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Bevezetés

A Parkinson-kor (PD) a masodik leggyakoribb
progressziv neurodegenerativ betegség. A legfrissebb
tanulmanyok szerint koriilbeliill 6 millid6 ember érintett
vilagszerte. A 60 éves kor folotti népesség 2%-at érinti,
mig a 80 éves kor fol6tti népességben ez az arany mar 4%.
A betegség 10%-a azonban mar fiatal életkorban (20-50
¢év) jelentkezik, mely hatterében sokkal valdsziniibb, hogy
valamilyen genetikai tényezd all.

A motoros funkciézavarok hatterében elsdsorban a
substantia nigra pars compacta sejtjeiben végbemend
dopaminerg idegsejtek pusztulasa all. A PD-s betegek
korében a nem-motoros tlinetek prevalencidja a betegség
sulyossadgaval és a progresszid meértékével egylitt nd,
valamint eldrejelezhetik a motoros tiinetek megjelenését
is. Ez kritikus jelent6ségli a terapias gyakorlatban, mivel a
motoros tiinetek megjelenésekor a substantia nigra
dopaminerg sejtjeinek mar 70-80%-a elpusztult. Tovabba
Klinikai szempontbdl komoly elényt jelenthet a Lewy-
testek kialakulasanak eldrejelzése, mivel ilyen esetben az

a-synucleint célzo terapiak hatasosak lehetnek. A PD



progresszidjaban a koros fehérje aggregacio mellett a
mitochondrialis diszfunkcid, a neuroinflammacio és az
excitotoxicitas is fontos szerepet jatszik.

A kiilonb6z6 vizsgalatok soran sok esetben a klinikai és a
patologiai diagndzisok kozott jelentOs eltérést talaltak.
Tovabba a genetikai heterogenitds nagyban neheziti az
Osszefliggések pontosabb megértését, ugyanis a hasonlo
fenotipus mogott nagyon sok kiilonféle genetikai ok
huzoédhat. Raadasul sok esetben az azonos genetikai
varianssal rendelkezd betegeknél is egyéni kiilonbségek
lehetnek a megnyilvanulo6 fenotipusban.

Altalanossagban  elmondhat6, hogy a monogénes
familiaris formak mogott ritka, nagy penetranciaju
patogén mutaciok allnak, mig a sporadikus formak
kornyezeti és genetikai hajlamositdo tényezok egyiittes
jelenlétébol fakadnak. Ennek ellenére a két forma a
legtobb esetben nem kiilonithetd el egyértelmiien a
Klinikai tiinetek alapjan. Az azonositott variansok klinikai
jelentdségének tisztazasa érdekében tovabbi kutatasokra

van sziikség.



A novekvo genetikai informécio ellenére a PD genetikai
etiologiaja az esetek 40%-aban még felderitetlen. Az
ujgeneracios szekvenalas (NGS) széles korii elterjedése
lehetové tette szdmos potencidlis gén azonositasat,
amelyek fontos szerepet jatszhatnak a PD kialakul4saban.
Mivel a kiilonféle neurologiai rendellenességek atfedd
Klinikai tiinetekkel jelentkeznek, ezért egyre nagyobb
szamban irnak le olyan géneket PD-vel osszefiiggésben,
amelyeket kordbban mas neurodegenerativ betegséggel
asszocialtak. A PD genetikai formainak egyre mélyebb
megértése ramutatott a Szinaptikus transzmisszio, a
vezikularis reciklizacid, a mitochondridlis- és a
fehérjemindség-ellendrzés fontossagdra a  betegség
patogenezisében.

A PD kornyezeti kockazati tényezéi esetében vannak
olyan bizonyitékok, amelyek szerint a dopamin
transzporter (DAT) diszregulacidja is szerepet jatszik a
betegség patomechanizmusaban. A kokain fokozza a
dopaminerg jelatvitelt, mivel kotédik a DAT-hoz, és
megakadalyozza a dopamin ujboli felvételét a szinaptikus

résekb6l. Noha a kokainhasznalok korében a PD



magasabb kockadzatdnak bizonyitéka vitatott, mar
bebizonyosodott, hogy az agy szerkezete megvaltozik, és
az a-synuclein konformacidja kompaktabba valik.

