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I. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AAA diverz sejtfunkcioval rendelkez6 ATPazok (ATPases associated with diverse
cellular activities)

ACMG American College of Medical Genetics and Genomics
AD autoszomalis dominans

AFP alfa foetoprotein

ALD adrenoleukodystrophia

ALS amyotrophias lateral sclerosis

AMN adrenomyeloneuropathia

AMN als6 motoneuron

ANS ataxia-neuropathia spektrum

AOA2 ataxia oculomotor apraxia 2

AR autoszomalis recessziv

ARSACS Charlevoix-Saguenay autoszomalis recessziv spasticus ataxia
ASD autizmus spektrumzavar

ASH Alpers-Huttenlocher syndroma

ASS ataxia spasticitas spektrum

AV also végtag

BTOP bilateralis temporooccipitalis polymicrogyria

BWA Burrows-Wheeler Aligner



CHARGE

cHSP

Cl

CLA

CMT

CNV

COX

CPEO

CRT

CT

dbGAP

DNS

DSMAZ2

DTC

EEG

EGA

EIEE

coloboma, szivdefektusok, choanalis atresia, ndvekedési retardacio, genitalis
abnormitasok, fiil abnormitasok syndroma (coloboma, heart defects, atresia
choanea, growth retardation, genital abnormalities, ear abnormalities

syndrome)

komplikalt (complicated) hereditaer spasticus paraparesis
konfidencia intervallum

kongenitalis laktacidosis

Charcot-Marie-Tooth betegség

kopiaszam variacio (copynumber variation)

citokrom c¢ oxidaz

kronikus progressziv kiilsé szemizom bénulas (chronic progressive external

ophthalmoplegia)

ciklikus reverzibilis terminacio
komputertomografia

Database of Genotypes and Phenotypes
dezoxiribonukleinsav

distalis spinalis muscularis atrophia 2

kozvetleniil a felhasznaloknak (direct to consumer)
elektroencephalografia

European Genome-Phenome Archive

korai csecsemdkori epilepszias encephalopathia (early infantile epileptic

encephalopathy)



EMG

ENG

ExAC

FAHN

FLAIR

FMN

FTD-ALS

FV

GB

GHS

GUS

GWAS

HGMD

HH5

HHH

HIV

HLD2

HPO

HSAN?2

elektromyografia
elektroneurografia
Exome Aggregation Consortium

zsirsav hidroxilaz asszocialt neurodegeneracio (fatty-acid hydroxylase

associated neurodegeneration)

fluid attenuation inversion recovery

felsé motoneuron

frontotemporalis dementia-amyotrophias lateral sclerosis
felsd végtag

gigabyte

Gordon-Holmes syndroma

bizonytalan jelent6ségli gén (gene of uncertain significance)

teljes genomra Kiterjed6 asszociacios vizsgalat (genome wide association

study)

Human Gene Mutation Database

hypogonadotrop hypogonadismus 5
hyperornithinaemia-hyperammonaemia-homocitrullinuria syndroma
human immundeficiencia virus

hypomyelinisatioval jar6 leukodystrophia 2

human fenotipus ontologia (Human Phenotype Ontology)

hereditaer sensoros és autonom neuropathia 2



HSN2C

HSP

HTLV

IAHSP

IBM

IBMPFD1

IMMD

INDEL

ISOD

JALS

JPLS

KIR

KO

KVLT ALS

MAF

MCHS

hereditaer sensoros neuropathia 2C
hereditaer spasticus paraparesis
humaéan T-sejt lymphotrop virus

csecsemokori kezdetl felszallo hereditaer spasticus bénulas (infantile onset

ascending hereditary spastic paralysis)
inkluzios testes myopathia (inclusion body myopathy)

korai kezdetii Paget betegséggel és frontotemporalis dementiaval jaro
inklazios testes myopathia (inclusion body myopathy with early onset Paget

disease and frontotemporal dementia)

autoszomalis dominans izolalt mitochondrialis myopathia (isolated

mitochondrial myopathy, autosomal dominant)
insertio/deletio

izolalt szulfit oxidéz hidny

juvenilis amyotrophias lateral sclerosis

juvenilis primer lateral sclerosis

kdzponti idegrendszer

knock out

klinikailag valoszinii, laboratoriumilag tamogatott ALS
minor allélfrekvencia

myocerebrohepatopathia spektrum



MEGDEL

MEMSA

MIP

MLPA

MNGIE

MRD9

MRI

mMtDNS

siiketséggel, encephalopathiaval, Leigh-szerti tlinetekkel jar6  3-
methylglutaconic aciduria (3-methylglutaconic aciduria with deafness,

encephalopathia and Leigh-like syndrome)

myoclonusos epilepsia, myopathia, sensoros ataxia spektrum
molekularis inverzios proba

multiplex ligdcios proba amplifikacio

mitochondrialis neurogastrointestinalis encephalopathia
autoszomalis dominans mentalis retardatio 9

magneses rezonancia képalkotas

mitochondrialis DNS

MTDPS4A/4B mitochondrialis DNS depletios syndroma 4A/4B

NADGP

NBIA

NGS

NHLBI ESP

OKJ

OMIM

OR

OXPHOS

PCR

ataxidval, dystonidval, tekintés bénuldssal jar6 neurodegeneraciod

(neurodegeneration with ataxia, dystonia and gaze palsy)

agyi vastarolassal jaro neurodegeneracio (neurodegeneration with brain iron

accumulation)

Uj generacios szekvenalas (next generation sequencing)

National Heart, Lung and Blood Institute Exome Sequencing Project
Orszagos Képzési Jegyzek

Online Mendelian Inheritance in Man

esélyhanyados (odds ratio)

oxidativ foszforilacio

polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)



PD
PEO
pHSP
PLS
RNS
ROS
SANDO
SCA
SCAR1
SDH
SM
SMA

SMALED

SMAPAD

SNA
SPAXS
SPOAN
TB

VLCFA

Parkinson-kor (Parkinson disease)

progressziv kiilsé szemizom bénulas (progressive external opthalmoplegy)
tiszta (pure) hereditaer spasticus paraparesis

primer lateral sclerosis

ribonukleinsav

reaktiv oxigén speciesek

sensoros ataxia, neuropathia, dysarthria, opthalmoparesis
spinocerebellaris ataxia

autoszomalis recessziv spinocerebellaris ataxia 1
szukcinat dehidrogenaz

sclerosis multiplex

spinalis muscularis atrophia

also végtagi dominanciaji spinalis muscularis atrophia (spinal muscular

atrophy with lower extremity predominance)

autoszomalis dominans proximalis felndttkori spinalis muscularis atrophia

(spinal muscular atrophy, proximal, adult, autosomal dominant)
egy nukleotid hozzaadas (single nucleotide addition)

spasticus ataxia 5

spasticus paraparesis, opticus atrophia, neuropathia

terabyte

nagyon hossza szénlancu zsirsavak (very long chain fatty acid)
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VUS bizonytalan jelent6ségli varians (variant of uncertain significance)
WES teljes exomszekvenalas (whole exome sequencing)
X-LSA/A X-hez kotott sideroblastos anaemia és ataxia

YVS Yunis-Varon syndroma
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Il. BEVEZETES

I1/1. A ritka betegségek ismérvei és a diagnosztikajuk soran leginkabb hasznalt
eljarasok

A ritka betegségek definicidja nem egységes az egyes orszagokban. Olyan betegségeket
értiink alattuk, amelyek gyakorisdga a népbetegségekéhez képest alacsonyabb, eziltal
specidlis szempontok meriilnek fel a diagnosztikajuk, kezelésiik kapcsén. Az Eurdpai
Unidban az 5/10,000 lakos alatti prevalenciaju betegségeket tekintjiik ritkanak [1]. A ritka
betegségek egy része nem genetikai eredetli, azonban a genetikai betegségek teszik ki
mintegy 80%-ukat [2]. Mintegy 8000 ritka betegség ismert, amelyek el6fordulasa kiilon-
kiilon ritka, azonban Osszesitve jelent0s szamt egyént érintenek. Becslések szerint az
Eurépai Unioban 27-36 milli6 ember érintett ritka betegségben [3]. Az elérhetd
informaciok, a szakértk hianya, az elhtiz6do diagnozis, az elérhetd kezelés hianya jellemzi
a betegségeknek ezt a csoportjat. Az elsé tiinetek gyakran gyermekkorban megjelennek, és
kronikus beteggondozast tesznek sziikségessé. Mivel a ritka betegségek jelentds hanyada
genetikai eredetl igy a diagnosztika soran leggyakrabban molekularis genetikai
modszereket alkalmazunk. Ez korabban klinikai genetikussal torténd konzultaciot koveto,
gyakran szekvencialis genetikai vizsgalatokat jelentett. Késébb a kromoszomalis
microarray modszer, majd az 0j generacios szekvenalas (NGS) paradigmavaltast hozott a
diagnosztikaban [4]. Amennyiben a fenotipus egyértelmi tovabbra is elérhetéek az egy
gént vizsgald modszerek (pl. Sanger szekvenalas a pontmutaciok, kis deletiok/insertiok;
MLPA a nagyobb kopiaszam valtozasok kimutatasara). Gyermekkori kezdetii, komplex
szervkarosodasokkal, malformatiokkal jaro esetekben citogenetikai vizsgélatok allnak
rendelkezésre. Ha a fenotipus jol koriilhatarolhatd (pl. ataxia szindromak, spasticus
paraparesis) targetalt panelszekvenalasi modszerek alkalmazhatoak. Komplex fenotipus,
vagy a fenti diagnosztikai modszerek sikertelensége esetén teljes exom szekvenalds
végezhetd. A genetikai vizsgalatok értelmezéséhez részletes fenotipizalasra is sziikség van.

Az tGgynevezett mély fenotipizalas (,,deep phenotyping”) a szokasos orvosi
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dokumentéacioban részletezett jellemzOknél tobb, precizebben leirt, tudomanyos
igényességgel rogzitett informaciogyiijtést jelent [5]. Bar a fenotipusos jegyek
Osszegyljtése Oonmagaban nem feltétleniil vezet diagnodzishoz, jelentdsen segiti —akar
szoftverrel tdmogatottan- a nagy ateresztd képességli genetikai tesztek sordan nyert adatok
értelmezését. A részletes fenotipusos adatokhoz gyakran miiszeres vizsgalatokra van
sziikség. A neurogenetikai betegségek diagnosztikdjaban leggyakrabban hasznalt kiegészito
vizsgalatok az elektrofiziologia (ENG/EMG, EEG), a képalkoto vizsgalatok (CT, MRI), az
izomszovettani vizsgalatok, enzimaktivitas vizsgalatok. A jelenlegi gyakorlatban a
fenotipus ismeretében értelmezziik a genetikai leleteket. Sziikséges azonban megemliteni a
reverz fenotipizalas fogalmat, amely soran a massziv parallel szekvenalasbol szarmazo,

priorizalt varianslista ismeretében kezdiink részletes fenotipus elemzésbe [6].

11/2. A ritka neurolégiai betegségek epidemiologiaja

A ritka monogénes betegségek gyakran (>50%-ban) neurologiai érintettséggel jarnak, igy
az egyes orvosi szakmak koziil, a klinikai genetikusokat kovetéen, a neurologusok
talalkoznak leggyakrabban ritka betegségekkel [7]. A neurogenetikai betegségek palettaja
széles, és magaban foglalja a gyakori neuroldgiai betegségek ritka, monogénes genetikai
formait is. Fenotipus tekintetében a neurogenetikai betegségek felolelik a teljes neurologiai
tiinettant, tobbek kozt megjelenhetnek, mint dementia, izomdystrophidk, mozgéaszavarok,
spasticus paraparesisek, epilepsidk, neuropathidk. A neurogenetikai betegségek 0sszesitett
eléfordulasa pontosan nem ismert, az egyes monogénes neurogenetikai betegségekrol
kiilon-kiilon is kevés prevalencia adat all rendelkezésre. EQy komprehenziv Eszak-Angliai
vizsgalatban a kiilonboz6 neurogenetikai betegségek dsszesitett prevalenciaja 90.9/100,000
f6 volt [8], amely alapjan elmondhatd, hogy Osszesitve jelent6s morbiditasi tényezot
képviselnek. Az egyes betegségek hatterében szamos gén hibaja allhat, amelyet a 10kusz
heterogenitas fogalmaval foglalunk &ssze. A kiilonb6z6 gének altal okozott neurogenetikai
betegségek egyes esetekben egymastol klinikai alapon nehezen kilonithetéek el. Tovabb
szinezi a képet a pleiotropia jelensége, amely szerint egy adott gén hibai kiilonb6zo

fenotipusokkal is jelentkezhetnek. gy Osszességében a neurogenetikai betegségek
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differencial diagnosztikaja soran gyakran ezres nagysagrendii gént kell figyelembe

vennink.

11/3. Egyes ritka orokletes neurolégiai betegségek genetikai hattere

11/3.1. A hereditaer spasticus paraparesisek
A hereditaer spasticus paraparesisek (HSP) klinikailag és genetikailag heterogén

neurodegenerativ megbetegedések, amelyek kozos jellemzdje a genetikai okbol
bekovetkezd pyramispalya karosodas. A betegség prevalenciaja 1,2-9,6/100,000 lakos [9].
A téarsul6 neurologiai tiinetek megléte, vagy hidnya alapjan a betegséget nem komplikalt,
»tiszta” hereditaer spasticus paraparesisek (pHSP), és komplikalt hereditaer spasticus
paraparesisek (CHSP) csoportjara osztjak [10]. Jelenleg mar té6bb mint 70 ismert SPG
l6kuszt irtak le az irodalomban, amelyek autoszomalis domindns, autoszomalis recessziv,
X-hez kotott vagy mitochondrialis oroklésmenetet is kovethetnek, valamint de novo is
megjelenhetnek [11]. A klinikai alapon torténé molekularis differencial diagnosztika
gyakran nem lehetséges, mivel az egyes fenotipusok hatterében gyakran tobb gén eltérései
allhatnak, valamint egy adott gén eltérései nem minden esetben azonos fenotipussal
jelentkeznek [9]. A korabbi gyakorlatban frekvencia adatok alapjan a leggyakrabban szoba
jovo gének vizsgalatat végeztiik, azonban igy szamos esetben nem jutottunk molekularis
diagnozishoz. A HSP hatterében ismert géneket, a leirt esetek szamat, ¢s a jellemzd
fenotipust foglalja 6ssze az 1. Tablazat. Néhany esetben az Osszetett klinikai kép alapjan
valosziniisithetd egy-egy gén eltérése, ezek a HSP Ugynevezett szindromés formai. Ezek
jellemzdéen a HSP A&ltalanos eléforduldsdhoz viszonyitva is ritkdk, és gyakran egyes
népcsoportokban halmozddnak. A Troyer syndromaban alacsony novés, distalis
kovetkeztében [12]. A Mast syndromara az extrapyramidalis tiinetek tarsulasa hivja fel a
figyelmet [13], mig a Kjellin szindromara a pigmentalt maculopathia jelenléte [14]. A
Charlevoix-Saguenay autoszomalis recessziv spasticus ataxiaban (ARSACS) az ataxia
mellett a szemészeti vizsgalattal detektalhatd retindlis idegrost réteg megvastagodas lehet
jellegzetes [15]. A BSCL2 gén pathogén variacio kovetkeztében fellépd Silver syndromara

a distalis izomatrophia mellett a vallovi izmok érintettsége hivhatja fel a figyelmet [16].
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1. Tablazat: A HSP betegségek oroklodése és klinikai tiinetei

? = a gén nem ismert. AD = autoszomalis dominans; AR = autoszomalis recessziv, C = komplikalt; FK = felnottkori kezdet; KK
= korai kezdet (csecsemokor); Mat = maternalis, Orékl.= oroklésmenet; P =tiszta; SK = serdiil6kori kezdet; SPOAN =
spasticus paraparesis, opticus atrophia, neuropathia; VK = variabilis kezdet (csecsemdkor, serdiilékor, vagy felndttkori kezdet).
Forras: Lo Giudice et al. (2014) Hereditary spastic paraparesis: Clinical-genetic characteristics and evolving molecular
mechanisms. Experimental Neurology, 261:518-539 nyomdn, az Elsevier engedélyével [17].

Csaladok Kezdet Fenotipus Egyéb jellemzok

Szama

SPG1 X-hez ~20 KK C Mentalis retardatio; aphasia; csoszogé jaras; adducalt hiivelykujj; hydrocephalus;

L1CAM kotott corpus callosum agenesia.

SPG2 X-hez ~10 VK P vagy C Epilepsia; mentalis retardatio; nystagmus; ataxia; fehérallomanyi laesiok,

PLP1 kotott polyneuropathia.

SPG3A AD ~35 KK P vagy C Also végtagi izomatrophia; epilepsia; ataxia; opticus atrophia; fels6 végtagi

ATL1 spasticitas; sensomotoros axonalis polyneuropathia; kognitiv hanyatlas; agyideg
tiinetek; mentalis retardatio; pes cavus; vékony corpus callosum.

SPG4 AD ~130 VK P vagy C Kognitiv hanyatlas; epilepsia; ataxia; psychosis; fels6 végtagi spasticitas; pes

SPAST cavus; hatso scala eltérések; polyneuropathia; kéz tremor; fehérallomanyi laesiok;
kis kézizmok atrophia.

SPG5A AR ~35 VK P vagy C Opticus atrophia; fehérallomanyi laesiok; cerebellaris ataxia.

CYP7B1

SPG6 AD 11 SK P vagy C Epilepsia; dysarthria; polyneuropathia; kognitiv hanyatlas; facialis dystonia; kis

NIPA1 kézizom atrophia; felsé végtagi spasticitas; pes cavus.

SPG7 AR ~30 VK P vagy C Cerebellaris tiinetek; cerebellaris atrophia; polyneuropathia; opticus atrophia;

SPG7 supranuclearis tekintés bénulas; figyelmi és executiv zavarok; vékony corpus
callosum; scoliosis; pes cavus.

SPG8 AD 10 FK P -

KIAA0196

SPG9 AD 1 SK C Cataracta; motoros polyneuropathia; csont deformitasok; gastrooesophagealis

? reflux.

SPG10 AD 17 KK P vagy C A fels6 végtagokon distalis amyotrophia; kognitiv hanyatlas; polyneuropathia;

KIF5A dysautonomia; Parkinsonismus; siiketség; retinitis pigmentosa.
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Csaladok Kezdet Fenotipus Egyéb jellemzdk

Szama
SPG11 AR ~35 VK C Cerebellaris tiinetek; polyneuropathia; fehérallomanyi laesiok; cerebellaris
SPG11 atrophia; vékony corpus callosum; epilepsia; kognitiv hanyatlas; szemészeti
tiinetek; amyotrophia; Parkinsonismus; maculopathia; akcios tremor; mentalis
retardatio; fels6 végtagi gyengeség.

SPG12 AD 4 KK P -

RTN2

SPG13 AD 2 VK P vagy C Dystonia.

HSPD1

SPG14 AR 1 FK C Motoros polyneuropathia; mentalis retardatio.

?

SPG15 AR 20 KK C Pigment retinopathia; cerebellaris tiinetek; polyneuropathia; amyotrophia;
ZFYVE26 epilepsia; mentalis retardatio; vékony corpus callosum.

SPG16 X-hez 2 KK P vagy C Aphasia; lataszavar; nystagmus; mentalis retardatio.

? kotott

SPG17 AD 13 SK C Kis kézizmok és 1abizmok atrophiaja; als6 motoneuron betegség.

BSCL2

SPG18 AR 3 KK C Epilepsia; mentalis retardatio; congenitalis csip6ficam; tobbszoros iziileti
ERLIN2 contractura.

SPG19 AD 1 FK P -

?

SPG20 AR ~25 KK Cc Mentalis retardatio; dysarthria; fels6 végtagi spasticitas; cerebellaris tiinetek;
SPART euphoria; siras; fehérallomanyi laesiok.

SPG21 AR 2 KK C Dementia; vékony corpus callosum; fehérallomanyi laesiok; cerebellaris tiinetek;
SPG21 mozgaszavarok; callosalis disconnectiés syndroma.

SPG22 X-hez ~10 KK Cc Mentalis retardatio; distalis izomatrophia; dyskinesia; nystagmus; ataxia.
SLC16A2 kotott

SPG23 AR 4 KK C Kognitiv hanyatlas; pigmentatios zavarok; facialis és skeletalis dysmorphia;
? tremor.

SPG24 AR 1 KK C Pseudobulbaris jelek.

?

SPG25 AR 1 FK C Cataracta; polyneuropathia; discus herniatio.

?

SPG26 AR 5 KK C Mentalis retardatio; corticalis atrophia; polyneuropathia; distalis atrophia;
? cerebellaris ataxia; fehérallomanyi laesiok.

SPG27 AR 2 VK Cc Dysarthria; mentalis retardatio; polyneuropathia.

?
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SPG28
DDHD1
SPG29
?
SPG30
KIF1A
SPG31
REEP1
SPG32
?
SPG33
ZFYVE27
SPG34
?
SPG35
FA2H
SPG36
?

SPG37
2

SPG38
?

SPG39
PNPLAG
SPG40

?

SPG41

?

SPG42
SLC33A1
SPG43
C190rf12
SPG44
GJC2

SPG45
2

AR
AD
AR
AD
AR
AD
X-hez
kotott
AR
AD
AD
AD
AR
AD
AD
AD
AR

AR

AR

Csaladok
szama

Kezdet

KK

SK

SK

KK

KK

FK

VK

KK

VK

VK

VK

KK

FK

SK

VK

VK

FK

KK

Fenotipus

P vagy C

P vagy C

P vagy C

P vagy C

o

O o o

Egyéb jellemzdk

Saccadicus szemmozgasok; axonalis polyneuropathia.

Pes cavus; hallascsokkenés; hiatus hernia; hyperbilirubinaemia.

Sensoros polyneuropathia; cerebellaris tiinetek; hypacusis; distalis izom atrophia.
Polyneuropathia; cerebellaris ataxia; tremor; dementia; kis kézizom atrophia; pes
cavus.

Mentalis retardatio; pontin dysraphismus; vékony corpus callosum.

Pes equinus.

Kognitiv hanyatlas; epilepsia.

Sensoros polyneuropathia.

Kis kézizom atrophia; polyneuropathia.
Fels6 végtagi distalis izomatrophia; axonalis polyneuropathia.

Felso végtagi €lénk reflexek; kognitiv hanyatlas.

Kis kézizom atrophia; kétoldali opticus atrophia; axonalis sensomotoros
polyneuropathia; vaslerakodas a globus pallidusban.

Kognitiv hanyatlas; cerebellaris tiinetek; dysarthria; fehérallomanyi laesiok; pes
cavus; vékony corpus callosum; scoliosis; felsé végtagi érintettség.

Mentalis retardatio; pendularis nystagmus; opticus atrophia.
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SPG46
GBA2
SPG47
AP4B1
SPG48
AP571
SPG49
TECPR2
SPGS50
AP4AM1
SPG51
AP4E1
SPG52
AP4S1
SPG53
VPS37A
SPG54
DDHD?2

SPG55
C120rf65
SPG56
CYP2U1
SPG57
TFG
SPG58
KIF1C
SPG59
USP8
SPG60
WDR48
SPG61
ARL6IP1
SPG62
ERLIN1

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

Csaladok Kezdet

szama

4 KK
2 KK
1 FK
3 KK
1 KK
2 KK
1 KK
3 KK
6 KK
1 KK
5 KK
1 KK
3 KK
1 KK
1 KK
1 KK
3 KK

Fenotipus

O O O

P vagy C

P vagy C

Egyéb jellemzok

Mentalis retardatio; cataracta; cerebellaris atrophia; vékony corpus callosum;
hypogonadismus férfiakban.

Periventricularis fehérallomanyi laesiok; vékony corpus callosum; microcephalia;
epilepsia; kacsazoé jaras; iziileti lazasag.

Gerincvel6i hyperintensitasok.

Meglassult psychomotoros fejlodés, mentalis retardatio; vékony corpus callosum;
cerebralis és cerebellaris diszfunkcio; dysmorphias jegyek; centralis apnoe.
Tetraplegias cerebralis paresis; mentalis retardatio; a cerebralis fehérallomany
fogyasa; cerebellaris atrophia.

Microcephalia; novekedési és mentalis visszamaradas.

Megkésett beszédfejlodés; sztereotipikus nevetés; megkésett szomatikus fejlodés.

Fels6 végtagi spasticitas; megkésett beszéd és kognitiv fejlédés; kyphosis; pectus
carinatum; hypertrichosis.

Mentalis retardatio; strabismus; dysarthria; dysphagia; nervus opticus hypoplasia;
alacsony novés; vékony corpus callosum; 1ab deformitasok; koros lipid cstcs agyi
spectroscopian; fehérallomanyi laesiok.

Opticus atrophia; polyneuropathia, pes equinovarus.

Vékony corpus callosum; kognitiv hanyatlas; felsé végtagi érintettség; basalis
ganglion calcificatio; dystonia; fehérallomanyi laesiok.

Opticus atrophia; polyneuropathia.

Chorea; myoclonus; ataxia; hypodontia; siiketség; alacsony novés; pes planus;
ptosis; fejlodési megkésettség; mentalis retardatio; fehérallomanyi laesiok.
Nystagmus; hatarértéki intelligencia.

Als6 végtagi polyneuropathia; nystagmus.

Distalis ujjpercek elvesztése; acromutilatio; polyneuropathia.
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SPG63
AMPD?2
SPG64
ENTPD1
SPG65
NT5C2
SPG66
ARSI
SPG67
PGAP1

SPG68
KLC2
SPG69
RAB3GAP2
SPGT70
MARS
SPGT71
ZFR
SPGT72
REEP2
GAD1 gén
CCT5 gén
OPA3 gén
BICD2 gén
MAG gén
LYST gén

ATPase6 gén

SPOAN
?

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AD ¢és AR

AR
AR
AR
AR
AR
AR

Mat

AR

Csaladok
szama

Kezdet

KK

KK

KK

KK

KK

KK

KK

KK

KK

KK

KK
KK
KK
KK
KK
FK

FK

KK

Fenotipus

o O O

O OO0 T oOoo

Egyéb jellemzok

Vékony corpus callosum; fehérallomanyi laesiok; alacsony testsuly; alacsony
noves.

Pes equinovarus; agresszivitas; kései pubertas; microcephalia; hatarértéki
intelligencia.

Vékony corpus callosum; myelinisatios zavar; kis kétoldali cysticus occipitalis
leukomalacia; tanulési zavarok; pes equinovarus.

Corpus callosum és cerebellaris hypoplasia; colpocephalia; hatarértéki
intelligencia; polyneuropathia; pes equinovarus.

Kitagult hasfal; hatarértéki intelligencia; corpus callosum agenesia; vermis
hypoplasia; myelinisatios zavar.

Nystagmus; opticus atrophia; polyneuropathia; amyotrophia; peroneus
gyengeség.

Mentalis retardatio; siiketség; cataracta.

Scoliosis; kétoldali Achilles kontraktura; hatarértéki intelligencia; nephrosis
syndroma.
Vékony corpus callosum.

Spasticus cerebralis paresis; mentalis retardatio.
Mutilalé sensoros neuropathia.

Opticus atrophia; chorea; cerebellaris ataxia; dementia.
Nystagmus; tanulasi zavarok.

Polyneuropathia; cerebellaris ataxia.

Diabetes mellitus; hypertrophias cardiomyopathia; supraventricularis arrhythmia;
cerebellaris tiinetek.

Opticus atrophia; polyneuropathia; dysarthria; fokozott akusztikus startle valasz;
iziileti deformitasok; gerinc deformitasok; fixatios nystagmus; distalis
amyotrophia; mozgaszavarok.



A HSP differencidl diagnosztikdja sordn szamos szerzett és Orokletes okot sziikséges
kizarni. A szerzett korképek kozt sziikséges megemliteni a gyulladasos eredetli korképeket
(sclerosis multiplex, kiilonésen is annak primer progressziv formaja), a strukturalis
korképeket (nyaki gerincveld compressio discus hernia, tumor, vagy egyéb okbol), a
motoneuron betegségek egyéb formait (ALS, PLS), az infektiv okokat (HTLV, HIV,
syphilis és egyéb korokozok), a gerincveld arteriovenosus malformatioit, vitamin és
nyomelem hiany szindromakat (B12, folsav, réz hiany), toxikus okokat (lathyrismus). A
genetikai differencial diagnosztikaban kiilonosen fontos az adrenoleukodystrophia (ALD),
adrenomyeloneuropathia (AMN), valamint a kezelheté dopa-reszponziv dystonia kizarasa
[18]. Emellett jelentds atfedés mutatkozik klinikailag az ataxidk fel¢, valamint tobb,
feln6ttkorban kezd6d6 hereditaer enzimopathia manifesztalodhat spasticus paraparesisben
[19]. A spasticus paraparesissel jelentkezé beteg esetében tehat szamos vizsgalatot
szlikséges elvégezni: részletes neuroldgiai, szemészeti vizsgalat, koponya és nyaki gerinc
MRI, lumbal punctio, rutin és specialis biokémiai laborvizsgalatok, elektrofiziologial

vizsgalatok, egyes esetekben izombiopszia.

