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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Tudomanyos munkassdgom az elmult 2 eévtizedben a neuromuscularis és
neurogenetikai betegségek kutatdsara iranyult. Az alkalmazott mddszerek a
neuroldgiai és pszichiatriai diagnosztikus vizsgéalatok mellett képalkotd eljarasokat,
morfolégiai és molekuléris genetikai vizsgalatokat foglaltak magukba. Az értekezés
f6 témakorei a mitochondrialis medicina, az izomdystrophiak és a herediter
neuropathidk molekularis diagnosztikaja és terapiaja koré csoportosulnak. Kutatasi
projektek nem csak a szorosabb értelemben vett klinikai kutatasokra iranyultak,
hanem a hazai Kkutatasi infrastruktira stratégiai fontossagu alappillérét képezo
biobankok épitesét is jelentették (NEPSYBANK). A tézisek alapjaul szolgald
kdzlemények csak egy részét teszik ki a megjelent publikacidimnak, csak szorosan
a feldolgozott téméahoz kapcsolddo tudomanyos eredmények kertltek megemlitésre.
Célkitlizéseim: a neuromuscularis betegségek (mitochondrialis betegségek,
izomdystrophiak, orokletes periférids neuropathiak) hatterében allé genomikai
rendellenességek megismerése, a genomikai eltérések hatasanak elemzése a
fenotipusa, a kozponti idegrendszerre (KIR), a vazizomra és periférids idegekre.
Duchenne tipust izomdystrophidban a plazmid medialta géntranszfer

optimalizaldsa és human alkalmazasra valo elokészitése.

2. ELOZMENYEK ES IRODALMI OSSZEFOGLALAS

2.1. A mitochondrialis betegsegek

2.1.1. A mitochondrialis betegségek molekularis jellemzése

A mitochondrialis cytopathiak multiszisztémas betegségek, amelyek dontéen a
kdzponti idegrendszer és a vazizom betegségeit eredményezik, de szamos egyéb
szerv miikodészavarat is okozhatjak. Elsésorban a nagy energiaigényli szovetek,
mint a kdzponti idegrendszer, vazizmok, szivizom, az endokrin szervek, maj, vese
és a szem érintettek. A Klinikai tlinetek specifikusak, de nagyon valtozatosak
(DiMauro és Davidzon 2005). A mitochondrialis betegség kialakuldséhoz a
mitochondriumok miikodését meghatarozo maternalisan 6roklédé mitochondrialis
DNS (mtDNS), és nuklearis DNS (nDNS) mutacidi vezethetnek. A DNS
mutacioja okozhat nukleotid-szubsztituciét, ami érinthet tRNS-t, rRNS-t vagy

proteinkddolé gént és eredményezhet delécidval/duplikacioval jar6 gén



atrendezddést (Shoubridge és Molnar, 2002). Esetenként az mtDNS deplécidja
okoz sulyos tiineteket.

Mutaci6 lokalizécioja Mutaciok  Eléfordulasi

szama gyakorisaga
rRNS 12 4%
RNS
tRNS 137 42%
NAD 86 27%
Protein kdédold ATP 16 5%
gének
Cytochrom 70 22%

2.1. Tablazat: Patogén pontmutaciék megoszlasa a mitochondrialis genomban
(www.mitomap.org)

A mitochondrialis betegségek (mtDNS és nDNS kapcsolt) atlag prevalenciaja mai
ismereteink alapjdn 1. 5000-re becsiilheté (Schaefer et al. 2004). Egyes
mitochondrialis DNS mutaciok kifejezetten gyakoriak, ezek kozul kimagaslik az
A3243G pontmutécio, amely eléfordulasi gyakorisaga a felnétt finn populacidban
eléri a 16,3/100.000-t (Majamaa et al. 1998). Eddig kdzel 200 betegség hatterében
azonositottak mtDNS mutaciot és folyamatosan nd azon korképek szama,
amelyek hatterében a nuklearis genom mitochondriumok mukodéséért felelds

génjeinek hibai allnak (www.mitomap.hu). A mitochondrialis genomban az

irodalombol eddig kdzel 500 patogén mutaciéd ismert (www.mitomap.org),
amelyb6l 321 pontmutacié (2.1. Tablazat). A mitochondrialis betegségek
alosztalyokba soroldsa szamos problémat vet fol a mitchondrialis biologia
sajatossagainak koszonhetden (Wallace 1999). Ezek a sajatossagok: az egyes
szovetek, sejtek eltéré mitochondrium tartalma, a vad és mutans mtDNS-ek
egyuttes jelenléte a sejtekben (heteroplasmia); a thershold effektus (a sejtek
diszfunkcidjahoz bizonyos heteroplasmia arany elérése sziikséges); ugyanazon
mMtDNS mutécié valtozatos klinikai képet eredményezhet; nincs egyértelmi
fenotipus-genotipus korrelacio. Mindezek alapjan a klinikai diagnosztika szamara
a tisztan klinikai alapon torténé klasszifikdcio a leghasznosabb annak ellenére,
hogy sok beteg nem sorolhat6 egyik kategoriaba sem. Sok esetben a - oxidacios
zavarok diagnosztikaja jelenti a nehézséget, de ezekben a myopathologiai €s
tandem tomeg spektroszkopids vizsgalatok segithetik a klinikust (3. és 10.

Kozlemény).


http://www.mitomap.hu/�

A mitochondrialis betegségek hatterében &ll6 gének és azok mutécioi (Id. irod.
Shoubridge és Molnar 2002)

Az emberi mtDNS cirkularis, kettésszali molekula, mely maternalisan 6roklédik,
16569 bp-bdl all, 37 ismert gént tartalmaz. A guanin-gazdag nehéz lanc (L) 2
tRNS-t, az I. komplex 6 alegyseget, a I11. komplex cytochrom b-jét, a IV komplex
legnagyobb alegységeit (CO 1., I, 1ll.) és az V. komplex ATP alegységeit
kodolja. A cytosin-g &d g k 6 nyii lanc (H) a 8 tRNS és az 1. komplex 1.
alegységének kodolasaért felelés. A mitochondrialis genom altal kodolt
polypeptidek az oxidativ foszforilacids rendszer tagjai. A légzési lanc és az
oxidativ foszforilaci6 tobbi polypeptidjét a nDNS kddolja és azok dontden a
cystosolban szintetizalddnak. A ,.displacement regio” (D-loop) révid nem-kdodolo
szakaszanak kivételével nincsenek nem kodold genszakaszok (intronok) a H
lancon (Anderson et al. 1981). A huméan mitochondrialis transzkripcio a két
origobdl indul és a prokaryota szervezetekhez hasonldan polycisztronikus (Attardi
G 1993). Az mtDNS nem rendelkezik protektiv hatasu hisztonokkal, repair
rendszere fejletlen, igy a mutagen agensekkel szemben rendkivil érzékeny,
mutécids rataja kb. 10-szerese a nukledris DNS-ének. A sejtek osztddasakor a
mutans mitochondrialis DNS molekuldk aranya a mitotikus szegregacionak
koszonhetéen az egyes leany sejtekben eltéré lehet. A mitochondrialis genom
mutacioi lehetnek germ-line és szomatikus mutaciok. A germ-line mutaciok
mindig atorokitddnek, ezek képezik az alapjat az egyes etnikai csoportok kdzotti
polymorphizmusnak és a primer mitochondrialis betegsegeknek. A szomatikus
mutaciok az élet soran keletkeznek és az életkor eldrehaladtaval szamuk a
posztmitotikus szOvetekben felhalmozodik (Shoubridge és Molnar 2002). Az
mtDNS germ-line mutacidi lehetnek egyes nagy deléciok, multiplex deléciok, és
egyes (single) nukleotid polymorphizmusok (SNP-k, vagy mas néven
pontmutaciok). A delécidk altalaban sporadikusak, bar beszamoltak maternalisan
0rokl6dé formakrol is. A deléciok merete 1.3 és 11 kb kozoétt ingadozik,
lokalizacidjuk valtozo lehet. Leggyakrabban a 4.9 kb nagysagu un. ,,common
deletion” irtdk le, mely az I.-1V. komplexet és a kozbeesé tRNS-eket kddolo
génszakaszt érinti. A mitochondrialis genom egyes delécidinak leggyakoribb
el6fordulasat  Kearns-Sayre  szindromaban, progressziv — ophthalmoplegia
externdban (PEQ) es Pearson szindromaban irtak le. Vannak multiplex mtDNS

