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BEVEZETES

A periférias neuropathia alatt a kornyéki idegrendszer azon megbetegedését eértjlk,
amelynél az idegrostok elemeinek — axon, myelinhlively — karosodasa alakul ki. Az
idegkarosodds ¢érintheti az izomerdt, az érzokort illetve a kiilonbozé autonom
beidegzéssel bird szervek miikodését is. Polyneuropathia esetében tobb ideg egyidejii
érintettsége all fenn, mely tipusosan disztalisan alakul ki és szimmetrikus eloszlast
mutat, fokozatos proximadlis irdny( progresszioval jar egyitt, és évtizedek alatt

jelentésebb mozgaskorlatozottsaghoz vezet.

Az orokletes szenzomotoros neuropathidban vagy Charcot-Marie-Tooth neuropathidban
(CMT) a motoros és szenzoros idegek egylttes érintettsége all fenn, és gyakran
figyelheté meg csaladi halmozodas. Eldfordulasi gyakorisagat tekintve a ritka
megbetegedések kozé sorolhatd, prevalencidja 1/2.500. A CMT viszonylagosan

homogén klinikai megjelenéséhez valtozatos genetikai hattér tarsul.

Az orokletes neuropathiat okoz6 gének komplex élettani szereppel birnak, és a CMT-s
betegek fenotipusa gyakran tarsulhat bizonyos atipusos, mas betegségekre jellemzé
tinetekkel, megnehezitve a CMT mas betegségektol torténd elkiilonitését. Atfedést
mutathat tobbek kozott a spinalis muscularis atrophidval, o6rokletes spasticus
paraplegidkkal, amyotrophias lateral sclerosissal, vagy a mitokondrialis betegségekkel.
Gyakran bizonyos gének nagyobb valoszinliséggel fordulnak elé bizonyos atipusos

jellegekkel.

A betegek érintettsége, korlefolyasa akar ugyanazon csaladon belll is nagyban
eltérhetnek. Ennek héatterében tobb faktor egylttes szerepe feltételezhet6, mint példaul
az epigenetikai modositd hatasok, kornyezeti faktorok, gén-gén interakciok, illetve
kiilonb6z6 tarsbetegségek jelenléte. Mindezen hatasokat egylittesen vizsgalva lehet
megbizhatd progndzist nyljtani a betegség varhatd sulyossagaval és lefolyasaval

kapcsolatban.



A CMT hétterében ismert negy leggyakoribb betegseget okozd gén a PMP22, a GJBL,
MPZ és a MFN2, amelyek 0Osszességében az esetek korllbelul 70-90 szazalékéért
felel6sek. A kiilonboz6 gének eléfordulasi gyakorisaga nagyban eltér egymastol attol
fliggéen, hogy milyen populéacioban, illetve etnikumban vizsgaljuk a mutacids
frekvenciat. Az elmdlt évtizedben szdmos vizsgalat célozta meg, hogy egy altalanos
stratégiat allitson fel a CMT genetikai vizsgalatanak sorrendiségére, mindazonaltal ezek
a torekvések részben voltak csak sikeresek. Ennek oka, hogy a vizsgalt populéacidok
jelentOsen eltéré gyakorisagi mintazatot mutattak, mely ravilagitott arra, hogy a gyors és
koltséghatékony vizsgalatokhoz elengedhetetlendl fontos az egyes gének populécids
gyakorisaganak az ismerete.

A genetikai vizsgalat eredménye segithet bizonytalan esetekben az Orokletes
neuropathia tényének megerGsitésében, mely a betegek szamara megnyugvast,
bizonyossagot jelenthet. A multidiszciplinaris terapids lehetdségek javithatnak a betegek
¢letmindségén, segithetnek a progresszid késleltetésben, megnyitja a kaput a
késdbbiekben a célzott terdpiak alkalmazisanak. A gyermekvallalas el6tt allo parok
pontos rizikobecslést kaphatnak a genetikai tandcsadas soran, es tajékozott dontest
hozhatnak méar a preconceptionalis gondozas sordn, ha igényt tartanak ra lehet6ség
nyilik a prenatélis diagnosztika elvégzésére is. A vizsgalatok sordn nyert adatok
koriiltekintd értékelésével, statisztikai modszerek alkalmazasaval pedig személyre
szabott prognozis allithatd fel a CMT-s betegeknél megkdnnyitve a betegséggel torténd

megklizdést.