A HSP pathogenézisét tekintve sem egységes. A HSP hatterében allo, tobb mint 70
kiilonboz6 gén 10 funkcionalis utvonalba sorolhaté be [17]: 1.) Az oxidativ stressz
fokozodasaval, mitochondrialis diszfunkcioval jaro géneltérések (PGN, HSP60, MT-ATP6).
2.) Az axonalis transzport zavaraval jar6 géneltérések (SPAST, KIF5A). 3.) A lipid
metabolizmus zavaraval jaro géneltérések (CYP7B1, PNPLAG). 4.) A DNS
javitdbmechanizmus zavaraval jaré géneltérések (AP5Z1). 5.) A myelinizacio zavaraval jaro
géneltérések (PLP1, FA2H, GJC2). 6.) Az autophagia zavaraval jar6 géneltérések
(KIAA0329, SPG15). 7.) Az axon fejlédés zavaraval jaro géneltérések (L1-CAM,
SLC16A2). 8.) Az endosomalis membran ¢és vesiculum transzport zavaraval jard
géneltérések (AP4B1, VPS37A, KIAA0196). 9.) A cellularis szignaltranszdukcid zavaraval
jard géneltérések (ATL1, SPAST, NIPAL, SPG20, ERLIN2). 10.) A membran transzport €s
sejtorganellum képzOdés zavaraval jaro géneltérések (SPAST, ATL1, REEP1, RTN2). A
kiilonb6z6 pathogénetikai folyamatok végsé kozos utvonala az axon karosodas, amely

els6ként a leghosszabb axonokat karositja, azonban nem specifikus modon.

20



Haélozatelemzési modszerekkel a HSP-ben érintett géneket mds neurodegenerativ

betegségekhez is tudtak kapcsolni (ALS, Alzheimer-kor, Parkinson-kor) [20].

11/3.2. Az orokletes ataxiak
Az ataxia egy igen széles differencial diagnosztikaval rendelkezd neuroldgiai tiinet,

amelynek hattere sok esetben nem tisztazodik. Egyértelmi csaladi halmozodas esetén a
genetikai formak kivizsgalasa elkezdhet6, azonban nem egyértelmii esetekben, illetve
sporadikus ataxidk esetében szdmos szekunder okot sziikséges kizarni. Ebben segitséget
nyujtanak a tiinetek jelentkezésének iddbeli jellemzdi, a beteg életkora a tiinetek
kezdetekor, a fizikalis vizsgalat, és a koponya MRI [21]. A strukturalis, toxikus,
infekcidzus, parainfekciézus, paraneoplasias, metabolikus, autoimmun okok, mas
neurodegenerativ betegségekhez tarsuld ataxiak kizarasa sziikséges mieldtt a genetikai
tesztekkel tovabb tudnank 1épni. Az ataxia hereditaer formai minden fajta 6roklésmenettel
eléfordulhatnak. Az autoszomalis domindns ataxidk prevalencidjat 1,2-41/100,000 kozottire
becsiilik, a recessziv ataxiak ennél ritkdbbak [22]. Az ataxidk hereditaer formainak
Osszesitett, pontos el6fordulasa azonban nem ismert. Az autoszomalis dominans ataxiak
hatterében allo 10kuszokat *SCA’-val és egy azt kdvetd szammal jelolik. Jelenleg tobb mint
30 SCA 16kusz ismert. A recessziv ataxidk hatterében ennél is tobb (>100) gén 4allhat. A
fokuszalt fizikalis vizsgalat (szemmozgas zavarok vizsgéalata) biokémiai tesztek (albumin,
AFP, lipidszintek), elektrofiziologiai vizsgalat (polyneuropathia detektalasara), MRI
(cerebellaris atrophia jelenléte vagy hianya) segithet [23]. Emellett a hereditaer ataxiak mas
genetikai betegségekkel is atfedést mutathatnak. Gyakori jelenség a spasticus paresis €s
ataxia tarsuldsa, és egyes esetekben nehéz annak eldontése, hogy a betegnél HSP vagy
hereditaer ataxia iranyaba érdemes-e vizsgalatokat kezdeményezni. A spasticus ataxiakra
tekinthetlink kiilon klinikai entitasként, amelynek hatterében szintén tobb gén eltérései
allhatnak [24]. Emellett azonban az eddigi j generacids szekvenalasi (NGS) vizsgalatok
eredményei alapjan felvet6dott, hogy a spasticus paraparesisek és a hereditaer ataxiak

valojaban egy spektrumon helyezkednek el (,,ASS — Ataxia Spasticity Spectrum”) [25].
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11/3.3. Az amyotrophias lateral sclerosis
Az amyotrophias lateral sclerosis (ALS) egy progressziv, fatalis, az agytorzsi és gerincveldi

motoneuronokat egyarant érinté neurodegenerativ megbetegedés, amelynek incidencidja 1-
3/100,000/év  [26]. A betegség korélettani hattere nem ismert egyértelmiien.
Neuropathologiai szempontbol a leginkabb jellegzetes eltérés a TDP-43 immunoreaktiv
cytoplasmikus inkluziok jelenléte [27]. A neurodegenerativ folyamat hatterében tobb
korélettani folyamat is allhat, igy mint a proteostasis zavara, RNS processzalds zavara,
mitochondrialis diszfunkcid, a citoszkeleton felépiilésének, €s az axonalis transzportnak a
zavart miikodése [28]. Az esetek koriilbeliil 10%-aban familiaris halmozodasu a betegség,
amelynek hatterében monogénes genetikai okok ismertek [29]. Genetikai faktorok azonban
enné¢l nagyobb hanyadban jatszanak szerepet a betegség kialakuldsaban. A GWAS
vizsgalatokon alapuld becslés szerint az ALS heritabilitasa 21% [30], mig ikervizsgalaton
alapuld becslés szerint ennél is magasabb (61%) [31], amely még szamos nem ismert
genetikai rizikotényez6 jelenlétére utal. Emellett ismert, hogy a sporadikus ALS jelent6s
(~14%) hanyadaban is azonosithatdak monogénes okok [32], amely a fentiek ismeretében a
familiaris és sporadikus megkiilonboztetést megkérddjelezi. A betegség genetikai
vizsgalatat megneheziti a nagyfoku klinikai heterogenitas [33]. A tiinet fellépésének helye
szerint megkiilonboztetiink bulbaris, spinalis kezdeti betegséget. A felsé és also
motoneuronok érintettségének aranya eltérd lehet, amely kapcsan a két extrém pont a
tilnyomoan alsdé motoneuron érintettséggel jard progressziv muscularis atrophia, valamint a
tilnyomoan fels6 motoneuron érintettséggel jard primer lateral sclerosis (PLS). Mig a
betegség median talélése harom év koril van, a betegek mintegy 10%-a 10 éven tuli
tulélést mutat. A frontotemporalis lebeny érintettsége alapjan az ALS-FTD spektrumon is
osztdlyozhatd a betegség. A klinikai heterogenitds ellensulyozédséara, elsOsorban a
gyogyszervizsgalatokban, hasznos az El Escorial kritériumrendszer alkalmazéasa, azonban
genetikai vizsgalatokban hasznalatanak korlatai is vannak [34], éppen a pleiotropia miatt. A
2. Tablazatban az ALS-hez kotheté nagy penetranciaji gének lathatéak, amelyeknek a
szama mara mar 20 feletti. Lathatd, hogy az ALS génekre is jellemzd a pleiotropia

jelensége, egyes esetekben HSP, vagy ahhoz hasonl6 fenotipus is megjelenhet.
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2. Tablazat: Az ALS-hez kothet6 legfontosabb gének

A sajat vizsgalatunkban alkalmazott HSP-ALS panelen is szerepld gének félkovér betiitipussal szerepelnek, mig a HSP-vel
korabban dsszefiiggésbe hozott géneket pirossal emeltem ki. AD = autoszomalis dominans; AR = autoszomdlis recessziv; XD =
X-hez kotott domindans. Forrds: Washington Neuromuscular Disease Center adatbdzis (http://neuromuscular.wustl.edu.),
GeneCards adatbazis (http://www.genecards.orq) alapjan osszedllitva.

ALS tipus Gén név Oroklédés Pleiotropia

ALS1 SOD1 21922.11 AD Nem ismert

ALS4 SETX 9934.13 AD Spinocerebellaris ataxia (SCARL)

ALS6 FUS 16pl1.2 AD/AR Hereditaer essentialis tremor (ETM4)
ALS7 Nem ismert 20p13 AD Nem ismert

ALS8 VAPB 20q913.32 AD Spinalis muscularis atrophia (SMAPAD)
ALS9 ANG 14911.2 AD Nem ismert

ALS10 TDP43 1p36.22 AD Nem ismert

ALS11 FIG4 6021 AD Charcot-Marie-Tooth betegség (CMT4J)

Polymicrogyria (BTOP)
Yunis-Varon syndroma (YVS)

ALS12 OPTN 10p13 AD/AR Glaucoma (GLCI1E)

ALS13 ATXN2 12q24.12 AD Spinocerebellaris ataxia (SCA2)

ALS14 VCP 9p13.3 AD Charcot-Marie-Tooth betegség (CMT2Y)
Inkluzios testes myopathia (IBMPFD1)

ALS17 CHMP2B 3pl1.2 AD Frontotemporalis dementia (FTD3)

ALS18 PEN1 17p13.2 AD Nem ismert

ALS19 ERBB4 2034 AD Nem ismert

ALS20 HNRNPAL 12913.13 AD Inkluzios testes myopathia (IBMPFD3)


http://neuromuscular.wustl.edu/
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ALS tipus
ALS21
ALS22
FTDALS1
FTDALS2

FTDALS3

FTDALS4
ALS2

ALS5

ALS16
ALS15

Gén név
MATR3
TUBA4A
C90RF72
CHCHD10

SQSTM1

TBK1
ALS2

SPG11

SIGMAR1
UBQLN2

Lokusz
5g31.2
2035
9p21.2
22911.23

5935.3

12q14.2
2q33.1

15q21.1

9p13.3
Xp11.21

Oroklédés
AD
AD
AD
AD

AD

AD
AR

AR

AR
XD

Pleiotropia

Nem ismert
Nem ismert

Nem ismert

Myopathia (IMMD)

Spinalis muscularis atrophia (SMAJ)

Neurodegeneratio ataxiaval, dystoniaval, tekintésbénulassal (NADGP)
Paget betegség (PDB3)

Glaucoma (GLC1P)

Korai kezdetii felszallo hereditaer spasticus paraparesis (IAHSP)
Juvenilis primer lateral sclerosis (JPLS)

Charcot-Marie-Tooth betegség (CMT2X)

Spasticus paraparesis (SGP11)

Spinalis muscularis atrophia (DSMA2)

Nem ismert



11/3.4. A nuklearis mitochondrialis neurologiai megbetegedések
Szemben a klinikailag jol karakterizalhat6 spasticus paraparesissel, ALS-sel és ataxiaval, a

mitochondrialis megbetegedések klinikailag kevésbé egységesek, ezeket a valtozatos
tiinettan jellemzi [35]. Mitochondrialis betegség lehetdségére hivhatja fel a figyelmet a
tobbszervi érintettség, valamint a nagy energiaigényl szervek, szovetek (idegrendszer,
szem, harantcsikolt izomzat, vese, endokrin szervek) diszfunkcidja. Az egyes klinikai
tiinetegyiitteseket szindromdkba soroljak, azonban ezek kozott jelentds atfedés lehet. A
mitochondrialis betegségeket a genetikai karosodas helye szerint is feloszthatjuk; a
kovetkeztében megjelend betegségekre. Az mtDNS betegségek prevalenciajat mintegy
9,6/100,000-re, mig a nuklearis mitochondrialis betegségek prevalencijat 2,9/100,000-re
becsiilik [36]. Mig az mtDNS 13 strukturalis proteint és 24 RNS molekulat kodol, és

.....

.....

tarsuld klinikai tiinetegyiittesek felismerése jelentés kihivast jelent. A mitochondrialis
betegségekre altalanossdgban igaz, hogy a tiinetek megjelenhetnek gyermekkorban és
feln6ttkorban egyarant és minden ismert 6roklésmenettel. A nuklearis mitochondrialis DNS
defektushoz tarsuld klinikai szindromak kozt szerepel a Leigh syndroma, az Alpers-
Huttenlocher-syndroma (AHS), a gyermekkori myocerebrohepatopathia spektrum (MCHS),
az ataxia-neuropathia spektrum (ANS), a myoclonusos epilepsia-myopathia-sensoros ataxia
spektrum (MEMSA), a Sengers-syndroma, a MEGDEL syndroma, a kongenitalis
lactacidosis (CLA), a kronikus kiilsé szemizom bénulas (CPEO), valamint a
mitochondrialis neurogastrointestinalis encephalopathia (MNGIE) [35]. Az mtDNS
eltéréseivel asszocidlt betegségek esetében a képet tovabb bonyolitja a heteroplasmia
jelensége, és a treshold effektus. A nuklearis mitochondrialis betegségek csoportjan beliil
kiilon csoportot képviselnek a mitochondrialis dinamikat érint6 géneltérésekhez asszocialt
betegségek [38], amelyekhez gyakran tarsulnak idegrendszeri tlinetek is. A
mitochondriumok dinamikus sejtorganellumok, amelyek optimalis miikkdéséhez a fazio-

fisszid6 megfeleld egyensulyara van sziikség [39]. A mitochondrialis dinamika zavara
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kovetkeztében kialakuld neurodegenerativ megbetegedések tobbek kozott a Charcot-Marie-
Tooth betegség egyes formai, az opticus atrophia egyes izolalt és szindromas formai [40].
A komplex tiinettan miatt a mitochondrialis betegségek klinikai diagnosztikaja nehéz. A
diagnozist egyes biomarkerek hasznalata (laktat, szérum kreatin-kindz, FGF21), az
izomszovet strukturdlis és hisztokémiai vizsgalata (kiilonosen az SDH és COX festés),

valamint a mitochondrialis komplexek biokémiai vizsgalata segiti [38].

11/4. Az 1ij generacids szekvenalasi eljarasok

11/4.1. Az Gj generacios szekvenalasi eljarasok laboratoriumi technikai hattere
Az Uj generéacios szekvendlasi eljardsok lényege a massziv parallel szekvencia analizis,

amely a korabbi technologiakhoz képest (Sanger szekvenalas) jelentdsen gyorsabb és
koltséghatékonyabb bazis sorrend meghatarozast tesz lehet6vé. Jelenleg mintegy 30,
kiilonb6z6 technologiat képviseld, illetve kiilonbozé atereszté képességli NGS platform
érhet6 el [41]. Az NGS laboratériumi folyamataban altalanossagban a kovetkez6 1épéseket
kiilonboztetjiik meg: 1.) Konyvtarkészités. 2.) Klonalis amplifikacio. 3.) Szekvenalas. A
konyvtarkészités soran a DNS molekulat fizikai behatdssal, vagy enzimatikus mddon
fragmentaljuk, majd a DNS molekuldkhoz adapter szekvenciakat kapcsolunk. Ezt kdvetéen
a DNS molekulakat méret szerint szelektaljuk, majd a target régiokat (exom vagy target
gének panelszekvenalasa esetén) felsokszorozzuk [42]. A target régio felsokszorozasa
leggyakrabban polimeraz lancreakcio (PCR), molekularis inverzidos proba (MIP), vagy
hibridizacio6 alapt [43]. A klonalis amplifikaci6 szerepe a jelfelerdsités, amely a kiilonboz6
szekvenalo platformok esetében lehet emulzios PCR, hid-amplifikacid, vagy tn. ,,template-
walking”, illetve ,,DNS nanolabda” (DNA nanoball) alapu [41]. A szekvenalt DNS szakasz
hossza szerint az NGS technolodgiakat feloszthatjuk rovid és hosszu leolvasasokat lehetové
tévé platformokra. A rovid leolvasast lehetdvé tévd NGS platformokon beliil
megkiilonboztethetlink ligacid és szintézis alapt szekvenalast. A ligacids eljarasok egy
jelolt oligonukleotid proba hibridizacidjan és ligaciojan alapulnak, mig a szintézis alapu
rendszerek polimerazokat alkalmaznak és a jelolt nukleotid beépiilését detektaljak. A
szintézis alapu szekvenalast tovabb oszthatjuk ciklikus reverzibilis terminatio-t (CRT)

alkalmazo, és egy nukleotid hozzdadéasaval (single nucleotide addition — SNA) miikodd
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rendszerekre. A vizsgalataink soran Illumina platformokat alkalmaztunk, amelyek CRT

alapu szekvenalast tesznek lehetévé (1. Abra).
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1. Abra: A szintézis alapu szekvenalas 1épései Illumina platformon

Elsé lépésben a DNS fragmentumokhoz adapter szekvenciak kapcsolasa torténik. A
fragmentumok random modon kétnek a primerekkel ellatott flowcell-en majd a
hidamplifikacio révén clusterek keletkeznek. Ezt kovetden az egyes szekvendlo ciklusokban
egy-eqy fluorescens jelolt nukleotid épiil be a novekvd DNS lancba. A laser altal excitalt
Sfluorophore felvillanasat detektalja a platform. Forrds: Yuan Lu et al. (2016) Next
Generation Sequencing in Aquatic Models, in Next Generation Sequencing - Advances,
Applications and Challenges, Dr. Jerzy Kulski (Szerk.), InTech nyomdn [44]
(https://www.intechopen.com/books/next-generation-sequencing-advances-applications-
and-challenges/next-generation-sequencing-in-aquatic-models)
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A CRT alapu szekvendlds soran a Sanger technikdban alkalmazotthoz hasonlo, jeldlt
lanctermintarok fényfelvillanasat detektalja a platform, az egyes ciklusokban. A CRT alapu
szekvenalas eldnyei a relative nagy pontossdg, ¢és a homopolymer hibdk ritkabb
eléfordulasa. Hatranyt jelent az AT-, GC-gazdag DNS régiok alulreprezentaltsaga, a
substitutios hibak gyakoribb el6fordulasa. Emellett a rovid leolvasasi hossz miatt, a

strukturalis variansok irant alacsony az érzékenysége [41].

11/4.2. Az uj generacios szekvenalas bioinformatikai hattere
Az 0j generacios szekvenalds nagy mennyiségii (GB, illetve TB nagysagrendi) adatot

general, amely csak tovabbi bioinformatikai feldolgozas utan értékelhetd, majd
értelmezhetd. Igy az NGS alkalmazasa sordn az adatelemzési lépések Osszességében
gyakran tobb 1d6t vesznek igénybe, mint a laboratériumi 1épések. Az elemzési 1épéseket

harom fazisra oszthatjuk [45] (2. Abra).

1 Human referencia genom

Masodlagos elemzés
(Szekvencia feldolgozas)

Elsédleges elemzés
(Szekvencia generalas)

Adatbdzisok és algoritmusok

Harmadlagos elemzés
(Interpretacio)

2. Abra: A klinikai NGS analizis f6 komponenseinek folyamatabraja

Forrdas: Oliver et al. (2015) Bioinformatics for Clinical next Generation Sequencing.
Clinical Chemistry, 61(1):124-35 nyomdn [45].
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Az elsédleges elemzési 1épések soran a képi informaciokbol, altaldban a szekvenald
platformhoz kapcsoltan generdlodik a FASTQ file. A FASTQ file formatum a nyers
szekvenciadatok standard formatuma, amely a rovid leolvasasokat (bazissorrend) és
leolvasasokhoz tarsuld minéségi mutatokat (Phred score) tartalmazza. A FASTQ file-ok
értékelésével mar informdacidkat nyerhetiink a szekvenalds mindségérél. A madasodlagos
elemzési 1épésekben a FASTQ file-ok tovabbi feldolgozasaval a végsd cél a varidnsok
listajat tartalmazd VCF file 1étrehozéasa. Ehhez elsé 1épésben a leolvasasokat a referencia
genomhoz illesztik, amelyet kovetd tovabbi lépések a varidnskivonatolds mindségének
javitasat szolgaljak (PCR duplikdtumok kisziirése, INDEL-ek koriili ujraillesztés). Az
illesztés soran nyert BAM file-ok kdzvetleniil is vizualizdlhatéak. A varianskivonatolasi
Iépésben az adott genomi pozicidban, a kiilonb6zd leolvasasokbdl szarmazd informdciod
alapjan keriil kiszamitidsra a genotipus. Ezt kovetden a varidnsokat mindségi mutatok
szerint szlirjiik. Ahhoz, hogy a variansok szerepét értékelni tudjuk, az annotéacié 1épésében,
adatbazisokbol szarmazo6 informacidkat tarsitunk az adott variansokhoz. A masodlagos ¢€s
harmadlagos elemzési 1épésekhez szamos kiilonbozé szoftver érhetd el, amelyek
eredménye sok esetben csak részben atfedd [46]. Igy az egyes laboratoriumoknak sajat

bioinformatikai elemzési modszert sziikséges kialakitaniuk.

11/5. Az 4j generacios szekvenalasi eljarasok altal detektalt variaciok hatasanak
értékelése
Az adatelemzési 1épésben nyert annotalt varianslista exomszekvenalas esetében mintegy

20,000 varianst tartalmaz [47], azonban panelszekvenalas esetén is, a lista tobb szazas
nagysagrendll lehet. A ritka betegségek vizsgalatakor altaldban egy-két kauzalis mutacid
azonositasa a célunk, igy a variansok szdmanak szlikitésére tovabbi bioinformatikai és
manudlis 1épésekre van sziikség. Nehézséget okoz, hogy a variansok jelentds hanyada
ismeretlen jelentGségli. Még a gyakran vizsgalt BRCA1/2 gén esetében is az irodalomban
kozolt variansok ~20%-a un. bizonytalan szignifikanciaju varians (,,variant of uncertain
significance”, VUS) [48]. A varianslista szlikitésére tehat kiilonboz6 szirési feltételeket
alkalmazunk, amelyek 4ltalaban a kdvetkezd elveken alapulnak [47,49]: 1.) Oroklésmenet
alapjan torténd sziirés. 2.) Evolucids konzervaltsagot mérd, valamint a biokémiai struktura

valtozasat prediktalo szoftverek pontszdmai. 3.) Pathogén variansok listdjat tartalmazo
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adatbazisokban torténd keresés. 4.) Populacios illetve belsé adatbazisokbol szarmazé minor

allél frekvencia adatok. 5.) Fenotipus alapt sziirés.

A predikcids szoftverek gépi tanulasi eljarasokat alkalmaznak annak becslésére, hogy a
nukleotid, vagy aminosav valtozas mekkora valdszintiséggel okoz a fehérjében karosodast
[50]. Mivel a kiilonboz6 predikcios szoftverek eltérd jellemzokkel birnak [51], és
eredményeik csak részben atfeddek, ezért altaldban ajanlott tobb predikcids szoftver
alkalmazasa. A minor allél frekvencia adatok szintén fontosak a ritka betegségekben
végzett genetikai vizsgalatok esetében, azonban figyelembe kell venni, hogy az egyes
adatbazisokban nem csak egészséges egyének adatai jelenhetnek meg [52]. Az elmult
években az adatelemzésben szerepet kapnak a fenotipust is figyelembe vevd, varians
szlirést tamogatd szoftverek [53]. Ehhez elengedhetetlen a fenotipus standardizalt,
szamitogép altal feldolgozhatd leirdsa, amelyre a human fenotipus ontoldgia (HPO)

(http://human-phenotype-ontology.github.io/) ad tobbek kozott lehetéséget. A végsd

lépésben, minden esetben sziikség van a talalt variansok kutatd, illetve genetikus orvos
altali értekelésére. Az NGS kisérletek elterjedésének koszonhetden egyre tobb varidns
keriilt kozlésre az irodalomban, igy sziikkség volt a varidnsok kategorizaldsanak
egységesitésére. Az American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)
ajanlasa alapjan [54] a variansokat, megszabott kritériumok szerint, 5 osztalyba soroljuk
(pathogén, valoszinlileg pathogén, benignus, valoszinlileg benignus, ismeretlen

szignifikancidju).

11/6. Az Gj generacios szekvenalasi eljarasok etikai aspektusai

Az 10j generacios szekvenaldsi eljarasok alkalmazasa az utdbbi években egyre elterjedtebb,
mind a kutatdsban mind klinikai alkalmazasban [55,56]. Az NGS szekvenalds szamos
genetikai betegség diagnosztizalasat megkonnyitette, meggyorsitotta [57]. Ugyanakkor a
technologia széles korii alkalmazasa szamos etikai kérdést is felvet. A klinikai genetikusok
elé uj kihivast allit a korabbihoz képest jelentésen megndvekvd informdcidémennyiség
kezelése, annak értelmezése [58]. Az elmult években elterjedd, kozvetleniil a felhasznald
altal indikalt genetikai tesztek (direct-to-consumer - DTC tesztek) a genetikai

tandcsadashoz kapcsolodd jogi tényezok ujragondolasat is megkivanjak, illetve 0 tipusu
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problémakat gerjesztenek (példaul utolagos genetikai tanacsadas egy mar kézhez kapott
lelet birtokéban). Tekintve, hogy a nagy atereszté képességli genetikai vizsgalatok
eredménye nem bonthato le egyszerlien pozitiv vagy negativ teszteredményekre, hanem a
talalatok egy bizonyossagi szinthez kothetd spektrumon helyezkednek el, a teszt elvégzése
el6tt is mar sziikséges felkésziteni a pacienst a lehetséges kimenetelekre. Igy sszességében
egyes nézetek szerint az NGS technologidk elterjedése nem csupan kvantitativ, hanem
kvalitativ valtozasokat is hozott a genetikai tanacsadas gyakorlataban [59]. Az qj
generacids szekvenalasi eljardsokhoz kapcsolodd legfontosabb etikai kérdések kozt
emlithetjiik a véletlenszeri talalatok [56] és a bizonytalan szignifikanciaju talalatok
kérdését [60]. Tovabbi kérdéseket vet fel a klinikai vizsgalatok és klinikai kutatasok kozt
elmos6do hatar [61], valamint az eredmények id6rdl idore torténd feliilvizsgalatanak
sziikségessége [62]. Az eredmények megosztasa altalanossagban, illetve a csaladtagokkal,
mas kutatd intézményekkel, laboratéoriumokkal etikai és adatvédelmi szempontokbdl is
kihivast jelent [63]. Gyermekek esetében végzett nagy ateresztd képességli genetikai
vizsgalat a fentieken tal tovabbi kérdések megfontolasat is megkoveteli [64]. Ahhoz, hogy
a fenti kérdésekben megfeleld allasfoglalast lehessen megfogalmazni, a nemzetkdzi
iranyelveken tul sziikséges ismereteket szerezniink a hazai attitiidrél is, mivel Kozép-Kelet
Eurdopaban, illetve Magyarorszagon hasonld vizsgalatokrol kevés informacio all

rendelkezésre.
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III. CELKITUZESEK

Célkitlizéseinket az alabbi pontokban fogalmaztuk meg:

1. Az Gj generacios szekvenalas nyujtotta lehetoségek vizsgalata a klinikai diagnosztikdban
(Sanger vs. 0j generacids panel és teljes exom szekvenalasi vizsgalatok eredményességének

elemzése) spasticitas-ataxia spektrum betegségekben.

2. Hereditaer spasticus paraparesissel diagnosztizalt betegekben genetikai epidemioldgiai

vizsgalatok végzése.

3. Genotipus fenotipus Osszefiiggések vizsgalata spasticitas-ataxia spektrum betegségekben

(HSP, ALS, ataxia fenokopiak azonositasa).
4. Komplex mitochondrilis betegségben 0j gén azonositasa.

5. Magyar lakosok nagy ateresztd képességli genetikai vizsgalatok irant mutatott

attitlidjének elemzése, és az ehhez tarsulo etikai kérdések diszkuttalasa.
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IV. MODSZEREK
IV/1. Genetikai kutatas soran vizsgalt betegek
A genetikai vizsgalatok soran vizsgalt betegek minden esetben irdsos tajékozott
beleegyezést adtak. A genetikai vizsgalatok részben diagnosztikus céluak voltak, a
vizsgélatokra ETT TUKEB, vagy intézményi TUKEB etikai bizottsagi engedéllyel

rendelkeztink.

IV/1.1. Hereditaer spasticus paraparesissel diagnosztizalt betegek
A hereditaer spasticus paraparesissel diagnosztizalt betegek vizsgalati protokolljat a 3.

Abra mutatja be.

99 HSP proband
-34 proband- -34 proband-
SPAST Sanger szekvenalas célzott
l SPG7 p.Leu78* szekvenalas
-2 proband- -44 proband-
célzott SPG7 szekvenalas panelvizsgalat

mitokondrialis eltérések miatt

-11 ATL1, SPAST neg. proband-
exomszekvenalas

3. Abra: A hereditaer spasticus paraparesis genetikai vizsgalati protokollja

Az dbra a HSP genetikai vizsgalatok protokolljat mutatja be, az egyes vizsgadlatok szerint
megadva. A kiilonbozo vizsgalatokban részt vevo probandok szamanak osszege a teljes
kohortnal nagyobb szamot ad ki, mivel egyes esetekben (elsésorban a SPAST gén
szekvenadlds és SPG7 p.Leu78* variacié vizsgdlata esetében), egy probandndl tobb
vizsgalat is tortént, igy a csoportok részben atfedoek.

