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1. Bevezetés

Az amiotrofias lateralszklerozis (ALS) progressziv
neurodegenerativ megbetegedés, ami az als6 ¢és felso
motoneuronok pusztulasaval jar az agytérzsben ¢és a
gerincveloben. Eurdpai populaciokban az ALS incidenciajat 2-
3/100 000/év koriilire becsiilik, ezzel a leggyakrabban
el6forduld motoneuron betegség.

Az ALS mind az als6- mind a fels§ motoneuronokat
érinti, a fobb tlinetek kozé tartozik az izomgyengeség vagy
izommerevség, izomfogyatkozas, valamint a fasciculatio. A
betegség lefolyasa soran bulbaris tlinetek is jelentkezhetnek,
ugymint a dysphagia, dysarthria. Az ALS-ban szenvedd
betegek halalat az esetek tobbségében légzési elégtelenség
okozza, amennyiben a sorvadas eléri a 1€gzési segédizmokat.

Jelenleg ALS indikacioban két hatéanyag érhet6 el, a
riluzole és az edaravone, ambar ezek a gyodgyszerek csupan
mérsékelten hosszabbitjak meg a betegek tulélését. 2024-ben
egy antisense oligonukletoid alapt gyogyszert engedélyezett az
Eurdpai Gyogyszeriigynokség SODI mutaciot hordozo betegek
részére.

Minden terapias probalkozas ellenére az ALS betegek

median talélése a diagnozistol szamitva 1.5-4 év.



1.1 Az ALS genetikai hattere

Az ALS esetek mintegy 10%-aban pozitiv a csaladi
anamnézis (fALS), mig az eseteck 90%-a sporadikus
megbetegedés. Az elsd gént 1993-ban hoztak kapcsolatba a
betegség kialakulasaval, ez a szuperoxid dizmutdz 1 (SODI)
gén. Azdta tobb, mint 130 gén eltéréseit irtdk le a betegség
hatterében. A leggyakrabban azonositott genetikai eltérés a
C9orf72 gén promoter régiodjaban talalhatd GGGGCC
hexanucleotid ismétlodés koros mértékli megnovekedése. Az
elmilt 20 évben az ujgeneracids szekvenalasi eljarasok
fejlodésével egyre tobb gén eltéréseit hoztak kapcsolatba az
ALS kialakulasaval. Az ALS-sal valo osszefliggésiik alapjan a
géneket két csoportra oszthatjuk: koroki és genetikai

rizikofaktorok/fenotipus modositd gének.

2. Célkitiizés

Dolgozatomban a kutatocsoportunk altal a magyar
amiotrofias lateralszkler6zis populacid komplex genetikai
architekturajanak feltarasara, a genotipus-fenotipus
Osszefliggések megértésére végzett genetikai vizsgalatokat

foglaltam 6ssze.



3. Betegek és modszerek

3.1 Betegek

Vizsgalatainkba 183 egymassal rokoni kapcsolatban
nem allo, 2008 és 2021 kozott diagnosztizalt magyar ALS beteg
keriilt bevonasra. Egy beteg szamolt be pozitiv csaladi
anamnézisr6l. Minden paciens megfelelt az El Escorial és
Awaji-shima ALS diagnosztikus kritériumoknak, ¢és a
megfelel6 tajékoztatas utan irdsos beleegyezését adta a
kutatasban vald részvételhez. Kutatasunkat a Szegedi

Tudomanyegyetem Etikai Bizottsaga is jovahagyta.
3.2 Médszerek
Vizsgalatainkat periférias vérbol izolalt genomi DNS

mintakon végeztiik, melyet erre a célra fejlesztett DNS izolalo

kit segitségével tisztitottunk a gyarto utasitasainak megfeleléen.
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Az ALS-ben leggyakrabban mutaciot hordozo génekre

elosziirt 107 beteget ujgeneracios szekvenaldsi technikat

alkalmazva vizsgaltuk tovabb. Huszonegy beteg esetében teljes

exom szekvenalast végeztiink, 86 beteg esetében pedig egy 294

génbdl allo egyedi tervezésli génpanelt elemeztiink. Harom
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géncsoportot vizsgaltunk: ,,Major ALS gének” (35 gén),
,Kandidans vagy minor ALS gének” (99 gén) valamint ,,Egyéb
neurodegenerativ/neuromuscularis betegségekkel kapcsolatba
hozott gének” (160 gén). Az azonositott variansok szerepének
értelmezésekor az Amerikai Klinikai Genetikai Téarsasag

(ACMGQG) 2015-06s iranyelvét vettiik alapul.

