis kialakulasaért felelos NPHP1-mutaciok

szlirésének bevezetése Magyarorszagon.

7. A nephronophthisisre jellemzd klinikai tiinetek vizsgalata
genetikailag igazolt cisztds vesebetegség miatt gondozott

betegek korében.



Modszerek

Vizsgalt betegcsoportok

A gyermekkori végstadiumii veseelégtelenség okainak
meghatarozasahoz a Semmelweis Egyetem, l.sz. Gyermekklinikan
2002 és 2012 kozott kezelt 88 csalad klinikai adatait dolgoztuk fel.

Hatvanharom szteroid-rezisztens nephrosis szindroma vagy
nephroticus mértékli proteinuria (>40mg/m2/6ra) miatt gondozott
beteget vizsgaltunk.

Vizsgalatunkba 85 csalddbol szarmazod 95 cisztas vese vagy
kronikus veseelégtelenség miatt gondozott beteget vontunk be,
akiknél nem észleltiink sem hematuriat, sem nephroticus mértékii
proteinuriat, sem hugyati malformaciot. Koziiliik a nephronophthisre
jellemz6 klinikai tiinetek meghatarozasahoz genetikailag igazolt
nephronophthisis  (n=19), autoszomalis recessziv policisztas
vesebetegség (n=14), vesehypoplasia (n=9), autoszomalis dominans
tubulointerstitialis vesebetegség (n=2), illetve a felmendk klinikuma
alapjan autoszomalis dominans policisztas vesebetegség (n=26) miatt
gondozott gyermekek klinikai adatait dolgoztuk fel. A betegeket
diagnoézisuk alapjan két csoportra osztottuk: (1.) nephronophthisis
illetve (2.) nem nephronophthisis miatt gondozottak, majd koztiik
vizsgaltuk az anaemia, a polyuria-polydipsia, a novekedésbeli

elmaradas, a hypertonia és az ametropia el6fordulési gyakorisagat.



Laboratoriumi modszerek

Izolalt  szteroid-rezisztens nephrosis szindroma vagy
nephroticus mértékii proteinuria miatt gondozott betegeknél az
NPHS2 gén 8 exonjat (n=43), az NPHS1 gén 29 exonjat (n=4), illetve
al4., a22. ésa24. exonjat (n=13), a WT1 gén 8. és 9. exonjat (n=20)
valamint a PAX2 gén 12 exonjat (n=6) ¢és hasitasi helyeit
szekvenaltuk. Felndttkori nephrosis szindromaban csak az NPHS2
p.R229Q polimorfizmusidt ¢és a p.V290M muticigjat (n=6)
vizsgaltuk.

Az NPHS2 gén ¢.868G>A p.V290M mutacid vizsgalatat két
kohortban végeztiik el: 83 féleg Eurdpabol és Eszak-Afrikabol
szarmaz0 betegnél (francia kohort) és 95 f6leg Olaszorszagbol,
Torokorszagbol, Németorszagbol és Lengyelorszagbdl szarmazo
betegeknél (PodoNet kohort). A PodoNet kohort betegeinek
vizsgalata kiilfoldi laboratoriumokban tortént.

A p.V290M mutaciot hordozo betegek €s csaladtagjaik illetve
az FN6 csaldad haplotipus analizisét az NPHS2 génhez kozeli
régioban elhelyezkedé6 D1S3760, D1S215, D1S3759 és D1S2751
markerek segitségével végeztilkk el, a haplotipus frekvencidkat
Fischer exact teszttel hasonlitottuk 6ssze.

Az NPHS2 gén p.R229Q polimorfizmusanak sziirését 212
kontroll személynél és a p.V290M mutaciot hordozé érintett

gyermekek Osszesen 7 egészséges, heterozigota p.V290M mutaciot



hordozd hozzétartozojanal végeztiik el az 5. exon szekvenalasaval
vagy a Clal restrikcids endonukleaz segitségével.