A HSP vizsgélatba bevont betegeket részben a Semmelweis Egyetem Genomikai Medicina
¢és Ritka Betegségek Intézetében vizsgaltuk, részben mas neuroldgiai intézetek altal
megkiildott mintakat vizsgaltunk a csatolt klinikai informaciok alapjan. A vizsgalatba

torténd bevonas kritériumai a kdvetkezok voltak: a fo prezentacios tlinet lassan progrediald

spasticus paraparesis, valamint a diagnosztikus vizsgalatokkal a masodlagos okok kizarasa.
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Egyértelmii klinikai kép esetében (fiatal kezdet, csaladi halmozodaés, tipusos klinikum)
elegendd volt a neurologiai vizsgalat, lehetdleg koponya MR lelettel. A teljes vizsgalati
kohort 99 probandbdl (60 férfi, 39 né, atlagéletkor 47,5 + 14,3 év, familiaritds a kohort
41%-4aban) allt, a vizsgalt csaladtagokkal egyiitt 111 fénél (65 férfi, 46 no, atlagéletkor 46,9
+ 14,9 év) torténtek genetikai vizsgalatok. A SPAST gén Sanger szekvenalasat 34 proband
(20 férfi, 14 no, atlagéletkor 48,1 £ 13,1 év, familiaritdas 38%) esetében végeztiik el.
Tizenegy esetben, ahol nem talaltunk SPAST és ATL1 variaciot teljes exom szekvenalast
végeztiink (8 férfi, 3 nd, atlagéletkor 49,8 + 10,2 év, familiaritds 55%). Két esetben, az
izombiopszias mintaban talalt mitochondrialis eltérések miatt, célzott SPG7 szekvenalas
tortént (sporadikus esetek, 62 éves férfi, 63 éves nd). Panelvizsgalatot 44 probandnal (27
férfi, 17 nd, atlagéletkor 46,8 + 14,6 ¢év, familiaritds 45%) végeztiink, akiknek korabban
mas HSP irdnyt genetikai vizsgélata nem volt. Tovabbi 34 probandnal (19 férfi, 15 nd,
atlagéletkor 46,0 = 13,5 ¢év, familiaritds 32%) célzottan vizsgaltuk az SPG7 p.Leu78*

varians jelenlétét a masodik exon Sanger szekvenalasaval.

IV/1.2. Ataxia prezentacios tiinettel indulo HSP esete
Egy 18 éves férfi beteg esetében, akinél cerebellaris ataxia tiinetei jelentkeztek 11 éves

koraban, a molekuldris etioldgia tisztdzasa érdekében, teljes exom szekvenalast végeztiink.
A teljes exom szekvenalast megel6zd célzott genetikai vizsgalatok negativak voltak. A

proband mellett a tiinetmentes sziiloket is szekvenaltuk, azaz trio vizsgalat tortént.

IV/1.3. Amyotrophias lateral scelorissal diagnosztizalt betegek
A hereditaer spasticus paraparesissel diagnosztizalt betegeken kiviil tovabbi 14 motoneuron

betegséggel diagnosztizalt beteg (9 n6, 5 férfi) panelvizsgalatat végeztiik el. A 14 beteg
koziil 13 betegnél kevert motoneuron érintettség volt taladlhatd, az El Escorial kritériumok
szerint amyotrophias lateral sclerosis volt valosziniisithetd. Egy beteg feltételezetten primer
lateral sclerosisban szenved. A betegek atlagéletkora 50.8 + 11.8 év volt, mig az atlagos
betegségkezdet 47.8 £ 11.4 év.

IV/1.4. Komplex mitochondrialis fenotipussal rendelkezé csalad
Egy komplex mitochondrialis fenotipussal (myopathia, ataxia, pszichiatriai, endokrin

tiinetek, minor malformatiok) jelentkezé csalad esetében az 53 éves probandndl, annak
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tiineteket mutat6 lanyanal és a tiinetmentes paternél teljes exom szekvenalast végeztiink a
molekularis etiologia tisztazasara. A megel6z0 célzott genetikai vizsgalatok MtDNS

mutaciot vagy mtDNS deletiot nem igazoltak sem a vér-, sem az izomszdvettani mintakban.

IV/2. Kérddivet Kitolto egyének Kkivalasztasanak modszertana:

Kérdoéiviinket papir alapon illetve online kérdéiv formajaban terjesztettiik. Neurogenetikai
szakrendelésiinkon papir alapt kérddivet terjesztettiink a betegek, illetve a kisérd
hozzatartozok kozott. A megegyez6 felépitést kérdéiv online is elérhetd volt, ennek web
linkjét email-ben kikiildtiik azon betegeinknek, akik korabban azt megadtdk Intézetiink
szdmara. A web linket szocialis médian keresztiil is elérhetdvé tettiik. Tovabbi kérddiveket
gyljtottiink neurogenetikai kurzusunkon részt vevé medikus hallgatoktol, valamint az éves
nyilt kurzusunkon megjelend résztvevok kozott. A kérdoiv kitdltése onkéntes és névtelen
volt. A kérddiv kitoltése elott tajékoztatd szerepelt, a vizsgalatban részt vevok a kérddiv
kitoltésével adtak beleegyezésiiket. A vizsgalathoz kutatas etikai bizottsagi engedély allt

rendelkezésiinkre.

IVV/3. Diagnosztikai vizsgalatok
A genetikai kutatasba részben sajat ambulanciakrol, részben Intézetiinkkel kollaboracioban

allo intézetekbdl vontunk be betegeket. Minden beteget neuroldégus szakorvos vizsgalt,
sziikség esetén tovabbi diagnosztikus vizsgalatok torténtek, tgymint pszichiatriai, rutin
laboratoriumi, immunszerologiai, altalanos liquor és liquor immunoldgiai vizsgalat,
neuroradiologiai (CT, MRI), elektrofiziologiai (ENG, EMG, kivaltotott valasz) vizsgalat,
izom biopsia. A nem egyértelmlien csaladi halmozodast mutato HSP betegek esetében
kizarasra keriiltek a metabolikus okok (B12, folsav hiany), autoimmun etiologia (primer
progressziv sclerosis multiplex), strukturalis laesiok, illetve EMG vizsgalat tortént az ALS
kizarasara.

IV/4. Genetikai laboratoriumi vizsgalo modszerek

A genetikai vizsgalatokhoz a DNS izolalas vérbdl tortént ,,QlAamp DNA blood kit”
segitségével, a gyarto utasitasai szerint (QIAgen, Hilden, Germany).
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IV/4.1. Sanger szekvenalas
A HSP kohortban 15 probandnal a SPAST és ATL1 gének konvencionalis Sanger

szekvenalasat kiilfoldi laboratorium végezte: CENTOGENE AG, Rostock, Németorszag.
Tovabbi 19 esetben a Genomikai Medicina és Ritka Betegségek Intézetében tortént a
SPAST gén szekvenalasa. Két probandndl az SPG7 gén teljes szekvenalasat a
CENTOGENE AG, Rostock, Németorszag végezte, mig 34 probandnil a masodik exon
szekvenalasaval a Genomikai Medicina és Ritka Betegségek Intézetében célzottan
vizsgaltuk az SPG7 p.Leu78* varians jelenlétét. Sanger szekvenalédst alkalmaztunk az 1;j
generacios szekvenalas altal detektalt variansok konfirmaldsara, valamint a szegregacios
vizsgalatok soran. Az Intézetiinkben végzett Sanger szekvenalasok esetében a
szekvenalashoz ABI Prism 3500 DNS szekvenatort (Applied Biosystems, Foster City,
USA) hasznaltunk. A Sanger szekvendlds soran alkalmazott primerek listaja a

http://semmelweis.hu/genomikai-medicina/dokumentumok linken érhetd el. A

szekvencidkat a human referencia genomhoz hasonlitottuk az NCBI Blast programjaval

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

IVV/4.2. Hereditaer spasticus paraparesis panelvizsgalat Illumina MiSeq platformon
A HSP vizsgalatban 44 probandnal végeztiink panel szekvenaldst. A szekvendlds egy

altalunk tervezett Agilent Haloplex, illetve Agilent Sureselect QXT konyvtarkészitd
reagenssel tortént, a gyartd elbirasai szerint, Illumina MiSeq platformon a Semmelweis
Egyetem Genomikai Medicina és Ritka Betegségek Intézetében. Az Osszeallitott panel (3.
Tablazat) jelent6s szami HSP-asszocialt gén mellett a differencial diagnosztikaban fontos

egyes géneket is lefedi.

3.Tablazat: A HSP-ALS panelvizsgalat altal lefedett gének listaja fenotipus szerinti
bontasban

Elsédlegesen HSP-hez kotott AP4B1; AP5Z1; ATL1; BSCL2; CYP7B1; DDHD1; DDHD2; ERLINZ;
gének: FA2H; GJC2; HSPD1; KIAA0196; KIF1A; KIF5A; L1CAM; NIPA1;
PLP1; PNPLAG; REEP1; RTN2; SLC16A2; SLC33A1; SPAST; SPG11,
SPG20; SPG21,; SPG7; ZFYVE26; ZFYVE27

Elsédlegesen ALS-hez kotott ALS2; ANG; C90RF72; FUS; OPTN; SETX; SOD1; TARDBP; VAPB
gének:

Differencial diagnosztikailag szoba jovo gének:

Nuklearisan kodolt mitochondrialis | POLG; COX15; NDUFS1; NDUFS7; NDUFS8; NDUFV1
gének
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2-methyl-3-hydroxybutyryl-CoA HSD17B10
dehidrogenaz hiany

Adrenalis hyperplasia 1 STAR
Alpha-methylacyl-CoA racemaz AMACR
hiany

Also végtagi dominancidjo spinalis | BICD2
muscularis atrophia 2 (SMALED)

Autoszomalis dominans opticus OPA3
atrophia 3 (OPA3)

Familiaris Alzheimer kor 3 PSEN1
Friedreich ataxia FXN
Hyperornithinaemia- SLC25A15

hyperammonaemia-
homocitrullinuria (HHH)

syndroma

Izolalt szulfit oxidaz hiany (ISOD) | SUOX
Korai infantilis epilepsias SLC25A22
encephalopathia 3 (EIEE3)

Krabbe betegség GALC
Spasticus ataxia Charlevoix- SACS
Saguenay (ARSACS)

Spinocerebellaris ataxia 3 (SCA3) | ATXN3
X-hez kotott ABCD1

adrenoleukodystrophia (X-
ALD)/adrenomyeloneuropathia
(AMN)

X-hez kotott sideroblastos anaemia | ABCB7
és ataxia (XLSA/A)

IV/4.3. Az exomszekvenalas laboratoriumi médszerei
A HSP vizsgalat soran 9 probandnal, akiknél az ATL1 és SPAST szekvenalds negativ volt,

teljes exom szekvenalds tortént. A teljes exom szekvenalas ebben a kohortban Illumina
HiSeq platformon, Agilent Sureselect Human All Exon V4 capture kit segitségével tortént
kollaboracioban: Hussman Institute for Human Genomics, Miller School of Medicine,
Miami, Florida, USA. A komplex mitochondrialis fenotipussal rendelkez6 csalad esetében
az exomszekvenalast a Debreceni Egyetem Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézetével
kollaboracioban végeztiikk. A konyvtarkészitési 1épések NimbleGen SeqCap EZ Human
Exome Library v3.0 Kit (Roche) capture kit felhasznalasaval torténtek. A szekvenalas
Illumina HiScanSQ platformon tortént. A cerebellaris ataxiaval vizsgalt beteg esetében a

Semmelweis Egyetem Genomikai Medicina és Ritka Betegségek Intézetében végeztiik a
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teljes exom szekvenalast Nextera Rapid Capture kit (Illumina) felhasznalasaval, Illumina
HiSeq2500 platformon.

IV/5. Az ij generacié szekvenalasi eljarasok soran alkalmazott elemzési
modszerek

IV/5.1. Hasznalt szoftverek
A futdsokbol szarmazd FASTQ file-ok mindségi ellendrzésére a FastQC programot

hasznaltuk (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). A HSP és ALS
panelvizsgalatok esetében a MiSeq futdsbol szdrmazdé FASTQ fajlok illesztési ¢és
varidnshivasi 1épéseit az Agilent Surecall v2.1 szoftverrel végeztiik, gyari Haloplex
beallitasi paraméterekkel. A SureCall szoftverben a BAM file-ok vizualizalasa is
lehetséges, illetve a lefedettségi adatok is kinyerhetéek. A Hussmann intézetben tortént
exom vizsgalatok esetében az illesztési 1épések BWA szoftverrel [65], a varanshivas 1épései
a GATK ajanlasai [66] szerint torténtek, a lefedettségi adatok a GEM.app szoftverbol [67]
szarmaznak. A komplex mitochondrialis fenotipussal jelentkez6 csalad esetében az
illesztési 1épések a BWA szoftverrel, a varianshivas a Samtools szoftverrel tortént [68,69].
A cerebellaris ataxiaval vizsgalt betegnél, a Genomikai Medicina Intézetben tortént teljes
exom szekvenalasok esetében a FASTQ file-ok feldolgozasa az Illumina Basespace 'TBWA

Enrichment’ programjaval (https://basespace.illumina.com/apps/2906905/BWA-

Enrichment?preferredversion) tortént, amely BWA-GATK pipelinet alkalmaz. A varians
file-ok (VCF) annotalasara az SnpEff [70] , SnpSift [71] szoftvert alkalmaztuk. A variansok

szlirésére a Gem.app, SureCall, valamint a Budapesti Miiszaki és Gazdasdgtudomanyi
Egyetem, M¢éréstechnika ¢és  Informdciés Rendszerek  Tanszékén  fejlesztett
’VariantAnalyzer’ szoftvereket alkalmaztuk. A fenotipus alapjan a varianssziirést segité
Exomiser programot is alkalmaztuk [72]. A splice site mutaciok elemzéséhez a "Human
Splicing Finder’ (HSF3) szoftvert [73], valamint az Alamut programot (Interactive

Biosoftware) hasznaltuk.

IV/5.2. A variansok sziirése soran hasznalt médszertan
A variansok szlirése soran a kovetkezd elveket kovettiik: 1.) Ismert pathogén variansokra

torténd sziirés. Ennek soran a HGMD 2015.1 adatbazist [74], illetve a ClinVar adatbazisat
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[75] hasznaltuk. 2.) Nagy és kozepes hatasu variaciok (stop variaciok, frameshiftet okozo
insertiok, deletiok, splice variaciok, missense variaciok) megtartisa. 3.) 5% minor allél
frekvenciaval bir6 variaciok kizarasa, illetve a belsé adatbazisunkban tobbszordsen
elé6forduld variaciok kizarasa. 4.) A proteinfunkciot megvaltoztatd varidansok megtartasa. A
nonsense mutacidkat és kereteltolodast eredményezd insertiokat, deletiokat, amennyiben a
klinikumnak megfelelé génben, a feltételezett Oroklésmenetnek megfeleléen voltak
megtalalhatéak pathogénnek tekintettilk. A nem szinonim, aminosavcserét eredményezo
variaciokat a proteinpredikcios szoftverek (SIFT [76], Polyphen2 [77], GERP [78],
MetaSVM [79]) altal adott pontszamok alapjan priorizaltuk. 4.) Az oroklésmenetnek
megfelelden szegregald variaciokra torténd sziirés. 5.) Az OMIM adatbazisban (McKusick-
Nathans Institute of Genetic Medicine, Johns Hopkins University (Baltimore, MD), 2017.
https://omim.org/) szereplé gének elényben részesitése. 6.) Tovabbi manualis sziirés
fenotipus alapjan, illetve Exomiserrel segitett sziirés fenotipus alapjan. A variansok Klinikai
hatasanak végsé értékelése soran az American College of Medical Genetics ajanlasat [54]

kovettiik.

IV/6. A felmérés alapjat képezé kérdoiv felépitése:

Kérddiviink magyar nyelven irédott. A kérddiv dsszesen 37 kérdésbol (Q1-Q37) épiilt fel,
amelyen beliill 6sszesen 72 alkérdést tartalmaz (42 egyszeres valasztas, 6 nyilt kérdés, 3
tobbszords valasztasi kérdés, 21 skala). Szerkezetét tekintve 6t kérdéskort érintettiink. Az
elsé rész a kitdltd szociodemografiai jellemzdire kérdez rd. A madsodik rész a kitoltd
genetikai ismereteire, altalanos genetikai fogalmakra kérdez ra. A harmadik rész a genetikai
tesztek kérésével kapcsolatos attitlidre fokuszal. A negyedik rész a genetikai tesztek
eredményeivel, véletlenszerli taldlatokkal, az 6todik rész pedig genetikai eredmények,
mintdk megosztasaval kapcsolatos kérdéseket tartalmaz. A teljes kérd6iv a

http://semmelweis.hu/genomikai-medicina/dokumentumok linken talalhato meg.

Két kérdéscsoportbol (Q10, Q12) a tovabbi adatfeldolgozds céljara két 0Osszesitd
pontszdmot hoztunk létre. Az elsé kérdéscsoportban (Q10) kilenc fogalom pontozasat
kértiik a kitoltétol attol fliggden, hogy sajat bevallasa szerint mennyire érti meg az adott

fogalmat (10-es pontszam, ha teljes mértékben érti, 1-es pontszam, ha egyaltalan nem érti
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az adott fogalmat). A pontszamok Osszeadasaval (komplett kitoltés esetén) egy 10 és 90
kozotti szamot kaptunk, amelyet ,,0nértékeld genetikai ismeret” pontszamnak neveztiink.
Az irodalomban fellelheté objektiv illetve szubjektiv genetikai ismeret pontszamokat [80—
83] nem alkalmaztuk, mivel ezek heterogének, és magyar nyelven nem all rendelkezésre
validalt genetikai tudast felmérd skala. Célunk ezekkel szemben az volt, hogy felmérjiik, a
kitolté taldlkozott-e korabban a kérddivben hasznalt, illetve a genetikai tesztekkel

kapcsolatban gyakran hasznalt fogalmakkal.

A masodik kérdéscsoportban (Q12) 10 jelleg osztalyozasat kértiik 1-4-ig terjedd skalan,
annak megfelelden, hogy a kérddivet kitoltd személy szerint milyen erds genetikai
meghatarozottsaga van az adott jellegnek (1: nincs genetikai hatas, 2: kismérték{i genetikali
meghatarozottsdg, 3: nagymértéki genetikai meghatarozottsdg, 4: teljes mértékben
genetikailag meghatarozott jelleg). Egyes jellegek tudoményos szempontbol ismerten
genetikailag meghatarozottak, vagy nagymértékben genetikailag meghatarozottak, azonban
a pontozasnal nem ezt vettiik figyelembe. Ehelyett a pontszamok 0sszegét szamoltuk,
amelyet ,,genetikai meghatarozottsag” pontszamnak neveztiink. Teljes kitoltés esetén ez 10-
40 pont kozott valtozik. A valaszadok csoportjat 30-as pontszdm levagasi hatarnal
dichotomizaltuk, mivel a 30-as pontszadm esetén a kit6ltdé minden jelleget er6sen vagy

teljesen genetikailag meghatarozottnak vélt.

IV/7. Statisztikai modszerek:

A statisztikai szamitasokat IBM-SPSS 21.0 szoftver segitségével végeztiik el. Azokat a
személyeket, akik egyes kérdéseket nem valaszoltak meg, csak az adott kérdés elemzésébdl
zartuk ki. A prevalenciat szdzalékokban mértiik. A bindris adatok elemzése soran chi-
négyzet probat és binaris logisztikus regressziot (esélyhanyados 95%-0s konfidencia
intervallum, p <0.05 szignifikancia szint mellett) alkalmaztunk. Kruskal-Wallis tesztet
alkalmaztunk annak megitélésére, hogy a végzettség és az ,,0nértékeld genetikai ismeret”
pontszam kozott Osszefiiggés fennall-e. Az ,,0nértékeld genetikai ismeret” pontszdm
valamint a foglalkozads (egészségligyi vagy nem egészségligyi) kozotti Osszefiiggés
vizsgalatara Mann-Whitney U tesztet alkalmaztunk. Mann Whitney U tesztet alkalmaztunk

annak vizsgalatara, hogy az ,,0nértékeld genetikai ismeret” pontszam megoszlasa azonos-€
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a 30 feletti illetve alatti ,,genetikai meghatarozottsag” pontszammal rendelkezé egyének

kozott.

A kozvetleniil a fogyasztok altal indikalt (DTC) vizsgalatok irant mutatott pozitiv attitidot
meghatarozo prediktorok vizsgalatara tObbvaltozos binaris logisztikus regresszids modellt
épitettiink fel. Ennek soran harom kérdést valasztottunk ki a kérd6ivbol, amelyek leginkabb
Osszefliggésben vannak a DTC vizsgalatokkal: (1) Q16: Elfogadhatonak tartja-e genetikai
tesztek kereskedelmi forgalomban térténé megvételének lehetdségét? (2) Q18: Kérne-e On
széles kor(i genetikai tesztet csupan kivancsisagb6l? (3) Q19.4: Kérne-e genetikai
vizsgalatot egészségesen, orvosi vizsgalat nélkiil érdeklddésbdl, szarmazasa

megismerésére?
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V. EREDMENYEK

V/1. A genetikai vizsgalatok eredményei 6rokletes neurodegenerativ
betegségekben

V/1.1. A HSP betegek klinikai jellemz6i
A 111 HSP beteg koziil komplex hereditacr spasticus paraparesist (CHSP) 47 esetben

diagnosztizaltunk. A komplikalé neurologiai tiinetek gyakorisdgi megoszlasat a 4. Abra
mutatja be. A leggyakoribb komplikal6é neurologiai tiinetek cerebellaris érintettségre utaltak
(ataxia, intentios tremor). Ezek 21 betegnél voltak jelen. Emellett gyakori tarsul6 tiinet volt
a klinikai szintli kognitiv hanyatlas, amely 10 betegnél fordult el6. Az enyhe foku, ENG
vizsgalattal detektalt, axonalis neuropathia nem jelent komplikalt HSP-t, azonban 10 beteg
esetében a neuropathia klinikailag is jelentkezett (distalis paraesthesia, distalis izomatrophia
formajaban). Hypacusis 4 mig epilepsia 3 beteg esetében volt jelen. Két beteg esetében
Parkinsonismus tiinetei tarsultak. Major pszichiatriai zavar két beteg esetében komplikalta a
klinikai képet, egy esetben dadogas tarsult. Két-két betegnél opticus atrophia, illetve
autonom diszfunkcio volt jelen. Négy betegnél voltak jelen malformatiok: az egyik proband
esetében dysmorphias arc, egy proband esetében macrocephalia, egy proband esetében
elallo fiillek és synophris, mig egy proband esetében Dandy Walker malformatio. A
koponya MR-en a leggyakoribb eltérés a cerebellaris atrophia volt, amely 7 beteg esetében
keriilt leirasra. Enyhe, periventricularis fehérallomanyi jelzavart 3 beteg esetében irtak le,
mig diffazabb, illetve nem periventricularisan megjelend jelzavar 6 beteg esetében kertilt
leirasra. Corpus callosum atrophia négy beteg esetében volt jelen. Két beteg esetében a
pyramispalya hyperintensitasa abrazolodott. A betegségkezdet a neonatalis korban
megjelend tlinetek és 65 év kozott valtozott, atlagosan 28,6 £ 17,4 év volt. Csaladi
halmozodas 41 proband esetében volt jelen, 19 esetben autoszomalis dominans
oroklésmenet volt  valosziniisithetd. Valoszintisithetden autoszomdlis  recessziv

oroklésmenet harom esetben volt jelen, mig tovabbi 19 esetben az droklésmenet nem volt
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egyértelmii (tdvoli rokon volt érintett, vagy a csaladi anamnesis alapjan nem egyértelmiien

eldonthetd az 6roklésmenet, vagy a fenotipus nem volt egyértelmii a rokonnal).

H cerebellaris tiinetek

M kognitiv deficit

¥ neuropathia

® hypacusis

H malformatio

u epilepsia

™ pszichiatriai tlinet

® Parkinsonismus
opticus atrophia

W autonom diszfunkcié

4. Abra: Az egyes klinikai tiinetek eléfordulasi gyakorisiga cHSP esetén

V/1.2. Hereditaer spasticus paraparesisben azonositott genetikai eltérések megoszlasa,
az egyes vizsgalomodszerek talalati aranya
Célzott SPAST szekvenalas 34 probandnal tortént. Ebben a kohortban hét esetben (20,6%)

azonositottunk pathogén variaciot a SPAST génben. Két proband esetében az izombiopsids
mintaban megjelend mitochondrialis eltérések miatt célzott, teljes SPG7 gén szekvenalas
tortént. Az egyik proband esetében igazolodott pathogén variacié az SPG7 génben.
Tizenegy proband esetében, akiknél mind a SPAST, mind az ATL1 gén szekvenalasa soran
pathogén variacié nem volt jelen, exomszekvenalas tortént. Az exomszekvenalas soran két
proband esetében pathogén SPG11 varidciokat, egy proband esetében pathogén SPG7
variaciokat, és egy proband esetében adrenomyeloneuropathiat (ABCD1 variacio)
azonositottunk. Exomszekvenalds révén tehat a SPAST, ATL1 negativ probandok 36,4%-
aban tudtuk tisztazni a genetikai hatteret. Panelszekvenalds (el6zetes SPAST és ATL1
szekvenalas nélkiil) 44 probandnal tortént. Ebben a kohortban 13 probandnal (29,5 %)

rrrrrr
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probandnal végeztiik el. Egy esetben (2,9%) homozigota formaban talaltuk meg az eltérést.
Osszesitve a teljes HSP kohortban 26 probandnal (26,3%) tisztdzodott a betegség genetikai
hattere. Mutacidé frekvenciara vonatkozo kovetkeztetéseket csak a panelszekvenalasi
kohortb6l lehet levonni, azonban Osszességében leggyakrabban a SPAST génben
azonositottunk pathogén variaciot. A HSP génekben tizenegy, korabban az irodalomban
nem leirt pathogén vagy valosziniileg pathogén variaciot azonositottunk. A pozitiv talalatok
génenkénti megoszlasat az 5. Abra mutatja, mig az azonositott varidciokat és tarsuld
fenotipust az 4. Tablazat foglalja 6ssze. Az 5. Tablazatban az jonnan detektalt pathogén

vagy valosziniileg pathogén variaciok keriilnek leirasra.
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4. Tablazat: A HSP kohortban azonositott variaciok osszefoglalé tablazata

AD = autoszomalis dominans, AR = autoszomalis recessziv, f= férfi, HEMI = hemizigota, HET = heterozigota, HOM =
homozigota, n= né

Proband Gén Transzkript Mutacid Zigodcia dbSNP Hivatkozas Familiaritas Fenotipus

(neme) NM_ Kezdet: év
"HSP-P1  ATL1 0159154  ¢715C>T  HET  rsl19476046 [84] @ AD  pHSP

) (p.Arg239Cys) Kezdet: 1.5

HSP-P2 SPAST  014946.3 c.1684C>T HET N/A [85] AD pHSP

(n) (p.Arg562%) Kezdet: 43

HSP-P3 SPAST  014946.3 €.1684C>T HET N/A [85] sporadikus pHSP

(n) (p.Arg562*) Kezdet: 2

HSP-P4 SPAST  014946.3 €.1684C>T HET N/A [85] sporadikus pHSP

) (p.Arg562*) Kezdet: 52

HSP-P5 SPAST 014946.3 €.1841 1842delCC HET N/A Nincs AD cHSP

(n) (p.Thr614Asnfs*16) Kezdet: 29

HSP-P6 SPAST  014946.3 c.1304C>T HET N/A [86] AD cHSP

(f) (p.Pro435Leu) Kezdet:1.5

HSP-P7 SPAST  014946.3 €.1608_1615del HET N/A Nincs AD pHSP

(n) (p.Leu537Asnfs*3) Kezdet: 3

HSP-P8 SPAST  014946.3 €.1291C>T HET N/A [86] AD pHSP

) (p.Arg431%) Kezdet: 25

HSP-P9 SPAST 014946.3 €.1282G>C HET N/A Nincs sporadikus CHSP

(n) (p.Ala428Pro) Kezdet: 16
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W SPAST

u SPG7

mSPG11

H ABCD1

B ATLI

m NIPA1

B GALC

W FA2H

5. Abra: Az azonositott genetikai okok gyakorisag szerinti megoszlisa

5. Tablazat: Az ujonnan azonositott pathogén vagy valésziniileg pathogén variaciok

Variacio Polyphen2 ~ GERP++ ACMG
HDIV _pred RS Klasszifikacio

SPAST NM_014946.3:c.1459A>G 0 (D) 0.999 (D) 5.38 valoszinii
(p.Asn487Asp) pathogén