A hat, leggyakrabban mutaciot hordozé major ALS
geént (SODI, TARDBP, ANG, FUS, UBQLN?2 és NEKI) Sanger
elhelyezkedd G4C2 hexanukleotid repeat expanzidt hosszi
leolvasasu repeat primed PCR technikaval vizsgaltuk. Az
ATXNI és ATXNZ2 génben talalhat6 trinukleotid repeat expanziod
vizsgalatdhoz fragmens hossz analizist alkalmaztunk. Az SMN1
¢s SMN2 gének kopiaszam eltéréseit MLPA (Multiplex
Ligation-dependent ~ Probe = Amplification) = moddszerrel

analizaltuk.

A kutatocsoportunk altal azonositott ANG p.R57W
varians patogén jellegének megerdsitésére in silico modellezést
¢s szamitogépes szimuldcios vizsgalatokat végeztiink. Ezekhez
a vizsgalatokhoz az in-silico p.RS7W mutanst a vad tipusu
masodlagos fehérjeszerkezet megtartasa mellett hoztuk létre. A

mutans fehérje ribonukleolitikus aktivitasanak vizsgalatdhoz a
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vad tipust és a p.RS7W mutans angiogenin fehérjek
ribonukleolitikus aktivitasat élesztd tRNS szubsztraton mértiik.
A fenti vizsgalatokbol kapott eredmények kiegészitéseként
nukledris transzlokacidos vizsgalatot végeztink human

koldokvénas endotélsejtek (HUVEC) tenyészetein.

4. Eredmények

4.1 Legfobb ALS gének

Kohortunkban a korabban mar leirt SODI: ¢.435G>C;
p.L145F varians a leggyakrabban azonositott koroki varians.
harom nébeteg esetében keriilt azonositasra.

A leggyakoribb koroki eltérésként leirt til hosszl
C9orf72 hexanukleotid ismétlodést a vizsgalt betegek 9.56%-
aban (13/136) azonositottuk.

4.2 Ujgeneracios szekvenalasi (NGS) eredmények

A ,Major ALS gének” génszettjében 25 relevans
varianst  azonositottunk. Ezek  kozil egy  varians
klasszifikalhaté patogénként, 3 vélhetéen koroki és 21

ismeretlen jelentdségli varians (VUS). A koéroki varianst az



ALS?2 génben, mig két vélhetden koroki varianst a SOSTM1 ¢és
az UBQLN2 génben azonositottuk.

Az elmult 6t évben napvilagot latott kutatési
eredményeket figyelembevételével ujrakategorizaltuk a
korabban detektalt variansokat. . Harom esetben véltozott a
variansok besorolasa a korabbiakhoz képest.

A ,Kandidans vagy minor ALS gének” koziil 32
relevans varianst azonositottunk 25 betegben. Egy varians
patogénként, egy masik varidns vélhetéen korokiként
besorolhato, mig 30 VUS.

Az ,»Egyéb neurodegenerativ/neuromuscularis
betegségekkel kapcsolatba hozott gének” esetében 45
kiilonb6z6 varianst (2 patogén, 43 VUS) azonositottunk 29
génben.

Az NGS eredmények ujraanalizalasaval olyan géneket
is vizsgalni tudtunk, amelyeket az els6 értékelés ota hoztak
kapcsolatba az ALS kialakulasaval. Harom VUS és egy
vélhetéen  koroki szekvenciaeltérést —azonositottunk. A
vélhetdéen koroki MFSDS c.910C>T, p.Q304X varians a

transzlacid korai terminacidjahoz vezethet.

4.3 Az ANG ¢.169C>T p.R57W varidans funkcionalis

vizsgalata



Az in silico analizis soran a fehérje 114. aminosav
résztvevd hisztidin konformacios valtozast mutatott, ami
csokkent ribonukleolitikus aktivitasra utal.

