DOI:10.14753/SE.2020.2392

SEMMELWEIS EGYETEM
DOKTORI ISKOLA

Ph.D. értekezések

2392.

ILLES ANETT

A human molekularis genetika és a géndiagnosztika alapjai

cimill program

Programvezetd: Dr. Szalai Csaba, egyetemi tanar

Témavezetd: Dr. Molnar Maria Judit, egyetemi tanar



DOI:10.14753/SE.2020.2392

A genetikai architektara szerepének vizsgalata
Parkinsonizmusban

Doktori értekezés

I1lés Anett

Semmelweis Egyetem
Molekularis orvostudomanyok Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
. EGYETEM

Témavezetd: Dr. Molnar Méria Judit, D.Sc., egyetemi tanar

Hivatalos biralok: Dr. Sipos Ildik6, Ph.D., egyetemi adjunktus
Dr. Hidasi Eszter, Ph.D., egyetemi adjunktus

Szigorlati bizottsag elndke: Dr. Nagy Gyorgy, D.Sc., egyetemi tanar
Szigorlati bizottsag tagjai:
Dr. Molnar-Ersek Barbara, Ph.D., tudomanyos munkatars
Dr. Szegedi Robert, Ph.D., féorvos

Budapest
2020



DOI:10.14753/SE.2020.2392

Tartalomjegyzék
ROVIAIEESCK JEZYZEKE ..o 3
L BOVEZELES oo 9
1.1 Parkinson-kor és Kutatasunk CE1Ja ..........cueiviiiiiiiiiiiiieiie i 9
1.2 Parkinson-kor patomechanizmusa .............ccveiiueeiiieneeeniesiee e 9
1.3 A Parkinson-kor klinikai manifesztacioja és diagnozisa ..........ccocvervverinennnn. 11
1.4 Parkinson-kor tiineteinek megjelenési ideje..........ovvrveiiieriviiniiiiiieiiie e 13
1.5 A Parkinson-kor és a csaladi anamnézis kapcsolata..........coccevviiiiiiiniiinennn. 14
1.6 Parkinson-kor genetikai hattere .........cuevviiiiiiiiiiiisic e 15
1.6.1 Monogénes Parkinson-KOr ...........cccoviiiiiiiiiiiiiii e 17
1.6.2 A Parkinson-korra hajlamositd genetikai faktorok.............cccooeivnvrnnnene 39
1.7 A Parkinson-kor kornyezeti kockazati tenyezOi.........ccevvvverviiiiiiiiieiiieiieene 41
2 CRIKILUZESEK ...ttt ettt 43
3 MOASZETEK ...t 44
3.1 A VIZSZAIL DEtEEEK....eviiiiiiiiiiiiiiii 44
3.2 DNS izolaldsa €s tarolasa ..........cccevviiiiiiiiiiiiii 45
3.3 San@er SZEKVENALAS ......cooviiiiiiiiiiiiic e 45
B4 MLPA s 47
3.5 C90rf72 fragment analizZiS..........ccueeeiireeiiieiiiiieesiieescr e e 48
3.6 Ujgeneracios SZEKVENAIAS. .........coccveieereeeeses ettt s s 48
3.7  Bioinformatikai €lemzes ...........ccviiiiiiiiiiiiiii 49
3.8 StatisztiKal elemzes.........cocviiiiiiiiiii i 50
4 EredmeEnyek ........ooviiiiiiiiieee e s 52
4.1 Szekvendlds €s MLPA ... 52
4.1.1 Ritka, kérositd eltérések PD-asszocidlt génekben, amelyek potencidlisan
Osszeegyeztethetok a monogénes PD formaval .............ccooveiniiin 52
4.1.2 Korébban mar PD-vel asszocialt genetikai rizik6 varidnsok .................. 55

413 , Tobbszoros-talalat” mechanizmus, amely befolydsolja a PD kockazatat58
4.1.4  Monoallélikus heterozigota varians AR-PD-vel tarsitott génekben......... 65
415 A POLG gén ritka varidnsainak el6forduldsi gyakorisdga a magyar PD
KONOMDAN ... 68
4.2 A C9orf72 el6fordulasi gyakorisaga a magyar PD kohortban ........................ 71



© o0 N O

11
12

DOI:10.14753/SE.2020.2392

4.3 A kornyezeti és a genetikai riziké tényezok kolcsonhatasanak elemzése egy eset

bemutatdsan KereSztlil ..........oooiiiiiiiiiiiiii s 73
IMEEDESZEIES ...t 77
5.1 A Parkinsonizmus-asszocialt gének varians elemzése a PD kohortban .......... 77

5.1.1 Az azonositott kdpiaszam eltérések és szerepiik a rutin diagnosztikaban 79
5.1.2  Korabban mar PD-vel asszocialt genetikai rizikd variansok ................... 79
5.1.3 ,Tobbszoros-talalat” mechanizmus ¢és szerepe a PD-re vald
fO@EKONYSAEDAN ... 80
5.1.4  Monoallélikus heterozigédta varians AR-PD-vel tarsitott génekben......... 81

5.2 A POLG, mint nukleéris mitochondrialis gén szerepe a Parkinson-korban .... 83

5.3 A C9orf72 eléfordulasi gyakorisaga a magyar PD kohortban ........................ 84
5.4 A kornyezeti és a genetikai riziké tényezOok kolcsonhatasa egy eset bemutatasan
KETESZETL. ...ttt 86
5.5 A genetikai tanacsadas nehézségei — differencialdiagnosztikai értelmezés..... 89
KOVELKEZEETESEK .. 96
(@173 74 1 TR RRRRRR 98
SUIMMIBIY ..ottt e e ettt et e e e e e s e bbbttt e e e e e s s a bbb bbb e e e e e e e e s e nnnenees 99
[rodaloOMIEZYZEK . .. .evviiiiiiiiiiiie e 100
Sajat publiKACIOK JEZYZEKE ...vvvvviiiiiiiiiiiiiiii e 141
KOSZONCINYIIVANILAS ...vvvviiiiiiiiiiiiiiiiie e 143
IMEIIEKIBLEK ...ttt 144



DOI:10.14753/SE.2020.2392

Roviditések jegyzéke

ACMG: American College of Medical Genetics and Genomics,

AD: autoszomalis dominans,

AD-PD: autoszomalis dominansan 6rokl6dé Parkinson-kor,

AF: amaurosis fugax,

AK: Alzheimer-kor,

ALO: szemhéjnyitasi apraxia,

ALS: amyotrophias lateralis sclerosis,

AMI: akut myocardialis infarctus,

ANOVA: varianciaanalizis (analysis of variance),

ANS: ataxia neuropathia szindroma,

AOQO: tiinetek megjelenésének ideje (age of onset),

AR: autoszomalis recessziv,

AR-NBIA: autoszomalis recessziven 06roklédé6 neurodegeneracidé agyi vas-
felhalmozodassal,

AR-PD: autoszomalis recessziven 0rokl6do Parkinson-kor,

ATP: adenozin trifoszfat,

ATP13A2: ATPase type 13A2,

ATXN2: ataxin-2,

Bax: Bcl-2-associated X protein,

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool,

C190rf12: chromosome 19 open reading frame 12,

C9orf72: chromosome 9 open reading frame 72,

CA: cerebralis atrophia,

CBD: corticobasalis degeneracio,

CHCHD2: coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain 2,

CHRNATY: cholinergic receptor, neuronal nicotinic, alpha polypeptide 7,

CI: kognitiv hanyatlas,

CK: kreatin-kinaz,

CNV: képiaszam varians (copy number variant),

COR: C-terminal of Roc,

COX: citokrom c oxidaz,
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CP: ceruloplasmin,

CT: komputertomografia,

CSF: cerebrospinalis folyadék,

D: karos (damaging),

DA: dopamin,

DAT: dopamin transzporter,

DAT-SPECT/DaTscan: dopamin transzporter egyfotonos emisszids komputer
tomografia (dopamine transporter single-photon emission computed tomography),

dbNSFP: database for nonsynonymous SNPs' functional predictions,

DBS: mélyagyi stimulacio (deep brain stimulation),

DENN: differentially expressed in normal versus neoplastic,

DIP: gyogyszer-indukalt Parkinsonizmus (drug-induced Parkinsonism),

DLB: Lewy testes demencia,

DM: diabetes mellitus,

DMSO: dimetilszulfoxid,

DNAJC13: DNAJ subfamily C member 13,

DNAJC6: DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member C6,

DNL: dopaminerg neuron vesztés,

DNS: dezoxiribonukleinsav,

dNTP: dezoxinukleotidtrifoszfat,

DQ: doézis kvodciens,

DRBA: dopaminreceptor-blokkol6 szerek (dopamine receptor blocking agent),

DRD: dopa-reszponziv dystonia,

DTDS: dopamin transzporter hidnyos szindréma,

Dupl: duplikacio,

EANM: European Association of Nuclear Medicine,

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav,

EIF4GL1: Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma, 1,

EMG: elektromyographia,

EO: korai kezdetii (early onset),

ESP: Exome sequencing project,

F: familiaris,
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FBXO7: F-box protein 7,

FPD: familiaris Parkinson-kor,

FTD: frontotemporalis demencia,

FXTAS: fragilis X-asszocialta tremor/ataxia szindroma,

GATK: Genome Analysis Toolkit,

GBA: glucocerebrosidase,

GCHL1: GTP cyclohydrolase 1,

GCS: gliikkozil-ceramid-szintaz,

GD: Gaucher-kor,

GEF: guanin-nukleotid kicseréld faktor,

GERD: gastroesophagealis reflux betegség,

GIGYF2: Grb10-Interacting GYF Protein-2,

gnomAD: Exome Aggregation Consortium Database and Genome Aggregation
Database,

GWAS: genomra szintli asszociacios tanulmanyok,

HD: Huntington kor,

HIF: hexanukleotid ismétlodés-feldasulast,

HSP: 6rdkletes spasticus paraparesis,

HTRAZ2: High-temperature requirement A2,

HVA: homovanillsav,

IMS: mitochondrialis interembran tér,

INAD: infantilis neuroaxonalis disztrophia,

I: incontinentia,

iPD: idiopathias Parkinson-kor,

IPDGC: Nemzetkozi PD Genomikai Konzorcium (International PD Genomics
Consortium),

JO: juvenilis kezdett (juvenilis onset),

LB: Lewy testek (Lewy bodies),

LCIG: Levodopa-carbidopa intestinalis gél,

I-DOPA: levodopa (I-3,4-dihydroxyphenylalanine),

LN: Lewy neurit,

LO: késdi kezdetii (late onset),
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LOPD: késoi kezdetli Parkinson-kor,

LP: valoszintileg patogén,

LRRK2: leucin rich repeat kinase 2,

MA: Massachusetts allam,

MAF: minor allél frekvencia,

MCI: enyhe kognitiv hanyatlas,

MD: mitochondrialis rendellenességek,

MDS: Movement Disorder Society,

MgCl: magnézium-klorid,

MLPA: multiplex ligacio-fliggd proba amplifikacio,

MPAN: mitochondrialis membranfehérje-asszocialt neurodegeneracio,
MRI: magneses rezonancia képalkotas (Magnetic Resonance Imaging),
MRNS: hirvivé (messenger) ribonukleinsav,

MSA: multisystemas atrophia,

MtDNS: mitochondrialis DNS,

n: eset/darabszam,

N/A: nincs elérhet6 adat,

NBIA: agyi vas felhalmozodassal jaré neurodegenerativ betegség,
NCBI: National Center for Biotechnology Information,

NET: norepinefrin transzporter,

NGS: ujgeneracios szekvenalas (next generation sequencing),

NMJ: neuromuscularis junctio,

NSAID: nem szteroid gyulladascsokkentd gyogyszerek,

O: obstipatio,

OH: orthostaticus hypotensio,

OR: esély hanyados (odds ratio),

PARK2: autoszomalis recessziven 6roklodo juvenilis Parkinson-kor — 2
PARKT: Parkinsonism associated deglycase, Protein deglycase DJ-1,
PCA: progressziv cerebralis atrophia,

PCR: polimeraz lancreakcio,

PD: Parkinson-kor (Parkinson’s disease),

PEO: progressziv externalis ophthalmoplegia,
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PET: pozitron emisszids tomografia (positron emission tomography),
PI: posturalis instabilités,

PINK1: PTEN-induced kinase,

PKDYS1: infantilis parkinsonizmus-dystonia-1,
PLA2G6: phospholipase A2 group 6,

PODXL: podocalyxin-like protein,

POLG: DNA polymerase gamma, catalytic subunit,
PRKN: parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase,

PSP: progressziv supranuclearis paresis,

PTH2: parathyroid hormone 2,

PTRHDZ1: peptidyl-trna hydrolase domain-containing 1,
Rab: Ras-associated binding,

RBD: REM alvési zavar (rapid eye movement sleep behavior disorder),
REM: rapid eye movement,

RF: riziko faktor,

RIC3: resistance to inhibitors of cholinesterase 3,

RLS: nyugtalan 14b szindroma (restless leg syndrome),
RNS: ribonukleinsav,

ROS: reaktiv oxigén gyok,

RRF: rongyos voros rost,

rt-PCR: repeat-primed polimeréaz lancreakcio,

S: sporadikus,

SAC1.: suppressor of actin 1,

SD: szoras,

SE: Semmelweis Egyetem,

SEMD: saccadicus szemmozgatasi zavar (saccadic eye movement disorder),
SERT: szerotonin transzporter,

SLC6AS3: solute carrier family 6 member 3,

SN: substantia nigra,

SNCA: alpha-synuclein,

SNGP: supranuclearis tekintés bénulas,

SNP: single nukleotid polimorfizmus,
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SNpc: substantia nigra pars compacta,
SnpEff: SNP effect,

SPD: sporadikus Parkinson-kor,

SPECT: egyfotonos emisszios komputer tomografia,
SPG11: spatacsin,

SYNJ1: synaptojanin-1,

TAE: Tris bazis, ecetsav és EDTA,
TMEM230: transmembrane protein 230,
UCHLZ1: Ubiquitin C-terminal hydrolase L1,
UK: United Kingdom,

US: bizonytalan jelentéségii (varians),

USA: United States of America,

VCF: Variant Call Format,

VGP: vertikalis tekintés bénulas,

VPS13C: vacuolar protein sorting 13 homolog C,
VPS35: vacuolar protein sorting 35,

VUS: bizonytalan jelentdségii varians,
WES: teljes exom szekvenalas,

WGS: teljes genom szekvenalas,

WPW: Wolff-Parkinson—White szindréma,
1KG: Genomes Project,
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1 Bevezetés

1.1 Parkinson-kér és kutatasunk célja

A Parkinson-kor (Parkinson’s disease: PD) a masodik leggyakoribb progressziv
neurodegenerativ betegség az Alzheimer-kor utdn. Patogenezisében genetikai ¢és
kornyezeti tényezok is szerepet jatszanak. A legfrissebb tanulmanyok szerint koriilbeliil
6 millio ember érintett vilagszerte [1]. A 60 éves kor f6l6tti népesség 2%-at érinti, mig a
80 éves kor f6lotti népességben ez az ardny mar 4%. A betegség 10%-a azonban mar
fiatal életkorban, 20 és 50 éves kor kozott jelentkezik [2]. A tiinetegyiittest els6ként James
Parkinson angol orvos irta le 1817-ben ,,Egy tanulmany a remegd bénulasr6l” (An Essay
on the Shaking Palsy) cimii munkajaban ,reszketd bénulas” (,,Paralysis agitans”) néven
[3]. Ezt az allapotot késébb, a tiszteletére Jean-Martin Charcot francia neurologus
Parkinson-kornak nevezett el [4]. Annak ellenére, hogy a PD tiinetegyiittesét mar tobb,
mint 200 éve ismerjiik, a hatterében 4ll6 patomechanizmusokat maig nem tudték teljesen
feltarni. Az ujgeneracios szekvenalas széles korti elterjedése lehetdséget nyljt a genetikai
tényezOk megismeréséhez. A genetikai ok-okozati viszonyok feltarasa jelentOs segitség
lehet a betegség jobb megértésében €s 1 terapidk kidolgozasaban.

Kutatasaink a PD hatterében allo genetikai eltérések feltérképezésére, a fenotipus és a
genotipus asszociaciok szerepének elemzésére, valamint a kornyezeti hatasok ¢és
genetikai tényezOk interakciojanak vizsgalatara iranyultak. A jelenleg elérhetd és a
jOvobeni terapias lehetoségek kovetkeztében kiilondsen fontos a PD hatterében allo
genetikai tényezok minél jobb megismerése. A betegek esetében a pontosabb progndzis
€s a csaladtervezés szempontjabdl az egyes azonositott eltérések ¢és a fenotipus
Osszefliggéseinek megértése nagyban hozzajarulhat a genetikai tandcsadas fejlodéséhez.
Kutatasunk soran ezért célunk volt az altalunk vizsgalt magyar csoportban a genetikai
architektira minél jobb leirasa és olyan, eddig még nem vagy kevésbé vizsgalt gének
elemzése is, amely az ujgeneracios szekvenalas alkalmazasaval valt konnyebben

elérhetové.

1.2 Parkinson-kor patomechanizmusa
A tudomanyos ismeretek folyamatos ndvekedése ellenére sem egyértelmiien tisztazott
még, hogy pontosan milyen Gtvonalon, milyen fehérjéket érintve zajlik a PD-hez vezetd

neurodegeneracid. A motoros funkcidzavarok hatterében elsésorban a substantia nigra
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pars compacta (SNpc) sejtjeiben végbemend dopaminerg idegsejtek pusztulasa all [5, 6].
Ennek kovetkeztében csokken a dopamin (DA) bedramlas a homloklebeny striatalis
motoros struktaraiba. A DA hidnya vagy a dopaminerg ingeriiletatvitel zavara
megakadalyozza a mozgatomiikodés megfeleld szabalyozasat, és ez vezet végiil a tipikus
motoros tiinetek megjelenéséhez, mint a tremor, a rigiditas és a bradykinesis [7, 8].

A PD egyik korszovettani tulajdonsaga az eosinophil citoplazmatikus zarvanyok (Lewy
testek) megjelenése a substantia nigra (SN) neuronjaiban [9]. A Lewy testek (Lewy
bodies: LB) elsdsorban rosszul feltekeredett, hibas térszerkezetii a-Synuclein
fibrillumokbol allnak [10]. Az oldhatatlan aggregatumok az idegsejteket karositva
neurodegeneraciohoz vezetnek. Ez eldszor a szaglorendszert, a periférids autoném
idegrendszert, majd a SN dopaminerg neuronjait és késdi stadiumban mar a cortexet is
érinti. Ez alapjan a PD az a-synucleinopathiakhoz sorolhaté konformacios betegség [11].
Ezen kiviil a PD progressziojaban a koros fehérje aggregacio mellett a mitochondrialis
diszfunkcié, a neuroinflammacié és az excitotoxicitas is fontos szerepet jatszik [9]. A
mitochondrialis diszfunkciot szamos betegséggel hoztak mar Osszefiiggésbe, koztiik
neurodegenerativ rendellenességekkel. Az idegsejtek esetében ugyanis kiilonésen fontos
a mitochondriumok megfeleldé mikodése, a szinapszisok létrejotte és az akcios
potencialok tovabbadasa szempontjabol [12, 13]. A neuroinflammacioé soran a kézponti
idegrendszerben olyan reakciok mennek végbe, amelyek toxikus anyagokat (pl. reaktiv
oxigén gyokoket (ROS)) termelnek és igy neurodegeneraciohoz vezetnek [14]. Az
excitotoxicitds az a koros folyamat, amely soran az idegsejtek karosodnak vagy
elpusztulnak a tulzott ingerlés kovetkeztében, amelyet egyes serkentd
neurotranszmitterek (pl. glutamat) okoznak [15, 16]. Az excitotoxicitas Szerepet jatszhat
a gerincveld sériilésében, az agyvérzésben, a hallaskarosodasban és a kozponti
idegrendszer neurodegenerativ betegségeiben [17].

A klinikai diagnozis felallitasaban a ndvekvo patofiziologiai ismeretek ellenére a ,,gold-
standard” tovabbra is a klinikai-patologiai megerdsités, ahol a f6 kritériumok az SNpc
neuronok pusztulasa és a LB jelenléte [18, 19]. A klinikai-patologiai vizsgalatok sok
esetben jelentds eltérést mutattak ki a klinikai és a patologiai diagnoézis kozott [20].
Tovabba az SNpc atrophia és az LB patologia olyan szindromakban is jelen lehet,
amelyek klinikailag nagyon kiilonboznek a PD-t6l. Ezenkiviil a legtobb igazolt PD

genetikai kockazati tényezé heterogén neuropatologiai jellemzokkel tarsul, amelyek

10
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kozott nem minden esetben szerepel az LB patologia. Végezetiil Klinikai szempontbol
komoly eldnyt jelenthet az LB patologia kialakulasanak elérejelzése, mivel ilyen esetben

az a-synucleint célzo terapiak hatasosak lehetnek.[21].

1.3 A Parkinson-kér klinikai manifesztacioja és diagnézisa

A PD diagnozisa elsdsorban a megjelend motoros €s nem motoros funkciézavarok széles
spektruman alapul. A legfontosabb motoros tiinetek a nyugalmi tremor, a rigiditas, a
bradykinesis és gyakran a posturalis instabilitas [22, 23]. Mozgassal kapcsolatos gyakori
tinet még a végtagiigyetlenség, a jaraszavar, a mozgasinditasi nehézség, a gornyedt
testtartas, a hypomimia, a dysarthria és a micrographia. A motoros tiinetek altalaban
aszimmetrikusan jelennek meg, majd a betegség progresszidjaval fokozatosan
bilateralissa valnak, és egyéb abnormalis mozgasok, mint a posturalis vagy akcids tremor
¢s a végtagi dystonia is megjelenhetnek. A PD diagnozist tamogaté egyik fontos jellemz6
a levodopa (I-3,4-dihydroxyphenylalanine; I-DOPA) kezelésre adott pozitiv valasz [22,
23]. Tovabbi egyensulyzavarok és egyéb komplikaciok, mint példaul a levodopa
indukalta dyskinesis és a motoros fluktuacié is megjelenhetnek. A motoros tiinetek
alapjan két altipust kiilonboztethetiink meg: a tremor dominans és az akinetikus-rigid
format, de el6fordul a ketté kombinacidja is [24].

A tipikus motoros tiineteken kiviil a nem-motoros tiinetek is fontos részét képezik a
tiinetegyiittesnek. A leggyakoribb nem-motoros tiinetek az insomnia, a depresszid, az
anxietas, a REM alvasi zavar (rapid eye movement sleep behavior disorder, RBD), a
faradékonysag, az autoném diszfunkcid, a kognitiv hanyatlds és az érzékszervi
rendellenességek (pl. hyposmia) [25]. Demencia és/vagy pszichozis a betegek 30-40%-
anal is eléfordulhat [26]. Ma mar tudjuk, hogy a nem-motoros tiinetek megjelenése sokkal
gyakoribb, mint kezdetben feltételezték. A PD-s betegek korében a nem-motoros tiinetek
prevalencidja a betegség stlyossagaval és a progresszio mértékével egyiitt nd. A legtobb
érintettnél a betegség eldrehaladtaval vagy sulyosabb fenotipus esetén akéar 6-10 nem-
motoros tiinet is jelentkezhet [2]. Tovabba egyre valdsziniibb, hogy a nem-motoros
tiinetek sok esetben el6rejelezhetik a motoros tiinetek megjelenésének idejét [7, 27].
Ennek kovetkeztében a nem-motoros és a premotoros tiinetek nagyon fontosak lehetnek
a minél kordbbi diagndzis feldllitdsa soran. El6szor is, mar kezdeti allapotban

elésegithetné a kiilonbozd idegvédd stratégidk alkalmazasat, és egy hatékony terapids

11
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megkozelités kidolgozasat, amely lassithatja a betegség progresszidjat [28, 29].
Masodszor, mivel a motoros tiinetek megjelenésekor a SN dopaminerg sejtjeinek mar 70-
80%-a elpusztult [30], ilyenkor a gyogyszeres kezelés mar csak a tiinetek enyhitésére
alkalmas. Mivel a prodormalis allapot tobb év-évtized is lehet igy ennek azonositasa
kritikus jelent6ségl a terapias gyakorlatban.

Diagnosztikai bizonytalansag esetén, kiilonosen a betegség korai szakaszaban, az olyan
neurologiai képalkotod technikékat, mint a dopamin transzporter egyfotonos emisszios
komputer tomografia (dopamine transporter single-photon emission computed
tomography, DAT-SPECT/DaTscan) vagy a fluoro-dopa pozitron emisszios tomografia
(positron emission tomography, PET) lehet alkalmazni, hogy pontosabb képet kapjunk a
dopaminerg neuronok allapotarol [31, 32]. A vizsgalat soran az intravénasan beadott
radiopharmacon megjeloli a dopamin transzportereket tartalmazo neuronokat. Az agy
kiilonbdzé régidiban a dopaminerg neuronok mennyisége SPECT vizsgalattal
leképezhetd. Noha ezek a vizsgalatok igazolhatjak a dopaminerg diszfunkcié jelenlétét,
nem képesek kiilonbséget tenni a PD és a Parkinsonizmus egyéb degenerativ formai, mint
példaul az egyes Parkinson-plus szindromak (pl. multisystemas atrophia - MSA,
progressziv supranuclearis paresis - PSP) kozott (1. abra). A DAT-SPECT a
leggyakrabban hasznalt médszer, hogy megkiilonboztessiik a PD-t az esszencialis
tremortol. Tovabba alkalmas arra is, hogy megallapitsuk, ha egy tiinetekkel rendelkezo
beteg egyéb extrapyramidalis betegségben (pl. dopa-reszponziv dystonia - DRD)
szenved. Az egyéb képalkotd vizsgalatok, mint példaul az agyi MRI (magneses
rezonancia képalkotas) a differencidl diagnosztika szempontjabdl fontosak, mint példaul

a vascularis encephalopathia vagy a normalis nyomasu hydrocephalus elkiilonitése.
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Parkinson-plusz
Multisystemas atrophia
Progressziv supranuclearis paresis
Corticobasalis degeneracio

Lewy testes
demencia

Parkinson-kor

Gyégyszer-indukilta Parkinsonizmus

Egyéb
Autoimmun
Vascularis
Viralis/prion
Wilson-kor
Nommalis nyomast hydrocephalus
Nehézfém-kitettség
Dopa-reszponziv dystonia
Spinocerebellaris ataxia

Frontotemporalis
demencia

1. abra A Parkinsonizmus tiinetegyiittes hatterében allé okok és csoportositasuk

Forras: GeneReviews, modositva.

Az 1. abran a PD differencialdiagnosztikdja szempontjabol relevans nagy
betegségcsoportokat mutatjuk  be. A nomenklatira szempontjabol  fontos
megkiilonboztetniink néhany alapfogalmat. A Parkinsonizmus a legszélesebb kifejezés,
ami az 0sszes olyan rendellenességre utal, amely magaban foglalja a bradykinesist, a
rigiditast, a tremort és az egyensulyzavart. A "Parkinson plus" kifejezés magaban foglalja
azokat a degenerativ allapotokat, amelyekben az egyes Parkinsonizmusra jellegzetes
tiinetek a klinikai képben dominalnak, de ezek mellett egyéb tiinetek is megjelennek,

példadul a MSA, a PSP és a corticobasalis degeneracio (CBD).

1.4 Parkinson-kor tiineteinek megjelenési ideje

A PD leggyakrabban 60 év koriil alakul ki, de a tiinetek ettd] jelentdsen eltérd idépontban
is megjelenhetnek. A fiataloknal a Parkinsonizmus tiinetei altalaban konnyebben
azonosithatok, idésebb életkorban azonban mar kevésbé nyilvanvalok és felismerhetok,
mivel vannak eredetileg az életkorral 6sszefliggd jelenségek, mint példaul a bradykinesis
[33]. A jelenleg legelfogadottabb csoportositas az életkor szerint a kovetkezo: 20 év alatt

juvenilis (juvenilis onset - JO), 20 és 50 év kozott korai (early onset - EO), 50 év felett
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pedig késoi (late onset - LO) PD-rdl beszélhetiink. Fiatalkori megjelenésii (JO+EO) a PD
esetek 15%-a, bar ezek az aranyok populacionként -eltéréek lehetnek [34].
Altalanossagban elmondhatd, hogy minél fiatalabb korban jelentkezik a PD, annal
nagyobb a valdosziniisége a genetikai meghatarozottsagnak. Tovabba a kiilonb6z6
¢letkorban jelentkez6 PD tiineteiben és azok sulyossagaban is nagy eltérések lehetnek. A
JO és EOPD betegeknél gyakrabban jelentkezik 6 tiinetként a rigiditas és a dystonia,
altalaban lassabban progredial a betegség ¢és a levodopa kezelésre is jobban reagalnak.
Viszont joval gyakrabban alakul ki naluk a levodopa kezelés mellékhatasaként dyskinesis
[35, 36]. A LOPD betegek esetében egyes tanulmanyok szerint dominans tiinetként
leggyakrabban tremor jelentkezik [37].

1.5 A Parkinson-kér és a csaladi anamnézis kapcsolata

A PD 4ltalaban csak egy csaladtagban fordul el6 (sporadikus eset - SPD); ritkabban tobb
csaladtagnal is azonosithaté (familidris PD - FPD). Eddigi ismereteink alapjan a PD
betegek kb. 15%-anak PD-re pozitiv a csaladi kortorténete és 10%-aban beszélhetiink
egyértelmii mendeli 6roklésmenetrdl [38]. Az Gsszes Parkinson-betegség esetében 5—
10% kortiili értékre becsiilhetd annak a valdszinlisége, hogy a koroki varians egy adott
génben azonosithatd (monogénes forma) [39, 40]. Altalanossagban elmondhato, hogy a
monogénes familiaris forma hatterében ritka, nagy penetranciaju patogén mutaciok
allnak, mig a sporadikus formak altalaban kornyezeti faktorok és genetikai hajlamositéd
tényezOk egylittes jelenlétébol fakadnak [41-44]. Eddig tobb mint 20 PD-vel szegregald
gént azonositottak, amely monogénes format okoz [2].

Nagyszamu beteg szenved a PD sporadikus formaiban, amelyeknél a betegség nem-
mendeli 6roklédési mintazatot mutat. Ennek ellenére ezek a formak a legtobb esetben
nem kiilonithetdk el egyértelmiien a familiaris formatol a klinikai tiinetek vagy a
patologiai jelek alapjan [39, 45]. Korai tanulmanyok kimutattak, hogy a sporadikus esetek
csak Kis szazalékaban azonosithatd mutacio olyan génben, mely elézdleg a familiaris
formaban kertilt leirasra (pl. SNCA, PRKN, LRRK2 és GBA)[46-48]. Habar a sporadikus
esetek etiologiaja nagyrészt tovabbra sem ismert, az a feltételezés sziiletett, hogy
hatterében olyan gyakori variansok (MAF >1%) egyiittes hatasa all, amelyek a PD
kockazat szempontjabol kiilonbozé Kis vagy kozepes hatasu genetikai lokuszokon
fekszenek (atlagos OR ~1.2) [49, 50].
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Egy GWAS (genom szintli asszocidcids tanulmanyok) metaanalizis soran kozel 8 millid
genetikai varianst elemeztek eurdpai szarmazasi PD-esetben és kontrollszemélyben,
ennck eredményét tartalmazza a PDgene (http://www.pdgene.org) szabadon hozzaférhetd
online adatbazisa [51]. A novekvd genetikai informacié ellenére a PD genetikai
etiologiaja az esetek 40%-aban még ma sem magyarazhatd [2, 52]. Jelenleg a nagy
ateresztOképességli Gjgeneracios szekvenalas (next generation sequencing: NGS) és a
nagy betegmintak vilagszinten vald elérhet6sége (Nemzetkézi PD Genomikai
Konzorcium, IPDGC), lehetoséget teremt, hogy sok adatot gyiijtsiink Ossze a PD
genetikai hatterérdl. Ezaltal jobban megismerhetjiik a betegséget és novelhetjiik az 1Gj
terapiak kifejlesztésének az esélyét. Az NGS technologiai fejlddése lehetdve tette tobbek
kozott szdmos potencidlis gén azonositasat, amelyek fontos szerepet jatszhatnak a PD
kialakulasaban [53]. Ezen gének fehérjetermékei altalaban részt vesznek a
mitochondridlis ¢€s  fehérjemindség-ellendrzési  folyamatokban, a  szinaptikus

transzmisszidban ¢€s a vezikularis reciklizacios folyamatokban az idegsejteken beliil.

1.6 Parkinson-kor genetikai hattere

A PD a genetikai és a kornyezeti tényezok komplex kdlcsonhatdsanak eredményeként
alakul ki. Habar a genetikai tényezdket egyre inkabb elfogadjak mint koroki faktorokat,
ezek heterogenitasa nagyban neheziti az 6sszefliggések pontosabb megértését. A PD-hez
asszocialt gének altal kodolt fehérjék funkciondlis vizsgalata a legtobb esetben
megmagyarazta a sejten beliili szerepiiket és kapcsolatukat a PD patomechanizmusaval
(2. abra). A mitochondrialis diszfunkci6 és az autofagia zavara szerepet jatszik a PD-hez
kapcsolodo neurodegenerativ folyamatokban [54, 55] A genetikai hattér heterogenitasa
miatt figyelembe kell venni, hogy a hasonldé fenotipus mogott nagyon sok kiilonféle
genetikai ok htizodhat [56]. Bar a PD esetek nagy szazalékaban a genetikai vizsgalatok
nem vezetnek eredményre, az els6 PD-vel asszocialt génmutacio leirasa ota [57] egyre
tobb mendeli-6roklésen alapuld gént azonositottak a betegség hatterében (1. tablazat, 2.
tablazat). Ezeken a variansokon kiviil mas — ismert és ismeretlen — genetikai és kornyezeti
tényezOk is hozzajarulhatnak az altalanos kockazathoz.

Az azonositott neuropatologiai kép alapjan a Parkinsonizmussal tarsuld, genetikailag
meghatarozott synucleinopathidkhoz kothetd géneket durvan harom csoportra lehet

osztani: (1) gének, amelyeknél kimutathatd az LB patologia, de még nem kothetok
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egyértelmii PD szindromahoz (pl. C190rf12 és GCH1), (2) gének, amelyek klinikailag
asszocidlnak PD-vel, de LB patologidval nem mindig (pl. LRRK2 és PRKN), és (3) gének,
amelyek mind a PD klinikai szindromahoz, mind az LB patolégiahoz kapcsolddnak (pl.
SNCA ¢és GBA) [21]. Patologiai szempontbol a PD-demencia és a Lewy testes demencia
(DLB) hasonlonak tiinhet [18], és mindkett6t azonositottak SNCA és GBA gének
mutacioit hordozd betegekben is [58]. A PD genetikai formainak egyre mélyebb
megértése ramutatott az autofigia/lizoszomalis (SNCA, VPS35 és LRRK2) és
mitofagia/oxidativ stressz (PRKN, PINK1 ¢s FBXQO7) utvonalak fontossagara a betegség
patomechanizmusaban [21]. A nemrégiben azonositott PD-kapcsolt gének, beleértve a
DNAJC6 ¢és a SYNJ1 ugyanakkor ramutattak a szinaptikus vezikuldk endocit6zisaval

kapcsolatos zavarokra is, amelyek jelent6sen hozzajarulnak a betegség patogenezis¢hez

[59].
- PINK1
Neurit . = >
novekedés 52
PODXL Mitochondrialis G6
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transzmisszio

SNCA

TMEM230

2. abra A Parkinson-kor hatterében allo patomechanizmusok és az ezekkel
asszocialt gének kapcsolata

A dopaminerg neuronokban szamos utvonal sériilése vezethet a neuronok pusztulasahoz.
A bemutatott utvonalak tobb ponton egymassal is kapcsolodnak és egymast erdsitve

fokozzdk a karos hatast. A karosodott szinaptikus transzmisszio kovetkeztében tobbek
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kozott sériil a DA turnover. Az a-synuclein felhalmozodas egyrészt életkori szovodmény,
masrészrol a hibas génszerkezet és/vagy a proteolitikus lebontasi utvonal sériilése is
szerepet jatszhat benne. A mitochondrialis diszfunkcio elsodleges vagy masodlagos
szovodmény is lehet, mely hatast a mitofagia hibds miikédése tovabb sulyosbithatja. Ezek
az egymast is befolydsolo patogén utvonalak végiil a striatonigralis dopaminerg
neuronok pusztulasdahoz és igy PD kialakulasdhoz vezetnek. [2, 64, 68] Roviditések: DA:
dopamin, DAT: dopamin transzporter. Tovadbbi forrds: GeneReviews, OMIM.

Bizonyos gének PD kockazatnoveld szerepe még kevésbé elfogadott, kiilondsen olyan
esetekben, ahol eddig csak egy vagy kevés csaladban igazoltak koroki szerepét, vagy
ellentmondasos bizonyitékok sziilettek, illetve a kapcsolodo kockazat sem kelldképpen
tisztazott [60—65]. Ezekben az esetekben a gének altal kodolt fehérjék tovabbi szerkezeti
¢s funkcionalis vizsgalataira, valamint genetikai tesztekre is sziikség van, hogy

egyértelmiien felismerjiik a koroki szerepiiket [66—70].

1.6.1 Monogénes Parkinson-kor

A monogénes PD esetében az oroklésmenet szempontjabol harom csoportot
kiilonithetiink el [68, 71, 72]: az autoszomalis dominans hatast gének (autoszomalis
dominans PD — AD-PD), az autoszomalis recessziv hatasu gének (autoszomalis recessziv
PD — AR-PD), és az X-kromoszomahoz kapcsolt dominans hatasti gének. A tiinetek
megjelenésének idopontja hasznos lehet az AD-PD (altalaban a tiinetek megjelenésének
ideje (AOQ): >50 év) és az AR-PD (jellemzden az AOQ: <40 év) megkiilonboztetésében
[73]. A fiatalkorban fellépd PD esetében a klinikai kép gyakran tartalmaz tarsuld
tiineteket, mint példaul a dystonia, a spasticitas és a demencia. Fontos hangsulyozni, hogy
sok esetben az azonos genetikai varidnssal rendelkezd betegeknél is egyéni kiilonbségek

lehetnek az AOO-ban és a megnyilvanul6 tiinetekben.
1.6.1.1 Autoszomalis dominans Parkinsonizmus hatterében allé gének

Az autoszomalis dominans Parkinsonizmus hatterében allo géneket az 1. tablazatban

foglaljuk 6ssze.
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1. tablazat Autoszomalis dominans 6roklésmenetet mutaté gének [2, 64, 68]

Roviditésjegyzék: AOO: tiinetek megjelenésének ideje, EO: korai kezdetii, LO: késoi kezdetii, T: tipusos, AT: atipusos, iPD: idiopathias
Parkinson-kor, SEMD: saccadicus szem mozgatdsi zavar, ak-rig: akinetikus-rigid forma, RLS: nyugtalan lib szindréoma, CI: kognitiv
hanyatlas, N/A: nincs elérheté adat, RBD: REM alvasi zavar, LB :Lewy testek, LN: Lewy neuritok, DNL: dopaminerg neuron vesztés, Tau
pat.: Tau patologia, +: jo valasz, +/-: enyhe valasz, -: nincs vadlasz, Prog: progresszio, Pen: penetrancia, Frek: frekvencia, SPD: sporadikus
Parkinson-kor, FPD: familiaris Parkinson-kor, RF': riziko faktor, ALS: amyotrophias lateralis sclerosis, FTD: frontotemporalis demencia.
Tovabbi forras: GeneReviews, OMIM.

Levodopa  Neuro-

Gén AOO Klinikai kép  Nem-motoros tiinetek valasz patolégia Megjegyzés
TIAT pszichiatriai tiinetek, Prog: gyors
cerebellaris +  CI, demencia, + LB, LN, Frek: SPD: 0,2%, FPD: 1-2%
SNCA EO/ILO pyramis jel, hallucinacio, +/- DNL Promoter + 3’ vég
myoclonus dysautonomia polimorfizmusai — RF
hyposmia, Cl, + LB +/-, Frek: kaukazusi SPD: 1%, FPD:
LRRK2 LO T (LO-iPD) demencia, hallucinacio, (88%) DNL +/-;  5-15%
alvaszavar 0 Tau pat. Pen: inkomplett, ¢letkor fliggd.
., g Pen: inkomplett, ¢letkor, varians,
VPS35 (ESOO/ 'gg) oy T fffe‘gl‘:r/ i‘;li?lfhlamal + N/A etnikum fligg®
Frek: ritka (<1%).
hyposmia, mindenkinél . C
GCH1 EO T volt Cl, alvaszavar, " LB, DNL  Pen: inkomplett, nem fliggd
(43 év) q ; Prog: fokozatos.
ysautonomia
AT
ATXN2 EO cerebellaris nincs demencia + LB, DNL CAG ismétloédés expanzio

ataxia, SEMD
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Gén AOO Klinikai kép  Nem-motoros tiinetek Lev’odopa Neu':O: Megjegyzés
valasz patologia
TIAT executiv, térbeli és GGGGCC 1smétlddés-expanzid,

EO/LO . g o ALS/FTD
C9orf72 . ak-rig, tremor  nyelvi diszfunkcio, CI, - N/A . C .

(27-85 év) nelkiil demencia Pen: életkor fliggd

Prog: gyors
+

EO/LO . LB, LN, Prog: lassu (8-17 év)

DNAJCIS  40-83¢v) T NIA (koral B Ellentmondasos bizonyitékok
fazisban)

LO ) Prog: lassu
EIF4G1 (50-80 év) T nincs Cl ¥ LB Ellentmondasos bizonyitékok

EO/LO T RBD, depresszio,
RICS (30-68 6v)  RLS auditorikus hallucingcio * ND e s conlidban Kt
TMEM230 LO(67¢év) T N/A + LB, DNL SYC CTVieves csaladban kozo

EOILO genetikai variansok
UCHL1 (50-59 &v) T N/A + N/A
GIGYF2 EO/LO T N/A + N/A
HTRA2 LO T N/A + N/A Tovabbi megerdsitésre van

sziikség a kapcsolodo kockazat

CHCHD?2 EO/LO T depresszio, nincs N/A tisztazasihoz

(40-67 év)  hyperreflexia ~ demencia +
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1.6.1.1.1 SNCA

Az a-synuclein volt az els6 PD-vel (PARKI1) asszocialt gén, amelyet mar 1996-ban
leirtak [74]. A gén egy preszinaptikus proteint kodol, amely fontos szerepet jatszik a
szinaptikus transzmisszioban [75]. Szamos in vivo tanulmany bizonyitotta, hogy az SNCA
befolyasolja a szinaptikus vezikuldk reciklizacidojat és mobilizacidjat az axon
terminalisok kozelében [76]. A szinaptikus plaszticitassal is Osszefligg azaltal, hogy
serkenti a neurotranszmitterek felszabadulasat az axon terminalisokban [77]. Tovabba
van egy lehetséges negativ szabalyozd szerepe a tirozin hidroxilaz aktivitadsra, mely a
sebesség limitald 1épés a DA bioszintézise soran [78]. A génben bekdvetkezett mutaciok
toxikus hatassal vannak a DA neuronokra. A mutans a-Synucleinnek csokken az affinitasa
a lipidekhez, emiatt koncentraci6 fliggd moédon megnd az oligomerizacié mértéke, mely
végiil a toxikus a-synuclein kotegek felhalmozodasdhoz vezet, amely a LB legfobb
komponense [79]. Tovabba létezik olyan feltételezés, amely szerint az a-synuclein
mutacio kovetkeztében kialakuld neurotranszmitter kibocsajtasaban bekovetkezé deficit
a DA citoplazmatikus akkumulacidjahoz, novekvd oxidativ stresszhez és metabolikus
diszfunkciokhoz vezethet a dopaminerg sejtekben [76]. Ez a folyamat a DA ndvekvd
enzimatikus és nem-enzimatikus oxidalédasahoz vezet [80].