SPAST NM_014946.3:¢c.1282G>C 0.05 0.995 (D) 5.62 val6szini
(p.Ala428Pro) (D) pathogén

SPAST NM_014946.3:c.1841 1842del N/A N/A N/A pathogén
(p.Thr614Asnfs*16)

SPAST NM_014946.3:c.1608_1615del N/A  N/A N/A pathogén
(p.-Leu537Asnfs*3)

SPAST NM_014946.3:c.1536+1G>A  N/A N/A 5.13 pathogén

SPAST NM_014946.3:c.1004+1G>A  N/A N/A 5.31 pathogén

SPG11 NM_025137.3:c.4390_4427del N/A  N/A N/A pathogén
(p.Lys1464Serfs*25)

SPG11 NM_025137.3:c.663G>A N/A  N/A 5.93 pathogén
(p.Trp221*)

NIPAL NM_144599.4:c.731A>G 0 (D) 0.999 (D) 5.7 valoszini
(p.GIn244Arg) pathogén

ABCD1 NM_000033.3:¢c.1553G>C 0(D) 1(D) 493 pathogén
(p-Arg518Pro)

FA2H  NM_024306:c.721A>T N/A  N/A 4.25 pathogén

(p.Lys241%*)
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V/1.3. Genotipus-fenotipus osszefiiggések HSP-ben

V/1.3.1. Pathogén SPAST varidcioval rendelkezd betegek
Pathogén SPAST variacidt 19 betegnél (12 proband) azonositottunk. Az érintett betegek

kozil 15 esetben (79%) pHSP volt jelen, négy betegnél cHSP (21%). Nyolc proband
esetében (66,7%) familidris halmozddas (autoszomadlis domindns oroklésmenet) volt
azonosithatd. A komplex fenotipussal rendelkez6 betegek koziil az egyik proband esetében
(HSP-P6) ismerten pathogén p.Pro435Leu variaciot [86] detektaltunk. Ennél a probandnal
korai kezdeti HSP (1,5 éves korban) jelentkezett, amelyet ataxia illetve relativ
macrocephalia kisért. Koponya MRI vizsgalata periventricularis, valamint insularis
fehérallomanyi laesiokat detektalt. Egy probandnal (HSP-P9) az irodalomban korabban
nem kozolt, SPAST Ala428Pro variacio mellett a HSP tiineteit megel6zden 16 éves koraban
hangulatzavar jelentkezett. Intrafamiliaris heterogenitas volt észlelhet6 a SPAST
p.Thr614Asnfs*16 frameshift deletio mellett. A probandnal (HSP-P5) enyhe végtag- és
jarasi ataxia volt jelen, mig két érintett csaladtag esetében pHSP. A SPAST variacioval
rendelkezd betegek esetében az életkori kezdet szintén jelentds varidciot mutatott. A
betegség kezdet 1,5 éves és 52 éves kor kozott valtozott, atlagosan 17,86 = 17,11 év volt.
Osszességében a SPAST varidciokat hordozo érintettek kozott jelentds inter-, és
intrafamiliaris heterogenitas volt megfigyelhetd a klinikai tiinetekben. Négy betegnél
(harom csaladbol) az ismerten pathogén p.Arg562* variaciot [85] azonositottuk. A betegség
kezdet 2, 29, 43 és 52 év volt az esetiikben. Az egyik csaladban a p.Arg562* variacio
mellett egy betegnél az ismert modifikalo variaciot: p.Serd4Leu [95] is detektaltuk. Ebben a
csaladban a modifikalo variaciot nem hordozé nébetegnél (HSP-P2) enyhe HSP tiinetek
voltak jelen, amelyek 43 éves kordban jelentkeztek. A modifikdld variaciot is hordozo
lanyanal a tiinetek mar sziiletésekor jelen voltak, equinovarus laballassal sziiletett, és 29
éves korara sulyos spasticitas fejlodott ki, kontraktaradkkal. Hairom proband esetében splice
variaciokat detektaltunk. Az irodalomban korabban pathogénként kozolt €.1494-2A>G
variacio [87] esetében sporadikusan jelentkezett a betegség (HSP-P12). Az irodalomban
korabban nem leirt SPAST ¢.1004+1G>A variacié esetében (HSP-P13) autoszomalis
dominans 6roklésmenet volt jelen. A probandnal 44 éves korban kezdddott a betegség, mig

érintett (genetikailag nem igazolt) édesanyjanal 35 éves korban, 6ccsénél 45 éves korban.
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Az irodalomban nem ismert SPAST c.1536+1G>A variacido esetében (HSP-P10) a
probandndl 10 éves korban jelentkeztek tiinetek. A proband korabban exitalt apai nagyapja
szintén ¢érintett volt, azonban édesapjanal nem voltak jelen tiinetek. Szegregacids
vizsgalatot csak a sziiloknél tudtunk végezni, a proband édesapja hordozta a variaciot. A
Human Splicing Finder (HSF3) szoftverrel végzett elemzés a splice donor site karosodasat
mutatta, mig az Alamut szoftver a 13-as exon skippingjét prediktalta. Ezek alapjan

csokkent penetranciat valoszinlsitiink a SPAST ¢.1536+1G>A variacio esetében.

V/1.3.2. Pathogén ATLI variaciéval rendelkezd beteg
A kohortban egy betegnél (HSP-P1) azonositottunk pathogén ATL1 varianst. A csaladi

halmozodas alapjan autoszomalis dominans Oroklésmenet volt valoszinisithetd. A
probandndl 1,5 éves korban indultak a tiinetek, pHSP-nek feleltek meg. Az azonositott
varians (heterozigdta p.Arg239Cys) az irodalomban kordbban kozolt ismert pathogén
varians [84].

V/1.3.3. Pathogén NIPAI varidcioval rendelkezd beteg

Egy esetben (HSP-P14) azonositottunk NIPAL pathogén varianst a HSP hatterében. Egy
autoszomalis dominans csaladi halmozddasa esetben korabban az irodalomban nem ko6zolt
heterozigota p.GIn169Arg variaciot azonositottuk. A férfi proband tiinetei 1,5 éves kordban
jelentkeztek, komplikald neuroldgiai tiinetei nem voltak. Harom érintett gyermeke (20 és
17 éves fia, 15 éves lanya) heterozigota statusban hordozza a detektalt varidnst. A

gyermekeknél szintén korai életkorban jelentkeztek tiinetek.

V/1.3.4. Pathogén SPG7 varidacioval rendelkezd betegek
A teljes kohortban Gsszesen hat probandnal azonositottunk pathogén SPG7 variaciot. COX

negativ rostok esetén végzett célzott teljes SPG7 szekvenalas két probandnal tortént, egy
probandnal (HSP-P15) heterozigota SPG7 (p.Leu78*) variacio igazolodott, mig a masik
probandban nem azonositottunk SPG7 varianst. A teljes exom szekvenaldson atesett
probandok (9 proband) koziil egy esetben (HSP-P16) azonositottunk pathogén SPG7
varianst (compound heterozigdta p.Leu78* ¢és p.Ala510Val varians), mig a
panelszekvenalason atesett probandok (44 proband) koziil 3 esetben (két esetben

homozigota p.Leu78* -HSP-P17, HSP-P18-, egy esetben -HSP-P20- compound
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heterozigdta p.Gly344Asp + p.Ala510Val varidns). Tovabbi 34 probandnal célzottan
vizsgaltuk az SPG7 p.Leu78* variaciot, amelyet egy esetben (HSP-P19) detektaltunk
homozigota formaban. Az ismert pathogén p.Leu78* wvarianst [88] tehat compound
heterozigota (egy proband), homozigota (3 proband) és heterozigdta statuszban (egy
proband) is detektaltuk, a hat SPG7 proband koziil 5 proband esetében volt jelen. Harom
esetben a betegség sporadikusan jelentkezett, egy esetben a csalddi anamnesis autoszomalis
recessziv OrOklésmenetre utalt, mig két esetben bizonytalan volt. A nagyobb exoni
deletiokat, duplicatiokat a COX negativ rostokkal rendelkezd p.Leu78* variaciot hordozé
proband esetében kizartuk (MLPA vizsgalat - CENTOGENE AG, Rostock, Németorszag),
azonban a tobbi probandnal nem vizsgaltuk. A betegségkezdet az SPG7 p.Leu78* variaciot
hordozo6 probandokban 31 és 49 év kozé esett. Komplikald neurologiai tiinetek két proband
esetében voltak jelen. Az egyik esetben (compound heterozigbta SPG7 p.Leu78* +
p.Ala510Val, HSP-P16) 46 éves korban jelentkeztek a tiinetek, és a HSP tiinetei mellett
alsé végtagi distalis paraesthesiak jelentkeztek. A proband batyja és apai nagybatyja szintén
érintett volt, de a szegregacios vizsgalatot nem tudtunk elvégezni. A masik esetben
(homozigdta p.Leu78* variacié, HSP-P19) a HSP tiinetei mellett a probandnal opticus
atrophia is ismert volt. A csaladi anamnesis (6 testvér koziil 3 érintett) autoszomalis
recessziv Oroklésmenetre utalt. Egy proband (HSP-P20) esetében az ismert pathogén
p.Ala510Val [89] és p.Gly344Asp [90] compound heterozigota variaciot detektaltuk. A
proband esetében cHSP-t diagnosztizaltunk. A HSP tiinetein kiviil ataxia, és enyhe frontalis
kognitiv deficit volt jelen, a betegség tiinetei 24 éves életkorban kezdddtek. Koponya MR
vizsgalata enyhe corticalis atrophiat mutatott. Az izombiopsias mintaban OXPHOS
deficitet jelzd szovettani eltérések nem voltak jelen. A csaladi anamnesis szerint édesanyja
szintén érintett, azonban a maternél csak genetikai vizsgalatot tudtunk végezni. A genetikai
vizsgélat alapjan heterozigdta formaban hordozza az SPG7 p.Gly344Asp varianst.

V/1.3.5. Pathogén SPG11 varidcioval rendelkezd betegek

A HSP kohortban két proband esetében compound heterozigota variaciokat azonositottunk
az SPG11 génben. Az els6 esetben (HSP-P21) egy ismert, korabban pathogénként kozolt
varians p.Glul1026Argfs*4 [91] és egy korabban nem ko6zolt varians (p.Lys1464Serfs*25)

volt jelen az SPG11 génben. A betegnél végtag ataxia, axonalis polyneuropathia, kognitiv
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hanyatlas komplikalta a képet. A sporadikus betegség 17 éves koraban jelentkezett. A
koponya MR vizsgalat elvékonyodott corpus callosumot igazolt. A masodik esetben (HSP-
P22) a korabban pathogénként kozolt p.Ser2278Leufs*61 varianst [92] és egy korabban
nem kozolt STOP varidnst (p.Trp221%*) detektaltunk heterozigdta statuszban. A csaladi
halmozddés a proband esetében autoszomalis recessziv oroklésmenetre utalt. Kilenc éves
koraban kognitiv hanyatlassal jelentkeztek tlinetei, késObb spasticus paraparesis tarsult,
stilyos axonalis neuropathia is kialakult. A koponya MR vizsgalat cerebellaris atrophiat és

elvékonyodott corpus callosumot igazolt.

V/1.4. Exomszekvenalassal, illetve panelvizsgalattal azonositott fenokopiak HSP-ben

V/1.4.1. Adrenoleukodystrophia/Adrenomyleoneuropathia
A HSP kohortban két proband esetében azonositottunk adrenomyeloneuropathiat (AMN).

Az elsd, férfi proband esetében (HSP-P23) egy korabban irodalomban nem leirt,
hemizigéta variacidt azonositottunk az ABCD1 génben: p.Arg518Pro. A betegség
sporadikusan jelentkezett a csaladban, 28 éves koraban. Kezdetben vizelettartasi nehézség,
majd kifejezett spasticus jaraszavar jelentkezett. A koponya MRI kezdetben eltérést nem
talalt. A 32 és 34 éves koraban késziilt nyaki gerinc MR CII-IV magassagban halvany
elmosodo elvaltozast irt le. A 36 éves kordban késziilt nyaki gerinc MR ThV magassagaban
elvékonyodott myelont (Smm-es atméro) irt le, de a myelonban jelzavar ekkor nem volt. A
somatosensoros kivaltott valasz vizsgéalat hats6 kotél laesiot, a motoros kivaltott valasz
vizsgalat a pyramis palya kétoldali mikodészavarat talalta. A funicularis myelosist
kizartuk, liquor vizsgalata eltérés nélkiili volt. Statuszdban myelon betegségre utalt a Th9
dermatomatol distalisan jelzett szimmetrikus hypaesthesia, azonban egyéb tekintetben
tiinetei HSP-nek megfeleltek. Polyneuropathiaja sem klinikailag, sem ENG vizsgalattal
nem igazolddott, adrenalis alulmiikodésre utald tiinetei nem voltak. A genetikai vizsgalat
eredményét az emelkedett VLCFA szintek igazoltak. A klinikai kovetése folyamén
fokozatosan kognitiv érintettség is megjelent. A 44 éves koraban végzett koponya MR
vizsgalat (6. Abra/A) mar kiterjedt fehérallomanyi eltéréseket mutatott periventricularisan
¢s a capsula interna hatsd szarat érintéen a T2 és FLAIR méréseken, amely a betegség

cerebralis transzformacidjara utal. A masodik esetben (HSP-P24) szintén sporadikusan
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jelentkezett a betegség. A férfi probandndl 30 éves életkorban jelentkeztek spasticus
paraparesis tiinetei, amelyek az évek alatt lassan progredialtak, késobb zavard mértékii
végtag ataxia jelentkezett. Koponya ¢és nyaki gerinc MR vizsgalata a tiinetek
jelentkezésekor korosat nem mutatott. A motoros kivaltott valasz vizsgalat a corticospinalis
palyarendszer miikddészavarat igazolta. A 43 éves koraban késziilt kontroll koponya MR
vizsgalat a FLAIR és T2 szekvencidkon a corticospinalis palyanak megfelelden
jelfokozodast mutatott (6. Abra/B). A HSP panelvizsgalat egy korabban pathogénként
kozolt STOP varianst (hemizigota p.Serd04*) [93] detektalt az ABCD1 génben. Az

adrenomyloneuropathia diagndzisat az emelkedett VLCFA szint megerdsitette.

V/1.4.2. Krabbe betegség
Egy proband esetében (HSP-P25) homozigota GALC pathogén variaciot azonositottunk a

spasticus paraparesis hatterében. A férfi proband tiinetei 19 éves koraban jelentkeztek, a
spasticus paraparesisen kiviil neuroldgiai korjele nem volt. Koponya MR vizsgalata (6.
Abra/C) a corticospinalis palyanak megfelelden, illetve a parietooccipitalis lebeny
fehérallomanyaban hyperintensitast mutattott FLAIR és T2 stlyozott felvételeken. ENG
vizsgalata sensomotoros demyelinisatios polyneuropathiat igazolt. A koponya MR alapjan
felmeriilt adrenoleukodystrophiat a VLCFA, a kortizol szint mérése, a genetikai vizsgalat
nem erdsitette meg. A panelvizsgalat a GALC génben egy ismert, korabban az irodalomban
pathogénkeént leirt homozigota variaciot detektalt: GALC p.Leu608Ser [94].

V/1.4.3. FAHN betegség
Egy beteg esetében (HSP-P26) compound heterozigdta variansokat azonositottunk a FA2H

neurodegeneration), illetve SPG35-el asszocialnak. A férfi proband tiinetei 52 éves koraban
kezdédtek kognitiv hanyatldssal, majd spasticus paraparesis, jarasbizonytalansag
jelentkezett. Koponya MR vizsgalata diffuz fehéradllomanyi karosoddst mutatott. Csaladi
anamnesise nem volt egyértelmi. A maternél idés korban dementia, anyai nagyanyjanal
idds korban pszichiatriai zavar jelentkezett. Harom gyermeke koziil az egyik lanyat major
depresszié miatt gondozzdk. A FA2H génben kordbban az irodalomban nem kozolt
varidnsokat detektaltunk. A p.Lys241* varians az ACMG kritériumok szerint pathogénnek

tekinthetd, azonban a mésodik detektalt varians (p.Ala302Val) bizonytalan szignifikancidju
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varidns. A csaladi szegregacios vizsgélatokat nem tudtunk kivitelezni beleegyezés hidnya

miatt.

6. Abra: A HSP-kohortban azonositott fenokopiakhoz tarsulé koponya MR képek

A) ABCDI p.Arg518Pro varians: axialis FLAIR sulyozott kép. B) ABCD1 p.Ser404*
varians: coronalis siku T2 sulyozott felvétel. C) GALC p.Leu608Ser varians: axialis T2
sulyozott képek.

V/1.5. Exomszekvenalas nem tisztazott hatteri cerebellaris ataxiaban

A 18 éves férfi beteg, 11 éves kordban induld, vizsgidlatakor mar zavard mértéki,
progressziv kézremegés miatt jelentkezett jard beteg rendelésiinkdn. A kézremegésen kiviil
tovabbi panaszként feledékenységet, valamint nyelési nehezitettséget, beszédének
megvaltozasat is emlitette. A heteroanamnesis szerint 15-16 éves kora ota észlelik a labak

,befelé fordulasat”, amely a jardsaban zavarja. Tavolabbi anamnesisében eseménytelen
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perinatalis id0szak, megfelel iitemben zajlé motoros fejlodés szerepelt. Az iskolat 8
évesen kezdte, iskolaérettségi vizsgalata kapcsan faradékonysagot, beilleszkedési zavart,
beszédzavara miatt logopédiai kezelést, hianyos altalanos tajékozottsagot, jobb-bal
tévesztést, figyelmi miikodés zavarat, térbeli orientdcios nehézségeket emlitenek. A
kézremegés jelentkezését megeldzd iskolai években mar észlelték fokozatosan romld
irasképét, dyslexiat, dysgraphiat, dyscalculiat allapitottak meg. Tobb alkalommal tortént
koponya MR vizsgalata (15, 18, 19 éves koraban). Ezeken az oldalkamrak pereme mentén
— kitlintetetten a frontalis kamraszarvak el6tt — FLAIR hyperintens jelzavar dbrdzolddott,
amely az évek alatt jelentds progressziot nem mutatott (7. Abra). Neurologiai vizsgalata
soran finom tekintés iranyu horizontalis nystagmust, enyhe fokt cerebellaris dysarthriat,
kétoldali felsé végtagi posturalis, intentiora kifejezetten fokoz6doé tremort, mindkét fels
végtagban dysdiadochokinesist, a bokaiziiletekben enyhe fokt (Ashworth 2) spasticitast
észleltiink. A betegnek paresise nem volt. A sajatreflexek testszerte kozepesen élénkek
voltak, pyramisjeleket nem észleltiink. A neuropszichologiai vizsgalat a beteg kordhoz
képest kifejezett memoriadeficitet, elsdsorban eldhivasi zavart, valamint az absztrakcios
képesség enyhe sériilését igazolta. Az altaldnos laboratoriumi paraméterek, hasi ultrahang
vizsgalat nem mutattak eltérést. A  szérum coeruloplasmin €és réz szint
referenciatartomanyon beliil volt. Szemészeti vizsgéalata nem igazolt eltérést, Kayser-
Fleischer gyliri nem volt jelen. A Serum oxysterol vizsgalata Nieman-Pick-C betegség
iranyaban nem igazolt eltérést. A felmeriild mitochondridlis betegség miatt elvégzett
izomszovettani vizsgalata (7. Abra) soran a fénymikroszkopos vizsgalat minor aspecifikus
elvéltozasokat igazolt. Az oxidativ enzimreakciok megoszlasa tobb festéssel is egyenetlen
volt, és tobb izomrostban apré vacuolak abrazolddtak. Az elektronmikroszkopia néhany
izomrostban a mitochondriumokat megnagyobbodottnak taldlta, benniilk amorph illetve
osmiophyl anyag felhalmozddasat lehetett észlelni. Osszességében az elvaltozasok
felvetették mitochondrialis betegség gyanujat, azonban a terheléses szérum laktat szintek
vizsgalata nem igazolt oxidativ anyagcsere karosodast és a mitochondrialis DNS-ben a hot

spotok helyén (mtDNA deletio, A3243G, C8344T, G893T) mutacidok nem igazolddtak.
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7. Abra: Cerebellaris ataxia miatt vizsgalt proband vizsgalati eredményei

A) A coronalis siku MR képen FLAIR szekvencian a frontalis kamraszarvak koriil
abrazolodik  hyperintensitas  (nyil). B) A COX festéssel késziilt keresztmetszeti
fénymikroszkopos izommetszeteken (10x nagyitas) egyes izomrost festodése halvanyabb
(csillag). C-D) Az elektronmikroszkopos felvételeken (20,000x nagyitds) helyenként
megnagyobbodott, illetve subsarcolemmalisan degenerdlt szerkezetii mitochondriumok
lathatoak (fekete nyil) (C), valamint intermyofibrillarisan a kis mitochondriumok
szomszédsagaban lipid vacouldk (fehér nyil) figyelheték meg (D).

Mivel az ataxia volt a legkifejezettebb prezentacios tiinet az SCAL,2,3,6,7, APTX, SETX,
TTPE, FRDA gének elemzését is elvégeztiik és azokban eltérést nem talaltunk. Az APTX,
SETX, TTPE, FRDA gének vizsgélata a PTE Orvosgenetikai Intézetében tortént. A fiatal
korban jelentkezd tremorra és a kognitiv funkciézavarra valo tekintettel az FMR1 gén

vizsgalatat is elvégeztiik, bar a klinikai kép nem volt a Fragilis X syndromara jellegzetes.

Ezt a gént is normalisnak talaltuk. Mivel az extenziv vizsgalatok sem tudtak tisztazni a
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betegség molekularis hatterét a beteg fiatal életkorara vald tekintettel teljes exom
szekvenalast végeztiink. Tizszeres lefedettség mellett az exomi régiok 88.2 (index), 88.8
(pater), 92.9%-a (mater), 20-szoros lefedettség mellett 64.3%, 73.6%, 83.0%-a Keriilt
szekvenalasra. Az atlagos lefedettség 28.6X (index), 38.5X (pater), 51.7X (mater) volt. Az
index paciens mintajaban alapveté mindségi szliréseket kovetden 28,763 exoni variacio
keriilt azonositasra. Az Exomiser programban ataxia [HP:0001251], intencids tremor
[HP:0002080], als6 végtagi spasticitas [HP:0002061] kifejezéseket megadva, 1% alatti
minor allél frekvencia hatart szabva, PhenlX algoritmus hasznalatdval 5838 varidns maradt
fent, amelyeket a program rangsorolt. A rangsor elsd 10 taldlatat a 6. Tablazatban

mutatjuk be, mig a manualis sziirés 1épéseit a 8. Abra mutatja.

6. Tablazat: Az Exomiser szoftver els6 10 gén talalata

AD = autoszomalis domindns, AR = autoszomalis recessziv, XLD = X-hez kotott dominans

Exomiser Asszocialt betegségek Oroklédés
ont

GJC2 ,996 Hypomyelinisatioval jar6 leukodystrophia 2 (HLD2) AR
Spasticus paraparesis 44 (SPG44) AR

ITPR1 0,957 Spinocerebellaris ataxia 29 (SCA29) AD
Spinocerebellaris ataxia 15 (SCA15) AD

ABCD1 0,887 Adrenoleukodystrophia (ALD) XLR
Adrenomyeloneuropathia (AMN) XLR

KIF1A 0,887 Spasticus paraparesis 30 (SPG30) AR
Hereditaer sensoros neuropathia 11C (HSN2C) AR

Autoszomalis dominans mentalis retardatio 9 (MRD9) AD
Hereditaer sensoros és autonom neuropathia 2 (HSAN2) AR

SPG11 0,865 Spasticus paraparesis 11 (SPG11) AR
Juvenilis amyotrophias lateral sclerosis (JALS) AR
AFG3L2 0,814 Spinocerebellaris ataxia 28 (SCA28) AD
Spasticus ataxia 5 (SPAX5) AR
WDR45 0,789 Agyi vastarolassal jaré neurodegeneracié 5 (NBIAS) XLD
POLG 0,631 Progressziv kiilsé szemizom bénulas (PEO) AD
Progressziv kiilsé szemizom bénulas (PEO) AR
Mitochondrialis DNS depletios syndroma 4A/4B AR
(MTDPS4A/4B)
Sensoros ataxia, neuropathia, dysarthria, AR
opthalmoparesis (SANDO)
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Exomiser Asszocialt betegségek Orokl8dés

pont
SETX 0,676 Amyotrophias lateral sclerosis 4 (ALS4) AD
Ataxia oculomotor apraxia 2 (AOA2) AR
CHD7 0,584 CHARGE syndroma AD
Hypogonadotrop hypogonadismus 5 (HH5) AD
Kallman syndroma AD
34,298 varians
Sz(irés: stop mutacio,
INDEL,
splice, missense variacio
11,962 varians
Kizaras: MAF >5%
2,684 varians
Szlirés: GERP> 3
Polyphen_HDIV > 0,15
SIFT < 0,05
\/
642 varians
Szlirés: compound /./’/! \\\__\_ Szlirés: homozigota
heterozigéta varidciok | | varidciék
e 7 ~
322 varians 124 varians
Szlirés: OMIM adatbazisban
szereplo gének
239 varians 96 varians

8. Abra: A variansok manualis sziirésének lépései

A manudlis sziiréssel 335 ritka, proteinszerkezetet potencidlisan megvaltoztatd varidcio
maradt fenn. A tovabbi Iépésekben a compound heterozigota 6roklésmenetnek nem ellent

mondd varidcidkat tovabb sziirtiik. Elényben részesitettilk azokat a varidnsokat, ahol
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azonosithatd volt, hogy az egyik heterozigota varians az egyik sziil6tdl, mig az egyazon
génben elhelyezkedd masik heterozigéta varians a masik sziilotol szarmazik. Az ezutan
fennmaradé (valodi) compound heterozigota és homozigdta varidnsokat fenotipus szerint
attekintve azonositottunk az SPG11 génben két kereteltolodassal jard6 INDEL-t (7.
Tablazat).

7. Tablazat. Manualis sziiréssel azonositott pathogén compound heterozigota

variaciok az SPG11 génben

Gén Transzkript Variacio (HGVS) Aminosav valtozas MAF | rs-szam

SPG11 | NM_025137.3 €.5128 5129delCA | p.Q1710fs*9 . .
SPG11 | NM_025137.3 ¢.3075dupA p.E1026fs*4 . rs312262752

A taldlatok koziil az elsédleges kandidans az SPG11 gén volt, amely az Exomiser altal
felallitott kandidans gén listaban az o6todik helyen szerepelt. A két variacido egy-egy
leolvasasi kereteltolodassal jaro INDEL, amelynek egyik tagja (p.E1026fs*4) ismerten
pathogén [96], a masik tagja az irodalomban eddig nem ismert eltérés. A Sanger
szekvenalassal tortént szegregacios vizsgalat konfirmalta a variacidk jelenlétét illetve, hogy
a két allél transz pozicidban helyezkedik. A kisziirt SPG11 gén ismeretében, a koponya MR
felvételeket ismételten megtekintve azonositottuk az elvékonyodott corpus calllosumot (9.

Abra), amely a feltételezett etiologiat tovabb erdsitette.
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9. Abra: Az index beteg sagittalis sikii MR felvétele

A sagittalis siku, T1 sulyozott felvételen megtartott cerebellaris volumen mellett, kis
mértékben elvekonyodott corpus callosum dbrazolodik (nyil).

V/1.6. Hereditaer spasticus paraparesis gének vizsgalata ALS-ben és primer lateral
sclerosisban
A motoneuron betegségekre, elsésorban hereditaer spasticus paraparesis és differencial

diagnosztikajaban szoba jové korképek vizsgalatara kifejlesztett panellel, a HSP-vel
diagnosztizalt betegeken kiviil, tovabbi 14 motoneuron beteget vizsgaltunk meg. A betegek
klinikai jellemzdit és a panelvizsgalat Gsszesitett eredményeit a 8. Tablazat foglalja 6ssze.
A panelvizsgalat sordn a pontmutdciokat valamint a kisebb deletiokat, insertiokat
elemeztiikk, igy a familiaris FTD-ALS spektrum hatterében allo6 C9ORF72 gén G4C;
hexanukleotid repeat expanziét nem tudtuk ezzel a moddszerrel vizsgalni. A C9ORF72
repeat expanzio vizsgalata mas kutatas részét képezte (dr. Nemes Csilla — sajat kozlés), egy
betegben detektalt emelkedett repeat szamot (>30). A tablazatban azon gének szerepelnek,
amelyekben az elemzés soran ritka, feltehetéen protein szerkezeti valtozast okozo eltérést
azonositottunk. Az ACMG klasszifikdcio ezen gének esetében nem lehetséges (kivéve az
ALS2 és SETX génben talalt variacidkat), mivel a gén-fenotipus Osszefiiggés ezekben az
esetekben még nem egyértelmii. Emiatt ezek az eltérések az ACMG ajanlas szerint
ugynevezett bizonytalan szignifikanciaju géneknek (,,genes of uncertain significance”,
GUS) mindsiilnek [54]. Az eredmények heterogének, igy az egyes pozitiv talalatokat
kiilon-kiilon betegenként is bemutatom. A detektalt mutaciokat a fejezet végén az 9.