CELKITUZESEK

Jelen vizsgalatban magyarorszagi CMT-s betegek vizsgalatat céloztuk meg abbdl a

célbdl, hogy azonositsuk a betegség hatterében allé leggyakoribb genetikai varidnsokat

és meghatarozzuk a fenotipus variabilitast, illetve az egyes gének okozta tlinetek

spektrumat. Munkank soran az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

1.

2.

A leggyakoribb neuropathia hatterében allé gének gének — PMP22, GJB1, MPZ,
MFN2, EGR2, CTDP1 and NDRGL1 - vizsgalata magyar betegekben.

A betegség tlineteinek és sulyossaganak meghatarozasa a vizsgalt kohorszban, és
az Ujonnan azonositott patogén vagy nagy valdszinliséggel patogén eltérések

részletes leirasa.

Kilonbozé CMT alcsoportok gentotipus-fenotipus korrelaciojanak a vizsgalata,

kalondsképpen klinikailag jol karakterizalt CMTX1 férfi és n6i betegekben.

Feltételezetten ritka variansokkal érintett betegek azonositasa nagy

ateresztOképességii szekvenalasi metodikakkal.



MODSZEREK

A vizsgalatba 531 magyarorszagi 6rokletes neuropathiaban szenveddé beteget vontunk
be, melybol feltétezetten 55 beteg roma szarmazast volt. Az Ujonnan azonositott
eltéreseket 350 egészseéges kontroll személyben is megvizsgaltuk eset-kontroll

vizsgalat keretében.
Klinikai és elektrofizioldgiai vizsgalatok

A betegek rutinszerlien neuroldgiai vizsgalaton estek at, valamint &ltalanos és csaléadi
anamnézisik is felvételre keriilt. Az elektrofizioldgiai vizsgéalatok standard technika
alkalmazasaval kertltek regisztralasra felszini elektrodak segitségével, mely soran
szenzoros, motoros és kevert idegeket is vizsgaltunk. Amennyiben a betegeknél a
Klinikai és elektrofizioldgiai vizsgéalatok szenzomotoros neuropathidt igazoltak,
valamint érintett csaladtagok is azonosithatoak voltak, CMT-s betegekként tekintettiink
rajuk. Hasonlo tunetekkel érintett elsé-, és masodfoku rokonoknal feltételeztiik, hogy
ugyanazt a patogén varianst hordozzak, mint az index beteg. Csaladi halmozodast nem
mutatd neuropathids betegeknél a szerzett neuropathia lehet6sége minden esetben
koriiltekintéen kivizsgalasra keriilt (metabolikus, toxikus, inflammatorikus, fert6zés
okozta, valamit tumorhoz ko&thetd polineuropathiak). Tovabbi diagnosztikai
vizsgalatok, amennyiben a klinikai kép azt szikségessé tette, elvégzésre keriltek. A

betegség sulyossagat a CMT examination score segitsegével hataroztuk meg.

Genetikai vizsgalatok soran alkalmazott modszerek

A DNS vérbdl izolaltuk, és a PMP22 gén mennyiségi valtozasat MLPA metodikaval
vizsgaltuk, mig GJB1 gén mennyiseégi valtozasat real-time PCR-ral ellenériztik. A
teljes kodold regidt Sanger szekvendlassal vizsgaltuk a GJB1, MPZ, EGR2, MFN2,
PMP22 gének esetében. A CTDP1 és NDRGL1 gének hotspot variansait PCR-RFLP
segitségével vizsgaltuk. A target szekvenalas soran egy sajat tervezésii panelt
hasznaltunk, a szekvenalds pedig Illlumina MiSeq platformon tortént. Teljes exom
vizsgalat a Miami Egyetem Hussman Intézetében tortéent HiSeq 2500 platformon a
gyarto altal megadott protokollok szerint tortént.