deléciok is, melyek altalaban méasodlagosak, a nDNS karosodasa kovetkeztében



alakulnak ki. Az mtDNS pontmutécidi gyakran a tRNS génekben alakulnak Ki.
Ez utobbi kovetkeztében tobb protein milkddése is karosodhat. Egy
mitochondrialis pontmutacio sokfele neurologiai tlinetcsoportot eredményezhet,

melyek némelyike jol kérilhatarolt szindromakeént ismert.

Az mtDNS karosodasa kdvetkeztében kialakuld kdrképek

Az mtDNS tRNS-asszocialt betegseégei

A tRNS gének az mtDNS-nek csupéan 1/10-ét teszik ki, az ismert pontmutéciok
42%-a mégis erre a régiodra lokalizalodik (2.1. Téblazat), (www.mitomap.org).
Gyakori  tRNS-asszocialt  betegségek:  myopathia, encephalomyopathia,
cardiomyopathia, suketseg, ophthalmoplegia externa, ataxia, myoclonus,
demencia, depresszio, diabetes mellitus+siiketség, terhelési intolerancia,
myoglobinuria, Leigh szindroma, MELAS, MERRF, periférids neuropathia,
Parkinson-kor, vashianyos anaemia és diabetes mellitus (Molnar, 2010). A
mitochondrialis tRNS mutaciok tobbek kozétt az aminoacylaciéo zavara
kovetkeztében eredményezik a mitochondriumban a hibas fehérjeszintézist. Ha a
mutans tRNS-ek mRNS-hez valé kotédésének hatékonysaga csokken, a molekula
konformécidja megvaltozhat, stabilitdsa csokkenhet, igy az fragilissa valhat. Ha a
mutacio evolucidsan konzervalt, — masodlagos, harmadlagos kétésben részt vevo
— nukleotidot érint, sulyosabb kdvetkezményekkel jarhat a bazispar csere. A
mutécid fenotipusos megjelenéset a mutans tRNS-ek heteroplasmia-aranya is
befolyasolja. Ha a tRNS-ek funkcionalis szintje a normalis 15-50%-ra csokken
patolégias fenotipust kapunk (Levinger et al. 2004). A tRNS mutaciok
leggyakrabban a tRNSt, tRNSv, tRNS"™ és a tRNS* géneket érintik. A tRNS gén
tobb mint 30 patogén mutacidjaval a legismertebb mutécids hot spotja a mtDNS-

nek (Moraes et al. 1993, www.mitomap.org). Ezek koziil a patogén mutaciok

kozil a leggyakoribb a tRNS* gén A3243G mutacioja, amely tébbek kozott a jol
ismert MELAS szindromat (mitochondrialis enchephalomyopathia laktat aciddzis
stroke szer( tlinetekkel) okozza (Goto et al. 1990). Ez a mutcié szamos més
Klinikai tunetet is eredményezhet, mint pl. alacsonyndveés, sensorineuralis
hallasveszés, hypertrophids cardiomyopathia, ataxia, ophthamoplegia externa,
epilepsia és diabetes mellitus (Gal et al. 2008, Finsterer 2007). A mutacio

prevalenciajat kiilonbozé beteg-bevalasztasi kritériumok alapjan vilagszerte
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szdmos tanulményban vizsgaltdk. A legtébb vizsgélat diabetes mellitus-os
betegeken tortént. Sensorineurdlis hallasvesztés, fiatalkori ischaemias stroke
szindrobma, myopathia és ataxia hatterében a mutacio eléfordulési gyakorisagat
eddig hat tanulmany vizsgéalta, amelyekben a mutacié frekvenciaja 0,07% és 6,5%
kodzott volt (Klemm et al. 2001, Majamaa et al. 1998, Salles et al. 2007, Léveque
et al. 2007, Majammaa et al. 1997, Sternberg et al. 2001). A legnagyobb mutacios
frekvenciat a finn népesség korében talaltak, ahol a vizsgalt terlletre
vonatkoztatott prevalencia 16,3:100.000 (Majamaa et al. 1998).

A tRNS> génben eddig 14 patogén mutaciot azonositottak. Ezek kozil
legfrekventéltabban az A8344G szubsztitdciot irtdk le, amelyet el6szér a MERRF
(Myoclonus Epilepsia Ragged Red rostokkal) szindroma hatterében azonositottak.
Az elmult 20 évben szamos mas fenotipussal vald tarsulasardl is olvashattunk
(Wiedemann et al. 2008; Mancuso et al. 2008).

Az mtDNS rRNS-asszocialt betegségei

A mitochondrialis genomban két gén kodolja a riboszomalis RNS-ket (RNR1 -
12S rRNS és RNR2 - 16S rRNS ). A 12S rRNS-t kddold génben az irodalombdl
13 patogén mutacié ismert, amelyek legnagyobb szamban aminoglycosidase
indukélta slketséget eredményeznek, de 1-2 szubsztitlciot sensorineuralis
hallasvesztés és egyeb nagyothallas hatterében is leirtak (Bindu és Reddy 2008).
A 16S rRNS-t kodold6 mt RNR2 génben talalt 4 kiilonbozé nukleotid csere
eredmeényezhet cardiomyopathiat, diabetes mellitust, hyperthyreosist, Rett
szindromat, MELAS-t, Alzheimer- és Parkinson kort (Cardaioli et al. 1999, Hsieh
et al. 2001, Shoffner et al. 1993).

Az mtDNS protein kddol6 génekhez kapcsolt betegségei

A mitochondrialis 1égzési transzportlanc felépitésében kb. 80 feherje vesz rész.
Ezek kozll a mitochondrialis genomban csak 13 kodolo gén talalhato, melyek a
légzési transzportlanc egyes alegysegeit kodoljak (Molnar 2010). Az mtDNS
protein-ko6dol6  génjeiben tobb mint 200 patogén mutacid  ismert
(www.mitomap.org). A legtobb mutacio a NADH dehydrogenase (ND1, ND2,
ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6) és a cytochrom-c oxiydase (CO1, CO2, CO3)
kiilonbozd alegységeit kodold génekben talalhatdé. Emellett kisebb szamban

talalhatéak mutaciok a cytochrom oxydase-b és az ATP-ase 6, ill. 8-as alegységeit



kodold genekben is. A protein-kodold gének mutacioi leggyakrabban a Leber-féle
optikus neuropathia (LHON), Leigh szindroma, prosztata rak, terhelési
intolerancia, NARP, MELAS szindrébma hatterében allhatnak (Wong 2007).
Néhany nukleotid szubsztituciét motoneuron betegség, ataxia, Kearns-Sayre
szindréma, vashianyos anaemia hatterében is leirtak (Wong 2007, Bykhovskaya
és mtsai 2007).