A nephronophthisis miatt gondozott betegeknél az NPHP1
homozigota delécid sziirését az NPHP1 gén 2-es és 18-as intron,
valamint a 7-es és 19-es exon felsokszorositasaval végeztiik (n=26).
Azokndl a betegeknél, akiknél nem igazoloédott homozigdta delécio,
az NPHP1 gén heterozigdta delécidjat vizsgaltuk MLPA és QMPSF
modszerrel (n=16). Akiknél heterozigota NPHP1 delécid igazolodott,
a masik allélon feltételezett pontmutacié kimutatasa céljabol az
NPHP1 gén 20 exonjanak és hasitasi helyeinek direkt szekvenalasat
(n=7) végeztiik el.

A genetikai vizsgalatok egy része az INSERM U983, Hopital
Necker-Enfants Malades, University of Michigan, Ann Arbor, MI és
a Debreceni Egyetem, Laboratoriumi Medicina Intézet, Molekularis

Genetika Laboratoriumban késziilt.

Statisztikai elemzés

Az adatokat a Statisztika 12.0 programmal elemeztiik.
Statisztikailag szignifikansnak a p< 0,05 értéket tekintettiik. A
folytonos valtozok eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel vizsgaltuk. Nem
normal eloszlast valtozokat két csoport kozott a Mann-Whitney U
teszttel hasonlitottunk Ossze. Kontingencia tablak vizsgalatahoz a

Fischer exact tesztet hasznaltuk.



Eredmények

A kronikus veseelégtelenség etiologidaja a Semmelweis Egyetem, |.SZ.

GyermekKlinikdan gondozott gyermekek korében.

A vizsgalt 88 csaladbol 26 csaladban (30%) SRNS, kilenc
csalddban (10%) nephronophthisis, 12 csalddban izolalt vese
hypoplasia (14%), hét csaladban egyéb velesziiletett vese vagy
hagyhti fejlédési rendellenesség (CAKUT) (8%), hat csaladban (7%)
Alport szindroma, harom csalddban (3%) autoszomalis recessziv
policisztas betegség, hat csaladban (7%) glomerulonephritis, 15
csaladban egyéb betegség (17%), harom csaladban ismeretlen ok
(3%) allt a végstadiumu veseelégtelenség hatterében. Eredményeink
alapjan a végstadiumu veseelégtelenséghez az esetek kozel felében
monogénes betegség vezet. Az SRNS és a nephronophthisis az

Osszes eset 40%-aért volt felelds.

Online regiszter létrehozdsa szteroid-rezisztens nephrosis szindroma
és cisztds vesebetegség miatt Magyarorszagon gondozott betegek

részere.

Az online regiszterbe 81 SRNS és 141 cisztas vesebetegség,
koziilik 26 nephronophthisis miatt gondozott beteg adatait

Osszesitettik.



A szteroid-rezisztens nephrosis szindroma kialakulasaért felelds
NPHSI, NPHS2, WTI és PAX2 gének sziirésének bevezetése

Magyarorszagon.

A NPHS1 (2%), NPHS2 (14%), WT1 (9%) és PAX2 gének
(7%) szlirése soran az 57 vizsgalt csaldad 32%-4aban azonositottunk
koéroki mutdciét, mely megfelelt az irodalombol ismert
gyakorisagnak. Az NPHS2 p.E264* nonszensz mutici6 kordbban

nem volt ismert.

Az NPHS2 p.V290M mutacio szerepének vizsgadlata felndttkori

nephroticus mértékii proteinuriaban.

