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Bevezetés

A demencia a neurodegeneracié kovetkeztében kialakuld
klinikai allapot, egy tiinetegyiittes, amely magéba
foglalhatja tobbek kozott a kognitiv funkciok, a térbeli
tajékozodas, a problémamegoldas €s a nyelvi képességek
romlasat is. A demencia vilagszerte 55 millio embert
érint ¢és évente 1 millid Uj esetet regisztralnak, emiatt
egyre nagyobb hangsulyt kap a demencia hatterében allo
patomechanizmusok ¢és genetikai eltérések vizsgalata.
Bér az esetek csak kis széazalékat teszik ki a mendeli
Oroklésmeneti, familidris korai kezdetii demenciak
(fEOD), ezen korképek vizsgalatai mar eddig is
kulcsfontossagi  szerepet toltdttek be a demencia
hatterében all6 patologiai folyamatok megértésében,
majd az Allatmodellek és a kisérleti terdpiak
fejlesztésében.

A korai kezdetli demencia (EOD) kifejezés a progressziv
neurodegenerativ  betegségek egy igen heterogén
csoportjat foglalja magaba az Alzheimer-kortol (AD) a
frontotemporalis demencian (FTD) at a Lewy testes
demenciaig (Lewy body dementia - LBD). Az EOD

prevalencigjat 119/100.000-re becsiilik, és az Osszes
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demencia kortilbeliil 5-7%-at teszi ki. Tovabb arnyalja a
képet, hogy a demenciat mint tiinetet szamos tovabbi
neurodegenerativ korkép (Neurodegenerative disorder -
NDD) esetén leirtak, tobbek kozott a Huntington-kor
(HD), a Parkinson-kor (PD), az amyotrophias lateralis
sclerosis (ALS), és a Creutzfeldt—Jakob-szindroma (CJD)
esetében is. A két leggyakoribb EOD az AD és az FTD,
melyek egyes fenotipus jegyei nem csak egymassal
atfedéek, de mas NDD-kkel is klinikai és patologiai
hasonlésdgokat mutatnak. Ez pedig szignifikansan
megneheziti a korai és pontos diagndzis felallitasat.

Az Alzheimer-kér a demenciak 50-75%-at teszi ki, a
tiinetek megjelenések ideje (AOO) szerint beszélhetlink
korai (EOAD) és kés6i kezdeti Alzheimer-korrol
(LOAD: AOO > 65 év). A LOAD egy komplex,
heritabilitassal, mig az EOAD esetén az Orokletesség
hatasa jelentésen magasabb (92-100%). Az EOAD-val
eddig asszocialt leggyakoribb gének (APP, PSEN1,
PSEN2) azonban csak az esetek 5-10%-aban
magyarazzak a betegség genetikai hatterét, igy tovabbi

kutatasok sziikségesek a tertileten.
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A masodik leggyakoribb korai kezdeti demencia az
FTD, melynél szintén jelentds csaladi halmozddasrol
beszélhetliink és az esetek 10-30%-aban autoszomalis
dominans oroklésmenet figyelhetd meg. A familiaris
FTD esetén a kialakult tiinetegylittest jelentdsen
magasabb aranyban (30-75%) magyarazza a kérképpel
asszocialt leggyakoribb gének (C9ORF72, GRN, MAPT)
egyikének eltérése.

Az EOD betegeknél megfigyelhetd komplex klinikai kép
¢és az egyes demenciaval jaro korképek kozotti atfedések
komoly diagnosztikai kihivast jelentenek. Ebbdl adodoan
kiemelten fontos a lehetd legtobb, kiilonbozé demencia
formaval asszocidlt gén egylittes vizsgalata -foként az
atipusos tlinetekkel rendelkezé betegeknél- a diagnozis
gyorsabb felallitdsa, valamint a tiinetek hatterében allo
patologiai folyamatok mélyebb megértése az esetleges Uj

terapids célpontok azonositasa érdekében.



Célkitiizés
A doktori munkam célkitiizéseit az alabbi pontokban
foglalhatjuk dssze:

1. A korai kezdetii demencia genetikai hatterének
elemzése a magyar betegek korében. Ajanlas
kidolgozasa a monogénes demencia formak
genetikai diagnosztikai utvonalara.

2. Az azonositott genetikai variansok
klasszifikacidja, a korképpel vald asszociacid
mértékének  megallapitdisa és  eléfordulasi
gyakorisdguk analizise.