Az SNCA génben eddig 3 kiilonbdz6 patogén mutacio tipust azonositottak: (1) misszensz
pontmutacio a kddold régioban, (2) dinukleotid repeat variacié a promoter régioban, és
(3) duplikaci6 vagy triplikacid. A két utdobbi eset az SNCA gén koros mértékben
expresszalddo vad-tipusu fehérje molekulainak felhalmozodasat eredményezi [81, 82]. A
leggyakoribb mutacioja (A53T) példaul gyakran demenciaval tarsul6 EOPD-t okoz, mig
a A30P és a E46K mutéaciok késoi indulast eredményeznek. Jelenleg patogén koroki
tényezoként tobb heterozigota kopiaszdmvaltozas (duplikacio, triplikacid) €s 5 misszensz
pontmutacié ismert [68]. Erdekes médon a pontmutacié és a triplikacié hordozok
esetében majdnem komplett penetrancia figyelhetd meg, mig a duplikdcidét hordozok
esetében ez az ardny csak 30-50% kozé esik. A triplikacidt hordozok esetében korabbi
indulas és sulyosabb fenotipus figyelheté meg, mint a duplikacios esetekben [21].
1.6.1.1.2 LRRK2

Az LRRK2 (Leucine-rich repeat kinase 2) gén 51 exonnal rendelkezik, az altala kodolt
fehérje a dardarin, ami baszk nyelven remegést jelent [83]. Az LRRK2 mutaciok

penetranciaja nagy mértékben fligg az életkortol: 45 éves kor alatt kevesebb, mint 20%,
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80 éves korban pedig 75-80%-ra teheté [72, 84, 85]. A LRRK2 variansok becsiilt
penetrancidja magasabb vagy alacsonyabb lehet, amely valosziniileg a varians génen
beliili elhelyezkedésével fligg Gssze [86]. Mas tényezdk, példaul gén-gén interakciok
feltételezhet6en befolyasoljak az LRRK2 hibéja miatt kialakuld betegség kockazatat vagy
a motoros tiinetek megjelenését [72]. Bar tobb szaz misszensz és nonszensz LRRK2 gén
variansrol szamoltak be vilagszerte, a jelenleg elérhetd adatbazisban csak 12 mutaciot
hivatkoznak patogénként (ClinVar adatbazis, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar). Az
eddig azonositott misszensz mutaciok a teljes LRRK2 fehérjét érintik, és jelen van az
0sszes potencialis funkcionalis doménben. Sajnos a kddold exonok nagy szdma miatt a
kozolt tanulmanyoknak csak kis része vizsgalta a teljes kodold régiot €és a legtobb
tanulmany a funkcionalisan relevans fehérje doméneket kddold exonokra 6sszpontositott
[87]. Csak néhany vizsgalatban elemezték a LRRK2 gén potencialis kopiaszam
valtozasait, de nem azonositottak exoni méretii duplikaciot vagy deléciot [88, 89].

A LRRK2 génben bekdvetkezo mutaciok a PD gyakori genetikai okaként ismertek
(PARKS), a leggyakoribb G2019S mutacio felelds a familiaris AD-PD legalabb 4%-aért,
amelyek jellemzden késd1 megjelenéssel jarnak, ezen kiviil a sporadikus PD 1%-éaban is
megtalalhatok [90]. Az LRRK2 gén mutacioi koziil kiemelkedéen magas gyakorisaggal
rendelkezik a G2019S és a R1441 kodont megvaltoztatd mutaciok. Azonban a G2019S
aminosav csere gyakorisaga a kiillonboz6 vizsgalt populaciokban jelentésen eltér, az
eurdpai esetek 1-5%-aban azonosithat6, mig az észak-afrikai betegeknél ez a szam tobb,
mint 1/3 [91, 92]. A gyakorisag etnikai csoportokonként valtozik: a leggyakoribb az
¢szak-afrikai arabok (36% csaladi, 39% sporadikus) €és az askenazi zsidok (28% csaladi,
10% sporadikus) korében. Vagyis a LRRK2 gén egyszerre lehet felelés AD-PD
kialakulasaért és novelheti a SPD megjelenésének a kockazatat [93]. Szerepérdl mint
kockazati tényezd az 1.6.2. fejezetben szamolunk be bdvebben.

A LRRK2 szabdlyozza a mitochondridlis dinamikdt a mitochondrialis fisszi6/fizid
szamos kulcsszabalyozojaval kdolcsonhatasban, amely fontos tényez6 a PD
patogenezisében [2, 94]. Néhany PD-hez kapcsolodd mutacio a LRRK2 génben fokozza
a fehérje kinaz aktivitasat, ami toxikus funkcié nyeréses mechanizmusra utal. Az LRRK2
kinaz aktivitdas fokozodasa noveli a mitochondridlis fragmentaciot, amely a
mitochondridlis diszfunkcidval és a megndvekedett ROS-termeléssel egyiitt fokozza az

oxidativ stressz kialakulasanak valosziniiségét [2].
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1.6.1.1.3 VPS35

Teljes exom szekvenalas segitségével 2011-ben a VPS35 (vacuolar protein sorting 35)
gén patogén mutacioirol szamoltak be mint az AD-PD oka egy nagy svajci csaladban,
ahol klinikai képként késéi kezdetli tremor-domindns Parkinsonizmust azonositottak
(PARK17) [95]. A legfrissebb tanulmanyok szerint a VPS35 gén a retromer cargo-
felismer6 komplex egyik alkotérészét kodolja, és kritikus szerepet jatszik a cargo
endoszomatol a transz-Golgi haldzathoz torténd visszajuttatasiban [96-98]. Ugy tiinik,
hogy a dominans-negativ mutaciok a VSP35-ben a retromer komplex diszfunkcioit
okozzak, ¢és a késObbiekben a lizoszomalis proteolizis is karosodik, amely
elengedhetetlen a lizoszOma medidlta megfeleld fehérje mindség-ellendrzési
utvonalakhoz [96, 99, 100]. Ezen tilmenden Miura és mtsai. kimutattak, hogy a VPS35
gén Drosophila melanogasterben torténé  kilitése az  a-Synuclein  toxikus
felhalmozodasahoz vezet az idegsejtekben, ami tovabb erdsiti a VPS35 szerepét a PD
patogenezisében [101].

1.6.1.1.4 GCH1

A GCH1 a GTP cyclohydrolaz 1-et kodolja, és részt vesz a monoaminok (pl. dopamin)
¢s a tetrahidrobiopterin szintézisében, amely tobb enzim kofaktora (pl. tirozin-hidroxilaz)
[102]. A GCH1 mutaciéi a DRD leggyakoribb oka, amely gyermekkorban jelentkezik és
nagyon jol reagal a dopaminerg kezelés kis adagjaira [102]. A PD egy masik neurologiai
fenotipus, amelyet a GCH1 mutacioival kapcsolatban leirtak [103]. A Parkinsonizmus
oka ezekben az esetekben valoszinlileg a nigrostriatalis degeneraciobol szarmazik, és nem
pusztan a metabolikus GCH1-hez kapcsolédo striatalis DA hiany fenotipusos
spektrumanak részét képezi [104]. Ez Osszhangban all azokkal a képalkotd
eredményekkel, ahol felndttkori Parkinsonizmusban szenvedd GCH1 mutéacidhordozdkat
vizsgaltak és rendellenes nigrostriatalis képet azonositottak. Igy, mig a GCH1 mutaciok
altalaban gyermekkorban kezd6d6 nem-neurodegenerativ DRD-ként jelennek meg LB
patologia nélkiil, addig a betegek egy részénél késdi kezdetli Parkinsonizmus alakul ki,
amely nigrostriatalis degeneracioval és LB patologiaval jar egyiitt és klinikai megjelenése
utanozhatja az idiopathias PD-t (iPD) [21].

1.6.1.1.5 ATXN2

Az elmult évtizedben a Parkinsonizmus teriiletén végzett kutatdsok dsszefliggést irtak le

a CAG ismétlédo kiterjedései kozott az Ataxin-2 (ATXNZ2) gén kodolo régidjaban és a PD
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dominansan oroklott csaladi formai kozott [105, 106]. A klinikai vizsgalatok azt
sugalljak, hogy a cerebellaris ataxia altaldban a dominans tiinet a betegek korében,
azonban gyakran mutatnak néhanyat a Parkinsonizmus tiinetei koziil [107, 108]. Noha az
ATXN2 biokémiai funkcidja jelenleg ismeretlen, a Drosophila melanogasterben végzett
molekularis alapjan az ATXNZ2 szerepet jatszhat az mRNS-ek egy részhalmazanak
transzportjaban, stabilitdsaban és transzlaciojanak szabalyozasaban az idegsejteken beliil
[109-111]. Ugy tinik, hogy a CAG ismétlédés-expanzidja az ATXN2 kéodold

szekvencidin beliil egy poliglutamin (poly Q) traktus kiterjedését eredményezi. Ez

crcr

cyoey

1.6.1.1.6 DNAJC13

A DNAJC13 (DNAJ subfamily C member 13) gén egy endoszomalis fehérjét kodol,
amely részt vesz a vezikuldk klatrin burkdnak kialakitdsdban és az intracellularis
transzportban [2]. Els6ként a N855S mutaciot a DNAJC13 génben egy nagy kanadai
csaladban exom szekvenalassal azonositottak, de két beteg nem hordozta a mutéciot, és
ezért fenokopianak tekintették 6ket (PARK21) [95]. Feltételezhetd, hogy a DNAJC13
génben fellépd toxikus funkcidonyeréses mutaciok miatt az intracelluldris transzport
csokkenés kozvetlen eredménye az a-synuclein felhalmozddas, vagyis az a-synuclein-
pozitiv LB-k jelenléte [113].

1.6.1.1.7 EIF4G1

Els6ként a EIF4AG1 (Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma, 1) génben 1év6
mutaciot egy AD-PD-vel érintett nagy francia csalddban azonositottak (PARK18). Majd
szamos kiilonbozd kohortbdl szarmazd csaladban is sikeriilt a gén érintettségét igazolni
(pl. USA, Kanada, frorszag, Olaszorszag és Tunézia) [114].

Az EIF4G géncsalad egy nagy allvanyfehérjét kodol, amely kulcsfontossagu iniciacios
alegységbdl allo transzlacios iniciacios faktor komplexet toborozza az mRNS-ek 5'-
végéhez [115]. Az EIF4Gl szelektiven szabalyozza olyan fehérjék transzlacios
iniciaciojat, amelyek a sejtekre hat6 kiilonféle stressz faktorokra reagalva befolyasoljak a
mitochondrialis aktivitast, a sejtes bioenergetikat, a sejtek novekedését és a proliferaciot
[116, 117]. Az EIF4AG1 mutacioi megvaltoztatjak azoknak a meglévé mRNS-eknek a

transzlaciojat, amelyek nélkiilozhetetlenek az idegsejtek talélésében, valamint
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megakadalyozzak, hogy az idegsejtek gyorsan ¢€s dinamikusan reagaljanak a stresszre
[114].

1.6.1.1.8 RIC3

Nemrégiben egy RIC3 (resistance to inhibitors of cholinesterase 3) mutaciot azonositottak
egy indiai csaladban teljes exom szekvenalas alkalmazasaval [118]. A c.169C>A (P57T)
mutacio kilenc érintett személynél volt jelen harom generacié alatt, és az egészséges
személyekben nem volt azonosithaté. Ez a gén a CHRNA7 (cholinergic receptor,
neuronal nicotinic, alpha polypeptide 7) acetilkolin receptorral tarsitott proteint kodolja,
amely az idegsejtek kalcium bearamldsaban résztvevd kolinerg receptor. In vitro
vizsgalatok kimutattadk, hogy a RIC3 mutacidi a sejtmembranokon a CHRNA7
csokkenését eredményezik [118]. Mivel korabban még nem azonositottak a RIC3 gént
mas betegséggel és egyelore mas RIC3-mutacidval rendelkezd csaladot sem irtak le,
jelenleg nem vonhatunk le végleges kovetkeztetés a RIC3 patogenitasaval kapcsolatban.
1.6.1.1.9 TMEM230

A TMEM230 (transmembrane protein 230) egy transzmembran fehérjét kodol, amely
részt vesz a szinaptikus vezikulak forgalmaban, és része a LB-nek és a Lewy neuritoknak
[119]. A TMEM230 misszensz mutaciojat azonositottak egy nagy észak-amerikai
csaladban ¢és két masikban, ahol egy-egy érintettet személy volt (PARK21) [119]. T6bb
tanulmanyban azonban nem tudtak igazolni, hogy a TMEM230 mutacié jelenléte novelné
a PD kialakulasanak kockazatat [120, 121]. Ezen felil a nagy észak-amerikai csalad,
amelyben a mutaciot azonositottak, ugyanaz a csalad, amelyben kimutattdk a DNAJC13-
tis (lasd. 1.6.1.1.7.). Ezért mind a TMEM230, mind a DNAJC13 esetében kérdéses, hogy
van-e szerepiik a PD patomechanizmusaban.

1.6.1.1.10 UCHL1

Az UCHL1 (Ubiquitin C-terminal hydrolase L1) egy neuron-specifikus géncsalad egyik
tagjat kddolja, amely a poliubiquitin lancok monomerekké hidrolizalasdval az ubiquitin
ujrahasznositasi Utvonalban jatszik szerepet. Ez kritikus jelentdségli az ubiquitin-
proteaszoma rendszer és az idegsejtek tulélése szempontjabol [122]. Az UCHLL jelenléte
a LB-ben és szerepe a proteaszoma Utvonalban arra utal, hogy szerepet jatszhat a PD
patogenezisében és egy jo kandidans gén lehet [123]. Az UCHL1 génben heterozigota
forméaban az 193M mutaciot azonositottak egy AD-PD-ben szenvedd német csalad érintett

tagjainal (PARKS) [124]. Az in vitro analizis igazolta, hogy az UCHL1 mutans allélje
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~50%-kal csokkent hidrolitikus aktivitast eredményez a vad tipusu enzimhez viszonyitva
[125, 126].

1.6.1.1.11 GIGYF2

Egy genom szinti kapcsoltsagi elemzés 400 dinukleotid marker alkalmazasaval kés6i
kezdetli, AD-Parkinsonizmussal rendelkezé testvérpar-mintdiban a 2q36-037
kromoszomalis régio kapcsolodasat talalta (PARKI11) [127]. A legmagasabb kotddési
pontszammal rendelkez6 marker a GIGYF2 (Grbl10-Interacting GYF Protein-2)
génrégioban volt [128]. A GIGYF2 génrégio késébbi szekvenciaanalizise 12, egymassal
kapcsolatban nem 4llo, familiaris PD-ben szenvedd olasz és francia betegben hét
kiilonb6ozé heterozigota varianst azonositott a GIGYF2 génben, ezek az eltérések
hianyoztak a kontroll csoportban [129]. Raadasul egy tanulmanyban leirtak, hogy a
heterozigota GIGYF2 mutans egereknél felnéttkori neurodegeneracié alakul ki, jelezve,
hogy a GIGYF2 gén diszfunkcidja fontos szerepet jatszhat a kozponti idegrendszer
neurodegeneracios folyamataiban [130, 131]. Van azonban némi ellentmondas a GIGYF2
gén PD patogenezisében jatszott szerepével kapcsolatban, mivel szamos tanulmany nem
tamasztotta ala a GIGYF2 gén mutacidi és a PD kozotti kapesolatot [132—134].
1.6.1.1.12 HTRA2

A HTRA2/Omi (High-temperature requirement A2) egy masik kandidans PD gén, amely
egy szerin-proteaz fehérjét kodol [2]. A heterozigota HTRA2 G399S misszensz mutaciot
el6szor négy német PD betegnél azonositottak (PARK13) [135]. Két tovabbi heterozigota
mutacidt azonositottak levodopa-reszponziv EOPD betegekben (atlag AOO: ~55 év)
[136, 137]. Normal koriilmények kozott a HTRA2 gén altal kodolt fehérje a
mitochondridlis intermembran térben (IMS) helyezkedik el, és az IMS fehérjéinek
mindségellenérzésében vesz részt [138-140]. Az eddigi eredmények igazolhatjak a
kapcsolatot a HTRA2 gén mutacioi és a PD betegekben is igazolt, a neurodegeneracioval
nagyon gyakran egyiitt jar6 mitochondrialis diszfunkcio kozott [141].

1.6.1.1.13 CHCHD2

A kozelmultban a mitochondridlis diszfunkcid szerepét a PD patogenezisében tovabbi
bizonyitékokkal tudtdk alatamasztani. Ilyen példaul a teljes genom szekvendlassal a
CHCHD2 (coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain 2) génben azonositott heterozigdta
mutaciok jelenléte egy AD-PD érintett japan csaladban (PARK22) [142]. Ez a gén egy

olyan fehérjét kodol, amely két sejtkompartmentben is aktiv, a mitochondriumban ¢és a
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sejtmagban, és részt vesz a mitochondrialis metabolizmus szabalyozdsdban az oxigén
jelenlététol fiiggden [143]. Valoszinisithetd, hogy a CHCHD2 gén mutacioi a hipoxias
stressz soran kialakuld neuroprotektiv valaszokat gatoljak a mitochondrialis
metabolizmus megzavarasaval, ezaltal novelik a ROS szintet, és a Bax fehérjére hatva
apoptozist indukalnak [2].

1.6.1.1.14 C9orf72

A C9orf72 (chromosome 9 open reading frame 72) gén altal kodolt fehérje a
preszinaptikus végzédésekben €s a neuronok citoplazmatikus régiojaban talalhato [144].
Azonban pontos funkcidja még jelenleg sem ismert teljes mértékben. Az egyik
legelterjedtebb hipotézis szerint guanin-nukleotid kicserél6 faktorként (GEF) vesz részt a
Rab (Ras-associated binding) fehérjék szabalyozasaban, funkcidvesztése fokozza a
lizoszomalis fehérje-lebontast és az ubiquitinilalt proteinek abnormalis felhalmoz6dasat
[144]. A hasonlo szerkezetii fehérjékkel a C9orf72 gyakran 6sszekapcsolodik, igy egy
nagyobb fehérjekomplex részeként a lizoszOmakban latja el feladatat [145, 146]. A
C90rf72 esetén a legismertebb és legfontosabb klinikai jelentdséggel rendelkez6 eltérés
a GGGGCC hexanukleotid ismétlddés feldusulasa, amely a gén 5° végén, introni
régidban, a transzkripciot inicializaldé ATG kodon el6tt talalhato (3. abra). Feldusuldsa
haploinszufficienciahoz és a fehérje expressziojanak csokkenéséhez vezet, valamint
befolyasolja a prekurzor mRNS atalakitasat érett mRNS molekulava. Ezenkiviil DNS és
RNS hibridek alakulhatnak ki, amelyek tovabbi sejtmagi stresszt eredményezhetnek [147,
148]. A normal tartomany jelenleg 2-23 ismétl6dés kozé teheté, mig a tobb mint 30
ismétlddést mar patogén mutacioként tartjak szamon. A 23-30 kozotti ismétlodés-szam

esetén intermedier esetrdl beszéliink, amely pontos hatasa még nem ismert [149].

5’ szabalyozo 3’ szabalyozd
régio régio
GGGGCC T 1
( repeat ) Start kodon Stop kodon
., (ATG) (TAA)
expanzid

3. abra A C90rf72 gén szerkezete
A csillaggal jelolt intronban kovetkezhet be a GGGGCC hexanukleotid repeat expanzio.
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Ma mar tobb neurodegenerativ betegségben is azonositottak, leggyakrabban ALS és FTD
fenotipussal tarsul, de leirtak mar PD, AK és HD klinikai manifesztacidoval kapcsolatban
is [150-152]. A C9orf72 mutacidinak a gyakorisaga a kiilonb6z6 populaciokban eltérd
[153].

1.6.1.2 Autoszomalis recessziv Parkinsonizmus hatterében allé gének
Az autoszomalis recessziv Parkinsonizmus hatterében allo géneket a 2. tablazatban

foglaljuk 6ssze.
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2. tablazat Autoszomalis recessziv oroklésmenetet mutato gének [2, 64, 68]

Roviditesjegyzék: AOQO: tiinetek megjelenésének ideje, JO: juvenilis kezdetii, EO: korai kezdetii, LO: késoi kezdetii, T: tipusos, PARK2:
autoszomalis recessziven 6roklédé juvenilis Parkinson-kor—2, AT: atipusos, ALO: szemhéjnyitasi apraxia, CA: cerebralis atrophia, SEMD:
saccadicus szemmozgatasi zavar, PCA: progressziv cerebralis atrophia, SNGP: supranuclearis tekintés bénulas, CI: kognitiv hanyatlas,
RBD: REM alvasi zavar, +: jo vilasz, +/-: enyhe vdlasz, -: nincs valasz, DNL: dopaminerg neuron vesztés, LB:Lewy testek, N/A: nincs
elérhetd adat, LN: Lewy neuritok, SN: substantia nigra, Frek: frekvencia, SPD: sporadikus Parkinson-kor, FPD: familiaris Parkinson-kor,,
Prog: progresszio, Het: heterozigota eltérés, RF: riziko faktor, SACL: suppressor of actin 1, MRI: mdgneses rezonancia képalkotas, MPAN:

mitochondrialis protein-asszocialta neurodegenerdcio, AD: autoszomalis dominans. Tovabbi forras: GeneReviews, OMIM.

Gén AOO Klinikai fenotipus Nem-motoros tiinetek Lev’odopa Ne”foi Megjegyzés
valasz patologia
T e Frek: SPD: 4,3% (EO
. . . enyhe pszichiatriai +

als vegtagi dystonia, tiinetek lassa (alacson DNL, nagyon 15%)

PRKN  JO/EO  dyskinesis, ssu- csony - NAGYON  epp: 15,506 (EO 49%)

. . progresszidja, CI és dozis, kevés LB ,

hyperreflexia, korai demencia nem jellemzé  dyskinesis) Prog: lassu
mozgaszavarok ] y Het: talan RF
T pszichiatriai tiinetek Frek: EO-SPD: 1,2%,

PINK1 JO/EO . gyakoribbak, mint + LB, DNL EO-FPD: 4-5%
hasonlit PARK2-1e  paRK2-ngl Het: talan RF
T szellemi fogyatékossag,
hasonlit PARK2-re, tobb pszichiatriai tiinet: Erek: EO: 1%

PARK7  JO/EO korai aszimmetrikus pszichotikus zavarok, CI + LB, DNL I t-.k k (t) . "
dyskinesis, (ritka), szorongas, ot: Kockazata ismetetien

hyperreflexia, rohamok depresszio
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Gén AOO Klinikai fenotipus Nem-motoros tiinetek Lev’odopa Ne“foi Megjegyzés
valasz patologia
N Frek: ritka
AT Cl, demencia, . Prog: nagyon gyors
VPSI3C  EO pyramis jelek dysautonomia ,(k.oral LB Trunkalo varians — sulyos
fazisban) fenot
enotipus
AT Cl, demencia Frek: nagyon ritka
DNAJC6 JO pyramis jelek, L + N/A ’
h . hallucinaciok Prog: gyors
yperreflexia, rohamok
Frek: ritka
DNAJC6 EO T - + N/A Prog: lassu
Enyhébb hatasu variansok
Frek: ritka
AT o SAC1-like domén
SYNJ1 EO néha generalizalt Cl, demencia, epilepszia - N/A . .
variansai: JO dystonia
rohamok, ALO Lo
dyskinesissel
. H 0
AT gyors ClI, demencia, grek.' ritka (<l,f))
dystonia, ataxia, CA, pszichiatriai tiinetek: + (korai TO8. BYOTS, SUIYOS
JO/EO D . . L agyi MRI:
PLA2G6 . latasi zavarok, pyramis  depresszio, agresszivitas,  Szakasz, LB, LN (1 -
(10-30 év) . . ) . : L globalis/frontalis
jelek, korai motoros ingerlékenység, dyskinesis) o i
a L, . corticalis atrophia,
komplikaciok dysautonomia 1
né¢hany
ATIT
hyperreflexia, SEMD,  ClI, pszichiatriai tiinetek, . 0
FBXO7 JO/EO pyramis jelek, motoros RBD, depresszio, T NA Frek.. ritka (<1%)
(dyskinesis) Prog: gyors

komplikaciok,
corticospindlis tiinetek

szorongas
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Gén AOO Klinikai fenotipus Nem-motoros tiinetek Le\{odopa Ne“foi Megjegyzés
valasz patologia
AT
PCA, dystonia, SNGP, Frek: ritka (<1%)
ATP13A2 JO/EO spasticitas, pyramis Cl, demencia, depresszio + N/A Széles variabilitas.
jelek, korai motoros Kufor-Rakeb szidroma
komplikacidk
AT +/- (sulyos Agyi képalkotas: corpus
SPG11 JO pyramis jelek Cl, demencia mellék- N/A callosum/globalis agyi
hatéasok) atrophia
TIAT
gﬁﬁ;ﬁfj's off- I k671t csalid, tovabbi
PODXL JO corticospinalis jelek korai Cl + N/A megerositesre van
. sziikség a kapcsolodo
(hyperreflexia),

., kockazat tisztazasahoz
spasticitas, rohamok,

szemmozgas-zavarok

hypersomnia, mentalis
hanyatlas (gyermekkor),
pszichiatriai tiinetek:
szorongas,
hypersexualitas,
nyugtalansag

AT
PTRHD1 EO pyramis jelek,
dystonia, SEMD

Tovabbi megerdsitésre
+ N/A van szilikség a kapcsolodo
kockazat tisztdzasahoz
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Gén AOO Klinikai fenotipus Nem-motoros tiinetek Lev’odopa Ne“foi Megjegyzés
valasz patologia

AT
cerebellaris bénulas, A kognitiv funkciok
hyper-, hypo-, o 1A
dyskinesis, dystonia latsz6lag kevésbe .

SLC6A3 JO L ' sériiltek, de a legtobb N/A N/A Frek: ritka
chorea, axialis beteg a tizenéves
hypotonia, pyramis - 4han exitdl.
jelek, szemmozgas-
zavarok
AT . Frek: ritka
extrapyramis €s LB, vas
pyramis jelek, ataxia Cl, demencia felhalmozodas MPAN

C19orfl2 JO/EO L ’ A - De novo heterozigota
progressziv spaticus depresszio, (globus .

. . : eltérés a 3. exonban AD
paraplegia, dystonia, pallidus+SN) Sroklésmenet
dysarthria '

AT Frek: ritka
POLG JO/EOILO ataxia, Romberg jel, depresszio, érzelmi N DNL, nincs Ritkdn AD oroklésmenet.

ptosis, hyporeflexia,
neuropathia

instabilitas

LB

Nagyon valtozatos
fenotipus
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1.6.1.2.1 PRKN

A PRKN génben 1998-as klonozasa 6ta tobb, mint 100 kiilonb6z0 mutaciot irtak le,
amelyek lehetnek homozigdta vagy dsszetett heterozigdta pontmutaciok vagy deléciok és
duplikaciok is [72, 154]. A PRKN gén mutacidja egy autoszomalis recessziv, korai vagy
juvenilis kezdetii PD-t okoz (PARK2) [2]. Minél késébb jelennek meg a tiinetek, annal
kisebb az esélye, hogy PRKN gén mutacidja all a betegség hattérben [155]. Erdekesség,
hogy homozigota vagy Osszetett heterozigota PRKN mutaciot hordozo egyének 81%-
aban a tiinetek 20 éves kor el6tt jelennek meg. [156-158]. Ezenkiviil a PRKN génben az
egyes heterozigdta szubsztituciokat sporadikus, kés6i indulastt PD-ben is leirtak [72], bar
ezeknek a heterozigota eltéréseknek a koroki jelentésége még mindig vitatott. A
specifikus PRKN mutaciok gyakorisaga és penetranciaja nemzetiségenként eltéré. A
PRKN mutacios gyakorisiga hasonldo a kaukazusi (7,7%) és az ézsiai (10,5%)
népcsoportok kozott, de szignifikansan alacsonyabb a latin-amerikai népcsoportoknal
[159]. Az azonositott mutaciok kb 50%-a pontmutacid, a maradék pedig nagyobb delécio
vagy duplikacio kovetkezménye [160]. Kiilonosen érdekes, hogy a legtobb PRKN
mutaciot hordozo személynek van exoni atrendez6dése heterozigdta allapotban [161]. A
PRKN exon delécidi/duplikacioéi altalaban de novo eredetiiek, mig a k6zos eurdpai alapitd
hatasok latszolag magyarazzak az Eurdpaban és az Egyesiilt Allamokban felfedezett
misszensz mutaciokat [162]. A PRKN kopiaszam eltérései (CNV) valosziniileg
karosabbak, mint a pontmutaciok [163].

A PRKN génben azonositott mutaciok a substantia nigra dopaminerg neuronjainak
pusztulasaval asszocialnak [164]. Funkcionalisan a PRKN altal kodolt parkin fehérje az
E3 ubiquitin ligdz komplex tagja, amely az aktivalt ubiquitin molekulat kapcsolja a
kijelolt fehérjéhez [165]. A parkin medialta ubiqutinilacionak szamos funkcionalis
kovetkezménye van, tobbek kozott a hibdsan feltekeredett vagy sériilt fehérjéket a
proteaszomalis lebontasi Gtvonalra tereli [166]. A LB-ben azonositott fehérje inkluziok a
PD betegekben arra engednek kovetkeztetni, hogy a parkin fehérje E3 ubiquitin ligéz
funkciojaban bekovetkez6 zavara sériilt és mutans fehérjék felhalmozddasahoz és végiil
az idegsejtek pusztulasahoz vezet [165]. A parkin fehérje a mitochondrialis
mindségellendrzést is kontrollalja, igy hibas parkin fehérje jelenlétében sériil a sejt
képessége, hogy szelektiv lizoszoma-fliggé lebontdson keresztiil eltavolitsa a

diszfunkcionalis, sériilt mitochondriumokat (ez a folyamat a mitofagia) [54, 167].
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1.6.1.2.2 PINK1

A PINK1 (PTEN-induced kinase) gén az AR EOPD masodik leggyakoribb oka [168,
169]. A PINK1 génben tobb mint 40 kiilonb6z6 mutaciot irtak mar le homozigdta vagy
Osszetett heterozigota formaban [170]. Azokban az esetekben, ahol homozigéta vagy
Osszetett heterozigota mutacid igazolodik a PINK1 génben a PRKN-hez képest kicsit
késobbi ¢letkorban, de altalaban 40 éves kor elbtt jelentkeznek az elsd tlinetek (atlagos
AOQ: 32 év) és a betegség atlagos lefolyasa hosszabb [171]. A PINK1 patogén, ritka
variansok eléfordulasi gyakorisaga nagyon valtozo, populacionként is eltéré (1-15%)
[172].

A megnyilvanulé PD fenotipus nagyon hasonlo a PRKN-vel (PARKG6) és a PINK1-vel
érintett paciensek kozott, mely arra utal, hogy azonos utvonalon hatnak a PD
patomechanizmusaban [171]. A PINK1 gén egy olyan mitochondrialis szerin/treonin
kindzt kodol, amely fontos szerepet jatszik a mitochondridlis forgalomban, dinamikaban
és mindségellendrzésben, valamint a mitofagidban [173, 174]. Osszességében a gén altal
kodolt enzim védi a sejteket az oxidativ stressz okozta programozott sejthalaltol, igy a
gén mutacioja a dopaminerg sejtek apoptozisahoz vezet. Bizonyos mutaciok a PINK1
fehérje stabilitdsat, mig masok a kindz aktivitdst csdkkentik, tdmogatva a hipotézist
miszerint a mitochondridlis diszfunkcio6 és az oxidativ stressz egyarant kapcsolddik a PD-
hez [175, 176].

1.6.1.2.3 PARKY7

Ismert, hogy a PARK7/DJ1 (Parkinsonism associated deglycase) génben bekovetkezd
mutaciok nagyon ritkak és szintén fiatalkori kezdetti PD-t okoznak (atlag AOO: 27 év).
[177]. A tiinetek hasonlitanak a PRKN ¢és PINK1 gének mutacioja altal okozott
fenotipushoz (PARK?7). A PARKY altal kodolt fehérje szerepet jatszik a transzkripcionalis
szabalyozasban és az antioxidativ stressz reakcidkban az idegsejteken beliil [178]. Tehat
a citoprotektiv utvonalakon keresztiil az oxidativ stressz és a mutaciok elkeriilésében
jatszik szerepet, ezaltal megeldzve az idegsejtek progressziv apoptotikus pusztulasat,
amely folyamat sériilése végiil a PD tiinetek korai kialakulasahoz vezethet.

1.6.1.2.4 VPS13C

A kozelmultban a Parkinsonizmus kapcsan végzett teljes genom vizsgalatok kimutattak,
hogy a VPS13C (vacuolar protein sorting 13C) fehérje mutacioi kapcsolodnak az AR
EOPD formak kialakulasahoz (PARK23). A VPS13C a vacuolar protein sorting 13
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fehérjecsalad egyik tagjat kodolja, amely valdszinlileg a kiilsd mitochondrialis
membranon helyezkedik el.[179]. Valosziniisithetd, hogy a VPS13C egylittmiikodik a
PRKN/PINK1 utvonallal és hozzajarul a sériilt mitochondriumok lizoszémaba torténd
szelektiv szallitasahoz. Osszességében elképzelhetd, hogy a VPS13C gén muticioi
megndvekedett ROS szintet és diszfunkcionalis mitochondriumokat eredményezhetnek,
és végiil neuronalis sejthalalhoz vezethetnek [180, 181].

1.6.1.2.5 DNAJC6

A DNAJCG6 (DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member C6) gén mutacioi az AR-
JO atipusos Parkinsonizmushoz (PARKI19/A) kotheték [2]. A DNAJC6 gén az
agyspecifikus auxilin nevli fehérjét kodolja, amely egy feltételezett tirozin-protein
foszfataz enzim, amely szerepet jatszik a Klatrin-burkolt vezikulak preszinaptikus
endocitozisaban és a szinaptikus vezikuldk reciklizaciojaban [182]. Az utvonal
karosodasa befolyasolja az 0j vezikulak képz6dését a preszinaptikus végzodésnél [183].
Eltérd fenotipusokat figyeltek meg olyan PD betegekben, akik homozigéta DNAJC6
mutacidkat hordoztak. Ezek az eltérések egyértelmiien elkiilonitik a betegek ezen
csoportjat a PARK19/A-t6l, azt sugallva, hogy bizonyos kevésbé karos eltérések a
DNAJCG6 génben kisebb mértékben csokkentik az auxilin expressziot, ezaltal enyhébb
fenotipusu EOPD-t okoznak (PARK19/B) [182].

1.6.1.2.6 SYNJ1

A SYNJ1 gén mutacioéi ARJO atipusos Parkinsonizmust okoznak (PARK20) [2]. ASYNJ1
gén a synaptojanin-1 fehérjét, egy preszinaptikus foszfoinozitid foszfataz enzimet kodol,
amely szerepet jatszik a szinaptikus vezikuldk endocitozisanak szabalyozasaban, és
fontos az igy felvett fehérjék ujrahasznositasdban. Az endocitotikus Ujrahasznositasi
utvonal karosodasa a fehérjék felhalmozddasdhoz vezet a szinaptikus végzddésekben, €s
ez eredményezheti a dopaminerg axon termindlisok szelektiv disztrophiajat a dorsalis
striatumban. Az allatkisérletek soran talalt emelkedett auxilin és parkin fehérje szint arra
utal, hogy a megfigyelt kdlcsonhatds mas PD-asszocialt génekkel egy ijabb potencialis
patologiai mechanizmust jelezhet [184].

1.6.1.2.7 PLA2G6

A PLA2G6 (Phospholipase A2 group 6) gént kiilonféle neurodegenerativ betegségek
hatterében irtak le, beleértve az infantilis neuroaxonalis disztrophiat (INAD), az agyi vas

felhalmozodassal jaro neurodegenerativ betegséget (NBIA) és a Karak-szindromat [185].
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sordn leirtdk, hogy a PLA2G6 gén homozigdta vagy Osszetett heterozigbdta misszensz
mutacioi felelések az AR-EO dystonia-Parkinsonizmusért (PARK14) [36]. Az érintett
betegeknél a klinikai fenotipus komplex, az LB-k ritkan azonosithatok a SN-ben, és tobb
kortikalis és limbikus tiinettel rendelkeznek, mint az iPD betegek [21].

A PLA2G6 gén egy kalciumfiiggetlen foszfolipdz enzimet kodol, amely hidrolizalja a
membran glicerofoszfolipidek sn-2 észterkotését, ezaltal szabad zsirsavakat és 2-
lizofoszfolipideket hoz 1étre [186]. Ez a funkcidé nagymértékben befolyasolja a sejtes és
sejten beliili membran foszfolipidek oxidativ karosodédsainak javitisat, a membran
fluiditast, valamint a membran permeabilitas és a vas homeosztazis fenntartasat [186,
187]. A PLA2G6 katalitikus aktivitasanak elvesztését okozo mutaciok INAD/NBIA2-hoz
vezetnek, mig a PARKI14-et eredményezd mutdciok megvaltoztathatjdk a szubsztrat
preferenciajat vagy a szabalyozasi mechanizmusokat [188]. A PLA2G6 gén mutacioi
okozta dopaminerg idegrendszer kdrosodas és agyi vas felhalmozodas a sporadikus és a
familiaris PD hatterében allo patogén mechanizmusnak tekinthet6 [189].

1.6.1.2.8 FBXO7

Az FBXO7-et (F-box protein 7) 2008-ban 1j PD-kapcsolt génként azonositottak egy
EOPD-vel érintett nagy irani csaladban (PARK15) [190]. A gyermekkorban kezd6d6
kombinalt extrapyramidalis-pyramidalis-szindromat kezdetben dystonia jellemezte,
amely bizonyos esetekben levodopa-reszponziv akinetikus-rigid Parkinsonizmussa
progredialt. Cerebellaris tiinetek és demencia nem fordult eld és az MRI sem mutatott
koros eltérést [190]. Olasz és holland csaladokban is azonositottak homozigota és
Osszetett heterozigdta funkciovesztéses mutaciokat az FBXO7 génben [191]. Olyan
eseteket is irtak le, ahol a serdiilékorban kialakuld atipusos Parkinsonizmussal tarsult
[192, 193], majd a tipusos iPD-vel kompatibilis fenotipust is azonositottak [194]. Az a-
synuclein-pozitiv zarvanyok nagy részében jelen van az FBXO7 altal kodolt fehérje PD
és MSA esetekben, és alkalmanként azonosithatd tau-pozitiv zarvanyokban AK és PSP
esetében, ami arra utal, hogy az FBXO7 szerepet jatszik a synucleinopathiak
patogenezisében [195].

A pontos mechanizmus, amellyel az FBXO7 hozzajarul a neurodegeneracios folyamathoz
jelenleg még kevésbé ismert. Bebizonyosodott, hogy az FBXO7 molekuléris allvanyként

mitkodik az ubiquitin-ligdz komplexek képzddésében és szerepet jatszik az ubiquitin-
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proteaszoma rendszer mitkodésében [196]. A fentiek alapjan feltételezziik, hogy az
FBXO7 a PRKN/PINK1-vel k6zos Giton miikddik, a sériilt mitochondriumok mitofagiaval
torténd eltakaritasdban, és az FBXO7 patogén mutéacioi ezt az utvonalat zavarhatjak meg
[197-199].

1.6.1.2.9 ATP13A2

Eredetileg az ATP13A2 (ATPase type 13A2) gén a Kufor — Rakeb szindromaval (KRS)
kapcsolatban irtak le, amely egy sulyos AR-EOPD (PARK9) [2]. Az ATP13A2 gén az
ATPaz 5P tipusu alcsaladjaba tartozik és egy lizoszomalis transzmembran fehérjét kodol,
amely foként az agyban expresszalodik. Az ATP13A2 gén funkcidvesztéses mutacioi
lizoszomalis membran instabilitdshoz €s késdbb a lizoszémalis proteolizis karosodésdhoz
vezetnek, amelyek megfeleld miikddése viszont elengedhetetlen a lizoszoma-medialt
megfeleld fehérje- és mitochondridlis mennyiség- €s mindség-ellendrzési utvonalakhoz
az idegsejteken beliill [200-202]. Ezeket a hibakat szorosan Osszekapcsoljak az a-
synuclein koros felhalmozodéasaval és a mitochondridlis diszfunkcioval, ami csdkkent
ATP-termelést ¢és megnovekedett intracellularis ROS-szintet eredményez, amely
hozzajarul az idegsejtek pusztulasahoz [203-205]. Ezen tulmenden szamos vizsgalat
kimutatta a mangan ¢és a cink abnormalis felhalmozodasat az ATP13A2 mutéciokkal
érintett PD-betegek agyaban és cerebrospinalis folyadékaban [206—208]. Valoszini, hogy
az ATP13A2 megvédi a sejteket a fémtoxicitastol azaltal, hogy a PD szignifikans
kornyezeti kockazati tényezdinek szamitd mangan €s a cink homeosztazisat biztositja az
idegsejteken beliil [209-211] [21].

1.6.1.2.10 SPG11

Az SPG11 gén a spatacsin fehérjét kddolja, amely szerepet jatszik az idegsejtek axonalis
novekedésében, mitkodésében és az intracellularis anyagforgalomban [212]. Az SPG11
gén mutacioi tobb kiilonbozd betegség kialakitisdban vesznek részt: a spastikus
paraplegia 11-ben, a juvenilis amyotrophias lateralis sclerosis 5-ben és az axonalis
Charcot-Marie-Tooth 2X tipusban. Az SPG11 felelds bizonyos atipusos EOPD formakért
is [192, 213]. Jelent6s atfedés mutatkozik ezen betegségek kozott, amely neheziti a
klinikai diagnozis felallitasat.

1.6.1.2.11 PODXL

A PODXL (podocalyxin-like protein) egy glikoproteint kodol, amely részt vesz a neurit

novekedésének szabalyozasaban. Eddig egyetlen, juvenilis dopa-reszponziv PD-ben
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szenved® harom érintett taggal rendelkezé csaladrol szamoltak be (PARK2), ahol a
PODXL homozigéta frameshift mutdcidjat igazoltdk, ami a protein funkcid teljes
elvesztéséhez vezet [214]. A PODXL mint PD kéroki gén megerdsitéséhez fontos lenne
tovabbi érintett csaladokat is azonositani.

1.6.1.2.12PTRHD1

A PTRHD1 (peptidyl-trna hydrolase domain-containing 1) gént eddig két irani csaladban
irtak le, az elsében egy homozig6ta misszensz mutaciot (H53Y), mig a masikban a C52Y
eltérést azonositottak [64]. A PTRHD1 gén altal kodolt fehérje PTH2 domént tartalmaz,
ami arra utal, hogy az ubiquitin-proteaszéma utvonalon miikodik [215].

1.6.1.2.13 SLC6A3

Az infantilis parkinsonizmus-dystonia-1 (PKDYS1), mas néven dopamin transzporter
hianyos szindroma (DTDS), egy komplex motoros neurologiai rendellenesség, amely
csecsemoOkorban kezdddik. A SLC6A3 (solute carrier family 6 member 3) gén altal kodolt
preszinaptikus DAT funkcidjanak elvesztése okozza [216, 217]. A DA hibas visszavétele
a DA felhalmozddasat eredményezi a szinaptikus résben, amely lebomlik, és megnoveli
a cerebrospinalis folyadék (CSF) homovanillinsav (HVA) szintjét. Tovabba a
preszinaptikus aktivitashoz sziikséges DA preszinaptikus kimeriilését eredményezi. Az
extraneuronalis DA felesleg csokkenti a DA termelést és a DA receptorok
alulszabalyozasat vagy deszenzitizaciojat eredményezheti, ezaltal utanozva a DA hianyt
[218]. A pakisztani populacioban 11 gyermeket jelentettek, akiknél genetikailag igazolt
PKDYSI1 volt azonosithaté (AOO: 0,5-7 honap) [216, 218] és tovabbi két mennonit
ndévérrdl szamoltak be hasonld tiinetekkel [217].

1.6.1.2.14 C190rf12

A C190rf12 (chromosome 19 open reading frame 12) gén egy mitochondrialis fehérjét
kédol. Mutacioi a mitochondridlis membranfehérje-asszocialt neurodegeneraciot
(MPAN) okozzak, amely az agyi vas felhalmozodéssal jaré neurodegenerativ (NBIA)
betegségek csoportjaba tartozik. Ezek 4ltaldban extrapiramiddlis szindromaként
manifesztalodnak, jellegzetes vas felhalmozodéssal a globus pallidus és a basalis
ganglionok teriiletén. Az MPAN esetében szembetlind a demencidig tartd kognitiv
hanyatlas, a neuropszichiatriai rendellenességek, a motoros neuropathia és a korai felsé
motoneuron tiinetek, amelyeket késébb alsd6 motoneuron diszfunkcidk és korai opticus

atrophia kovet. Felndttkorban Parkinsonizmus és dystonia is eldfordulhat [21].
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1.6.1.2.15POLG

A POLG (DNA polymerase gamma, catalytic subunit) altal kodolt mitochondridlis DNS
polimeraz y (polg) fehérje felelés a mitochondridlis DNS (mtDNS) replikaciojaért. A
fehérje hibas miikodése miatt masodlagos mutaciok jelenhetnek meg a mtDNS
szekvenciajaban [219]. A kialakuld mtDNS deléciok és pont mutaciok, illetve a mtDNS
deplécidja kiilonbozo sulyossagi mitochondrialis betegségekkel mutatnak Gsszefliggést
¢s az Oregedés soran is megfigyelheték. [220]. A mitochondrialis 1égzési lanc kémiai
gatlasa a dopaminerg neuronok pusztuldsdhoz és igy Parkinsonizmus kialakulasdhoz
vezethet [221]. A dopaminerg neuronokban kimutathatéan magasabb a mitochondrialis
DNS mutacios rataja, ezt pedig a polg fehérje hibas miik6dése is okozhatja [222].
Jelenleg koriilbeliil 300 olyan eltérés ismert a POLG génben, amelyet kiilonbdzo
betegségekhez tudtak kapcsolni (Human DNA Polymerase Gamma Mutation Database)
[223]. A mitochondrialis betegségek a fenotipus, az Oroklésmenet és a tiinetek
megjelenésének idépontja szempontjabol is nagyon valtozatosak. A legtobb esetben az
azonositott POLG mutaciok Osszetett heterozigota vagy homozigdéta misszensz
szubsztituciok, melyek koziil egyesek mar heterozigota forméaban is bizonyos
neurodegenerativ betegségekkel 0sszefiiggésbe hozhatok, mint a progressziv externalis
ophthalmoplegia (PEO). Az alap fenotipus sokszor kiegésziilhet egyéb tiinetekkel, mint
példaul a myoclonus, az epilepszia, a myopathia, a sensoros ataxia, a Parkinsonizmus, a
kognitiv hanyatlas és az infertilitas [223].

