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BEVEZETES

Paradigmavaltas a neurogenetikai betegségek diagnosztikajaban és
osztalyozasaban

Jelenleg mintegy 8000 ritka betegség ismert, amelyeknek 80%-a genetikai eredetii, és
jelentés aranyban (>50%) neurologiai érintettséggel jarnak. A neurogenetikai
betegségek fenotipus tekintetében feldlelik a teljes neuroldgiai tiinettant. Tobbek kozott
megjelenhetnek, mint dementia, izomdystrophia, mozgaszavar, spasticus paresis,
epilepsia, neuropathia, ¢s magukba foglaljdk a gyakori betegségek ritka monogénes
formait is. Diagnosztikajukat megneheziti, hogy az egyes fenotipusok hatterében
szamos gén hibaja allhat (10kusz heterogenitas), amelyeket klinikai alapon sok esetben
nem lehet elkiiloniteni. Ugyanakkor az egyes gének hibai eltérd fenotipussal
jelentkezhetnek (pleiotropia). A diagnosztika nehézsége és koltsége miatt, a
neurogenetikai betegségben szenveddknél igy sok esetben nem tisztazodik a
molekularis hattér.

Az 0j generacios szekvenalas (NGS) alkalmazisa az elmult években egyre inkabb
elterjedt a klinikai genetikai kutatadsban és diagnosztikdban, amely a ritka betegségek
diagnosztikdjaban is paradigmavaltast hozott. Az 0j generacios szekvenalasi eljarasok
lényege a massziv parallel szekvencia analizis, amely a korabbi Sanger technologiahoz
képest, jelentdsen gyorsabb és koltséghatékonyabb bazis sorrend meghatarozast tesz
lehetdvé. Az NGS alkalmazéasa sordan nagy mennyiségli adat keletkezik, amelynek
bioinformatikai értékelése és interpretacioja sok esetben tobb id6t igényel, mint a
laboratoriumi 1épések. Exom szekvenalas sordn mintegy 20,000 varians, mig panel
szekvenalasok esetében tobb szaz varians koziil sziikséges kivalasztani, azt az 1-2
eltérést, amely a betegséget okozza. Ennek érdekében az 6roklésmenet, az evolucids
konzervaltsag, a biokémiai struktirara kifejtett hatas, gyakorisag alapjan sziikitjik a
variansok list4jat, illetve az adatbazisokban szerepld informacidkat hasznaljuk fel.
Emellett szoftverrel tamogatott, fenotipus alapu varidans szlirési moddszerek is
rendelkezésre allnak. Az NGS vizsgalatok emellett lehet6séget teremtenek arra is, hogy

korabban nem leirt gén-fenotipus osszefiiggéseket tarjunk fel.



Az elmult évek NGS vizsgalatainak koszonhetéen, a neurogenetikai betegségek
osztalyozasar6l  alkotott képiink jelentésen megvaltozott. Tobb, korabban kiilon
entitasnak tekintett betegség esetében deriilt fény arra, hogy egyes gének kapcsolatot
teremtenek ezek kozott. A diszkrét fenotipusok helyett, sok esetben spektrum
betegségek korvonalazodtak. Egyre inkdbb egységes betegség csoportként tekintiink a
spasticitas-ataxia spektrum betegségekre, illetve a kiilonb6z6 ,,axonopathiakra”
(hereditaer spasticus paraparesis, ataxia, hereditaer neuropathiak). Ebben a modellben
az egyes gének eltérései a kiillonb6zOd neuroanatdémiai struktardk eltérd foku
vulnerabilitasaval jarnak. A hereditaer spasticus paraparesisek esetében mintegy 70, az
amyotrophias lateral sclerosis esetében 33, az ataxiak hatterében tobb mint 100 gén
variaciot hoztak Osszefiiggésbe a betegséggel, amelyek egyes gének esetében (pl.
SPG11, SETX, SPG7, BSCL2) ismerten atfedést mutatnak. Igy ezek vizsgéalatara az

NGS technolégia kivaloan alkalmas.