Tovabba a vad tipust és a mutans protein nuklearis
transzlokacids aktivitdsa kozott szignifikdns kiilonbséget
tudtunk kimutatni, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
p-R57W mutacio csokkenti a fehérje sejtmagi transzlokacios

képességét.

4.4 Az ALS genetikai rizikéfaktorainak vizsgalata

A vizsgalt betegek csaknem 9%-a (8.79%, 16/182)
hordozott egy intermedier hosszisagh CAG allélt az ATXNI
génben, mig a kontrollcsoport 1.12%-aban (2/178) figyeltiink
meg intermedier allélt.

Az ATXN2 gén intermedier hosszisagu repeat
expanziojat a betegcsoport 18.3%-aban (26/153), mig a
kontrollcsoport 9.23%-aban (18/195) azonositottuk.

Az SMNI gén duplikaciot az ALS betegek 4.05%-aban
¢s az a kontrollcsoport 4.73%-aban detektaltuk. Az SMN2
pszeudogén homozigodta delécioit a betegesoport 4.73%-a és az

egészségesek 6.76%-a hordozta.
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5. Megbeszélés

Vizsgalatunkban 183 magyar szarmazasu, 2008 és 2021
kozott diagnosztizalt ALS beteg részletes genetikai vizsgalatat
végeztik el. Vizsgalatainkhoz  Sanger szekvenalast,
Ujgeneracios szekvenalasi modszereket, MLPA-t és fragmens
analizist hasznaltunk. Analizaltuk a major, a kandidans ALS
géneket, valamint vizsgaltunk mas
neurodegenerativ/neuromuscularis betegségekkel kapcsolatba
hozott géneket is. Ezenkiviil analizisiink kiterjedt az ALS

genetikai rizikofaktoraira is.

5.1 A C90rf72 repeat expanzi6 és a SODI gén muticioi
a leggyakrabban azonositott genetikai eltérések a magyar
ALS betegek korében

A SODI c.435G>C, p.L145F varians a magyar ALS
betegek korében leggyakrabban azonositott genetikai eltérés.
Szakirodalmi  adatok  szerint a  varidns  késObbi
betegségkezdettel és lassabb betegséglefolyassal hozhato
kapcsolatba. A 2021-ben diagnosztizalt, SODI ¢.435G>C,
p-L145F varianst hordoz6 betegiink fenotipusa megfelel a

szakirodalomban leirtaknak.
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C9orf72 gén hexanukleotid repeat expanzidjat a
vizsgalt betegek 9.56%-a (13/136) hordozta, ami magasabb
arany mas europiai populaciokhoz viszonyitva. A C9orf72
pozitiv betegek korabbi betegségkezdetet és gyakoribb bulbaris
betegségindulast mutattak a C90rf72 negativ betegekhez
képest.

5.2 A panel szekvenalasi adatok ujraértékelése atsorolt
egyes variansokat és uj, ALS-sal kapcsolatba hozhaté

variansokat tart fel

A ,,Major ALS gének” kozott egy ismert patogén ALS?2
génvarians (¢.3529G>T, p.G1177Ter) keriilt detektalasra
heterozigota formaban. A varians biallélikus jelenléte
ujsziilottkori  kezdetli felszallo paralizist okoz, mig a
heterozigota formak  felndttkori  kezdeti  motoneuron
betegséggel asszocialnak. Két vélhetéen patogén varianst
azonositottunk a SOSTM1 génben. Mindkét varians az er0sen
konzervalt ubiquitin kotd doménben helyezkedik el. Egy
vélhetden koroki varianst (c.1174A>G, p.M392V) detektaltunk
az UBQLN?2 génben, amit korabban egy kinai kutatdcsoport is
leirt. Kohortunkban a betegek 5.61%-a hordozott tobb, mint egy
relevans varianst major ALS génekben. Varidnsok egyiittes

eléfordulasat mas kutatocsoportok is leirtak mar kordbban.
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A ,Kandidans vagy minor ALS gének” valamint
,»Egyéb  neurodegenerativ/neuromuscularis  betegségekkel
kapcsolatba hozott gének” kozott 6sszesen 77 relevans varianst
azonositottunk. Néhany esetben a betegség és a variansok
Osszefiiggése kérdéses, mivel az o6roklésmenet nem felel meg
az azonositott varians zigozitasanak.