A nuklearis DNS mitochondrialis génjei és azok mutacioi kovetkeztében kialakuld
betegségek

A mitochondrialis funkciét a sejtmag és a mitochondrium DNS molekuldinak
koordinalt miikodése hatarozza meg. A mitochondrium miik6dését befolyasold
nuklearis gének az aldbbiak szerint csoportosithatok: 1.) légzési transzportlanc
alegységeit kddolo, 2.) az intergenomialis szignalizacidban szerepet jatszo, 3.) a
mitochondrialis dinamikat befolyasold, 4.) a lipid milieu-ért felelds, valamint 5.)
egyéb a mitochondrium muikodését befolyasolo fehérjéket kodold gének (Molnar
2010). A mitochondrialis transzlacids gépezet tobb nukleédrisan determinalt
polypeptidet és mitochondrialisan kdédolt rRNS-t, tRNS-t is tartalmaz, illetve a
nagy respiratorikus komplexek mindkét genom altal kodolt alegységekbdl allnak
(Shoubridge és Molnar 2002). A nDNS kb. 1000 mitochondrialis proteint kodol,
melyek koziil mindGssze 67 jatszik szerepet a 1égzési lanc mitkodésében. Ezek a
cytoplasméban szintetizalédnak és specifikus transzport rendszer segitségével
importalédnak a mitochondriumba. A mitochondriumok azon kivil, hogy a sejtek
energia metabolizmusaban alapvetd szerepet jatszanak szamos egyéb cellularis
folyamatban is részt vesznek. Biogenezisiikben, ill. miikodésiikben a nuklearis és
mt genom kozotti parbeszéd alapvetd fontossagli. Az intergenomikus szignal
karosodasa a mtDNS-t mind mennyiségileg (mtDNS deplécid), mind minéségileg
érintheti (MtDNS delécios szindromak). Multiplex deléciokat tartalmazé mtDNS
molekuldk nagyon kis mennyiségben az egészséges felndtt szovetekben is
megfigyelhetok. Normalis feltételek mellett az atrendezddott és vad tipust
MtDNS-ek aranya egyenstlyban van, az atrendez6dés folyamatosan elvész és
ujonnan kialakul, de soha nem emelkedik a fiziol6giasan még toleralhat6 kiiszob
folé. Az eddig ismert nukledris DNS rendellenesség kovetkeztében kialakuld

mitochondrialis betegsegeket a 2. 2. Tablazat tartalmazza. A nuklearis genom
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Légzési
transzportlanc
rendellenességei

Klinikai fenotipus

Komplex | betegségek
Gyermekkori encephalopathia
Encephalopathia, cardiomyopathia
Multiszisztémas komplex | deficiencia
Letélis neonatalis komplex | deficiencia

Leigh szindréma

gén

NDUFS1

NDUFS2, NDUFV2

NDUFS4
NDUFS6

NDUFS3, NDUFS4
NDUFS7, NDUFS8

Leukodsytrophia, myoclonusos epilepsia NDUFV1
Komplex Il betegségek
Leigh szindréma SDHA
Oroklddd paraganglioma, pheochromocytoma SDHB, SDHC
Komplex 111 betegségek
GRACILE szindroma BCS1L
Komplex 1V betegségek
Encephalomyopathia, renalis tubulopathia COX10
Infantilis cardioencephalomyopathia COX15, SCO2
Hepatoketoacidotikus koma SCO1
Leigh szindréma SURF1
Leigh szindréma - francia, kanadai tipus LRPPRC
Ethylmalonsav encephalopathia ETHE-1
Intergenomialis CPEO, myopathia ANT1
szignal hibak CPEO, myopathia, IOSCA Twinkle
CPEO, SANDO, ALPERS szindrdma, MIRAS POLG1
CPEO POLG2
MNGIE TP
SMA-szerii myopathia TK
Hepatoencephalopathia dGK
Mitochondrialis Charcot Marie-Tooth Il tipus MNF2
dinamika Herediter spasticus paraplegia KIF5A
defektusai Opticus atrophia OPA1, OPA2
Lipid milieu Barth szindréma Tafazzin
zavarok
Egyéb nDNS altal Fumarate hydrolase,
determinalt Retardalt fejlédés pyruvate
mitochondrialis carboxylase
betegségek Dilatativ cardiomyopathia és ataxia (DCMA) DNAJC19
Epilepsia, epizodikus ataxia, encephalopathia ggrrl%?(t)egenase
Encephalopathia, hepatomegalia HMC-CoA-lyase
Epilepsia, encephalopathia HMGCS2
Friedreich ataxia FXN
Hepatopathia, hypotonia DGUOK
Herediter spasticus paraplegia SPG7
Hypocarnitinaemia, hypolysinaemia DCAR
Menkes betegség, occipitalis-szarv szindréma ATP7A
Mohr-Tranebjaerg szindroma DDP1/TIMMBA
Myopathia, retinopathia, hepatomegalia HADHA
Wolfram szindréma WFS1
Parkinson kor PINK1

2.2. Tablazat: A nDNS mutaciék okozta betegségek (Molnar, 2010)
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tobb mutécidja izolalt 1égzési lanc komplex deficienciat okozhat. Ezek kozil
néhany szovet specifikus, mint pl. a SURF1 rendellenesség agy specifikus a Leigh
szindrémaban, a SCO2 és COX15 deficiencia szivizom és agyszovet specifikus az
infantilis cardiomyopathiaban és cerebralis betegsegekben. A COX 10 deficiencia
vese betegség, SCO1 hiany majbetegség formajaban jelentkezhet. A
mitochondrialis defektus a mitochondrium membran strukturajat kérositja a Barth
Szindromaban, a mitochondrialis protein importot ,,Siiketség és Dystonia”
Szindroméaban (DDP protein), a mitochondrialis motilitdst az ,,Optikus
Neuropathidban” (OPA1).

A mitochondriumok szerepe a neurodegenerativ korképek kialakulasaban

A mitochondriumok kdzponti szerepet jatszanak a sok esetben multifaktorialis
polygénes etioldgidju neurodegenerativ betegségek kialakulasaban is, mint pl.
Alzheimer, Parkinson, Huntington kér, valamint az ALS (2.1. Abra). Ezekben a
betegsegekben jol ismertek a mitochondriumok morfoldgiai, biokémiai és
molekularis eltérései (Petrozzi et al. 2007). Valamennyi fenti korképben a
mitochondriumok diszfunkcidjanak kovetkeztében csdkken az ATP termeles, a
Ca» tarolas zavart szenved, a reaktiv oxidativ szabadgyokok (ROS) mennyisége
megemelkedik (Beal et al. 2005). A megnévekedett ROS mennyiség hatasara a
fokozott lipid-peroxidacié miatt a membran séril, az mtDNS-ben mésodlagos
hibak halmozodnak fel Az mtDNS mutacidinak kovetkeztében felgyorsul az
Oregedés, csokken az energiatermelés, amely tovabb fokozza a ROS termelddését.
A kozponti idegrendszer kilondsen érzékeny az oxidativ szabadgyokok karositd
hatasaval szemben, ugyanis a kénnyen peroxidalhaté zsirsavak aranya rendkivil
magas, fokozott az O, fogyasztds, az antioxidans enzimek relative alacsony
mennyiségben vannak jelen (Nunomura et al. 2006). A tulzott oxidativ stressz és a
magas Caz+ szint a mitochondrium permedbilis porusainak nyitasat eredményezi,
igy seqiti a cytochrom-c kiaramlasat, amely a caspase-fliggdé apoptozist indukalja
(Stavrovskaya és Kristal 2005). Az mtDNS-ben a szomatikus mutaciék mellett
szamos olyan nem patogén polymorphizmus ismert, amely a mitochondrialis
funkciot csak minimalis mértékben valtoztatja meg. Ezen polymorphizmusok
hatarozzak meg az egyes haplocsoportokat (Petrozzi et al. 2007). Bizonyos
haplocsoportok hajlamosithatnak neurodegenerativ betegségek kialakulasara (van
der Walt et al. 2004). Erdekes mddon a mitochondrialis Utvonal nem csak a
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neuronok degenerativ folyamataiban jatszik fontos szerepet, hanem az iddskor