In silico és statisztika analizis

Az in silico analizishez a PolyPhen2, MutationTaster és SIFT szoftvereket hasznaltuk.
A talalt eltérések jelent6ségét a HGMD (www.hgmd.cf.ac.uk), dbSNP
(www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/), ClinVar (www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) és CMT
adatbazisban (http://www.molgen.ua.ac.be) ellendriztiik. Az Gjonnan talalt eltérések
természetét az ACMG guideline-t kovetve hataroztuk meg. Az Ujgeneracios
szekvenalas soran nyert adatokat az Agilent Surecall v2.1, a GEM.app, az Exomiser, az

Alamut, valamint a VariantAnalyzer szoftverek segitségével elemeztik.

A csoportok dsszehasonlitasa t-teszttel és Mann Whitney-U tesztekkel hataroztuk meg,
a szazalékos értékeket pedig Chi négyzet probaval hasonlitottuk 6ssze. A korreléciés
vizsgalatok sordn Spearman és linearis regresszids tesztet alkalmaztunk. A
szignifikancia szintet p<0,05-ben hataroztuk meg. Az odds ratiot, valamint a 95%-0s

konfidencia intervallumot standard keéplet alapjan szamitottuk ki.


http://www.molgen.ua.ac.be/

EREDMENYEK

A CMT betegek genetikai és klinikai karakterisztikja

Az 531 vizsgalt CMT betegb6l az elektrofiziologiai vizsgalatok alapjan 409-et
demyelinisatios (CMT1), 122-t pedig axonalis (CMT2) alcsoportba soroltuk. A csaladi
anamnézis 148 esetben pozitiv volt, mig 142 betegnél sporadikus megjelenés jellemzé.
Autoszomalis dominans 6roklédés 123 betegnél, X-hez kotott és recessziv 0roklodés
mindkét esetben 13 esetben azonositottunk. CMT examination score és a CMT-hez
kotott tiinetek vizsgalatara 309 esetben nyilt lehetéség. Az CMTES étlaga a vizsgalt
betegeket tekintve 8.9+4,3 volt, a sulyossdg pedig 0-tol 22-es pontszdmig terjedt. A
tlnetek 69.3%-ban kezddédtek 30 éves kor elott, de az elsé tiinetek megjelenésének
idopontja egészen 70 éves korig terjedt. Az Orokletes neuropathiak klasszikus
fenotipusatol eltérd tiineteket a betegek 22.3%-ban talaltunk az alabbi gyakorisagi
eloszlasban: kdzponti idegrendszeri érintettség 7.8% (24 eset), Vl-es, IX-es és Xl-es
agyidegek bénuldsa 5.2% (9, 4 és 3 esetben), kétoldali szenzorineuralis hallasvesztés
4.9% (15 eset),immunoldgiai betegség 2.9% (9 eset), vegetativ idegrendszer érintettség

1.6% (5 eset), cataracta 1.3% (4 eset) és nervus opticus atrophia 0.7% (2 eset).

A gyakori gének genetikai vizsgalatanak eredménye

A vizsgalt kohorszban Osszesen 267 CMT1 betegnél és 42 CMT2 betegnél sikerilt
azonositani a betegség hatterébe allé genetikai eltérést. Osszesen 318 betegnél nyertiink

genetikai diagndzist, mig 213 esetén a patogén eltérést nem tudtuk azonositani.

A teljes CMT kohorszt tekintve a leggyakoribb mutécié a PMP22 (40.1%) génben
fordult el8, melyet a GIB1 (9,6%), MPZ (4,5%), MFN2 (2,4%) NDRGL1 (1,5%), EGR2
(0,8%) és CTDP1 (0,8%) variansai kovettek. Az NDRG1 és CTDP1 homozigota
founder mutaciok a vizsgalt Roma betegek 21,8%-ban volt jelen, nyolc, illetve négy
esetben.