3. A magyar EOD betegek genotipus-fenotipus

4. A demencia és mas neurodegenerativ korképek
kozotti atfedd patomechanizmus vizsgalata.

5. Az EOD betegek regiszterének Kiépitése, trial-
ready kohort kialakitasa.



Modszerek

A vizsgalt betegek
Vizsgalatunkba a 2009 ¢és 2020 kozotti iddszakbol 120

EOD beteg keriilt bevalasztasra a Genomikai Medicina és
Ritka  Betegségek Intézetének  betegségspecifikus
biobankjabol (NEPSYBANK). A tiinetek megjelenésekor
a betegek atlagéletkora 56,05 + 6,95 év volt. Az EOD
kohorton beliil megkiilonboztettink EOAD (n=49), FTD
(n=49) és atipusos demencia (n=22) alcsoportokat. Az
alcsoportokba val6 besorolast a klinikai kép, a
rendelkezésre 4ll6  képalkotok ¢és kognitiv tesztek
eredményei alapjan végeztiik.

Az oKGDH (o-ketoglutarat dehidrogenaz) komplex
harom alegységét 46 beteg esetén vizsgaltuk. Kutatasunk
soran 35 AD betegeknél periférias vérbol izolalt DNS-t
¢s 11 AD paciens esetében post mortem agyszovetbdl

izolalt DNS-t vizsgaltunk.

A kutatas soran alkalmazott modszerek

A vizsgalatokhoz a DNS izoldldsa vérminta esetén a
QIAamp DNA Blood kit segitségével tortént, az
agyszovetek esetén pedig a QIlAamp DNA tissue kittel.



Az APOE gén alléljainak meghatarozasa restrikcios
fragmenthossz polimorfizmus (RFLP) modszerrel tortént.
A CO90RF72 hexanukleotid repeat expanzidjanak
vizsgalatat repeat-primed PCR-t (RP-PCR) koveten
fragment analizissel végeztiik. A szakirodalom alapjan
pozitiv eredménynek a 30 ismétlédést meghaladod repeat
szam mindsiilt. Az intézetiinkbe érkezett EOD mintak
esetében az AD-vel és FTD-vel asszocialt leggyakoribb
gének vizsgalatat 2009 ¢és 2019 kozott Sanger
szekvenalassal végeztiik. Ezt kovetéen a PSEN1, PSEN2,
APP, MAPT ¢és GRN gének analizise is ujgeneracios
szekvenalassal (NGS) tortént. A Sanger szekvenalas az
Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer késziilék
segitségével tortént. NGS esetén a konyvtarkészitéshez a
QIlAseq Targeted DNA Custom Panels kitet hasznaltuk, a
szekvenalast pedig Illumina MiSeq platformon végeztiik.
Az oKGDH komplex alegységeit kodolo gének (DLD -,
OGDH, DLST) esetén az agyszoveteknél minden
betegnél tobb agyi régiobol szarmazoé mintabol is
elvégeztiik a vizsgalatot.

Ujgeneracios szekvenalassal 54 beteg és 137 kontroll

egyén genetikai vizsgalatat végeztiik el. A vizsgalt beteg
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kohorton beliil 38 beteg esetén volt lehetdségiink célzott
panel szekvenaldsara. Valamint tovabbi 16 betegnél volt
lehetdségiink teljes exom szevenalast (WES) végezni. A
konyvtakészités a célzott panel esetén a SureSelectQXT
Target Enrichment for the Illumina Platform reagenssel,
a WES vizsgalat esetén pedig az Agilent SureSelectQXT
Human All Exon v5 reagenssel késziilt. A célzott panel
szekvenalasa MiSeq késziiléken, mig a teljes exom
szekvenalas az Illumina Hiseq 2500 platformon tortént.
Az NGS adatok elemzéséhez a BWA-MEM, a GATK
HaplotypeCaller és az SnpEff szoftvert, ClinVar
adatbazist, populacios adatbazisokat és sajat adatbazist
hasznaltuk. A detektalt j, még nem leirt varidnsok
klasszifikalasat az ACMG (American College of Medical
Genetics and Genomics) altal kiadott ajanlas alapjan
végeztik el.