Egyes esetekben a heterozigdota mutaciok szubklinikai vagy enyhébb fenotipussal és
kés6bbi indulassal manifesztalodhatnak [224].Szamos, korabban kozolt POLG eltérést
azonositottak a Parkinsonizmus tiineteit mutatd betegekben akar PEO-val vagy anélkiil
(P587L, R722H, G737R, W748S, Y831C, R853W, E856K, R993C, E1143G, S1230F,
Q1236H) [225]. Szamos kozlemény leirta, hogy a POLG eltéréssel rendelkez6 betegeknél
sulyos és progressziv dopaminerg neuron pusztulds detektdlhaté a substantia nigra
teriiletén [219, 225-227]. Osszefoglalva a POLG génben bekdvetkezd valtozasok fontos
szerepet jatszhatnak a kiillonbozdé orokletes neurodegenerativ betegségek, igy a
monogénes Parkinsonizmus kialakuldsaban is, de még nincs kelléen erds evidencia a

POLG és a PD kapcsolatara.
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1.6.2 A Parkinson-kérra hajlamosité genetikai faktorok

A PD ismert monogénes okai mellett (1. tdblazat, 2. tablazat) tovabbi géneket és
hajlamositd lokuszokat azonositottak genomra kiterjedd asszociacios tanulmanyok
(GWAS) és mas kutatasok soran. A genetikai modositd tényezok befolyasolhatjak a PD
¢letkorral 0Osszefliggd kockazatit vagy a PD klinikai képét, példaul a tiinetek
megjelenésének idejét, valamint a motoros és nem motoros tiinetek progresszidjat [228].
Annak érdekében, hogy feltarjak azt a genetikai architektirat, amely sporadikus
esetekben befolyasolja a betegség iranti fogékonysagot, az elmult két évtizedben tobb
mint 800 GWAS-t végeztek a Parkinsonizmus teriiletén, am a vizsgalatok tobbsége
inkonzisztens eredményt adott. A probléma enyhitése érdekében a kozelmultban
sikeresen kifejlesztették a GWAS metaanalizis szisztematikus megkdzelitését a komplex
betegségek, ugy mint a neurodegenerativ betegségek, genetikai asszociacids
eredményeinek értelmezésére [52, 229].

Eddig is mar tobb mint 40 PD-vel Osszefliggésben 1évé kockazatnoveld faktort
azonositottak ¢s validaltak [56]. Ezek koziil szamos gén megtalalhaté monogénes PD-t
okoz6 faktorok kozott is (SNCA és LRRK2). Példaul az azsiai populaciok esetében az
LRRK2 génben azonosithatdo G2385R varians a PD altalanos kockazati tényezbje (a
varianst hordozé egyén fokozott kockazattal rendelkezik a PD-re, OR: 2,24), kiilondsen
a kinai populaciokban [84, 230]. Ezen kiviil az azsiai népességben egy masik gyakori
kockézati tényezd6 az S1647T aminosavcsere szintén az LRRK2 génben, amely
homozigéta formaban 1,2-szeresére noveli a betegség kialakulasanak esélyét [231].
Jelenlegi ismereteink szerint a leggyakoribb erés kockazati tényez6 a GBA [232] (lasd.
1.6.2.1. fejezet). Viszont vannak olyan hajlamositd gének is, amelyeknél ismert, hogy
nem "okoznak™ ténylegesen PD-t, csupan a kialakulas kockazatat novelik. Ezért az ilyen
géneket nem, vagy csak nagyon koriiltekintden szabad bevonni a diagnosztikai tesztekbe.
A vizsgalt PD esetek kozott vannak olyanok, amelyek esetében csak heterozigdta
mutaciodkat azonositottak AR-PD génekben (pl. PRKN). Azonban az ilyen esetekhez
tartozd betegségkockazattal és —mechanizmussal kapcsolatban tovabbra is sok kérdés
maradt tisztazatlan. Sharp és munkatarsai szamos magyarazatot javasoltak az LB-k
eléfordulasara az egyetlen heterozigéta mutaciot hordozokban, akik késéi kezdetli PD-
ben szenvednek: (1) ezekben a késéi indulasti betegekben az LB-k életkorhoz

kapcsolodok és esetlegesek, (2) a késéi induldst betegeknél hidnyozhatnak a fehérje
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felhalmozodas eltakaritasara szolgald mechanizmusok, €s (3) ezekben a késdi indulast
esetekben a mutaciok kdvetkeztében a parkin csak részlegesen vesziti el az E3 ubiquitin
ligdz funkciojat, pl. a heterozigota R275W mutéciot rezidudlis ligdz aktivitassal
tarsitottak [233]. A PRKN-hez hasonléan a heterozigota PINK1 mutaciok szerepe is
ellentmondasos [234]. A PINK1 mutéciok széles kori sziirése a PD agybankb6l szarmazo
mintdkban négy heterozigéta eltérést azonositott (A339T, Y431H, N451S és C575R)
sporadikus betegekben [235]. A klinikai és a patologiai fenotipus is Gsszeegyeztethetd
volt a PD diagndzisaval, amelyet pszichiatriai tiinetek kisértek. Két esetben kognitiv
hanyatlast igazoltak (koziiliikk az egyiknél AK patologia is jelen volt). A PD patologia
tipusos volt mind a négy betegnél, agytorzsi és agykérgi LB-k jelenlétét, SNpc idegsejt
pusztulasat és neurofibrillaris kotegeket (I-V stadiumok) azonositottak [235]. Mivel a
legtobb esetben a genetikai modositd tényezOk csak kis mértékben jarulnak hozza a PD
kockazatahoz [236], a nagyrésze még nem alkalmazhat6 klinikailag, és tovabbi
kutatasokra van sziikség a klinikai diagnozisban és a kockazatbecslésben betoltott
szerepiik tisztazasa érdekében.

Tekintettel arra, hogy a kiilonféle neurologiai rendellenességek atfedé klinikai
tulajdonsagokkal manifesztalédnak, ezért a PD eddig azonositott riziko tényezdi mellett
egyre nagyobb szamban irnak le olyan géneket a PD fenotipusaval Osszefliggésben,
amelyeket korabban mas neurodegenerativ betegséggel asszocialtak. Noha a genetikai
adatok hozzajarulnak a rendellenességek értelmezéséhez, még ennek a megkozelitésnek
is vannak hidnyossagai, mivel ugyanazon gén mutacidoi néha kiilonb6zo klinikai
diagndzissal tarsulnak.

1.6.21 GBA

Szdmos tanulméanyban talaltak Gaucher-korban (GD), vagyis egy lizoszomalis tarolasi
rendellenességben  szenvedd betegeknél Parkinsonizmust, amelyet a GBA
(Glucocerebrosidase) gén mutacioi okoztak [237]. Ezenkiviil néhany GD-vel érintett
csaladban a proband tobb rokonanal kialakult a Parkinsonizmus, akik koziil sokak obligat
heterozigota GBA varianst hordoztak. Ez arra utalt, hogy bizonyos GBA variansok a
Parkinsonizmus kockazati tényezdi lehettek ezekben a csaladokban [238, 239].

Eddig tobb mint 300 mutaciot irtak le a GBA génben [240]. Klinikai szempontbdl azokat
a betegeket, akik heterozigdta GBA varidnst hordoznak nem lehet megkiilonboztetni az

iPD fenotipust mutatd paciensektdl. Eldfordulhat azonban, hogy korabban jelennek meg
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a tlinetek és gyakrabban tarsul kognitiv hanyatlassal, valamint ritkdbban reagalnak a
levodopa kezelésre [241, 242]. A gyakori kognitiv rendellenességek mellett sok esetben
az érintett betegeknél kiilonb6z6 hallucinaciok is megjelennek. A tiinetek esetében sulyos
progresszié figyelhetd meg és késébb aszimmetrikus tremor, rigiditas, bradykinesis és
posturalis instabilitds is jelentkezhet. A GBA klasszifikdlasa jelenleg is vita targyat
képezi, az életkorhoz kapcsolodd alacsony penetrancia miatt egyrészrél monogénes
koroki tényezOként, masrészrél kockazati faktorként is szerepet jatszhat a PD
kialakulasaban. A penetrancia €letkor, varians és etnikum fiiggé. Ugyanakkor néhany
GBA-varians becsiilt penetranciaja megkozeliti a LRRK2 variansokét [243, 244]. Példaul
a N409S GBA varians becsiilt penetranciaja 6—14% minden populacioban [243]. A
legfrissebb tanulmanyok szerint a homozigdta vagy heterozigota GBA mutaciok 20-30-
szorosara novelik a PD kockazatat, és a PD-betegek 5-10%-anal azonosithato koroki
varians a GBA génben [245]. Osszefoglalva elmondhatd, hogy jelenleg a GBA gén
heterozig6ta mutacidoit a PD kialakuldsanak egyik legfontosabb genetikai kockazati
tényezOjeként tartjak szamon [246-248]. Mivel mar heterozigota formaban is okozhat
tiineteket, ezért manapsag inkabb mar az AD-PD-vel asszociald gének koz¢ soroljak.

A GBA és a PD kapcsolatat neuropatologiai vizsgalatok is aldtamasztottak, amelyek
kimutattdk a dopaminerg neuronalis diszfunkciot az a-synuclein és a LB széles kort
megjelenésével homozigota és heterozigota GBA mutaciokat hordozo betegekben [249].
Ezenkiviil a biokémiai vizsgalatok is igazoltak, hogy a glukocerebrozidaz enzim (GCaz)
aktivitasa szignifikansan csokken, és az a-synuclein felhalmozddasa is fokozodik a GBA
mutaciot hordozd PD betegek agyaban. A GCaz alacsony enzimaktivitasa csokkent
lizoszémalis fehérje lebontdshoz, és az a-synuclein fokozott exoszomalis

felszabadulasahoz és toxikus aggregatumok képzodéséhez vezethet [250-253].

1.7 A Parkinson-kor kornyezeti kockazati tényezoi

Az egyik legfontosabb nem genetikai tényezd, amely hozzajarul a PD kockazatahoz az
az életkor. Az epidemiologiai vizsgélatok kimutattdk a PD lehetséges Osszefliggését a
kornyezeti tényezdkkel, beleértve a peszticid kitettséget, a fej sériilését, a vidéki életet és
a fert6z6 korokozokat. Az alacsonyabb PD kockazattal 6sszefiiggd kornyezeti tényezdk
a dohanyzas, a koffein fogyasztdsa, a nem-szteroid gyulladascsokkentd gyogyszerek

(NSAID) hasznalata, a magas vér hugysav szint és a fizikai aktivitas [60, 254]. Az életkor
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mellett szamtalan tanulmany talalt bizonyitékot arra, hogy a nem is befolyasolo tényezd
a betegség prevalenciajara. Igazoltdk, hogy a PD sokkal gyakoribb a férfiakban, mint a
nokben, ez az arany 3:1, amely valoszinilileg az 0sztrogén dopaminerg idegsejtekre és
agyi Gton torténd hatasara vezethetd vissza [255].

A dopaminerg neuronok normal mitkodéséhez elengedhetetlen a szinaptikus résekbél a
DAT-on keresztiili dopamin ujrafelvétel a preszinaptikus neuronokba [256]. Szamos drog
hasznalata (pl. a kokain) fokozza a dopamin extracellularis szintjének emelkedését, ami
euforikus hatasokat és motoros tiineteket eredményez [257].

A PD esetében vannak olyan bizonyitékok, amelyek szerint a DAT diszregulacidja is a
betegség mechanizmusanak faktora [258]. A kokain fokozza a dopaminerg jelatvitelt,
mivel kotédik a DAT-hoz, é¢s megakadalyozza a dopamin jboli felvételét a szinaptikus
résekbol [259]. A kokain-fiiggdség és a novekvé PD-kockazat kozotti feltételezett
Osszefliggést korabban mar tobb betegnél leirtak [260], bar szamos esetben a kokain
fogyasztas ellenére nem figyeltek meg korrelaciot a PD-vel [261].

Noha a kokainhasznalok korében a PD magasabb kockéazatanak bizonyitéka vitatott, mar
bebizonyosodott, hogy az agy szerkezete megvaltozik, és az a-synuclein konformacioja
kompaktabba valik [262]. A PD patogenezisében a hibasan feltekeredett a-synuclein
donto szerepet jatszik a dopaminerg neuronok pusztulasaban, tehat a PD progressziojaban
[263]. A kokain-fligg6kben az a-synuclein talzott expresszidjat irtak le a dopaminerg
neuronokban, potencidlisan novelve a dopaminerg neuronok degenerativ valtozasainak

kockazatat [264].

Osszességében, figyelembe véve a PD genetikailag heterogén jellegét, a sporadikus és a
familidris PD genetikai architektirdjanak tisztdzasa javitja a diagnosztikai pontossagi
ratakat (érzékenység és specifitas), és kovetkezésképpen lehetdveé teszi a veszélyeztetett
egyének preszimptomas diagnosztizalasat, valamint esetleges prenatalis tesztelést az
¢érintett csaladokban. Ezenkiviil kiterjesztheti ismereteinket a betegség genetikai és
neuropatologiai mechanizmusairdl, amelyek kiemelkedden fontosak lehetnek a terapiak
kidolgozasaban. Végiil javitja annak a lehetGségét, hogy a kiilonféle PD betegeket
molekularis mechanizmusokon alapuld osztilyozas a betegség lefolydsaba torténd

hatékony beavatkozas révén eldsegitheti az érintettek hatékony kezelését.
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2  Célkitiizések

A PD monogénes formai viszonylag ritkdn fordulnak el6 még a magas heritabilitas
ellenére is, és etiologidja tovabbi tisztazasra szorul. Az elmult években az NGS
elterjedése lehetové tette tovabbi gének azonositasat a PD patogenezis hatterében. Az
NGS adatok értelmezése soran a ritka vagy nem teljes mértékben igazolt, PD-asszocialt
gének elemzése, 0j biologiai betekintést nyujthat a betegség komplex genetikai
etiologiajaba, tovabba bizonyos esetekben Uj terapias célpontok is azonosithatok.
Tanulmanyunk célja volt a korai kezdetli Parkinsonizmus genetikai hatterének feltarasa
€s megeértése a magyar populacioban a jol ismert PD-asszocialt gének vizsgalataval,
valamint j vagy ritka genetikai eltérések azonositdsa nagy teljesitményi NGS
technologiaval. FElséként elemeztik NGS segitségével a Parkinsonizmussal
diagnosztizalt magyar betegeket.

Az értekezésben bemutatott Parkinsonizmus genetikajat vizsgalé tudomanyos munka
celkitizéseit a kovetkezéképpen foglalhatjuk 6ssze:

1. A Parkinsonizmus genetikai hatterének vizsgalata magyar populacioban. A
heritabilitas hatterében 4116 6roklésmodok tisztazasa, a PD genetikai diagnosztikaja soran
alkalmazandé algoritmus kidolgozasa.

2. A Parkinsonizmussal 6sszefliggésben allo genetikai elvaltozasok jelenlétének és
el6forduldsi gyakorisaganak vizsgéalata magyar betegeknél.

3. A talalt genetikai architektira és a fenotipus korrelacidjanak vizsgalata. Ennek
segitségével a genetikai tandcsadas szamara uUtmutatds kidolgozdsa a genetikai
eredmények kozléséhez, a gén-kornyezet interakcid értelmezéséhez.

4. A Parkinsonizmusban szenved6 paciensek regiszterének ¢és  biologiali
mintagytjteményének kialakitasa, trial-ready kohort 1étrehozasa annak érdekében, hogy
genetikailag stratifikalt betegeink szamara a klinikai vizsgalatokban valé részvételt minél

nagyobb valoszinliséggel tudjuk biztositani.
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3 Moédszerek

3.1 A vizsgalt betegek

A Genomikai Medicina és Ritka Betegségek Intézetében 2018 végéig 0sszesen 282 PD
iranydiagnozissal érkezett paciens biologiai mintéja keriilt feldolgozasra. Vizsgalatunkba
azok a betegek keriiltek bevonasra, akiknél egyértelmiien azonosithatok voltak az alabbi,
a Movement Disorder Society (MDS) kritériumai alapjan Parkinsonizmusra utald
tinetek, mint a bradykinesis egyiittes jelenléte vagy nyugalmi tremorral vagy
merevséggel vagy mindkettével [22]. Minden esetet neurologus szakorvos referalt a
genetikai vizsgalatra. A betegek csoportositasa soran elkiilonitettiik a juvenilis (AOO
<25), a korai (AOO 25-50 év) és a késdi (AOO >50) kialakulasu Parkinsonizmust. Ezen
kiviil a kohortunkban egy esetet familiaris jelleglinek jeloltiink, ha a felmendk kozott
eléfordult Parkinsonizmus vagy egyéb igazolhatd neurodegenerativ betegség. Minden
beteg Magyarorszagon sziiletett és magyar felmendi voltak. A nem rokon egészséges
alanyokat (n = 55, atlagos AOO = 59,7 + 17,80) és a neurodegenerativ tiinetek nélkiili
betegeket (n = 82, atlagos AOO = 45,1 £ 15,47), akik esetében teljes exom vagy teljes
genom adatok alltak a rendelkezésiinkre, kontrollként vizsgaltunk. Ezenkiviil kizartuk a
kornyezeti tényezok altal okozott masodlagos Parkinsonizmust.

A doktori értekezés elkészitéséhez 152 korai kezdetli PD beteg keriilt bevalogatasra
(AOO: 40,3 £ 6,92). Koziiliikk 36 esetben volt pozitiv a csaladi anamnézis (AOO: 37,8 +
7,76) és 116 esetben sporadikus eléfordulasa volt a betegség (AOO: 41,1 + 7,55). A
nemek megoszlasa a kovetkezOképpen alakult: 85 férfi €s 67 ndi beteg volt a kohortban.
A vizsgalatba bevont 30 kés6i indulast PD beteg koziil minden esetben igazolhato volt a
csaladi halmozodas (AOO: 59,5 + 7,57), koziiliik 14 férfi és 16 ndi beteg volt. A négy
juvenilis indulasu beteg koziil egy esetben volt azonosithato a csaladi halmozodas.

A betegek és a kontrollok klinikai adatait és biologiai mintait a Semmelweis Egyetem
Genomikai Medicina és Ritka Betegségek Intézetének biobankjabol, a NEPSYBANK-
bol gyijtottitk [265]. A betegek és a kontroll személyek a Helsinki nyilatkozattal
Osszhangban beleegyezd nyilatkozatot irtak ala a vérvétel és a molekulédris genetikai
elemzés elvégzése elott. A genetikai vizsgalatok elvégzését és az eredmények
tudomanyos felhasznalasit a Magyar Tudomanyos és Kutatdsi Etikai Bizottsag

engedélyezte (37/2014 TUKEB).
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3.2 DNS izoldlasa és tarolasa

A genetikai vizsgalatokhoz a periférias vért EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav) csovekbe
gyujtottiik. Az izolalast Qiagen DNA Blood Mini kittel (Qiagen, Valencia, CA, USA)
végeztilk a gyartoi protokoll szerint. Az izolalas soran kinyert DNS mintakat -20°C-0s
fagyasztoban, hosszi tavon -80°C-os ultramélyhiitében keriiltek tarolasra. A DNS mintak
a SE Genomikai Medicina ¢és Ritka Betegségek Intézetében reverzibilisen,
pszeudoanonimizalt médon kertiltek feldolgozasra. A vizsgalt betegek, hozzatartozok és
kontrollok bioldgiai mintéit és a kapcsolodd adatokat munkacsoportunk a NEPSYBANK-
ban tarolja [265].

(Spectrophotometer, ThermoFisher Scientific, MA, USA) ellendriztilk. A kapott DNS
tisztasagi értékét akkor fogadtuk el, ha a 260/280 abszorbancia hanyadosnal 1,8-as érték
folotti értéket kaptunk.

3.3 Sanger szekvenalas

A PD-vel asszocialt leggyakoribb gének vizsgalatat Sanger-féle bidirekcionalis
szekvenalassal végeztiik. A polimeraz lancreakcidé (PCR) soran alkalmazott primerek (1.
melléklet) specifikusak a teljes PRKN és PINK1, valamint a LRRK2 gén 14 exonjara.
Valamint indokolt esetben az SNCA és a PARK7 gén teljes kodolo szakaszat is elemeztiik.
Minden PCR reakcid soran a reakcioelegy 7 ul steril, desztillalt viz, 10 pul ImmoMix
(Bioline, London, UK) — ez tartalmazza a reakciohoz sziikséges puffert, MgCl-ot, dNTP-
t és a Taq polimerazt), 1 pul 10 uM forward primer (200 pM), 1 ul 10 uM reverz primer
(200pM) ¢és 1 pl DNS (20-30 ng) keveréke. Az amplifikacios PCR sordn 35 ciklussal
dolgoztunk az alabbi beallitasokkal: kezdeti hddenaturacio: 94°C 5 perc, denaturacio:
94°C 30 masodperc, anellacio: 60°C 30 masodperc, szintézis: 72°C 1 perc, végiil 72°C 7
perc és 4°C végtelen. A PCR termék visszaellendrzését 2%-os agar6z gélen végezziik
(100 ml TAE puffer + 2 g agar6z). 5 ul PCR termékhez 1 pl bromfenolkéket tartalmazo
loading puffert adunk, és ezt az elegyet vissziik fel az agar6z gélre, majd 120V-on 30
percig futtatjuk. A PCR termék ellendrzését kovetden megmaradt 15 pl PCR termékbdl a
felesleges DNS-t és a primer dimereket SureClean PCR tisztit6 kittel (Bioline, London,
UK) tavolitjuk el a gyartd szerinti utmutatas szerint. A mintdhoz az eredeti PCR termék

térfogataval megegyezd SureClean oldatot adunk (15 pl) és ehhez 1,5 ul koprecipitator
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festéket adunk, amely a DNS-t rozsaszinre festi. Alaposan vortexeljiik az elegyet, majd
10 percet inkubaljuk szobahdmérsékleten, 10 percet centrifugaljuk 13200 rpm-en. A
feliiluszot leszivjuk, vigyazva, hogy a rozsaszinre szinezett termék a csében maradjon. A
pellethez az eredeti térfogat kétszeresének megfeleld (30 ul) 70%-0s alkoholt adunk
hozza. A mintakat 10 sec-ig vortexeljiik, ismét 10 percig centrifugaljuk 13200 rpm-en.
Az alkoholt leszivjuk és kiszaritjuk a rozsaszin precipitditumot. A szaritast kovetden a
mintahoz 14 pl steril desztillalt vizet adunk, majd ezt a tovabbi felhasznélasig 4°C-on
taroljuk. A megtisztitott termék 4 pl-¢hez 1 ul 3.1. Big Dye Terminator enzimet adtunk
(BigDye Terminator v3.1 cycle sequencing RR-24, ThermoFisher Scientific, MA, USA),
2 ul BigDye puffert (ThermoFisher Scientific, MA, USA), amely tartalmazza a
fluoreszcensen jelolt dideoxinukleotidokat, valamint 2 pl desztillalt vizet adunk. A
szekvendlando szakaszra specifikus 1 pl 10 uM forward vagy reverz primer (100pM)
teszi specifikussa a reakciot. A szekvenaldo PCR sordn 25 ciklussal dolgoztunk a
kovetkezd bedllitasokkal: kezdeti hddenaturacio: 95°C 2 perc, denaturdcio: 95°C,
anellacio: 51°C 15 masodperc, szintézis: 60°C 4 perc, majd 4°C végtelen. A keletkezett
terméket tovabbi felhasznaldsig -20°C-on taroljuk. A szekvenalé PCR soran
feleslegesben maradt BigDye enzimet €s primereket BigDye X Terminator® Purification
Kit (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) segitségével tavolitjuk el. Mintanként 10 pl
tisztitott PCR terméket mériink egy 96 lyuka 200 pl-es platebe. Az X-terminator elegyb6l
55 upl -t mériink minden mintara (X terminator elegy: 45 ul SAM solution és 10 ul
XTerminator Solutiont). A platet 40 percig 1500 rpm-en razatjuk, majd centrifugaljuk 2
percig, 1000 rcf-en. A plate foliat septara cseréljiik, majd a plate-t rogzitd6 keretbe
helyezziik, és lehetdség szerint azonnal visszilk tovabb. A kérdéses szakaszok
szekvenaldsat 8§ kapillarisos ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer szekvenatorral (Applied
Biosystem, Foster City, CA, USA) végeztiik. A futtatast a 3500 Data Collection Software
nevll programmal végezziikk. A kapillaris elektroforézis segitségével meghatarozott
szekvencidkat az NCBI — BLAST program segitségével a human referencia genomhoz
illesztjiik (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast). Minden esetben az adott gén kodolod
exonjait, illetve hatarolo régioit (PRKN, ENST00000366898.5, NM_004562; PINK1,
ENST00000321556, NM_032409.2; PARK7, ENST00000338639.10, NM_007262.5;
LRRK2, ENST00000298910.11, NM_198578.3; SNCA, ENST00000420646,
NM_007308.2) elemeztiik.
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3.4 MLPA

Az MLPA mddszerrel (Multiplex Ligacio-fiiggd Proba Amplifikacio; MRC-Holland,
Amsterdam, Netherlands) egyszerre vizsgalhato tobb PD-asszocidlt gén exonjainak
képiaszam eltérése, valamint bizonyos pontmutaciok jelenléte. A protokoll alapjan az
nak megfeleld mennyiséget PCR csdvekben kiegészitjiikk TE pufferrel 5 pl-re. Ezutan az
els6 1épés a DNS denaturalasa és hibridizalasa a Salsa MLPA P051-Parkinson mix 1 D1-
0115 probamix (MRC-Holland, Amsterdam, Netherlands) segitségével. Ez a probamix
SNCA, PRKN, PINK1, PARK7 és ATP13A2 (exon2 és 9) génekre és két pontmutaciora
specifikus probat is tartalmaz (A30P — SNCA génben és G2019S — LRRK2 génben). A
mintakat PCR késziilékben 98°C-on 15 percig denaturaljuk, majd 25°C-on hozzaadjuk a
3 ul probamixet (1,5 pl probamix + 1.5 ul SALSA MLPA pufter). A hibridizacio 60°C-
on 18 oréan at tart. Masodik nap dsszemérjiik a ligacids-mixet: 3 pl LigA, 3 pl LigB
ligacios puffer, 1 ul Lig65 ligdz enzim és 25 pl molekularis biologiai tisztasagl viz, majd
54°C-on hozzaadjuk a mintakhoz, a ligacios folyamat 15 percig zajlik. Végiil a rendszert
98°C-ra melegitve a ligdz enzim inaktivalodik. Ezutan 6sszemérjiik a PCR master mixet
(0,5 ul SALSA polymerase + 2 ul SALSA PCR mix + 7,5 ul molekuléris biologiai
tisztasagl viz), a mintdkhoz adjuk 60°C-on ¢és elinditjuk a PCR reakciot (60°C 2 perc,
95°C 15 masodperc, 36 x (95°C 30 masodperc + 60°C 30 masodperc + 72°C 1 perc),
72°C 20 perc, 4°C végtelen). Az igy keletkez6 termékek mennyisége egyenesen aranyos
lesz a mintaban 1év6 célszekvencia kopiaszamaval. A beépiild primer par egyik tagjat
fluoreszcens festékkel jelolték, igy a keletkezett PCR termékek fluoreszcensen jeloltek és
kapillaris elektroforézissel detektalhatok, valamint méret szerint szeparalhatok. A
termékek 130-490 bp kozotti mérettartomanyba esnek, az egyes exonok kozotti
kiillonbség 8-10 bp. Az adatok kiértékelését az MRC-Holland altal Iétrehozott
Coffalyser.Net programmal végezik (MRC-Holland, Amsterdam, Netherlands). Az
egyes exonok azonositdsa a méret marker alapjan torténik. Az eredményként kapott
arany, az un. dozis kvéciens (DQ) az adott minta relativ proba aranyanak és a kontroll
mintak atlagos relativ proba aranyanak a hanyadosa. Minden probara kiszamoljuk a DQ

értéket, amely jelezheti a delécio vagy duplikacidé meglétét az adott célrégioban.
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3.5 C9orf72 fragment analizis

A C90rf72 GGGGCC hexanukleotid ismétlédés-szam meghatarozasa az un. repeat-
primed (rt) PCR reakcioval és az azt kovetd fragment analizissel tortént. A rt-PCR soran
egy anchor és sense primerrel felsokszorozzuk az adott DNS szakaszt, valamint egy
FAM-mal jelolt antisense primert is adunk az elegyhez, mely 4 db GGCCCC ismétlddést
tartalmaz, igy a sense €és anchor primerrel ellentétben nem a hexanukleotid ismétlodo
szakasz végéhez tud kotddni, hanem az ismétlddé szakaszhoz. A reakcidhoz hasznalt
primerek szekvenciait a 2. melléklet tartalmazza.

A PCR reakcidhoz 0,4 pl-t adunk mindegyik primerbdl, valamint 10 pul MyTaq, 4 ul
Betain és 1 pl DMSO reagenst hasznalunk, melyek tartalmazzak a reakcid
lejatszodasahoz sziikséges Gsszes tovabbi komponenst. A 20 pl-es elegyet ezt kovetden
Veriti thermocycler-ben (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) a 3. mellékletben
leirt programon futtatjuk le.

A PCR reakcidt kovetden a fragmentek hosszat kapillaris alapti gélelektroforézissel
analizaljuk, melyek igy 6 bazispar ismétlodéssel jellegzetes flirészfog-mintazatot
alkotnak. Ehhez a fragment mellett LIZ 600 és formamid reagensekre van sziikség, a
denaturalasi kondicié pedig 95°C 3 percig, majd 4°C-on allhat a reakcid, mig a vizsgalatot
elvégezziik. Az ismétlodések szdmat szamitogépen, a GeneMapper (Waltham, MA,

USA) nevii szoftver segitségével tudjuk meghatarozni.

3.6 Ujgeneracios szekvenalas

Osszesen 66 beteg és 137 kontroll személy esetében volt lehetdségiink Gjgeneracios
szekvenaldssal elemezni a genetikai architektrat. A betegcsoporton beliil 50 esetben
célzott génszekvendldst hajtottunk végre, ahol Osszesen 127 gént elemeztiink (4.
melléklet). Minden altalunk vizsgalt gént kordbban mar 0Osszefliggésbe hoztdk a
neurodegenerativ betegségek patomechanizmusaval. A gének kivalasztisa soran olyan
génekre fokuszaltunk elsdsorban, amelyeket korabban nagy biztonsaggal asszocialtak a
PD-vel vagy nagy eséllyel okozhat atfed6 fenotipusu neurodegenerativ betegséget. Teljes
exom szekvenaldsra 16 beteg esetében volt lehetdségiink. A szekvenalashoz a genomialis
DNS konyvtarak esetén SureSelectQXT Target Enrichment for IHlumina Multiplexed
Sequencing és Agilent SureSelectQXT Human All Exon v5 (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) konyvtarkészitd reagenst haszndltuk a gyartéi kézikonyv eldirasa
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szerint, clobbit a célzott, utobbit a teljes exom szekvenalashoz. A mintak DNS
koncentracidjat Qubit késziilékkel mértiik le a gyartoi protokoll alapjan és 25 ng/ pl
koncentracidjura higitottunk minden mintat. Elsé 1épésben a genomidlis DNS
fragmentalasa és adaptor-taggel torténd ellatasa zajlik. Ezutan AMPure XP gyongyok
segitségével megtisztitottuk a mintdkat, majd az adaptor-tagekkel ellatott mintakat
felsokszoroztuk, és kijavitottuk az egyes amplikonok végeit is. Ezt kovetéen ismét
AMPure XP gyongyok segitségével tisztitottuk meg. Ezutan a DNS konyvtarak
mennyiségét és mindségét Agilent 2100 Bioanalyzer and DNA 1000 Assay (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) felhasznaldsaval becsiiltiik meg. A genomialis
DNS teljes amplifikdldsa utdn a cél régid kivalasztisa specidlis RNS probak
konyvtarakbol azonos mennyiséget (kb. 750 ng) hasznaltunk kiindulasnak. Ezutan az Gn.
“csaliként” hasznalt RNS molekuldkkal, amelyek a célrégiora specifikusak, kihalasztuk
azokat a DNS fragmenteket, melyekkel komplementer modon hibridizalodtak. Ezutan
streptavidines magneses gyonggyel (Dynabeads MyOne Streptavidin T1 magnetic beads,
ThermoFisher Scientific, MA, USA) elvalasztottuk a biotinnal jelolt RNS-DNS
hibrideket (a csali RNS biotinilalt). A célrégiora specifikus amplikonokat index
szekvencidval lattuk el, hogy lehetdveé tegyiik 46 minta egyidejii szekvenalasat. Az utolsé
AMPure XP gyongyok segitségével torténd tisztitas utan Agilent 2100 Bioanalyzer and
High Sensitivity DNA Assay (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) segitségével
meghataroztuk a kész konyvtarak koncentraciojat és atlagos amplikon hosszat. Ezutan
ekvimolaris mennyiségben 0sszemértiik az egyszerre szekvenalando kész konyvtarakat.
A szekvendlds MiSeq késziiléken tortént, dudlis indexelés mellett az amplikon mindkét
végérél 150-150 bazispart leolvasva MiSeq Reagent Kit v2 (300-cycles) reagenssel
(Illumina, San Diego, CA, USA). A teljes exom szekvendlds hasonld paraméterekkel
tortént I[llumina Hiseq 2500 késziiléken HiSeq SBS Kit v4 reagens felhasznalasaval. A
szekvenalast megel6zd kluszter generdlds HiSeq PE Cluster Kit v4 reagenssel tortént

cBot késziiléken (Illumina, San Diego, CA, USA).
3.7 Bioinformatikai elemzés

Az NGS adatokbol torténd varians hivas a GATK HaplotypeCaller (version 3.3-0)
szoftver segitségével a GATK Best Practices Guidelines-t kdvetve torténik [266]. Az igy

49



DOI:10.14753/SE.2020.2392

kapott VCF (Variant Call Format) fajlok annotalasat az SnpEff szoftver [267] és a
ClinVar adatbazis [268] felhasznalasaval végeztiik el. A variansok szilirése a szekvencia
adatokbol a VariantAnalyzer szoftver segitségével torténik, melyet a Budapesti Miiszaki
Egyetem munkatarsai fejlesztettek. Az Gjonnan leirdsra keriilt variansok klasszifikalasa
az ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics) altal kozzétett
utmutaté alapjan torténik [269, 270]. Az egyes variansok minor allél frekvenciajat (MAF)
is figyelembe vettiik, kiilonos tekintettel a ritka varidnsokra, melyek esetében a MAF nem
haladja meg az 1%-os eléfordulasi gyakorisagot. A MAF értékeket tobb adatbazis alapjan
becsiiljiik tgy, mint az 1000 Genomes Project (LKG), az Exome sequencing project
(ESP), az Exome Aggregation Consortium Database and Genome Aggregation Database
(gnomAD v2.1), valamint a ,,non-neuro” (non-Finnish) populaciot felhasznalva.

Az elemzés sordn a kovetkezd 1épésben a betegségekkel asszocialt ismert varidnsokat
szurtiik ki. Majd a funkcidvesztéses (nonszensz, stop vesztd/stop szerzd, frameshift,
kanonikus splice) varidnsokat, €s azokat a misszensz varidnsokat, amelyeket tobb
predikcios algoritmus alapjan is potencialis karos hatassal lehetnek a fehérje funkciojara,
megtartottuk tovabbi elemzésre. Tovabba a nem-Szinonim eltéréseket a dbNSFP
adatbazis alapjan is osztalyoztuk [271].

Azok a variansok, melyek a fent leirt kritériumoknak megfeleltek, és nem voltak jelen a
kontroll csoportban sem, karos mutacidként azonositottuk, és Sanger szekvenalassal
validaltuk. Azokban az esetekben, ahol lehet6ségiink volt ott a csaladtagoknal is

megvizsgaltuk az adott varians eléforduldsat, €s szegregaciodjat az adott fenotipussal.

3.8 Statisztikai elemzés

Az esélyhanyadokat (odds ratio, OR) és a 95%-0s konfidencia intervallumot (Cl) a
Medcalc szoftverrel szamoltuk ki (https://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php). A
kvantitativ valtozok atlaga + standard eltérés (SD) felhasznalasaval keriiltek leirasra.
Elemeztiik a ritka varians teher hatdsat a tiinetek megjelenésének iddpontjara.
Nevezetesen, a nulla (87 beteg), az egy (46 beteg), a két (8 beteg) sziirt varianssal
rendelkez6 korai indulasu betegcsoportokba tartozo betegek AOO-jait ANOVA teszttel
hasonlitottuk Ossze. Mivel harom egyiittesen eléforduld varidnst csak egy betegnél

azonositottunk, ezt a beteget kizartuk a statisztikai elemzésbdl.
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Az oligogénes hatads lehetdségének vizsgalatara az alabbi elemzést végeztikk el.
Kiszamitottuk a varians terhelést azokban az egyénekben, akiknél NGS (akar célzott
panelen szekvenalds, akar WES) analizist végeztiink. Mindkét esetben azonos
génkészletet elemeztiink, amelyet magara a célzott szekvenalasra 1étrehozott PD-NGS
panel is lefedett (1. és 2. tablazat).

Az analizishez a kovetkez6 csoportokat hoztuk Iétre: 1.) Kontroll csoport (n=124): ez
egeészséges szemeélyekbdl (n=21), nem neuroldgiai betegségben szenvedd betegekbdl
(n=45) és mitochondrialis rendellenességben szenvedd betegekbdl (n=58) all. 2.) Nem-
PD neurodegenerativ csoport (n=106). Ezeket a betegeket neurodegenerativ betegséggel
diagnosztizaltak, a PD tipusos tiinetei nélkiil (mint példaul 6rokletes spasticus paraparesis
- HSP, ataxia, amyotrophias lateralis sclerosis - ALS és demencia). 3.) PD-ben szenved6
betegek, akik NGS-tesztelésen estek at (n=54).

A varidns-terhet ugy definialtuk, mint a sziirt varidnsok teljes szamat minden génben,
amely az NGS célzott panel felhasznalasaval analizisre keriilhetett (6sszesen 127 gén). A
heterozigo6ta variansokat 1 taldlatnak, a homozigota varidnsokat 2 taldlatnak szamoltuk.
A 127 gén minden talalatdnak 0sszegzése eredményezte a végso varians terhelést. Ezutan
elemeztiik ugyanabbdl a mintabdl szarmazéd egyes varians teher megoszlasat a harom
csoportban (kontroll, PD, nem-PD neurodegenerativ) a Kruskal-Wallis teszttel. Az egyre
szigorubb szlrdkritériumok alkalmazasaval kiszamitottuk a varians terheket, €s minden
szinten teszteltilk a statisztikai szignifikanciat a harom fent definialt csoportban. A
kovetkezd sziirési kritériumokat hoztuk Iétre: A) a maximalis MAF barmely
populacioban <1%, ES a mutéacio hatasa vagy funkciovesztéses (stop szerzd, stop vesztd,
leolvasasi keret eltolodas, kanonikus splice) vagy misszensz. B) Ugyanaz a sz{ird, mint
az A) esetében, de csak azokat a misszensz varidnsokat vettiik figyelembe, ahol tobb
predikcids algoritmus valdsziniisitette a karos hatast. C) Ugyanaz a sz{ir6, mint az A), de
csak azokat a varidnsokat tartottuk meg, amelyek az alapvetd PD génlistdhoz tartoznak.
Ezek a gének az OMIM adatbazisban vagy a GeneReviews-ban felsorolt, a
Parkinsonizmus mendeli-formaival asszocialt gének unidja, nevezetesen: GBA, LRRK2,
PARKY7, PINK1, PRKN, SNCA, VPS13C, VPS35, ATP13A2, DNAJC6, FBXO7, SLC6A3,
SYNJ1, DNAJC13, CHCHD2, PLA2G6, EIF4G1. D) Ugyanaz a sziird, mint a C), de csak
azokat a misszensz variansokat vettiik figyelembe, ahol tobb predikcids algoritmus

valdszinUsitette a karos hatast.
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4  Eredmények

4.1 Szekvenalas és MLPA

A genetikai vizsgalat soran 186 beteg esetében kerlilt sor a leggyakoribb PD-asszocialt
gének Sanger-tipust szekvenalasara és MLPA elemzésére. Ujgeneracios szekvenalast
végeztiink 66 esetben, ahol az els6dleges genetikai elemzés nem volt teljesen egyértelmii
vagy negativ lett, és valosziniisithetd volt a genetikai meghatarozottsag.

A genetikai elemzés soran azonositott variansokat négy csoportra osztottuk: (1) Ritka,
karosito eltérések PD-asszocialt génekben, amelyek potencidlisan 0sszeegyeztethetok a
monogénes PD formaval; (2) Korabban mar PD-vel asszocialt genetikai riziko variansok;
(3) ,.,Tobbszoros-talalat” mechanizmus, amely befolyasolja a PD kockazatat; (4)
Monoallélikus heterozigota varians az AR-PD-vel tarsitott génben. Tovabba kiilon

vizsgaltuk a POLG variansainak el fordulasi gyakorisagat a kohortban.

4.1.1 Ritka, karosito eltérések PD-asszocialt génekben, amelyek potenciilisan
osszeegyeztethetok a monogénes PD formaval

A PRKN gén 7. exon duplikacidjat négy sporadikus esetben talaltuk meg. Tovabba egy
sporadikus esetben a teljes SNCA gén duplikaciojat igazoltuk. Az LRRK2 génben egy
korabban mar leirt patogén eltérést, az L1795F aminosavcserét [272], detektaltunk két
esetben, ahol a csaladi anamnézis is pozitiv volt (P15 és P150). Valamint harom 1j,
valdszintileg karos varidnst azonositottunk. A P123 betegben az eddig még nem leirt
Y 1649S aminosavcserét okozé mutaciot az LRRK2 génben, a P2 betegben a M1357T
eltérést az EIF4AG1 génben ¢és a VPS35 génben 1évo K5521 eltérést a P152 betegben. A
L2170W mutaci6t a DNAJC13 génben bizonytalan jelentdségli variansként
klasszifikaltuk, mivel egyes tanulmanyok szerint ez a varians csak, mint minor genetikai
kockazati tényez0 jatszik szerepet a PD kialakulasaban [273].

A familiaris PD-ben szenvedd P153 beteg esetében a VPS35 génben elsdként irtuk le a
K5521 aminosavcserével jard eltérést. Az eltérés, a predikcids pontszamok és a ritka
eléfordulas alapjan, potencidlisan kérositdé mutacioként jellemezhetd. A beteg tipusos
motoros tiinetei mellett, enyhe kognitiv hanyatlas és vascularis encephalopathia volt
lathat6. Az LRRK2 génben a P123 familiaris EOPD betegnél (AOO: 34) az elsdként leirt
LRRK2 Y1649S varidnst, predikcios pontszamai ¢és az egyedi jelenléte alapjan a

kohortunkban valoszintileg patogén variasként irtuk le. Ezt a feltételezést tamasztja ala
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az a tény is, hogy a varidns a COR doménben helyezkedik el, amely feltételezhetéen
kritikus az LRRK2 dimerképz6dés szempontjabol [274]. Ez kovetkezésképpen
megvaltoztathatja a kinaz aktivitast [275, 276].