Osszességében, figyelembe véve a PD genetikailag
heterogén jellegét, a sporadikus és a familiaris PD
genetikai  architektirajanak  tisztdzasa  javitja a
diagnosztikai pontossagi ratakat. Kovetkezésképpen
lehetdveé teszi a veszélyeztetett egyének preszimptomas
diagnosztizalasat és tesztelését az érintett csaladokban.
Ezenkiviil kiterjesztheti ismereteinket a betegség
genetikai és neuropatologiai mechanizmusair6l, amelyek
kiemelkedéen  fontosak  lehetnek 1)  terdpidk
kidolgozasaban. Végiil javitja annak a lehetdségét, hogy a
kiilonféle PD betegeket genetikai altipusokba soroljuk. Ez
eldsegitheti a betegek hatékony kezelését a betegség

lefolyasaba torténd hatékony beavatkozas révén.



Célkitizések

A célkitlizéseinket a kovetkezoképpen foglalhatjuk 6ssze:

1. A Parkinsonizmus genetikai hatterének vizsgalata a
magyar populacioban. A heritabilitds hatterében allo
oroklésmodok tisztdzasa, a PD genetikai diagnosztikdja
soran alkalmazando algoritmus kidolgozasa.

2. A Parkinsonizmussal Gsszefiiggésben allo genetikai
elvaltozasok jelenlétének és eldforduldsi gyakorisaganak
vizsgalata magyar betegeknél.

3. A taldlt genetikai architektira és a fenotipus
genetikai  tanacsaddsra a  genetikai  eredmények
kozléséhez, a gén-kdrnyezet interakcio értelmezéséhez.

4. A Parkinsonizmusban szenvedd  paciensek
regiszterének  és  bioldgiai  mintagylijteményének
kialakitasa, trial-ready kohort Ilétrehozasa, annak
érdekében, hogy genetikailag stratifikalt betegeink
szamara a klinikai vizsgalatokban valo részvételt, minél

nagyobb valosziniiséggel tudjuk biztositani.



Modszerek

A vizsgalt betegek

Vizsgalatunkba azok a betegek keriiltek bevonasra,
akiknél egyértelmlien azonosithatok voltak a Movement
Disorder  Society (MDS)  kritériumai  alapjan
Parkinsonizmusra utald tlinetek, vagyis a bradykinesis
egylttesen volt jelen vagy nyugalmi tremorral vagy
rigiditdssal vagy mindkettével. A doktori értekezés
elkészitéséhez 152 EOPD (AOO 25-50 év), 30 familiaris
LOPD (AOO >50 év) és négy JOPD (AOO <25 év) beteg
kertilt bevalogatasra. NGS vizsgalattal 66 beteg esetében
elemeztiik a genetikai architekturat.

A genetkai kutatas soran alkalmazott mdédszerek

A genetikai vizsgalatokhoz a DNS izolalast Qiagen DNA
Blood Mini kittel végeztiik periféridlis vérmintabol. A PD-
vel asszocialt leggyakoribb gének (PRKN, PINKI,
LRRK2, SNCA ¢és PARKY) vizsgalatat Sanger-féle
bidirekcionalis szekvenalassal ABI PRISM 3500 Genetic
Analyzer késziilékkel végeztik. Az exoni kopiaszam
eltéréseket MLPA modszerrel (Multiplex Ligacio-fiiggd
Préba Amplifikacio) vizsgaltuk. A C9orf72 GGGGCC