leggyakoribb autoimmun eredetii gyulladasos myopathiajaban, az inclusios testes
myositisben is. Ebben a betegségben a ragged red rostok és az ultrastrukturalis
mitochondrialis rendellenességek relative gyakori el6fordulasa utal arra, hogy a

mitochondrialis funkcid karosodhat (Oldfors et al. 1993). Az azonban még nem

ismert, hogy az autoimmun folyamatok milyen patomechanizmussal kérositjak a

mitochondriumokat
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2.1. Abra: A neurodegenerativ betegségek és a mitochondrium kapcsolata - M. Flint Beal utan

(Beal, 2005)

2.1.2. A mitochondrialis betegségek molekularis genetikai diagnosztikai

lehetdségei
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Néhany esetben mar a klinikai kép is jellegzetes az illetdé mitochondrialis
betegségre (MELAS, MERRF, LHON, sth.) és a diagno6zishoz elegend6 a vérbol
izolalt DNS molekularis genetikai tesztje (Molnar és Karpati 2001). A legtébb
esetben azonban nem ilyen konnyl a helyzet és tobb diagnosztikus procedurat is
be kell iktatni a genetikai vizsgalat elé, mint pl. ENG vizsgélat, (14. Kézlemény)
multimodalis elektrofizioldgiai vizsgalatok (7. Absztrakt) vér/liquor laktat szint
vizsgalat, képalkotd eljarasok, cardioldgiai vizsgalat, az izombiopszia
hisztologiai, hisztokémiai és biokémiai feldolgozasa és a DNS analizis (8.
Absztrakt). A molekularis genetikai tesztek az mtDNS Southern blotjat, a Real
Time PCR-el torténd quantitativ mtDNS mennyiség meghatarozast, SNP
screeninget, a teljes mitochondrialis genom vagy a gyanus nuklearis gen

szekvenalasat foglaljak magukban.

2.1.3. Genetikai tanacsadas, prenatalis diagnosztika a mitochondrialis
betegsegekben

Az mtDNS betegségekben az mtDNS jellegzetességeinek koszonhetéen a
genetikai tandcsadas lehetetlen. A ndi ivarsejtek embryogenezise soran az mtDNS
transzmissziojat az ,,Uvegnyak-hatds” kovetkeztében kialakulé random genetikai
draft determinalja, igy nem tudhatjuk, hogy az mtDNS betegségben szenvedd
betegek egyes oocytdiban mennyi a vad és mutdns mtDNS molekuldk aranya
(Jenuth et al. 1996). Igy a kovetkezd generacioban a betegség ismétlédésének
valoszinlisége nem becsiilhetd. Prenatalis diagnosztikara a terhesség 12. hete utan
van lehetéség. Ilyen esetekben a 20-30%-nal magasabb heteroplasmia aranyu
foetusok esetén a terhesség terminacioja javasolt. Figyelembe véve, hogy az
mtDNS betegségben szenvedd anyak sok esetben nehezen vagy spontdn nem
esnek teherbe, mivel a betegség endokrin rendszeriiket is érintheti tovabbi Uj
megoldasok irdnti igény vetddott fol. Szamukra Uj lehetdségként kinalkozik a
preimplantatios genetikai diagnosztika (PGD), melynek validalasara iranyultak
vizsgalataink. Sok esetben etikai, vallasi megfontolasok vezetik ez utdbbi
diagnosztika felé a betegeket. A PGD soran farmakoldgiai ovulacié stimuléciot
kovetden in vitro torténik a megtermékenyités. A korai stadiumu (&ltaldban 8
sejtes blastomer stadium) embryok 1- 1 blastomer sejtjét valasztjak le. A
blastomer sejtek PCR alapu genetikai diagnosztikaja nyujt informéacidt az embryo

genotipusardl. Igy az implantaciora keriil6 egészséges embryok szelektalhatok.
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2.2. Az izomdystrophidk
2.2.1. Az izomdystrophiak molekularis alapjai
Az izomdystrophiak klasszikus osztalyozasa, mely szerint megkulonboztetiink
Duchenne/Becker, Emery-Dreifuss, végtag 6v tipusu, facioscapulohumeralis és
congentalis izomdystrophiat ma egyre ink&bb atalakul a molekularis neuroldgia
béviild ismeret anyaganak koszonhetéen. A Duchenne/Becker tipusu
izomdystrophia elnevezést a dytrophinopathia cserélte fol, a végtag v tipusu és
congenitalis izomdystrophidk csoportjaiban is a genetikai defektus alapjan
azonositjuk a korképet (Molnar et Karpati. 1999). Az izombetegségeket a
molekularis patomechanizmus alapjan az aladbbiak szerint klasszifikalhatjuk
(Worton et al. 2001).

1. Sarcolemma és extracellularis matrix rendellenességek
Myonukleéris rendellenességek
Lysosomalis rendellenességek
Myofibrillaris és cytoskeletalis deformitasok
loncsatorna betegségek
Developmentalis betegségek

Az energia metabolizmus zavarai

© N o g bk~ DN

Komplex molekularis rendellenességek

A sarcolemma és extracellularis matrix protein rendellenességek klinikailag a
Duchenne/Becker tipust izomdystrophia (DMD/BMD) és a végtag Ov tipusu
izomdystrophia (LGMD) forméjaban jelentkeznek (2.2. Abra). A fiatal korban
kezd6d6, gyors progresszioju, koran tragikusan végzo6dé DMD-t az X
kromoszéman elhelyezkedd dystrophin gén hibaja okozza. A betegség incidenciaja
1:3500 fia Gjszdlott (Molnéar és Karpati 1999). A DMD klinikai megjelenése,
korlefolyasa sztereotipizalt, annak ellenére, hogy a motorika, a légzésfunkcié és a
cardialis érintettség interindividudlis kilonbségeit mar a dystrophin gén felfedezése
elétt is jol ismerték. Relative kevés kozlemeny vizsgalta az identikus mutaciok
kovetkeztében kialakul6é fenotipus variabilitast (Sifringer et al. 2004). Egyesek a
kozponti idegrendszer érintettségérdl, a retina karosodasardl, is beszdmolnak
(Muntoni et al. 2003). Olvashatunk olyan feltételezésrél is, amely az X
kromoszémahoz kotétten 6roklédé hallaskarosodas hatterében is a dystrophin gén