Az orokletes neuropathia klinikai képének és az érintett gének 6sszehasonlitasa
statisztikai modszerek segitségével

A betegek kora, a betegség megjelenésének ideje, valamint a fennallasanak az

id6tartama nem kilénbdzott szignifikansan a vizsgalt CMT alcsoportok kozott.

Spearman és a lineéris regresszids tesztek segitségével hasonlitottuk dssze a teljes CMT
kohorszt, a PMP22, GJB1, MPZ és MFN2 mutéciot hordozd beteg csoportjaival.
Szignifikans pozitiv korrelacié volt megfigyelheté6 a CMTES és az életkor valamint a
CMTES és a betegség fennallasanak id6tartama kozott. A linedris regresszios vizsgalat
egy kozepesen gyenge korrelaciot tart fel a CMTES és a betegség fennallasanak

idOtartama kozott.

Osszehasonlitva a teljes CMT kohorsszal, immunolégiai megbetegedés PMP22
duplikacional, mig hallaskarosodds az NDRG1 mutécional (75%) és PMP22
duplikacional fordult el6 szignifikansan gyakrabban. A kozponti idegrendszer
érintettsége els6ésorban a GJB1 (37,5%) s MFN2 (50%) mutacidval érintett betegeknél
fordult el6. A GJB1 mutacioval érintett férfi és ndi betegeket dsszehasonlitva klinikai
megjelenésiik szempontjabol jelentds kiilonbségek mutatkoztak. A betegség jellemzéen
férfiaknal korabbi ¢életkorban kezdddott, tiineteik sulyosabbak voltak, és valtozatosabb
fenotipust mutattak.

Ujgeneracios szekvenalasi eredményeink

A vizsgalt CMT2-es kohorszbdl 15 beteget valasztottunk ki tovabbi vizsgalatok
celjabol; 6 esetben teljes exom vizsgalatot, mig 9 betegnél target szekvenalast
végeztunk. Egyik probandnél sem taldltunk patogén eltérést a kutatas sordn vizsgalt
gyakori génekben. Az Gjgeneracios szekvenalas segitségével 6sszesen 6t betegnél (33%)
sikerlt patogén (TRPV4, HINT1) vagy nagy valosziniséggel patogén (POLG, MME)

eltérést azonositanunk.
TRPV4 ¢.806G>A patogén eltérés
A TRPV4 génben azonositott ¢.806G>A, p.R269H patogén varianst teljes exom

vizsgalat soran azonositottuk egy két és fél éves kislanynal, akinek a tiinetei 8 hdnapos

koraban kezdddtek iigyetlensséggel valamint a motoros fejloddés elmaradasaval. A



vizsgalat sordn distalisan Kkifejezett paresis és neuroldgiai vizsgalat alapjan érintetlen
érzOkor volt megfigyelhetd. Az elektrofiziologiai vizsgalat stilyos motoros és diszkrét
szenzoros axonalis neuropathiat allapitott meg. A sziil6knél elvégzett hordozosagi

sziirés a mutacid de novo eredetét igazolta

A POLG and MME eltéresek egyuttes jelenlétének detektélasa

Exom szekvenalés segitségével azonositottuk a POLG ¢.3244 G>A (p.A1082T) és az
MME ¢.1946 T>C (p.L655P) missense nukleotid szubsztiticiok szimultan jelenlétét egy
35 éves beteg esetében. Az ACMG guideline alapjan a POLG génben azonositott eltérés
valosziniisithetden patogénnek, az MME varidns pedig bizonytalan jelentdségii
eltérésként értékelhet6. A beteg izombiopszidas mintajabdl a mitochondrialis DNS
delécidja 95%-os heteroplasmia arannyal is megfigyelhet6 volt, mely a POLG kauzativ
szerepét tdmasztja ald. A betegnél kozepesen stlyos, elsdsorban az alsé végtagokat
érint6 szenzoros és motoros funkciok deprivaciojat okozd neuropathia volt
megfigyelhetd. Az elektrofizioldgiai vizsgalat szenzomotoros axondlis neuropathiat
igazolt. A rendelkezésre adatok alapjan a beteg esetében a neuropathia hatterében
elsédlegesen a POLG gen allhat, mig az MME génben észlelt eltérés a betegseég

sulyossagat, esetleges tarshetegség kialakuldsanak valoszintiségét befolyasolja.