hexanukleotid ismétlddésszam meghatarozdsa repeat-
primed PCR reakcioval és az azt kovetd fragment
analizissel tortént. A PD panel vizsgalathoz egy altalunk
tervezett Agilent SureSelectQXT Target Enrichment
reagenst, a teljes exom szekvenalashoz Agilent
SureSelectQXT Human All Exon v5 reagenst hasznaltuk.
A panel-szekvenalas lllumina MiSeq, mig a teljes exom
szekvenalas Hiseq 2500 platformon zajlott. Az elemzési
Iépésekben a GATK HaplotypeCaller, a SnpEff, a
Clinvar, a dbNSFP, valamint a VariantAnalyzer
szoftvereket alkalmaztuk. A varidnsok klasszifikdlasa az
ACMG (American College of Medical Genetics and
Genomics) 4ltal kdzzétett itmutatd alapjan végeztiik.

Az esélyhanyadokat (OR) a Medcalc szoftverrel
szamoltuk ki. A kvantitativ valtozok atlaga + standard
eltérés felhasznaldsaval keriiltek leirasra. Elemeztiik a
ritka varidns teher hatdsit a tiinetek megjelenésének
idépontjara  ANOVA teszttel. Az oligogénes hatas
lehetdségének vizsgalatara Kiszamitottuk a varians
terhelést azokban az egyénekben, akiknél NGS analizist

végeztiink.



Eredmények
Szekvenalas és MLPA

Ritka, karos eltérések PD-asszocidlt génekben, amelyek

valdsziniileg Osszeegyeztethetdk a monogénes PD-vel

A PRKN gén 7. exon duplikécidjat 4 sporadikus esetben,
mig a SNCA gén duplikaciojat egy sporadikus esetben
igazoltuk. Az LRRK2 génben egy korabban mar leirt
L1795F patogén eltérést detektaltunk két esetben.
Valamint hdrom 1j, valoszinlileg karos varianst
azonositottunk  (LRRK2-Y1649S, EIF4G1-M1357T,
VPS35-K5521). A DNAJC13 L2170W aminosavcsere,
amely egyes tanulmanyok szerint csak minor genetikai
kockazati tényezd, egy tovabbi Dbetegben keriilt
azonositasra. Az aminosavcserével jard variansokat
familiaris PD betegekben irtuk le (a tiinetek
megjelenésének atlagos idopontja 41,5 £ 11,6 év).

Korabban mar PD-vel asszocidlt genetikai rizikd

variansok
Korabbi irodalmi adatok alapjdan PD-re hajlamositd
genetikai kockazati varianst 51 betegben azonositottunk.

A vizsgalt csoportban Ot heterozigota genetikai riziko



varianst irtunk le a GBA génben (H294Q, E365K, T408M,
N409S és L483P). A GBA eltérést hordozod paciensek
korében tobb megkiilonboztetd klinikai jellegzetességet
azonositottunk. Az LRRK2 génben a heterozigota
M1647T mutaciét hat betegben, mig a homozigota
S1647T eltérést 27 betegben detektaltuk. A PINK1 A340T
eltérést hét beteg, a G4118S szubsztituciot pedig két beteg
esetében azonositottuk az altalunk vizsgalt csoportban.
Az Osszes detektalt eltérés, amelyet kordbban genetikai
riziko tényezoként kozoltek OR>1 értéket vett fel, kivétel
a PINK1 A340T varianst, melynél az OR=0,4. Azonban
csak a GBA T408M varians esetében tudtunk szignifikans
osszefliggést (p <0,05) kimutatni.