hibgjat véli (Bushby et al 1995). A dystrophin deficiencidban az intracelluléris

15



Ca2+ tartalom megvaltozik, amelyet jol magyardzhat a dystrophin hiany
kovetkeztében kialakulé sejtmembran kéarosodas (2. Kozlemény). Napjainkban a
sulyos betegseg kezelésere igéretes gen és sejtterapias technikék sorakoznak, ezért
elengedhetetlenné valt a betegség természetes lefolyasanak melyebb megismereése.
Desquerre et al (2009) sajat beteganyaguk kdvetése alapjan 4 csoportba sorolja a
DMD betegeket: A.) korai infantilis DMD: sulyos intellektualis és motoros
deficittel jar6 forma. B.) klasszikus DMD: kdzepesen sulyos intellektualis
karosodas, sulyos motoros tinetek C.) kdzepesen sulyos tisztan motoros tinetek:
normélis intelligencia, meglassult motoros fejlodés; D.) sulyos tisztan motoros
DMD: normélis intelligencia rossz motoros kimenetel. Az enyhébb eseteket a
klinikai megjelenés alapjan Becker tipusu izomdystrophianak hivjuk, amely
formaban a csonkolt dystrophin molekula okozza a tlineteket. X kromoszémahoz
kototten 6roklédé izomdystrophidk még az Emery Dreifuss szindroma, a Danon
betegség (LAMP2 deficiencia) és az excessive autophagidval jaré izomdystrophia
(VMAZ21 deficiencia). Az Emery Dreifuss szindromat okoz6 emerin deficiencia a
myonuklearis rendellenességek kozé tartozik, mig az utobbi 2 betegség a

lysosomalis rendellenességek kdzé sorolhatd (Worton et al. 2001)
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2.2. Abra: Az izomdystrophiak hatterében &ll6 protein defektusok és ezen proteinek lokalizaci6ja

az izomsejtben
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Az végtagdv tipusu izomdystrophia (LGMD) a progressziv izombetegségek
genetikailag heterogén csoportja, melynek autoszomalis dominans (LGMD1) és
autoszomalis recessziv (AR) formai (LGMD?2) ismertek (Bushby et al. 1995,
Mercury et al. 2009). A dominansan 6rokl6d6 forma hatterében eddig harom gén
(myotilin (LGMD1A), lamin A/C (LGMD1B), caveolin-3 (LGMD1C), és négy
I6kusz (6q 23 (LGMDI1D), 7935 (LGMDIE), 7q31.1-31.2 (LGMD1F), 4p21
(LGMD1G) hibajat igazoltak (Finsterer 2004). A recessziv formanal eddig
tizennégy gén szerepét irtdk le (LGMD2 A-N) (Manzur et Muntoni 2009). A
recessziven oroklodé gének determinalhatnak sarcolemmahoz kapcsolodo
fehérjéket, mint a négy féle sarcoglycant; extracellularis matrix proteineket, mint
a merosint; egyéb plasma membran proteineket, mint a caveloin3-t, dysferlint;
sarcomerikus proteineket, mint a telethonint és titint. Az alpha dystroglycam ( -
DG) glycosylatiojaban szerepet jatszé enzimek, mint a TRIM32, POMTL,
POMT2, fukutin related protein (FKRP) rendellenessége is okozhat
izomdystrophiat. Az -DG hypoglycosylatiojat figyelték meg kiilonb6z6
congenitalis izomdystrophidban (MDC), nevezetesen a ,,Muscle-Eye-Brain”
betegségben, a Fukuyama congenitalis izomdystrophiaban, MDC1C-ben (fukutin
related protein deficiencia), MDC1D (Large deficiencia) es Walker-Warburg
szindromaban (Karpati et Holland 2002, Schachter et al. 2004). Nemeeg -DG
csokkent glycosylatiojat figyelték meg néhany LGMD esetben is (Brown et al.
2004). A csokkentr -DG glycosylatiot mutato LGMD2I az MDC1C allélikus
variansa. Az LGMD ebben a tipusaban is a fukutin related protein (FKRP), egy
putative glycosyltransferase mutacidja igazolodott (Brockington et al. 2001)].
LGMD2I relative gyakorinak tiinik az eurdpai eredeti LGMD betegek kozott
(Sveen et al. 2006, Walter et al. 2004, Boito et al. 2005). Egy nagy Eszak-
Amerikai LGDM-kohortban az izombiopsziak 15 %-ban talaltak csokkent
hyperglycosylatalto. -DG expressziot (Moore et al. 2006). Ezek 37 %-a
rendelkezett a gyakori FKRP mutacioval. Ezek alapjan a dystroglycanopathiak
donto tobbségében a hattérben allo molekularis defektus még azonositatlan. A
fent emlitett proteinek deficiencigjanak rutin  diagnosztikus igazolasa
immunhisztokémiai és genetikai tesztekkel ma mar egyre tobb helyen elérhet6. A
J6 diagnosztikus lehetdségek ellenére azonban szamos LGMD etioldgiaja
felderitetlen marad. Sajat tapasztalataink szerint is az LGMD betegek kb. 40%-nal

a részletes atvizsgalas ellenére sem sziletik meg a specifikus molekularis
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diagndézis. Ez a tény tovdbbi (j metodikdk Kklinikai diagnosztikaba vald
bevezetését teszi sziilkségessé.

A jelen bevezetében a fenti proteinek kozid az -DG mellett a calpaint és
dysferlint targyaljuk részletesen mivel vizsgalataink soran ezek birnak kiemelt
jelentéséggel. Az LGMD 2A, a calpain 3 genetikai hibaja kovetkeztében alakul ki,
AR modon o6roklédik, a medencedv, a scapula és a torzsizmok atrophidjaval,
gyengeségével kezdodik. Fokozatos progresszio kdvetkeztében a betegség kezdete
utan 10-20 évvel a beteg gyakran toldszékbe kényszeril. A calpain 3 a calpain
csalad (nem-lysosomalis cysteine proteaseok csaladja) vazizom specifikus tagja
(Laval 2002). A calpain deficiencia lehet elsddleges vagy masodlagos. Ez utobbit
eddig leggyakrabban a dysferlin deficienciaval egyiitt irtak le, de 2g-kapcsolt
izom dystrophiadban és facioscapulohumeralis izomdystrophiaban (FSH) is talaltak
szekunder calpain deficienciat (Anderson et al. 2000). A masodlagos calpain
hiany kialakuldsénak patomechanizmusa nem ismert. Indukalt calpain deficiencia
idénként akar terapias hatasu is lehet. Waheed et al (2005) azt tapasztaltak, hogy a
proinflammatorikus cytokinek gatoljak a proteolytikus aktivitast, a cellularis
jelatviteli rendszerben fontos szerepet betolté izom specifikus calpain-3 aktivitasat
¢és ezzel egyidejiileg fokozzak a dystrophin ,,surrogate” molekula az un. utrophin
expresszidjat ami a dystrophinopathiak kezelésében kivanatos.

A dysferlin a ferlin-csalad tagja, konzervalt struktardja transzmembran fehérje,
mely a sarcolemma és a cytoplasmikus vesiculak membranjan lokalizalodik,
deficiencigjat a DYSF gén hibaja okozza (Bashir et al. 1998). Az AR 6roklodésii
betegség két kiilonb6z6 szindromaban (LGMD2B vagy Miyoshi tipusu distalis
myopathia) jelentkezhet. A Klinikai kép egy csaladon bell is valtozhat (Bashir et
al. 1998, Liu et al. 1998), a két betegség egymas allélikus variansanak tekinthetd
(IMarioshkin et al. 2000). A Miyoshi-myopathiaban az izomgyengeség az alsé
végtag hatsd6 kompartmenjében kezdddik, és csak késobb terjed at a proximalis
vegtagizmokra (Molnar és Karpati 2001). Az LGMD els6 tiinetei a kacsazoé vagy
labujjhegyen val6 jaras, a 1épcson jarasi nehezitettség. Idovel fokozott lumbalis
lordosis, feszes Achilles-in, scapula alata vadli hypertrophia alakulhat ki a
proximalis talsulya progressziv izomgyengeség mellett. A distalis izmok és a
szivizomzat csak a betegség késdi stadiumaban karosodnak. A betegség
molekularis alapja a dysferlin gén homozygota vagy compound heterozygota

mutacioja.
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Két autoszomalis dominans  6rokl6désii  komplex  patomechanizmusu
izomdystrophia, a facioscapulohumeralis izomdystrophia (FSHD) és dystrophia
myotonica részletes molekularis alapjait jelen bevezetd nem érinti, mivel ezeket a

betegsegek nem témai a disszertacionak.