Az NGS technoldgia alkalmazasa révén felszinre Keriilo etikai kérdések

Az NGS technologia révén megndvekvd informacidomennyiség 0 etikai kihivasokat
allitott a klinikai genetikusok elé, amelyek koziil kiemelendd az incidentélis taldlatok és
a bizonytalan szignifikancidji taldlatok kérdése. A nagy ateresztd képességii
vizsgalatnak koszonhetéen szamos olyan varidnsra deriilhet fény, amely a vizsgalt
fenotipushoz kozvetleniil nem kapcsolddik, azonban jelentdséggel birhat a vizsgalt
egyén szamara. Jelenleg még nem alakult ki egységes nézet azzal kapcsolatban, hogy
ezen talalatokat milyen modon és milyen mértékben kozoljiik a beteggel. Nehézséget
jelent, hogy az NGS vizsgalatok soran szamos, iigynevezett bizonytalan szignifikanciaja
variaciot detektalunk, amelyek interpretacidja jelenleg nem egyértelmii, azonban
potencidlisan informéciot hordozhatnak. Tovabbi etikai kérdéseket vet fel a
diagnosztikai vizsgalatok és a klinikai kutatasok kozott elmosodo hatér, valamint az
NGS adatok megosztasa. Ahhoz, hogy a fenti kérdésekben allasfoglalast lehessen
megfogalmazni, meg kell ismerniink a magyar lakossag véleményét, azonban ilyen
felmérések Magyarorszagon ¢és Kozép-Kelet Eurdpaban korlatozottan —allnak

rendelkezésre.



CELKITUZESEK

Célkitlizéseinket az alabbi pontokban fogalmaztuk meg:

1. Az 10j generacids szekvenalds nyujtotta lehetdségek vizsgélata a klinikai
diagnosztikdban (Sanger vs. lj generdcios panel és teljes exom szekvenalasi
vizsgalatok eredményességének elemzése) a spasticitas-ataxia spektrum

betegségekben.

2. Hereditaer spasticus paraparesissel diagnosztizalt betegekben genetikai

epidemioldgiai vizsgalatok végzése.

3. Genotipus fenotipus Osszefliggések vizsgalata spasticitas-ataxia spektrum

betegségekben (HSP, ALS, ataxia fenokopidk azonositasa).

4. Komplex mitochondrialis betegségben 11j gén azonositasa.

5. Magyar lakosok nagy atereszté képességii genetikai vizsgalatok irant mutatott

attitidjének elemzése, és az ehhez tarsul6 etikai kérdések diszkuttalasa.



MODSZEREK

A genetikai kutatas soran vizsgalt betegek

A hereditaer spasticus paraparesis (HSP) kutatas keretében Gsszesen 100 probandot
vizsgaltunk (99 esetben HSP fenotipussal jelentkezd beteg, mig egy esetben ataxia volt
a prezentacios tiinet). A SPAST gén Sanger szekvenaldsit 34 proband esetében
végeztiik el. Tizenegy esetben, ahol nem talaltunk SPAST és ATL1 varidciot teljes exom
szekvenalast végeztiink. Két esetben, az izombiopszids mintdban talalt mitochondrialis
eltérések miatt, célzott SPG7 szekvenalas tortént. Panelvizsgalatot 44 probandnal
végeztiink, akiknek korabban mas HSP iranyu genetikai vizsgalata nem volt. Tovabbi
34 probandnal célzottan vizsgaltuk az SPG7 p.Leu78* varians jelenlétét a masodik exon
Sanger szekvenalasaval. Egy 18 éves férfi beteg esetében, akinél cerebellaris ataxia
tiinetei jelentkeztek trio exom szekvenalast végeztiink.

Tovabbi 14 motoneuron betegséggel diagnosztizalt betegnél (13 amyotrophias lateral
sclerosis, 1 primer lateral sclerosis) panel szekvenalast végeztiink.

Tovabbi egy, komplex mitochondrialis fenotipussal jelentkezd csalad esetében trio

exom szekvenalast végeztiink.