Az esélyhanyados (odds ratio - OR) és a 95%-0s
konfidencia intervallum (CI) szamitasait a MedCalc
szoftverrel végeztiik. Megvizsgaltuk az egyes ritka
karosito variansok (rare damaging variant - RDV) hatasat
a tiinetek megjelenésének idejére. Az alcsoportok AOO-

jait ANOVA teszt segitségével hasonlitottuk dssze.
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Eredmények

Vizsgalataink soran az EOD kohortban a Sanger és
ujgeneracidos szekvenalasok eredményeinek elemzése
soran 15 génben Osszesen 25 ritka karositd varianst
(RDV) azonositottunk. Ezen variansok koziil patogén
eltérésként 10-et, valdszinlileg patogénként 6-0t,
ismeretlen jelentdségli variansként (VUS) 8-at ¢és
benignusként 1 varidnst klasszifikaltunk az ACMG
ajanlasa szerint. A detektalt RDV-k alapjan 13 beteg
(10,8%) esetében azonositottunk monogénes demencia
format. Tovabbi 10 paciensnél (8,3%) azonositottunk
olyan RDV-ket, amelyek rizikofaktorként (RDV-RF)
szerepet jatszhattak a betegnél kialakult tiinetek
megjelenésében. A CI9ORF72 génben 8 paciensnél
(6,7%) talaltunk koros hexanukleotid ismétlodést. A
teljes EOD kohortbol igy osszesen 21 beteg (17,5%)
sorolhatd a monogénes demencia alcsoportba. Az
aKGDH alegységeit kodolo gének (OGDH, DLST, DLD)
esetén Osszesen harom heterozigota ritka misszensz

varianst azonositottunk.



A ritka Kkérositd varidansok AD-vel vagy FTD-vel

asszocialt autoszomalis dominans oOroklésmenettel jard

génekben
Az AD-vel vagy FTD-vel asszocidlt autoszomalis

dominans 6roklésmenetii génekben szekvenalas soran 10
betegnél talaltunk ritka koroki eltérést. A tlinetek
megjelenésekor az atlagéletkor 49,31 + 9,1 év volt. A
csaladi anamnézisben 6 betegnél szerepelt demencia az
els6foku rokonoknal. A variansok kozil 5 a ClinVar
adatbazisban is Szerepelt mint patogén eltérés (APP
p.V717F; PSEN2 p.N141ll; GRN c.708+1G>A; GRN
p.S226WfsTer28; GRN p.R198Gfs*19). Tovabbi 4
eltérés a ClinVar adatbazisban ugyan nem szerepelt, de
az ACMG kritériumok szerint patogén vagy valoszinilileg
patogén (GRN ¢.264+2T>C; PSEN1 p.V89L; PSEN1
p.G206S; PSEN1 p.L166R).

A C90RF72 hexanukleotid repeat expanzid szerepe az

eqgyes EOD csoportokban
Az EOD kohortunkban 6,7%-ban, 8/120 esetben volt

detektalhatd koros hexanukleotid repeat expanzio. A

pozitiv betegeknél 7 esetben az FTD-re jellemz6 tlinetek

mellett tobbek kozott parkinsonizmus (P45), hallucinacio
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(P3, P24, P45) és motoneuron betegség tiinetei is jelen
voltak.

Az egyéb neurodegenerativ kérképekkel asszocialt gének

karositd varidnsai mint a monogénes demencia okai

A célzott panel vizsgalatok soran az EOD kohortunkban
tobb olyan génben (TREM2, CSF1R, PRNP) is talaltunk
eltérést, melyeket elsdédlegesen monogénes formaban
mas neurodegenerativ korképek hatterében irtak le.

A TREM2 gén heterozigota RDV-it ugyan, mint
lehetséges AD és FTD rizikofaktorokat is szamontartjak,
de elséként a Nasu-Hakola betegséggel (NHD)
asszocialtdk. A P14-es paciensiinkben a TREM2 gén két
ritka variansat (p.A105Rfs*, p.R47C) azonositottuk
Osszetett heterozigdta formaban. Az irodalmi adatok és a
detektalt varidnsok klasszifikacigja alapjan feltételezziik,
hogy a TREM2 génnel Gsszefiiggd monogénes betegség
all a paciens tiineteinek hatterében.

A P56-0s beteg klinikai diagnézisa FTD volt, melynek
hatterében ismert gyakori gének elemzésének negativ
eredménye utdn a célzott panel vizsgalat soran a CSF1R
génben a ¢.2646_2654+6del ritka varianst detektaltuk. A
betegnél leirt tiinetek és a képalkotd revidealt eredménye
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megfelel az irodalomban kordbban leirt CSF1R asszocialt
leukoencephalopathianak.