.1 0bbsz0ros-talalat” mechanizmus, amely befolyasolja a

PD kockazatat

Az adatok elemzése soran 12 olyan esetet talaltunk, ahol
egy heterozigéta karositd mutacié egy AR-PD kapcsolt
génben egylittesen fordul elé vagy egy mar korabban leirt
kockazati tényezdével vagy egy ritka varianssal valamelyik
masik PD kapcsolt génben. Kockézati varidnsokat

azonositottunk a LRRK2, a GBA és a DNAJC13 génekben.
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Valoésziniileg karos eltérés talaltunk a PRKN, a PINK1, a
SYNJ1, a TMEM230, a DNAJC6, a Cl19orfl2, és a
PLA2G6 génekben. Bizonyos esetekben AD-PD génekben
azonositott varians (pl. DNAJC13-S790Y, LRRK2-1803T)
mellett is talaltunk ismert riziké faktort (LRRK2-S1647T).
Az oligogénes 6roklési mintazat tesztelése soran mind az
atlagéletkor, mind a medidn alacsonyabb a tiinetek
megjelenésének idejét tekintve az egyiittesen eldfordulod
variansok szamanak ndovekedésével, am ez az esetiinkben
nem érte el a statisztikai szignifikancia szintjét.
Kruskal-Wallis statisztikai elemzés kimutatta, hogy a
Parkinsonizmussal diagnosztizalt betegek esetében, a
szlirési  kritériumok szigoritasaval, a PD-asszocialta
génekben ndé a variansok szama a nem PD-vel
diagnosztizalt neurodegenerativ betegekhez, és a kontroll
személyekhez képest. Bar, ez sem érte el a statisztikai
szignifikancia szintjét.

Monoallélikus heterozigdta varidns AR-PD-vel tarsitott

génekben

A vizsgalat soran 6t AR oroklésmenetet mutatd génben

feltételezhetden karos szubsztiticiot irtunk le heterozigota
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formaban (PRKN-R234Q, D243N, R275W; VPS13C-
S2904L, DNAJC6-F414Y, CP-1898M; PLA2G6-R396W),
amelyek valdszinlileg potencidlis  rizikdfaktorként
novelhetik a PD kialakulasanak esélyét. Erdekes, hogy a
tinetek megjelenésének ideje azokhoz az esetekhez
hasonlit, ahol korabban leirt riziké faktort azonositottunk.

A POLG el6fordulési gyakorisaga a magyar PD kohortban

crer

tiineteivel kezelt beteg esetében elemeztiik. Az analizis
soran 6, aminosavcserével jard eltérést azonositottunk.
Ezek koziil kettét korabban polimorfizmusként irtak le
(E1143G ¢és Q1236H). A korébbi irodalmi adatok alapjan
potencialisan koroki variansokat egy-egy esetben
talaltunk (az Osszetett heterozigota T2511+P587L eltérést,
és a heterozigdta G737R szubsztitociot). Tovabba egy
eddig még nem leirt aminosavcserét (H613D)
azonositottunk egy harmadik esetben.

A C90rf72 repeat expanzid elbéfordulasi gvakorisiga a

magyar PD kohortban

A kutatasunk soran 147, magyar, nem-rokon,

Parkinsonizmus tiineteivel rendelkezd beteg esetében
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vizsgaltuk a C90rf72 hexanukleotid ismétl6édés méretét
repeat-primed ~ PCR  reakcioval.  Két  esetben
azonositottunk 30 folotti ismétlédés-szamot (egy-egy
esetben 31 és 32 ismétlddés-szam), amely az esetek 1,4%-
a. Az esetek 7,5%-a (11 db) 23 és 30 ismétlédés kozotti
intermedier mutacid. A koros ismétlddésszdmot mutatd
paciensek atlagos ¢letkora a tlineteik megjelenésekor
55,67 £ 12,68 év volt. A pozitiv esetek koziil egy esetben
volt pozitiv a csaladi anamnézis. Az egyik pozitiv esetben
igazoltunk kognitiv hanyatlast, illetve két tovabbi
intermedier esetben. A levodopa kezelés 10 esetben (egy
pozitiv, kilenc intermedier) a tiinetek javuldsat
eredményezte, egy intermedier esetben (juvenilis férfi
beteg) pedig nem volt tapasztalhato valasz. A C9orf72
hexanukleotid repeat expanzi6 és a tiinetek
megjelenésének idOpontja k6z6tt nem mutattunk  Ki

lényeges 0sszefliggést.