A 3. tablazatban bemutatott variansok koziil egyiket sem azonositottuk a kontroll
csoportban és a LRRK2 Y1649S mutacid a gnomAD adatbazisban sem volt jelen.
Mindegyik fent leirt varians olyan betegekben keriilt azonositasra, akik Parkinsonizmus
szempontjabol familiaris halmozddast mutattak. A betegek legfontosabb tiineteit a 3.
tablazat tartalmazza. A CNV-vel rendelkezd betegek nem mutatnak atipusos neurologiai
tiineteket €s egyértelmiiségi okokbdl nem tartalmazza ket a 3. tablazat. Koziililk harom
beteg ekvivalens és két beteg akinetikus-rigid tipusi PD-ben szenved. A tiinetek

megjelenésének atlagos idépontja 41,5 + 11,6 év volt ebben a csoportban.
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3. tablazat AD-PD génnel asszocialt ritka szubsztiticiéval rendelkez6 betegek
Roviditesjegyzék: F: familiaris, AOQ: tiinetek megjelenésének ideje, T: tremor, R: rigiditdas, B: bradykinesis, PI: posturalis instabilitas, MCI:

enyhe kognitiv hanyatlas, LRRK2: leucin rich repeat kinase 2, DNAJC13: DNAJ subfamily C member 13, EIF4G1: eukaryotic translation

initiation factor 4 gamma, 1, VPS35: vacuolar protein sorting 35, het: heterozigéta, P: patogén, D: karos, RF: riziké faktor, ACMG:

American College of Medical Genetics, LP: valdsziniileg patogén, MAF': minor allél frekvencia.

* Altalunk elséként leirt varidans.
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4.1.2 Korabban mar PD-vel asszocialt genetikai riziké variansok

Az altalunk vizsgalt kohortban 27 sporadikus esetben azonositottunk olyan eltérést,
amely a PD kialakulasi kockazatat novelheti (ez a sporadikus esetek 22,7%-a) (4.
tablazat). Ez az arany koriilbeliil masfélszer akkora a familiaris esetekben (35,8%), ahol
24 beteg hordozott kockazatnoveld varianst. A vizsgalt csoportban tobb heterozigdta
GBA mutéciot azonositottunk ugy, mint a H294Q, E365K, T408M, N409S és L483P
variansokat, 11 betegben (16,9%) és 4 kontrollban (3,4%). Az azonositott H294Q, L483P
és N409S GBA variansokat, mint koroki variansokat, korabban mar kozolték biallélikus
formaban, Gaucher-korban (GD) szenvedd betegekben. A T408M varians a ClinVar
adatbazis alapjan benignus eltérés, az E365K pedig bizonytalan jelentdségii varians a GD
szempontjabol. Ezzel szemben korabbi tanulmanyok szerint a felsorolt variansok, mint
genetikai riziko tényez6k hozzajarulnak a PD kialakulasahoz [277, 278]. Tovabba két
beteg esetében, két korabban PD-vel asszocialt genetikai rizikéd faktor egyiittes jelenlétét
is azonositottuk a GBA génben, a P18 és a P154 beteg esetében. A GBA heterozigéta
eltérést hordozd paciensek korében tobb megkiilonboztetd klinikai jellegzetességet
azonositottunk, mint példaul a supranuclearis tekintés bénulast (P25), a nem-
gyogyszerelés-asszocialt hallucinaciot (P19), a depressziot és a szorongast (P13, P18), és
a korai kognitiv hanyatlast (P13, P24).

A csaladtagok elemzését harom esetben allt médunkban elvégezni. A P10 beteg esetében
a talalt L483P/c.1448T>C mutacio eléfordulasat vizsgaltuk az apa, apai nagymama ¢€s a
nétestvére esetében, akik ugyanazt a ritka eltérést hordoztak a GBA génben. A vizsgalt
nétestvérnek LOPD-je volt, sulyos kognitiv hanyatlassal. Mas csaladtagoknak nem volt
semmilyen PD-re utald tiinete. A P13 beteg a H294Q/c.882T>G eltérést hordozta. Az
apai nagyapanak és a nagyapa férfitestvérének LOPD-je volt. Nekiink az apat sikertilt
genetikailag elemezniink, akinek nem volt PD tiinete, de heterozigdta formaban
azonosithatd volt a vizsgalt mutacio. A P25 paciens a heterozigdta T408M/c.1223C>T
eltérést hordozta. A férfitestvérének hasonld tiinetei voltak €s szintén hordozta az adott
heterozigota szubsztituciot. Egészséges édesanyjukban nem azonositottunk eltérést a
GBA génben, édesapjuk pedig 41 éves koraban elhunyt. Az apa testvére szintén PD-ben
szenvedett, ezért feltételezziik, hogy a proband és testvére apai agon Orokolte a

¢.1223C>T szubsztituciot.
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Az LRRK2 génben, a heterozigbta M1647T mutaciot hat betegben azonositottuk, mig a
kontroll csoportban nem detektéltuk ezt az eltérést. Tovabbi 27 beteg esetében (14,5%) a
LRRK2 S1647T eltérést detektaltuk homozigdta formaban, melyet kordbban mint
lehetséges, de gyenge hatasu PD genetikai kockazati tényez6t azonositottak [231].Ezen
kiviil 14 kontroll egyénben (10,2%) is megtalaltuk az S1647T homozigéta eltérést.

A PINK1 A340T eltérést hét esetben irtuk le a betegek és 12 esetben a kontrollok kozott.
Erdekességként a P177 tremor dominans, familiaris PD-ben szenvedd betegnél (AOO: 51
¢v) a PINK1 A340T eltérés egyiittesen volt jelen a LRRK2 S1647T homozigéta kockazati
varianssal. A PINK1 G4118S szubsztituciot két betegben és egy kontrollban azonositottuk
az altalunk vizsgalt csoportban.

Az 0Osszes detektalt eltérés, amelyet korabban genetikai rizikd tényezdként kozoltek,
OR>1 értéket vett fel, kivétel a PINK1 A340T wvaridnst, amelynél az OR: 0,4.
Mindamellett csak a GBA T408M varians esetében tudtunk szignifikans Osszefliggést
(p<0,05) kimutatni.
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Roviditésjegyzék: GBA: glucocerebrosidase, LRRK2: leucin rich repeat kinase 2, PINK1: PTEN-induced kinase, het: heterozigota, hom:

homozigota, MAF: minor allél frekvencia, AOO: tiinetek megjelenésének ideje, SD: szoras, OR: esé¢lyhanyados, p: szignifikancia.

* Altalunk elséként leirt varians.
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4.1.3 ,, Tobbszoros-talilat” mechanizmus, amely befolyasolja a PD kockazatat
Egyéni szinten nem konnyl értelmezni a ,,tobbszords-talalat” mechanizmust annak
ellenére, hogy az adatok elemzése soran 12 olyan esetet talaltunk, ahol egy heterozigota
karositd mutacié egy AR-PD-asszocidlt génben egyiittesen fordul elé, vagy egy mar
korabban leirt kockazati tényezdvel, vagy egy ritka varianssal valamelyik masik PD-
asszocialt génben (5. tablazat). Az oligogénes modell 1étezése felmeriil azokban az
esetekben, ahol egyiittesen fordul elé egy kockézati varians a LRRK2 génben ¢és egy
heterozigota misszensz eltérés a PRKN, PINK1 vagy SYNJ1 génekben. Harom esetben a
LRRK2 S1647T homozigéta rizikod varians egyszerre volt jelen a PRKN (C446S), a
PINK1 (R501Q) vagy a SYNJ1 (Q1163E) heterozigota variansokkal. A ritka PINK1
R501Q varianst egyontetiien karosnak irtdk le az in silico predikcids programok és a
kontroll csoportban sem volt jelen. A ritka SYNJ1 Q1163E szubsztituciot nekiink sikeriilt
eldszor azonositani, €s a predikcios elemzés alapjan kérositja a kodolt fehérje mikodését.
Két tovabbi esetben a LRRK2 M1646T aminosavcserét irtuk le mas heterozigota
eltérésekkel egylitt ugy, mint a karos predikcidos pontokkal jellemzett PRKN R234Q
eltérést a P26 betegben, ¢s az eddig még nem leirt DNAJC13 D1301V karos szubsztituciot
a P43 betegben.

A P7 beteg, aki egy 49 éves férfi (AOO: 43 év), jarasi nehézséget, bradykinesist, enyhe
kéztremort és rovid tavii memoriaproblémakat mutatott. A genetikai elemzés a PRKN
génben a C446S heterozigota, valdsziniileg patogén mutacidt azonositotta, amelyet
korabban még nem kozoltek. Ugyancsak kimutattuk a homozigdta S1647T mddositd
faktort az LRRK2 génben [231]. A P7 beteg édesapja, aki késoi kezdetli PD-ben szenved,
heterozigota formaban hordozza a PRKN C446S és a LRRK2 S1647T eltéréseket. A P7
beteg egészséges édesanyja a LRRKZ2 S1647T heterozigbta eltérést hordozza.
Feltételezziik, hogy a PRKN C446S mutéci6 valoszinlileg patogén, az in silico predikcios
pontok €s a szegregacios elemzés alapjan. Egyiittes jelenléte a homozigota LRRK2
S1647T kockézati tényezdvel alatdmaszthatja az oligogénes 6roklédést.

A GBA gén heterozigdta mutaciojat négy esetben azonositottuk feltételezett ,,tobbszords-
talalat” hattérrel. Egy tipusos PD tiineteket mutatd férfi betegben (P19) heterozigota
TMEM230 I104L elséként kozolt eltérést, valamint a GBA génben a N409S
aminosavcserét igazoltuk (OR: 4,05) [277, 278]. A P18 és a P154 betegek esetében két,

korabban PD-vel asszocialt genetikai riziko faktor egyiittes jelenlétét is azonositottuk a
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GBA génben [277, 278]. A P18 betegben a T408M ¢és a N409S heterozigota eltérések
voltak egylittesen jelen. Ebben az esetben a tipusos motoros PD tiinetek mellett a nem-
motoros tiinetek kozott jelentds volt a depresszio €s a szorongds. A P154 betegben az
E365K és a T408M GBA rizik6 variansok mellett, a DNAJC13 génben a S790Y varidnst
is azonositottuk heterozigdta formaban. Ez utdbbi varians az irodalomban eddig még nem
keriilt leirasra, valamint a predikcios szoftverek alapjan a fehérje funkciojara karos
hatassal lehet. A familiaris halmozodasu, akinetikus-rigid tipusi PD-ben szenvedd
nObetegnél extra tlinetként szédiilés és GERD is jelentkezett.

A P8 betegben a DNAJC6 gén MI133L heterozigota, valdsziniileg patogén varians a
korabban emlitett, DNAJC13 L2170W varidnssal egyszerre van jelen. A L2170W
mutaciot a DNAJC13 génben bizonytalan jelentoségii variansként klasszifikaltuk, mivel
a bioinformatikai predikcios pontszamok arra utalnak, hogy az L.2170W varidns kérositja
a fehérje mikodését. Egyes tanulmanyok szerint ez a varians csak mint minor genetikai
kockazati tényezé (OR: 2,68) jatszik szerepet a Parkinsonizmus kialakulasaban, habar
fontos hangsulyozni a csdokkent penetrancia lehetéségét [273, 282]. A DNAJC6 M133L
aminosavcserérdl szintén azt feltételezziik, hogy patogén a predikcids pontszamok €s az
alacsony frekvencia miatt. Ezen kiviil a betegben a GBA T408M varidnst is azonositottuk
heterozigota formaban, amely a kordbbi tanulmanyok szerint mint genetikai riziko
tényez6 hozzajarul a PD kialakulasahoz [277, 278]. Egy n6i betegben (P4) két eddig nem
kozolt varidnst igazoltunk: egy lehetséges patogén szubsztituciot a SYNJ1 génben (E67A)
¢és egy nonszensz mutaciot a C190rf12 (Leu61*) génben.

A pozitiv familiaris anamnézissel rendelkezé nébeteg (P164) akinetikus-rigid, tipusos
LOPD-ben szenved. A P164 beteg esetében a LRRK2 génben az I1803T heterozigota
eltérést azonositottuk, amelyet eddig még nem kozdltek és a gnomAD adatbazisban sincs
jelen. Tovabba a predikcios eredmények alapjan valdsziniisithetd, hogy karositja a fehérje
funkciojat. Ehhez tarsul a LRRK2 S1647T homozigota rizikd varians. A Dbeteg
¢desanyjanak szintén tipusos LOPD tiinetei voltak, viszont a genetikai diagnozis
felallitdsakor mar nem tudtunk t6le mintat venni a szegregacios analizishez. A proband
egészséges novére €s egészséges gyermekei nem hordozzék a LRRK2 I803T potencialisan
patogén eltérést, a LRRK2 S1647T varians pedig heterozigdta formaban igazolddott a
csaladtagokban.
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Egy pozitiv csaladi anamnézissel rendelkezd férfi betegnél (P20) két kiilonbozod
heterozigdta mutaciot azonositottunk, amelyek felelések lehetnek a kialakult tiinetekért
(DNAJC13 - R2115Q és PLA2G6 - V630G). A betegnél a tipusos PD tiinetek
megjelenését kognitiv hanyatlas kovette. A R2115Q varidnsrél kordbban nem szamoltak
be, de a 2115-6s arginin leucinra torténd cseréjét mar korabban leirtak, mint fehérje
karosito eltérés [283]. Mivel ebben a pozicidban a fehérje erdsen konzervalt és a mutacio
ritka, véleményiink szerint a R2115Q eltérés is hozzajarulhat a PD kialakulasdhoz. A
PLA2G6 génben elséként azonositott V630G mutacid a fehérje erésen konzervalt,
katalitikus doménjét érinti [284, 285], ami szintén utal a lehetséges koroki hatasra.

Az eredményeink alapjan azt feltételeztilk, hogy ha egy genetikai kockézati tényezd
egylittesen van jelen egy ritka heterozigota karos mutacioval, az a tiinetek korabbi
megjelenését eredményezi, kiilondsen azokkal az esetekkel 6sszehasonlitva, ahol egyediil

csak egy genetikai PD kockazati faktor van jelen.
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5. tablazat A PD kockazatat befolyasolé ,,tobbszoros-talalat” mechanizmusa

Roviditésjegyzék: AOO: tiinetek megjelenésének ideje (age of onset), T: tremor, B: bradykinesis, R: rigiditds, AF: amaurosis fugax, PSP:

progressziv supranuclearis bénulds, PI: posturalis instabilitas, MCI: enyhe kognitiv hanyatlas, OH: orthostaticus hypotensio, RBD: REM

(rapid-eye movement) alvdsi zavar, GERD: gastroesophagealis reflux betegség, GBA: glucocerebrosidase, TMEMZ230: transmembrane
protein 230, DNAJC13: DNAJ subfamily C member 13, LRRK2: leucin rich repeat kinase 2, C190rf12: chromosome 19 open reading frame
12, SYNJ1: synaptojanin-1, PRKN: parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase, DNAJC6: DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member C6,
PLA2G6: phospholipase A2 group 6, het: heterozigota, hom: homozigéta, RF: riziko faktor, D: kdrosito, P: patogén, ACMG klassz: American

College of Medical Genetics klasszifikacio, US: bizonytalan jelentoségii varians, LP: valosziniileg patogén, MAF': minor allél frekvencia,

Ref.: referencia.

* Altalunk elséként leirt varians. * Kordbban leirt riziké varidans.
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P , GBA N409S*/c.1226A>G  rs76763715 het RF - <0,01 2/66 1/137 '
szorongas 278]
T, dysarthria, AF, TMEM230 1104L/c.310A>C rs139824737 het D US <0,01 1/66 0/137 *
P19 41 férfi nystagmographia, N [277,
PSP, perseveratio GBA N409S*/c.1226A>G rs76763715 het RF - <0,01 2/66 1/137 278]
P43 38 1d T, R, csokkent DNAJC13 D1301V/c.3902A>T rs748182915 het D/RF LP <0,01 1/66 0/137 *
0 synkinesis LRRK2 M1646T*/c.4937T>C rs35303786 het RF - 0,02 6/186 0/137 [279]
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T,B,R,PILMCI,  c190rf12  L61*/c.182T>G - het P P - 1/66 0/137 *
P4 39 ndb dysarthria, OH,
T, B, Pl dysarthria, ~ pPRKN  C446S/c.1336T>A - het D P - 1186 0/137 *
P7 43 férfi dysdiadochokinesis
hyposmia, MCI ~ LRRK2 ~ S1647T%/c.4939T>A rs11564148 hom  RF - 0,31 27/186 14/137 [231]
T, B, DNAJC6  M133L/c.397A>T  rs61757223 het D US <0,01 1/66 0/137 *
P8 39 férfi dysdiadochokinesis, DNAJC13 L2170W/c.6509T>G rs140537885 het D/RF US 0,01 2/66 0/137 [282,286]
csokkent synkinesis GBA T408M*/c.1223C>T rs386626586 het RF - <0,01 6/66 2/137 [277,278]
P20 39 férfi T, R, PI, szorongas, PLA2G6 V630G/c.1889T>G - het D P - 1/66  0/137 *
MCI DNAJC13 R2115Q/c.6344G>A rs770715465 het D/RF US <0,01 1/66 0/137 [283]
P21 39 16 R B PI PINK1 R501Q/c.1502G>A  rs61744200 het D US <0,01 1/186 0/137 [168]
T LRRK2  S1647T/c.4939T>A rs11564148 hom RF - 0,31 27/186 14/137 [231]
T, B, dysarthria,
hypophonia, RBD, SYNJ1  Q1163E/c.3487C>G 5768503724 het D US <0,01 1/66 0/137 *
_ Ogyszer-kapcsolt
P22 37 furfi e OFF
dystonia, MCI, LRRK2  S1647T%/c.4939T>A 511564148 hom RF - 0,31 27/186 14/137 [231]
panik rohamok,
P26 40 T, PI, megromlott PRKN R234Q/c.701G>A 15144032774 het D US <0,01 2/186 0/137 *
latas, MCI LRRK2 M1646T%/c.4937T>C rs35303786 het RF - 0,02 6/186 0/137 [279]
B, R, csokkent DNAJC13 S790Y/c.2369C>A 15149121829 het D US <0,01 1/66 0/137 *
P154 52 n6 synkinesis, GERD, GBA E365K*/c.1093G>A  rs2230288  het RF - 0,01 3/66 1/137 [277,278]
lefagyas GBA T408M*/c.1223C>T rs75548401 het RF - <0,01 6/66 2/137 [277,278]
Y LRRK2 1803T/c.2408T>C - het D LP - 1/186 0/137 *
P164 68 nd B, R, MCI LRRK2  S1647T%/c.4939T>A 511564148 hom RF - 0,31 27/186 14/137 [231]
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A ,tobbszoros-talalat” mechanizmus hipotézisének tesztelésére két kiilonbozo elemzést
végeztiink el. Els6ként ANOVA tesztet futtattunk, hogy megallapitsuk az egynél tobb
genetikai varianssal rendelkezé betegek (5. tablazat) a tiinetek megjelenésének idejében
mennyire kiiloniilnek el azoktdl a betegektdl, akik csak egy varianssal rendelkeznek (3.,
4., 6. tablazat). Csak egy tendenciat figyelhettiink meg, miszerint mind az atlagéletkor,
mind a medidn alacsonyabb a tiinetek megjelenésének idejét tekintve az egyiittesen
eléforduld variansok szamanak novekedésével, am ez az esetiinkben statisztikailag nem
volt szignifikans (4/A abra).

Masodikként Kruskal-Wallis statisztikai elemzéssel vizsgaltuk a hipotézisiinket, vagyis
azt a feltételezést, hogy a Parkinsonizmussal diagnosztizalt betegek esetében a PD-
asszocialt génekben nagyobb a varidnsok szama, mint a nem PD-vel diagnosztizalt
neurodegenerativ betegekben és a kontroll személyekben, ahogyan ezt a 3.8. Statisztikali
elemzés részben is leirtuk. Meglepd modon a legmegengeddbb sziirési kritériumok
esetében (MAF<1%, ES funkcioveszté vagy misszensz varians) a kontroll csoportban
szignifikdnsan tobb varianst figyeltiink meg (4/B abra) 6sszehasonlitva a PD betegségben
szenvedd csoporttal. Habar, amikor a fent leirt analizist szigortbb kritériumokkal
végeztiik el (MAF<1% ES funkcidvesztd vagy karos misszensz varians a fo PD
génekben) azt figyeltilk meg, hogy a kiilonbség eltlint, sét gy latszott, hogy az irany meg

is fordult. Bar ez sem volt statisztikailag szignifikans.
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A) Az egyiittesen eléfordulé varidnsok (tobbszéros taldlat) elemzése a tiinetek megjelenésének idejében
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A kiszdrt variansok széma

B) A variansok dusuldsa az egyes betegségcsoportokban és kontrollokban
MAF<1% ES funkciévesztéses/misszensz varidnsok
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4, dbra A ,,tobbszoros-taldlat” mechanizmus elemzésének eredménye

Az A) panel az egyiittesen eldfordulo variansok (,,t6bbszords-talalat”) elemzésének
eredmeényét mutatia a tiinetek megjelenésének idejében. A dobozdiagram a tiinetek
megjelenési idejének megoszlasat mutatja, ha 0, 1, 2, vagy 3 varians van jelen

egyidejiileg. A tomér vonalak a mediant, a szaggatott vonalak az atlagot mutatjak. Az
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egyes csoportok kozotti kiilonbség egyik esetben sem volt szignifikans. A B) panel a
variansok dusuldsat mutatja a 3.8 Statisztikai elemzés részben definialt csoportokban.
Deg=neurodegenerativ betegségben szenvedo paciensek a Parkinsonizmus tiinetei
nélkiil. Park=Parkinsonizmus tiineteivel rendelkezo betegek. A legenyhébb és a
legszigorubb sziirdfeltételekkel kapott eredményeket szemléltetjiik az abrarészben. A felso
részben a legenyhébb sziirdfeltételekkel lathatjuk, hogy a kontroll csoportban tébb
varians fordul eld, amely statisztikailag szignifikans kiilonbség. Az dbrarész also részén
a legszigorubb feltételekkel a kiilonbség eltiinését figyelhetjiik meg, valamint a tendencia

feltetelezheto datfordulasat, habar ez statisztikailag nem szignifikans.

4.1.4 Monoallélikus heterozigéta varians AR-PD-vel tarsitott génekben

A vizsgalat soran négy AR-PD-vel asszociald génben és egy feltehetéen PD-vel
asszociald AR-NBIA-t okozd génben azonositottunk potencidlisan karosito,
monoallélikus, heterozigdta mutaciot (6. tablazat). Mivel a CP fontos szerepet jatszik az
agyi vas anyagcserében, amely nagymértékben tarsul a PD-hez [287], a CP génben leirt
karositd mutacid esetében azt feltételezziik, hogy fokozhatja a PD kialakuldsanak
kockéazatat. A PRKN génben harom kiilonbozd eltérést azonositottunk: két esetben
familiaris, egy esetben pedig sporadikus hatterti betegekben.

A P147 betegben (AOO: 54) azonositott PRKN R234Q eltérést egy masik betegben (P26,
5. tablazat) is azonositottuk egy LRRK2 rizik6 faktorral egyiitt, amely magyardzhatja a
tiinetek korabbi megjelenését (AOO: 40) a familiaris betegnél. A P162 férfi betegben a
PRKN D243N eltérést azonositottuk. Ez az eltérés a P162 beteg férfitestvérében is jelen
volt, aki szintén késdi indulastt PD-ben szenved. A koradbban patogénként leirt PRKN
R275W eltérést [288] a P99 betegben irtuk le.

Egy familidris esetben (P146) a S2904L heterozigota varidnst azonositottuk a VPS13C
génben. Tovabbi harom sporadikus esetben (P9, P27 és P36) feltételezhetéen karos
szubsztitticiot talaltunk a DNAJC6 (F414Y), a CP (I898M) és a PLA2G6 (R396W)
génekben. Erdekes, hogy a tiinetek megjelenésének ideje inkabb azokhoz az esetekhez
hasonlit, ahol korabban leirt riziko faktort azonositottunk (3. tablazat), mint az AD-PD
génben talalt eltérések esetében, amelyeknél a tlinetek atlagosan kordbban indultak (2.

tablazat).
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6. tablazat Feltételezhetoen relevans, ritka, monoallélikus, heterozigéta variansok AR oroklésmenetet mutato génekben

Roviditésjegyzék: F: familiaris, S: sporadikus, AOO: tiinetek megjelenésének ideje, 1. incontinentia, MRI: magneses rezonancia képalkotas,

R: rigiditas, T: tremor, B: bradykinesis, PI: posturalis instabilitis, MCI: enyhe kognitiv hanyatlas, O: obstipatio, OH: orthostaticus
hypotensio, VGP: vertikalis tekintés bénulds, PLA2G6: phospholipase A2 group 6, CP: ceruloplasmin, DNAJC6: DnaJ heat shock protein
family (Hsp40) member C6, PRKN: parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase, VPS13C: vacuolar protein sorting 13 homolog C, het:

heterozigota, D: kdrosito, RF: riziké faktor, P: patogén, ACMG: American College of Medical Genetics, LP: valdsziniileg patogén, US:

bizonytalan jelentéségii varians, MAF: minor allél frekvencia, OR: esélyhdnyados, p: szignifikancia. * Altalunk elséként leirt varidns.
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proximalis végtag gyengeség,
P9 S 49 férfi spasticitas, I, hallucinaci6, MRI: sulyos PLA2G6 R39W/c.115C>T het D/RF LP <0,01 1/66 0/137 7,7 0,21 *
. , . rs763352728
fehérallomény laesio
P27 S 35 nd R, T, 1, hyposmia, hypokinesis, cp  1898MIC2694T>G (o DR LP - 166 0137 7.7 021 *
dysphagia, alacsony szérum CP szint -
P36 S 42 nd B, PI, dysarthria, hyposmia, MCI DNAJC6 F414Y/C'_1241T>A het D/RF LP - 1/66 0/137 7,7 0,21 *
. R275W/c823C>T
P99 S 42 férfi T,R, B, Pl PRKN (534424986 het P/RF LP <0,01 1/186 0/137 2,4 0,54 [288]
P46 F 52 no | o micrographia, nehézkes mozgds y/pgign S2004LICETIICST o ppe ys <001 1/66 1137 2.6 0,66 *
koordinacio, demencia, depresszid rs115869241
. T, R, csokkent synkinesis, micrographia, R234Q/c.701G>A *
P147 F 54 nb dysarthria, hypomimia, O PRKN (s144032774 het D/RF US <0,01 2/186 0/137 4,1 0,37
T, B, R, OH, VGP, hypomimia,

P162 F 62 férfi dysarthria, dysphonia, hyposmia, PRKN Dziiﬁ‘éi;gg;»‘ het D/RF LP <0,01 1/186 0/137 2,4 0,54 [289]

hypokinesis, O, |, szorongas, MCI
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Osszességében 6 esetben azonositottunk valésziniileg karos eltérést AD-PD génben, mig
43 esetben talaltunk csak egy rizik6 faktort, mely novelheti a PD kialakulasi kockazatat.
A ,tobbszoros-talalat” mechanizmus jelenlétét feltételeztiik 12 betegben, valamint
tovabbi hét betegben talaltunk monoallélikus, heterozigota eltérést AR-PD génben, ami
valoszintlileg potencidlis rizikofaktorként novelheti a PD kialakuldsanak esélyét. A
kopiaszdm elemzés soran 5 esetben igazoltunk deléciot vagy duplikaciot MLPA

metodikaval. Az eredményeink 6sszefoglalasat az 5. abra tartalmazza.

Vizsgalt kohort

(186 f6)
MLPA / Szekvendlds \
CNV AD-PD gén Genetikai rizik Tobbsz6ros- Monoallélikus
tényezék talalat AR-PD
SNCA (1) LRRK2 (3)
PRKN (4) DNAJC13 (1) LRRK2 (33) P/D mutdciok PLA2G6 (1)
EIF4G1 (1) GBA (13) C190rf12 (1) cP (1)
VPS35 (1) PINK1 (9) SYNJ1 (2) DNAJCG (1)
PRKN (2) PRKN (3)
DNAJCE (1) VPS13C (1)
DNAJC13 (4)
PLA2G6 (1)
PINKZ (1)
LRRK2 (1)
TMEM230 (1)

Riziké tényezék
LRRK2 (6)
GBA (6)

5. abra A vizsgalt kohortban azonositott eltérések megoszlasa

A gének mégotti zarojeles szam:: hany betegben talaltunk az adott génben eltérést.
Roviditésjegyzék: MLPA: multiplex ligacio-fiiggé proba amplifikdacio, CNV: kopiaszam
varians, AD-PD: autoszomalis dominansan oroklédo Parkinson-korral asszocialt gének,
AR-PD: autoszomadlis recessziven 6roklédé Parkinson-korral asszocialt gének, SNCA:
alpha-synuclein, PRKN: parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase, LRRK2: leucin rich
repeat kinase 2, DNAJC13: DNAJ subfamily C member 13, EIF4G1: eukaryotic
translation initiation factor 4 gamma, 1, VPS35: vacuolar protein sorting 35, GBA:
glucocerebrosidase, PINK1: PTEN-induced kinase, P: patogén, D: karos, C190rf12:
chromosome 19 open reading frame 12, SYNJ1: synaptojanin-1, DNAJC6: DnaJ heat
shock protein family (Hsp40) member C6, PLA2G6: phospholipase A2 group 6,
TMEM230: transmembrane protein 230, CP: ceruloplasmin, VPS13C: vacuolar protein
sorting 13 homolog C.
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415 A POLG gén ritka variansainak eléfordulasi gyakorisiga a magyar PD
kohortban

elemeztilk. Az analizis soran hat aminosavcserével jard eltérést azonositottunk. A hat

eltérés koziil kettét korabban polimorfizmusként irtak le (E1143G és Q1236H) [289,

290]. Tovabbi harom varianst azonositottunk két betegben (T2511/P587L és G737R),

melyek a korabbi irodalmi adatok alapjan potencialis koroki eltérések lehetnek. Valamint

egy eddig még nem leirt eltérést (H613D) azonositottunk a 2. esetben. A valdsziniileg

patogén eltéréseket a 7. tablazatban foglaltuk 6ssze.

7. tablazat A POLG génben azonositott valosziniileg patogén jelentéségii misszensz
variansok

Roviditésjegyzék: P: patogén, US: bizonytalan jelentdségii varians, ACMG klassz:
American College of Medical Genetics klasszifikacio, LP: valdsziniileg patogén, MAF':
minor allél frekvencia.

* Altalunk elséként leirt varidns.
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T2511
C.752C>T rs113994094 ssszetett P LP <0.01 1.eset 0/55 [223,
P587L het 291]
. 1760C>T rs113994096 P LP <0.01 1.eset 0/55
H613D -
c.1837C>G het us LP <0.01 2.eset 0/55
G737R [292,
£.2209G>C rs121918054 het P LP <0.01 3.eset 0/55 293]
1. eset

Az 57 éves, férfi beteg tiinetei 41 éves kora koriil a bal kéz rigiditasaval, ligyetlenségével
kezdddtek, késébb a bal 1abat is nehezebben mozgatta. Vizsgalatakor aszimmetrikus
kevert tonuszavar (rigiditds és spasticitds) és dysdiadochokinesis jelenlétét és tremor
hidnyat azonositottuk. A koponya MRI-n eltérést nem tudtunk igazolni. A DaTscan

vizsgalat csokkent DAT szintet mutatott mindkét oldalon, a putamenben ¢és a nucleus
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caudatusban, jobb oldali talsullyal. A betegség progresszidja soran motoros és nem-
motoros fluktuacid jelentkezett, az OFF fazisokban a torzs izmaiban és a végtagokban
fajdalmas dystonidval. Emellett pszichés tiinetek is kialakultak. A nem-motoros tiinetek
kozil obstipatio, alvdszavar és kronikus fajdalom szindroma volt észlelhetd.
Szemmozgaszavart nem észleltiink, de idoszakosan diplopiar6l szamolt be a beteg. A
késobbiekben sulyosbodd dysarthria, vegetativ zavarok és dopamin diszregulacios
szindroma is jelentkezett. DBS (mélyagyi stimulacid) betiltetésre keriilt sor az egyre
stulyosboddé motoros fluktuacié miatt. Kognitiv hanyatlds nem igazolddott, a beteg
dysthimias. A csalddi anamnézisben apai dgon depresszid ¢€s suicidum fordul elé. A
genetikai analizis soran a POLG génben a T2511 és a P287L variansokat irtuk le dsszetett
heterozigota formaban. A szegregacids vizsgalat elvégzésére nem volt lehetdségiink, de
az irodalmi adatok alapjan a két eltérés valoszinilileg egy allélon helyezkedik el, ugyanis
Aitken és mtsai. egy 58 éves noi betegrdl szamolt be, aki azonos mutacidkkal rendelkezett
¢s klinikailag homalyos latas, kétoldali ptosis, diplopia, nyugtalan-lab szindréma és

végtag gyengeség jellemezte [294].

2. eset

A 72 éves férfi tlinetei 59 évesen akinetikus-rigid tiinetekkel, elsdsorban jaraszavarral
kezd6dott. A betegség lassan rosszabbodott. Mar a tiinetek els6 megjelenésekor
orthostaticus hypotensio volt jelen. A koponya MRI nem vascularis tipusu fehérallomanyi
jelzavart azonositott. A Parkinsonizmus tilineteivel egyiitt balra tekintéskor enyhe
tekintésiranyu nystagmust, valamint enyhe cervicalis dystoniat azonositottunk.

A beteg csaladfijat a 6. abra szemlélteti. Fontos kiemelni, hogy a II/5 batyjanak hasonld
tiinetei voltak, tovabba sulyos téveszmékkel is kiizdott (70 évesen exitalt). A probandnél
10 évvel iddésebb, 11/6 batyjat kéztremor miatt kezelték. Lanytestvéreinél (I1I/1., 2., 3.)
meglassultsag és phobias tiinetek voltak jelen. A proband 1/2. édesapja 63 éves koraban,
AMI (akut myocardialis infarctus) kovetkeztében exitalt, nagybatyja (I/3.) Alzheimer-
korban szenvedett. A proband édesanyja (I/1.) esetében meglassultsagrol szamoltak be,
de ezentlll nagyobb betegsége nem ismert, 93 éves kordban exitalt. A probandnak két
lanya van, a III/2. esetén Gilbert-kort diagnosztizaltak. A genetikai elemzés sordn a

H613D aminosaveserét elsdként irtuk le és a gnomAD adatbazisban sincs jelen, a
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predikcios algoritmusok és az ACMG besorolds alapjan ez az eltérés valosziniileg

patogén.
4
1. 2. /3.
meglassultsag AMI AK
II/1. 1172 11/3. A[,q_ IF/S. ’11/6_ ,
\ | hasonl6 tiinetek  kézremeges
| + téveszmék
meglassultsag
phobiak
/1. I112.
Gilbert-kor

6. abra 2. esetet bemutat6 csaladfa

A H613D aminosavcserét a nyillal kiemelt I1I/4. betegben azonositottuk. A 11/5. testvérnek
hasonlo tiinetei és sulyos téveszméi voltak. A 11/6. testvérnél kézremegés azonosithato. A
Il/1., 2. és 3. lanytestvéreknél meglassultsag és phobias mechanizmusok igazolhatok. Az
1/2. édesapa AMI kévetkeztében exitalt, az 1/3. apai nagybaty Alzheimer-koros. Az I/1.
édesanya meglassult volt. A proband III/2. lanygyermeke Gilbert-kérban szenved.
Roviditésjegyzék: AMI: akut myocardialis infarctus, AK: Alzheimer-kor.

3. eset

A 69 éves férfi betegnek 58 éves koraban akinetikus-rigid tiinetekkel indult betegsége. A
beteget depresszioval kezelik 54 éves kora ota, majd paranoiditds, élénk almok és
panikrohamok jelentkeztek 64 éves koraban. A késObbiekben kognitiv hanyatlas
kezdddott. Sulyos szubjektiv panaszokat okozd sensoros neuropathia indult 60 éves kor
koriil. A beteg 62 éves koraban elektrofiziologiai vizsgalatot végeztek a proximalis izmok

gyengesége miatt, amely a neuromuscularis junctio jelatviteli zavarat vetette fel, és
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tiineteinek kezelésére pyridostigmin hasznalatat javasoltdk. A koponya MRI-n mérsékelt
cerebralis €és cerebellaris atrophia és bizonytalan jelentdségd fehérallomanyi laesiok is
abrazolodtak. A DaTscan vizsgalat dopaminerg karosodast jelzett. A beallitott levodopa
kezelésre kezdetben jol valaszolt, de par év elteltével motoros fluktudcié jelentkezett és
a levodopa igény is jelentésen megnétt. A késdbbiekben a stlyos motoros fluktuacio, az
OFF fazisban jelentkez dystonia ¢és a neuropathias fajdalom kovetkeztében LCIG
kezelést inditottak el. Jelenleg a betegség elorehaladott stddiumban van, gyakori a
lefagyas, a tartdsi instabilitas €s a stilyos dysarthria.

Erdekes modon a csaladi anamnézisben az anyai és az apai oldalon is hasonl6 tiinetekrdl
szamoltak be (¢desanyjanal, anyai nagyanyjanal és édesapjanal is hasonlo tlinetek, tobbek
kozott kéztremor volt jelen). A genetikai vizsgalat soran leirt G737R eltérést eddig egy,
korai-kezdeti Parkinsonizmus tiineteit mutatd betegben irtak le, Gsszetett heterozigdta

formaban [292].

4.2 A C9orf72 eléfordulasi gyakorisaga a magyar PD kohortban
A kutatasunk soran 147, magyar, nem-rokon Parkinsonizmus tiineteivel rendelkezé beteg
esetében vizsgaltuk a C9orf72 hexanukleotid ismétlédés méretét repeat-primed PCR

reakcidval. A vizsgalt betegek megoszlasat a kohorton beliil a 8. tablazat szemlélteti.

8. tablazat A C90rf72 hexanukleotid ismétlédés vizsgalataban résztvevé csoport

Roviditésjegyzek: AOO: tiinetek megjelenésének ideje, SD: szoras.

Juvenilis Korali Késoi
N6  Férfi N6 Férfi N6 Férfi
Sporadikus eset 1 31 40 10 16
(atlag AOO+SD)  (18) ~ (39,8+7,13) (40,1£7,35) (59,8+7,39) (60,6+7,93)
Familiaris eset 1 12 14 10 12
(atlag AOO+SD)  ~ (14) (37,449,07 (38,6+7,14) (58,948,3) (56,6%4,25)

A vizsgalt 147 beteg koziil, 2 esetben azonositottunk 30 folotti ismétlddés-szamot (egy-
egy esetben 31 és 32 ismétlodés-szam), amely az esetek 1,4%-a. Az esetek 8,8%-a (13
db) 23 és 30 ismétlddés kozotti intermedier mutacio (9. tablazat). A koros ismétlodés-
szamot mutatd paciensek atlagos életkora a tlineteik megjelenésekor 55,67 + 12,68 év
volt. Az intermedier esetekben a tiinetek megjelenésének atlagéletkora 37,86 + 10,67 év

volt. A pozitiv esetek koziil egy esetben volt pozitiv a familidris anamnézis. A férfi beteg

71



DOI:10.14753/SE.2020.2392

Ot évvel iddsebb batyja is érintett, akinél a C90rf72 repeat expanzié meghatarozasa soran
29 volt a hexanukleotid ismétlédés-szam, amely még intermedier tipusnak adodik.
Tiineteinek kezdete 8 évvel késdbbre, 70 éves korara tehetd. Az egyik pozitiv esetben
igazoltunk csak kognitiv hanyatlast, illetve két tovabbi intermedier esetben. A levodopa
kezelés 10 esetben (egy pozitiv, kilenc intermedier) a tiinetek javulasat eredményezte,

egy intermedier esetben (juvenilis férfi beteg) pedig nem volt tapasztalhatd valasz.

9. tablazat A pozitiv és intermedier esetek
Roviditésjegyzék: S:  sporadikus forma, F: familiaris forma, AQOQO: tiinetek
megjelenésének ideje, ak-rig: akinetikus-rigid domindans forma, ekv: ekvivalens forma,

tremor: tremor domindns forma, CI: kognitiv hanyatlas, +: jelen van, -: nincs jelen.

Ismétlodés-szam Nem  Tipus AAO  Elsé tiinet ClI

32 férfi F 62 tremor -
Pozitiv esetek
31 né S 38 +
30 férfi F 47 ekv -
30 férfi S 55 ak-rig -
30 nd S 75 ekv -
30 né S 57 ak-rig -
_ 29 férfi S 43 tremor -
Intermedier 28 forfi F 39 ak-rig -
esetek

26 férfi F 14 tremor

26 né S 44 ak-rig
26 nd S 42 tremor -
26 nd S 43 tremor -
24 férfi F 40 tremor -

A C90rf72 hexanukleotid repeat expanzio6 és a tiinetek megjelenésének idépontja kozott

nem mutattunk ki lényeges Osszefiiggést (7. abra).
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C9orf72 ismétlédés-szam és az AOO 6sszfliggése

10 | y=-0,1971x+48,032
R*=0,0144

0 5 10 15 20 25 30 35
C9orf72 ismétl6dés-szam (db)

7. abra A tiinetek megjelenése és az ismétlodés-szam kozotti osszefiiggés
Az y tengelyen a vizsgalatban résztvevé paciensek életkora az elso tiinetek
megjelenésekor (AOO0); a x tengelyen pedig a GGGGCC hexanukleotid ismétlodés-szam

szerepel.

A kohortbeli ismétlodés-szamok gyakorisaganak eloszlasardl készitett abran jol lathato,
hogy 3-as és 32-es ismétlédés-szam kozotti értékeket kaptuk a vizsgalataink soran (7.
abra). A legnagyobb talalt ismétlodés-szam a 32 volt, melyet egy familiaris LOPD férfi

paciensben azonositottunk.

4.3 A kornyezeti és a genetikai riziké tényezok kolcsonhatasanak elemzése egy eset
bemutatasan keresztiil
Egy 44 éves, kézremegés tiinetével érkezd férfi beteget vizsgaltunk a neurogenetikai
szakrendelésen. A kortorténetben gastro-oesophagealis reflux betegség (Los Angeles A
fokozat), LIV-V discus herniacié ¢és 1. tipusit (Wenckebach) masodik foku
atrioventrikularis blokk volt jelen. Ez utobbi nem okozott tiineteket, és orvosi
beavatkozasra nem volt sziikség. A beteg pantoprazolt szedett rendszeresen. A
kézremegés megjelenése eldtt, a beteg 18 honapon at rendszeresen hasznalt kokaint
nazalisan (napi ~1 g-ot — 15 mg/kg). A kokain hasznélata sordn ingerlékenység és
almatlansadg, valamint disszociativ tiinetek, mint példaul a deperszonalizaci6 és a

derealizaci6 jelentkeztek a paciensnél. Ez utobbi miatt 10 honappal a vizsgalat elétt mar
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abbahagyta a kokain hasznalatat. Koriilbeliil 3-4 honappal a drog-hasznalat befejezése
utén észlelte a kéztremort.

A neurologiai vizsgalat soran a kéztremor aszimmetrikusan jelentkezett jobb oldali
tulstllyal, és elsdsorban posturalisan volt ndvelhetd kis sulyok tartdsaval. Ezen kiviil
enyhe Parkinsonizmus jelei (enyhe bradykinesis és rigor a jobb kézben) is kimutathatok
voltak. Osszességében a neurologiai vizsgalat kezdeti Parkinsonizmust valdsziniisitett, de
a remegeés atipusos volt (nem nyugalmi-tipusti). A tremorok MDS besorolasa szerint
[295] izometrikus tremor szindromaként osztalyoztuk. A csaladi kortorténetbol
kiemelendd, hogy a beteg apja idésebb korban posturalis kéztremortdl szenvedett.
Betegiink fiat 13 éves koraban nyugtalan lab szindroma miatt vizsgaltdk. A rutin
vérvizsgalat, a réz, a ferritin és a ceruloplazmin szint, valamint a hasi ultrahang is
normalis volt. Az agyi MRI (3T) nem mutatott strukturalis vagy vascularis elvaltozasokat,
a basalis ganglionok normalisak voltak, de a fecskefarok jel hidnyat észleltiik (8. abra),

ami PD-re utal.