A kordbban értékelt adatok Ujraclemzése soran a
nemrégiben ALS kialakulasaval kapcsolatba hozott gének
vizsgalatara is volt lehetdség. Egy vélheten patogén MFSDS
varianst (c.910C>T, p.Q304X) azonositottunk, ami megrovidiilt
fehérjetermék képzddéséhez vezethet. Tovabba egy GLTSDI
varianst (c.13A>G, p.KS5E) azonositottunk, ami a Golgi
lokalizécios szignal egyik aminosavat valtoztatja meg, ezaltal

ugy véljiik, hogy megvaltozik a fehérje sejten beliili eloszlasa.

5.3 Egy ujonnan detektalt angiogenin varidns karositja
a fehérje ribonukleolitikus- és nuklearis transzlokacios

aktivitasat is

A detektdlt ANG c¢.169C>T, p.R5TW varians
ribonukleolitikus aktivitasanak vizsgéalata alapjan kijelentheto,
hogy a varians a vad tipusu fehérjéhez képest alig tobb, mint

50%-nyi ribonukleolitikus aktivitassal bir.
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Az aminosavcsere kovetkeztében a mutans fehérje
zartabb strukturat vesz fel, igy a mutans fehérje nuklearis
transzlokacios aktivitasa csokken.

Eredményeink tdmogatjak az ANG ¢.169C>T, p.R57W

varians patogenitasat.

5.4 Az ATXNI és ATXN2 gének ALS kialakulasara
hajlamosité intermedier repeat expanzidja gyakori a

magyar populacioban

ATXNI1  intermedier  hosszusagu  allélokat a
betegcsoport 8.79%-aban és a kontrollcsoport 1.12%-aban
azonositottunk, ami magasabb, mint mas europai populacioban.
A C90rf72 és ATXNI gének repeat expanzioi gyakran fordulnak
elé egymas mellett. Kohortunkban egy agressziv, bulbaris
kezdetii ALS beteg hordozta mindkét repeat exanziot.

Hasonloképpen az ATXN2 gén intermedier hosszusagi
repeat expanzidja is gyakoribb a magyar szdrmazasu ALS
betegek korében, mint mas eurdpai populacidoban. Ennek a
jelenségnek az oka eddig ismeretlen.

Eredményeink alapjan sem az SMNI gén duplikacioi,
sem az SMN2 gén homozigota delécioi nem jelentds genetikai

rizikofaktorai az ALS kialakulasanak a magyar populacioban.
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6. Konkluzié

A PhD disszertaciom alapjaul szolgalo
koézleményekben eldszor irtuk le a magyar ALS betegek
korében végzett vizsgalataink eredményét, aminek alapjan uj,
vélhetéen ALS asszocialt genetikai eltérések keriiltek
detektalasra.

Munkank soran egy korabban le nem irt angiogenin
mutaciot azonositottunk. Patogenitasat funkcionalis analizissel
igazoltuk. Huszonegy ALS beteg esetén teljes exom
szekvenalast koveto analizist végeztiink, 86 beteg esetén egyedi
tervezésli génpanel vizsgalatot alkalmaztunk. A teljes exom
szekvenalasok adatait ujraclemeztik az elmualt &t év
szakirodalmi eredményeinek figyelembevételével. Ezenfeliil
ismert  ALS kialakulasara  hajlamosito genetikai
rizikofaktorokat is vizsgaltunk a magyar ALS betegek korében.

Vizsgalataink soran a betegek mintegy 41%-aban
sikertilt relevans varidnst azonositanunk, valamint 0j genotipus-
fenotipus Osszefliggéseket is fel tudtunk allitani. Munkank az
els6, a magyar ALS populaciéo genetikai hatterét vizsgalo
tanulmany. Ezekkel az adatokkal kivanunk hozzajarulni a
betegség  populaciospecifikus  genetikai  aspektusainak

megértéséhez.
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