HINT1 mutacioval szovédott neuropathia és a neuromyotonia

Harom betegnél volt klinikailag megfigyelhetd elhtizodo izomrelaxacio. A harom beteg
esetében kettonél kozponti idegrendszeri érintettség (cerebellaris ataxia, illetve
piramisjel) is eléfordult, egy esetben pedig a scapualris izmokat érintd kifejezett paresis
volt jelen. Target szekvenalds soran kapott adatok értékelése soran mind a harom
esetben homozigdta formaban a HINT1 gén patogén mutaciojat azonositottuk (HINT1,
c.110 G>C, (p.R37P). A HINT1 mutaciét hordozd betegeknél progressziv also- és
felsévégtagi paresist, izomrelaxaciés zavart, emelkedett CK szintet, mentalis
funkciozavart, valamint enyhe szenzoros érintettseég figyeltink meg. A betegség
manufesztaciojat, relativ korai életkorban torténd, 9 és 14 éves kor kozott jelentkez6

elsd klinikai tiinetek jellemzik.



KONKLUZIO

Jelen kutatasunk az els¢ atfogd genetikai epidemiologiai vizsgalat Magyarorszagon az
orokletes neurpathiak témakorében. Osszességében az elvégzett munka alapjan az
alabbi alabbi kdvetkeztetésekre jutottunk:

1.

Kiemelendd, hogy a gyakori gének vizsgalataval az esetek mintegy 60%-ban
sikeriilt a hattérben &ll6 genetikai eltérést azonositanunk. Ez a talalati arany
hasonlénak mutatkozott a nemzetk6zi epidemioldgiai vizsgalatoknal leirt
eredményekkel. A betegeknél tett megfigyeléseink ravilagitanak arra, hogy
egyes esetekben a klinikai kép alapjan, akéar a gyakori genek vizsgalatat
megeldzden, érdemes alacsonyabb frekvencidju géneket is megvizsgalni a nagy

ateresztéképességil, ujgeneracios szekvenalasi metodikak alkalmazasa elétt.

A vizsgalt 531 beteg esetében kilenc 0j patogén és valdszinlisithetéen patogén
varianst azonositottunk a GJB1, EGR2 és MPZ génekben, mely tovabb boviti a
CMT hatterében leirt patogén eltérések csoportjat.

A betegek részletes klinikai vizsgéalata és karakterizilasa értékes adatokkal
szolgal a célzott diagnosztikaban és pontosabb prognoézisban. A statisztikai
vizsgalataink ramutattak, hogy a genotipus Onmagédban is erds prediktorként
viselkedhet, de szamos olyan kdrnyezeti és genetikai modifikatort is figyelembe
kell venni, melyek mérése illetve azonositasa ma még problémat jelent.

Jelen kutatds szamolt be elsdként arrol, hogy milyen gyakorisaggal fordulnak el
CMT-s betegeknél az Orokletes neuropathidkra nem jellegzetes tlinetek és
jellegek, illetve azzal kapcsolatban is megfigyeléseket tettlink, hogy az egyes

klinikai tiinetek bizonyos génekkel szignifikansan gyakrabban fordulnak elo.

Az Ujgeneracids szekvenalasi mddszerek hatékonynak bizonyultak a sporadikus
betegek és atfedd fenotipust mutato esetek felderitésében, ahol a gyakori gének
vizsgélata nem vezetett eredményre.

A teljes exom vizsgalat segitségével harom betegnél mutattuk Ki
a HINT1 founder mutécionak is tekintett patogen eltérését, melybdl két eset
neuromyotoniaval is tarsult. Ezek alapjan a CMT genetikai vizsgélatanak
megtervezésénél figyelembe kell venni a HINT1 mutacio lehetéségét célzott
esetekben, tovabb javitva a genetikai vizsgalat koltséghatékonysagat,
pontossagat és talalati eredmenyessegét.
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