8. abra A beteg agyi MRI felvétele

A mezencephalon sikjaban az axialis érzékenységgel sulyozott képeken a substantia nigra
mind a két oldalon azonosithato. A fecskefarok jel normal esetben jelen van a 3T

képalkotas soran a nyilak altal jelzett teriileten, de a betegben ez hianyzik.
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Az eredmények tovabbi tisztazasa érdekében DaTscan vizsgalatot végeztiink, egy kettds
fejii SPECT rendszerrel (GE Infinia II Xeleris munkaallomassal) az EANM iranyelv
[296] szerinti standard rogzitési protokoll alkalmazasaval és 170 MBq 1-123-loflupane
nyomjelzével. A vizsgalat soran alkalmazott jelzémolekula nemcsak a dopamin
transzporterhez (DAT), hanem a szerotonin transzporterhez (SERT) és a norepinefrin
transzporterhez (NET) is nagy affinitassal képes kotddni [297]. Ugyanakkor a DAT
koncentracidja a basalis ganglionokban sokkal magasabb, mint a tobbi transzporteré,
ezeért a mérések soran kapott értekek megfeleltethetok a DAT mennyiségének. A striatalis
kapcsolodas mértékét, mind semikvantitativ vizualis értékeléssel, mind a pontosabb
Osszehasonlitas céljabol DaTQUANT szoftverrel (a GE Healthcare altal 2013-ban
létrehozott, 2015-ben adaptalt, a bekotédést kvantitativan meghatarozd6 modszer)
értékeltiik [298]. A vizsgalat soran a radiopharmacon aszimmetrikusan csokkent
feldusulasat detektaltuk a jobb oldali nucleus caudatusban 3 oraval az 1-123-ioflupan
intravénas beadasa utan (9/A dbra). A DaTscan ideje alatt a beteg nem szamolt be
kokainhasznalatr6l. Habar a kokainhasznalatrol csak onbevallasos alapon gy6zddtiink
meg, a beteg hosszu tavii megfigyelése és szoros kovetése a beteg megfeleld
egylttmiikodésével, valamint a klinikai tiinetek javulasa meggy6zott benniinket az
anamnesztikus adatok megbizhat6sagarol.

Mivel a csaladban a tiinetek halmozddasa figyelheté meg a PD-vel leggyakrabban
asszocialt géneket megvizsgaltuk (PRKN, PINK1, PARK7, LRRK2, SNCA). Az LRRK2
génben a S1647T homozigdta kockazati tényez6t azonositottuk [231]. A szegregacios
vizsgalat soran a S1647T LRRK2 varidanst mindkét sziilében heterozigota formaban
azonositottuk. A klinikai és a DaTscan eredmények alapjan olyan Parkinson-szindromat
feltételeztiink, mely egy toxikus kornyezeti tényezd €s a genetikai kockazati tényezd
egyiittes jelenlétébdl fakad. Az ambulancian Selegilint irtunk fel neki, de a beteg elhagyta
a gyogyszert, mert a remegés a gyogyszeres kezeléstdl tovabb rosszabbodott. Egy év
kokain absztinencia utan a remegés jelentdsen csokkent. Masfél évvel az elsé DaTscan
utan ellendrzd vizsgalatot végeztiink, amely normal radiopharmacon dusulast mutatott a
striatumban, csak enyhe aszimmetriaval. A jobb nucleus caudatus teriiletén a
radiopharmacon feldisuldsa visszatért a normal tartomanyba, a jobb oldali striatum

teriiletén a disulas magasabb volt, mint az elsd vizsgalatnal (9/B 4bra).
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Slice 1 Slice 2 Slice 3

ké Q’

nen s

Ratios
Mean Counts Caul

Striatum Total / Occ
Slice 1
Caud-L / Occ 343

Caud-R/Occ: 290

Slice 2
Slice 3
Put-L / Occ : 221

Average Put-R / Occ 218

Slice 1 Slice 3

Mean Counts Caud CauR t - ! Ratios

Striatum Total / Occ
Slice 2 119.12 116.88 9217 CaudL/Occ: 333
Slice 3 111.04 1156 93.92 Caud-R / Occ 324

Put-L / Occ 228
Put-R / Occ 259

Average 1184 1169 8.7 281 a3

9. abra A beteg DaTscan értéke a két vizsgalati idépontban:

Az dbra a radiopharmacon feldusulasat mutatjia a basalis ganglionok teriiletén. A
méréseket és a szamitott aranyokat a kérdéses mennyiségek elemzéséhez a tablazatok
tartalmazzak. Az A) dabrat a beteg elsé vizsgdlata utin készitettiik. Ebben az idében
csokkent a radiopharmacon kétédés a jobb oldali striatumban (féleg a nucleus caudatus
teriiletén). A B) dbra egy év kokain absztinencia utdn keriilt rogzitésre. Ebben az

idopontban mar normal kotodeés mutathato ki a jobb oldali nucleus caudatusban.
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5 Megbeszélés

5.1 A Parkinsonizmus-asszocialt gének varians elemzése a PD kohortban
Kutatasunk elséként célozta meg a PD kapcsolt gének ritka varidnsainak vizsgélatat
Magyarorszagon, mely segitségével a PD genetikai epidemiologiai adatait térképeztiik
fel. Vizsgalataink alapjan megallapithatjuk, hogy a leggyakoribbként ismert monogénes
etiologia (SNCA, LRRK2, PRKN, PINK1, PARKY7) csak a PD kis hanyadaban felelds a
klinikai tiinetekért (4,8%, 9 eset), igy a hagyomanyos Sanger szekvenalas, az MLPA
vizsgalattal kiegészitve sem a legkoltséghatékonyabb diagnosztikai utvonal a PD
genetikai vizsgalata soran még FPD betegek esetében sem. A magyar PD betegek
genetikai elemzése soran olyan mutaciokat azonositottunk, amelyek eltéré asszociacios
foku géneket befolyasoltak (C9orf72, C190rf12, CP, DNAJC6, DNAJC13, EIF4G1,
GBA, LRRK2, PRKN, PINK1, PLA2G6, POLG, SNCA, SYNJ1, TMEM230, VPS13C és
VPS35). A génekben bekovetkezett eltérések a mitochondrialis miikddés és az autofagia-
alapu lebontasi utvonal hibain keresztiill PD kialakulasdhoz vezethetnek [54].
Fehérjetermékeik funkcidinak tanulmanyozasa tovabb tisztazhatja a neurodegeneracio
patomechanizmusaban jatszott szerepiiket és a koztiik fennalld kolcsonhatasokat.

Az MLPA elemzés 5 esetben azonositott patogén kopiaszam valtozast a vizsgalt
csoportban, mig Sanger-szekvenalassal harom esetben a LRRK2 gén lehetséges karos
mutacioit detektaltuk, tovabbi 38 esetben irtunk le kockazati varianst a PINK1 és a
LRRK2 génben (2 betegben mindkét génben azonositottunk eltérés). Az egyiittesen
eléforduld varidnsokat négy betegnél észleltiik (2,2%). Harom esetben heterozigdta
PRKN eltérést detektaltunk (1,6%). Ezen feliil 66 beteg NGS elemzése szamos mas PD-
asszocialt génben tart fel potencialisan karos eltéréseket (CP, C190rf12, DNAJCS,
DNAJC13, EIF4AG1, GBA, PLA2G6, SYNJ1, VPS13C, VPS35, TMEM230). Harom beteg
heterozigdta variansokat hordozott AD-PD génekben (DNAJC13, EIF4G1, VPS35). A
Sanger szekvenalas soran azonositott rizikd faktorokhoz képest tovabbi hét beteghen
azonositottunk egyediiliként el6forduldé monoallélikus GBA aminosaveserét. A
,,tObbszoros-talalat” mechanizmuséat a Sanger szekvenalas soran kapott eredményekhez
képest tovabbi nyolc betegnél irtuk le. Ezekben az esetekben egy genetikai kockazati
tényez6é vagy egy/ketté heterozigéta ritka varians egyiittes jelenlétét tartuk fel PD-vel
tarsitott génekben (16,7%). A Sanger szekvenalas eredményeihez képest tovabbi négy

esetben egyetlen heterozigéta mutaciot irtunk le egy AR-PD génben (9,1%).
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Osszességében azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy az NGS moédszerrel jelentds

mértékben megnovelheto a klinikailag relevans taldlatok szama (10. abra).

MLPA < Vizsgalt kohort
(186 6) (186 f6)
5 eset—2,7% / \
Sanger szekvenalas
(186 f8)
A—_‘ 22%
1,6 %

Ujgeneracids szekvenalas
(66 f5)

4,6 %

Genetikai riziko tényezdk

‘__

Genetikai riziko tényezék

PRKN, PINK1, SYNJI,
C190rf12, DNAJC6, PLA2G6,
TMEM230, DNAIC13, GBA,

LRRK2

PINK1

PRKN
LRRK2

u AD-PD
PRKN o RE

= Tebbszoros-talalat

PLA2G6, DNAJCE,

CP, VPS13C, PRKN m Tobbsz6rés-talalat
Monoallélikus AR-PD : : Monoallélikus AR-PD

u Negativ m Negativ

10. abra A kiilonb6z6 modszerekkel azonositott genetikai hattér megoszlasa

Az dbrdn a szines dobozokban az egyes csoportokban azonositott gének szerepelnek. A
kordiagramm szemlélteti, hogy a Sanger-, illetve az ujgenerdacios szekvendlas utin a
vizsgalt betegek hany szazaléka keriilt a jelolt csoportokba.

Roviditésjegyzék: MLPA: multiplex ligdacio-fiiggd proba amplifikacio, AD-PD:
autoszomdalis domindnsan oroklédé Parkinson-kdrral —asszocialt gének, AR-PD:
autoszomdalis recessziven oréklodo Parkinson-korral asszocialt gének, RF: riziko faktor,
P: patogén, D: kdros, SNCA: alpha-synuclein, PRKN: parkin RBR E3 ubiquitin protein
ligase, LRRK2: leucin rich repeat kinase 2, DNAJC13: DNAJ subfamily C member 13,
EIF4GL1: eukaryotic translation initiation factor 4 gamma, 1, VPS35: vacuolar protein
sorting 35, PINK1: PTEN-induced kinase, GBA: glucocerebrosidase, C19orfl2:
chromosome 19 open reading frame 12, SYNJ1: synaptojanin-1, DNAJC6: DnaJ heat
shock protein family (Hsp40) member C6, PLA2G6: phospholipase A2 group 6,
TMEM230: transmembrane protein 230, CP: ceruloplasmin, VPS13C: vacuolar protein
sorting 13 homolog C.
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5.1.1 Az azonositott kopiaszam eltérések és szerepiik a rutin diagnosztikaban

A vizsgalt esetek koziil 6t betegnél azonositottunk a PRKN vagy a SNCA génben nagyobb
kopiaszam eltérést (copy number variation, CNV). Az egy vagy tobb exont érintd
deléciok és duplikaciok/triplikaciok jelentds hanyadot képviselnek a PRKN gén esetében
[299]. Egy holland kohortban a haplotipus és a kozos toréspontok elemzése alapjan
alapitd mutacioként irtak le az exon 7 duplikaciojat [154]. A CNV-k fontossagat a PRKN
génben eredményeink is alatimasztottak, mivel a megoldott esetek (akar oligogénes, akar
AD 0oroklédésnek megfeleld pozitiv eseteket szamolva) 17,4%-a PRKN exon
atrendezOdést hordozott. Ez a tipusu eltérés feltételezhetéen artalmasabb, mert
megvaltoztatja a parkin fehérje miikodését azaltal, hogy atrendezi a fehérje strukturdjat
[300]. Ezek a megallapitasok azt sugalljak, hogy a leggyakrabban érintett génekben a
CNV-k vizsgalata a PD diagnosztizalasanak rutin klinikai gyakorlataban koltséghatékony
lehet. Vagyis elmondhatd, hogy a CNV-ket els6 1épésként kellene vizsgalni, amennyiben
a klinikus fontolora veszi a genetikai meghatarozottsag lehetdségét. Ezért intézetiinkben
megvaltoztattuk a klinikai genetikai diagnosztikai utvonalat és elsd 1épésben minden

beteg DNS mintajat MLPA moédszerrel elemezziik.

5.1.2 Korabban mar PD-vel asszocialt genetikai riziko variansok

A PD kockazati tényezoi a GBA, a LRRK2 ¢s a PINK1 génekben viszonylag gyakoriak
voltak a mi kohortunkban. Ezek a varidnsok klinikai szempontbol jelentdsek lehetnek,
mivel néhanyuk fontos tényezéként szerepet jatszhat a Klinikai vizsgalatok
starifikalasaban (pl. a GBA gén esetében), mig masok médositd szerepet jatszhatnak a
homozigoéta allapotban egy PD kockazati tényezd, hasonléan magas gyakorisdggal volt
jelen mind a magyar, mind a kinai PD betegekben (14,5%, illetve 24,4%) [231]. Ez az
eredmény jol korrelal kordbbi adatainkkal, amelyek egy kelet-dzsiai populacidspecifikus
marker jelenlétét mutattak ki a magyar népességben [301].

Sparato és mtsai (2017) hipotézise szerint azok a gének amelyek mind a mendeli
rendellenességek koroki mutéacidit, mind a komplex betegségek rizikd varidnsait
hordozzédk nagy funkciondlis jelentdséggel birhatnak a betegségek patogenezisében
[302]. Ez arra utal, hogy a mendeli rendellenességekhez kapcsolodd gének genetikai

variacioi fontos szerepet jatszhatnak a komplex betegségek iranti fogékonysag
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novelésében. Kohortunkban a genetikai kockazati variansok irodalomhoz hasonld
gyakorisagat figyeltiikk meg [2]. A jovében terapias beavatkozast lehetne tervezni néhany
genetikai kockazati varians alapjan, hasonléan a GBA génhez kapcsol6dod PD esetében
alkalmazott gliikozil-ceramid-szintaz (GCS) gatlasat vizsgald klinikai vizsgalatokhoz
[303].

5.1.3 ,, Tobbszoros-talalat” mechanizmus és szerepe a PD-re val6 fogékonysagban
A sajat és mas kutatocsoportok megfigyelése alapjan [304, 305], tobb mint egy ritka
varidns azonositasdnak a lehetdsége NGS technologidval egy PD betegnél nem egyedi
esemény. Esetiinkben akkor feltételeztiik a ,,t0bbszoros-talalat” hatasat, ha a betegnek
egynél tobb eltérése volt (akar ritka karos, akar gyakori kockézati varians) kiilonb6z6 PD-
vel tarsitott génekben. Ezek a megfigyelések tudomdnyos szempontbol érdekesek,
azonban nehéz az egyénnek ilyen esetben genetikai tanacsot adni. Kohortunkban 12
esetben mutattunk ki lehetséges ,,tobbszords-talalat” mechanizmust a PD tiinetek
hatterében, ebbdl kilenc esetben pozitiv volt a csaladi anamnézis (5. tablazat). Az
azonositott kockazati variansok egyiittes jelenléte az AR-PD-vel tarsitott gének ritka,
karos variansaival felvetette annak a lehetdségét, hogy a betegek korabban megjelend
tiineteit a ,,tobbszords-talalat” mechanizmusa magyarazhatja. A kockazati variansok
modositd hatasainak tovabbi elemzése, kiilondsen ha recessziven 6roklodd heterozigota
ritka kdros mutéacioval tarsul, segithet a PD progndzis pontosabb eldrejelzésében.
Korlatozza az eredmények értelmezhetdségét a parhuzamosan Iétezd genetikai kockazati
tényezOk eltérd penetrancidja is. Tovabb arnyalhatnd a képet, ha egyetértés sziiletne a
kutatok kozott abban, hogy a GBA-t monogénes koroki vagy inkabb kockazati
tényezdként (az alacsony életkorhoz kapcsolddo penetrancia miatt) kellene klasszifikalni.
Példaként emlithetjik a N409S GBA varianst, amelynek becsiilt penetrancidja 6-14%
minden populdcidban. De magasabb penetranciar6l szdmoltak be a sulyosabb GBA
variansok esetében, amelyek becsiilt penetranciaja megkozeliti a LRRK2 variansokét
[243, 244]. Irodalmi adatok alapjan a LRRK2 gén variansainak becsiilt penetranciaja
valosziniileg a varians génen beliili elhelyezkedésével fligg 6ssze [86]. Ezért fontos, hogy
ezeket a teszteket megismételjiik egy joval nagyobb kohortban is.

Az oligogénes hatds statisztikai aldtdmasztasa érdekében két hipotézist teszteltiink.

Megvizsgaltuk, hogy azok az EO betegek, akik egyidejlileg egynél tobb PD-asszocialt
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varianst hordoznak korabban induld tiinetekkel rendelkeznek-e. Megfigyeltiink egy
tendenciat, ez azonban statisztikailag nem volt szignifikans (4/A abra). A masodik kérdés
az volt, hogy vajon azoknal a betegeknél, akiknél PD-t diagnosztizaltak, gyakrabban
fordulnak-e ¢l6 variansok PD-asszocialt génekben, mint mas neurodegenerativ
betegségben szenvedd betegek vagy a kontrollok esetében. Meglepd modon
megfigyeltiik, hogy tobb ritka varidns volt jelen a kontroll csoportban, ha megengedd
szlirési kritériumokat definidltunk, de ez a kiilonbség szigorubb sziirési kritériumok
felhasznalasaval csokkent. Amikor a legszigorubb sziirési kritériumot alkalmaztuk, akkor
ugy tint, hogy ez a tendencia megfordul, habar statisztikailag ez nem volt szignifikans
(4/B abra). Ezenkiviil, megfigyeltiik azt a potencialis tendenciat is a csoportunkban, hogy
azoknak a betegeknek, akiknek tobb varidnsa van, nagyobb eséllyel keriilnek a familiaris
csoportba a besorolas soran. Osszefoglalva elmondhatd, hogy az oligogénes hatas
gyanujat az eredményeink alapjan feltételezziik, azonban egy sokkal nagyobb kohortra
lenne sziikségiink ahhoz, hogy az oligogénes hatast bizonyithassuk.

Figyelembe kell venniink a statisztikai 6sszehasonlitds korlatait, amely egyrészt az esetek
kis szamabol (66 esetben volt NGS adatunk), masrészt a lehetséges egyéb genetikai
faktorok meglétébdl fakad. Az utobbi esetnél még a teljes exom analizis esetén sem
zéarhatjuk ki annak a lehetdségét, hogy olyan exonokon kiviili régidoban vagy olyan tipusu
koroki eltérések okozzak a tiineteket, amelyeket ezekkel a modszerekkel nem tudtunk
lefedni. A célzott szekvenalas esetén pedig a nem vizsgalt génekben eléforduld lehetséges

patogén eltérések sem zarhatok ki.

5.1.4 Monoallélikus heterozigéta varians AR-PD-vel tarsitott génekben

Vizsgalatunkban hét esetben azonositottunk monoallélikus, ritka, karos, heterozigota
mutaciét AR-PD génekben (6. tablazat), amelyek potencialis szerepet jatszhatnak a PD
patogenezisében [306, 307]. Korabbi tanulmanyok azt sugalltak, hogy a sporadikus
EOPD-betegek kb. 5-10% -a heterozigdta mutaciot hordoz AR-PD-vel tarsitott génekben
[156, 308]. Kohortunkban hasonlé eloszlast (Sanger — 4,3%, NGS — 17,2%) észleltiink.
De tovabbra is vita targyat képezi, hogy a recessziv gének heterozigota varidnsai hogyan
jarulhatnak hozz4 az EOPD kialakulasahoz. Egyrészt, néhany tanulmény szerint egy
heterozigéta mutacid6 nem elegendd ¢és egy masik mutdciora van sziikség a PD

kialakulasahoz [309-311]. Masrészt, néhany eredmény alapjan a heterozigéta mutaciok
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haploinszufficiencia révén PD-t okozhatnak, de a dominans-negativ vagy a toxikus hatast
sem lehet kizarni [156, 160, 312]. Tovabbi eredmények azt mutattak, hogy a heterozigota
mutaciok vagy sejtszintli szubklinikai diszfunkciot eredményeznek, vagy hajlamositanak
a PD kialakulasara [156, 160, 312]. Ezenkiviil a korabban leirt mutaciok hibas mikodést
okozhatnak a striatum dopamin anyagcseréjében és megvaltoztathatjak az agyi halozat
struktarajat, ami kognitiv karosodashoz vezethet [234, 307, 313-315].

A PRKN és a PINK1 génekben az egyes heterozigdta mutaciok kisebb genetikai kockazati
tényezOknek tekinthetOk a PD kialakuldsa szempontjabol. Példaul a PRKN heterozigota
mutacioi zavarokat okozhatnak a striatum dopamin metabolizmusaban [313], tovabba ezt
a tipusu eltérést mar korabban is dsszefliggésbe hoztak sporadikus LOPD-vel [72]. A mi
betegeink koziil is két késdi kezdetli esetben PRKN heterozigéta, karos varianst
azonositottunk. Mivel a VPS13C mutécioi mitochondrialis diszfunkciot és PINK1/PRKN-
fliggd mitofagia novekedést eredményeznek [180], ez a kapcsolat azt sugallja, hogy a
heterozigota eltérései hasonld kovetkezményekkel jarhatnak, mint a PRKN és a PINK1
gének esetében. A PLA2G6 heterozigdota mutacidi szintén hozzdjarulhatnak a PD
kialakulasahoz [306], mivel bizonyos PLA2G6 heterozigdota mutacidkat mar PD-vel
érintett betegekben is azonositottak [316, 317]. Feltételezziik, hogy az 1898M karos
mutacidé a CP génben, amely fontos szerepet jatszik az agy vas- €s réz-anyagcseréjében
[287], fokozhatja a PD kialakulasanak kockazatat.

A 6. tablazatban bemutatott négy korai kezdetli beteg atlagos AOO-ja (42 + 5,72 év)
inkabb hasonlit a 4. tdblazatban bemutatott, egyetlen genetikai kockézati varianst hordozo
sporadikus betegek atlagos AAO-értékéhez (40 += 6,94 év), mint a potencidlisan
oligogénes hatterli sporadikus EOPD betegekhez (5. tablazat, atlagos AOO: 34,5 + 4,95
¢v). Az AR-PD-asszocidlt gének muticioinak vizsgalata elengedhetetlen Ilehet a
heterozigdta mutaciok szerepének pontosabb tisztazasahoz az EOPD-s betegekben.
Egyetértiink Kleinnel és Westenbergerrel abban, hogy a csdkkent penetrancia, a valtozo
expresszivitas és a kiillonféle fenokopidk/genokopidk nehezebben azonosithatok, ha a
beteg pozitiv csalddi kortorténettel rendelkezik. Vannak csaladok, ahol az inkomplett
penetrancia, vagy a nagyon enyhe, vagy a klinikailag megkiilonboztethetetlen fenotipus
miatt, bizonyos csaladok esetében a betegséget hibasan soroljak be AR-oroklésmenetbe
[318]. Jovobeni tanulmanyoknak kell megvalaszolniuk azt a kérdést, hogy vajon ezek a

variansok potencidlis AD-PD-indukalé mutéacidkként, vagy inkabb kockazati
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tényezOkként a genetikai fogékonysaggal és a kornyezeti hatasokkal egyiittesen felelosek
a kialakulo fenotipusért. A monoallélikus variansok szerepének feltarasa az AR-PD-ben
donté jelentéségli lehet a genetikai adatok jovobeli felhaszndldsa szempontjabol, a

genetikai tanacsadas javitdsa érdekében a személyre szabott megkozelités soran.

5.2 A POLG, mint nuklearis mitochondrialis gén szerepe a Parkinson-kérban

A mitochondrialis POLG hibas miikodése rendkiviil széles fenotipus spektrumot okozhat,
egyrészrol stulyos, progressziv, multiszisztémas betegséget, vagyis a klasszikus POLG-
asszocialt mendeli korképeket eredményezhet. Masrészrél egyre nagyobb szamban
azonositanak heterozigota POLG mutaciot nem klasszikus mitochondridlis betegségek
hatterében is, mint pl. a Parkinsonizmus és a korai menopauza [219]. A sporadikus és iPD
patogenezisének hatterében mar régota ismert a mitochondridlis diszfunkcid szerepe
[319]. Bizonyos esetekben a mitochondrialis DNS elsddleges genetikai hibaja, mig joval
gyakoribb esetben a POLG gén mutacidjanak okaként, masodlagosan keletkezett
atrendezédések direkt modon okozhatnak Parkinsonizmust [319]. Kérdés tovabba, hogy
a heterozigota POLG mutaci®6 major vagy minor hatdsi gén a Parkinsonizmus
patogenezisében. Murgai és mtsai szerint a heterozigdéta mutaciok szubklinikai vagy
enyhébb fenotipussal ¢és késobbi induldssal manifesztalédhatnak, feltételezhetéen a
kiilonb6z6 epigenetikai mechanizmusok kovetkeztében [224].

A 67, Parkinsonizmussal érintett beteg vizsgalata soran harom esetben azonositottunk
potencialis koroki varianst a POLG gén esetében (4,5%). Annak ellenére, hogy egyre tobb
gén keriil leirasra a primer mitochondrialis génhibabol fakadé PD-vel kapcsolatban (pl.
PRKN, PINK1 ¢és PARKY), a sokarci mitochondridlis diszfunkciét okozd6 POLG gén
mutéacidja a klinikai gyakorlatban csak ritkdn meriil fel a Parkinsonizmus hatterében.
Ezzel szemben, mar ebbdl a korlatozott esetszamil tanulmanybol 1athato, hogy a POLG
mutéci6 gyakorisdga a Parkinsonizmusban szenvedd paciensek korében hasonlit az egyéb
PD-vel asszocialt gének mutacids gyakorisagahoz.

Az azonositott varidnsok koziil a T2511/P587L mutacio a negyedik leggyakoribb human
POLG eltérés [320]. A biokémiai vizsgalatok igazoltak, hogy a T251I és a PS87L
variansok koziil az utobbi karosabban hat a fehérje szerkezetére, és a T2511 ezt
szinergisztikusan befolyasolja stulyosan kérositva a katalitikus aktivitast [223]. Altaldban

a leggyakoribb klinikai megjelenés a PEO, ptosissal vagy anélkiil, és a masodlagos
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klinikai tiinetek kozé tartozik az ataxia, myopathia, epilepszia, neuropathia ¢&s
majbetegségek. Nem ritkan tarsulnak pszichidtriai tiinetek is a POLG mutaciokhoz. A
tiinetek megjelenésének ideje is nagyon valtozatos és nem figyeltek meg a nemmel
Osszefliggd mintazatot sem [291]. Tobb, korabbi esetben felmeriilt ennek a Gsszetett
heterozigdta mutacionak az autoszomalis dominans jellege [294, 321-323]. A 2. esetben
leirt H613D eltérés az irodalomban eddig még nem keriilt leirdsra és a gnomAD
adatbazisban sincs jelen. A varidnst 8 predikcids algoritmus is karosnak itélte €és az
ACMG klasszifikacio alapjan valdsziniisithetden patogén besorolast kapott. Azonos
pozicioban korabban leirt H613Y aminosavcserét heterozigota formaban azonositottak
egy férfi betegben, akinek a fobb tiinetei a ptosis, myopathia, stilyos cerebellaris atrophia,
dysarthria és enyhe kognitiv hanyatlas volt [324]. A 3. esetben detektalt G737R
aminosavcserét eddig egy esetben irtak le Gsszetett heterozigota formaban, korai-kezdeti
Parkinsonizmussal diagnosztizalt betegben [292]. Az eddig kozolt esetekben joval
korabbi indulasu volt a betegség, mint a mi paciensiink esetében [293].

A korabbi irodalmi adatok €és a magyar populadcioban kapott eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy a Parkinsonizmus differencial diagnozisa soran, az esetleges POLG
genetikai érintettségét figyelembe kell venni. A negativ csaladi anamnézis sem zarja ki
egyértelmiien a mitochondrialis betegség esélyét [319]. Tovabba fontos szem el6tt tartani
azt a lehetéséget is, hogy a tobbszorés POLG mutacion kiviil egyéb tényezok is
hozz4jarulhatnak a klinikai kép manifesztaldédasahoz, a betegség stulyossagat és a tiinetek
megjelenésének idejét befolyasolva. Ilyen modositd tényezok Iehetnek egyéb nuklearis
mitochondridlis génekben bekovetkezd mutaciok, a megvaltozo interakciok mas mtDNS
replikacioban szerepet jatszo fehérjékkel, az mtDNS heteroplazmia, az epigentikai

faktorok és a gén-kdrnyezet interakciok.

5.3 A C90orf72 eléfordulasi gyakorisaga a magyar PD kohortban

Az utobbi néhany évben, elsésorban az esettanulmanyok, kibovitették a C9orf72-vel
tarsuld, ALS vagy FTD nélkiili Parkinson-szindromak klinikai spektrumat [325, 326]. Ez
az elso olyan vizsgalat, amely a C90rf72 GGGGCC hexanukleotid ismétlodés-feldusulast
(HIF) genotipizalta egy klinikailag diagnosztizalt Parkinsonizmussal rendelkez magyar

kohortban. Az altalunk vizsgalt csoportot alkotdo 147, magyar, nem-rokon beteg
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vizsgalata soran két esetben (1,4%) patogén, 30-nal nagyobb ismétlddés-szamot és 7,5%-
ban 23 ¢és 30 HIF kdz¢ esd intermedier esetet irtunk le.

A kiilonboz6 azsiai kohortok (Iran, Kina) vizsgélatanal sem pozitiv, sem intermedier
esetet nem regisztraltak [327]. Az egyetlen 0sszefiiggés, amit azonositottak, az a HIF és
a PD tiinetek megjelenésének idépontja kozott volt jelen [328], a mi kohortunkban ilyen
Osszefliggést nem talaltunk (7. ébra). Két amerikai tanulmany koziil csak az egyiknél
talaltak négy betegben a normalisnal nagyobb HIF-et: 21, 23, 24 ¢és 38 ismétlodés, ez
utobbi viszont nem szegregalt a vizsgalt csaladban [329, 330], akarcsak a mi esetiinkben.
Egy szardiniai vizsgalatban négy intermedier esetet (20-29 HIF) tarsitottak PD-vel
(pszichozissal vagy demenciaval) és atipusos Parkinsonizmussal (demenciaval vagy
anélkiil) [331]. Mig angol és francia PD kohortban harom esetben patogén HIF-et
azonositottak [332]. Tovabbi tanulmanyokban 20-39 k6z6tti HIF-ekr6l szamoltak be PD-
vel érintett betegekben [151, 329, 333, 334]. Erdekes modon egyik kontrollnal sem volt
>23 ismétlodés [333]. Az intermedier expanzi6 a PD vagy a Parkinsonizmus kockazati
tényezdje lehet, am az intermedier ismétlddés nem mindig szegregalédik a PD
klinikummal [333, 334]. Mivel a klinikailag diagnosztizalt PD 10-25%-anal a
boncolaskor eltéré diagnozis keriil megallapitasra, a pozitiv vagy intermedier C90rf72
ismétlddések klinikailag diagnosztizalt PD vagy Parkinsonizmus esetén a fenotipusos
heterogenitasra vagy mas neurodegenerativ rendellenességek meglétére utalhatnak [335].
Erdekes modon tobb tanulmany igazolta a PD vagy a Parkinsonizmus dtsulasat a C9orf72
expanzioval diagnosztizalt ALS/FTD érintett csaladokban [152, 336-338]. Ezért
feltételezhet6, hogy a C9orf72 HIF legalabb részben magyarazza az ALS és a
Parkinsonizmus kozott leirt 6sszefliggést. Ez a megallapitds magyaradzhato azzal, ha az
intermedier allél valoban egy ,,premutacios” allél az ALS szempontjabol. Mivel az ALS
sokkal ritkdbban fordul eld, mint a PD, ezért nagyobb a valdszinlisége, hogy a PD a
ritkabb ALS csaladokban figyelhet6é meg, mint forditva. Bar az intermedier/pozitiv esetek
patomechanizmusanak tisztdzasara iranyuld kutatasok még gyerekcipdben jarnak, a
kezdeti bizonyitékok arra utalnak, hogy a ndvekvd szami ismétlédéssel egyre
instabilabba valik a régié [339]. Az intermedier eseteknél kiszamithatatlan, hogy a
kovetkezd generacioban a HIF ndvekedni vagy cs6kkenni fog, ezzel szemben a hosszabb
ismétlddések szama tobbnyire novekszik [340]. Az intermedier esetek instabilitasa

lehetdvé teszi egy olyan kiiszobérték elérését, ahonnan mar valdszinlibb az ismétlédés-
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szam novekedése, mint csokkenése. Fennall annak a lehetdsége is, hogy a kiilonb6z6
C9orf72 HIF okozta betegségekben az intermedier, illetve a patogén ismétlodés-szam
mas-mas. Osszegezve, ezek az adatok arra utalnak, hogy a C9orf72 ismétlédések
nemcsak hozzdjarulnak a PD/Parkinsonizmus kialakuldsdnak fokozott kockéazatahoz,
hanem bizonyiték lehet a rendellenes RNS-metabolizmus fontos szerepére a PD
patogenezisében [333]. Tovabbi vizsgalatokra van sziikség a C9orf72 HIF szerepének
tisztazasahoz a teljes PD populdcioban, és annak meghatdrozasahoz, hogy vannak-e
egyéb, kozos genetikai kockazati tényezok ezen neurodegenerativ rendellenességek
kozott.

A vizsgalatunk alapjan elmondhato, hogy (1) a C90orf72 ismétlédés expanzidja ritkan
fordul el6 a klinikailag tipusos PD-ben és egyéb Parkinsonizmusokban; (2) tébb C9orf72
ismétlddés-expanziot mutatd betegnél a Parkinsonizmus levodopa-reszponziv volt és
csak kevés esetben jelent meg kognitiv hanyatlas, és (3) nem minden C9orf72 ismétlédés-

expanziot hordozo betegnek volt pozitiv a csaladi anamnézise.

5.4 A Kkornyezeti és a genetikai riziko tényezoék kolcsonhatasa egy eset
bemutatasan keresztiil

A tartés kokainhasznalat szamos mozgaszavart eredményez [257], mivel komplex hatasa
van a kozponti idegrendszerre. Az ilyen hatasok kategorizalasanak lehetséges modjai az
id6jellemzokon alapulnak, vagyis az akut vagy kronikus hasznalat folytan kialakult
neurologiai komplikaciok, vagy azon, hogy a beteg aktiv felhasznalo, korai vagy késoi
absztinens. A kokain f6 akut farmakologiai hatasa a dopamin (DA) visszavételének
gatlasa, amely megemeli a szinaptikus DA szintet. Jelenleg csak kevés informacio all
rendelkezésre a kokain hatdsar6l a human dopamin transzporter (DAT) expresszidjara, €s
az allatkisérletekb6l szarmazd adatok is idonként ellentmondasosak. Két, az irodalom
altal tdmogatott mechanizmus létezik, amelyekkel megprobaltuk értelmezni az
eredményeinket, azaz a DaTscannel detektalt alacsony DAT-kotést, amely késébb
normalizalodott.

Egyrészt, a megnovekedett DA-szintre reagalva DAT-szint csokkenés zajlik le [341]. Ez
a kompenzacios mechanizmus csdkkenti az akut DA-emelkedést a kokain hasznalataval
Osszefliggésben. Viszont hossza tdvon DA-hidnyhoz vezet a nucleus caudatusban és a

frontdlis cortexben, mivel mind a DA szintézis, mind az 0jboli felvétel sziikséges a
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szinaptikus miikodéshez [342]. Az akut kokain absztinencia esetén a DAT elkezd
feliilszabalyozodni, amit korabbi DaTscan tanulmanyok is igazoltak [343]. Ez
magyarazhatja eredményeinket, azaz a csokkent DAT-kotodést, amely késobb
normalizalodott. Ebben az esetben azt feltételeztilk, hogy a DaTscan-t egy olyan
idOablakban hajtottuk végre, amikor a DAT-szint még csokkent, azonban a beteg mar
absztinens volt. Az akut megvonasi tiinetek mint a pszichologiai problémak, a
nyugtalansag €s a tremor, a DA szint csokkenésének kovetkeztében jelentkeztek [344].
Azzal egyiitt, hogy a kokain hosszu tavi hasznalata kovetkeztében csokken a DAT szint,
amely magyarazhatja a Parkinson-szeri tiinetek megjelenését, az absztinencia soran DA
deplécio is végbemegy. Mas tanulmanyok azonban azt sugalljak, hogy a kokain noveli a
DAT-expressziot, és a hosszabb ideig tartd absztinencia csokkenti a DAT szintet [259].
Ebben a forgatokonyvben feltételezhetjiik, hogy azért lattunk csokkent DAT-kotést, mert
a beteg mar hosszu ideje absztinens, €s ez a valtozas késObb az expresszid szintjén is
normalizalodott.

Meg kell emliteni, hogy a fent leirt mechanizmusok elméletek €s a kokain idegrendszerre
gyakorolt hatdsa nagyon 6sszetett. Fontolora kell venniink a D2 receptor expressziojanak
valtozasait [345], és a dopaminerg szinaptikus terminalisok hosszi tava szerkezeti
karosodasat is [342]. A hatasok lehetnek a d6zistdl és a készitményt6l fliggdk, ugyanis a
neurologiai komplikéaciok gyakoribbak a kokain beszivhato alkaloid formainal, amelyek
,crack” néven ismertek [346]. Az akut vérnyomas-emelkedés és az agyi érrendszeri
goresok szintén okozhatnak cerebrovascularis eseményeket, példaul akut ischaemias
stroke-ot vagy aneurysma-rupturat [347], de a kisebb szubklinikai ischaemias események
is okozhatnak szerkezeti karokat az agyban. A kronikus kokainhasznalat fokozott, életkor
fliggd temporalis lebenyi corticalis atrophiat eredményez [348], és csokkenti a frontalis
fehérallomanyi Osszekottetést [349], amit képalkotd vizsgalatokkal is igazoltak.

A kokainhasznalat és a Parkinsonizmus 6sszekapcsoldsa mindazonaltal bonyolult, és az
irodalmi adatok is hidnyosak. Egyrészt a szinaptikus DA szint akut emelkedése enyhitheti
az ,,OFF” id6szakokat a PD-ben szenved6 betegeknél [350]. Masrészt a kronikus
hasznalat sok esetben Parkinson-szerti jellemzdkkel tarsult tobb esettanulmanyban [344],
bar ezt nem igazolta a Callaghan és mtsai altal kozolt epidemiologiai tanulmany [351]. A
fent leirt mechanizmus a masodlagos Parkinsonizmus farmakoldgiai, reverzibilis

formajara utal a mi esetiinkben. A Parkinsonizmus ¢€s a kronikus kokainhasznalat kozott
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azonban lehetséges tovabbi, nem farmakologiai kapcsolat is. A kronikus kokain expozicid
az a-synuclein tlzott expresszidjat valtja ki [264], amely akut védé mechanizmus lehet
a fokozott oxidativ stressz ellen, de végil LB-k kialakulasdhoz ¢és gyors
neurodegeneraciohoz vezet. Ezenfeliil a kokain fizikailag k6tédik az a-synucleinhez is,
ami karos konformacioés valtozasokat okozhat [262]. Mindazonaltal nem valoszinii, hogy
ezek a valtozasok visszafordithatod patologiat okoznanak a DaTscan-en.

A gyogyszer-indukalt Parkinsonizmus (DIP, drug-induced parkinsonism) egyik kivalto
okaként ismeretesek a kiilonbozé dopaminreceptor-blokkold szerek (DRBA, Dopamine
receptor blocking agent). Fontos hangsulyozni, hogy a DIP esetében a koroki agens
visszavonasat kovetden a betegség progresszioja altalaban visszafordul. Habar a hossza
tava  kokainhasznalatnak nem ugyanaz a hatdsmechanizmusa, mint a DRBA
vegyitileteknek, viszont ezekr6él mar jol ismert, hogy Parkinsonizmust is kivalthatnak. Lim
¢s munkatarsai (2013) arr6l szamoltak be, hogy a Parkinsonizmus a DRBA abbahagyasa
utan tobb, mint hat honapig fennmaradhat, és ezzel egyidejlileg a DaTscan normalis
striatdlis DAT kotodést mutat. Kilenc hoénappal a DRBA abbahagydsa utan a
Parkinsonizmus jelentOsen javult a vizsgalt betegekben, de nem szlint meg teljesen [352].
Az a folyamat, amit szamos DIP betegnél figyeltek meg, akiknél a DRBA abbahagyasa
utan a tlinetek tovabbra is jelen voltak vagy iddvel akar sulyosbodtak is, a PD egyidejii
kialakulasara utalhat. Elképzelhetd, hogy a neuroleptikumok az érzékeny dopaminerg
rendszerre gyakorolt lehetséges neurotoxikus hatadsukon keresztiill progressziv
folyamatokhoz vezetnek [353]. Tovabbi kérdés, hogy a személyes fogékonysag milyen
szerepet jatszik a folyamatban. A neuroleptikumoknak kitett, DIP vagy PD tiineteket
mutatd személyeken végzett tovabbi genomi vizsgalatok végiil azonosithatjak a fennallo
hajlam genetikai hatterét. Még ha a patomechanizmus nem is ugyanaz, a kokain altal
kivaltott Parkinsonizmus és a DIP esetében az egyedi érzékenység fontos tényezd lehet.

Esetiinkben a PD-hez kapcsolodd géneket vizsgaltuk, mivel a beteg csalddjaban
gyakoriak a kiilonboz6 mozgaszavarok. Csak egy genetikai kockazati varianst fedeztiink
fel, amelyet korabban PD-vel tarsitottak. A homozigdta LRRK2 S1647T polimorfizmus
enyhe asszociaciot mutat a PD-vel, alacsony OR értékkel (kohortunkban az OR: 1,5; 95%
Cl: 0,75-2,97). Jelenlétében a Parkinsonizmus megjelenése nem valdszini, de
hipotetikusan bizonyos kornyezeti tényezdk jelenlétében, amelyek befolyasolhatjak a DA

szintet megnyilvanulhat. Hasonld6 mechanizmust irt le Lin és mtsai. egy tajvani kohortban
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[354], ahol az S1647T szubsztitucio csak akkor asszocialt Parkinsonizmussal, ha a
kornyezeti faktorokat is beillesztették a logisztikus regresszios modellbe. Tovabbi
tanulmanyok a kornyezeti tényezok és a genetikai variansok kozotti szignifikans
interaktiv hatasokra is utaltak [355]. Ilyen tipusu kolcsonhatasra jol ismert példa a
szerotonin transzporter bizonyos polimorfizmusa és a depresszido kapcsolata [356]. De
egy hasonldé asszocidcid bizonyitdsa a kokain hasznalat és a LRRK2 S1647T
polimorfizmus kézott tilmutat esettanulmanyunk keretein. Erdekes, hogy betegiinkben
az MRI mar mutatott bizonyos szerkezeti valtozasokat (a fecskefarok jel hianya), jelezve
a nigrostriatalis ut kéarosodasat, és igy a kokain akut farmakoldgiai hatisa is
megvaltozhatott. A csaladi anamnézis (az apai kézremegés és a gyermek nyugtalan 14b
szindroémaja) arra utal, hogy a péciensnél valosziniisithetd egyfajta nem farmakologiai
kockazat megléte is.

Osszegezve: ez az esettanulmany felveti a gén-kdrnyezet kdlcsonhatas lehetdségét a beteg
tiineteinek hatterében. Eredményeink azt sugalljak, hogy a kiilsé hatdsok némelyike
részben visszafordithaté lehet korai allapotban, mivel egy adott absztinens id0szak utan
a beteg parkinsonos tiinetei enyhiiltek. A betegnél azonban longitudinalis kovetésre van
sziikség, mivel a kokain kronikus hatasainak és a LRRK2 varians additiv hatasainak
eredményeként a PD késObb ismét megjelenhet. Hipotézisiink alatamasztasa érdekében
sziikséges lenne a S1647T szubsztitucido és a kornyezeti tényezOk kolcsonhatdsanak
tovabbi tanulmanyozasara egy nagyobb magyar kohortban, és funkcionalis tanulmanyok

kivitelezésére in vivo modellekben.

5.5 A genetikai tanacsadas nehézségei — differencialdiagnosztikai értelmezés

A Parkinsonizmus differencialdiagnosztikaja kihivast jelenthet a klinikusok szamara a
heterogén fenotipusok, a kapcsoldédo komorbiditasok €s a specifikus biomarkerek hidnya
miatt [34]. Kovetkezésképpen a Parkinsonizmus kiilonboz6 formai utanozhatjak az iPD-
t, ezzel megnehezitve a klinikai diagnozis felallitasat. Mostanaig tobb gént kapcsoltak a
kiilonbozd fenotipusit PD specifikus formaihoz, eldsegitve a kiilonféle PD formak
klinikai megkiilonboztetését. Fontos hangsulyozni, hogy még ezeknek az adott géneknek
az eltérd variansai is megvaltoztathatjak a klinikai fenotipust, amely igy jelentésen

kiilonbozni fog az iPD-t61 [357]. Ezenkiviil mas mozgaszavarok is utanozhatjak a PD
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fenotipust, ami szintén nehezebbé teheti a megfeleld diagnozis feldllitasat genetikai
vizsgalat nélkiil.