2.2.2. Az izomdystrophiék state of art diagnosztikaja

LGMD eseten az izombiopszia elengedhetetlen a diagnozis felallitasahoz. A
szOvettani vizsgalat az izomdystrophia nem specifikus jeleit mutatja: az izomrost
kaliberek kords mértékii ingadozéasat, a bels6 magok és az endomysialis
kotészovet felszaporodasat, szamos nekrotikus €s regeneralddod rostot. Az
oxydativ enzimreakcio fokalisan csokkenhet, lobularis rostok jelenhetnek meg. Az
immunhisztokémiai vizsgalattal szamos protein jelenlétét kell vizsgalnunk, mint a
dystrophin komplex tagjai: dystrophin, alpha-, beta-, gamma-, delta-sarcoglycan;
egyéb plasma membran proteinek: caveolin3, dysferlin, alpha7integrin; az
extracellularis matrix fehérjék: merosin, collagen VI; a belsé nuklearis membran
proteinek: laminA/C, emerin; sarcomerikus proteinek: telethonin. A calpain 3 és a
myotilin deficienciat csak Western blottal Iehet igazolni (Worton et al. 2001). A
glycosylatios defektusokra (fukutin, FKRP, POMGNT, POMT1, LARGE
deficiencia) a glycosylale -DG hianya utal, melyet mind immunhisztokemiai
vizsgalat, mind Western blot igazolhat. A TRIM32 mutacio altal okozott
sarcotubularis myopathiara az elektronmikroszképpal latott tagult sarcotubulusok
hivjdk fel a figyelmet. Genetikai vizsgalatot minden esetben csak célzottan
érdemes végezni, azaz, ha az eldzetes szdvettani vizsgalat és Western blot alapjan
sikerlt identifikdlni a protein deficienciat. Duchenne/Becker tipusu
izomdystrophia esetén a jellegzetes klinikai kép segitheti a klinikust, hogy a
dystrophin gén analizisét valassza els6ként az invaziv izombiopsziat elkerllve.
Amennyiben a genetikai vizsgalat nem igazol a dystrophin génben deléciot csak
akkor sziikséges az izombiopszia immunhisztokemiai feldolgozasa. Amennyiben
a dystrophin festés egyenetlen az izomrostok felszinen és extrajunctionalis
utrophin expresszi6 figyelhetdé meg, minden esetben kotelezden elvégzendd a
dystrophin Western blot a dystrophin deficiencia igazolasara. Esetenként az egyes
sarcoglycanok hianya is okozhatja a sarcolemmalis dystrophin festés

egyenetlenségét.
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Az FSHD és a dystrophia myotonica esetén annyira jellegzetes a klinikai kép és
ez EMG lelet, hogy minden esetben a molekularis genetikai teszt az elséként
valasztando vizsgalat. FSHD esetén a 435 delécidja, dystrophia myotonica
esetén a DMPK génben levé trinukleotid repeat expansio igazolja a betegseget
(Worton et al. 2001).

2.2.3 lzomdystrophiak molekularis terapiaja — statusz 2009
Az izomdystrophidk kezelése soran jelenleg csak az életmindséget javitd tiineti
terapiak allnak rendelkezésiinkre (21. Kdzlemény). A genetikusan determinalt
betegségekben a genetikai hiba 4 féle modon vezethet a betegség kialakulasahoz
(Karpati et al. 2002). 1.) A genetikai defektus és az eredményekeént kialakulo
»,dowstream” genetikai mechanizmusok zavara. 2.) A fehérje termék teljes vagy
részleges hianya, vagy funkcionalis rendellenessége. 3. ) A koros proteineket
expresszald sejtek, szovetek rendellenessége. 4.) A koros sejt-, ill. szovetszintii
karosodas kovetkeztében olyan klinikai tlnetek jelennek meg, amelyek nem
minden esetben specifikusak egy adott betegségre. A molekularis terapiak a fenti
4 domén barmelyikére iranyulhatnak (9. Kdzlemény).. A molekularis terapidk
fobb kategoridi:

» Addirekt gen replacement (GR)

* A génexpresszio modositasa

- Az elsédleges transzkript modositasa
- Gén csendesités RNSi és ribozymok segitségével

* A genomikus DNS mddositasa vagy kijavitasa

* A mutans mRNS transzlaciojanak gatlasa

» Funkcionalis homoldgok upregulécioja
Kisérleteinkben a direkt gén replacement (GR) modszerét alkalmaztuk, igy annak
részleteit ismertetem bdvebben. A GR sordn a mutans gént cseréljiik normalisra.
Ez a modszer alkalmazhaté a recessziv géndefektusok kovetkeztében kialakuld
betegsegek kezelésere (pl. Duchenne tipusu izomdystrophia). A hatékony GR-hez
szamos faktor optimalizaland6, mint pl. a bejuttatandé gén, a promoter, a terapias
gént hordozé vektor és a vektor bejuttatdsanak madja. Altalaban a teljes kodold
cDNS-t bejuttatjuk, bar egyes gének cDNS-e teljes hosszussagban mérete miatt
alkalmatlan a génterapiara. Ilyen esetekben csonkolt cDNS-el is lehet

prébalkozni. A promoter, a cDNS és a polyA szignal egyuttesen alkotja az
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expresszios kazettat. A promoternek effektivnek, az illetd sejtre specifikusnak kell
lennie és nem art, ha inaktivalhato is. Tobb hatékony promoter is ismert az
iranyulo preklinikai kisérletekben a CMV, RSV vagy a hybrid CB (csirke beta-
actin promoter és human CMV enhancer) volt a legeredményesebb (Karpati és
Molnar 2006). Vektorként viralis és nem viralis vektorok hasznalhatok. A virusok
az érett izomrostokat hatékonyabban transzfektaljak, mint a nem viralis vektorok.
Egyes virusoknak kicsi az insert kapacitasuk, s draga a megfelelé mindségben és
mennyiségben valé eldallitisuk. A kapacitds ndvelésére olyan virus
konstrukcidkat dolgoztak ki, melyek nem tartalmazzak az eredeti viralis DNS-t
(4n. ,,gutted” virus) (Cao et al. 2004). A dystrophinopathiak kezelésében az
allatkiserletekben eddig a legsikeresebbnek a teljes dystrophin cDNS-t tartalmazo
modern an. ,gutted” adenovirus konstrukcié bizonyult. Hatranyai: nehéz
eléallitani, tisztitani és az érett izomrostokat rossz hatékonysaggal transzfektalja.
Az adenoasszocialt virus insert kapacitasa sokkal kisebb, mint az adenovirusé, de
konnyebb eléallitani és az érett izomrostokat is jo hatékonysaggal transzfektalja.
Mindkét virus er6sen immunogén. ,A nem virdlis vektorok, mint pl. a plazmidok
konnyen ¢és koltséghatékonyan eléallithatok, nem toxikusak, nem immunogenek,
azonban 6nmagukban alkalmazva rossz a transzfekcios effektivitasuk (Herweijer
et al. 2003). A transzfekcio hatékonysagat fizikai mddszerekkel, elektroporacidval
(Lu et al. 2003), sonoporacidval (Schratzberger et al. 2002) lehet javitani. Az
electroporécidé €és sonoporacié soran is az izomrost membrén permeabilitasa
novekszik, ¢és ez teszi lehetévé a vektorok izomsejtekbe valdé konnyebb
diffdziojat. A sonoporacié hatékonysagat a vektorral egyidejiileg bejuttatott
specialis microspherak tudjak fokozni (Newman et al. 2007). Az ultrahang és a
micropshera egyuttese az alabbi bioeffektusok révén segiti a géntranszfert: 1.) az
UH hatasara a kezelt szovetek hémérséklete lokalisan emelkedik (Wu 1998); 2.)
reaktiv oxygen gyokok keletkeznek (Misik et al. 2000); 3.) a microsphera
oszcillacioja a szomszedos folyadékokat mozgasba hozza, és ezaltal a sejt
membran mentén mikroaramlasok keletkeznek (Van Wamel et al. 2004); 4.) a
talfiitétt  microspherak robbanasa a sejtfelszini membranban folytonossag
hidnyokat eredményez. Ezeknek a mechanizmusoknak kdszonhetd a sejtfelszini
membran permeabilitasanak fokozddasa, a vektor/transzgen konstrukt effektivebb