Tablazatban foglaltam 6ssze.

61



V/1.6.1. POLG, PNPLAG varidciok ALS-P3 betegben
A ndbeteg tiinetei 41 ¢éves koraban kezdddtek, a bal kéz izolalt gyengeségével,

tgyetlenségével, amely 2 év alatt mind a négy végtagra kiterjedt, kevert alsd és felsd
motoneuron laesio jelei alakultak ki. Koponya MR vizsgalata a pyramispalya
volumencsokkenését mutatta. A beteg csaladjaban hasonldé megbetegedés nem fordult eld,
masod unokatestvérénél myasthenia gravist gyanitottak. A beteg panelvizsgalata compound
heterozigota eltérést igazolt a POLG génben, amelyet a HSP-ALS kohortunkban mas
esetben nem detektaltunk. Az egyik eltérés egy, a protein szerkezetet feltehetéen modosito
egyszeres nukleotid variacio (POLG p.Gly268Ala), mig a masik eltérés egy non-frameshift
deletio (POLG c¢.150_159del). A p.Gly268Ala variaci6 a HGMD adatbazisban szerepld
ismerten pathogén eltérés [97], a deletiot korabban irodalomban nem irtak le. A POLG
variaciok mellett egy bizonytalan jelent6ségii heterozigota variaciot detektaltunk a PNPLAG
génben (p.Argl284Trp), amely a protein szerkezetét nagy valdszinliséggel érinti,
ugyanakkor alacsony konzervaltsagli nukleotid pozicidban helyezkedik el. Az ismerten
pathogén variaciét korabban az autoszomalis recessziven 0roklédé Gordon-Holmes

syndroméhoz kototték, amelyben az ataxidhoz hypogonadotrop hypogonadismus tarsul
[98].

V/1.6.2. BSCL2 varidcio ALS-P4 betegben
A ndbeteg tiinetei 46 éves koraban kezdddtek bulbaris panaszokkal, majd egy éven beliil

végtagi izomgyengeség is jelentkezett, kevert also és felsé motoneuron jelekkel. A betegség
tovabbi gyors progessziot mutatott. Koponya MR vizsgalata eltérés nélkiili volt. A maternél
focalis izomsorvadas volt jelen, amely stagnald jelleget mutatott. Panelvizsgélat soran a
BSCL2 génben azonositottunk egy heterozigota varianst (p.Leud427Pro), amelynek protein
predikcidos pontszamai nem utalnak arra, hogy a variacid jelentds protein szerkezeti
valtozast okozna, ugyanakkor a variacié sajat kohortunkban nem fordult el mas HSP vagy
autoszomalis dominans oroklésmenettel, valtozd penetranciaval feleldsek a seipinopathiak
kiilonb6z6 megjelenési formaiért [99]. A detektalt variacido pathogenitasa nem egyértelmdi,
a ClinVar adatbazisban bizonytalan szignifikancidval, illetve valdsziniileg benignus vagy

benignus kategoriaval is szerepel.
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V/1.6.3. SLC25A15, SPG7 varidciok ALS-P6 betegben
A nébeteg tiinetei 45 éves kordban kezdddtek felsd végtagi gyengeséggel, majd 3 éves

progresszié alatt felsd végtagi kevert motoneuron lesio jelei alakultak ki, alsé végtagot
érint6 fels6 motoneuron jelekkel. A csaladban motoneuron betegség nem fordult eld, anyai
agon halmoz6dé major depresszio ismert a csaladi anamnézisb6l. A beteg
panelvizsgalataval az SLC25A15 génben egy ritka, predikcidok alapjan protein szerkezeti
valtozast okozo heterozigota variaciot detektaltunk (p.Gly189Ser). A variaciordl irodalmi
adatok nem allnak rendelkezésre, a ClinVar adatbazis bizonytalan szignifikanciaval
hyperornithinemia-hyperammonemia-homocitrullinuria (HHH) syndromahoz asszocialtak
[100]. A fenti eltérés mellett egy a proteinszerkezetet valdsziniileg megvaltoztato, ritka
heterozigdta variaciot detektaltunk az SPG7 génben (p.Ala603Thr). A variaciorol irodalmi

adatok nem elérhetdek, a ClinVar, HGMD adatbazisokban nem szerepelt.

V/1.6.4. SLC25422, ALS? varidaciok ALS-P7 betegben
A 48 éves beteget lassan progrediald, jobb oldali, fels6 motoneuron laesionak megfeleld

tiinetek miatt lattuk, amelynek hatterében primer lateral sclerosis vetddott fol. A korabbi
koponya MR felvételeken évek alatt enyhe progressziot mutatdo cerebellaris atrophia
abrazolodott. Friss koponya MR vizsgélatakor a pons bal oldalan ventromedialisan a basist
és tegmentumot érintd T2 és FLAIR sorozatokon hyperintens laesio volt lathatoé (10.
Abra). It diffazios eltérés nem volt. A tiinetek vascularis eredete ellen sz6lt a nonictalis
kezdet, kronikus, kezdetben lassi lefolyas, illetve az MR kép vascularis laesiora nem

teljesen tipusos megjelenése.
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10. Abra: ALS-P7 beteg koponya MR felvétele

A hid metszetében késziilt coronalis siku T2 felvételen lathaté a basis pontisban, bal
oldalon elhelyezkedo hyperintens laesio.

A beteg panelvizsgalata soran egy-egy ritka, a HSP-ALS kohortban mas betegben nem
eléforduld, fehérjeszerkezetet nagy wvaldszinliséggel befolydsolod, heterozigota eltérést
azonositottunk az ALS2 (p.lle1373Met) illetve az SLC25A22 (p.Gly185Ser) génben. Az
kapcsoltak korabban: infantilis felszallo hereditaer spasticus paraparesis (infantile
ascending hereditary spastic paraparesis: IAHSP), juvenilis primer lateral sclerosis (JPLS),
autoszomalis recessziv juvenilis amyotrophias lateral sclerosis (JALS) [101]. Az altalunk
azonositott variacio6 a HGMD adatbézisban is szerepelt, mint Ghani és mtsi. vizsgalata
alapjan [102] Parkinson-korral lehetséges asszociacioban 1évé variacio. Az SLC25A22
génben detektalt variaciordl irodalmi adatok nem allnak rendelkezésre. A gén homozigota

.....

neonatalis epilepsias encephalopathiahoz kototték [103].

V/1.6.5. CYP7BL1, K1440196, SETX, POLG variaciok ALS-P9 betegben
A férfi beteg tiinetei 52 éves koraban kezdddtek. Kezdetben bulbaris tiinetek (beszéd,

nyelészavar) jelentkeztek, majd gyors progresszidval, mind a 4 végtagot érintd, alsd €s
fels6 motoneuron jelekkel tarsulo ALS fejlodott ki. A betegség indulasaval parhuzamosan

deriilt fény egy inguinalis terime kivizsgalasa kapcsan a funiculus spermaticus
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liposarcomajara. Evek 6ta emelkedett ferritin szintjeinek hatterében valdsziniileg a tumor
allhatott. Paraneoplasias markerek nem igazolddtak. A beteg csaladi anamnesisében ALS
vagy dementia nem szerepelt, a matert id0s korban Parkinson kor miatt kezelték. A
betegnél ¢és fiandl gynecomastia volt ismert. Panelvizsgalata soran négy génben
azonositottunk heterozigoéta, ritka, feltehetden proteinszerkezeti valtozast okozo variaciot.
Ezek koziil a SETX génben talalt variacio (p.GIn585Arg) hozhaté leginkabb Gsszefliggésbe
ALS fenotipussal. A variaciot a HGMD ¢és ClinVar adatbazisokban nem leltiik fel. A SETX

.....

.....

oculomotor ataxiaval 2 (AOA2) is tarsulnak [105]. A SETX variacion tal heterozigota
variaciot azonositottunk a CYP7B1 (c.1461 1461insTG), KIAA0196 (p.Tyrl016Cys),
valamint a POLG génben (p.Arg3Leu). A POLG génben detektalt eltérés (homozigdta vagy
compound heterozigéta mutacid tagjaként) ismerten pathogén, a HGMD adatbazisban
PEO-hoz tarsitjak [106]. A CYP7B1 és KIAA0196 génben azonositott variaciokat az
adatbazisokban nem leltiik fel. A CYP7B1 gén pathogén varidcidi irodalmi adatok alapjan

.....

(autoszomalis dominans) kotottek [107].

V/1.6.6. RTN2 variacié ALS-P10 betegben
A vizsgélatakor 61 éves ndébeteg tiinetei 60 éves kordban kezdddtek a felsd végtagi izmok

sorvadasaval, majd rapid progresszioval. Egy év alatt mind a négy végtagot, illetve a
bulbaris izmokat érintd betegség alakult ki. A beteg csaladi anamnesisében batyja lanyanal
motoneuron betegség volt ismert. Apai agon halmozodd cataracta illetve glaucoma
szerepelt a csaladi anamnesisben. A betegnél az ALS mellett hypothyreosis, valamint
meningeoma szerepelt a kortorténetben. A panel vizsgalat sordn egy kérdéses jelentdségii
heterozigdta variaciot azonositottunk az RTN2 génben (p.Gly317Ser). A protein predikcios
pontszamok alapjan a varidcido megitélése nem egyértelmii. A varidciot mas HSP, vagy
ALS betegben nem azonositottuk, populacios adatbazisok alapjan ritka variacio, azonban a

ClinVar adatbazisban citacié nélkiil, valdszini benignusként szerepel. A RTN2 gén
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SPG12 —héz kétottek [107].

V/1.6.7. POLG varidciok ALS-P13 betegben
A vizsgalatakor 65 éves férfi beteg tiinetei 61 éves koraban kezdddtek alsd végtagi

gyengeséggel, testszerte jelentkezd izomgodrcsokkel. Négy év alatt testszerte jelentkezd
mérsékelt foku paresis, a vallovi izmokban atrophia, fasciculatio, als6 végtagi spasticitas
fejlodott ki. A beteg csalddi anamnesise motoneuron illetve egyéb neurodegenerativ
megbetegedések iranyaban negativ volt, ndvérénél depressio ismert. A beteg
panelvizsgalataval a POLG génben compound heterozigdta varidcidkat azonositottunk
(p.Pro587Leu és p.Thr2511le). A POLG génben detektalt mindkét variacid ismerten

pathogén, az irodalomban progressziv kiilsé szemizom bénulashoz kotott [108,109].
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8. Tablazat: A motoneuron panelvizsgilat eredménye ALS és PLS betegekben

A tablazat a vizsgalt ALS és PLS betegek klinikai jellemzdit mutatja be, valamint azokat a géneket, amelyekben ritka variaciot

azonositottunk. Az amyotrophias lateral sclerosissal diagnosztizalt betegek esetében a modositott El Escorial kritériumok szerint
osztalyoztam a betegség valosziniiségét. Roviditések: AMN: also motoneuron lesio; AV: also végtag; Bulb: bulbaris; FMN: felso
motoneuron lesio; FV: felsé végtag, KVLT ALS = Klinikailag valoszinii laboratoriumilag tamogatott ALS; Neg. = negativ, PLS
= primer lateral sclerosis, poz. = pozitiv.

Beteg Nem Eletkor El Escorial Megjegyzés Betegség  Familiaritas CI90RF72 Panel eredmény
kezdet repeat

ALS-  Ferfi 30 Lehetséges ALS  Bulb: AMN, FV: AMN, 27 Nincs. Neg. Negativ.

P1 AV:AMN

ALS-  Férfi 31 Valészini ALS  Bulb: AMN, FV: AMN+FMN, 27 Nincs. Neg. Negativ.

P2 AV: AMN+FMN

ALS- N6 43 Valoészinlit ALS  FV: AMN+FMN, AV: 41 Nincs. Neg. POLG, PNPLAG

P3 AMN+FMN

ALS- N6 43 Valészinit ALS  Bulb: AMN, FV:AMN+FMN, 46 Maternél focalis Neg. BSCL2

P4 AV: AMN+FMN izomsorvadas.

ALS- N6 46 Definitiv ALS Bulb: AMN, FV: AMN+FMN, 45 Nincs. Neg. Negativ.

P5 AV: AMN+FMN

ALS- N6 48 KVLT ALS FV: AMN+FMN, AV: FMN. 45 Nincs. Neg. SLC25A15, SPG7

P6 EMG: poz.

ALS-  Férfi 49 PLS Bal oldali végtagokban FMN. 44 Nincs. Neg. SLC25A22, ALS2

P7
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Eletkor  EI Escorial Megjegyzés Betegség  Familiaritas CI90RF72 Panel eredmény

kezdet repeat
ALS- N6 54 KVLT ALS Bulb: AMN, FV: AMN, AV: 47 Nincs. Neg. Negativ.
P8 AMN + FMN. EMG: poz.
ALS-  Férfi 54 Definitiv ALS Bulb: AMN, FV: AMN+ FMN, 52 Nincs. Neg. CYP7B1, KIAA0196,
P9 AV: FMN + AMN SETX, POLG
ALS-  N§ 61 Valészinit ALS  Bulb: AMN, FV: AMN+FMN, 60 Unokahuga Neg. RTN2
P10 AV: AMN+FMN érintett.
ALS- N6 61 KVLT ALS Bulb: AMN, FV: AMN+FMN, 60 Nincs. Neg. Negativ.
P11 AV: FMN, EMG: poz.
ALS- No6 65 Valoszinli ALS  Indulaskor PLS. 61 Nincs. Neg. Negativ.
P12 65 évesen: Bulb: AMN, FV:
AMN+FMN, AV: FMN

ALS-  Férfi 65 Definitiv ALS FV: AMN+FMN, 61 Nincs. Neg. POLG
P13 AV: AMN+FMN
ALS- N6 68 Lehetséges ALS  Bulbaris indulas. FV: AMN, AV: 63 Erintett Poz. Negativ.
P14 AMN+FMN? édesapa. Apai

nagybatyjanal

dementia.
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9. Tablazat: Az ALS kohortban azonositott ritka variaciok dsszefoglalo tablazata

A tabldzat az ALS-kohortban azonositott varidaciokat foglalja Ossze, az egyes varidaciokhoz tartozo annotaciokkal. A HGMD

adatbazis esetében a celldkban az adott varidciohoz tartozo azonosito szerepel, majd a vesszé utdn az asszocialt betegség,
zardjelben az Osszefiigges jellege. Roviditések: DM = betegség okozo, DM? = valoszinii/lehetséges betegség okozo, GHS:

Gordon-Holmes-syndroma, Inkonkl. = inkonkluziv, PD: Parkinson kor, PEO: progressziv kiilsé szemizombénulas, Zig. =
zigocia.
Mutacio (HGVS) ig. HGMD_ ClinVar Polyphen  ExAc
betegség 2 _pred
asszociacio
ALS- POLG NM_001126131: HET rs61752784 CM033442, Inkonkl. 0 0.999 (D) 0.0042 5.48
P3 ¢.803G>C:p.Gly268Ala PEO (DM) (D)
POLG NM_001126131: HET . . 0.0047
¢.150_159del
PNPLAG NM_001166112: HET rs374434303 CM149434, . 0 0.999 (D) 0.0001 -1.05
€.3850C>T:p.Argl284Trp GHS (DM) (D)
ALS- BSCL2 NM_001122955: HET rs145649423 . Inkonkl. 0.26 0.008 (B) 0.006 0.276
P4 €.1280T>C:p.Leud27Pro @)
ALS- SLC25A15 NM_014252.3: HET rs151239794 . VUS 0.42 0.999 (D) 0.00042 451
P6 ¢.565G>A:p.Gly189Ser (M)
SPG7 NM_003119: HET rs370852816 . . 0 0992(D) O 5.84
¢.1807G>A:p.Ala603Thr (D)
ALS-  ALS2 NM_020919: HET rs61757691 CM150195, Inkonkl. 0.05 0.439(B) 0.003 4.62
P7 ¢.4119A>G:p.lle1373Met PD (DM?) (D)
SLC25A22 NM_024698: HET . 0.06 0.999 (D) 0.000029 3.49

¢.553G>A:p.Gly185Ser . . (T)
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ALS-
P9

ALS-
P10
ALS-
P13

CYP7B1

KIAAQ0196

SETX

POLG

RTN2

POLG

POLG

Muticié (HGVS)

NM_004820:

€.1461 1461insTG
NM_014846:
¢.3047A>G:p.Tyr1016Cys
NM_015046:
€.1754A>G:p.GIn585Arg
NM_001126131:
¢.8G>T:p.Arg3Leu
NM_206900:
€.949G>A:p.Gly317Ser
NM_001126131:
€.1760C>T:p.Pro587Leu
NM_001126131:
€.752C>T:p.Thr251lle

HET

HET

HET

HET

HET

HET

HET

rs-szam

rs188247474

rs146459055

rs143937661

rs113994096

rs113994094

HGMD_

betegség
asszociacio

CM012180,
PEO (DM)

CM031330,
PEO (DM)
CM021660,
PEO (DM)

Clinvar

Valészint
benignus
Inkonkl.

Inkonkl.

0.03
(D)
0

(D)
0

(D)
0.11
(M)
0
(D)
0.03

(D)

Polyphen
2 pred

0.996 (D)
1.0 (D)
0.798 (P)
0.971 (D)
1.0 (D)

0.001 (B)

0.000008

0.0002

0.0001

0.0047

0.0029

0.0029

5.92

5.92

4.77

2.28

4.04

3.61



V/1.7. Exomszekvenalas egy komplex mitochondrialis csaladban
Az intézetiinkben vizsgalt 53 éves index paciensnél (11. Abra 1/2) a prezentacios tiinet a 38

éves korban jelentkezd izomgyengeség volt. Kézujjait nehezebben mozgatta, valamint
izomfajdalom jelentkezett, izmait nehéznek érezte, altalanos faradékonysag, terhelési
intolerancia 1épett fel. Emellett anxietas, obszessziv tiinetek (fesziiltség hatasara onsértés,
hajtépés) is jelentkeztek az izomgyengeséggel parhuzamosan. Perinatalis anamnesisében
korasziilottség, immaturitas, congenitalis végtagperc hiany szerepelt. Pszichomotoros
fejlédése vontatott volt, gyermekkorban csontkora elmaradott volt. Felndtt koraban iziileti
lazasag, chondropathia miatt térdmitétre keriilt sor, valamint ismeretlen oku, egyoldali
hallasvesztés alakult ki, tobbszords lipomak, hyperthyreosis, mitralis és tricuspidalis
insuffitientia jelentkeztek. Vizsgalatakor tobbszords szomatikus malformatiokat észleltiink:
alacsony termetet (150cm), micrognathiat, kozel ilé szemeket, kétoldalt a labujjpercek
részleges kongenitalis hidnydt. Neurologiai vizsgalatakor distalis talsulya periférids
gyengeséget észleltliink, enyhe kiskézizom atrophiaval, valamint enyhe fokl végtag- és
torzsataxiat. Az alsd végtagok tekintetében distalis hypaesthesiat észleltiink. Emellett
stressz incontinentia, anxietas, dysthymia emelendé ki statuszabol. EMG vizsgalata
myopathiara utalt. A koponya MR vizsgalat frontalis, interhemispherialis atrophiat irt le. A
szérum kreatin-kindz érték nem volt emelkedett. A nyugalmi laktit szint nem mutatott
eltérést, azonban a terheléses laktatszint vizsgalatakor az aerob anyagcsere zavardra utalo
laktatprofilt észleltiink. Emellett alacsonyabb szérum D3 vitamin szintet detektaltunk. A
fénymikroszkopos izomszovettani eltérések minor aspecifikus eltéréseket mutattak, ragged
blue vagy COX negativ rostok nem voltak jelen. Az elektronmikroszképos vizsgalat
megnovekedett szamu, egyes helyeken abnormalis alakt, kerekded mitochondriumokat
detektalt, valamint glycogen akkumulacié is jelen volt (12. Abra). Az index péaciensnek

harom gyermeke (1 lany, két fit) kiilonboz6 stlyossaggal szintén érintett.
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I/1 v 1/2

/1 /2 /3

11. Abra: Komplex mitochondrialis fenotipussal jelentkez6 csalad csaladfaja

Az index beteget nyil jel6li a csaladfan.

12. Abra: Az index paciens izomszovettani mintajianak elektronmikroszképos képe
Az elektronmikroszkopos — képen  (30,000x  nagyitas), subsarcolemmalisan  és

intermyofibrillarisan a mitochondriumok szamdnak felszaporodasa, lipid cseppek (%),
glycogen akkumulacio (nyil) lathato.
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Az index paciens 30 éves lanya (11. Abra II/I) perinatalis anamnesisében farfekvés,
elhuzodo sziilés szerepelt. Megsziiletése utan cyanotikus volt, resuscitatiora volt sziikség.
Pszichomotoros fejlodése megfeleld iitemben zajlott. Tizenegy éves koratol a végtagokon
és a torzson epizodikusan csomok jelentek meg, amelyek szovettani vizsgalata a
zsirszovetben gyulladast mutatott. Tizenharom éves koraban néhany ciklus mensest
kovetden amenorrhoedssa valt. Tizenot évesen jelentkeztek pszichidtriai tiinetei, visudlis
hallucinaciokkal, suicid ideaciokkal, hangulatingadozassal, somnambulismussal. Ezt
kovetden évente egy-két alkalommal jelentkeztek pszichotikus epizodok akusztikus
hallucinaciokkal. Serdiilékora oOta jelentkeztek migrénes fejfajassal jard epizodok. Husz
éves koraban irritabiliis bél syndromat diagnosztizaltak. Huszonharom éves kora utan tobb
alkalommal hospitalizaltdak neuroldgiai osztalyon, egyensulyzavar, szaj korili és
nyelvzsibbadas, verticalis nystagmus miatt. Emellett myoclonusokat észleltek. Huszonhét
éves koraban jobb fiilére stlyos foku hallasvesztés alakult ki. Vizsgéalatakor enyhe distalis
izomgyengeséget, ¢és distalis hypaesthesiat észleltiink, a kognitiv funkciok hanyatlasa
mellett. Kreatin kindz és nyugalmi laktat szintje eltérést nem mutatott, a terheléses
laktatvizsgalatot nem tudtuk elvégezni beleegyezés hianyaban. Szérum D3-vitamin szinje
alacsony tartomanyban volt (8,6 ng/mL). Koponya MR vizsgélata hypophysis adenomat és
enyhe cerebellaris ectopiat detektalt.

A proband 24 éves fia (11. Abra II/2) komplikdciémentes terhességbdl sziiletett.
Mozgasfejlodése megfeleld iitemben zajlott. Gyermekkora ota anxietas, szocialis fobia
jelentkezett. Csontfejlédése késést mutatott, D3-vitamin, calcium, foszfat, alkalikus
foszfataz értékei koros tartoméanyban voltak. Az altalanos iskola elsé osztalyatol tanulési
zavart ¢észleltek, dyslexiat, dyscalculiat, beszédészlelési elmaradast véleményeztek.
Vizsgalatakor minor malformatiokat (micrognathia, pectus excavatum, kyphoscoliosis),
enyhe végtag ataxiat, meglassult pszichomotoriumot észleltiink. A szérum kreatin-kindz
normal tartomanyban volt, D3 vitamin szintje alacsony volt (12,5ng/mL). A proband 20
éves fia (11. Abra II/3) postnatalisan hypotonias volt, mozgasfejlédése késett.
Gyermekkora ota szocidlis szorongas, tanulasi zavarok jelentkeztek, késobb autizmus

spektrum zavart véleményeztek. Vizsgalatakor minor malformatiok (hosszikas arc,
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prognathia, térdiziileti lazasag) észleltiink, neurologiai korjele nem volt. Laborvizsgalata

soran alacsony D-vitamin szintet detektaltunk (10,8ng/mL).

A komplex mitochondrialis fenotipussal jelentkezé csaladban trio exom szekvenalast
végeztiink. A proband mellett a proband lanyat és a patert szekvenaltuk. A SeqCap EZ
Exome v3 Kit alapjan definialt target régioé 95%-a minimum 10x-es lefedettséggel keriilt
szekvenalasra. A GEM.app szoftverrel végzett, autoszomalis domindns modellt alkalmaz6
varianselemzés 1épéseit a 12. Abra mutatja be. Az elemzés soran, a 27 azonositott
kandidans variacié koziil 16-ot kizartunk a tovabbi elemzésbdl, mivel az érintett gének
funkcioja nem volt ismert. Ezt kovetéen tovabbi hét variaciot zartunk ki, mivel az
irodalomkutatds alapjan nem volt valdszinli pathogén szerepiik. A fennmarad6 4 varians
(10. Tablazat) pathogén szerepét valdszinisitettiik, ezek Sanger validalasat, illetve
szegregacios vizsgalatat elvégeztiik. Az autoszomalis dominans variacidkra torténd sziirés
mellett, megvizsgaltuk mas 6roklésmenet lehetdségét is. A probandnal, az irodalom alapjan
szelektalt 1015 mitochondridlis génen beliil, nem azonositottunk pathogén compound

heterozigota vagy homozigdta variaciot.

Az autoszomalis dominans modell melletti elemzés sordn azonositott 4 variacid koziil
csupan egy variacio szegregalt a fenotipussal: MSTO1 c¢.22 G>A (p.Val8Met). Ezt a
variaciot korabban huagyuti és colorectalis tumorokban szomatikus mutacioként

azonositottak (COSM3930426) (http://cancer.sanger.ac.uk). Az Exome Aggregation

Consortium (ExAc) adatbazisa alapjan minor allél frekvencidja 0,003% (rs762798018), és
nem szerepelt az 1000 Genome (http://www.1000genomes.org), NHLBI Exome

Sequencing Project (ESP) (hhtp://evs.gs.washington.edu/EVS/), Clinvar
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar) , dbGAP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gap), és

EGA (http://www.ebi.ac.uk/ega) adatbazisaiban. Kordbban nem irtdk le emberi

megbetegedéssel kapcsolatban. Az MSTO1 protein variacio altal érintett régidja

eml6sokben erdsen konzervalt.
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112,564 SNV
7953 INDEL

Szlirés:

Mindségi: QUAL>50; GQ > 40;RD > 4

Oroklésmenet: AD

variansok: missense, nonsense, INDEL, splice variaciok
populacios filter: MAF<0.1%; GEMapp el6fordulas <4

61 varians
(1 INDEL, 57 missense varians, 1 splice-site, 2 nonsense varians)

Sziirés:

Proteinpredikcios scorek:

Polyphen2 >0,5; Mutation taster: betegség okozo; SIFT
<0,1; PHASTCONS >0,5; GERP >3

27 varians

Irodalomkutatas:

Genecards adatbazis, OMIM, String Database, The
Human Protein Atlas; Pubmed, UNIPROT, NextProt,
MitoMiner

4 varians

12. Abra: A variaciok sziirésének lépései
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10. Tablazat: A sziirés soran azonositott, Sanger szekvenalassal validalt variansok

AR = autoszomalis recessziv;, ASD = autizmus spektrum zavar, KO = ,, knock-out”, RD = ,,read depth” (leolvasasi mélység)

Gén (protein) Variacio tipusa/Pontszamol/Leolvasasi Funkcio/Betegség asszociacio/OMIM betegség/Egér KO modell Expresszi6

Variacio mélység

RELN Missense/ Extracellularis matrix protein. A kézponti idegrendszer fejlédése soran a Kozponti idegrendszer,
(reelin) Polyphen2: 0,976; Mutatio taster: D; SIFT:  neuronalis sejtmigratiot iranyitja./ gyengén mashol is.
p.lle3374Val 0,02; PHASTCONS: 1,0; GERP: 5,79/ Asszociacio schizophreniaval, ASD-vel, bipolaris zavarral, major

RD: 63, 54, 49 depresszioval, temporalis lebeny epilepsiaval./

OMIM: (AR) lissencephalia cerebellaris hypoplasiaval./
Egér KO: cerebellaris, hippocampalis fejlddési zavarok; egyes mutaciok
esetén pre/postnatalis letalitas, csokkent testméret, retina-, bulbus

olfactorius rendellenesség.