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

Kkeresztiil
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Egy kézremegés tiinetével vizsgalt 44 éves férfi beteg, a
tiinet megjelenése el6tt 18 honapon at rendszeresen
hasznalt kokaint nazalisan (napi ~1 g-ot — 15 mg/kg). A
beteg 10 honappal a vizsgalat elétt mar abbahagyta a
kokain hasznalatat.

A neurolégiai vizsgalat kezdeti Parkinsonizmust
valoszintisitett, de a remegés atipusos volt. A csaladi
kortorténetbdl kiemelendd, hogy a beteg apja ¢€s a fia is
mozgasszervi rendellenességekben (tremor, nyugtalan 1ab
szindroma) szenved. Az agyi MRI (fecskefarok jel hianya)
¢s a DaTscan vizsgalat is PD-re utalt. A genetikai vizsgalat
soran az LRRK2 génben a S1647T homozigota kockazati
tényezG6t azonositottuk.

A klinikai és a DaTscan eredmények alapjdn olyan
Parkinson-szindromat feltételeztiink, mely egy toxikus
kornyezeti tényezd és a genetikai kockazati tényezd
egylittes jelenlétébdl fakad. Egy év kokain absztinencia
utdn a remeges jelentdsen csokkent. Masfél évvel az elsé
DaTscan utan ellendrzd vizsgalatot végeztlink, amely
normal radiopharmacon dusuldst mutatott a striatumban,

csak enyhe aszimmetridval.
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Kovetkeztetések

Vizsgalataink soran Magyarorszadgon els6ként végeztiink
komprehenziv genetikai elemzést Parkinson-korban.

A teljes PD kohort 8,1%-aban igazoltunk monogénes okot
a betegség hatterében és a betegek 32,3%-aban genetikai
hajlamosité tényezdt irtunk le. Az AR-PD génekben
azonositott monoallélikus eltérések valoszinileg, mint
hajlamosité tényez6k novelik a PD kialakulasanak
kockazatat. Az eredményeink hozzajarultak az ilyen
tipusu eltérések szerepérdl sz616 ismeretek bovitéséhez. A
POLG gén elemzése soran azonositott potenciadlisan
patogén eltérések hangstlyozzadk a mitochondridlis gének
vizsgalatanak ~ fontossdgat a  Parkinsonizmussal
diagnosztizalt paciensek esetében.

A tobbszoros-talalat” mechanizmus jelentOsége s
felmeriilt, mivel 12 esetben ,,tobbszoros-talalat” hatast
feltételeztiink a tiinetek hatterében. Az oligogénes hatas
statisztikai elemzése alapjan felvazolhatd egy olyan
tendencia, amely értelmében a potencidlisan karos, ritka
varidnsok  duasuldsa figyelhetd meg az érintett

személyekben. Egy olyan tendencia is korvonalazodott,
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amely szerint a feltételezhet6en karos variansok szamaval

forditottan aranyos 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 PD genetikai diagnosztikdjaba ez a gén is bevonando.

A kokain, mint kornyezeti kockazati tényez0 és egy
genetikai hajlamositod tényezd egyiittes hatdsat igazoltuk
egy korai Parkinsonizmus tiineteit mutatd paciens
esetében. Az eset alapjan feltételezziik, hogy a kokain
hasznalat  kovetkeztében  végbemend  molekularis
valtozasok részben visszafordithatok. A kokainhasznalat
¢s a Parkinsonizmus kapcsolata nagyon komplex
kérdeéskor, melyben az egyes asszociaciok értelmezése
sokat segit a PD patomechanizmusanak jobb

megértésében.

Az eredményeink segitségével ) genetikai diagnosztikai
ajanlast dolgoztunk ki a magyar PD betegek

koltséghatékony diagnosztikdjara vonatkozoan.
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