Az NPHS2 homozigdta és Osszetett heterozigota p.V290M
hordozé betegek fenotipusa eltért az irodalomban leirt NPHS2-
asszocialt fenotipustol, ilyen ennyire enyhe lefolyasu nephrosis
szindroma NPHS2 mutéciot hordozok kozott ezidaig nem volt ismert.
Hypalbuminaemia és oedema a 21 éves fiinal még nem jelentkezett,
a holgy beteg esetében pedig csak 27 éves korban. Jelenleg, 21 és 31
éves korban mindkettdjiik vesefunkcigja normalis. A p.V290M
mutacié az NPHS2 mutaciok 16 szazalékat adta, tehat a magyar
populécidoban gyakori. Eurdpai felndttkori nephrosis szindromaban
betdltott szerepének vizsgalata céljabol allélfrekvencigjat  két
kiilfoldi, késdi nephrosis miatt gondozott kohortban is vizsgaltuk.

Mig a francia kohortban 83 francia vagy olasz beteg koziil egy
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esetben sem azonositottuk, a PodoNet kohortban 95 beteg koziil 2
beteg (német, torok) hordozott p.V290M mutaciét. A harom
p.V290M mutaciot hordoz6 magyar beteg sziileinek 12 alléljat
tipizaltuk. A négy p.290M allél azonos volt, mig a nyolc p.290V allél
koziil hét kiillonbozé volt egymastol és a p.290M alléltdl is (4/4 vs.
1/8; p=0,01). Mindezek alapjan a p.V290M egy alapitd mutacio,

mely magyardzza a regionalis el6fordulasban 1évo kiilonbséget.
Az NPHS2 homozigota p.R229Q patogenitasanak vizsgdlata.

Egy betegnél azonositottunk homozigota R229Q-t.
Proteinuriajat 7 hénaposan észlelték, késdbb szovettani vizsgalat
focalis segmentalis glomerulosclerosist mutatott. Betegsége
végstadiumu  veseelégtelenségig 33 évesen  progredialt.
Gyermekkoraban észlelték nystagmusat, amblyopidjat. A csaladtagok
vizsgalatakor a batyjanal és édesapjanal is homozigdta p.R229Q
polimorfizmust talaltunk, akiknek nem volt koéros proteinuriajuk 40,
illetve 59 éves korban.

Szemészeti vizsgalat soran a PAX2 mutaciokra jellemzd ,,morning
glory anomalia” igazolodott. A PAX2 gén szekvendldsa sordn egy
ismert de novo heterozigota frameshift mutaciot (c.76dupG,
p.V26Gfs*28) talaltunk, mely a beteg vese- és szemérintettségét is
egyértelmiien = magyaradzza,  jollehet  focalis segmentalis

glomerulosclerosissal val6 tarsulasa ritka.
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A NPHS2 [p.R229Q;p.V290M] patogenitasanak vizsgalata.

Az irodalom a [p.R229Q;p.V290M] tarsulast, mint barmely
mas p.R229Q-mutacié tarsulast, patogénnek tartotta. Egyiittes
el6fordulasukat azonban egy betegben sem azonositottak.
Amennyiben ezen asszociacié patogén lenne, szamos betegben
kellett volna talaljanak a [p.R229Q;p.V290M] tarsulast. Hianya
alapjan megkérddjeleztiik a patogenitasat. Ennek vizsgélata céljabol
a p.V290M mutacidt hordozo egészséges csaladtagoknal sziirtiik az
R229Q polimorfizmust. Varakozasunknak megfeleléen, két
csaladtagban azonositottuk a [p.R229Q;p.V290M] tarsulast, akik
egészségesek voltak, 43 és 37 évesen sem volt proteinuriajuk. Ezek

alapjan a [p.R229Q];[p.V290M] asszociacié valdban nem patogén.

A nephronophthisis kialakulasaért felelos NPHPI gén mutdacio

sziirésének bevezetése Magyarorszagon.