A PD genetikai vizsgalata Osszetett, ¢s tobbek kozott attol fligg, hogy a tesztelt egyén
olyan személy, akinek PD tiinetei vannak, vagy olyan személy, akinek a csaladi
kortorténete pozitiv PD-re, de neki még nincs PD tiinete. A komplexitds abbdl fakad,
hogy szamos gén ¢s kockazati tényezd kapcsolodik a PD kialakuldsdhoz. Bizonyos gének
esetében tovabbi vizsgalatokra van sziikség, amelyek képesek megerdsiteni az adott gén
vagy varians kapcsolatat a PD fenotipussal [40]. Noha ezek a gének megjelenhetnek a
PD-ben szenvedd egyéneknél a tobbgénes panelek esetében, jelenleg még csak limitalt
mértékben hasznalhatok fel a klinikai gyakorlatban. Tovabba sok betegnél még akkor is,
ha pozitiv a csalddi PD anamnézis, a betegséget okozo rendellenes gén nem azonosithato.
A genetikai tanacsadas kiilonds kihivast jelent azokban az esetekben, amikor (1) tobb
genetikai kockazati tényezd, vagy (2) egy patogén vagy valosziniileg patogén mutacio
heterozig6ta hordozodi statusza és egy genetikai kockazati tényezé egymas mellett van
jelen a vizsgalt személyben (11. abra). A parhuzamosan 1étezd ritka variansok
szegregacios elemzése megkonnyitheti a szerepiik tisztazasat. A GBA variansok kiilonos
jelentéséggel birhatnak. Az eddig k6zolt eredmények alapjan gy tlinik, hogy azok a
variansok, amelyek jobban karositjak a fehérjét, még heterozigota allapotban is, nagyobb
hatassal vannak a betegség kialakulasara és progressziojara [358].

M¢ég bonyolultabb a helyzet, ha a vizsgalt személynek monoallélikus karos, ritka variansa
van AR-PD génben. Azokban az esetekben, amikor egyidejiileg 1éteznek monoallélikus
ritka patogén variansok €s olyan génekben torténnek valtozasok, amelyek potencialisan
ndvelhetik a PD kialakuldsdnak esélyét, vagy ezekben a génekben egynél tobb ritka
varians van jelen, a betegség kialakulasanak kockazata nagyobb. Fontos tovabba kiemelni
azokat a tovabbi gén-gén kdlcsonhatdsokat, és a kornyezeti tényezdket, amelyek szintén
befolyasoljak a genetikai hattér megnyilvanulasat. Bizonyos esetekben, a kordbban PD-
vel tarsitott génben a csokkent penetrancia miatt a koroki eltérés nem okoz PD-t az egyén
élete soran. Ezenkiviil alapvetd fontossagl, hogy a klinikai genetikus ismerje az 9sszes
megkiilonboztetd fenotipusos tulajdonsidgot, amelyek a kiilonb6zd PD-asszocialt
génekhez kapcsolodhatnak (1. és 2. tablazat, pl. GBA, DNAJC6, SYNJ1), mivel bizonyos
esetekben, ahol valosziniileg patogén vagy bizonytalan jelentdségili varianst azonositanak

PD-asszocialt génben a reverz fenotipizalas fontos feladat (11. dbra).
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A Genetikai Teszt Eredménye Egyéni Interpretacio Aspektusai Beavatkozas
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11. abra A genetikai teszt eredményeinek klinikai értelmezése és a genetikai
tanacsadashoz kapcsolodo feladatok

Az elsé oszlop a PD-genetikai teszt elvégzése utan felmeriild leggyakoribb eredményeket
mutatja be. Fentrdl lefelé haladva a konnyebben értelmezheté megdllapitisoktdl az egyre
nagyobb kihivast jelenté talalatokig jutunk. Az egyes szinteken a genetikai lelet
szempontjait a genetikai tandcsadonak kell értelmeznie. Itt csak a szinttel kapcsolatos
legfontosabb kérdéseket vettettiik fel. Az utolso oszlopban a klinikai genetikusok adott
szinttel kapcsolatos legfontosabb feladatait szerepeltettiik. Mindazonaltal fontos
hangsulyozni, hogy minden szinten nagyon komplex megkozelitésre van sziikség.
Roviditésjegyzék: MLPA: multiplex ligdacio-fiiggd proba amplifikacio, PD: Parkinson-
kor, AR-PD: autoszomalis recessziven orokliodo Parkinson-kor, AD-PD: autoszomalis
domindnsan 6roklédé Parkinson-kér, ACMG: American College of Medical Genetics and

Genomics, VUS: bizonytalan jelentiségii varians, WGS: teljes genom szekvenalds.

Kohortunkban nemcsak a GBA mutaciot hordozo PD esetekben voltak jelen
megkiilonboztetd klinikai jellemzOk, hanem a heterozigota PLA2G6 varianssal (P9)
rendelkezd betegek esetében is. A P9 paciensnél leirtak hallucindcidkat, als6 végtagi
proximalis gyengeséget, spasticitdst, inkontinenciat (6. tablazat). Az MRI sulyos
fehérallomanyi laesiokat mutatott. Korai kognitiv diszfunkcié volt egy olyan betegnél

(P22), aki heterozigéta varidnsokat hordozott a SYNJ1 és LRRK2-ben (5. tdblazat). Ennek
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a betegnek a korai és sulyos gyogyszeres kezeléssel asszociald motoros fluktuacioja és
gyakori OFF-dystoniaja is volt. Korai és sulyos orthostaticus hypotensio volt jelen a
heterozigota C190rf12 varianssal rendelkez6 P4 betegben (5. tablazat). Egy olyan
betegnél, aki heterozigéta CP varianst (P27) hordozott, alacsony volt a szérum
ceruloplasmin szint. Az §sszes ilyen tipusu klinikai tiinet megfigyelése €s 0sszegyuijtése
nagyon fontos a genotipus-fenotipus korrelaciok jobb megértéséhez a PD-vel érintett
betegek esetében.

Habar még nem sok bizonyiték létezik a C90rf72 expanzié gyakorisagara a PD betegek
¢s az igazolt a-synucleinopathidk esetén, a C90rf72-h6z kapcsolodo ALS-esetekben
bizonyitott a substantia nigra teriiletén fellépé neurodegeneracio [359]. Annak ellenére,
hogy a C9orf72 HIF nem okoz klasszikus PD-t, lehetséges, hogy a C9orf72-expanzidval
jard neuropatologia befolyasolhatja a SN-t és Parkinsonizmust okozhat [360]. Ennek
értelmében a C90rf72 expanzid tobb agyi teriiletet érinthet, amelyek eltér6é klinikai
kovetkezményekhez vezethetnek [150]. Ennélfogva a C9orf72 mutaciok genetikai
vizsgalatat atipusos Parkinsonizmus és ALS/FTD pozitiv csaladi anamnézis jelenlétében
mérlegelni kell [360]. Tovabba a kombinalt motoneuron és extrapiramidalis tiinetekkel
rendelkez6 személyeket HIF-re kell szlirni, fliggetleniil a csaladi anamnézist6l [361].
Annak megértése, hogy a C90rf72 expanzi6 mind az ALS, mind a Parkinsonizmus
genokodpia oka lehet, valosziniileg donto jelentdségli a Parkinsonizmussal kiizd6 betegek
tanacsadasaban ¢és kezelésében, kiilonosen, ha csaladjukban el6fordult ALS vagy PD.

A jelen tanulmény arra utal, hogy a Parkinsonizmusban szenvedd betegek 10,2%-anal
nagyobb a HIF-érték a C9orf72 génben, mint 23, ez azt sugallja, hogy a PD vagy mas
Parkinson szindrémas betegeknél ellenérizni kell a C9orf72 HIF-et. A pozitiv/intermedier
esetek jelenléte hasonld a sporadikus €s a familiaris csoportban (8,2%, illetve 10,2%).
Ezaltal a potencidlis hordozok koran azonosithatok, aminek jelentds kovetkezményei
lehetnek a genetikai tanacsadas szempontjabol. A C9orf72 expanzioval kapcsolatban a
diagnosztikai munka sordn fontos szem eldtt tartani az alabbi tényezdket: inkomplett
penetrancia, komplex genotipus-fenotipus Osszefiiggés, széles korli és atfedd klinikai
tiinetek, kezelésekre adott eltérd valaszok és kiilonb6zo lehetséges prognozisok [360].

A Klinikai gyakorlatban fontos szerep juthat a C9orf72 HIF detektalasanak a
csaladtervezés és a potencidlis génterapidk fejlédése miatt. Ezért azt javasoljuk, hogy

minden olyan PD-s és egyéb Parkinsonizmusban szenvedd beteget, akinek csaladi
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kortorténetében van példa egyéb neurodegenerativ betegségre, vizsgaljunk C9orf72 HIF-
re. Mivel sok esetben a betegek nem tudnak kielégité felvilagositast adni a csaladi
kortorténetiikrdl, és egy HIF vizsgalat egy tobb gént magaban foglald szekvenalashoz
képest nagysagrendekkel olcsobb, érdemes minden esetben elvégezni a szlrést. A
C9orf72 HIF el6zetes sziirése hozzajarulhat a C9orf72 neurodegenerativ betegek
megkiilonboztetéséhez azoktol, akiknél tipusosabb PD alakul ki. Azonban tovéabbi
kutatasok sziikségesek, hogy a betegek ¢€s csaladtagjaik szamara a kapott eredmény
szerepét megfeleléen tudjuk értelmezni.

A Parkinsonizmus és a POLG mutaciok egylittes jelenléte az altalunk vizsgalt betegekben
arra utalhat, hogy bizonyos esetekben a POLG hibaja a Parkinsonizmus monogénes oka
is lehet. Ennek az Osszefliggésnek a kihangsulyozasa klinikai szempontbol is jelentds
lehet, kiilondsen a mozgaszavarok diagnozisaban. Az izomgyengeséggel jaro PEO és a
neuropathia elfedheti a Parkinsonizmus tiineteit, és a klinikusoknak kiilonds figyelmet
kell forditaniuk a betegek Parkinsonizmusanak észrevételére és kezelésére. PD-ben
szenvedd pacienseknél ritkan eléfordulhatnak olyan tiinetek, amelyek POLG-asszocialt
mitochondridlis betegségre utalhatnak, mint példaul a ptosis, a myopathia és a
neuropathia [319]. A mitochondrialis Parkinsonizmusnak jelenlegi tudasunk szerint nincs
megkiilonbozteto jele, amely lehetdvé tenné az azonnali diagnodzist, és a negativ csaladi
anamnézist sem tekinthetjiik kizaré kritériumnak [319]. Az egyes tiinetek azonban
segitséget nyujthatnak.

A POLG-asszocialt Parkinsonizmusrol altaldnossagban elmondhato, hogy a tiinetek 50
éves kor koriil jelennek meg, csokken a dopamin felvétel a striatumban és altalaban jol
reagalnak levodopa vagy dopamin agonistara [362], ez a mi betegeink esetén is igaz volt.
Ezen kiviil sok esetben levodopa-indukalt dyskinesis ¢€s motoros fluktuaciod is
megfigyelhetd, amely szintén azonosithatd volt betegeinknél is [363]. A szemmozgas
zavara, a koponya MRI, a pszichiatriai komorbiditas, a neuromuscularis junctio zavara, a
neuropathia és a fehérdllomanyi laesio is felvetheti a POLG szerepét a betegség
patomechanizmusaban. Ilyen esetekben, ha a genetikai érintettség lehetOsége is
felvetddik a Parkinsonizmus tiineteit mutato betegnél, a POLG gén szekvendldsat is meg
kell fontolni. Tovabba az izomgyengeséggel jard PEO, a neuromuscularis junctio zavar

¢és a neuropathia a Parkinsonizmus tiineteivel keverten jelentkezve a beteg gydgyszeres
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kezelésének modositasat teheti sziikségessé. A 12. éabran a POLG-asszocialt

Parkinsonizmus lehetséges diagnosztikai megkozelitését foglaltuk ossze.

Anamnézis, neurolégiai CK és laktat Koponya MRT

vizsgélat * A legtobb esetben a * Fehérallomanyi laesiok
= CK normalis Y
* Negativ csalddi anamnézis nem zirja \ cedel r : 2
ki MD-t. » Nyugalmi Izombiopszia hypogonadism
* MD tiinetek: idegi i erhelés tat . valproat-tri
DM, hypertroph y . rendel , pszichiatriai
WPW, migrén, ps i MD-t. ava nsonizmus

betegségek, hypothireosis, opticus « Biokémiai eredmények ! ének és néhany
atrophia, retinopathia, stroke-szerti csokkent légzési komplex
epizodok, alacsony termet , @ : genetikai tesztelése.

12. abra A POLG-asszocialt Parkinsonizmus diagnosztikai megkozelitése

A mitochondrialis rendellenességek lehetséges diagnosztikai utjat abrdzoljuk
Parkinsonizmussal érintett pdciensek esetében. Annak ellenére, hogy az abra egy
folyamatot sugall, a valodi diagnosztikai ut a beteg konkrét klinikai megjelenésétdl fiigg,
és nem egy mereven meghatdrozott folyamat. A POLG-val kapcsolatos rendellenességek
esetében piros zaszIo lehet a Parkinson-korral kiizdo betegek/csaldadok esetében, ha a fent
felsorolt tiinetek koziil valamelyik jelen van [319].

Roviditésjegyzék: MD: mitochondridlis rendellenességek, DM: diabetes mellitus, WPW:
Wolff-Parkinson-White szindroma, CK: kreatin-kindaz, EMG elektromyographia, NMJ:
neuromuscularis junctio, MRI: mdgneses rezonancia képalkotds, RRF rongyos voros
rost, COX: citokrom c oxiddz, mtDNS: mitochondridlis DNS, POLG: DNA polymerase

gamma, catalytic subunit, PEO: progressziv externdlis ophthalmoplegia.

A genetikai hattér azonositasa nem csak a csaladtervezésben fontos, hanem a személyre
szabott gyogyaszat korszakaban egyre inkabb sziikség van a betegek genetikai hattere
alapjan elvégzett stratifikalasra. Vannak olyan klinikai vizsgalatok, amelyek bizonyos

genetikai valtozasokkal, példaul heterozigota GBA variansokkal, rendelkezd betegek
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kezelésére Osszpontositanak. Idedlis esetben a személyre szabott terdpids beavatkozas
elérése érdekében a jovoben optimalis lenne a tobbdimenzids klinikai ¢és
genetikai/genomikai kockazatbecslés, valamint a progresszidos profil elemzésekor a

rendszerbiologiai megkdzelités.

Osszefoglalva: kutatasunk tovabb tdmogatja azt a hipotézist, miszerint a mendeli PD-vel
tarsitott génekben bekovetkezd valtozdsok genetikai kockézati tényezdk lehetnek a
sporadikus formaban, és az AR-PD gének monoallélikus heterozigota variansa is
hozz4jarulhat a betegségre vald hajlam noveléséhez. Az NGS technologidk széles korii
elterjedésével a klinikai értékeléshez a genetikai tesztek egyre fontosabb eszkozt
jelentenek az EOPD Klinikai vizsgalataban és kutatasiban. Az NGS alkalmazasa
hatékonyan azonositja az egyidejileg fenndlldo patogén ritka variansokat és a genetikai
riziké tényezdket, amelyek jelentds szerepet jatszhatnak a PD komplex patogenezisének
megértésében. Azonban bizonyos gének esetében a korkép hatterében azonositott
kopiaszam valtozassal vagy repeat expanzioval jarod eltérés miatt, a kialakuld fenotipus
clengedhetetlenné teszi az NGS elemzések kiegészitését MLPA és rt-PCR
technologiakkal. A neurodegeneracidval kapcsolatos gének egyidejii elemzése
tamogathatja mind a diagnosztikai munkat, mind a klinikailag elkiilonitett fenokdpiak
értelmezését bizonyos egyedi vagy egyiittesen jelen 1évo genetikai valtozatokkal,
valamint a neurodegenerativ rendellenességek spektrumaval kapcsolatban. A betegség
bonyolultsiga és az NGS technolégidk jobb hozzaférhetosége miatt a genetikai
tanacsadas egyre nagyobb kihivast jelent, kiilondsen a PD-hez kapcsolodo ritka variansok
szamanak novekedésével. Ezért a klinikai genetikusoknak fel kell késziilniiik a betegséget
okozé mutaciokkal és kockazati faktorokkal is rendelkez6 betegek genetikai
tanacsadasara. A kozeli jovoben a major betegséget okozd mutacio(k) és a kisebb
kockazati tényezOk egyiittes jelenléte mar elképzelhetd, hogy az egyén szintjén is

értelmezheto lesz.
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6 Kovetkeztetések

Vizsgalataink soran a Parkinson-kor (PD) genetikai hatterérdl az alabbi (1j informaciokat

allapitottuk meg:

1.

Magyarorszagon elséként végeztiink komprehenziv genetikai vizsgalatot PD-ben.
A teljes PD kohort 8,1%-aban igazoltunk monogénes okot a betegség hatterében,
¢s a betegek 32,3%-aban genetikai hajlamositd tényezot irtunk le. Ezen beliil az
AR-PD génekben hét esetben azonositottunk feltételezhetden karos,
monoallélikus eltéréseket. Ezzel tovabbi adatokkal bdvitettiik a heterozigota
eltérések szerepérdl szolo ismereteket AR-PD génekben, amelyek valdsziniileg,
mint hajlamosité tényez6k novelik a PD kialakulasanak kockazatat.

A POLG gén elemzése soran harom esetben azonositottunk potencialisan patogén
eltérést a Parkinsonizmus hatterében az altalunk vizsgalt magyar PD betegekben.
Ez kihangsulyozza a mitochondridlis gének vizsgéalatdinak fontossagat a
Parkinsonizmussal diagnosztizalt paciensek esetében.

Vizsgaltuk a ,,t0bbszoros-talalat” mechanizmus jelent6ségét a Parkinsonizmus
kialakulasaban. A kohortban 12 esetben talaltunk potencidlis ,,tobbszords-talalat”
hatast a betegség hatterében. Az oligogénes hatas statisztikai elemzése alapjan
felvazolhato egy olyan tendencia, amely értelmében a potencialisan karos, ritka
variansok dusulasa figyelheté meg az érintett személyekben. Egy olyan tendencia
is korvonalazddott, amely szerint a potencidlisan karos variansok szamaval
forditottan aranyosan valtozik a tiinetek megjelenésének ideje.

Els6ként igazoltuk magyar PD kohortban, hogy a C9orf72 hexanukleotid repeat
expanzio is tarsulhat Parkinsonizmussal. Ez alapjan ajanlast tettiink arra, hogy a
korai kezdetii PD genetikai diagnosztikajaba ennek a génnek a vizsgalata is
bevonando.

Egy kornyezeti kockazati tényezé (kokain) és egy genetikai hajlamosit6 tényez6
egyiittes hatasat irtuk le egy korai Parkinsonizmus tiineteit mutatd péciens
esetében. Az eset alapjan feltételezziik, hogy a kokain hasznalat kdvetkeztében
végbemend molekuléris valtozasok részben visszafordithatok. A kokainhasznélat
¢és a Parkinsonizmus kapcsolata nagyon komplex kérdéskor, amelyben az egyes
asszociaciok értelmezése sokat segit a Parkinsonizmus patomechanizmusanak

jobb megértésében.
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6. Az eredményeink segitségével j genetikai diagnosztikai ajanlast dolgoztunk ki a

korai kezdetli PD betegek szamara (13. abra).

/ Kutatasi projekt — Parkinsonizmus tiineteit mutaté beteg

C9orf72 fragment analizis
l \ Szekunder Parkinsonizmus

s

Korai kezdet VAGY Késéi kezdet ES
+ csaladi anamnézis - csaladi anamnézis

— ~~

Delécio vagy duplikacio Negativ eredmény
Pozitiveredmény: Negativeredmény

Heterozigota kéros eltérés AD-PD génben
* Homozig6ta/dsszetett heterozigdtakaros (W J
eltérés AR-PD génben Y

* Ismert rizik6 faktor PD génben WES/WGS

¢ Tobbszérss taldlat PD génben

13. abra Javaslat az EOPD betegek molekularis genetikai diagnosztikajara

Roviditésjegyzék: EOPD: korai kezdetii Parkinson-kor, C9orf72: chromosome 9 open
reading frame 72, RF: riziko faktor, MLPA: multiplex ligacio-fiiggo proba amplifikacio,
PD: Parkinson-kor, AD-PD: autoszomdlis dominansan oroklédé PD, AR-PD:

autoszomdalis recessziven oroklodé PD, WES: teljes exom szekvendlas, WGS: teljes

genom szekvendalds.
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7 Osszefoglalas

A Parkinson-kor (PD) esetén a genetikai heterogenitas miatt az elmult években az
ujgeneracios szekvenalast (NGS) egyre nagyobb aranyban hasznaljak a klinikai genetikai
kutatasokban és a diagnosztikaban is. Kutatasaink soran a Parkinsonizmus klinikai
képével rendelkezO magyar betegek genetikai hatterét kivantuk feltérképezni. A
leggyakoribbnak tartott PD-gének Sanger szekvenalasat és MLPA analizisét kdvetden
célzott panel és teljes exom NGS vizsgalatot végeztiink. Az NGS eredmények klinikai
értelmezhetdségének lehetdségeit vizsgaltuk. Célunk volt az Aaltalunk tervezett
neurodegeneracios panel és a teljes exom szekvenalas eredményességének elemzése
Parkinsonizmussal érintett betegeknél. A Parkinsonizmusban genetikai epidemiologiai
vizsgalatokat végeztiink tipusos és atipusos PD-kapcsolt €s ijonnan felmeriilt hajlamositéd
gének esetében. A vizsgalt betegcsoportban elemeztiik a genotipus-fenotipus
Osszefliggéseket. Egy Parkinsonizmus fenotipussal jelentkezd beteg esetében vizsgaltuk
a kokain ¢és egy genetikai hajlamosito tényezd hatasat. Mivel Magyarorszagon még nem
elemezték korabban a C9orf72 és a POLG gének szerepét a Parkinsonizmus
diagnosztikai gyakorlatba. Célunk volt egy genetikai diagnosztikai Gtvonal ajanlasa a
Parkinsonizmus genetikai tesztelésére. Megallapitottuk, hogy mind az altalunk tervezett
NGS alapu neurodegeneraciés panel, mind a teljes exom szekvenalds hatékonyan
alkalmazhaté moédszer a Parkinsonizmus-formak molekularis diagnosztikdja soran. A
teljes PD kohort 8,1%-aban igazoltunk monogénes okot a betegség hatterében, és a
betegek 32,3%-aban genetikai hajlamositd tényez6t irtunk le, amely magyarazhatja a
betegek tiineteit. Magyarorszagon elséként végeztiink Parkinsonizmusban &tfogo
genetikai elemzéseket. Az irodalomban elérhetd informacidkat, a genotipus-fenotipus
Osszefliggésekrol, a kordbban leirt AR- és AD-PD-asszocilt gének és a POLG gén egyes
eltérései esetében Kibovitettiik. Célzott panel és teljes exom szekvenalas révén tobb
Parkinsonizmus genokoépiat irtunk le a vizsgalt kohortban. A PD betegekben heterozigota,
ritka variansokat azonositottunk a POLG génben, valamint repeat expanziot a C9orf72
génben. A kapott eredményeink alapjan egy 0 diagnosztikai megkozelitést vezettiink be
a Parkinsonizmus genetikai vizsgalatdra az intézetiinkben, és felvazoltuk a genetikai

tanacsadas legfontosabb kérdéseit az NGS adatok értelmezésekor a PD betegek esetében.
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8 Summary

In Parkinson's disease (PD) due to genetic heterogeneity, next generation sequencing
(NGS) has been increasingly used in the research and diagnostics of clinical genetics. In
our study, we would like to map the genetic background of Hungarian patients with
Parkinsonism. After Sanger sequencing and MLPA analysis of the most common PD
genes, targeted panel and whole exome NGS were performed. The clinical interpretations
of NGS results were investigated. Our aim was to examine the efficacy of our
neurodegeneration panel and whole exome sequencing in Parkinson's disease. In
Parkinsonism, genetic epidemiological studies have been carried out on typical and
atypical PD-linked and newly emerging susceptibility genes. Genotype-phenotype
correlations were analyzed in the examined cohort of patients. In a patient with
Parkinsonism, we investigated the effects of cocaine abuse and a genetic risk factor. As
the role of the C9orf72 and POLG genes in the epidemiology of Parkinsonism has not
been analyzed yet in Hungary, we aimed to examine and integrate them into the practice
of clinical diagnostics. Our goal was to recommend a genetic diagnostics way for genetic
testing of Parkinsonism. We identified that both our NGS-based neurodegeneration panel
and whole exome sequencing are effective methods for molecular diagnostics of
Parkinsonism. In 8.1% of our entire PD cohort, we confirmed a monogenic cause in the
background of the disease, and we described a genetic predisposing factor in 32.3% of
the patients that may explain their symptoms. We were the first in Hungary who
conducted comprehensive genetic analyzes of Parkinsonism. Information about
genotype-phenotype correlations for the previously described AR and AD-PD associated
genes and some alterations in the POLG gene were expanded. Through targeted panel
and whole exome sequencing, several genocopies of Parkinsonism have been described
in our cohort. In PD patients, heterozygous rare variants were identified in the POLG
gene and repeat expansion in the C9orf72 gene. Based on our findings, we introduced a
new diagnostic approach to the genetic testing of Parkinsonism in our institute and

outlined the key issues of genetic counseling when interpreting NGS data of PD patients.
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12 Mellékletek

1. melléklet Sanger szekvenalashoz hasznalt forward és reverz primer szekvenciak

Gén Exon  Irany Szekvencia
PRKN 1 Forward 5' AGGCGTGAGGAGAAACTACG 3'
Reverz 5 CGCAGAGAGGCTGTACCTG 3
2 Forward 5' GAGGGGTAAATCGGTTGAGA 3'
2 Reverz 5 GCAGTGTGGAGTAAAGTTCAAZ3
3 Forward 5 TCTCGCATTTCATGTTTGACA 3
Reverz 5 TAAATATGCACCCGGTGAGG 3'
4 Forward 5 TTCAAAATGTTCCTGAAGACT 3
Reverz 5 TTTCTTTTCAAAGACGGGTGA 3
5 Forward 5 TCTGCAGACCACACTTTGAA 3
Reverz 5 GAGGAATGAATGTGACCAGGT 3
6 Forward 5 TCACACCTCGTAACAGATTTCTTC 3
Reverz 5 GCTCGTGTGGCAGAACAATA 3
7 Forward 5' GCCTTTCCACACTGACAGGTA 3
Reverz 5 AAATTCTTCTGCTAGGGTTTACG 3
8 Forward 5 GGCAACACTGGCAGTTGATA 3
Reverz 5" GGAGCCCAAACTGTCTCATT 3
9 Forward 5° AAGCAAGAAATCCCATGCAC 3'
Reverz 5" AAGTCCAAAGGGAAAATGAAA 3
10 Forward 5 TGAATTTGGAAAAGGAAAAAT 3
Reverz 5" GGAACTCTCCATGACCTCCA 3
11 Forward 5 CCGACGTACAGGGAACATAAA 3
Reverz 5" ATTCTCCCCCAAAGAGCACA 3
12 Forward 5 TCTAGGCTAGCGTGCTGGTT 3
Reverz 5 GCGTGTGTGTGTGTGTTTGA 3
PINK1 1 Forward 5' GCCCCAAGTTTGTTGTGAC 3'
Reverz 5 GCGCTTAGCTCCGTCCTC 3'
2 Forward 5 TCCCCTGTTTCCCTTTTCTT 3
Reverz 5 GGCACCTTTCCTGTGGATAA 3
3 Forward 5 GGTTACAGGCAGGGCTTACA 3
Reverz 5 CACTGTACCAGGTGCTGAGG 3
4 Forward 5 GTGTTGGTGTGGCCTTAGGT 3'
Reverz 5 TGACCCTGTTCTCCAAAACC 3
5 Forward 5' CGTATTGGGAGTCGTCGATGT 3
Reverz 5 GACCTGAAGAGTCAGTCCTAAAZ
6 Forward 5' GTCAGCTATGTCTTGCTGGTG 3'
Reverz 5" ATCACAAGGCATCGAGTCTCC 3
7 Forward 5 TGGATCAGGTGATGTGCAGGA 3'

Reverz 5 AGGATCTGTCACTGTGGCTCT 3'
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8 Forward 5' GAGAAGGGAAGACCCTCACTA 3
Reverz 5 CAGACTGAACTCTCACTCAAGT 3
PARK?7 2 Forward 5> TTTGGGGTATCTCAGGGTTG 3’
Reverz 5 CAAAATGATTTAAAAATCCAAAAAC 3’
3 Forward 5> GGGTGAGACCCCATCTCTCT 3’
Reverz 5> TTTTCTAAAATGAGTCTGTGCTAACAA 3’
4 Forward 5° CAATTTAATGCACAGTTGAAATGAA 3
Reverz 5 CCCCCAGCTTTATTGAGGTA 3’
5 Forward 5> TCCTAGTGAGTGATTGGTTAGTGG 3’
Reverz  5’AGATGCCCTGCATGCTTTAT 3’
6 Forward 5> CCAGGCACTATTGCGATTTT 3’
Reverz 5> AGATCACGCCACTGCACTC 3’
7 Forward 5> CGTCTTTCTCGTCACATAGCC 3’

Reverz 5 GCGAACACAGTGAGAATGGA 3’

SNCA  1-2 Forward 5 GAGAAGGAGGAGGACTAGGAGG 3'
Reverz 5 CGGCGTTCTCAGGATTTC 3'

3 Forward 5 TGTGGGAACAAAGGGGATA 3'
Reverz 5 GCTTATCAATTCAAAGCCCT 3'

4 Forward 5 GGACATCTTGGTGGCTTTTG 3'
Reverz 5 TTTGCATGGCATTTATCTGG 3

5 Forward 5' GCTAATCAGCAATTTAAGGCTAG 3'
Reverz 5 GATATGTTCTTAGATGCTCAG 3

6 Forward 5' CGGAGGCATTGTGGAGTTTAG 3'
Reverz 5 CCACGTAATGAGCATGTAGAGAGC 3

7 Forward 5' GACTGGGCACATTGGAACTGAG 3'
Reverz 5 GCTGTCAGTGCTGATGCGTAATTG 3

LRRK2 19 Forward 5° GAAGTTTGATTTGCCAGTCTC 3’

Reverz 5> TCAAACTGGCATGAATAACCA 3

21 Forward 5> AAGTGAAAAACCAACATGGC 3’
Reverz 5> ACATCAGGGAAATCCCTACC 3’

23 Forward 5> AGCCTGATTGCTAGGAGGTG 3’
Reverz 5> GGGGGACTTATCACCCAGTG 3’

24 Forward 5> GCTAGACTTAAGTTCCTCAGA 3’
Reverz 5> TCAGCATATTTAGGCAACCC 3’

25 Forward 5> TCCTCTTTGATGCTGTTCTT 3’
Reverz 5> TGCCACTTTTAAATCCACAA 3’

27 Forward 5> GGTGGTTCAACTTCAGGCTC 3’
Reverz 5> AATGGAAATTAAATTAAGTG 3’

31 Forward 5> AGCAGGCCCAGTTTGAAAG 3’
Reverz 5" GACATTTCTAGGCAGTTGAG 3’

32 Forward 5> CTGAATTTGCCAACCATTTG 3’

Reverz 5> GAACCGTATGGATATTCTCTC 3°
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33 Forward 5' AAAGCCCCTTGATATTTGTT 3’
Reverz 5' ATGCTTTGACCATAACCCCC 3’
34 Forward 5> AGGAGGTTTACACTAGAAGCA 3°
Reverz 5> AGGCCACATGGTTGCTAGAG 3’
35 Forward 5' AGGTTGGGTGTTTTGTGAGG 3’
Reverz 5' ATGCCATCTCCCTAATTTCT 3°
40 Forward 5' CATGTTCAGCCTGTTGATG 3’
Reverz 5' GGCACAGTGTTACTGGGAA 3’
41 Forward 5' GCACAGAATTTTTGATGCTT 3°
Reverz 5' GAGGTCAGTGGTTATCCAT 3’
48 Forward 5' TCAATTCAGAATGGTTAGGG 3’

Reverz 5' GAAAAGATGGTGCTGAGAA ¥’

2. melléklet A C90rf72 gén vizsgalatahoz hasznalt primerek szekvenciai

anchor primer 5> CAG GAA ACA GCT ATG ACG 3’

antisense primer 5> CAG GAA ACA GCT CTG ACC CCC CGG CCC CGG CCC
CGG 3’

sense primer 5 FAM-CAA CCG CAG CCT GTAGCA AGC TCT GG 3°

3. melléklet A C90rf72 vizsgalata soran alkalmazott repeat-primed PCR program

98°C 5 perc 1x
98°C 30 mésodperc
70°C 1 perc 2X
72°C 2 perc

98 °C 30 mésodperc
68°C 1 perc 3X
72°C 2 perc

98°C 30 mésodperc
66°C 1 perc 4x
72°C 2 perc

98°C 30 mésodperc
64°C 1 perc 5X
72°C 2 perc

98°C 30 mésodperc
62°C 1 perc 6X
72°C 2 perc

98°C 30 mésodperc
60°C 1 perc X
72°C 2 perc

98°C 30 mésodperc
58°C 1 perc 8x
72°C 2 perc

98°C 30 masodperc
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56°C 1 perc 35x
72°C 2 perc

72°C 7 perc 1x
4°C 00

4. melléklet Az ujgeneracios panel szekvenalas soran vizsgalt gének listaja

Gén Teljes név

ABCA7 ATP binding cassette subfamily A member 7
ADAM10 ADAM metallopeptidase domain 10

ADORA1 adenosine Al receptor

AKT1 AKT serine/threonine kinase 1

ALS2 alsin Rho guanine nucleotide exchange factor ALS2
ANG angiogenin

APOE apolipoprotein E

APP amyloid beta precursor protein

ATM ATM serine/threonine kinase

ATP13A2 ATPase cation transporting 13A2

ATP1A3 ATPase Na+/K+ transporting subunit alpha 3
ATP6AP2 ATPase H+ transporting accessory protein 2
ATXN2 ataxin 2

BACE1 beta-secretase 1

BIN1 bridging integrator 1

C19orf12 chromosome 19 open reading frame 12

C9orf72 chromosome 9 open reading frame 72

CD2AP CD2 associated protein

CD33 CD33 molecule

CFL1 cofilin 1

CHCHD10 coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 10
CHCHD2 coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 2
CHMP2B charged multivesicular body protein 2B

CLU clusterin

CP ceruloplasmin

CR1 complement C3b/C4b receptor 1

CTSD cathepsin D

CSF1R colony stimulating factor 1 receptor

CST3 cystatin C

DCAF17 DDBL1 and CUL4 associated factor 17

DCC DCC netrin 1 receptor

DCTN1 dynactin subunit 1

DNAJC13 DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member C13
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DNAJC5 DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member C5
DNAJC6 DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member C6
DNMT1 DNA methyltransferase 1

EIF4G1 eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1
ELAVL1 ELAV like RNA binding protein 1

EPHAl EPH receptor Al

EPHA4 EPH receptor A4

ERBB4 erb-b2 receptor tyrosine kinase 4

FBXO7 F-box protein 7

FIG4 FIG4 phosphoinositide 5-phosphatase

FTL ferritin light chain

FUS FUS RNA binding protein

GBA glucosylceramidase beta

GCH1 GTP cyclohydrolase 1

GIGYF2 GRB10 interacting GYF protein 2

GRN granulin precursor

HNRNPA1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al
HTRA2 HtrA serine peptidase 2

LRRK2 leucine rich repeat kinase 2

MAPT microtubule associated protein tau

MARK?2 microtubule affinity regulating kinase 2

MS4A4E membrane spanning 4-domains A4E

MS4AGA membrane spanning 4-domains A6A

NOTCH3 notch receptor 3

OPTN optineurin

PANK?2 pantothenate kinase 2

PARK?2 parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase

PARK7 Parkinsonism associated deglycase

PICALM phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein
PINK1 PTEN induced Kkinase 1

PLA2G6 phospholipase A2 group VI

POLG DNA polymerase gamma, catalytic subunit

PRKRA protein activator of interferon induced protein kinase
PRNP prion protein

PSAP prosaposin

PSEN1 presenilin 1

PSEN2 presenilin 2

PTK2B protein tyrosine kinase 2 beta

RAD51 RADS51 recombinase

SLC30A10 solute carrier family 30 member 10
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SLC6A3 solute carrier family 6 member 3

SNCA synuclein alpha

SNCB synuclein beta

SOD1 superoxide dismutase 1

SORL1 sortilin related receptor 1

SPG11 SPG11 vesicle trafficking associated, spatacsin
SPR sepiapterin reductase

SQSTM1 sequestosome 1

SYNJ1 synaptojanin 1

TAF1 TATA-box binding protein associated factor 1
TARDBP TAR DNA binding protein

TBK1 TANK binding kinase 1

TBP TATA-box binding protein

TH tyrosine hydroxylase

TMEM106B |transmembrane protein 106B

TMEM230 transmembrane protein 230

TOMMA40 translocase of outer mitochondrial membrane 40
TOR1A torsin family 1 member A

TPP1 tripeptidyl peptidase 1

TREM2 triggering receptor expressed on myeloid cells 2
TYROBP TYRO protein tyrosine kinase binding protein
UBE3A ubiquitin protein ligase E3A

UCHL1 ubiquitin C-terminal hydrolase L1

VAPB VAMP associated protein B and C

VCP valosin containing protein

VPS13C vacuolar protein sorting 13 homolog C

VPS35 VPS35 retromer complex component

WDRA45 WD repeat domain 45
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Az orokletes Parkinson-kor mint
a POLG-gén karosodasanak
uj klinikai megjelenési formaja
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Semmelweis Egyetem, Altalinos Orvostudomanyi Kar, Genomikai Medicina és Ritka Betegségek Intézete, Budapest

A nukledrisan kédolt POLG-gén fehérjeterméke kulcsszerepet jatszik a mitokondridlis DNS replikiciéjinak fenntar-
tasaban, és hibdja kiilonb6z6 stlyossigt, tobb szervrendszert érintd betegségeket okoz. A klinikai spektrum rendki-
vill tag, a leggyakrabban el6forduld tiinetek kozé tartozik tobbek kozott a ptosis, a myoclonus, az epilepszia, a
myopathia, a szenzoros ataxia, a parkinsonizmus, a kognitiv hanyatlds és az infertilitds is. Ma mdr ismert, hogy a
Parkinson-koér kialakuldsa sordn a mitokondridlis diszfunkci6 is nagy jelentSséggel bir a substantia nigra dopaminerg
sejtjeinek elhaldsiban. Ezért a POLG-génben bekovetkezd viltozasok befolydsolhatjik a kiilonb6z§ orokletes neuro-
degenerativ betegségeknek, igy a monogénes parkinsonizmusnak a kialakulasat is. A Parkinson-kér és a POLG kap-
csolatdr6l azonban még kevés az elérhets informacio, és ez iddig a magyar populdciéra vonatkozé adatok sem élltak
rendelkezéstinkre. Vizsgilatunk sordn 67 magyar, a parkinsonizmus tiineteit mutatd pdciens esetében Gjgenericios
szekvendldst végeztiink, és a POLG-génben talalhatd, potencidlisan karos varidansokat elemeztiik. 3 beteg esetében
azonositottunk potencidlisan koéroki eltérést. Kozleményiinkkel arra szeretnénk felhivni a figyelmet, hogy a parkinso-
nizmus differencidldiagnézisa sordn az esetleges POLG genetikai érintettségét is figyelembe kell venni. Kiilénosen
olyan plusztiinetek jelenlétekor, mint az ophthalmoparesis, a nem vascularis tipust fehérallomdnyi laesiok, a pszichi-
atriai komorbiditds és a tiinetek viszonylag korai induldsa. Kordbbi irodalmi adatok és sajat tapasztalataink alapjan
osszefoglaltuk a POLG-asszocialt parkinsonizmus lehetséges diagnosztikai megkozelitését is.

Orv Hetil. 2020; 161(20): 821-828.

Kulcsszavak: POLG, parkinsonizmus, Parkinson-kor, Gjgeneracios szekvenalas

Hereditary Parkinson’s disease as a new clinical manifestation of the damaged
POLG gene

The protein product of the nuclear-encoded POLG gene plays a key role in the maintenance of mitochondrial DNA
replication, and its failure causes multi-system diseases with varying severity. The clinical spectrum is extremely wide,
and the most common symptoms include ptosis, myoclonus, epilepsy, myopathy, sensory ataxia, parkinsonism, cogni-
tive decline and infertility. Now, it is known that mitochondrial dysfunction in Parkinson’s disease plays a key role in
the loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra. Therefore, changes in the POLG gene may influence the
development of various hereditary neurodegenerative diseases, including monogenic parkinsonism. However, only
limited information is available on the relationship between Parkinson’s disease and POLG gene and until now, there
are no available data about the Hungarian population. In our study, we performed a next-generation sequencing
study of 67 Hungarian patients with parkinsonism and analyzed the potentially damaging alterations in the POLG
gene. 3 patients have been identified with a potential pathogen variant. In this study, we would like to call attention
to the fact that during the differential diagnosis of parkinsonism, the possible involvement of POLG gene should be
kept in mind. Especially in the presence of additional symptoms, such as ophthalmoparesis, non-vascular white mat-
ter lesions, psychiatric comorbidity, and relatively early age of onset, the POLG gene should be taken into considera-
tion. Based on previous data from the literature and our own experience, we have summarized a possible diagnostic
approach for POLG-associated parkinsonism.

Keywords: POLG, parkinsonism, Parkinson’s disease, new-generation sequencing
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Roviditések

1KGP = (1000 Genomes Project) 1000 Genom Projekt;
ACMG = (American College of Medical Genetics and Geno-
mics) Amerikai Orvosi Genetika és Genomika Testiilet; ANS =
ataxids neuropathia szindréma; AS = (Alpers syndrome)
Alpers-szindréma; ClinVar = (clinical interpretation of genetic
variants) a genetikai varidnsok klinikai értelmezése; DATscan =
(dopamine transporter scan) dopamintranszporter-vizsgalat;
dbNSFP = database for nonsynonymous SNPs’ functional pre-
dictions; DBS = (deep brain stimulation) mély agyi stimuldcid;
DNS = dezoxiribonukleinsav; ESP = (Exome Sequencing Pro-
ject) Exomszekvendlds Projekt; exo = exonukledz domén;
GATK = (genome analysis toolkit) genomelemzé eszkozkész-
let; gnomAD = (Exome Aggregation Consortium Database
and Genome Aggregation Database) genomaggregacios adat-
bazis; LCIG = (levodopa-carbidopa intestinal gel) levodopa/
karbidopa intestinalis gél; link = linker régio; MAF = minoral-
1é]-frekvencia; MD = (mitochondrial disorders) mitokondridlis
rendellenességek; MDS = (Movement Disorder Society) Nem-
zetkozi Mozgaszavar Tarsasag; MR = mdgneses rezonancia;
mtDNS = mitokondridlis DNS; NEPSYBANK = (Neurologi-
cal-Psychiatric Biobank) Neurolégiai-Pszichidtriai Biobank;
NGS = (next-generation sequencing) jgenericids szekvendlds;
PARK?7 = Parkinsonism-associated deglycase, protein degly-
case DJ-1; PD = (Parkinson’s disease) Parkinson-kér; PEO =
(progressive external ophthalmoplegia) progressziv externdlis
ophthalmoplegia; PINKI = PTEN-induced kinase-1; pol = po-
limerdz domén; POLG = mitokondridlis DNS-polimeriz-y ka-
talitikus alegység; PRKN = parkin RBR E3 ubiquitin protein
ligase; VCF = (variant call format) varidnskivonatol6 formdtum

A mitokondrialis DNS-polimeriz-y (polg ) egy olyan fe-
hérje, mely a mitokondridlis DNS (mtDNS) replikiciéja-
ért felel. Mivel minden sejtben tobb szdz mitokondrium
van, fontos, hogy a replikici6 hibatlan legyen. A POLG-
fehérje hibaibdl fakaddéan masodlagos mtDNS-mutaciok
(deletiék, duplicatidk, depletidk, esetleg pontmutaciok)
jelenhetnek meg [1]. A mtDNS-ben bekovetkezd deleti-
Ok ¢és pontmutdciok, illetve a mtDNS depletidja kiilon-
bo6z6 stlyossagth mitokondridlis betegségekkel mutatnak
Osszefiiggést, de az Oregedés sorin is megfigyelhetSk
[2]. A POLG- (DNS-polimeriz-y katalitikus alegység)
génnek hirom doménje van: 1. exonuklediz domén
(exo), 2. linker régié (link), 3. polimeraz domén (pol)
[3]. Jelenlegi ismereteink alapjan koriilbelil 300 olyan
eltérést azonositottak a génben, amelyek kiilonb6z6 be-
tegségekhez kapcsolhaték (Human DNA Polymerase
Gamma Mutation Database) [4]. A POLG-gén hibajja-
hoz tarsitott betegségek kozé tartozik tobbek kozott a
progressziv externalis ophthalmoplegia (PEO), az Al-
pers-szindroma (AS), az ataxids neuropathia szindroma
(ANS) és a myocerebrohepatopathia spektrum betegség.
A klinikai spektrum nagyon széles, a leggyakrabban tir-
sftott tiinetek koziil a myoclonus, az epilepszia, a myo-
pathia, a szenzoros ataxia, a kognitiv hanyatlas és az in-
fertilitds emelendd ki [4]. Ezzel szemben a Parkinson-kér
és a POLG tarsuldsirol ritkabban olvashatunk.