A CJD-vel asszocialt PRNP génben egy 7-oktapeptidbol
allo repeat inszerciot azonositottunk a P112-es betegben.
A proband tlinetei 29 évesen kezdddtek lassu progresszid
volt megfigyelhetd, az EEG pedig nem detektalt prion
betegségre specifikus eltérést. A paciensnél és
csaladtagjainal leirt tiinetek és a betegség-lefolyas
megegyeznek a PRNP 168 bazisparos inszercidja esetén

korabban riportaltakkal.

Az AD-val asszocidlt genetikai  rizikdfaktorok

gyakorisaganak vizsgalata

Kutatasunk soran elemeztiik az EOD kohortunkban az
AD legerésebb rizikofaktoraként ismert APOE ¢4 allél
gyakorisagat ¢s a GWAS vizsgalatok altal a betegséggel
asszocialt tovabbi gének (ABCA7, SORL1, TREM?2) ritka
variansainak szerepét a korai kezdetli demenciaban.

Az APOE celemzése soran azt taldltuk, hogy mind a
heterozigota €4 allél mind a €4/e4 genotipus dusul a beteg
populdciéban a kontroll csoporthoz képest. Az
esélyhanyados a teljes EOD kohortot tekintve egyetlen e4
allél esetén 3,16 (95%CI1=1,44-6,92; p=0,004), mig e4/e4
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genotipus esetén OR:7,90 (95%Cl1=1,74-35,84;
p=0,0074).

Az ABCA7, SORL1, TREMZ2 génekben 5 Ilehetséges
RDV-t azonositottunk, ezeket az eltéréseket a kontroll
csoportban nem detektaltuk. A variansokat hordoz6 6
beteg atlagéletkora a tiinetek megjelenésekor 61,00 +
4,24, és az esetek felében a csaladi anamnézis pozitiv
volt. Az ABCA7 génben 2 ritka heterozigbta misszensz
(p.R1228C P26, p.D1957Y — P35) és egy ritka
nonszensz (p.Y750* - P75) varianst azonositottunk. A
P33-as paciensben a SORL1 p.K2044R szubsztiticiot
detektaltuk, amely nem szerepel a gnomAD adatbazisban
¢és a sajat kontroll csoportunk genetikai analizise soran
sem detektaltuk. Kevés informacio all rendelkezésre az
azonositott ABCA7 és SORL1 variansokrol, azonban ezek
alapjan az  eltérések  hozzdjarulhatnak az AD
kialakulasanak kockazatdhoz. A TREM2 p.R47H régota
ismert mint demencia rizikofaktor. A magyar kohortban
két betegben azonositottuk (P45, P71), a P45 betegnél a
kés6bbi fragment analizis sordn kéros COORF72 repeat
expanziot is detektaltunk. A PSEN2 misszensz eltérései a

PSEN1 variansai utan a leggyakoribb koroki eltérések
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monogénes EOAD-ban. Azonban a kohortunkban
detektalt PSEN2 p.S130L szubsztiticio VUS besorolasu
¢s az eddigi adatok alapjan inkdabb a Ilehetséges

rizikofaktorok kozé sorolhatjuk.

Neurodegenerativ_korképekkel asszocialt autoszomalis

recessziv oroklésmenetll génekben detektalt heterozigdta

karositd varidnsok elemzése

Az ujgenerécios vizsgalatok soran szdmos olyan génben
azonositottunk lehetséges RDV-ket, amelyek az irodalmi
adatok szerint mas neurodegenerativ korképekkel
asszocialtan ismertek. A teljes beteg kohort 3,3%-aban,
azaz 4 paciens (P35, P50, P52, P81) esetében
detektaltunk PD-hez, NBIA-hoz (neurodegeneraci6 agyi
vasfelhalmozodassal), ~ ALS-hez  vagy = MLD-hez
(metachromasias leukodystrophia) tarsitott recessziv
oroklésmenetii génben heterozigota eltérést. Ezeket a
varidnsokat nem azonositottuk a kontroll csoportban
valamint a PRKN p.T240M, SPG11 p.V2053M, PSAP
p.E108V variansok kivételével nem szerepeltek a
gnomAD adatbazisban sem. Azoknal a betegeknél, ahol
PD génben taldltunk lehetséges koroki varianst a PD-re
jellemzo6 tiinetek is szerepeltek a klinikai képben a
14