MSTO1 Missense/ A mitochondriumok eloszlasaban, morfologidjaban regulator szerep./ Ubiquitaer.
(protein misato Polyphen2: 1,0; Mutatio taster: D; SIFT: Nem ismert betegség asszociacio. /
homolog 1) 0,002; PHASTCONS: 1,0; GERP: 3,31/ OMIM:-/
p.Val8Met RD: 56; 38; 28 Egér KO:-/
COL5A1 Missense/ Fibrillaris kollagén szervezédése./ Ubiquitaer.
(kollagén V) Polyphen2: 0,996; Mutatio taster: D; SIFT:  Asszociacio keratoconusszal, Crohn betegséggel./
p.Glu98Lys 0,1; PHASTCONS: 0,951; GERP: 4,81/ OMIM: (AD) Ehlers-Danlos syndroma./
RD 37; 18; 18 Egér KO: homozigoéta variaciéo mellett korai letalitas cardiovascularis

betegség miatt. Heterozigota variacio mellett bér kdtdszoveti eltérések.
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Gén (protein) Variacio tipusa/Pontszamol/Leolvasasi Funkcio/Betegség asszociacio/OMIM betegség/Egér KO modell Expresszio

Variacio6 mélység

RYR2 Missense/ Cardialis ryanodin receptor. CACNALC Ca-csatorna regulacidja./ Sziv,

(ryanodin receptor Polyphen2: 0,81; Mutatio taster: D; SIFT: Egy GWAS vizsgalatban asszociacio schizophreniaval. A CACNAI1C tobb  Kozponti idegrendszer:
2) 0,002; PHASTCONS: 0,976; GERP: 4,56/  pszichiatriai zavarral asszocial, leger6sebben bipolaris zavarral./ hippocampus,
p.Cys501Gly RD 16; 7; 9 OMIM: (AD) polymorph catecholaminerg ventricularis tachycardia 1, prefrontalis, temporalis

(AD) arrhythmogen jobb kamrai dysplasia 2./ cortex.

Egér KO: szivfejlodési rendellenesség.



V/2. A nagy atereszto képességii genetikai vizsgalatok altal felvetett etikai
kérdések nagy populaciot érint6 elemzése

V/2.1. A kérdéivet Kitolté személyek adatali
Osszesen 657 személy toltdtte ki kérddiviinket (463 nd, 177 férfi, 17 személy nem

valaszolta meg a nemre vonatkozé kérdést). Teljes valaszadas 559 személy esetében volt
elérhetd. A valaszadok atlagos é€letkora 41 + 14.6 év volt (férfiak esetében 41.6 = 14.8 év,
n6i valaszadok esetében 40.89 + 14.49 év). A valaszadok 49.2% felséfoku végzettséggel
rendelkezett. Egészségligyben 72 valaszadd dolgozik, és 14 valaszado egészségiigyi tanuld

volt. A valaszadok 47%-a budapesti lakos.

V/2.2. Az onértékel6 genetikai ismeret pontszam
Az onértékelé genetikai pontszam megoszlasat a 13. Abra mutatja be. Az atlagpontszam

64.96 + 22.38 volt. Az egészségligyi dolgozdk, illetve tanulok pontszama szignifikdnsan
(Mann-Whitney U p<0.01) magasabb volt, a nem egészségiigyi dolgozokhoz, illetve
tanulokhoz képest. A magasabb végzettséggel rendelkez6 kitoltok szignifikdnsan magasabb
pontszammal birtak (Kruskal-Wallis p<0.01) (11. Tablazat), azonban a pontszam nem

mutatott korrelaciot az életkorral (Spearman’s rho: -0.040).
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Onértékels genetikai ismeret pontszam

13. Abra: Az onértékelé genetikai pontszim megoszlasa

A hisztogram 5 pontonkénti beosztiasban mutatia az onértékelo genetikai pontszam
gvakorisagi megoszlasat.

11. Tablazat: Az onértékel6 genetikai ismeret pontszam megoszlasa végzettség szerint

Végzettség Gyakorisag Atlag pontszam 95% ClI

Szakmunkésképz6 20 45,35 32,78-57.92
Altalanos iskola 26 50,04 40,84-59,24
Szakkozépiskola 51 61,69 56,10-67,28
Gimnézium 141 63,57 59,81-67,32
Féiskola 100 64,65 60,43-68,87
Egyetem 197 70,21 67,15-73,26
OKI képzés 10 70,80 59,01-82,59
Osszesen 599 64,96 63,17-66,76
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V/2.3. A genetikai meghatarozottsag pontszam
A genetikai meghatarozottsag kérdésekre adott valaszok megoszlasat a 14. Abra mutatja

be. Az 6sszpontszam 1-40 kozott valtozott, teljes valaszok esetén 10-40-ig terjedt. Levagasi
pontszamként 30-at meghatdrozva (3-as vagy 4-es valasz minden alkérdésre), 109
valaszadd (18.5%) rendelkezett magas genetikai meghatarozottsadg pontszammal (=30
pont). A magasabb Onértékelé genetikai ismeret pontszammal bird egyének kozt
gyakrabban fordult el6 magas genetikai meghatarozottsag pontszam (Mann Whitney U
p=0.007). A magas genetikai meghatarozottsag pontszammal rendelkezd egyének
gyakrabban kérték volna a teljes genetikai dllomany vizsgalatat (orvosi konzultacio nélkiil
vagy amellett) késObbi hasznalat céljabol, mint az alacsony genetikai meghatarozottsag
pontszammal rendelkezd kitoltok [49 (48.5%) vs. 172 (37.7%) p=0.056 illetve 63 (63.6%)
vs. 231 (50.9%) p= 0.026]. Emellett a magas genetikai meghatarozottsag pontszammal
rendelkezOk gyakrabban kértek volna genetikai tesztet orvosi konzultacid nélkiil gyakori
rizikomodositd genetikai variaciok meghatarozasa céljabol [87 (87.0%) vs. 335 (73.1%)
p=0.003], illetve genetikai tesztet olyan esetben, ha sulyos, de kezelhet6 genetikai
megbetegedésre deriilhet fény a vizsgalattal [99 (97.1%) vs. 396 (85.9%) p = 0.001].

B 4 (teljes mértékben meghatarozza)
I 3 (erds hatds)
M 2 (enyhe hatas)

® 1 (nem befolyasolja)

14. Abra: A genetikai meghatirozottsiag pontszamok megoszlisa
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V/2.4. A genetikai vizsgalatok irant mutatott attitiidot befolyasolo tényezok

VI2.4.1. Kétviltozos elemzések
Kétvaltozés elemzéseket végeztink a kiilonb6zé demografiai paraméterek genetikai

vizsgalatok, incidentdlis taldlatok, eredmények megosztasa irant mutatott attitidre
gyakorolt hatasanak vizsgalatara. A valaszadd neme, foglalkozasa, az onértékeld genetikai
ismeret pontszam, a genetikai meghatarozottsdg pontszam tobb kérdésre adott valasz
esetében szignifikansan befolyasolta az adott kérdésre adott valaszt. Emellett az orvossal
torténd konzultacid lehetOsége, illetve a korabbi genetikai vizsgalat egyes kérdések
esetében szintén befolyasold tényezoként mutatkozott. Az onértékeld genetikai pontszam

illetve a genetikai meghatarozottsdg pontszdmmal kapcsolatos elemzéseket a megfeleld

alfejezetben mutattam be.

V/2.4.1.1. A valaszadé neme
A férfi valaszadok egyes esetekben nagyobb érdeklédést mutattak a genetikai vizsgalatok

irant fliggetleniil az orvosi konzultacio lehetdségétdl (12. Tablazat). Ugyanakkor tobb ndi,
mint férfi kit6lté rendelkezett magas genetikai meghatarozottsag pontszammal (21.9 vs.

11.4% p=0.003).

12. Tablazat: Kiilonbségek a férfi és néi valaszadok kozott egyes genetikai vizsgalatok
irant mutatott attitiid tekintetében

A tablazat az egyes genetikai vizsgalati szitudciok irant mutatott érdeklodest (igen valasz)
mutatja nemek szerinti felbontasban. A tablazat celldiban a valaszadok szama, zarojelben
az adott nem ardanyaként megadva, illetve a p-értékek talalhatok. A tabldzatban csak a
szignifikans kiilonbséget mutato kérdések keriiltek feltiintetésre.

Férfi No6i valaszadok  p-érték

valaszadok
Kérne-e genetikai vizsgalatot egészségesen, orvosi
konzultacié nélkiil a kovetkezo esetekben

Erdekl8désbél szarmazasanak megismerésére 84 (51.5%) 149 (38.9%) 0.008
Erdekl6désbél egyes testi jellegek meghatarozasara 60 (36.8%) 69 (18.2%) <0.001
Teljes genetikai allomany (az Gsszes ismert emberi gén) 85 (51.2%) 135 (35.0%) <0.001

meghatarozasara kés6bbi felhasznalas céljabol
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Kérne-e genetikai vizsgalatot egészségesen, orvosi

konzultiacié mellett a kdvetkezo esetekben
Gyakori betegségek esélyét kismértékben fokozo
géneltérések kisziirésére

Erdekl8désbdl szarmazasanak megismerésére

Erdekl8désbél egyes testi jellegek meghatérozasara

Teljes genetikai allomany (az dsszes ismert emberi gén)

meghatarozasara kés6bbi felhasznalas céljabol

V/2.4.1.2. Egészségiigyi foglalkozas

131 (81.2%)

90 (54.5%)
63 (38.2%)
105 (63.6%)

282 (73.2%)

145 (38.4%)
81 (21.5%)
186 (48.8%)

0.051

0.001
<0.001
0.002

Az egészségligyben dolgozd vagy tanuld valaszadok egyes genetikai vizsgalatokkal

szemben mutatott attitidje eltért a nem egészségiigyi dolgozokétol. Kiilonbség elsdsorban

akkor jelent meg, ha a kérdésben orvosi konzultacié lehetsége jelen volt (13. Tablazat).

13.Tablazat: Genetikai vizsgalatokkal szemben mutatott attitiid megoszlasa

foglalkozas szerint

Egészségiigyi

valaszadok

Nem

egészsegligyi

Kérne-e genetikai vizsgalatot egészségesen,
orvosi konzultacié nélkiil a kovetkezo
esetekben

Egyes ritka betegségek veszélyének
megallapitasara

Stlyos betegségeket okozo géneltérések
kisziirésére

Gyakori betegségek esélyét kismértekben
fokozo géneltérések kisziirésére
Erdekl6désbél szarmazasanak megismerésére

Erdekl6désbél egyes testi jellegek
meghatarozasara

Teljes genetikai allomany (az 6sszes ismert
emberi gén) meghatdrozasara késobbi
felhasznalas céljabol

Kérne-e genetikai vizsgalatot egészségesen,
orvosi konzultacié mellett a kovetkez6
esetekben

Egyes ritka betegségek veszélyének
megallapitasara

Stulyos betegségeket okozo géneltérések
kisziirésére

Gyakori betegségek esélyét kismértékben
fokozo géneltérések kisziirésére

30 (41.1%)
33 (45.2%)
35 (47.3%)

31 (41.9%)
16 (21.6%)

22 (30.1%)

46 (61.3%)

54 (72.0%)

46 (62.29%)
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valaszadok

213 (48.4%)
242 (55.0%)
237 (54.0%)

185 (43.0%)
110 (25.7%)

178 (40.7%)

351 (80.1%)

372 (85.1%)

339 (78.3%)

0.257

0.13

0.315

0.899
0.561

0.093

0.001

0.007

0.005



Egészségiigyi Nem

valaszadok egészségiigyi
valaszadok

Erdekl6désbil szarmazasanak megismerésére 30 (41.1%) 188 (43.7%) 0.703
Erdeklddésbdl egyes testi jellegek 18 (24.3%) 121 (28.3%) 0.574
meghatarozasara

Teljes genetikai allomany (az Gsszes ismert 31 (41.9%) 234 (54.4%) 0.058

emberi gén) meghatarozasara késobbi
felhasznalas céljabol

V/2.4.1.3. Korabbi genetikai vizsgalat
A korabbi genetikai vizsgalaton atesett valaszadok egyes kérdésekben eltérd attitiidot

mutattak. Azon valaszadok, akiknél tortént korabban genetikai vizsgalat, kisebb érdeklddést
mutattak egyes testi jellegek meghatarozasa irant, azokhoz a valaszadokhoz képest, akiknél
korabban genetikai vizsgalat nem tortént [32 (18,6%) vs. 99 (26,4%) p= 0,052]. A
korabban genetikai vizsgalaton atesett valaszadok emellett nagyobb hajlandosagot mutattak
genetikai adataik, vagy genetikai mintajuk kutatdsi céli megosztasa irant [144 (85,7%) vs.
270 (74,2%) p=0.003; 145 (86,3%) vs. 281 (78,1%) p= 0,025].

V/2.4.1.4. Orvossal torténé konzultacio lehetésége
Az orvossal torténd konzultacio lehetdsége mellett tobb esetben is nagyobb érdeklddést

mutattak a valaszadok a genetikai vizsgalatok irant (14. Tablazat). Szignifikans
kiilonbséget észleltink a ritka betegségek sziirése, stlyos betegséget okozd genetikai
eltérések sziirése, gyakori betegségek fellépésének esélyét befolyasold genetikai variaciok
szlirése esetében, illetve a teljes genomvizsgalat esetében. A szarmazds megismerésére,
illetve egyes testi jellegek meghatarozasara iranyuld genetikai vizsgalatok irant mutatott

érdeklédés alacsony maradt fliggetleniil az orvosi konzultaci6 lehetségétol.
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14. Tablazat: Genetikai vizsgalatok irant mutatott érdeklédés az orvosi konzultacio

lehetdsége szerint

Orvosi konzultacid Orvosi konzultaci6  OR
nélkiil mellett (95% CI)

Igen ‘ Nem ‘ Igen Nem

Kérne-e genetikai
vizsgalatot egészségesen a
kovetkez6 esetekben:

Egyes ritka betegségek 277 296 446 (78) 126 (22) 3.78 <0.001
veszélyének megéllapitasara (48.3) (51.7) (2.92-4.89)

Sulyos betegségeket okozoé 313 259 483 (84.3) 90(15.7) 4.4 <0.001
géneltérések kisziirésére (54.7) (45.3) (3.36-5.86)

Gyakori betegségek esélyét 308 264 429 (75.8) 137 2.7 <0.001
kismértékben fokozo (53.8) (46.2) (24.2) (2.08-3.45)
géneltérések kiszlirésére

Erdeklddésbél 242 (43) 320(57) 240 (42.9) 319 1 1
szarmazasanak (57.2) (0.78-1.26)
megismerésére

Erdeklddésbol egyes testi 134 (24)  425(76) 147 (26.4) 410 1.1 0.35
jellegek meghatarozasara (73.6) (0.86-1.49)

Teljes genetikai 4llomany 224 343 299 (53.2) 263 17 <0.001
meghatéarozasara késébbi (39.5) (60.5) (46.8) (1.37-2.2)

felhasznalas céljabol

V/2.4.2. A kézvetleniil a fogyasztok dltal indikalt genetikai vizsgalatok irdnt mutatott attitiidit
befolydsolo tényezok
A binaris logisztikus regresszio eredményét az 15. Tablazat mutatja be. Az életkor és a

nem konzekvens modon befolydsolta az elemzésben involvalt kérdéseket. A férfi
valaszadok nagyobb érdeklodést mutattak a nem orvosi motivacioju genetikai vizsgalatok
irant (érdekldédésbol, szarmazas megismerésére). A fiatalabb korti valaszaddk nagyobb
érdeklédést mutattak az elemzésben szerepld genetikai vizsgdlatok irant, és nagyobb
mértékben tartottdk elfogadhatonak genetikai tesztek kereskedelemben  torténd
megvasarlasadnak lehetdségét. Emellett a képzettség, valamint a vallasossag is befolyasold
faktorként szerepelt, azonban nem konzekvens modon. A magukat vallasosnak wvallo
valaszadok borderline szignifikancia mellett kevésbé tartottak elfogadhatonak genetikai
tesztek kereskedelemben torténd megvételét. Osszességében a modell a teljes variancia 8-

11%-4t tudta magyarazni.
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15. Tablazat: A kozvetleniil a fogyasztok altal indikalt genetikai vizsgalatok irant mutatott pozitiv attitiid prediktorai

A tablazat a modellben szereplo hdarom kérdésre mutatja be a pozitiv attitiid prediktorait az esélyhanyadossal (OR), 95%-0S
konfidencia intervallummal (CI), és szignifikancia szinttel (p). A szignifikans p-értékeket félkoveér betiitipussal emeltem ki.

Prediktorok

Kérne-e On széles korii
genetikai tesztet csupan

kivancsisagbol?

OR (Clgs)

- p-érték

Kérne-e genetikai vizsgalatot

egészségesen, orvosi konzultacid

nélkiil, érdeklddésbol,
szarmazasa megismerésére?

OR (Clgs)

p-érték

Elfogadhatonak tartja-e genetikai
tesztek kereskedelemben torténo

| OR (Clgs)

megvételének lehetdségét?

p-érték

Végzettség Altaldnos iskola 0.931 0.884  (0.299- 0.326 (0.107-0.989)
(ref: egyetem) (0.325-2.665) 0.894 1 5 606) 0.822 0.048
Szakmunkés-képz6 | 5.953 0.469 (0.129- 161 (0.379-4.193)
(1.231- 0.027 | 1.712) 0.252 0.705
28.788)
Szakkozép-iskola | 0.921 0598 (0.278- 0.585 (0.286-1.198)
(6.450- 1.885) 0821 | 3500 0.189 0.143
Gimnazium 1392 0.883 (0.506- 0489 (0.284-0.844)
0.811-2.390) 0230 | Y3 0.660 0.010
OKJ 2137 0.761 (0.199- 1603 (0.387-6.641)
516-6.830) 0295 | Y03 0.690 0.515
Foiskola 2.240 1156 (0.641- 0.963 (0.541-1.714)
(L 232-4.072) 0.008 | 7009 0.630 0.899
Nem (ref: nok) 1761 1761 (L.125- 1358 (0.869-2.124)
(1.112-2,788) 0.016 | 2.758) 0.013 0.180
Fletkor 0.981 0.980 (0.962- 0.979 (0.962-0.997)
(0.964-0.999) 0.035 | 0.998) 0.029 0.021
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Van gyermeke (ref: igen) 1.302 1.210 (0.712- 0.481 0.866 (0.510-1.471) 0596
(0.762-2.223) 0.334 | 2.057) ' '
Foglalkozas (ref: egészségiigy) 1.547 1.147 (0.644- 0.642 1.173 (0.668-2.059) 0579
(0.876-2.732) | 0.133 2.043) . .
Vallasossag (ref: vallasos) 1143 0524 2222) (0.586- 0575 0.703 (0.468-1.056) 0.090
(0.758-1.724) ' '
Onertelfelo genetikai ismeret 0.999 0,010 0.994 (0.984- 0241 1.002 (0.992-1.012) 0677
pontszam (0.990-1.009) . 1.004)
Genetllfal meghatarozottsag pontszam (ref: 0.799 0.908 (0.527- 0.729 0.993 (0.583-1.693) 0.980
pontszam > 30) (0.467-1.368) 0.413 1.567)
Lakohely (ref: fovaroson kiviili) 1.171 (0.759- 1.147 (0,751-1,752)
0.903 0.640 1.807) 0.474 0.525

(0.587-1.387)

Nagelkerke R” (%)

11.0

8.0




V1. MEGBESZELES

VI/1. A HSP epidemiologiaja Magyarorszagon
A Hereditaer Spasticus Paraparesis kohortban elvégzett genetikai vizsgalatok alapjan a

leggyakrabban érintett gén a SPAST (Osszes proband 12%-a, a genetikailag azonositott
esetek 46%-a). Ezt koveti gyakorisagban az SPG7 (a genetikailag azonositott esetek 23%-

volt, amelyet 6t proband esetében detektaltunk. ATL1 variacid, NIPAL variacid egy-egy
probandnal volt a betegség oka. Emellett négy betegnél primeren nem HSP-hez kotott gén
probandnal FA2H variacid). REEP1 varianst nem detektaltunk a kohortban. Az irodalmi
adatok alapjan az autoszomalis dominans esetek 50%-aban a molekularis diagnoézis a
harom leggyakrabban ¢érintett gén (SPAST, ATL1, REEP1) genetikai vizsgalataval
felallithatd [107]. A SPAST variaciok az autoszomalis dominans esetek 40-45%-aért
felel6sek az irodalom szerint [110], mig a az ATL1 variaciok koriilbeliil 10%-ért [111], a
REEP1 variaciok 5%-ért [112], a KIF5A variaciok 3%-ért [113]. Autoszomalis recessziv
oroklésmenet esetén a leggyakrabban az SPG11 gén érintett, kiilondsen, ha a tiineteket
mentalis retardatio, vagy elvékonyodott corpus callosum kiséri [107]. A SPAST variaciok
sporadikus HSP esetében is gyakran jelen vannak (6-15%-ban) [87]. Az altalunk vizsgalt
kohortban jelentds aranyban sporadikus esetek fordultak eld, bar sziikséges megjegyezni,
hogy a csaladdtagok esetében szubklinikus érintettség nem zarhat6 ki. Az altalunk vizsgalt
kohortban a leggyakoribb eltérés a SPAST varidcio volt, amely egybehangzé egy kisebb,
nem altalunk végzett magyarorszagi HSP kohort vizsgalataval [114]. Ebben a vizsgalatban
11 proband koziil 5 probandnal SPAST variaciot detektaltak (4 probandnal autoszomalis
dominans oroklésmenet mellett, mig egy probandndl sporadikus megjelenés mellett). Az
16. Tablazat a SPAST variansok gyakorisagat mutatja kiilonb6z6 vizsgalt populacidkban.
Ebben a tablazatban azokat a probandokat nem vettiik szamitasba, akiknél csak célzott

SPG7 p.Leu78* vizsgalat tortént (20 proband), mivel az 6 esetiikben a SPAST gént nem
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vizsgaltuk. Ez alapjan, a Magyarorszagon detektalt frekvencia relative alacsony, azonban a

sporadikus esetek relative nagy hanyadot képviselnek.

16. Tablazat: Az SPG4 esetek aranya kiilonbozo vizsgalatokban

*Ezekben a vizsgdlatokban csak familiaris, illetve sporadikus eseteket elemeztek.

Vizsgalat A Osszes SPG4 eset (az Dominans SPG4 Sporadikus
kohort Osszes eset szazalékaban) esetek (Az SPG4 SPG4 esetek
mérete esetek szazalékaban)

Németorszag [85] 161 27 (17%) 27 (100%) Nem

értelmezheté™*

Spanyolorszag [87] 370 54 (15%) 44 (81%) 10 (19%)

Olaszorszag [115] 60 13 (22%) 5 (38%) 8 (62%)

Tobb eurdpai orszag [116] | 146 18 (12%) Nem értelmezhet6 * | 18 (100%)

Japan [117] 129 32 (25%) 28 (88%) 4 (12%)

Bulgaria [118] 36 6 (17%) 6 (100%) 0 (0%)

Korea [119] 27 11 (41%) 10 (91%) 1 (9%)

Kina [120] 36 5 (14%) 3 (60%) 2 (40%)

T6bb eurdpai orszag [121] | 120 33 (28%) 33 (100%) 0 (0%)

Romania [122] 30 16 (53%) 16 (100%) 0 (0%)

Nagy-Britannia [123] 41 9 (22%) 9 (100%) 0 (0%)

Ausztréalia [124] 30 16 (53%) 14(88%) 2 (12%)

Korea [125] 206 49 (24%) 37 (76%) 12 (24%)

Magyarorszag 79 12 (15%) 7 (58%) 5 (42%)

(sajat vizsgalatunk)
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VI1/2. HSP gének variacioinak genotipus-fenotipus osszefiiggései

VI1/2.1. A SPAST gén genotipus-fenotipus osszefiiggései
A vizsgalt HSP kohortunkban 12 proband esetében azonositottunk SPAST varidcidkat, 6

esetben korabban irodalomban nem kozolt variaciot detektaltunk. Az azonositott SPAST
variaciok mellett inter- és intrafamiliaris variabilitast tapasztaltunk. Ugyanazon mutacio
jelenléte mellett el6fordult komplikalt, és tiszta HSP is, igy egyértelmii genotipus-fenotipus
Osszefliggések nem allapithatdak meg a gén szintjén. A variaciok tipusaval (missense,
frameshift, stop) nem volt 6sszefiiggés, mivel pHSP és cHSP egyarant el6fordult mind
missense, stop ¢és frameshift variacio tipus mellett. Sporadikusan megjelend betegség esetén
is eléfordult mind STOP, mind missense, mind splice varidns. A splice varidcioval
rendelkez6 betegek esetében (3 proband) csak pHSP volt jelen, azonban itt is a betegség
kezdet széles hatarok kozott mozgott (6-44 év). Bar kordbban a SPAST variaciokat
egyértelmiien pHSP-hez kototték, mara egyértelmiivé valt az SPG4 valtozékony fenotipus
prezentacidja. Polyneuropathia, epilepsia, tremor, ataxia, kognitiv hanyatlds tarsulhat a
spasticus paraparesishez [107]. A klinikai variabilitdas oka ma még nem ismert. Ismert
jelenség az SPG4 nemhez kotott penetrancidja. Epidemiologiai vizsgalatok alapjan a
férfiakban nagyobb a betegség penetranciaja [126]. Sajat kohortunkban a férfi/n6 arany
gyakran tarsulnak pszichiatriai tiinetekkel [127]. Az altalunk vizsgalt betegek koziil egy
SPG4 betegnél tarsult depresszid, nala missense variaciot detektaltunk. Jelentdsége lehet a
SPAST génben elhelyezkedé modifikald variacidknak. Az egyik vizsgalt csalddunkban a
SPAST p.Arg562* variaciot detektaltuk az érintett ndi probandban és lanyanal. Az érintett
lany a SPAST p.Arg562* variacio mellett heterozigota p.Ser44Leu variaciot is hordozott, és
fenotipusa jelentdsen sulyosabb volt. Egy férfi probandnal heterozigdta formaban egyediili
eltérésként detektaltuk a p.Serd44Leu variaciot. A proband enyhe tiinetei 45 éves korban
kezdédtek. A megfigyeléseink Osszességében tamogatjdk a hipotézist, mely szerint az
SPAST gén p.Serd44Leu variansa modifikalo [95], vagy enyhe pathogén variacio [128] lehet.

Ugyanakkor a wvariacid pontos szerepét még tisztazni sziikséges, mivel a kontroll
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populaciéban is gyakori [129]. McDermott és mtsi. EMG vizsgalatai alapjan felvet6dott,
hogy a variacio als6 motoneuron karosoddsra hajlamositd genetikai faktor szerepét is
betdltheti [130]. Tovabb erdsitette ezt a hipotézist Munch és mtsi. kozlése, amelyben a
SPAST p.Sed44Leu variaciot egy rapidan progredialo ALS betegben azonositottak [129]. A
SPAST gén pathogén variacioi leggyakrabban a gén konzervalt, AAA domént (342-599.
pathogén variaciok esetén koraibb a betegségkezdet [131]. Sajat kohortunkban egy varianst
leszdmitva (p.Thr614Asnfs*16), valamennyi detektalt varidns az evolicidsan konzervalt

AAA domént érintette.

V1/2.2. Az SPG7 gén genotipus fenotipus osszefiiggései
SPG7-et hat proband esetében diagnosztizaltunk. Az autoszomalis recessziven 6rokl6do

betegség irodalmi adatok alapjan pHSP és cHSP formajaban is jelentkezhet. Opticus
atrophia, dysarthria, dysphagia, ataxia, nystagmus, strabismus, hypacusis, distalis
izomatrophia tarsulhat a betegséghez [107]. Sajat kohortunkban hat proband koziil 6tnél, a
kordbban pathogénként kozolt, p.Leu78* variaciot detektdltuk homozigota, compound
heterozigota vagy heterozigota formaban. A variacid sporadikus esetekben €s autoszomalis
recessziv 6roklésmenet mellett is jelen volt. Egyes irodalmi adatok alapjan felvetédik, hogy
a variacio dominans Oroklésmenettel is megjelenhet [89]. Sajat kohortunkban egy
sporadikus pHSP probandnal bizonyitottan heterozigdta statuszu volt a variacid, mivel
ennél a probandnal deletio €s duplicatio sziirés is tortént. Az izomszdvettani vizsgalat
mitochondrialis funkcidzavart jelzett, amely tamogatja a felvetést, miszerint a betegség
megjelenéséhez elég lehet egy mutalt allél. Harom HSP proband esetében a varians
homozig6ta statuszban igazolddott, mig egy proband esetében compound heterozigota
statuszban (p.Ala510Val varians mellett), ahol a csaladi anamnesis alapjan az 6roklésmenet
bizonytalan volt. Osszességében tehat az eddig osszegyiilt informéiciok birtokdban
felvetddik, de nem lehet egyértelmiien allast foglalni arrdl, hogy megjelenhet-e a betegség
domindns modon p.Leu78*variacio mellett. Az egyik vizsgalt probandunk esetében
detektalt p.Gly344Asp varians mellett is felvetddott dominans 6roklddés lehetésége. Az
index beteg mintdjdban compound heterozigota variacidt azonositottunk: heterozigota

p.Ala510Val ¢és heterozigota p.Gly433Asp. A p.Ala510Val varianst kordbban az
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irodalomban lehetséges pathogén variansként kozolték [132], amelynek egyértelmi
szignifikancidja még nem tisztazott. Roxburgh és mtsi. kozlése alapjan a variacio az SPG7
gén leggyakoribb eltérése [133]. A p.Gly344Asp variaciot korabban szintén pathogénként
kozolték [90]. Az index betegiink édesanyja szintén érintett volt, azonban a mater
mintdjaban csak a p.Gly344Asp varidciot detektaltuk. Ennek az esetnek kapcsan, illetve a
p.Leu78* varidnssal compound heterozigota statuszban detektalt varians kapcsan felmertil,
hogy a p.Ala510Val varians egy modifikald faktor lehetettk, a dominans 6roklésmenettel
megjelend p.Leu78* illetve p.Gly344Asp varidcidé mellett. Ennek bizonyitasa azonban még
tovabbi vizsgalatokat igényelne. A p.Leu78* variaciot eredetileg Arnoldi és mtsi. kozolték
[88], és felvetették, hogy gyakori el6forduldsa a vizsgalt olasz HSP kohortban alapité hatas
kovetkezménye lehet. Kés6bb mas populacioban is gyakori eléfordulast észleltek [89,134—
136]. Sajat kohortunkban a variaciét hordozé probandok Magyarorszag eltérd részeirdl
szarmaztak, ¢és nincs arr6l tudomasunk, hogy etnikai kisebbség tagjai volnanak.
Osszességében tehat a varidns relativ gyakori eléfordulasat mutdcios hotspot hatasnak

tulajdonitjuk.