A Parkinson-kor kialakuldsa sordn az oxidativ stressz,
a mitokondridlis diszfunkcié és a fehérjeaggregicio is

szerepet jatszik a dopaminerg neuronok pusztuldsiban
a substantia nigra teriiletén [5]. Ezt timasztja ald az is,
hogy a parkinsonizmust okoz6 leggyakoribb gének ko-
ziil a PRKN-, a PINKI- és a PARK7-gén mutacidi is
rendelkeznek a mitokondriumhoz kapcsol6dé funkcié-
val [6]. A mitokondrialis 1égzési lanc kémiai gatldsa a
dopaminerg neuronok pusztulasihoz és igy parkinso-
nizmus kialakulasidhoz vezet [7]. A dopaminerg neuro-
nokban kimutathatéan magasabb a mitokondridlis DNS
muticios ratdja [8]. Mivel ez utébbit a POLG-fehérje
hibas mtikodése is okozhatja, a POLG-génben bekovet-
kez6 valtozasok fontos szerepet jatszhatnak a kiilonbo-
z6 orokletes neurodegenerativ betegségek, igy a mono-
génes parkinsonizmus kialakuldsaban is. Luoma és mtsai
mér 2004-ben hét csalidban igazoltik feltételezésiiket,
miszerint a POLG-fehérje pol doménjét érinté mutaci-
Ok bizonyos esetekben specifikusan parkinsonizmus-
ként manifesztilédhatnak [1]. A dopaminerg neuro-
nokban a pol doménben bekovetkez6 muticiok
clsésorban az oxidativ stressz hatdsinak fokozdsin ke-
resztll vezethetnek parkinsonizmus kialakuldsahoz, de
ismertek olyan patogén eltérések is, melyek a gén mas
régiojat érintik [ 3, 9]. Szdmos, képalkotissal foglalkozo
tanulmany szerint a POLG-eltéréssel rendelkezé bete-
geknél a substantia nigraban stlyos és progressziv do-
paminergneuron-pusztulas detektalhat6 [1, 3, 10, 11].
Az tjgeneracids szekvendlas térhoditdsaval a heterogén
genetikai hattérrel rendelkezé betegségek vizsgalata so-
ran lehet8ség van egyszerre sok gén analizisére, ami fel-
gyorsithatja a diagnosztikai utat, igy a beteg is hama-
rabb juthat hozzd a szdmdra legmegfelel6bb terapidhoz
[12,13].

A legtobb esetben az azonositott POLG-muticiok
Osszetett heterozigbéta vagy homozigdéta misszensz
szubsztittciok, melyek koziil egyesek mar heterozigdta
formdban is Osszefiiggésbe hozhatok bizonyos neurode-
generativ betegségekkel, mint példaul a PEO, az AS és a
mitokondridlis recessziv ataxia szindréma. Murgai és
mitsai szerint a heterozigdta muticiok szubklinikus vagy
enyhébb fenotipussal és késébbi indulassal manifeszta-
l6dhatnak [14]. Szdmos, korabban leirt POLG-varianst
homozigota, Osszetett heterozigéta és heterozigéta for-
méban is leirtak olyan betegekben, akik a parkinsoniz-
mus tiineteit mutattadk akir PEO-val, akar a nélkiil
(P587L, R722H, G737R, W748S, Y831C, R853W,
E856K, R993C, E1143G, S1230F, Q1236H) [3].

Célkittizes

Kutatdsunk célja a monogénes parkinsonizmus és a
POLG-gén kapcsolatanak vizsgilata volt a magyar popu-
laciéban. Vizsgalataink soran arra a kérdésre kerestiik a
valaszt, hogy a parkinsonizmusban szenvedd betegek
esetében milyen elSforduldsi gyakorisig jellemzi a
POLG-gén muticiéit. Korabbi irodalmi adatok alapjin
teltételeztiik, hogy az érintett betegek korében azonosit-
haté patogén kéroki eltérés [15].
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Mobdszer

A tanulmanyozott kohorsz

A vizsgalt kohorszba 67 magyar pacienst vontunk be,
akik a Movement Disorder Society (MDS) kritérium-
rendszere alapjin a parkinsonizmus tiineteit mutattak
(bradykinesia egytittesen vagy tremorral, vagy rigiditds-
sal, vagy mindkettével) [16]. A diagndzist minden eset-
ben neurolégus szakorvosok allitottak fel. ElsGsorban
olyan betegek genetikai vizsgilatira dsszpontositottunk,
akiknél nagyobb volt a valészinlisége a monogénes hat-
térnek. Ezért a pozitiv csaladi anamnézissel rendelkezd
betegek mellé (n = 37) korai induldsa sporadikus (n =
30) betegeket valogattunk a kohorszba. A tiinetek meg-
jelenésének atlagos ideje 40,7 + 12,35 év volt. A kont-
rollcsoportot nem rokon, egészséges alanyok alkottak
(n = 55, a tiinetek megjelenésének dtlagos ideje: 59,7 +
17,80 év). A masodlagosan kialakult parkinsonizmust
(vascularis, gyogyszer indukalta stb.) kizartuk vizsgalati
csoportunkbdl.

A betegek és a kontrollszemélyek a Semmelweis Egye-
tem Genomikai Medicina és Ritka Betegségek Intézeté-
neck NEPSYBANK biobankjabdl keriiltek kivilogatasra
[17]. Az irdsos beleegyezé nyilatkozatok a helsinki
egyezmény értelmében aldirdsra keriiltek a betegek és a
kontrollok esetében is, a vérvétel és a molekuldris gene-
tikai analizis elvégzése el6tt. A tanulmanyt a Tudomd-
nyos és Kutatasetikai Bizottsdg is elfogadta. A molekuld-
ris genetikai analizis minden paciens esetében diagnosz-
tikai célzattal késziilt el.

Molekularis genetikai elemzés

A DNS-izolilas QIAamp DNA Blood Mini Kit segitsé-
gével tortént a gyartdi protokoll szerint (QIAGEN, Hil-
den, Germany). A vizsgilatba bevont 67 beteg koziil
teljesexom-analizis késziilt 16 esetben, célzott Gjgeneri-
cids szekvendlds 51 esetben. Ez utébbi esetben a neuro-
degenerativ betegségek hatterében a leggyakrabban érin-
tett géneket szekvendltuk. A genomidlis DNS-konyvtarak
készitéséhez Agilent SureSelectQXT Human All Exon
v5 ¢és SureSelectQXT Target Enrichment for Illumina
Multiplexed Sequencing reagenseket hasznaltunk a gyér-
toi protokoll szerint (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, Amerikai Egyesiilt Allamok [USA]). A kényvtarké-
szitést kovetben az Gjgenericids szekvenilashoz az alab-
bi vegyszereket hasznaltuk: Illumina HiSeq PE Cluster
Kit v4-et a klasztergenerdlishoz cBot késziiléken, HiSeq
SBS Kit v4-et a szekvenaldshoz HiSeq2500 késziiléken
és MiSeq Reagent Kit v2-t (300-cycles) a szekvenalashoz
MiSeq késziiléken (Illumina, San Diego, CA, USA).

Bioinformatikas elemzés

Az NGS-adatokbdl torténd varidnshivis GATK Haplo-
typeCaller (version 3.3-0) szoftverrel tortént, a GATK

Best Practices irdinymutatasai szerint [ 18]. Az tn. Variant
Call Format (VCE-) fijlok az SnpEff szoftverrel [19], a
ClinVar [20] és a dbNSFP [21] adatbazisok alapjan ke-
riltek annotdldsra. A varidnsok sztirése a szekvenalasi
adatokbdl a Budapesti Mdszaki Egyetemen fejlesztett
VariantAnalyzer szoftverrel tortént. Az Gjonnan leirt va-
ridnsok klasszifikicidja az American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) irdinymutatisai szerint
zajlottak [22, 23]. A varidnsok minorallél-frekvencidjit
(MAF) is figyelembe vettiik, a ritka varidnsokat az 1%-nal
kisebb MAF mentén definidltuk. A MAF értékét az alab-
bi adatbazisok felhasznalasaval becstiltiikk meg: 1000 Ge-
nomes Project (1KGP), Exome Sequencing Project
(ESP) és Exome Aggregation Consortium Database and
Genome Aggregation Database (gnomAD v2.1), refe-
renciaként a non-neuro (non-Finnish) populaciot fel-
hasznalva.

Az analizis soran a kovetkezd 1épés az ismert betegség-
gel kapcsolt varidnsok, valamint a fehérje funkcidjara
karos predikciés pontokkal rendelkezé nem szinonim
varidnsok kivalasztasa volt. A funkcibvesztéssel jaré vari-
ansokat (nonszensz, stop vesztés/nyerés, leolvasasi ke-
reteltol6das, kanonikus splice) és a misszensz eltéréseket,
amelyeket parhuzamosan tobb predikciés algoritmus is
karosnak josolt, megdriztiik a tovibbi elemzésre. Azokat
a varidnsokat, amelyek megfeleltek ezeknek a kritériu-
moknak, valamint hidnyoztak a kontrollcsoportbdl, kai-
rosité muticioként jeloltiik meg, és Sanger-szekvendlassal
validltuk. Azokban az esetekben, amikor lehetéségilink
volt ra, a csalddtagokat is megvizsgaltuk a detektalt vari-
ansra.

Eredmények

A POLG-gén teljes kodolorégidjat 67, a parkinsonizmus
tlineteivel kezelt beteg esetében elemeztiik. Az analizis
soran 6, aminosavcserével jar6 eltérést azonositottunk.
A 6 kiilonboz6 eltérés koziil kettét korabban polimorfiz-
musként irtak le (E1143G és Q1236H) [24, 25]. Az
E1143G-aminosavcserével jaré szubsztittciét 5 beteg-
ben és 8 kontrollban, mig a Q1236H-varidnst 16 beteg-
ben és 6 kontrollban azonositottuk. A késébbiekben be-
mutatisra keril6 tovibbi 4 eltérést az 1. tablazatban
foglaljuk ossze. A korabbi irodalmi adatok alapjin poten-
cidlisan kéroki eltérést taldltunk két tovabbi betegben:
a T2511 + P587L o6sszetett heterozigbta eltérést az 1.
esetben, és a G737R-varidnst a 3. esetben. Tovibba egy
eddig még nem leirt aminosaveserét (H613D) azonosi-
tottunk a 2. esetben.

Elso eset

Az 57 éves férfi paciens betegsége 41 éves kora koril a
bal kéz tgyetlenségével, merevségével kezd6dott, ké-
s6bb a bal 1abat is nehezebben mozgatta. Vizsgalatakor
aszimmetrikus kevert tonuszavart (rigor és spasticitas) és
dysdiadochokinesist talaltunk, tremor nem volt jelen.

ORVOSI HETILAP

Brought to you by Semmelweis University | Unauthenticated | Downloaded 05/12/20 09:00 AM UTC

2020 m 161. évfolyam, 20. szém



OSSZEFOGLALO KOZLEMENY

1. tablazat A POLG génben azonositott valészintileg patogén, illetve bizonytalan jelent8ségli misszensz varidnsok
Varidns Rs-azonositod Fehérje Zigozitas Klinikai ACMG- MAF Betegek  Kontrollok Ref.
domén jelent8ség  Kklasszifikicio

T2511/¢.752C>T rs113994094 exo P Lp <0,01 P1 0

Osszetett het (4, 24]
P587L/c.1760C>T rs113994096 linker P LpP <0,01 P1 0
H613D/c.1837C>G - linker het vus Lp <0,01 P2 0 *
G737R/c.2209G>C rs121918054 linker het P(AR) LpP <0,01 P3 0 [25, 26]

*Ebben a tanulmanyban kertilt elséként leirisra.

exo = exonukledz domén; het = heterozigdta; LD = valdszintileg patogén; MAF = minorallél frekvencia; P = patogén; US = bizonytalan jelentSség

eltérés;

A koponya-MR nem talalt eltérést. A DATscan-vizsgalat
csokkent dopamintranszporter-szintet jelzett mindkét
oldalon a putamenben és a nucleus caudatusban, jobb
oldali talsallyal. A betegség el6rehaladtival motoros és
nem motoros fluktuicié jelentkezett, az OFF fazisokban
a torzs izmaiban és a végtagokban fijdalmas dystonidval.
Emellett pszichés tiinetek, dysthymia és anxietas is meg-
jelentek. A nem motoros tiinetek koziil obstipatio, alvas-
zavar és kronikusfijdalom-szindroma volt jelen. Szem-
mozgiszavart nem lattunk, de a beteg id&szakos
diplopiarél szamolt be. A késGbbiekben silyosbodé dys-
arthria, vegetativ zavarok és dopamindiszregulicids
szindréma is megjelent. A stlyos motoros fluktuicié mi-
att DBS-beiiltetésre kertilt sor. Kognitiv hanyatlds nem
igazolddott, a beteg dysthymias.

A csalddi anamnézisben apai 4gon depresszio6 és suici-
dum szerepel. A genetikai analizis sorin a POLG-gén
T2511 és a P287L Gsszetett heterozigdta eltérését azo-
nositottuk. Szegregiciés elemzést nem allt médunkban
végezni, de az irodalmi adatok alapjan a két eltérés valo-
szin(leg egy allélon van, ugyanis Aitken és misai egy 58
éves ndi betegrol szamoltak be, aki azonos muticidkkal
rendelkezett, és klinikailag homalyos latas, mindkét ol-
dali ptosis, diplopia, nyugtalanlab-szindréma és végtag-
gyengeség jellemezte [26].

Masodik eset

A 72 éves férfi betegsége 59 évesen, akinetikus-rigid tii-
netekkel és domindnsan jaraszavarral indult. A betegség
lassan progredidlt. Mar a korai szakaszatdl jellemz6 volt
az orthostaticus hypotensio. A koponya-MR nem vascu-
laris jellegd fehérallomanyi jelzavart taldlt. A parkinso-
nizmus jelei mellett balra tekintéskor enyhe tekintésira-
nyt nystagmust, valamint enyhe cervicalis dystoniat
azonositottunk.

Csalddi anamnézisébdl kiemelendd, hogy egyik baty-
janak is hasonlé tiinetei voltak, valamint stalyos tévesz-
mékkel is kiizdott (70 éves koraban exitalt). A proband-
ndl 10 évvel id6sebb madsik bdtyjat tremor miatt
vizsgiltak. Tovabbi hirom lanytestvérénél meglassultsig
és tobids tiinetek emelend6k ki. A proband édesapja 63
éves kordban exitalt akut myocardialis infarctus kovet-

keztében, az apja testvére Alzheimer-kéros volt. A pro-
band édesanyja szintén meglassult volt, de nagyobb be-
tegségrél nem tudnak, 93 éves koraban exitalt. A proband
egyik lanyanak Gilbert-kérja van (1. dbra). A genetikai
vizsgalat a H613D/c.1837C>G eltérést azonositotta,
mely az irodalomban eddig még nem kertilt leirasra, és a
gnomAD adatbézisban sincs jelen; a predikcids pontsza-

mok és az ACMG-besorolas szerint valészindsithetéen
patogén eltérés.

Harmadik eset

A 69 éves térfi paciensnek 58 éves kordban kezd&dott a
betegsége akinetikus-rigid tiinetekkel. A beteget 54 éves
kora 6ta depresszidval kezelték, 64 éves kordban parano-
iditas, élénk dlmok és panikrohamok jelentkeztek. Ké-
s6bb kognitiv hanyatlas indult. 60 éves kora koril jelen-
tés szubjektiv panaszokat okozé sensoros neuropathia

I/1. 1/2. 1/3.

meglassultsag

/5. 11/6.

I1/1. 11/2. 11/3. ) )
l hasonlé tiinetek kézremegés
Y + téveszmék
Meglassultsag
fobiak
/1. /2.
Gilbert-kér
1. dbra A 2. esetet bemutat6 csalddfa

Az dltalunk azonositott muticiét a II1/4. beteg hordozza.
A II/5. testvérnek hasonl6 tiinetei és stlyos téveszméi voltak.
ATL/6. testvérnek kézremegése van. AI1/1., 2., 3. testvéreknél
meglassultsig és fobids mechanizmusok jelentkeztek. Az 1/2.
édesapa AMI kovetkeztében exitilt, az 1/3. apai nagybatyja Alz-
heimer-koros, és az 1 /1. édesanya meglassult volt. A 111 /2. gye-
reknek Gilbert-kérja van

AMI = akut myocardialis infarctus; AD = Alzheimer-kér
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jelentkezett. A beteg 62 éves koraban a proximilis izmok
gyengesége miatt elektrofiziolégiai vizsgilat tortént,
mely a neuromuscularis junctio jelatviteli zavarat feltéte-
lezte, amely miatt piridosztigmin szedését javasoltik. A
koponya-MR-en mérsékelt cerebralis és cerebellaris at-
rophia és bizonytalan jelent&ségii fehérillomanyi laesiok
is abrizol6dtak. A DATscan egyértelmt dopaminerg ka-
rosodist igazolt. Kezdetben jol reagilt a levodopakeze-
lésre, de néhany év mualva motoros fluktuacié alakult ki,
és a levodopaigény is jelent&sen megnétt. Kés6bb stlyos
motoros fluktuicié, az OFF fizisban dystonia és neuro-
pathids fijdalom jelentkezett. A fentick miatt LCIG- (le-
vodopa/karbidopa intestinalis gél) kezelést kezdtek. Je-
lenleg a betegség elérehaladott stidiumban van, gyakori
a lefagyas, a tartasi instabilitds és a stlyos dysarthria.

A csalddi anamnézisbdl kiemelendd, hogy mind anyai,
mind apai 4gon hasonlé tiinetek ismertek (édesanyja,
anyai nagyanyja és édesapja is hasonlé tiinetekkel, tob-
bek kozott kézremegéssel kiizdott). A detektilt G737R-
aminosavcserét eddig egy esetben {rtik le dsszetett hete-
rozigbta formdban, korai kezdetdi parkinsonizmussal
asszocialva [27].

Anamnézis CK és laktat

* A legtobb esetben a
CK normalis vagy
enyhén emelkedett

* Nyugalmi vagy
terhelési laktat
emelkedett lehet

* Negativ csaladi anamnézis nem
zar ki MD-t

Neurolégiai vizsgalat

» MD-tiinetek: opticus atrophia,
migrén, WPW, DM, idegi
hallasvesztés, hypertrophias
cardiomyopathia, pszichiatriai
betegségek, hypothyreosis,
retinopathia, stroke-szeri
epizédok, alacsony termet

EMG

» Myopathia és/vagy
neuropathia
* NMJ zavara

2. dbra A POLG-asszocidlt parkinsonizmus diagnosztikai megkozelitése

t6 valamelyik [29]

ragged red fiber; WPW = Wolff-Parkinson-White-szindréma

Izombiopszia

* RRF, COX-negativ rostok.
Normal biopszia nem zar
ki MD-t

* Biokémiai eredmények
csokkent 1égzési komplex
aktivitast mutat

» mtDNS-deletio és mas
mutaciok

Megbeszélés

A POLG disztunkciéja nagyon széles fenotipusspektru-
mot idézhet el8. Egyrészrél stlyos, progressziv, multi-
szisztémds betegséget okozhat, mint példiul az Alpers-
szindréma. Mas esetekben izoldlt progressziv ophthal-
moplegia alakul ki, de nem ritkdk a pszichidtriai betegsé-
gek sem. Ezekben a klasszikus POLG asszocialta
mendeli betegségekben sokszor autoszomalis recessziv
oroklésmenetet irtak le, de olvashatunk autoszomalis do-
minans 6roklésmenetrdl is [28]. Elképzelhetd, hogy a
heterozigéta POLG-muticié nem klasszikus mitokond-
ridlis betegségeket okoz, hanem enyhébb, késébb mani-
fesztal6do kérképek alakulnak ki, mint példaul a parkin-
sonizmus vagy a korai menopauza [1].

A sporadikus ¢és idiopathids Parkinson-kér patogenezi-
sének hatterében mar régoéta ismert a mitokondridlis
diszfunkcié szerepe [29]. Bizonyos esctekben a mtDNS
cels@dleges genetikai hibdja, mig joval gyakoribb esetben
a POLG-gén mutaciéjanak kovetkezményeként masodla-
gosan keletkezett dtrendez&dések direkt médon okoz-
hatnak parkinsonizmust [29]. Parkinson-kérban szenve-

Koponya-MR

POLG

* PEO, opthalmoparesis,
ptosis, dysphagia, axonalis
neuropathia, ataxia,
hypogonadismus, epilepszia,
valproat-triggerelt maj-
rendellenesség, pszichiatriai
zavarok, parkinsonizmus

* Nukledris gének, néhany
mtDNS-pontmutécio,
mtDNS-deletio és -depletio
genetikai tesztelése

« Fehérallomanyi laesiok

A mitokondridlis rendellenességek (MD) diagnosztikai megkozelitése parkinsonizmusban szenvedd betegekben. Ezt az dbrat folyamatdbranak tekint-
jiik, de a valodi diagnosztikai folyamat a beteg konkrét klinikai megjelenésétdl fiigg, és nem egy mereven definidlt folyamat. A POLG-val kapcsolatos
rendellenességek esetében piros zdszl6 lehet a Parkinson-kérban szenvedd betegek/csalidok esetében, ha a fent felsorolt tiinetek koziil is azonositha-

COX = citokrém-c-oxidiz; DM = diabetes mellitus; EMG = elektromiografia; mtDNS = mitokondridlis DNS; NMJ = neuromuscularis junctio; RRF =
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dé pacienseknél ritkin el6fordulhatnak olyan tiinetek,
amelyek POLG-asszocidlt mitokondridlis betegségre
utalhatnak, mint példdul a ptosis, a myopathia és a neu-
ropathia [29]. Ugyanakkor Davidzon és misai olyan ko-
rai induldsa parkinsonizmus hatterében azonositottak
kéroki varidnsokat, amelyeknél a tiinetek kozott nem
volt jelen PEO [27]. Kérdés tovabbd, hogy a heterozigo-
ta POLG-gén muticidéja major vagy minor hatast a par-
kinsonizmus patogenezisében. Murgai és mtsai szerint a
heterozigéta muticidk szubklinikai vagy enyhébb fenoti-
pussal és kés6bbi induldssal manifesztal6édhatnak, feltéte-
lezhetGen a kiilonb6zd epigenetikai mechanizmusok ko-
vetkeztében [14].

A mitokondridlis parkinsonizmusnak, jelenlegi tudi-
sunk szerint, nincs egyértelmid megkiilonboztetd jele,
amely lehet6vé tenné az azonnali diagnézist. Tovabbi a
negativ csaladi anamnézist sem tekinthetjiik kizar6 krité-
riumnak [29]. Az egyes jellemz6k azonban segitséget
nyujthatnak. A POLG-asszocialt parkinsonizmusrél dlta-
linossigban elmondhaté, hogy a tiinetek 50 éves kor
koriil jelennek meg, csokken a dopaminfelvétel a stria-
tumban, és dltalaban jol reagalnak levodopara vagy dopa-
minagonistakra [30]; ez a mi betegeink esetében is igaz
volt. Ezenkiviil sok esetben a levodopa indukalta dyski-
nesis és a motoros fluktuacio is jellemzd, amelyek szintén
azonosithatok voltak betegeinkben is [31]. A szemmoz-
gas zavara, a koponya-MR, a pszichidtriai komorbiditds,
a neuromuscularis junctio zavara, a neuropathia és a fe-
hérallomanyi laesio is felvetheti a POLG szerepét a be-
tegség patomechanizmusiban. A parkinsonizmus és a
POLG-muticiék egyiittes jelenléte az dltalunk vizsgalt
betegekben arra utalhat, hogy a POLG hibdja a parkinso-
nizmus monogénes oka is lehet egyes esetekben. Ennek
az Osszefliggésnek a hangsulyozasa klinikai szempontbél
is jelent&séggel birhat. Amennyiben felvet6dik a geneti-
kai érintettség lehet&sége a parkinsonizmus tiineteit mu-
taté betegnél, a POLG-gén szekvendlasat is meg kell fon-
tolni. A POLG-asszocidlt parkinsonizmus esetében az
izomgyengeséggel jir6 PEO, a neuromuscularis junctio
zavara és a neuropathia a parkinsonizmus tiineteivel ke-
verten jelentkezhet, amelyek a beteg gyogyszeres kezelé-
sének modositasat tehetik sziikségessé. A POLG-gén
mutdcidjaval érintett mitokondridlis betegek esetében
jelen pillanatban a mitokondrialis koktél a bevalt terapia,
mely a mitokondrialis oxidativ foszforilaciét timogatd
koenzim-Q10-bél, a DNS-replikdciot és -transzlicior ta-
mogatd folsavbol, valamint szabadgyok-fogokbdl all,
mint példdul a nagy dézist C-vitamin. Ezt egésziti ki a
mitokondridlis biogenezist fokozd, aerob jellegli tré-
ning. A jelenleg fejlesztés alatt allo, a mitokondridlis
funkcié javitdsit célzé készitmények is nagy valdszind-
séggel hatasosak lesznek ebben a betegcsoportban. A 2.
dabran a POLG-asszocialt parkinsonizmus lehetséges di-
agnosztikai megkozelitését foglaltuk ossze.

A 67, parkinsonizmusban szenvedd beteg vizsgalata
soran harom, familidris esetben azonositottunk potenci-
alis koroki varianst a POLG-gén esetében (8,11% a fami-

lidris esetekben és 4,48% a teljes vizsgilt kohorszban). Itt
fontos megjegyezni, hogy az erésen szelektalt kohorsz
miatt ez az el6fordulasi gyakorisig a teljes PD-vel érin-
tett populiciéban jelentésen eltérhet, ami neheziti az
osszehasonlitast mas populicidkban tapasztalt gyakori-
sigi mutatékkal. Emiatt kiilénosen fontos a POLG-gén
tovabbi vizsgilata egy nagyobb magyar kohorszban is.
Mindazonaltal mér ebbdl a korldtozott esetszima tanul-
ménybdl lithatd, hogy a POLG-muticié gyakorisiga a
parkinsonizmusban szenveds paciensek korében ossze-
hasonlithat6 az egyéb, Parkinson-koérral asszocialt gének
mutacios gyakorisagaval [32, 33]. Ezt kilonosen azért
fontos hangsalyozni, mert egyre nagyobb figyelem ird-
nyul a primer mitokondrialis génhibabdél fakad6 Parkin-
son-kérra (PRKN/PINKI1/PARK?). Ennek ellenére a
tobbarct mitokondridlis diszfunkciét okozé POLG-gén
mutacidja csak ritkan mertil fel a parkinsonizmus hatteré-
ben.

Az azonositott variansok koziil a T2511/P5871 mu-
tici6 a negyedik leggyakoribb human POLG-eltérés
[34]. Habir a biokémiai vizsgalatok igazoltik, hogy a
P587L-varidns kdrosabban hat a fehérje szerkezetére, a
T2511 ezt szinergisztikusan befolyasolja, salyosan kiro-
sitva a katalitikus aktivitast [4]. Scuderi és mtsai 2015-
ben részletes listat tettek kozzé a klinikai fenotipusrél és
a genetikai eltérésekrdl, amelyekben koriabban a T2511/
P587L aminosaveserék egyiittes jelenlétét is detektiltak
[35]. A 6 klinikai képet a PEO uralja, ptosissal vagy a
nélkil, és a misodlagos klinikai tiinetek k6zé tartozik az
ataxia, a myopathia, az epilepszia, a neuropathia, a maj-
betegségek és a parkinsonizmus. A tiinetek megjelenésé-
nek ideje is nagyon véltozatos, és nem figyeltek meg a
nemmel Osszefiiggd mintizatot sem. A T2511-eltérés az
exonukledz, a P587L-eltérés pedig a linker régidban ta-
lalhaté [4]. Tobb korabbi esetben felmertilt ennek az
Osszetett heterozigdta muticiénak az autoszomilis do-
mindns jellege [26, 36-38]. A 2. esetben leirt H613D/
c.1837C>G eltérés az irodalomban eddig még nem ke-
rilt leirasra, és a gnomAD adatbdzisban sincs jelen.
A varidnst 8 predikcids algoritmus is kdrosnak {télte, és az
ACMG-Klasszifikicié alapjan valészindsithetéen pato-
gén besorolast kapott. Az azonos pozicidban koribban
leirt H613Y-aminosavcserét heterozigdta forméban azo-
nositottik egy férfi betegben, akinek a f6bb tiinetei a
ptosis, a myopathia, a salyos cerebellaris atrophia, a dys-
arthria és az enyhe kognitiv hanyatlds volt [39]. A 3.
esetben detektalt G737R-aminosavcserét eddig egy eset-
ben irtak le Osszetett heterozigéta formdban korai kez-
deti parkinsonizmussal asszocidlva [27]. Ezenkiviil
lefrasra keriilt korai kezdetd axonalis Charcot—Marie—
Tooth-betegséggel [40], epilepszidval és majelégtelen-
séggel [41] osszetett heterozigdta formdban. Megjegy-
zendd, hogy az eddig kozolt esetekben jéval korabbi
induldst volt a betegség, mint a mi paciensiink esetében.
A korabbi irodalmi adatok és a magyar populdcidéban ka-
pott eredményeink alapjin elmondhatjuk, hogy a parkin-
sonizmus differencidldiagnézisa sordn az esetleges POLG

2020 m 161. évfolyam, 20. szam

Brought to you by Semmelweis University | Unauthenticated | Downloaded 05/12/20 09:00 AM UTC

ORVOSI HETILAP



0ss

genetikai érintettségét figyelembe kell venni. Kilonosen
olyan plusztiinetek jelenlétekor, mint az ophthalmo-
paresis, a nem vascularis tipusa fehérilloményi laesiok,
a pszichidtriai komorbiditas és a korai betegségkezdet.

Tovabba fontos figyelembe venni azt a lehetdséget is,
hogy a tébbszorés POLG-muticién kiviil egyéb ténye-
z0k is hozzijarulhatnak a klinikai kép manifesztal6dasa-
hoz, a betegség stlyossigit és a tiinetek megjelenésének
idejét befolyasolva. Ilyen befolyasol6 tényezék lehetnek
egyéb nukledris mitokondridlis génekben bekovetkezd
muticidk, a megviltozé interakcibk mas mtDNS-repli-
kacidban szerepet jatsz6 fehérjékkel, a mtDNS-hetero-
plazmia, az epigenctikai faktorok és a gén—kornyezet in-
terakciok is.

Anyagi tamogatds: A kKozlemény megirasit a Nemzeti
Agykutatdsi Program KTIA_NAP 2017-1.2.1-
NKP-2017-00002. szdma pélydzata és a Semmelweis
Egyetem ,,Az orvos-, egészségtudomanyi- és gyogysze-
részképzés tudomanyos miihelyeinek fejlesztése” EFOP-
3.6.3-VEKOP-16-2017-00009. szamu palyizata timo-
gatta.

Szerzdi munkamegosztas: 1. A.: A genetikai vizsgilatok
laboratériumi elvégzése, az exomszekvenalasi adatok ér-
tékelése, irodalomkutatis, a kozlemény megirasa. B. P.:
Betegvizsgalat, a kézirat kritikus dtolvasasa. Gal A., P. K.:
A kézirat kritikus atolvasasa. Cs. D.: A genetikai vizsgala-
tok elvégzése, a kézirat kritikus 4tolvasisa. Gézsi A.,
M. V.: Az exomszekvenalasi adatok értékelése. M. M. J.:
Betegvizsgilat, a kozlemény megirasa, irodalomkutatds,
a kézirat kritikus atolvasasa. A cikk végleges valtozatat
valamennyi szerzé clolvasta és jovihagyta.

Erdekeltségek: A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik.
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~INemo immature moritur qui moritur miser.”
(A szerencsétlen sosem hal koran.)
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Clinical Practice and Research of
Early-Onset Parkinsonian Disorders
in a Hungarian Cohort: Increasing
Challenge in Genetic Counselling,
Improving Chances in Stratification
for Clinical Trials

Anett lllés’, Déra Csaban’, Zoltan Grosz’, Péter Balicza', Andras Gézsi', Viktor Molnar?,
Renata Bencsik', Aniké Gal’, Péter Klivényi? and Maria Judit Molnar'*

"Institute of Genomic Medicine and Rare Disorders, Semmelweis University, Budapest, Hungary, 2 Department of Neurology,
University of Szeged, Szeged, Hungary

The genetic analysis of early-onset Parkinsonian disorder (EOPD) is part of the clinical
diagnostics. Several genes have been implicated in the genetic background of
Parkinsonism, which is clinically indistinguishable from idiopathic Parkinson's disease.
The identification of patient's genotype could support clinical decision-making process
and also track and analyse outcomes in a comprehensive fashion. The aim of our study
was to analyse the genetic background of EOPD in a Hungarian cohort and to evaluate the
clinical usefulness of different genetic investigations. The age of onset was between 25 and
50 years. To identify genetic alterations, multiplex ligation-dependent probe ampilification
(n = 142), Sanger sequencing of the most common PD-associated genes (n = 142), and
next-generation sequencing (n = 54) of 127 genes which were previously associated
to neurodegenerative disorders were carried out. The genetic analysis identified several
heterozygous damaging substitutions in PD-associated genes (C79orf12, DNAJCG,
DNAJC13, EIF4G1, LRRK2, PRKN, PINK1, PLA2G6, SYNJT). CNVs in PRKN and SNCA
genes were found in five patients. In our cohort, nine previously published genetic risk
factors were detected in three genes (GBA, LRRK2, and PINKT). In nine cases, two or
three coexisting pathogenic mutations and risk variants were identified. Advances of
sequencing technologies make it possible to aid diagnostics of PD by widening the scope
of analysis to genes which were previously linked to other neurodegenerative disorders.
Our data suggested that rare damaging variants are enriched versus neutral variants,
among PD patients in the Hungarian population, which raise the possibility of an cligogenic
effect. Heterozygous mutations of multiple recessive genes involved in the same pathway
may perturb the molecular process linked to PD pathogenesis. Comprehensive genetic
assessment of individual patients can rarely reveal monogenic cause in EOPD, although
it may identify the involvement of multiple PD-associated genes in the background of the
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Genetic Testing of PD in Hungary

disease and may facilitate the better understanding of clinically distinct phenocopies.
Due to the genetic complexity of the disease, genetic counselling and management is
getting more challenging. Clinical geneticist should be prepared for counselling of patients
with coexisting disease-causing mutations and susceptibility factors. At the same time,
genomic-based stratification has increasing importance in future clinical trials.

Keywords: Parkinson’s disease, next-generation sequencing, genetic risk, monogenic forms, risk factors, early-onset,

Parkinsonism, Parkinsonian disorders

INTRODUCTION

Parkinsonian disorders are a group of progressive neurodegenerative
movement disorders, in which pathogenesis both genetic and
environmental factors play a role. Parkinson's disease is the most
common among them which responsible for approximately
80% of patients with Parkinsonism. The differential diagnosis of
Parkinsonism from common idiopathic Parkinson's disease generally
stands challenges for clinicians, because of heterogeneous phenotypes
(motor and nonmotor symptoms), related comorbidities, and the
absence of specific biomarkers (Klein and Schlossmacher, 2006).
Consequently; in this study, the term Parkinsonian disorders (PDs)
is used for expressing the different forms of Parkinsonism, which
include both Parkinson's disease and Parkinson-plus syndromes.
Until now, several genes were linked to different PD phenotypes,
which may provide a new possible tool for clinicians to distinguish
the specific patterns of symptoms or disease course. Moreover, it is
important to emphasise that, even the similar involvement of these
disease-genes, the clinical phenotype can be variable, although
it differs considerably from that of idiopathic PD (Klein, 2005).
Furthermore, other movement disorders can sometimes mimic
PD phenotype, which also could make more difficult to set up the
proper diagnosis without an effective aid by biomarkers.

Studies with familial and sporadic cases identified large
number of genetic factors, which are usually not ready to be
considered for everyday clinical practice. Based on previous
studies, the rare, highly penetrant pathogenic mutations result
in monogenic familial forms, although sporadic forms are
commonly caused by interactions of environmental and genetic
risk factors (Karimi-Moghadam et al, 2018). Over the past
few years, the high-throughput next-generation sequencing
(NGS) technology pave the way to identify the involvement of
several candidate genes in the development of PD (Shulskaya
et al, 2018). Dysfunctional protein products resulting from
rare mutations with functional consequence in these genes are
generally involved in the mitochondrial and protein quality
control processes, synaptic transmission, and vesicular recycling
pathways related to the homeostasis of neurons. Although, more
and more knowledge is gathered in the field of the underlying
pathogenesis of PD, and extensive testing of candidate genes is

Abbreviations: ACMG, American College of Medical Genetics; AOO, age of
onset; D, damaging; DNAJC13, Dna] heat shock protein family (Hsp40) member
C13; EIF4Gl, eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1; E familiar
aggregation; f, female; het, heterozygous; LP, likely pathogenic; LRRK2, leucine
rich repeat kinase 2; m, male; MAFE, minor allele frequency; P, pathogenic; RE, risk
factor; US, uncertain significance. *Firstly reported in this study.

in progress, the genetic background still remains unidentified in
40% of all PD-affected cases (Karimi-Moghadam et al., 2018).

Until now, the nature of inheritance was precisely defined in
several early-onset PD (EOPD) forms: autosomal dominantly
inherited PD (AD-PD) is associated with the mutations of LRRK2,
SNCA, VPS35, ATXN2, and GCHI genes, autosomal recessive
form of PD (AR-PD) with mutations of PRKN, PINKI, PARK7,
ATP13A2, PLA2G6, FBXO7, DNAJC6, SPG11, SYNJ1, and VPS13C
genes (Spatola and Wider, 2014; Lill, 2016; Lunati et al., 2018).
Regarding the implication of candidate genes in pathogenesis of PD,
the available evidences are often not fully convincing. In fact, further
functional studies are needed to clarify their direct role (such as in
the case of DNAJC13, TMEM230, UCHLI, RIC3, HTRA2, GIGYF2,
CHCHD2, EIF4G1, PTRHDI, PODXL, ABCA7, and DCTNI)
(Araki et al., 2014; Nuytemans et al., 2016; Cardona and Perez-Tur,
2017; Puschmann, 2017; Lunati et al., 2018).

Monogenic forms of PD are detected relatively rarely, even in
cases where early-onset and/or familial accumulation suggests a
strong heritability. In the recent years, the better availability of
NGS has made it possible for new candidate genes to be identified
in the background of PD. Analysis of genomic data has revealed
that rare variants in genes that are linked to PD could provide
new biological insight into the complex genetic aetiology of the
disease. Genetic testing may play an increasing role, both in the
counselling of individual patients and their families with respect
to the expected disease course and recurrence risks, and in the
stratification of patient groups in clinical trials (Gasser, 2015).

The aim of this study was to analyse the genetic background
of EOPD in a Hungarian cohort of patients and to evaluate the
clinical utility of different genetic investigations. To maximise
the possibility to find potential causative mutations early-onset
(25-50 age of onset) and/or positive familiar history were the
most important selection criteria. Our cohort was analysed by
covering the most frequent PD-associated genes with Sanger
sequencing and MLPA analysis. Moreover, we also examined the
possible involvement of other genes which may relate with PD
by performing NGS experiments. To date, it has been the first
comprehensive genetic study on Hungarian patients with PD that
exploits the opportunities provided by the NGS method.

MATERIALS AND METHODS
Studied Cohort

Our study involved 142 Hungarian patients, who were diagnosed
with early-onset (age of onset: 25-50) Parkinsonism based
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on Movement Disorder Society (MDS) criteria (bradykinesia
in combination with either resting tremor, rigidity, or both)
(Postuma et al., 2015). Every case was examined by a board-
certified neurologist. Our cohort included 64 females (16 familial
and 48 sporadic) and 78 males (17 familial and 61 sporadic), the
mean age of onset in the whole cohort was 40.1 + 6.92 (Table 1).
In our cohort, a case was labelled as familial if PD was reported
among first- or second-degree relatives. In 23 out of 33 familial
cases, first-degree relatives were affected. All patients were
born in Hungary and descended from Hungarian ancestors.
Nonrelated healthy subjects (n = 55, mean AOO = 59.7 + 17.80)
and patients without any neurodegenerative symptoms (n = 82,
mean AOO = 45.1 + 15.47), who had available whole exome data,
were screened as controls. In addition, we excluded secondary
Parkinsonism caused by environmental factors.

Patients and controls were collected from NEPSYBANK
of the Institute of Genomic Medicine and Rare Disorders at
Semmelweis University (Molnar and Bencsik, 2006). Written
informed consent in accordance with the Declaration of Helsinki
was signed by patients and control subjects before blood
collection and molecular genetic analysis were made. The study
was approved by the Hungarian Scientific and Research Ethical
Committee. Molecular genetic analysis was accomplished for
diagnostic purposes in all investigated patients.

Molecular Genetic Analysis

DNA was extracted from blood using the QIAamp DNA blood
kit, according to the manufacturer's protocol (QIAgen, Hilden,
Germany). The whole coding region and exon/intron boundaries
of PRKN and PINKI and 14 exons of LRRK2 gene (Nuytemans
et al., 2010; Cruts et al., 2012), which contained all of the
previously reported pathogenic substitutions, were analysed
with Sanger sequencing using ABI Prism 3500 DNA Sequencer
(Applied Biosystems, Foster City, USA). The genetic sequence
was compared with the human reference genome (PRKN:
ENST00000366898.5,NM_004562, PINK1: ENST00000321556.4,
NM_032409, LRRK2: ENST00000298910.11, NM_198578)
using NCBI's Blast™ application. Exon dosage was pre-typed
by using multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA, SALSA MLPA Kit P051-D1 Parkinson; MRC Holland,
Amsterdam, Netherlands) according to the protocol. Moreover,
the most frequent LRRK2 G2019S substitutions were screened by
the same method.

Altogether, 127 genes (Supplementary Table 1), which were
previously reported in connection with neurodegenerative
diseases, were investigated by NGS. During the selection process
of these genes, we focused on which were previously related to

TABLE 1 | Hungarian patients with early-onset Parkinsonism.

Number of sporadic Number of familial

cases (mean AOO = SD) cases (mean AOO = SD)
Male 61 (41.1 £6.6) 17 (37.2 £ 6.93)
Female 48 (40.9 + 6.62) 16 (38.1 +7.92)

AOQ, age of onset; SD, standard deviation.

Genetic Testing of PD in Hungary

PD pathogenesis, with high confidence, or potentially cause
overlap neurodegenerative diseases.

DNA samples of 54 probands were analysed by whole
exome sequencing (WES, n = 14) and targeted NGS (n = 40).
Genomic DNA library preparation was performed using Agilent
SureSelectQXT Human All Exon v5 reagents and SureSelectQXT
Target Enrichment for Illumina Multiplexed Sequencing (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) according to the protocol.
Library preparation was followed by NGS using Illumina HiSeq
PE Cluster Kit v4 for cluster generation on cBot, HiSeq SBS Kit
v4 for sequencing on HiSeq2500 system, and MiSeq Reagent Kit
v2 (300-cycles) for sequencing on MiSeq (Illumina, San Diego,
CA, USA).

Bioinformatics Analysis

Variant calling from the NGS data was performed by GATK
HaplotypeCaller (version 3.3-0) following the GATK Best Practices
Guidelines (Van der Auwera et al., 2013). Variant Call Format (VCF)
files were annotated with the SnpEff software (Cingolani et al., 2012)
and ClinVar database (Landrum et al., 2016). Variant filtration of
exome sequencing data was carried out with VariantAnalyzer
software developed by the Budapest University of Technology
and Economics. The nature of novel alterations was established
according to the American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) guideline (Kearney et al., 2011; Richards et al,,
2015). The minor allele frequencies (MAFs) of the variants were
taken into consideration, predominantly rare variants defined as
their MAF did not exceed 1%. The MAF was assessed by the data
of 1,000 Genomes Project (1KG), the Exome sequencing project
(ESP), Exome Aggregation Consortium Database, and Genome
Aggregation Database (gnomAD v2.1) using non-neuro (non-
Finnish) population as a reference.

During the analysis, the next step was the selection of known
disease associated variants, then nonsynonymous variants with
deleterious prediction scores on the protein function were
selected. Nonsynonymous alterations were classified based on
the dbNSFP database (Liu et al., 2013)

Loss of function (nonsense, stop loss/stop gain, frameshift,
canonical splice) variants and missense variants, which were
predicted to be deleterious by multiple lines of computational
evidence, were reserved for further analysis. The MAFs of the
variants were taken into consideration, predominantly rare variants
defined as their MAF did not exceed 1%. The MAF was assessed
by the data of 1KG, the ESP, Exome Aggregation Consortium
Database, and gnomAD using ALL population as a reference and
neither population could have higher MAF than 1%. The variants
which met these criteria and were also not present in the control
group were considered as damaging and were validated by Sanger
sequencing. Where family members were available, segregation
analysis was carried out in the proband's family.