kognitiv  hanyatlas, a viselkedésvaltozas vagy a
depresszid6 mellett. Két paciens esetében  tobb
heterozigdta lehetséges RDV-t is azonositottunk. A P50-
es beteg tlinetei 60 éves koraban kezdddtek, a csaladi
anamnézise pozitiv €s a genetikai analizis sordn a
C190RF12 ¢és a PARKY génben is talaltunk egy-egy ritka
varianst (C190RF12 p.P60A; PARKY p.11e91_Leu92fs).
A P35 paciensnél egy AD rizikofaktort (ABCA7), egy
PD-asszocialt (LRRK2) és egy ALS-asszocialt (SPG11)
RDV-t detektaltunk.

Az aKGDH alegységeit kodolo gének vizsgélata soran
Osszesen 5 misszensz varianst azonositottunk, melyek
kozil kettét mindsitettiink lehetséges rizikofaktornak. Az
OGDH p.P471H eltérés az ACMG szerint valdsziniileg
patogén, a populacios adatbazisokban nem szerepel,
valamint a kontroll csoportban sem detektaltuk. A DLD
p.R263H VUS eltérés allél gyakorisiga a populécios
adatbazisokban nagyon alacsony, a kontroll csoportban
nem azonositottuk. Az irodalomban pedig eddig egy
stulyos primer mitochondrialis betegnél (CLA -

congenitalis lactic acidosisos) irtak le.
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Kovetkeztetések

Magyarorszagon elséként térképeztiik fel a korai kezdetl
demencia genetikai hatterét. Monogénes etiologiat a
kohort 17,5%-aban azonositottunk, a leggyakoribb
orokletes demencia formak (C9ORF72; GRN, PSENI;
PSEN2; APP asszocidalt) ennek 85,7%-at tették Ki.
Kiemelend6, hogy az esetek 33,3%-aban a klinikai
tiinetek és képalkotok alapjan sziiletett diagnozis szerint
elvégzett targetalt, egy génre fokuszalo szekvendlds nem
vezetett eredményre. Ezt a jelenséget magyarazhatja,
hogy bar az egyes demencia tipusokat kiilonféle klinikali
megjelenési formak jellemzik, mégis szamos fenotipusos
atfedés ¢és patologiai hasonlosag figyelheté meg kozottiik.
Vizsgalatunk soran azonositott eltéréseket 0sszevetve a
klinikai kép alapjan feltételezett diagnozisokkal szintén
azt tapasztaltuk, hogy szamos esetben mas demenciaval
jaré korképpel asszocialt génben detektaltunk koroki
varianst vagy er0s genetikai rizikofaktort. Fontos
megjegyezni, hogy tovabb neheziti a megfelelé genetikai
teszt kivalasztasat a pleiotropia jelensége, mely szerint
egy adott gén hibdi szédmos kiilonféle, egymadstol

nagymértékben eltéré klinikai megjelenéshez is
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vezethetnek. A fent emlitett nehézségek mindegyikére
talalhatunk példat a magyar kohortban.

Igazoltuk, hogy a magyar EOD betegeknél a nemzetkdzi
irodalomnak megfeleléen magas a koros C9ORF72
hexanukleotid repeat expanzio eléfordulasi gyakorisaga.
A teljes kohort 6,7%-aban azonositottunk koros repeat
expanzitdt, ami az 0Osszes azonositott monogénes eset
38,1%-at adta. Kiemelend6, hogy nem csak FTD-vel
diagnosztizalt betegeknél detektaltuk patogén repeat
expanzidt. Ezek az eredmények felhivtak a figyelmet a
gén jelentdségére nemcsak az FTD, de a teljes korai
kezdet(i demencia kohort esetén.

Tobb olyan eltérést is azonositottunk, melyek monogénes
betegség kialakuldsdhoz vezetnek, azonban mas
neurodegenerativ  korképpel asszocidltak. A CSFIR,
TREM2 és PRNP génekben detektalt RDV-k kiemelik,
hogy ezeket a klinikai és patologiai atfedéseket mutatd
neurodegenerativ koképeket csupan csak a klinikai kép
alapjan nehéz differencialni.

Eredményeink alapjan 10j molekularis diagnosztikai
ajanlast  dolgoztunk ki az EOD betegek

differenciadiagnosztikédjahoz.
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