V1/2.3. Pleiotropia az SPG11 gén variaciék klinikai megjelenésében
SPG11-et Osszesen harom proband esetében diagnosztizaltunk. Két proband esetében,

akiket a HSP kohortban vizsgaltunk, a fenotipus az irodalomban kozoélteknek megfeleld
volt. Egy proband esetében a cerebellaris ataxia hatterének tisztazasara végzett teljes exom
szekvenalas azonositott compound heterozigota eltérést az SPG11 génben. Az SPG11 gén
variacidi széles fenotipusos spektrummal jelentkezhetnek. Egyarant okozhatnak
autoszomalis recessziv Oroklésmenettel komplikalt hereditaer spasticus paraparesist,
periférias neuropathiat, valamint juvenilis amyotrophias lateral sclerosist. Az SPG11
asszocialt komplikalt HSP-re jellemz6 a fiatal felndttkori kezdet, kognitiv hanyatlas, kis
kézizom atrophia, cerebellaris ataxia [137]. Az SPG11 okozta HSP esetében az ataxia nem
konzisztensen jelentkezik, és altalaban enyhe, azonban egy korabbi esetkdzlést ismeriink az
irodalombol, ahol akciés tremor volt a prezentacids tinet [138]. Egyes esetekben
Parkinsonismus [139], illetve centralis retina degeneratio [96] kisérheti a spasticus
paraparesist. Az SPG11 gén okozta hereditaer spasticus paraparesisre jellemz6 radiologiai

eltérés, az elvékonyodott corpus callosum mellett, a mar preklinikai stadiumban észlelhetd
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,hiuzfil jel”, amely a frontalis kamraszarvak csucsan jelentkezd, jellegzetes alakd, koéros
szignalintenzitdas [140]. Az SPG1l1 asszocialt Charcot-Marie-Tooth betegség lasst
progressziot mutatdé, dontéen distalis, senso-motoros axonalis neuropathia képében
jelentkezik, fiatal felnéttkori kezdettel, amelyet egyes esetekben mentalis retardatio, vékony
corpus callosum kisér [141]. Az amyotrophias lateral sclerosissal jelentkezd betegek
esetében korai kezdet (atlag 16 év) és hosszu lefolyas (atlag 34 év) jellemz6 [142]. Esetiink
tovabbi bizonyitékul szolgal arra, hogy elsddlegesen ataxidval jelentkezd betegnél az
SPG11 lehetdségét figyelembe kell venni, és célzottan kell keresni az MR-en a corpus

callosum vékonyodast.

Az SPG11 altal kodolt spatacsin diszfunkcidja nem teljes mértékben tisztazott moédon vezet
axonalis karosodashoz. A fehérje karosodasa koros cytoskeleton stabilitassal €s axonalis
transzporttal jar [143], emellett a lysosomalis rendszer is diszfunkcionalis, lysosomalis lipid
akkumulaci6 alakul ki [144]. A HSP pathomechanizmusaban egyes gének mutacidja esetén
(SPG13, REEP1, SPG7, C120RF65, MT-ATP6) mitochondrialis diszfunkcid all a betegség
hatterében [17], azonban az SPG11 esetében ezt korabban nem irtdk le. Izombiopsias
mintdk szisztematikus vizsgalatarél nincs tudomdsunk SPG11 gén mutacidval bird
betegekben, esetkozlésekben azonban eddig nem irtak le mitochondridlis diszfunkciora
utal6 eltéréseket [139,145,146]. Tovabbi vizsgalatokat igényel, hogy az esetiinknél észlelt

mitochondrialis eltérések Osszefiiggenek-e az SPG11 variaciokkal.

V1/2.4. Tovabbi azonositott SPG gének genotipus-fenotipus osszefiiggései
NIPA1 és ATL1 variaciot egy-egy proband esetében detektdltunk. A genotipus illetve

fenotipus jellemzoék az irodalomban kozolteknek megfeleltek [107]. A ritka el6fordulas

miatt genotipus fenotipus dsszehasonlitdsok végzése nem volt lehetséges.

VI1/3. A HSP vizsgalata soran azonositott fenokopiak
Ismert, hogy egyes metabolikus betegségek felndttkori kezdetli, illetve enyhébb

megjelenési formai kezdetben a HSP fenotipusat utanozhatjak [19]. Sajat kohortunkban két
proband esetében X-hez kotott adrenoleukodystrophia- adrenomyloneuropathia igazolodott,
egy proband esetében Krabbe betegséget, egy proband esetében FAHN betegséget
diagnosztizaltunk. Az elmult években tobb esetet kozoltek, ahol a kezdetben HSP-nek
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tartott fenotipus hatterében végiil ABCD1 pathogén variacié igazolodott [147,148]. Sajat
kohortunkban az egyik probandndl észlelt szintes érzészavar felvetette a myelopathia
lehetOségét, azonban ez az elvégzett vizsgalatokkal nem nyert megerdsitést, elsésorban
HSP meriilt fel. Koponya MR vizsgéalata kezdetben leukodystrophiat nem mutatott,
egyediili eltérés a vékonyabb myelon volt. A gerincvelé elvékonyodasa HSP-vel is
asszocialhat, azonban jellemz6 lehet AMN-re is [149]. A masodik AMN eset fenotipusa
ataxiaval komplikalt HSP-re utalt, MR vizsgalata nem mutatott kérosat. Az évekkel késdbb
elvégzett kontroll MR vizsgalat mar felvetette leukodystrophia lehetéségét, azonban
megjegyzendd, hogy szamos HSP esetében is eléfordulhat nem specifikus fehérallomanyi
jelzavar [150]. A Krabbe-betegséggel diagnosztizalt proband esetében a klinikai tiinetek
megfeleltek HSP-nek, azonban a koponya MR vizsgalat a corticospinalis palyarendszer
mentén jelzavart mutatott. Az eltérés felvetette AMN lehetdségét, amelyet a vizsgalatok
nem igazoltak. Végil panelvizsgalattal sikeriilt azonositani a GALC gén pathogén
[151], azonban a palyarendszer mas betegségekben is lehet preferencialisan érintett [152].
A beteg ENG vizsgalattal detektalt demyelinisatios polyneuropathiaja ugyanakkor nem
jellemzé HSP-re. A FAHN betegséggel diagnosztizalt proband esetében a gyors
progresszio, diffiz  fehérallomanyi eltérések, komplex fenotipus cHSP, vagy
(SPG35), amelyre az anarthria korai Kkifejlodése lehet jellemz6é [153], illetve
dysmyelinisatios leukodystrophiat okozhatnak [154], azonban a kiilonb6z6 klinikai
megjelenési formakra a jelentdés atfedés miatt spektrumbetegségként tekinthetiink.
Osszességében tehat elmondhatd, hogy a leukodystrophiak és cHSP sok esetben éatfedd
klinikai megjelenéssel birnak, igy a panel-, illetve exomvizsgéalatok jelentds segitséget

jelentenek a diagnosztikaban.
VI1/4. Ritka variaciok vizsgalata ALS-ben

Az ALS kohortban 50%-ban (7/14 proband) azonositottunk ritka, proteinszerkezetet
feltehetéen modositd variacidt neurodegeneracioval jard betegségekhez kothetd génekben.

Négy esetben (28,5%) tobb génben volt jelen ritka variacié egyazon betegben. Az érintett
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géneket a 15. Abran Osszegzem. Ritka varidcidkat azonositottunk familiaris ALS-hez
kotott  génekben, a klasszikus HSP  génekben, valamint a HSP differencial
diagnosztikajaban felmeriilé, nuklearis mitochondridlis génekben egyrant (POLG,
SLC25A15, SLC25A22). A HSP gének egyik tagja (SPG7), mint nuklearis mitochondrialis

gén is definialhato.
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15. Abra: Az ALS kohortban azonositott ritka variaciékat hordozé gének

Az dabra azon géneket mutatja, amelyekben ritka, feltehetéen proteinszerkezetet modosito
varidciokat azonositottunk. Az abra a STRINGvI0-el késziilt (http://string-db.org/) [155].
Az osszekoto vonalak vastagsaga az evidencia erdsségét jelzi.

A hereditaer spasticus paraparesis panelen 9 familiaris ALS-hez kothetd gén volt
reprezentalva. Ezen gének koziil, a vizsgalt 14 ALS beteg vizsgalataval, két esetben
azonositottunk ritka, feltehetden proteinszerkezeti valtozast okozd variaciot. Az egyik
esetben heterozigota variaciot azonositottunk az ALS2 génben, mig a masik esetben
heterozigéta variaciot detektaltunk a SETX génben. Mind a SETX, mind az ALS2 gén
detektalt variaciok dnmagukban nagy valdszintiséggel nem feleldsek a betegségért az adott
betegben. Ezek alapjan a vizsgalt 14 ALS beteg esetében familiaris ALS format nem

azonositottunk.
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Hét beteg esetében, beleértve a két ALS gén variaciot hordozd beteget is, egy vagy tobb
heterozigota statusza ritka variaciot azonositottunk korabban els6sorban HSP-hez asszocialt
génekben, vagy nuklearisan kodolt mitochondrialis génekben. Két esetben egy-egy gén
egyazon betegben. Harom betegben azonositottunk ritka, POLG génben elhelyezkedd
varidciokat. Egy betegben compound heterozigdta variacidt azonositottunk, heterozigdta
PNPLAG ritka varidans mellett. Egy betegben heterozigéta POLG variacio volt jelen
CYP7B1, KIAA0196, SETX wvariaciok mellett. Tovabbi egy betegben compound
heterozigdta, korabban pathogénként kozolt varidciok voltak jelen a POLG génben.
Osszességében tehat az ALS betegekben végzett panel vizsgalat eredményei heterogének, a

talalt eltérések az ALS oligogénes modelljébe illeszthetéek be.

VI1/4.1. Az ALS oligogénes modellje
Az elmult években tobb olyan exom- illetve panelvizsgalat eredményét kozoltek, amelyek

arra utalnak, hogy a ritka variacioknak fontos szerepe van mind a familiaris mind a
sporadikus amyotrophias lateral sclerosisban, és szamos esetben egyazon betegben tobb
génben elhelyezkedd ritka variaciok is azonosithatoak. Steinberg és mtsi. vizsgalatdban
[156] 44 ALS trional végeztek exom szekvenalast. Ritka potencialisan deletans compound
heterozigota variaciot 27%-ban, homozigota recessziv varianst 14%-ban, kodold de novo
varianst 27%-ban azonositottak. A betegek 20%-aban a fenti eltérésekb6l egynél tobb volt
egyazon betegben. Négy betegnél volt jelen familiaris ALS-hez kothet6 variacio. A talalt
eltérések a transzkripcid regulacio, sejtciklus tutvonalon mutattak feldusuldst, sajat
eredményeinkkel nem fednek at. Cady és mtsi. vizsgalataban [157] 391 ALS beteget
szekvenaltak 17 ismert ALS génre. A familiaris esetek 64,3%-ban, a sporadikus esetek
27,8%-aban azonositottak ritka, deletans variaciot. Az esetek 3,8%-aban tobb mint egy
pathogén varians volt jelen, és ezekben a betegekben a betegségkezdet 10 évvel korabbi
volt, mint az egy pathogén varidnst hordoz6 betegekben. Kenna és mtsi. vizsgéalatiban
[158] 444 ir nemzetiségii ALS beteget vizsgaltak, 33 ALS-hez kdthetd génre. A familiaris

esetek 38%-aban, mig a sporadikus esetek 14,5%-aban azonositottak pathogén varianst. A
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betegek 1,6%-anal tobb mint egy pathogén varians volt jelen. Egy német vizsgalatban [159]
80 ALS betegnél végeztek panel vizsgalatot. A panel 39 ALS-hez kotott génen kiviil
lefedett 238 tovabbi gént, amelyeket kiilonboz6 neurodegenerativ betegségekkel
asszocialnak. A betegek 60%-aban azonositottak ritka, deletans variaciot, 18,8%-ban tobb
mint egyet. Tizenkét beteg (15%) esetében mas neurodegenerativ betegséghez kothetd
génekben volt eltérés. Ezek koziil kiemelendd, hogy 4 betegben heterozigdta varians volt
jelen az SPG7 génben. Sajat vizsgalatunkban egy betegben volt jelen heterozigota SPG7
varians, amelyeket a kozelmultban primer lateral sclerosissal is Osszefliggésbe hoztak
[160]. A fenti vizsgalatok talalati aranya, illetve az oligogénes eltérések eléfordulasa tehat
Osszhangban van sajat vizsgalatunkkal. Ugyanakkor sajat vizsgalatunkban nem
azonositottunk familiaris ALS-hez kotott génben ritka variaciot, amelyet az alacsony
mintaszdm magyarazhat. A mas vizsgalat (dr. Nemes Csilla sajat kozlése) részét képezd
CI90RF72 repeat expanzid vizsgalata egy betegben azonositott emelkedett repeat szamot.
Ebben az esetben ritka variaciot nem azonositottunk a panelen szerepld génekben, bar
kiemelendd, hogy a fenti vizsgalatokban is jelentds aranyban a COORF72 repeat expanzid

mellett voltak jelen a detektalt ritka variansok [157-159].

V1/4.2. BSCL2 variacio azonositasa ALS-ben

Egy ALS-betegben (ALS-P4) heterozigota, bizonytalan szignifikanciajo BSCL2 variaciot
kothetéek, amelynek megjelenési formai hereditaer spasticus paraparesis (Silver
syndroma), Charcot-Marie-Tooth betegség, kongenitalis generalizalt lipodystrophia 2-es
tipusa, hereditaer motoros neuropathia V-0s tipusa [107]. A Silver syndroma esetében
komplex, a fels6 és alsé végtagi distalis izomzat atrophiajaval jard spasticus paresis alakul
ki, amely autoszomalis dominans médon 6roklédik. A talalt eltérés kiemelendd, mivel egy
2017-ben kiadott kozlemény szerint a BSCL2 mutaciok egyes esetekben ALS-t és
multifokalis motoros neuropathiat utanzo fenotipussal jelentkezhetnek [99], és
sporadikusan is megjelenhetnek. Betegiinknél az édesanya érintettsége alapjan (focalis,
stagnaldé izomsorvadds), autoszomalis domindns vagy materndlis Oroklésmenet
elképzelhetd, illetve a gyors lefolyasu ALS-szeri megjelenés, csaladon beliil valtozo

penetrancia a Musacchio és mitsi. altal leirt fenotipussal dsszeegyeztethetd. A betegilinknél
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észlelt bulbaris érintettség ugyanakkor az eddig k6zolt esetekben nem szerepelt. A variacio
pathogenitasanak megitélésére tehat tovabbi funkcionalis, valamint szegregacios

vizsgalatok volnanak indokoltak, tekintettel a variacio bizonytalan megitélésére.

V1/4.3. Nuklearisan kodolt mitochondrialis génekben azonositott ritka variaciok
lehetséges szerepe ALS-ben
Ismert, hogy az amyotrophias lateral sclerosis pathogenezisében mitochondrialis

diszfunkcio is szerepet jatszik. A mitochondridlis eltérések megjelennek strukturalisan is
(mitochondrialis morfologia, fuzid/fisszid zavara), illetve érintik az oxidativ foszforilacio
folyamatat is - fokozott ROS képzddéssel -, valamint a kalcium homeosztazist [161]. Nem
ismert azonban, hogy a fenti észlelt eltérések primer vagy szekunder médon jelentkeznek.
Mitochondridlis betegségek esetében tisztdn motoneuron érintettséggel jard fenotipus eddig
nem keriilt leirasra, bar ritka motoneuron patholdgiaval is jaro eltérések szerepelnek az
irodalomban [162]. A kozelmultban leirt CHCHD10 gén mutacidé okozta amyotrophias
lateral sclerosis ugyanakkor kozvetlen kapcsolatra utal, tehat egyes esetekben
feltételezhetd, hogy primer mitochondrialis eltérés lehet a betegség oka [163]. A
CHCHD10 gén egy nuklearisan kodolt mitochondrialis membran protein, amelynek pontos
funkci6ja még nem ismert. Bannwarth és mtsi. kozleményében egy francia csalad
beliil valtozatos volt, motoneuron betegség tiinetei bulbaris érintettséggel, ataxia, kognitiv
hanyatlas, ptosis jelentkezett kiilonb6z6 modon az érintett csaladtagokban. Kozos
jellemzoként, az izombiopsias mintaban tipusos mitochondrialis myopathia jelei voltak
lathatoak, COX negativ rostokkal, ragged red rostokkal. A mitochondrialis genomban
multiplex deletiok igazolddtak, tehat a gén mutacidja mitochondrialis DNS instabilitassal is
[164], illetve altalanossagban multiplex deletiok jelenlétét [165], is Osszefiiggésbe hoztak

motoneuron betegségekkel.

Sajat ALS kohortunkban harom esetben azonositottunk ritka POLG gén varidciot. Két
betegben compound heterozigodta eltérés volt jelen, mig egy betegben simplex heterozigdta

variaciot azonositottunk. Az azonositott Ot variacid koziil négy ismert, feltételezetten
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pathogén, PEO-val asszocialt eltérés. Két betegben a POLG gén variacidi mellett tovabbi
ritka varidciokat is azonositottunk. Az egyik betegben (ALS-P3) heterozigéta PNPLAG
variacio volt jelen a POLG gén compound heterozigdota variacié mellett, mig a masik
betegben (ALS-P9) a heterozigéta simplex POLG variacié mellett heterozigota CYP7B1,
KIAA0196, SETX ritka variaciot azonositottunk. A harmadik betegben (ALS-P13) a
compound heterozigota POLG varidciok mellett nem azonositottunk mas génben ritka,
deletans variaciot. A detektalt variaciok jelentOsége kérdéses. A POLG gén egy nuklearisan
kodolt fehérje, a polimeraz y, amely fontos szerepet tolt be a mitochondridlis DNS
replikaciojaban. A POLG gén pathogén variacid valtozatos klinikai képpel jelentkezhetnek,
ugy mint (1) myocerebrohepatopathia spektrum (MCHS), (2) Alpers-Huttenlocher
syndroma (AHS), (3) myoclonusos epilepsia myopathia sensoros ataxia (MEMSA), (4)
ataxia neuropathia spektrum, (5) progressziv kiilsé szemizom bénulas (PEO) [166]. A sajat
kohortunkban vizsgalt betegek fenotipusa mitochondridlis betegségre nem utalt, ptosis,

ataxia nem keriilt leirasra, izombiopsias minta nem érhetd el a betegektél. A POLG gén

.....

.....

ismerten okozhat komplex motoneuron betegséget, illetve a multiplex deletiok
eléfordulasat is leirtak a betegségben, igy tovabbi vizsgalatok (szegregacids vizsgalat,

izombiopszia) indokoltak a pathogenitas tisztazasara.

A POLG variacié mellett heterozigdta variaciot azonositottunk az SLC25A15 ¢s SLC25A22
génekben, amelyek mitochondrialis carrier fehérjéket kodolnak (ornitin, illetve glutamat
carrier) [167]. Az SLC25A15 gén pathogén variacioi, autoszomalis recessziv
oroklésmenettel, a HHH (hyperornithinemia hyperammonaemia homocitrullinuria)
szindrémaval asszocialtak, azonban felndttkori kezdetli metabolikus betegségként spasticus
neonatalis myoclonusos epilepsidval tarsulnak, motoneuron betegség kiilonb6z6é formaival

eddig nem tarsitottak.

A nuklearisan kodolt mitochondrialis gének kozt sziikséges megemliteni az SPG7 gént is.

.....
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ptosissal komplikalt spasticus ataxiaval tarsulhatnak, amelyet multiplex deletiok
felhalmozodasa, a mitochondrialis biogenesis fokozodasa €s mitochondrialis hyperfusio
kisér [136]. A tiineteket dysphagia és proximalis myopathia is gyakran kiséri. Késébbi
vizsgalatok alapjan, a jelenleg ismert leggyakrabban érintett nuklearis gén mitochondrialis
betegség hatterében az SPG7 [168]. Mas nuklearis mitochondrialis génekhez hasonldan, az
okozhatnak betegséget [9]. 2016-ban Yang és mtsi. familiaris PLS hatterében azonositottak
compound heterozigota SPG7 variaciot [169], mig Kriiger és mtsi. egy német ALS
kohortban azonositottak heterozigota variansokat a génben [159]. Sajat vizsgalatunkban
HSP-vel asszocialtan hat probandnal detektaltunk SPG7 variansokat, mig ALS-ben egy

probandnal.

VI1/5. Az MSTOL gén azonositasa komplex mitochondrialis betegség hatterében
Az MSTO1 génnel korabban emberi betegséget nem tarsitottak, igy a talalt p.Val8Met

varians az ACMG kritériumai alapjan bizonytalan szignifikanciaji génben (,,gene of
rendelkezésre. D. melanogaster és S. cerevisiae modellekben a Misato gén null mutacioi
irregularis kromoszomalis szegregaciot eredményeztek [170-172]. HelLa sejtekben az
MSTO1 SiRNS-el torténé deplécigja a mitokondriumok fragmentalodasahoz és
sejtpusztulashoz vezetett, mig az EGFP-Misato overexpresszio a perinuklearis régioban a
csaladban el6forduld multiszisztémas tiineteket magyarazhatja. A feltételezett pathogén
eltérés és az MSTO1 szerepének vizsgalatira a Thomas Jefferson Egyetem Mitocare
Centrumaval kozos kollaboracié keretében, lehetdségiink nyilt, amelynek eredményeként

feltételezésilink beigazolodott.

A csalad két érintett tagjatol (II/1, 1/2) szarmazo, valamint egészséges kontroll primer
fibroblast sejteken, valamint MSTO1 siRNS-el vald géncsendesitést kdvetden Hela
sejteken tovabbi vizsgalatok torténtek [37]. Az elvégzett in vitro vizsgalatok igazoltak,
hogy (1) a betegek fibroblast sejtjeiben az MSTO1 mRNS ¢és protein szint szignifikdnsan

csokkent; (2) az MSTOL1 variaciot hordozo fibroblastokban a fragmentalt és perinuklearisan
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aggregalt mitochondriumok aranya nagyobb; (3) az észlelt mitochondrialis dinamika
valtozasa, a fuzioés aktivitds csokkenése, fliggetlen a mitochondrialis flzio-fisszio
iranyitasaban kulcsszereppel bird6 proteinek (MFNI, MFN2, OPAl ¢és DRPI)
expressziojanak valtozasatol. A mitochondrialis dinamikaban tapasztalt valtozasok az
MSTO1 beteg fibroblastokban tranziens mtDsRed-T2A-MSTO1 plazmid transzfekciot
kovetden szignifikansan javultak, megkdzelitve a kontroll fibroblastokndl tapasztalt
értékeket. A mitochondridlis dinamikdban tapasztalt valtozasokat HeLa sejteken MSTO1
siRNS géncsendesitést kovetden is tudtuk igazolni. MSTOI1 deplécié hatdsdra HeLa
sejteken a mitochondrialis membranpotencial, respiracié, és Ca®" akkumulacio6 szignifikans
valtozast nem eredményezett, amely alapjan a mitochondridlis fuzié csokkenése nem egy
bioenergetikai valtozas masodlagos kovetkezménye. Az MSTOI1, annak ellenére hogy a
protein mitochondrialis kiils6 membranban val6 lokalizacigjat irtak le [173], az altalunk
végzett kisérletek soran mind a primer fibroblast, mind az endogén és a plazmid bevitelt
kovetd overexpresszalt Hela sejteken, a cytoplasmaban diffaz eloszlast mutatott. Az
MSTOI1 lokalizaciojanak tisztazésara kiils6 mitochondrium membran targetalt GFP
(OMP25-GFP) és MSTO1-cMyc plazmidokkal torténd kotranszfekciot kovetden, intakt és
intakt sejteken, mind az MSTO1, mind a tag specifikus cMyc protein féként cytoplasmikus
lokalizaciot eredményezett, a két vektor kolokalizacidja ~30% volt, mig a permeabilizalt
sejteken ez 50%-nak bizonyult. Ezt az értéket megerdsiti, hogy HeLa sejteken az MSTO1
Western blot vizsgalattal, az intakt sejtekhez viszonyitva az izolalt mitochondriumokban a
fehérje ~35%-ban van jelen. Plazma membran permeabilizaciot kovetéen az MSTOI
protein gyorsan és szinte teljesen a cytoplasmaba dramlik. Osszehasonlitva mas ismert
lokalizacioji proteinekkel, a hexokindz II, amely ismerten a mitochondridlis kiilsd
membranhoz gyengén asszocialt protein [174], az MSTO1-hez viszonyitva idében
lassabban ¢és kevésbé aramlott ki a cytoplasmikus frakcioba. Az ismert cytoplasmikus
protein, az a-tubulin és az MSTO1 hasonlé mintazatot mutatott, mind HelLa, mind primer
fibroblast sejteken. Végiil, a permeabilizalt sejteket tripszinnel limitalt proteolizisnek tettiik
ki, amely soran az MSTOI, hasonléan a hexokinaz II-h6z és az a-tubulinhoz, mind a

cytoplasma, mind a membran frakciobdl eltiint, amely szintén azt tamasztja ald, hogy az
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MSTOI1 a mitochondriumon kiviil lokalizalodik és gyengén kotddhet a mitochondridlis
kiils6 membranhoz. A fentiek alapjan feltételezziik, hogy az MSTOI1 fehérje foként
solubilis formaban a cytoplasmaban lokalizalodik, részlegesen kotédik a mitochondrialis

kiils6 membranhoz, amely alapjan a mitochondrialis szabalyozasban jatszhat szerepet.

A komplex mitochondrialis fenotipussal jelentkez6 csalad esetében feltételeztiik, hogy a
klinikai tiinetekért, a vérbdl izolalt DNS szekvenalasaval (teljes exom ¢és Sanger
szekvenalas megerdsitette a heterozigbta p.Val8Met variaciot, mig a genomi DNS
vizsgalataval az exoni deletiokat, multiplicatiokat kizartuk. Ennek alapjan a vizsgalt
betegek egy karosodott, és egy normal MSTOL1 alléllel rendelkeznek, amely az MSTO1
mRNS ¢és protein részleges hianydhoz vezet. Bar a szlirési kritériumaink alapjan mas
pathogén variacid nem szegregalt a csaladban, azonban nem =zarhatdo ki teljes
bizonyossaggal, hogy az MSTOI1 részleges hianya tovabbi faktorokkal parosulva okozza a
klinikai képet. Parhuzamosan vizsgélatunkkal egy olasz munkacsoport is k6zolt tovabbi két
esetet, ahol az észlelt fenotipus hatterében az MSTOL recessziv variacioi alltak [175]. A
Nasca €s mtsi. altal k6zolt fenotipus részben atfedd volt az altalunk kozolt fenotipussal, és a
funkcionalis vizsgalatok a fehérje mitochondridlis fazidban betdltott szerepét is
megerdsitették. Az olasz munkacsoport altal kozolt esetekben a multiszisztémas érintettség
mellett a f6 prezentacios tiinet myopathia és cerebellaris ataxia volt. Az altalunk leirt
csaladban az enyhe distalis myopathia és ataxia mellett tanulasi zavarok, illetve
pszichiatriai zavarok voltak jelen, amelyeket Nasca és mtsi. altal leirt betegekben nem
figyeltek meg. Ezek alapjan tehat az MSTOL1 asszocialt betegségek esetében mind
autoszomalis domindns, mind autoszomalis recessziv Ordklésmenet elképzelheto.
Megjegyzendd, hogy szamos nukledris mitochondrialis génhez (POLG1, RRM2B, OPAL,
MFN2) tarsitott betegség esetében mind autoszomadlis domindns, mind autoszomalis
recessziv Oroklédést leirtak. A korabbi megfigyelések alapjan az autoszomalis recessziv
formak altaldban sulyosabb, korai kezdeti fenotipussal jarnak, mig az autoszomalis
dominans formak enyhébb, felndttkori kezdetd manifesztacioval tarsulnak [176]. A

funkcidvesztéssel jard mutaciok altalaban alacsonyabb protein expresszioval jarnak, de a
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gén mono- vagy biallelikus tulajdonsagatol fiiggéen fennmarado proteinszint kiillonb6zé
lehet. Az OPA1 esetében példaul, az autoszomalis dominans variaciok csokkent OPAL
expresszioval jarnak [177], mig a recessziv formak esetében csaknem hianyzd protein

expressziot talaltak [178].