A genetikai kutatas soran alkalmazott modszerek

A genetikai vizsgalatokhoz a DNS izolalas vérbdl tortént ,,QIAmp DNA blood kit”
segitségével. A Sanger szekvendldsokhoz ABI Prism 3500 DNS szekvenatort
hasznaltunk. A HSP panel vizsgalathoz egy altalunk tervezett Osszetételli Agilent
Haloplex, illetve Agilent Sureselect QXT konyvtarkészitd reagenst alkalmaztunk, a
szekvenalas Illumina MiSeq platformon tortént. A teljes exom szekvendlds a HSP
betegek esetében Illumina HiSeq platformon, Agilent Sureselect Human All Exon V4
konyvtarkészitd kit segitségével tortént. A komplex mitochondrialis fenotipussal
vizsgalt csalad esetében a konyvtarkészitési 1épések NimbleGen SeqCap EZ Human
Exome Library v3.0 Kit felhasznalasaval torténtek, a szekvenalas Illumina HiScanSQ
platformon tortént. A cerebellaris ataxidval vizsgalt beteg esetében az exom
szekvenalast Nextera Rapid Capture kit felhasznalasaval, Illumina HiSeq2500

platformon végeztiik. Az elemzési Iépésekben az Agilent Surecall v2.1, a GEM.app, a



Samtools, az Illumina Basespace BWA Enrichment, az SnpEff, SnpSift, az Exomiser, a

HSF3, az Alamut, valamint a VariantAnalyzer szoftvereket alkalmaztuk.

A kérdoéives vizsgalat modszertana

A nagy ateresztd képességli genetikai vizsgalatok irdnt mutatott attitlid vizsgalatara egy
kérddivet hoztunk létre. A kérdoéiv dsszesen 37 kérdésbol épiilt fel, amelyet papir alapon
illetve online formaban terjesztettiik. Neurogenetikai szakrendelésiinkén papir alapa
kérdobivet terjesztettiink a betegek, illetve a kiséré hozzatartozok kozott. A kérdéiv web
linkjét email-ben kikiildtiik azon betegeinknek, akik kordbban azt megadtak Intézetiink
szamara, illetve a web linket szocialis médian keresztiil is elérhetové tettiik. Tovabbi
kérdodiveket gyljtottiink neurogenetikai kurzusunkon részt vevé medikus hallgatoktol,
valamint az éves nyilt kurzusunkon megjelend résztvevok kozott. Az elemzés soran chi-
négyzet probat, binaris logisztikus regressziot, Kruskal-Wallis tesztet, Mann-Whitney U

tesztet alkalmaztunk.



EREDMENYEK

Az 1j generaciés szekvenalds hatékonysaga a spasticitas-ataxia spektrum

betegségek diagnosztikajaban

Célzott SPAST szekvendlassal 20,6%-ban tisztaztuk a betegség molekularis hatterét.
Exom szekvendlds révén a SPAST ¢és ATL1 negativ probandok 36,4%-dban
azonositottuk a betegség kialakulasaért felelés variaciot. Panel szekvenalas révén
(elozetes SPAST és ATL1 Sanger szekvenalas nélkiil) 29,5%-ban azonositottuk a
molekularis hatteret. Az Aaltalunk alkalmazott NGS moddszertan a nemzetkdzi

vizsgalatok diagnosztikus ratajahoz (~30%) hasonld eredménnyel volt alkalmazhato.

A HSP molekularis epidemiolégiaja Magyarorszagon

A teljes HSP kohort 26,3%-aban (26 proband) igazoltuk a betegség molekularis hatterét.
Leggyakoribbak a SPAST gén eltérései voltak (12 proband), amelyet az SPG7 (6
proband), SPG11 (2 proband), valamint az ATL1 (1 proband) és NIPA1 (1 proband)
pathogén vagy valosziniileg pathogén variaciot detektaltunk. Négy esetben az eredetileg
HSP kohortba sorolt betegeknél fenokopidt igazoltunk. Két proband esetében
adrenoleukodystrophiat (ABCD1 variacio) diagnosztizaltunk, egy-egy beteg esetében
Krabbe betegséget (GALC variacio), illetve FAHN betegséget (FA2H variacio)
allapitottunk meg.