bejutasa. Sonoporacidés mdx egér kisérletek kollateralis karosodas nélkul relative
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j6 transzfekcids hatékonysagot talaltak (Danialou et al. 2002). A terapids gén
bejuttatasahoz ~ szikséges cavitatio indukciéra az <1MHz tinik a
legalkalmasabbnak (Wu et al. 2008). Kisérleteink sordn mind az
elektroporacidval, mind a sonoporaciéval kombinalt plazmid medialta
géntranszfert befolyasolo6 faktorokat és a beavatkozasok human alkalmazhatosagat
vizsgaltuk.

Az egyéb génterdpias modszerek irdnyaban is intenzivek a kutatasok. Ezek kozil
az un. morpholino segitségével kivitelezett ,,exon skipping” és a stop kodon
atolvasasat lehetové tevé PTC1,2,4 kezelések Klinikai vizsgalatai jelenleg
zajlanak. Ezek a génterdpids beavatkozasok a személyre szabott orvoslés
klasszikus példai, hiszen nem alkalmazhatéak valamennyi DMD-s kisfiuban,
mivel csak bizonyos gén defektusok korrekciojat teszik lehetévé. Az exon
skipping az antisense oligonukleotidok (AO) Aaltal medidlt terépia,, mely
segitségével a dystrophin gén ,,out-of-frame” mutacigjat ,,in-frame” mutéciova
lehet alakitani. Ezaltal a sulyos DMD fenotipusbol kevésbe sulyos Becker
fenotipus lesz. A beavatkozas kovetkeztében csonkolt dystrophin molekula
keletkezik. A klinikai vizsgalatba olyan betegek kerlltek bevalasztasra, akiknél a
dystrohin gén delécidja az 51. exon elétt volt kdzvetlenul, mert az alkalmazott
metodika az 51. exon kivagasaval javitja az olvasokeret csusztatasaval az ,,out of
frame” delécidt in frame delécidva (Goyenvalle et al. 2009). A DMD molekularis
molekula a stop kodon ,,atolvasasat” teszi lehet6vé. Azokban az esetekben van
ennek a kezelési formanak jogosultsaga, ahol a dystrophin fehérje
rendellenességét egy pontmutacid kovetkeztében keletkezd koros stop kodon
alakitotta ki. A transzlacié soran a hibas stop kodon atugrasa teljes hosszusagu
protein keletkezéset tenné lehetévé. A metodika klinikai kiprobalas el6tt all mind
DMD-ben, mind cystas fibrdzisban (Linde és Kerem 2008).

2.3. A herediter sensomotoros neuropathiék jellegzetességei

A herediter neuropathidk (HN) a periférids idegrendszer heterogén csoportjat
képezik, eléfordulasi gyakorisdguk 1:2500. Klinikailag a distalis izomcsoportok
atrophigjaval, gyengeségevel eés gyakran az ehhez gyakran tarsuld distalis tipusu
érzészavarral jellemezhetok. Az ENG alapjan a herediter neuropathiak két

csoportba oszthatok: 1.) meglassult vezetési sebességgel jellemezhetd
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demyelinizacios tipus. 2.) alacsony amplitidoval jellemezheté axonalis tipus. A
klinikai kép, az ENG paraméterek és a n. suralis morfoldgiai jellegzetességei
alapjan az  Orokletes neuropathidk kozott a  kovetkez6 — fenotipusok
kiilonboztethetok meg (Boerkel et al. 2002): 1.) Charcot-Marie-Tooth betegseg
(CMT), 2.) Herediter kompresszios paresisekre hajlamositd neuropathia (herediter
neuropathia with liability to pressure palsies — HNPP), 3.) Dejerine- Sottas
neuropathia, 4.) Congenitalis hypomyelinizacios neuropathia, 5.) Roussy-Levi
Szindroma. A HN mendeli modon, azaz vagy AD, vagy AR, vagy X
kromoszomahoz kototten o6roklédhet (Nelis et al. 1999), bar ismeriink
maternalisan 6rokl6dé formékat is. A molekularis medicina fejlédésének
koszonhetden az utdbbi években rendkiviil felgyorsult a HN genetikai hatterének
feltérkepezese. Ma kb. 28 gént és 35 lokuszt azonositottak az Orokletes
neuropathidkban. Ez rendkivil nehézzé teszi a klinikai gyakorlatban a herediter
neuropathidk genetikai differencialdiagnosztikjat.

2.3.1. A herediter neuropathiak genetikai hattere

A neropathidk hatterében allé genetikai rendellenességek érinthetik: a myelin
hively felépitésében jatszo struktar proteineket kdédold geneket (pl. PMP22,
MPZ); a myelin transzportjdban aktiv feherjéket (GJB1); az axonalis transzport
fehérjek genjeit (NFL, GAN1); a myelinizacié kezdetéért felelés transzkripcios
faktorokat (EGR2); szignal transzdukcids proteineket (PRX, MTMR2, SBF2,
NDGR1, GDAP1); mitochondrialis transzport proteineket (MFN2), endosomahoz
kapcsolodd proteineket (SIMPLE, RAB7); chaperonokat (HSP 22, 27); a DNS
egyes lanc repairért felel6s faktorokat (TDP1); a DNS replikacioban szerepet
jatszd géneket (LMNA); és még most pontosan nem ismert funkcioju fehérjéket
(GARS, DNM2). A feno-genotipus korrelacio nem szoros, de az axonalis,
demyelinizacios és kevert formékban az egyes génhibdk dominalhatnak (2.3.
Tablazat).