V1/6. Exom- és panelszekvenalasi vizsgalatok klinikai alkalmazasa
Az 1j generacids szekvenaldsi eljarasok alkalmazéasa egyre inkabb elterjed a klinikai

neurogenetikdban is. Elsdsorban az NGS alapu panel vizsgalatok és a teljes exom
vizsgalatok keriiltek alkalmazésra a klinikumban, mig a teljes genom vizsgalatok egyeldre
kisérleti fazisban vannak. Az NGS alapu diagnosztika sikerratijja mara meghaladja a
hagyomanyos Sanger szekvenalasét, és koltséghatékonyabbnak is bizonyult [179]. A
diagnosztikus siker rata klinikai exomszekvenalas esetében atlagosan 20-30% [180],
amelyhez hasonld eredményt mutatott sajat HSP panel vizsgalatunk is [181]. A Sanger
szekvenalas klinikai ara, a vizsgalt gének szamatol fiiggéen 1,000-30,000$ kozo6tt valtozhat,
mig az exom szekvenalas ara $5000 koriil mozog [179]. A diagnosztikus sikerratat tobb
tényez6 is befolyasolhatja. A jol karakterizalhatod, korai kezdetii, recessziv betegségek
esetén magasabb a sikerrata [180]. Egyes tiinetek esetén, pl. ataxia esetében, alacsonyabb a
diagnosztikus rata [180], mig a szemészeti genetikai betegségekben altalaban magasabb
[182]. Ennek egyik oka az lehet, hogy a szemészeti genetikai betegségek molekularis
hattere jobban ismert. Tovabbi tényez6 lehet, hogy az NGS technoldgia rutin
alkalmazéasban a repeat expanziok diagnosztizalasara kevéssé alkalmas. A trio exom
vizsgalatok esetében is magasabb a molekuldris diagnosztikai rata, mint ha csak a
probandnal torténik WES [182,183]. A targetalt megkozelités (NGS panelvizsgalat) elénye,
hogy a vizsgalt gének lefedettsége uniformabb és konnyebben lehet biztositani a megfeleld
leolvasasi mélységet. Ezzel szemben a teljes exom szekvenalas soran nehezebb megfeleld
lefedettséget elérni, az egyes vizsgalatokban atlagosan az exom 10%-a nincs megfeleléen
lefedve [184]. Emiatt a targetalt megkozelitések esetében a fals negativ vizsgalat
eléfordulasa ritkabb. Emellett az elemzési 1épések panelvizsgalat esetében kevesebb idot
vesznek igénybe. Van Egmond és mtsi. vizsgalataban egy dystonia génpanel hatékonysagat
vizsgaltak kontroll csoporttal szemben [185]. A kontroll csoport esetében Sanger

szekvenalasra valasztottak ki géneket. Ehhez a betegek klinikai paramétereit figyelembe
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véve, a fliggetlen szakértok altal meghatdrozott, diagnosztikus algoritmust kovették. A
génpanel alapu vizsgalat esetében a koltségek alacsonyabbak voltak (1822€/eset Vs.
2660€/eset), valamint a panel id6hatékonyabbnak is bizonyult (atlagosan 28 vs. 102 nap).
Az exom szekvenalas esetében szamolnunk kell az Osszetettebb adatelemzéssel, valamint
az incidentalis taldlatokkal. Exom szekvenalast a fenti problémak miatt ezért akkor érdemes
inditani, ha a klinikai kép Osszetett, nem all rendelkezésre megfeleld panel, vagy az
elvégzett panel vizsgalat negativ eredményii. Az irodalmi adatok alapjan a panelvizsgélatok
diagnosztikus ratija a WES vizsgalatokéhoz hasonld [184]. Az exom szekvenalasi
vizsgélatok esetében elonyt jelent a fenokopidk felismerésének lehetésége. Azt is
szamitasba kell venniink, hogy a neurogenetika jelen fejlédési iiteme mellett az egyes
fenotipusokra megalkotott panelvizsgalatok hamar elavulhatnak, mig az exom adatok
késdbbiekben is Tjra elemezhetdek. Az exom szekvendldsi vizsgdlatok esetében
megnodvekszik a VUS talalatok szama, azonban ez lehetdséget teremt Uj gén-betegség
Osszefliggések felismerésére is. Egy 1000 exom szekvenalas eredményét értékeld vizsgalat
alapjan, ha a kandidans gének pathogenitasa bebizonyosodna az exom szekvenalas
diagnosztikus rataja 83% lenne [186], azaz az exom szekvenalds esetében a negativ
eredmény elsdsorban interpretacids kiiszob miatt 1€p fel. Az exom szekvenalasi vizsgalatok
vezettek el arra felismerésre iS, hogy tobb neurodegenerativ betegség genetikai hattere
részben kozos lehet [20]. Osszefoglalva tehat a kiilonbozd vizsgalatok megallapitasait,
illetve az ajanlasokat [179,180,184]: Sanger szekvenalas tovabbra is ajanlhatdo egyes
esetekben, ahol a fenotipus-genotipus kapcsolata szoros, és az egy-gén vizsgalat
diagnosztikus sikerrataja magas. Egyes jol karakterizdlhato esetekben targetalt
megkozelitéseket érdemes valasztani, mig nem specifikus neurogenetikai betegségekben
elséként valaszthato a teljes exom szekvenalas is. Teljes exom szekvenalas esetében az 0j
talalatok esetében fellépd interpretacidos nehézségek athidaldsara javasolt az adatok
szoftveresen tdmogatott megosztasa. Erre kiilonb6zd platformok allnak rendelkezésre gy,

mint a Matchmaker Exchange [187] vagy a GENESIS applikacio6 [188].

VI1/7. Exom és panel szekvenalasi vizsgalatok leletezése
Az 10 generacids szekvenalds metodikai és interpretacios komplexitdsa miatt az NGS

vizsgalatok leletezése is Osszetett. Egyrészrdl tartalmaznia kell a vizsgalattal kapcsolatban
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felmeriild bizonytalansagokat, ugyanakkor kelléen rovidnek, és a leletet kézhez kapd
személy, vagy klinikus szamaéra is értelmezhetdnek kell lennie. Az ACMG ajanlasa szerint
[189], a Klinikai leletnek minimalisan tartalmaznia kell: 1.) A variansok listajat HGVS
nomenklatira szerint, és klinikailag klasszifikalva az ACMG ajanlésai szerint. 2.) A pozicid
leirasakor a transzkript varidns azonositdjat. 3.) Szoveges 0sszefoglalasként a {6 taldlatok
leirasat, dsszefoglalasként a klinikai teszt eredményét (pozitiv, negativ, inkonkluziv). 4.) A
leirasat. 6.) A lefedettségi mutatokat. 7.) Negativ teszteredmény esetén az empirikus vagy
prediktalt diagnosztikus sikerratat. 8.) A vizsgalat limitald tényezoit (pl. CNV detektalas
hianya.). 9.) Exom- vagy genomszekvenalas esetén a varianssziirési algoritmust. Sajat
gyakorlatunkban a fentiek mellett, a folyamatosan fejl6édé bioinformatikai hattér miatt,
fontosnak tartottuk az alkalmazott szoftverek (verzidoszammal) és adatbéazisok leirasat,

illetve a frekvenciaadatok, és predikcios szoftverek eredményének megadasat.

V1/8. A nagy ateresztii képességii genetikai vizsgalatok és a kozvetleniil a
felhasznalo altal indikalt genetikai vizsgalatok irant mutatott attitiid
Magyarorszagon

VI1/8.1. A genetikai vizsgalatok irant mutatott attitiid egészséges személyek esetében
Szamos motivacids tényezd meriilhet fel nagy ateresztd képességli genetikai vizsgalat

végzésére egészséges személyekben is [190]. Az egészségi allapottal Osszefliggd
motivaciok lehetnek példaul a korai beavatkozas, megel6zés, monitorozas lehetdsége [191],
mig adoptalt személyek esetében a genetikai vizsgalat a hianyzo csaladi anamnesztikus
adatokat potolhatja [192]. Nem az egészségi allapottal Osszefiiggé motivacio eredhet
kivancsisagbol, a szarmazéas iranti érdeklédésbol, vagy kutatdsi projektben torténd

részvételbdl [190].

Vilaszadoink egészséges személyben torténd genetikai vizsgalata irdnt mutatott attitiidje
kevert volt. Az egészségi allapottal Osszefliggd vizsgalatok irant nagyobb érdeklddést
mutattak, kiilondsen, ha az orvossal torténd konzultacio lehetésége adott volt. A valaszadok

73,5% kérne genetikai vizsgalatot egészségesen sulyos betegséget okozd géneltérések
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szlirésére, és 65,3%-uk kérne genetikali vizsgalatot gyakori rizikotényez6ét jelentd
géneltérések szlirésére orvosi konzultacié mellett. Orvosi konzultacidé nélkiil a valaszadok
47,6 illetve 46,9%-a kérné czeket a vizsgalatokat. A szarmazasi informaciokat nyujto
genetikai vizsgalatok, illetve az ugynevezett rekreacios jellegii genetikai vizsgalatok (ugy,
mint szemszin meghatarozasa, atletikus képességek vizsgalata) irant mutatott érdeklédés
altalanossagban alacsonyabb volt, fiiggetleniil attol, hogy orvosi konzultacio lehetdsége
adott-e. A valaszadok 36,8% illetve 36,5%-a kérne szarmazasi informaciokat nyujto
genetikai vizsgdlatot, 22,4-22,4%-a kérne genetikai vizsgdlatot egyes testi jellegek
meghatdrozasara orvosi konzultacié mellett, illetve a nélkiil. Baptista és munkatarsai altal
az USA-ban végzett vizsgalat ezzel szemben magasabb érdeklddést mutatott a szdrmazasi
genetikai vizsgalatok irant [192]. Baptista és mtsi. vizsgalataban 80 adoptalt és 1527 nem
adoptalt egyén vett részt. A nem adoptalt egyének 73%-a, mig az adoptalt egyének 83%
»hagyon érdeklodott” szarmazasi informaciok irant. Bar ennek hatterét nem ismerjiik,
feltételezni lehet, hogy a kiilonbség oka a jelentds bevandorlas miatt, az USA lakossaganak

diverz Osszetétele.

Szintén kevert attitdot észleltiink abban a hipotetikus esetben, ha az egészséges személy
csaladjaban genetikai betegség fordulna eld. A valaszadok 51,9%-a minden esetben
szeretne genetikai vizsgalatot annak kideritésére, hogy hordozza-e az adott genetikai
eltérést, mig 9%-uk csak akkor, ha az adott betegség gyogyithato, és 15,5%-uk csak akkor,
ha gyermekvallalas eldtt allna. Egy tovabbi pontban arra kérdeztiink rd, hogy a valaszado
kérné-e, hogy értesitsék, ha egy kutatdsi vizsgalatban évekkel késobb taldlnak valamilyen
genetikai eltérést. Csupan 4,9%-uk nem kérne értesitést, mig 61,9% minden esetben, 18,1%
azokban az esetekben, ha van beavatkozasi lehetdség. A fenti kiilonbségek Gsszhangban
vannak az irodalmi adatokkal, miszerint egy adott betegség sulyossdga valamint
kezelhetdsége befolyasolja a vizsgalattal szemben mutatott attitiidot [193], ugyanakkor a
valaszadoéink ett6l fliggetleniil is nagy érdeklddét mutattak. Shahmirzadi és mtsi. [194] altal
exom szekvendlason atesett egyének vizsgalatakor is hasonléan magas érdeklodést talaltak

az incidentalis talalatok kozlése irant.
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A kozvetleniil a fogyasztok altal indikalt (DTC) genetikai vizsgalatok fogalma az utdbbi
években valtozasokon esett at. Mig kordbban a genetikai vizsgélatok rendelésében és az
eredmények atvételében az orvos teljes hianyat jelentette, addig ma inkabb egy spektrumot
jelent, amelyben az orvos kiilonb6zé mértékben vehet részt [195]. Kérdéiviinkben direkt
modon is rakérdeztiink a DTC genetikai vizsgalatok iranti érdeklddésre, emellett egyes
kérdések indirekt modon kapcsolddtak ahhoz. Valaszaddink 44,7%-a elfogadhatonak
tartotta genetikai vizsgalatok kereskedelmi forgalomban térténd megvételének lehetdségét,
¢és 48,9%-uk valaszolt Ugy, hogy ilyet igénybe is venne. Az USA-ban végzett korabbi
vizsgalatok hasonléan magas érdeklédést mutattak [196]. Eurdpaban kevés olyan vizsgalat
tortént, amely direkt Osszehasonlitasra adna. Sajat vizsgalatunk alapjan feltételezhetjiik,
hogy a DTC genetikai vizsgalatok iranti érdeklédés ebben az esetben is elsGsorban

egészségi allapottal fligg Ossze.

V1/8.2. A genetikai vizsgalatok irant mutatott attitiidot befolyasolé tényezok
A kétvéltozos elemzések alapjan a nem, valamint a foglalkozds, mig a logisztikus

regresszid alapjdn a nem és a kor volt a legjelentdsebb befolyasold faktor. Emellett az
elemzések alapjan a képzettségnek ¢€s vallasossagnak is lehet hatasa. A férfi valaszadok az
orvosi konzultacid lehetdségétdl fiiggetleniil nagyobb érdeklddést mutattak szarmazasi
genetikai informacidk, egyes testi jellegek vizsgalata irant, valamint teljes genomvizsgalat
irant; mig orvosi konzultacié lehetdsége mellett a gyakori betegségek esélyét noveld
rizikotényezOk megismerése irdnt is. Ugyanakkor kevesebb férfi, mint ndi valaszadonak
volt magas genetikai meghatarozottsdg pontszama (11.4 vs. 21.9% p=0.003). Az
egészségiigyben dolgozok vagy tanulok altalanossadgban szkeptikusabbak voltak a genetikai
vizsgalatokkal szemben. A legtobb esetben szignifikdnsan kisebb érdeklédést mutattak
abban az esetben, ha az orvosi konzultacié lehet6sége adott volt. Nagy valosziniiséggel ez
nem azzal van Osszefiiggésben, hogy ezeket a vizsgalatokat 6k orvosi konzultacio nélkiil
kérnék. Az orvosi konzultacid lehetdsége mellett ebben a csoportban is megndvekedett az
érdeklddés a vizsgalatok irant, de nem olyan mértékben, mint a nem egészségiigyi dolgozok
esetében. Igy a jelenségre valoszinii magyarazattal az szolgalhat, hogy az orvosi
konzultacid lehetésége a ,laikus” valaszadokban jelentds mértékben megnoveli az

érdeklédést. Az egészségligyi, azon beliil genetikaval foglalkozé valaszadok szkeptikusabb
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hozzaallasat Middleton és mitsi. vizsgalata is mutatta [193]. Tovabbi vizsgalatok is azt az
eredményt mutattdk, hogy nagyobb genetikai tudds mellett a genetikai vizsgalatok észlelt
haszna kisebb [197], amely a genetikai vizsgalatok hasznanak realisabb megitélését
tilkrozheti.

Az ¢életkor genetikai vizsgalatok irant mutatott attitlidre gyakorolt hatdsa az irodalmi adatok
alapjan Osszetett. Altalanossagban a fiatalabb egyének nagyobb érdeklédést mutatnak a
genetikai vizsgalatok irant [197], amely egyezik sajat eredményeinkkel is. Ugyanakkor
irodalmi adatok alapjan az is ismert, hogy a magasabb életkor nagyobb tudatossaggal
tarsulhat [198], mig a fiatalabb életkorban gyakrabban meriilhetnek fel aggodalmak a
vizsgalattal kapcsolatban [199].

A genetikai meghatarozottsdg pontszdm szintén befolyassal volt a vizsgalatokkal szemben
mutatott attitidre, amely leginkdbb azokban az esetekben volt észlelhetd, ahol a vizsgalat
orvosi haszna kérdéses. Azok a valaszadok, akiknek magas (=30) genetikai
meghatarozottsag pontszamuk volt, nagyobb érdekldédést mutattak a teljes genom vizsgalat,
valamint a gyakori betegségeket befolyasolod genetikai variaciok meghatarozésa irant. Tobb
n6i, mint férfi valaszaddé rendelkezett magas genetikai meghatarozottsag pontszammal
(21.9 vs. 11.4% p=0.003), ugyanakkor tobb férfi, mint né mutatott érdeklédést szarmazasi
¢és rekreacios genetikai vizsgalatok, valamint teljes genomvizsgalat irant. Erre lehetséges
magyarazat, hogy altalanossagban a ndék szkeptikusabbak a bizonytalan orvosi hasznu
genetikai vizsgélatokkal kapcsolatban, de a ndi valaszadok egy része, akiknek magas
genetikai meghatdrozottsdg pontszama van, nagyobb valoszinliséggel kérik ezeket a
vizsgalatokat. Osszességében vizsgdlatunk dsszhangban van az irodalommal. Az irodalmi
adatok alapjan a férfiak altalanossdgban nagyobb érdeklddést mutatnak a genetikai
vizsgalatokkal szemben, ugyanakkor a ndk nagyobb genetikai tudassal rendelkezhetnek
[197]. Szintén kiemelendd, hogy a magasabb Onbevallos genetikai ismeret pontszammal
rendelkezd valaszadoknak gyakrabban volt magas genetikai meghatarozottsag pontszamuk.
Az egészségligyi dolgozdknak gyakrabban volt magas genetikai ismeret pontszamuk,
ugyanakkor a valaszadok ezen csoportja szkeptikusabb volt a genetikai vizsgalatokkal

szemben, amely arra mutat ra, hogy eltéréen lathatjak a genetikai vizsgalatok hasznat.
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Az irodalomban elérhetéek kiilonboz6 objektiv és észlelt genetikai ismeretet, illetve
genetikai ismeret onértékelését mérd skalak [80,83,200-202]. Ugyanakkor ezek a skalak
heterogének, kiilonb6zo6 célpopulaciok vizsgalatara alkalmaztdk azokat, és magyar nyelven
nincsen elérheté validalt skala a genetikai tudas mérésére. Igy sajat vizsgalatunkban az
onbevallason alapuld genetikai ismeretet mértilk, amely nem azonos a tudéssal, azonban
lehetdvé teszi annak becslését, hogy a kérddivet kitoltd személy talalkozott-e mar korabban
a kérdbivben felmeriild kérdésekkel. Az onbevallos genetikai ismeret pontszam nagyobb
volt a magasabb iskolai végzettséggel rendelkezOkben, hasonldéan a genetikai ismeretet,
illetve miveltséget mérd, irodalomban elérhetd kérddivekhez [80,82,83]. Emellett sajat
vizsgalatunkban az egészségligyi dolgozdk szintén magasabb Onbevallds genetikai ismeret
pontszammal rendelkeztek. Az irodalmi adatok alapjan a nagyobb genetikai tudas nagyobb
érdeklddéssel tarsulhat, ugyanakkor tobb kritikaval is asszocialhat [83]. Sziikséges kiemelni
ugyanakkor, hogy a téma ismerdssége, nem jelent feltétleniil magasabb objektiv tudast [82].
Az észlelt tudas a tényleges genetikai vizsgalat hatasara valtozhat is, ahogy azt Carere ¢és
mtsi. [80] vizsgalata mutatta, amelyben a DTC genetikai vizsgalatot kdvetden az észlelt

genetikai tudas csokkent.

A kérdoives vizsgalatunk egyik korlatjat az jelenti, hogy a véalaszadok tobbségében
magasan képzett, budapesti lakosok voltak, amely nem reprezentdlja a magyar lakossag
egeszét. Emellett a valaszadok jelentds része személyesen is érintett, mivel 6 maga vagy
hozzatartozdja genetikai betegséggel ¢l, vagy érdeklddést mutat a téma irant. Ugyanakkor
az irodalmi adatok alapjan a genetikai hajlamot vizsgald tesztek irant elsésorban magasan
edukalt személyek [203], illetve magas genetikai tudassal rendelkezé személyek [80]
érdeklédnek. Az is valoszintisithetd, hogy a genetika irant érdekl6d6 személyek, vagy olyan
egyének, akiknek a csaladjaban genetikai betegség el6fordul, nagyobb valosziniiséggel
vesznek igénybe ilyen vizsgalatot [204]. Az egészségiligyben dolgozo valaszaddk nagyobb
aranyu reprezentaltsaga lehetévé tette az egészségligyi és nem egészségligyl valaszadok
nézOpontjanak dsszehasonlitdsat. A valaszadési ardnyt nem tudtuk mérni, mivel nincs arrdl

informacionk, hogy a szocidlis médian keresztiil hany személyhez jutott el a kérddiviink.
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Az objektiv genetikai tudast nem mértiink ebben a vizsgélatban, igy nem volt arra

lehetdséglink, hogy ezt 6sszehasonlitsuk az 6nbevalldsos genetikai ismeret pontszdmmal.
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VII. KOVETKEZTETESEK

Vizsgalataink sordn az alabbi 1) informacidkat allapitottuk meg:

1.) A magyar populacioban elséként vizsgaltuk a panel- és exomszekvenalas hatékonysagat
a spasticitas-ataxia spektrum betegségek diagnosztikajaban. Megallapitottuk, hogy az NGS
panelvizsgalat hatékony, és a nemzetkdzi vizsgalatok diagnosztikus ratajahoz (~30%)
hasonl6 eredménnyel alkalmazhatdé. Az exom szekvendlds Magyarorszagon dedikalt

esetekben javasolt, ha a panelvizsgalat negativ, vagy a fenotipus 0sszetett.

2.) Magyarorszagon elsoként végeztiink komprehenziv genetikai vizsgalatot HSP-ben. A
teljes HSP kohort 26,3%-aban igazoltuk a betegség molekularis hatterét. Megallapitottuk,
hogy Magyarorszagon leggyakoribbak a SPAST gén eltérései voltak, amelyet az SPG7,
irodalomban eddig nem ismert pathogén vagy valdsziniileg pathogén variaciot detektaltunk.
Négy esetben az eredetileg HSP kohortba sorolt betegeknél fenokopidt igazoltunk.
Vizsgalataink alapjan a magyar HSP betegek esetében az aldbbi diagnosztikus algoritmust

javasoljuk (16. Abra).
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HSP fenotipus

Familiaris halmozddas?

AD AR Sporadikus
VLCFA
meérés

SPAST SPG7 p.Leu78*
szekvenalas szekvenalas
SPAST
szekvenalas
Panel Panel !
szekvenalas szekvenalas Panel
szekvenalas
J
Exom Exom Exom
szekvenalas szekvenalas szekvenalas

16. Abra: Javaslat a magyar HSP betegek molekularis diagnosztikajara

3.) Vizsgalataink soran az irodalomban elérheté genotipus-fenotipus Osszefiiggéseket
bovitettiik a spasticitas-ataxia spektrumbetegségekben. Jelentds intra- és interfamiliaris
variabilitast észleltiink a SPAST variaciokhoz tarsuld klinikai tiinetekben, egyes varidciok

CHSP-vel tarsultak. Tovabbi tamogat6 adat keletkezett arra vonatkozdan, hogy a SPAST

.....

.....

oroklodés lehetdségét vetettiik fel. Az SPG11 esetében leirtuk, hogy egyes variaciok mellett

cerebellaris tremor lehet a prezentacids tiinet. A leukodystrophiak és a cHSP kozott

.....

gondos panel tervezésre, illetve az exom szekvenalasok hasznéra hivja fel a figyelmet. A
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vizsgalt ALS kohortban heterozigota ritka variansokat detektaltunk HSP-asszocialt
betegségekkel. Tovabbi adat keletkezett arra vonatkozoan, hogy a seipinopathiak egyes

esetekben motoneuron betegséget utanozhatnak.

4.) A vilagon els6ként tarsitottuk, a korabban emberi betegséggel 0sszefiiggésben nem leirt,

MSTO1 gént human megbetegedéshez. Megallapitottuk, hogy az MSTOL1 gén pathogén

.....

5.) Els6ként vizsgaltuk magyar populacioban a nagy ateresztd képességii genetikai
vizsgalatok irant mutatott attitidot. A 657 személy altal kitoltott kérddiv alapjan
megallapitottuk, hogy a magyar populdcidban a nagy ateresztd0 képességli genetikai
vizsgélatok irant érdeklédést mutatnak, €s a genetikai vizsgélatokat kérd személyek
genetikai tandcsadast is igényelnek. A foglalkozas, az életkor, a nemi hovatartozas,
valamint az észlelt genetikai tudas befolyasolta az attitiid6t, amely fontos informaci6 a

genetikai tanacsadas, illetve a személyre szabott orvoslas megvaldsitasa kapcsan.

112



VIIL. OSSZEFOGLALAS

Az 0j generacids szekvenalast az elmult években egyre gyakrabban alkalmazzak a klinikali
vizsgaltuk neurogenetikai betegségekben. Célkitlizésiink volt sajat tervezésti HSP paneliink
és a teljes exom szekvenalas hatékonysaganak vizsgalata spasticitas-ataxia spektrum
betegségekben. A HSP-ben genetikai epidemioldgiai vizsgalatokat végeztiink, vizsgaltuk a
genotipus-fenotipus dsszefiiggéseket. Egy komplex mitochondrialis fenotipussal jelentkezd
csaldd esetében a molekularis etiologia tisztazasara teljes exom szekvenalast végeztiink.
Mivel Magyarorszagon (és Kozép-Kelet Eurdpaban) az NGS alkalmazéasaval kapcsolatos
etikai kérdések irant mutatott attitlidrol kevés informacid érhetd el, magyar populacidoban
kérdbives vizsgalatot végeztiink. Megallapitottuk, hogy mind az altalunk tervezett NGS
alapi HSP panel, mind az exom szekvenalas hatékony modszer a spasticitas-ataxia
spektrum betegségek molekularis diagnosztikajaban. A teljes HSP kohortunk 26,3%-aban
igazoltuk a betegség molekularis hatterét, Magyarorszagon elséként végeztiink HSP-ben
atfogd genetikai vizsgalatokat. A HSP asszocialt SPAST, SPG7, SPG11 gének egyes
Osszefliggésekrol. Panel- és exomszekvenalas révén tobb HSP fenokopiat azonositottunk
kohortunkban, illetve cerebellaris ataxia hatterében HSP asszocialt gént (SPG11)
azonositottunk. ALS betegekben heterozigota, ritka variansokat azonositottunk HSP
génekben, valamint a POLG génben, és a BSCL2 génben. Egy komplex mitochondrialis
fenotipussal jelentkezd csalad esetében a tiinetek hatterében, kordbban emberi betegséghez
nem tarsitott, 0j gént (MSTO1) azonositottunk. Kérddives vizsgalatunk alapjan
megallapitottuk, hogy Magyarorszagon igény van a nagy ateresztd képességli genetikai
vizsgélatokra, ugyanakkor ehhez tarsuléan genetikai tanacsadasra van sziikség. A
foglalkozas, a kor, a nemi hovatartozas, valamint az észlelt genetikai tudas befolyasolta az
attitidot, amely fontos informacid a személyre szabott orvoslas megvalositasa, valamint a

genetikai tandcsadas kapcsan.
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IX. SUMMARY

Next generation sequencing methodology is increasingly used last years in clinical genetic
studies. In our research we examined the clinical implementation of NGS based genetic
tests in neurogenetic diseases. Our objective was to study the utility of our custom HSP
NGS panel, and the whole exome sequencing in spasticity-ataxia spectrum diseases. We
performed genetic epidemiologic study, and examined the genotype-phenotype correlations
in HSP. In a family with a complex mitochondrial phenotype we performed exome
sequencing for clarification of the genetic background of the disease. Since the attitude in
Hungary (and Central-Eastern Europe) regarding questions raised by high throughput
sequencing is not well known, we performed a questionnaire study in a Hungarian
population. Our research concluded that both our custom NGS panel, and whole exome
sequencing is effective in the molecular diagnostics of spasticity-ataxia spectrum diseases.
In 26,3% of the whole HSP cohort we determined the molecular background of the disease,
and performed comprehensive genetic testing in a HSP cohort first in Hungary. We have
broadened the available genotype-phenotype correlations in the literature on variations in
the SPAST, SPG7, and SPG11 genes. With the panel, and exome sequencing we identified
phenocopies in our HSP cohort, and detected HSP associated gene (SPG11) variation as a
cause of cerebellar tremor in a patient. We have detected heterozygous rare variants in
HSP-associated genes, and in the POLG and BSCL2 gene in ALS patients. In a family with
a complex mitochondrial phenotype, we identified a new gene (MSTO1), which was
previously not linked to human disease. Based on our questionnaire we concluded, that in
Hungary there is a need for high throughput genetic tests, but also for counseling.
Profession, age, sex, and perceived genetic knowledge affect the attitude, which is
important information regarding realization of personalized medicine, and genetic

counseling.
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