Genotipus-fenotipus osszefiiggések HSP-ben

Vizsgalataink sordn az irodalomban elérhetd genotipus-fenotipus Osszefiiggéseket
bdvitettiik a spasticitas-ataxia spektrumbetegségekben. Jelentds intra- és interfamilidris

variabilitast észleltink a SPAST varidciokhoz tarsuld klinikai tlinetekben, egyes

.....

.....

korai kezdetli depresszid jelentkezett. A SPAST p.Thr614Asnfs*16 varidns mellett



ataxia volt jelen egyes csaladtagokban. A splice variansokat hordoz6 betegeknél pHSP-t
¢észleltlink, SPAST ¢.1536+1G>A variacid esetében inkomplett penetrancia lehetdsége
vetddott fel.

Hat esetben diagnosztizaltunk SPG7-et, 6t esetben az azonositott variacié az SPG7
p.Leu78* volt (négy esetben homozigdta vagy compound heterozigota variaciok
tagjaként). Az egyik esetben felmeriilt, hogy a varians autoszomalis dominans mdodon
jelent meg. Komplikal¢ tiinetek két proband esetében voltak jelen: egyik esetben distalis
neuropathia, mig masik esetben opticus atrophia. Autoszomalis domindns 6roklddés
lehetdsége az SPG7 p.Gly344Asp variacio mellett is felmertilt. A p.Gly344Asp varianst
compound heterozigdta variacio tagjaként hordozo betegben cHSP-t diagnosztizaltunk,
ataxia, kognitiv deficit tarsult.

Tovabbi tamogat6 adat keletkezett arra vonatkozdan, hogy a SPAST gén p.Serd4Leu,

SPG11-et 0sszesen harom proband esetében diagnosztizaltunk. Két proband esetében,
akiket a HSP kohortban vizsgaltunk, a fenotipus az irodalomban kdzolteknek megfeleld
volt. Egy esetben a cerebellaris ataxia hatterének tisztazasira végzett teljes exom
szekvenalas azonositott compound heterozigéta eltérést az SPG11 génben.

A leukodystrophiak és a cHSP kozott fenotipusos atfedést észleltiink az ABCD1, GALC,
(ABCDL1 variacid) esetében a koponya MR kezdetben nem mutatott eltérést, a fenotipus
HSP-hez volt hasonldo. A Krabbe beteg esetében (GALC variacié) a koponya MR
leukodystrophiara utalt, de a fenotipus pHSP-nek felelt meg. A FA2H gén eltérései
HSP-vel (SPG35) és leukodystrophiaval (FAHN betegség) tarsulhatnak. Az altalunk
detektalt variaci6 esetében kiterjedt fehérallomanyi laesiok, komplex neuroldgiai

tiinetek voltak jelen.

HSP panelvizsgalat amyotrophias lateral sclerosisban és primer lateral

sclerosisban

A vizsgalt kohortban 50%-ban (7/14 proband) azonositottunk ritka, proteinszerkezetet
feltehetéen modositd variaciét neurodegenerdcioval jard betegségekhez kothetd

génekben. Négy esetben (28,5%) tobb génben volt jelen ritka varidcidé egyazon



betegben. Ritka heterozigdta variaciokat azonositottunk familiaris ALS-hez Kkotott
génekben, a klasszikus HSP génekben, valamint a HSP differencidl diagnosztikajaban
felmeriild, nuklearis mitochondridlis génekben egyarant. Az észlelt eltérések az ALS
oligogénes modelljébe illeszthetdek be. Hairom betegben azonositottunk ritka, POLG
génben elhelyezkedd variacidokat. Egy betegben compound heterozigdta, ismerten
pathogén eltérések voltak jelen a POLG génben. Egy beteg esetében seipinopathia
(BSCL2 variacio) lehetosége vetddott fel.