A nephronophthisis miatt gondozott betegek 63%-anal
azonositottunk NPHP1 mutaciot, 9 esetben homozigdta, 5 esetben
heterozigota delécio igazolodott, mely egy estetben egy pont
mutacidhoz (c.656C>A, p.S219X), két esetben egy kisebb delécidhoz
(c.489delT, p.Phel63Leufs*19, illetve .84 87delTTCT, p.
Ser29Argfs*4), két esetben a 18-20. exon delécidjdhoz tarsult. Az
azonositott mutaciok koziil a ¢.489delT mutécié és a 18-20. exon

delécigja korabban nem volt ismert.
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A nephronophthisisre  jellemzé  klinikai  tiinetek  vizsgalata
genetikailag igazolt cisztds vesetegség miatt gondozott betegek

koreben.

Vizsgaltuk a nephronophthisisre specifikus klinikai tlineteket
nephronophthisis (n=19) ¢és egyéb cisztas vesebetegség miatt
gondozott betegek (n=51) korében. Az anaemia gyakorisagaban nem
talaltunk kiilonbséget a két csoport kozott (1/16, 6% vs. 4/49, 8%,
p>0,05), ugyanakkor nephronophthisisben szignifikansan gyakoribb
volt a polyuria-polydipsia (15/18, 83% vs. 2/37, 5%, p<0,05), a
novekedésbeli elmaradas (5/19, 26% vs. 2/44, 5%, p<0,05), az
ametropia (9/17, 53% vs. 4/20, 20%, p<0,05) és kisebb volt a
hypertonia gyakorisaga (1/18, 6% vs. 15/46, 33% p<0,05). A
nephronophthisis miatt gondozott betegek felénél a négy tiinet koziil
(polyuria-polydipsia,  novekedésbeli  elmaradas, normotensio
ametropia) harom jelen volt. Eredményeink alapjan a cisztas
vesebetegségben szenvedd betegek korében a nephronophthisire
utald specifikus tiinetek a polyuria-polydipsia és a novekedésbeli

elmaradas mellett a normotensio és az ametropia.
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Kovetkeztetések

Eredményeim alapjan az alabbi kovetkeztetéseket vontam le:

1. A magyar kohortban a gyermekkori kronikus veseelégtelenség
legalabb 40%-4ért a szteroid-rezisztens nephrosis szindréma és a

nephronophthisis felelds.

2. Az NPHP1l delécidja a nephronophthisis miatt gondozott
gyermekek %:-dban azonosithatd. Gyakorisaga alapjan a kronikus
tubulointerstitialis nephropathidban végzett genetikai vizsgalatoknak
— az 0j generacios szekvenalas korszakaban is — az elsO 1épése kell

legyen.

3. A hazai szteroid-rezisztens nephrosis szindroma kohortban a

csaladok 32%-aban azonositottunk koroki mutaciot.

4. Az NPHS2 p.V290M mutacié okozhat 3. évtizedben megjelend
nephrosis szindromat 1is, ezért a kordbbi mutacid szlirési
algoritmusoktol eltéréen Kelet-és Kozép-Europaban 14 éves kor utan
kezdddd szteroid-rezisztens nephrosis szindroma vagy nephroticus
mértékli proteinuria esetén az p.R229Q polimorfizmus mellett

(5.exon) a p.V290M mutaci6 (7.exon) szekvenalasa is indokolt.
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5. Szemben a korabbi nézettel az NPHS2 [p.V290M];[p.R229Q]
asszociacio nem patogén, ezért a p.V290M mutaciot hordozo betegek
¢s csaladtagok hazastarsait nem sziikséges az p.R229Q

polimorfizmusra szlrni.

6. Az NPHS2 gén homozigota p.R229Q polimorfizmusa dnmagaban
nem okoz nephrosis szindromat. Azonositisa esetén a korabbi
gyakorlattal ellentétben a koroki mutacid kimutatasa céljabol tovabbi

genetikai vizsgalatok sziikségesek.

7. Az NPHP1 mutacidhoz tarsuld tiinetek jellegzetesen a polyuria-
polydipsia és a novekedésbeli elmaradas mellett nem az anaemia,

hanem a normotensio és a szemérintettség (ametropia, amblyopia).
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