Statistical Analysis

QOdds ratios (ORs) and 95% Confidence Intervals (CI) were
calculated to estimate risks using Medcalc software (https://www.
medcalc.org/calc/odds_ratio.php). Quantitative variables were
described using mean value + standard deviation (SD).
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We analysed the effect of rare variant burden on the age at
onset of the disease. Namely, the age of onset of patients with zero
(87 patient), one (46 patients), two filtered variants (8 patients)
were compared with ANOVA test. As three co-occurring variants
were only present in one patient, that patient was excluded from
the statistical analysis.

To examine the possibility of oligogenic effect, we performed
the followinganalysis. We calculated variantburden inindividuals,
who underwent NGS (either targeted panel sequencing or WES),
where the same set of genes were assessed, which were covered also
by the PD-NGS panel (Supplementary Table 1). The following
groups were created for the analysis: (1) Control group (in total,
124 individual): this consisted individuals without any disease
(21 individual), patient with non-neurological diseases (45
patient), and patients with mitochondrial disorder (58 patient).
(2) Non-PD neurodegenerative group (in total, 106 patients).
These patients were diagnosed with a neurodegenerative disease,
without symptoms of PD (such as hereditary spastic paraparesis,
ataxia, amyotrophic lateral sclerosis, and dementia). (3) Patients
with PD, who underwent NGS testing (54 patients). We defined
variant burden as the total number of filtered variants in every
gene represented on the NGS targeted panel (in total, 127 genes).
Heterozygous variants were counted as 1 hit, homozygous
variants as 2 hits. Summing all the hits in all the 127 genes resulted
in the final variant burden. We tested the null hypothesis that the
distribution of the individual variant burdens in the three groups
(control, PD, non-PD neurodegenerative) came from the same
sample with Kruskal-Wallis test. We calculated variant burden
with an increasingly stringent filter criteria and tested statistical
significance on every level for the three above defined group.
The following filter criteria were created. (A) maximum MAF in
any population is <1% AND effect of mutation is either loss of
function (stop gain, stop loss, frameshift, canonical splice site)
or missense. (B) The same filter as (A), but only those missense
variants were counted, where multiple lines of computational
evidence suggested damaging effect. (C) The same filter as (A),
but only those variants were counted, which were present in a
core PD gene list. These genes are the union of genes listed in the
OMIM database or GeneReviews as associated with Mendelian
forms of Parkinsonism, namely, GBA, LRRK2, PARK7, PINK1,
PRKN, SNCA, VPS13C, VPS35, ATP13A2, DNAJC6, FBXO?7,
SLC6A3, SYN]1, DNAJC13, CHCHD2, PLA2G6, EIF4G1. (D) The
same filter as (C), but only those missense variants were counted,
where multiple lines of computational evidence suggested
damaging effect.

RESULTS

In our study, 142 unrelated probands with Parkinsonism
were analysed, from which, 33 cases familial aggregation of
neurodegenerative disorders were reported. The identified
variants were classified into four groups: (1) rare damaging
mutations in PD-associated genes, potentially compatible with
a monogenic PDs; (2) previously reported genetic risk variants
of PD; (3) multiple-hit mechanism impacting the risk of PD; (4)
single heterozygous mutations in AR-PD-associated genes.

Genetic Testing of PD in Hungary

Rare Damaging Mutations in
PD-Associated Genes, Potentially
Compatible With a Monogenic PD

In the PRKN gene, exon 7 duplication were detected in four
sporadic patients. In case of one sporadic patient, SNCA gene
duplication was identified. All of the detected CNVs were
classified as pathogenic based on ACMG classification guideline.
A previously reported, LRRK2 L1795F pathogenic mutation
(Nichols et al., 2007) were detected in a single case (P15). In
addition, novel damaging mutations were identified both in
LRRK2 (Y1649S) and EIF4G1 (M1357T) genes in the P123 and
P2 patients, respectively. The L2170W mutation in DNAJCI13
gene was classified as a variant with unknown significance,
although Gustavsson et al. in 2015 suggested that this variant
increase the genetic risk of PD (Gustavsson et al., 2015). Neither
of these variants were detected in our control group and the two
LRRK2 (L1975F and Y1649S) mutations were not presented in
gnomAD database. All the identified damaging SN'Vs were found
in patients with familial aggregation. Clinical characteristics of
the patients are reported in Table 2. Patients with PRKN exon
7 duplication, who are not involved in this Table, did not have
atypical neurological symptoms. Two patients had equivalent,
and two patients had akinetic-rigid type of PD. Mean age at
onset in this group of patients was 42.25 + 5.0 years. The P140
male patient has akinetic-rigid type of PD without any atypical
symptoms (AOO = 44).

Previously Reported Genetic Risk
Variants of PD
In our cohort, 25 sporadic cases were identified with previously
published genetic risk variants in PD genes (22.94% of sporadic
cases) (Table 3). This rate is approximately two times higher in
familiar cases (45.46%), where 15 patients carried risk variants.
In this Hungarian population, heterozygous GBA mutations,
such as H294Q, E365K, T408M, N409S, and L483P variants,
were identified in 10 patients (7.04%) and four controls (3.42%).
The detected H294Q, L483P, and N409S GBA variants were
published as pathogenic in biallelic form in GD. The T408M
variant based on ClinVar is considered as benign, the E365K as
VUS in GD; however, previous studies identified both of them
as genetic risk variants for PD (Benitez et al., 2016; Barkhuizen
et al.,, 2017). Moreover, one patient (P18) carried two previously
published genetic PD risk variants in GBA gene. Among the GBA
carriers, some patients had distinctive clinical features, such as
supranuclear vertical gaze palsy (P25), nonmedication associated
hallucinations (P19), depression and anxiety (P13, P18), and
early cognitive dysfunction in two patients (P13, P24).
Segregation studies were successful in three cases: P10 had
L483P/c.1448T>C mutation, his father, fraternal grandmother,
and her sister carried the same rare variant in the GBA gene. The
sister has late-onset PD with severe cognitive dysfunction. Other
family members did not have any PD signs or symptoms. P13
harbours the H294Q/c.882T>G mutation. His grandfather and
the brother of his grandfather had late-onset PD. We were able to
analyse his father who has no signs of PD but carries the mutation.
P25 patient carries the heterozygous T408M/c.1223C>T mutation.
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TABLE 2 | Patients with rare substitutions in AD-PD-associated genes.

DOI:10.14753/SE.2020.2392

Patient Form AOO Sex Symptoms Gene Variant ID Zygosity  Clinical ACMG MAF Patients  Controls  Reference

ID significance classification

P15 F 25 tremor, slower and altered LRRK2 L1795F het P LP <0.01 1/142 0/117 (Nichols et al.,
handwriting, depression, anxiety ¢.5385G>T 2007)

rs111910483

P123 F 34 m hypomimia, tremor, rigidity, LRRK2 Y1649S het D LP - 1/142 0/117 *
bradykinesia, postural instability, C.4946A>C
freezing, depression -

P46 F 30 m tremor, rigidity, bradykinesia, DNAJC13 L2170W het D/RF us <0.01 2/54 0117 (Gustavsson
decreased synkinesis of arms, C.6509T>G etal., 2015)
depression rs140537885

P2 F 33 tremor, decreased synkinesis of EIF4G1 M1356T het D us <0.01 1/64 0/117 *
arms c.4067T>C

rs144059151

For minor allele frequency (MAF), we used the gnomAD database non-neuro group (v2.1) of European population (non-Finnish). F, familiar aggregatio; f, female; m, male; LRRK2, leucine rich repeat kinase 2; DNAJC13, DnaJ heat
shock protein family (Hsp40) member C13; EIF4G1, eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1, het, heterozygous; R, pathogenic; D, damaging; RF, risk factor; ACMG, American College of Medical Genetics; LF, likely pathogenic;
US, uncertain significance; AOO, age of onset; MAF, minor allele frequency. *Firstly reported in this studly.

TABLE 3 | Previously described genetic risk factors associated with PD.

Patient ID Gene Variant ID Zygosity MAF Patients Control Sporadic Familial Mean AOO OR P Reference

P10 GBA  L483P het <0.01 1/54 0/137 - 1 27 7.7 0.21 (Benitez et al., 2016)
€.1448T>C
rs421016

P13 GBA  H294Q het <0.01 1/54 0/137 - 1 30 7.7 0.21 (Benitez et al., 20
c.882T>G 16)
rs367968666

P16, P17 GBA  E365K het 0.01 2/54 1137 2 _ 47 5.2 0.18 (Barkhuizen et al., 2017;
c.1093G>A Benitez et al., 2016)
rs2230288

P8, P18, P23, P24, P25 GBA T408M het <0.01 5/54 2/137 3 2 33.6 6.9 0.02 (Barkhuizen et al., 2017;
c.1223C>T Benitez et al., 2016)
rs75548401

P18, P19 GBA  N409S het <0.01 2/54 1137 2 - 36 5.2 0.18 (Barkhuizen et al., 2017;
c.1226A>G Benitez et al., 2016)
rs76763715

P26, P31, P43, P104 LRRK2 M1646T het 0.02 4/142 0/137 2 2 43.8 8.9 0.15 (Paisan-Ruiz et al., 2013)
c.4937T>C
rs35303786

P1, P6-P7, P14, P21-P22, LRRK2 S1647T hom 0.31 21/142 14/137 13 8 M7 1.5 0.25 (Zheng et al., 2011)

P40-P41, P51, P57-P58, C.4939T>A

P61, P73-P76, P88, P110, rs11564148

P117, P121, P124

P11, P56, P62, P93 PINK1  A340Tc.1018G > het 0.05 4/142 12/137 3 1 39 0.3 0.04 (Wang et al., 2006)
Ars3738136

P1, P28 PINK1  G411Sc.1231G > het <0.01 2/142 1137 1 1 36.5 1.9 0.59 (Puschmann et al., 2017)
Ars45478900

For minor allele frequency (MAF), we used the gnomAD database non-neuro group (v2.1) of European population (non-Finnish). AOO, age of onset; het, heterozygous; hom, homozygous; GBA, glucosylceramidase beta; LRRK2, leucine
rich repeat kinase 2, MAF, minor allele frequency,; OR, odds ratio; PINK1, PTEN induced kinase 1; p, probability value.
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His brother with similar symptoms also carries this heterozygous
substitution. The healthy mother has no mutation in the GBA
gene, and the father died at the age of 41. The father's sibling also
suffered from PD, so we supposed that the brothers inherited the
¢.1223C>T substitution from their father.

In the LRRK2 gene, the heterozygous M1646T mutation was
found in four patients compared to zero in control group. In 21
patients (14.8%), LRRK2 S1647T substitution was detected in
homozygous form, which were previously suggested to contribute
PD risk (Zheng et al., 2011). However, it was also detected in our
control group in homozygous form in 14 subjects (10.22%). The
PINKI A340T polymorphism was identified in four cases among
patients and in 12 control subjects. The G4118S substitution was
also detected in two cases and one control in our cohort.

Among all the detected, previously published genetic risk
variants, all of it are associated with an OR > 1 in our cohort;
however, we could only confirm two risk variants (GBA T408M
and PINKI A340T), to be significantly more frequent in cases,
compared to controls.

Multiple-Hit Mechanism Impacting the
Risk of PD

It is hard to interpret multiple-hit mechanism on an individual level.
However, we have observed in nine cases that heterozygous damaging
mutations in AR-PD-associated genes coexisted with either a known
risk or a rare variant in another PD-associated gene (Table 4). The
coexistence of the LRRK2 risk variant and an additional heterozygous
missense mutation of PRKN, PINK1, or SYNJI might be compatible
to an oligogenic model. In three cases, LRRK2 S1647T homozygous
risk variant was present simultaneously with heterozygous PRKN
(C446S), PINK1 (R501Q), or SYNJI (Ql163E) substitutions,
respectively. In the case of P7 patient, we assume that the previously
unpublished C446S mutation in PRKN gene is probably pathogenic
based on the in silico prediction scores and segregation analysis. P7's
father, who has later onset PD, was carrying heterozygous PRKN
C446S and LRRK2 S1647T mutations and P7's unaffected mother
was carrying heterozygous LRRK2 S1647T substitution. The PINK1
R501Q alteration was consistently predicted as damaging. Finally,
a rare damaging SYNJI Q1163E substitution was found in a male
patient with typical features of PD. In two other cases, the LRRK2
M1646T alteration was identified with other PD-related mutations,
such as PRKN heterozygous R234Q substitution with damaging
prediction scores in P26 or a novel DNAJCI3 heterozygous D1301V
damaging substitution in P43 (Table 4). We hypothesised that, if a
genetic risk factor is concomitantly present with a rare heterozygous
damaging mutation, it results in earlier onset of symptoms,
compared to cases with a single PD risk variant.

In order to test the hypothesis of oligogenic inheritance pattern,
we performed two analyses. Firstly, we tested with ANOVA, whether
patients with more than one filtered genetic variant (presented in
Table 4, in total nine patients) have different distribution of age at
onset from those, who harbour only one filtered variants (presented
in Tables 2, 3, and 5, in total 46 patients). We could only observed a
trend to have lower mean and median age at onset with increasing
number of filtered co-occurring variants; however, this did not reach
the level of statistical significance (Figure 1A).

Genetic Testing of PD in Hungary

Secondly, we tested the hypothesis with the Kruskal-Wallis
statistics, that in patients with Parkinsonism, there is a greater
variant burden in PD-associated genes compared to non-PD
neurodegenerative patients, and control individuals, as described
in the Statistics section. Surprisingly, with the most relaxed filter
criteria (MAF < 1%, AND loss of function or missense variants),
we observed that there is a significantly greater number of
variants in the control group (Figure 1B) compared to the
PD-patient group. However, when we performed the analysis
with a stringent filter criterion (MAF < 1% AND loss of function
or damaging missense variant in core PD-genes), we observed
that this difference diminished, and even seemed to turn around.
However, this did not reach the level of statistical significance.

Single Heterozygous Mutations in AR-PD
Associated Genes

In one sporadic case, pathogenic R275W heterozygous mutation
was identified in PRKN gene, and in three sporadic cases, possible
damaging substitution were identified in autosomal recessively
inherited genes, such as DNAJC6 (F414Y), CP (I898M), and
PLA2G6 (R396W) (Table 5). Notably, AOO is comparably high
as it was seen in case where previously described genetic risk
factors were solely presented (Table 3).

DISCUSSION

This is the first genetic epidemiology study targeting disease
genes of early-onset PD in Hungary, in which several genetic
alterations were identified in PD-associated genes. Since the
monogenic forms cause only a minority of EOPD, there is a
need to identify the most cost-effective diagnostic workup for
these patients. Genetic analysis of Hungarian EOPD patients
revealed mutations affecting several genes with varying degree
of association, such as DNAJC6, DNAJCI13, EIF4Gl, GBA,
LRRK2, PRKN, PINK1, PLA2G6, SNCA, and SYNJI. Studying the
functions of their protein products further elucidate the potential
role and interplay in the pathomechanism of neurodegeneration,
like mitochondrial dysfunctions and impaired autophagy-based
protein or organelle degradation pathways, which indeed can
lead to development of PD (Ryan et al., 2015).

The possibility to identify more than one rare variant in a PD
patient is not uncommon based on our and others observations
(Lubbe et al., 2016; Keogh et al., 2018) in the era of NGS. In
our cohort, nine cases were presented with potential oligogenic
interaction in the background of their symptoms, from
which seven cases had a positive family history (Table 4). The
coexistence of LRRK2 M1646T or S1647T risk variants (Zheng
et al., 2011; Paisan-Ruiz et al., 2013) with further heterozygous
rare damaging missense mutations of PRKN, PINKI, or SYNJ1
might suggest an oligogenic inheritance. The LRRK2 risk variants
with mutations in AR-PD-associated genes raised the possibility
that maybe these explain the earlier age of onset in these patients.
Further analysing the modifying effects of these risk variants,
especially if they are associated with recessive heterozygous rare
damaging mutation, could potentially clarify the PD prognosis.
In our cases, oligogenicity was supposed if a patient had more
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TABLE 4 | Double-hit mechanism impacting the risk of PD: Rare damaging variants and previously described genetic risk factors affecting more than one PD associated genes.

Patient Form AOO Sex Symptoms Gene Variant ID Zygosity  Clinical ACMG MAF Patients  Controls Reference
ID significance  classification
P7 43 hyposmia, dysarthria, tremor, PRKN C446S het D P - 1/142 0/137 *
bradykinesia, postural instability, c.1336T>A
dysdiadochokinesis, MCI -
LRRK2 S1647T+ hom RF - 0.31 21/142 14/137 (Zheng et al., 2011)
C.4939T>A
rs11564148
P26 40 tremor, postural instability, PRKN R234Q het D us <0.01 1/142 0/137 *
disturbed vision, MClI c.701G>A
rs144032774
LRRK2 M1646T+ het RF - 0.02 4/142 0/137 (Paisan-Ruiz et al.,
c.4937T>C 2013)
rs35303786
P21 39 rigidity, bradykinesia, postural PINK1 R501Q het D us <0.01 1/142 0/137 (Marongiu et al.,
instability c.1502G>A 2008)
rs61744200
LRRK2 S1647T+ hom RF - 0.31 21/142 14/137 (Zheng et al., 2011)
C.4939T>A
rs11564148
P22 37 dysarthria, hypophonia, SYNJ1 Q1163E het D us <0.01 1/54 0/137 *
bradykinesia, tremor, RBD, c.3487C>G
medication associated rs768503724
fluctuations with OFF
dystonia, panic attacks, MCI
LRRK2 S1647T+ hom RF - 0.31 21/142 14/137 (Zheng et al., 2011)
C.4939T>A
rs11564148
P43 38 tremor, rigidity, decreased DNAJC13  D1301V het D/RF LP <0.01 1/54 0/137 *
synkinesis of arms €.3902A>T
rs748182915
LRRK2 M1646T het RF - 0.02 4/142 0/137 (Paisan-Ruiz et al.,
c.4937T>C 2013)
rs35303786
P18 31 tremor, bradykinesia, rigidity, GBA T408M* het RF - <0.01 5/54 2/137 (Barkhuizen et al.,
frequent freezing, depression, €.1223C>T 2017; Benitez
anxiety rs75548401 etal., 2016)
GBA N409S+ het RF - <0.01 2/54 1137 (Barkhuizen et al.,
c.1226A>G 2017; Benitez et al.,
rs76763715 2016)
P20 39 tremor, rigidity, Parkinsonian PLA2G6 V630G het D P - 1/54 0/137 *
gait, anxiety, MCI €.1889T>G
DNAJC13 R2115Q het D/RF us <0.01 1/54 0/137 (Vilarifio-Guell
C.6344G>A etal, 2014)
rs770715465
P4 39 dysarthria, tremor, postural C19orf12 L61* het P P - 1/54 0/137 *
instability, bradykinesia, rigidity, c.182T>G

orthostatic hypotension, low
iron level, MCI

(Continued)
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<0.01
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GBA

€.1223C>T

2016)

etal,

rs386626586

In this table, the coexisting rare damaging variants and previously described genetic risk factors in different PD associated genes are presented. ACMG classification was not applied in case of previously described genetic risk

factors. For minor allele frequency (MAF), we used the gnomAD database non-neuro group (v2.1) of European population (non-Finnish). The distinctive phenotypic features are indicated with bold. ACMG, American College of Medical
Genetics; AOO, age of onset; C190rf12, chromosome 19 open reading frame 12; D, damaging;, DNAJC13, DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member C13; DNAJC6, DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member C6;

F, familial aggregation; f, female; GBA, glucosylceramidase beta; het, heterozygous, hom, homozygous; LR, likely pathogenic; LRRK2, leucine rich repeat kinase 2, m, male; MAF, minor allele frequency,; MCI, mild cognitive impairment;

R, pathogenic; PINK1, PTEN induced kinase 1; PLA2G6, phospholipase A2 group VI; PRKN, parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase; RBD, REM (rapid eye movement) behaviour disorder; RF, risk factor; S, sporadic case; SYNJ1,

synaptojanin 1, US, uncertain significance. *Firstly detected in this studly. * Previously identified as genetic risk factor in the refereed publications.

Genetic Testing of PD in Hungary

than one variant (either rare damaging or common risk variant)
in different PD-associated genes. Although these observations are
interesting, it is hard to interpret them on an individual level. In
order to support statistically the possibility of an oligogenic effect,
we tested two hypotheses. We asked, whether those patients,
who simultaneously carry more than one PD-associated variant,
have earlier age at onset. We could observe a trend, however, this
did not reach statistical significance (Figure 1A). The second
question we asked was, whether patients, who are diagnosed with
PD, more commonly carry rare variants in PD-associated genes
compared to other patients with neurodegenerative diseases or
controls. Surprisingly, we have observed that more rare variants
were detected if a permissive filter criterion was defined, but this
difference diminished with more stringent filter criteria. When we
applied a rigorous filter criterion, it even seemed that this trend
turns around; however, this did not reach statistical significance
(Figure 1B). Furthermore, we observed a potential trend in
our cohort, that those patients with co-occurring variants had
a greater chance for being labelled as familial. In summary, we
can only raise the suspicion of an oligogenic effect, but probably
much larger cohort are needed to prove this unequivocally.

It has to be emphasised, that limitation of statistical
comparison, which is not only the small number of cases (as
only 54 of our patients were analysed by NGS; thus, it is possible
that they may harbour additional variants in genes that were not
covered). But, the different penetrance of the coexisting genetic
risk factors (e.g., the low penetrance LRRK2 S1647T versus a
pathogenic GBA H294Q mutation), and these tests need to be
repeated in larger samples.

The MLPA analysis identified five cases with pathogenic
mutation from the 142 EOPD patients (3.5%), while Sanger
sequencing revealed potential damaging mutation of LRRK2
in two cases and risk variants in PINKI and LRRK2 genes in
28 cases (19.7%). Co-occurring variants were detected in three
patients (2.1%). A heterozygous PRKN mutation was detected in
a single case (0.7%). The NGS of 54 patients revealed mutations
affecting several other PD-associated genes (CP, CI190RFI2,
DNAJC6, DNAJCI3, EIF4Gl, GBA, PLA2G6, SYNJ]1). Two
patients carried heterozygous variants in AD-PD genes (3.7%;
LRRK2, DNAJC13, EIF4Gl1), while 10 patients carried GBA
mutations (18.5%). Six patients were identified with potential
oligogenic interactions with the coexistence of genetic risk factor
or heterozygous rare variants in PD-associated genes (11.1%).
Three patients carried a single heterozygous mutation in an
AR-PD gene (5.6%). Altogether, we conclude that whole exome
sequencing potentially increased the number of relevant findings.

Among the 109 sporadic cases, five patients have CNVs in
PRKN or SNCA genes. Deletions and duplications/triplications
of one exon or exon groups account for a significant proportion
of mutations in the PRKN gene (Shulskaya et al., 2017). In
a Dutch cohort, the exon 7 duplication was suggested to be
a founder mutation based on haplotype analysis and shared
similar breakpoints (Elfferich et al., 2011). The importance of
CNVs in PRKN gene was supported by our results as well, since
23.5% of our solved cases (consistent either to oligogenic or AD
inheritance) harboured PRKN exon rearrangement, which were
presumed to be more deleterious, because they caused altered

Frontiers in Genetics | www.frontiersin.org

October 2019 | Volume 10 | Article 1061


https://www.frontiersin.org/journals/genetics
http://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/genetics#articles

lliés et al. Genetic Testing of PD in Hungary

A Analysis of the effect of simultaneously occurring variants on the age at onset
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FIGURE 1 | Results of the analysis of oligogenic effects. Panel (A) shows the result of analysis coexisting variants (multiple-hits) on the age at onset. The box plots
show the distribution of the age at the onset of symptoms if zero, one, two, or three simultaneous variants were present. Solid lines show medians and dashed
lines the means. Differences between groups were not significant with ANOVA test. Panel (B) shows variant burden in the groups defined at the Methods section.
Deg = patients with neurodegenerative diseases, without signs of Parkinsonism. Park = patients with Parkinsonism. We present the results with the least and most
stringent filter criteria set. On the upper part of panel (B) (less stringent filters), we can see that more variants were present in the control group, which actually
reached the level of statistical significance. On the lower part of panel (B) (most stringent applied filters), we can see that this difference diminished and even
seemed to turn-around; however, in this case, the difference was not significant.
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AR-PD-associated genes may be essential to further specify
the contribution of heterozygous mutations in patients with
EOPD. Additional studies need to further elucidate whether
these variants are potential AD-PD-inducing mutations, or
they act as risk factor with coexisting genetic susceptibility and
environmental effects. Exploring the function of monoallelic
alterations in AR-PD may be crucial for possible future use
of genetic data for improvement of genetic counselling in
individualised settings.

The genetic testing in PD is complex and it depends on
whether testing is being requested by someone who has PD
or someone who has positive family history of PD, without
symptoms of PD. The complexity is coming from the fact that
several genes and risk factors are associated with PD. In many
patients with PD, even if they have a family history for PD, the
disease-causing abnormal genes cannot be detected. Notably, the
genetic counselling is specially challenging in those cases where
(1) several genetic risk factors or (2) a genetic risk factor and a
heterozygous carrier status of a pathogenic or likely pathogenic
mutation is coexisting (Figure 2). The co-segregation analysis
of these coexisting rare variants can facilitate understanding
the role of these variants. The GBA variants may have particular
importance, based on the published data, it seems that, even
in heterozygous status the variant, which has a more severe
effect to the protein, has greater impact on the disease onset
and progression (Zhang et al., 2018). The clinicians should

Genetic Testing of PD in Hungary

differentiate in counselling where a healthy person without any
family history request the counselling asking the risk scores
of different genetic disorders (among them PD), or a patient
having PD asking the recurrence risk in the next generation,
or if the genetic results of the relatives of a PD patients has to
be interpreted. Nevertheless, the situation is complicated if the
person has monoallelic deleterious rare variant in AR inherited
PD. In cases having coexisting monoallelic rare pathogenic
variant and alteration(s) in genes which could potentially increase
PD susceptibility or having more than one rare variant in those
genes the risk of disease development is greater. Furthermore, it
is important to highlight those further gene-gene interactions
and environmental factors also influence the manifestation of
the genetic background. In some cases, potential disease-causing
mutation in previously PD-associated gene will not ensure the
occurrence of PD symptoms during the life of the patient due to
the reduced penetrance. Additionally, it is crucial that the genetic
counsellor must be familiar with all those distinctive phenotypic
features which can be associated with the different PD-associated
genes (e.g., GBA, DNAJC6, SYN]1) since in some cases with likely
pathogenic variants or VUS in PD-associated genes, the reverse
phenotyping is an important task (Figure 2). In our cohort, not
only GBA PD cases had distinctive clinical features, but a patient
with heterozygous PLA2G6 variant (P9) had hallucinations,
proximal weakness in the lower extremity, spasticity, urinary
incontinence (Table 5). MRI showed severe white matter

Results of the genetic testing
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FIGURE 2 | Clinical interpretation of genetic test results and tasks associated with the genetic counselling. The first column represents the most common
situations emerging after genetic testing in PD. On the top, we included the more easily interpretable findings, and on the bottom, the commonly emerging
challenges. On every level, many aspects of the genetic findings have to be interpreted by the genetic counsellor, and we only included the major questions
associated with a level. At the last column, we included important tasks of the genetic counsellors associated with a given level; however, naturally in every level, a
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lesions. Early cognitive dysfunction was present in a patient
(P22), who carried heterozygous variants in SYNJI and LRRK2
(Table 4). This patient also had early and severe medication
associated fluctuations with frequent OFF dystonia. Orthostatic
hypotension was early and severe in a patient with heterozygous
CI9orfl2 variant (P4) (Table 4). In a patient, who carried a
heterozygous CP variant (P27) had low serum ceruloplasmin
level. To collect all this type of phenotypic observations are very
important for further understanding the genotype-phenotype
correlations in PD.

To identify the genetic background is important not only
in family planning but there is an increasing need in the era of
the personalised medicine to stratify the patient based on their
genetic background. There are clinical trials, which are focusing
on the treatment of patients with certain genetic alterations, such
as heterozygous GBA variants. Ideally, to reach personalised
therapeutic interventions in the future, a systems biology
approach would be optimal analysing multidimensional clinical
and genetic/genomic risk and progression profile.

In summary, our study further supports the hypothesis that
alterations in Mendelian PD-associated genes may act as a
genetic risk factor for the sporadic form and even a heterozygous
mutation in AR-PD genes could contribute to the disease
susceptibility. With better availability of NGS technologies for
clinical assessment, genetic testing is getting more important tool
in the clinical practice and research of the EOPD. Application of
NGS can effectively identify coexisting pathogenic rare variants
and genetic susceptibility factors which could have significant
role in understanding the complex pathogenesis of PD. The
simultaneous analysis of neurodegeneration-associated genes
could support both the diagnostic workup and the interpretation
of clinically distinct phenocopies associated with certain
single or coexisting genetic alterations and the spectrum of
the neurodegenerative disorders. Due to the complexity of the
disease and improving availability of NGS technologies, genetic
counselling is getting more challenging by the increasing number
of PD-associated rare variants. Thus, the clinical geneticist
should be prepared for the genetic counselling of patients with
coexisting disease-causing mutations and susceptibility factors.
In the near future, coexistence of major disease-causing mutation
and minor susceptibility factors could be interpreted at the level
of individual.
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Abstract

Background: Parkinsonism is a complex multifactorial neurodegenerative disorder, in which genetic and environmental
risk factors may both play a role. Among environmental risk factors cocaine was earlier ambiguously linked to
Parkinsonism. Former single case reports described Parkinsonism in chronic cocaine users, but an epidemiological study

did not confirm an increased risk of Parkinson’s disease. Here we report a patient, who developed Parkinsonism in young
age after chronic cocaine use, in whom a homozygous LRRK2 risk variant was also detected.

Case presentation: The patient was investigated because of hand tremor, which started after a 1.5-year period
of cocaine abuse. Neurological examination suggested Parkinsonism, and asymmetrical pathology was confirmed by
the dopamine transporter imaging study. The genetic investigations revealed a homozygous risk allele in the LRRK2
gene. After a period of cocaine abstinence, the patient's symptoms spontaneously regressed, and the dopamine

transporter imaging also returned to near-normal.

Conclusions: This case report suggests that cocaine abuse indeed might be linked to secondary Parkinsonism
and serves as an example of a potential gene-environmental interaction between the detected LRRK2 risk variant
and cocaine abuse. The reversible nature of the DaTscan pathology is a unique feature of this case, and needs
further evaluation, whether this is incidental or can be a feature of cocaine related Parkinsonism.

Keywords: Parkinson’s disease, Parkinsonism, cocaine, LRRK2, Genetic risk factor

Background
Pathomechanism of Parkinson’s disease (PD), which is
the second most common neurodegenerative disorder, is
defined by the progressive loss of dopaminergic neurons
in the substantia nigra [1]. The dopaminergic system
plays an important role in several vital mechanisms, such
as movement control, cognition and controlling reward.
For the normal functioning of dopaminergic neurons the
dopamine reuptake is essential from the synaptic cleft
into presynaptic neurons via dopamine transporters [2].
There are several drugs (such as cocaine) causing
increased extracellular level of dopamine resulting in
euphoric effects and motoric symptoms [3].

In case of PD, there are evidences, which suggest that
dopamine transporter (DAT) dysregulation is also a
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factor in the disease mechanism [4]. Cocaine enhances
dopaminergic signalling as it binds to DAT and blocks
the reuptake of dopamine from the synaptic cleft [5].
The suspected association between cocaine abuse and
the increasing risk of PD was previously described in
several patients [6] although there are several cases
where despite cocaine abuse no correlation with PD was
observed [7].

Although the evidences for higher risk of PD among
cocaine users is controversial, it is already proved that
the brain structure is altered and the conformation of
alpha-synuclein become more compact [8]. In PD patho-
genesis the misfolded alpha-synuclein plays crucial role
in the death of dopaminergic neurons therefore in the
progression of PD [9]. In cocaine abusers overexpression
of alpha-synuclein has been described in dopaminergic
neurons, potentially increasing the risk for degenerative
changes in dopaminergic neurons [10]. As SNCA is one
of the most common cause of PD there are possibility
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that other genetic risk factors, such as PARK2, LRRK?2,
PINKI and DJ-1 [11], also could contribute to the devel-
opment of PD even in early age due to the cumulated
effect of cocaine abuse and genetic risk.

DAT-SPECT (dopamine transporter single photon emis-
sion computed tomography) imaging enables differenti-
ation of neurodegenerative causes of Parkinsonism, from
other movement or tremor disorders where typically the
DAT-SPECT study will be normal. Impaired function of
DAT is reducing striatal binding of DaTSCAN, however it
is not specific to PD. Several cocaine analogues labelled
with '#I sufficient for SPECT binds with high affinity to
DAT [12]. The most common analogue in the clinical
practice is '2*I-FP-CIT (DaTSCAN, GE Healthcare) [12].
The method can measure either the DAT density on the
presynaptic terminal, or nigrostrital fiber density.

In our case study we are discussing the association of
the genetic and environmental factors in a cocaine user
young patient with reversible Parkinsonian symptoms.

Case presentation

A 44 years old male patient was referred to our neuroge-
netic outpatient clinic, for examination of hand tremor. In
the past medical history gastroesophageal reflux disease
(Los Angeles grade A), LIV-V discus herniation and Type
I (Wenckebach) second-degree atrioventricular block was
present. The latter caused no symptoms, and no medical
intervention was necessary. The patient took pantoprazol
regularly. Before the onset of the hand tremor the patient
used nasal cocaine regularly for a period of 18 month. He
used ~ 1 g/day (15 mg/kg) with nasal insufflation. During
the cocaine use irritability and insomnia, dissociative
symptoms such as depersonalization and derealisation, de-
veloped. Because of the latter he stopped cocaine use 10
months before the examination. He realized his hand
tremor approximately 3—4 months after cessation of the
drug.

During the neurological examination hand tremor af-
fected asymmetrically the right hand more than the left
hand, and was mainly postural increasing with holding
small weights. In addition, signs of mild Parkinsonism
(mild bradykinesia and rigor in the right hand) was also
detected. Altogether, the neurological examination
suggested incipient Parkinsonism, but the tremor was
atypical (not resting type). According to the MDS classi-
fication of tremors [13] it was classified as isometric
tremor syndrome. From the family history, it is notice-
able that the father of the patient suffered from postural
hand tremor in older age. The son of our patient was
examined because of restless leg syndrome at age 13
years. Routine blood studies were normal, including cop-
per, ferritin and ceruloplasmin. Abdominal ultrasound
was normal. Brain MRI (3 T) showed no structural or
vascular lesions, basal ganglia were normal, but absence
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of swallow tail sign was detected (Fig. 1), suggesting
Parkinson’s disease. For further clarification DaTscan
was performed by a double-headed SPECT system (GE
Infinia II with Xeleris workstation) using a standard ac-
quisition protocol according to the EANM guideline
[12] with 170 MBq I-123-loflupane tracer. This tracer
has a high affinity not only to DAT but to the serotonin
transporter (SERT) and norepinephrine transporter
(NET) as well [14]. However, the concentration of DAT
in the basal ganglia is much higher, than that of the
other transporters, therefore its measure is appropriate
for DAT. The striatal binding was evaluated both by
semiquantitative visual evaluation and for a more accur-
ate comparison the DaTQUANT software (created by
GE Healthcare in 2013 adapted in 2015, as a quantitative
binding method with normal database) has been used
[15]. It showed asymmetrically decreased radiopharma-
con binding on the right side in the caudate nucleus 3.0
h after intravenous injection of the I-123-Ioflupane
(Fig. 2/a). During the time of the DaTscan no cocaine
use has been reported. Although we had only self-report
about the cocaine use, the long-term observation of the
patient and the close follow-up with a good compliance,
and the improvement of the clinical symptoms con-
vinced us about the reliability of the anamnestic data.

For the genetic investigation DNA was isolated from
blood with QIAamp DNA blood kit, according to the
manufacturer’s protocol (QIAgen, Hilden, Germany).
Sanger sequencing was performed in the whole coding
region and exon/intron boundaries of SNCA, PARK2
and PINKI, LRRK2 gene by using ABI Prism 3500 DNA
Sequencer (Applied Biosystems, Foster City, USA).
Exonic copy number variations were analyzed by multi-
plex ligation-dependent probe amplification (MLPA,
SALSA MLPA Kit P051-D1 Parkinson; MRC Holland,
Amsterdam, The Netherlands). In the LRRK2 gene a
homozygous risk factor variant, NM_198578.4:c.4939
T>A, p.Serl647Thr (codon change: TCA > ACA) was
detected [16]. The segregation analysis detected the
S1647 T LRRK2 variant in heterozygous state in the
parents of the patient. MLPA did not detect any exonic
copy number variations. Based on the clinical and
DaTscan findings we suspected Parkinson syndrome,
associated with a toxic-genetic interaction. Selegiline
was prescribed, but the patient omitted the medica-
tion, because the tremor was worsening from the
drug. After 1 year of cocaine abstinence the tremor
significantly decreased. One and half year after the
first DaTscan a control investigation was performed,
and showed normal radiopharmacon binding in the
striatum, with only mild asymmetry. The right caud-
ate binding returned into the normal range, and the
right striatal binding was higher than at the first
examination (Fig. 2/b).
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Fig. 1 Brain MRI of the patient. On the axial susceptibility weighted images in the plane of the mesencephalon, the substantia nigra is
identifiable both sides. The swallow tail sign is normally present in 3 T imaging at the area indicated by the arrows, but it is absent in the patient

Discussion and conclusions

Cocaine use is associated with a range of movement
disorders [3], and has complex effects on the central
nervous system. Possible ways to categorize these effects
is based on time characteristics, i.e. neurologic complica-
tions with acute or chronic use, or whether the patient is
an active user, early or late abstinent. The main acute
pharmacological effect of cocaine is dopamine (DA)
reuptake inhibition, which elevates synaptic DA levels.

Literature information about cocaine’s effect on dopa-
mine transporter (DAT) level expression in human is
scarce and available information from experimental
animal studies are also contradictory at times. There are
two possible mechanism supported by the literature, by
which we tried to interpret our findings, i.e. the low
DAT binding, which later normalized.

On one hand, in response to the elevated DA levels,
DAT downregulation might take place, as a compensatory
mechanism [17]. This compensatory mechanism decreases
the acute DA elevation with the use of cocaine, but on the
long term it leads to DA deficiency in the caudate nucleus
and frontal cortex as DA synthesis and reuptake is both
needed for synaptic storage [18]. In acute cocaine abstin-
ence the DATs start to upregulate as shown by other
DaTscan studies [19]. This might explain our results, why
we have seen decreased DAT binding, which later normal-
ized. In this scenario we hypothesize that DaTscan in our
patient was performed in a time window when DAT levels
are still decreased; however, the patient was already abstin-
ent. As an acute withdrawal symptom decreasing DA level
results in psychological symptoms, restlessness and tremor
[20]. Long term use of cocaine however also results in
DAT decrease, and this might explain Parkinsonian fea-
tures in abstinence as a result of DA depletion.

On the other hand, other studies in the literature
suggest, that cocaine increases DAT expression, and
abstinence of cocaine intake for a prolonged period of
time decreases DAT level [5]. In this scenario, we can
hypothesize that we have seen the decreased DAT-
binding, because the patient was already abstinent for a
long time, and this change in the expression later
normalized.

It should be mentioned that the above described
mechanisms are speculative and the effects of cocaine
on the nervous system is complex. We also need to
consider changes in D2 receptor expression [21] and
possible long-term structural damage to dopaminergic
synaptic terminals [18]. Effects might be dose and for-
mulation dependent, as neurologic complications are
more common with the smokable alkaloidal form of
cocaine, known as ,crack” [22]. Acute blood pressure
elevations and cerebral vasospasm might also cause
cerebrovascular events, such as acute ischemic stroke, or
aneurysm rupture [23], but small subclinical ischemic
events may also cause structural damage in the brain.
Chronic cocaine abuse lead to increased age-dependent
temporal lobe cortical atrophy [24], and decreased
frontal white matter connectivity [25] shown by imaging
studies.

The association of cocaine use with Parkinsonism is
nevertheless complicated, and the literature information is
scarce. On one hand, the acute elevation of synaptic DA
levels may ameliorate “off” periods in Parkinson’s disease
patients [26]. On the other hand chronic use was associ-
ated with Parkinsonian features in many case reports [20],
although this was not confirmed by the epidemiological
study of Callaghan et al. [27]. The above described mech-
anism suggests a pharmacological, reversible form of



lllés et al. BMC Neurology (2019) 19:260

DOI:10.14753/SE.2020.2392

Page 4 of 6

Slice 2

{é} Q\

Mean Counts

Slice 1
Slice 2
Slice 3

Average

Slice 1

Slice 1
Slice 2
Slice 3

Average

Fig. 2 DaTscan of the patient in two time points. The Figure shows the radiopharmacon binding in the area of the basal ganglions. The
measurements and calculated ratios for quantitative analysis in the volumes of interest are also listed. Figure a was taken after the first
examination of the patient. At this time decreased radiopharmacon binding was present in the right striatum (mainly the caudate). Figure b was
taken after 1 year of cocaine abstinence. At this time point, normal binding is detectable in the right caudate
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secondary Parkinsonism in our case. However, a further
possible, non-pharmacologic link between Parkinsonism
and chronic cocaine use might exist. Chronic cocaine ex-
posure triggers alpha-synuclein overexpression [10], which
might be an acute protective mechanism against increased
oxidative stress, but which eventually lead to formation of
Lewy bodies (LBs), and accelerated neurodegeneration.
Besides, cocaine also physically binds to alpha-synuclein,
which might cause deleterious conformational changes
[8]. However, it is not probable, that these changes will
cause reversible pathology on the DaTscan.

The long-term cocaine use has not the same effect as
dopamine receptor blocking agents - DRBA, however these
can induce also parkinsonism. Drug-induced Parkinsonism
(DIP) should resolve after the causative agent has been
withdrawn. Lim et al. [28] reported that Parkinsonism
might persist for more than 6 months after discontinuation
of the DRBA, and DaTscan showed normal striatal

dopamine transporter binding at that time. Nine months
after the discontinuation of the dopamine receptor block-
ing agent, Parkinsonism was significantly improved in their
patients but not completely resolved [28].

In a number of patients, with DIP symptoms persist or
may even worsen over time, suggesting the development of
concomitant PD. There are speculations that the possible
neurotoxic effect of neuroleptics exerted on a susceptible
dopaminergic system would lead to a progressive process.
To which extent a personal susceptibility plays a role
remains to be determined and further genomic studies in
patients exposed to neuroleptics who develop DIP or PD
could eventually identify a genetic background of suscepti-
bility [29]. Even if the pathomechanism is not the same in
the cocaine induced Parkinsonism and DIP the personal
susceptibility can be an important factor.

In our case the PD associated genes were investigated
since the patient has movement disorders in his family.
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We detected only one genetic risk variant, which was
previously associated with PD. The presence of this
homozygous LRRK2 polymorphism (51647 T) has a very
mild association with PD, with a low odds ratio (in our
cohort OR: 1.787, 95%, CI: 0.8052 to 3.96 — Illes et al,
unpublished data). In the presence of this genetic risk
variant, even in homozygous status, appearance of
Parkinsonism is not likely, but hypothetically in the
presence of some environmental factors, which may
influence dopamine level it may present itself. Similar
mechanism was suggested by Lin et al. [30] in a Taiwanese
population, where the S1647 T variant was only associated
to Parkinsonism when environmental exposures were in-
cluded in the logistic regression model. Further published
studies indicated also significant interactive effects be-
tween environmental factors and genetic variants [31].
These kind of interactions are well described in the case
of the serotonin transporter polymorphism association
with depression [32]. However, it should be kept in mind
that proof of the additional effect of LRRK2 S1647 T poly-
morphism and cocaine abuse goes beyond the framework
of our case study.

It is interesting, that in our patient, the MRI already
showed some structural changes (absence of the swallow
tail sign), indicating the damage of nigrostriatal pathway,
and thus the acute pharmacological effect of cocaine
might be also altered. The family history of hand tremor
in the father and restless-leg syndrome in the child also
suggest some already existing non-pharmacologic risk at
the patient.

In summary, this case report may raise the possibility
of a gene-environment interactions in the background of
our patient’s symptoms. Our result suggests that some
of these effects in the early state might partially revers-
ible, as after a period of abstinence the patient’s Parkin-
sonian symptoms resolved. However, the patient needs
longitudinal follow-up, as PD might later reoccur, as
the consequence of the chronic effects of cocaine,
and the additive effects of the LRRK2 alteration. Fur-
ther studies of S1647 T alteration and environmental
interaction in a larger Hungarian cohort and func-
tional studies in in vivo models are warranted to val-
idate our hypothesis.
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