Az MSTO1 gén azonositasa human megbetegedés hatterében

Egy komplex mitochondrialis fenotipussal jelentkezd csalad esetében exom szekvenalas
révén azonositottuk, a korabban emberi betegséghez nem kotott MSTOL1 gént. A
probandnal myopathia, ataxia, pszichiatriai tiinetek, minor malformatiok, endokrin
tiinetek voltak jelen. A proband gyermekeinél kiillonbozd sulyossdggal pszichiatriai,
endokrin tiinetek, minor malformatiok, neurologiai tiinetek jelentkeztek. A komplex
fenotipus, a probandnal végzett izombiopsia, illetve laktat terheléses vizsgalat
mitochondrialis betegségre utalt, azonban mtDNS eltérést nem tudtunk igazolni. Az ezt
kovetd exom szekvenalds heterozigota variacidt azonositott az MSTO1 génben
(p.Val8Met), amely a fenotipussal szegregalt. Az MSTO1 gén funkcidja csak részben
ismert, azonban a munkacsoportunk tagja (Dr. Gal Anikd) altal elvégzett késObbi
funkciondlis vizsgalatok megerdsitették, hogy a gén eltérései mitochondrialis

patholdgiaval jarhatnak.

A nagy atereszt6 képességii genetikai vizsgalatok irant mutatott attitiid

Magyarorszagon

Kérdéiviinket 657 személy toltotte ki. A valaszadok érdeklddést mutattak az Orvosi
haszni genetikai vizsgalatok, az incidentdlis €s bizonytalan jelentdségli genetikai
eredmények irdnt. A magas genetikai meghatarozottsdg pontszammal rendelkezd
egyének nagyobb érdeklddést mutattak a teljes genetikai dllomany meghatarozasa, és a
rizikomodositd genetikai variaciok meghatarozasa irant. A magasabb Onértékeld

genetikai ismeret pontszammal bir6 egyének kozt gyakrabban fordult eld magas



genetikai meghatarozottsag pontszam. A kétvaltozos elemzések alapjan a férfiak, a nem
egészségligyl foglalkozastiak esetében, valamint az orvosi konzulticio lehetdsége
mellett nagyobb az érdeklédés egyes genetikai vizsgalatok irant. A logisztikus
regresszids elemzés alapjan az életkor és a nem befolyasolta a kozvetleniil a

felhasznalok altal indikalt genetikai vizsgalatok irant mutatott attitlidot.



KOVETKEZTETESEK

Vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy mind az altalunk tervezett NGS alapti HSP
panel, mind az exom szekvenalas hatékony modszer a spasticitas-ataxia spektrum
betegségek molekuldris diagnosztikdjaban. A teljes HSP kohortunk 26,3%-4ban
igazoltuk a betegség molekularis hatterét, Magyarorszagon elsdként végeztiink HSP-ben
atfogd genetikai vizsgalatokat. Vizsgalatunk eredményeként ajanlasokat fogalmaztunk
meg az egészségligyi ellatd rendszer szdméra a magyar HSP betegek koltséghatékony
diagnosztikdjara vonatkozoan. Megallapitottuk, hogy az SPG7 asszocialt HSP sokkal
gyakrabban fordul el a HSP hatterében, mint azt kordbban feltételeztik. A HSP
elérhetd informaciokat bévitettiik a genotipus-fenotipus Osszefiiggésekrol. Panel és
exom szekvendlds révén tobb HSP fenokdpiat azonositottunk kohortunkban, illetve
cerebellaris ataxia hatterében HSP asszocialt gént (SPG11) azonositottunk. ALS
betegekben heterozigéta, ritka variansokat azonositottunk HSP génekben, valamint a
POLG génben, és a BSCL2 génben. Egy komplex mitochondrialis fenotipussal
jelentkezd csalad esetében a tlinetek hatterében, korabban emberi betegséghez nem
tarsitott, 0j gént (MSTO1l) azonositottunk. Kérddives vizsgalatunk alapjan
megallapitottuk, hogy Magyarorszagon igény van a nagy ateresztd képességli genetikai
vizsgalatokra, ugyanakkor ehhez tarsuldan genetikai tanicsadasra van sziikség. A
foglalkozas, a kor, a nemi hovatartozas, az Onbevallason alapuld genetikai ismeret,
valamint az észlelt genetikai meghatarozottsdg befolyéasolta az attitlidot, amely fontos
informaci6 a személyre szabott orvosldas megvaldsitdsa, és a genetikai tandcsadas

kapcsan.
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