1. Strukturproteinek

Periférias Myelin Protein 22 (PMP22) — fontos membrén protein. Genje dozis
szenzitiv, duplikacioja demyelinizacids tipusl neuropathiat eredményez, delécidja

a myelinhlively megvastagodasaval az un. tomacula képz6désével jellemezhetd
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Demyelinizaciés Demyelinizaci Axonalis Axonalis Intermedier Intermedier
dominans 0s recessziv dominans recessziv dominans recessziv
CMT 1A CMT 4A CMT 2A1 AR-CMT2A CMT DIA CMT RIA

PMP-22 GDAP1 KIF1B; Lamin A/C; 10qg24 GDAP1
CMT 1B CMT 4B CMT 2A2 AR-CMT2B CMT DIB
MPZ MTMR2 MFEN2; MED25 DNM2
CMT 1C CMT 4B2 CMT 2B AR-CMT + CMT DIC

LITAF SBF2 RAB7 Pyramis jelek  tyrosyl-tRNA
(CMT 2H) synthetase;
CMT 1D CMT 4C CMT 2C AR-CMT + CMT DI3
EGR2 SH3TC2 12g23-q24 Hoarseness MPZ
(KIAA1985) (CMT 2K):
DAP1
CMT 1E CMT 4D CMT 2D AR-CMT CMT-X
MPZ (Lom) GARS Sulyos, korali (Semi-
NDRG1 kezdet:NEFL dominans)
Cx32
CMT 1F CMT 4E CMT 2E AR- CMT 2E
NEFL EGR2 NEFL CMT/Distalis NEFL
HMN: HSPB1
HNPP CMT 4F CMT 2F/
PMP-22 delécio Periaxin Distalis HMN
HSPBI1;
HMSN 3 HMSN-Russe CMT 2G
(Dejerine-Sottas) (4G): HK1 12q12
CMT 4H CMT 21
FGD4 MPZ
CMT 4] CMT 2J
FIG4 MPZ
CMT 2K
GDAP1,;
CMT 2L
HSPB8

2.3. Tablazat: Az egyes demyelinizacids, axonalis és intermedier neuropathiak hatterében allé
genetikai hibak dsszefoglalasa

HNPP (herediter neuropathia liability pressure palsy) kialakulasaért felelés (27.
Kozlemény). A PMP22 gén pontmutaciéi CMT1, DSN és CHN fenotipust
okozhatnak. Az AD oroklédésti HN formak kb. 70%-a PMP22 duplikacidval

magyarazhato.

Myelin protein zero (MPZ) a myelin kompaktacioért felelGs,

kizérolagosan a Schwann sejtekben expresszalodik. AD 6roklddésii mutaciodi

leggyakrabban CMT-1B tipusu demyeliniz&cidés neuropathidt okoznak, de

axonalis CMT hatterében is irtdk mar le. Néhany mutacio sulyos korai kezdetl

neuropathiat okoz, mint a Dejerine-Sottas betegség, mig masok klasszikus CMT

fenotipust alakitanak Kki.

2. Myelin transzport fehérjek
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A Connexin 32 (GJB1) egy gap junction fehérjét kddol, ami a myelinizalo
Schwann sejtekben a paranodus és a Schmidt-Lanterman incisurdk kdzelében a
nem-kompakt myelinben expresszalddik. Feladata az adaxonalis és perinuklearis
cytoplasma kozotti radialis diffazio eldsegitése. XR modon 6rokl6dé mutacioi a
CMT fenotipusok kb. 10-20%-ért feleldsek.

3. Axonalis transzport fehérjék

A neurofilamentum koénnyti lanc (NEFL) a neurofilementum egyik alegységét
koédolja, mutacigja AD moddon o6roklédik. A, kinesin family member” 1B
(KIF1B), egyes organellumok microtubularis transzportjaért felelés. Eddig egy
AD modon o6roklodé CMT2 fenotipusit csaladot publikaltak. Giant axonal
neuropathy (GAN1): a cytoskeletalis broad-komplex, tramtrack es bric-a-brac
domen (BTB)/kelch repeat csalad tagjat kodolja. AR modon 6roklédé mutacidja
gyermekkorban kezdddd jellegzetes labtartassal és gondor hajjal jard kronikus

neuropathiat eredményez.

4. Mitochondrialis transzport proteinek

A mitofusin (MFN2) hibaja az egyik leggyakoribb oka az AD modon 6rokl6d6
axonalis tipusd HN-nak. A mitochondriumok kiils6 membranjaban elhelyezked6
mitofusin a mitochondrialis network fenntartasaban, a mitochondriumok

fusidjaban jatszik kulcs szerepet.

5. Endosomalis proteinek
A Simple (endosomalis/lysosomalis membran protein) AD 6roklédésit CMT I-ért,
a RAB7 (guanosin trifoszfat koté fehérje, a vesicularis transzport szabalyozoja a

kés6i endocytozisban), axonalis tipusu CMT2B-ért lehet felelds.

6. Transzkripcios faktorok

Az ,Early Growth Response” 2 (EGR2): Cys2-His-tipusu cink-ujj tartalmu
fehérje, ami a Schwann sejtekben expresszalodik. AD 6roklédé mutacioéit CMTI,
DSN, CHN fenotipusokkal Osszefliggésben irtdk le. SRY-related HMG-Box-
containing Gén 10 (SOX10): egy high-mobility-group (HMG) domént tartalmazo
transzkripciés faktort kédol. A SOX10 mutacidjat periférias neuropathia és

demyelinizécios leukodystrophia hatterében irtak le.
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7. Szignal transzdukcids proteinek

A periaxin (PRX) nuklearis lokalizacios szignal domén. AR mutécioja DSN és
CMT4F-et eredményez. Ezek a betegek gyakran panaszkodnak fajdalmas
neuropathiarél. A myotubularin-related protein 2 (MTMR2): univerzalisan
expresszalédo foszfatazt kodol, AR mutacioja CMT1, CMT4B1 és CHN-nel
hozhaté Gsszefliggesbe. SET Binding Factor 2 (SBF2): a periférias idegekben és a
gerincvelOben expresszalddd myotubularin pseudofoszfataz csoport egy tagjat
koédolja. AR mutécidja féleg CMT4B2 fenotipust eredményez. N-myc Dowstream
Regulated Gene 1 (NDRGL): universalisan expresszalodo foszfatazt kodol. A 7
exon homozygota C-T tranzicidja (R148X) roma alapitdo mutaciokat ismert a Lom
tipusu neuropathia hatterében. GDAPL: a gangliosin-indukalta differenciacio
asszocialt proteint kodolja, ami a neuronalis fejlédés szignal transductidjaban

jatszik szerepet. AR mutacidja axonalis tipusit CMT2-t okoz.

8. Chaperonok
Heat shock protein 22 és 27 (HSP22 és HSP27): mindkét gén okozhat distalis
motoros neuropathiat és CMT fenotipust is. A neuropathia kialakulasanak

patomechanizmusa nem ismert.

9. DNS repair faktor
Tyrosyl DNA Phopshodiesterase (TDP1): az abortiv egyes szalu DNS break-et
(SSB) javitja. Mutacioja AR 6roklédésii spinocerebellaris ataxiat okoz, amelyhez

axonalis tipusu neuropathia tarsul.

10. DNS replikacidban szerepld gének
Lamin A/C (LMNA): a nuklearis membran alkotorésze. AD mutécidja az AR
oroklédéstt CMT2 mellett okozhat Emery-Dreifuss szindromat, LGMD-t, dilatativ

cardiomypathiat es familiaris lipodystrophiat.
11. Egyeb proteinek: a fentiek mellett még a kalium és klorid csatorna

kotranszporter (KCC3) a glycyl tRNS synthetase (GARS) és a dynamin (DNM)

gének mutacioi is okozhatnak érokletes neuropathiékat.
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Roma neuropathidk Magyarorszagon

Eurdpa roma populécidja kb. 8-10 milli6. Jelenleg Magyarorszagon a romak
lélekszama csaknem 1 millidra teheté. A romak népességtorténetét genetikailag
alapitd (un. founder) mutaciok jelenléte illetve a ,,genetikai Gvegnyak” effektus
jellemzi. Bizonyitast nyert, hogy az endogam héazasodasi hagyomanyok
kovetkeztében kialakuld korlatozott genetikai diverzitds miatt szamos olyan
polygénes és monogeénes genetikai betegség irant veszélyeztetettek, melyek a
tobbi eurdpai népcsoportban nem, vagy ritkdn fordulnak eld. Becslés szerint
minden tizedik eurdpai roma hordoz valamilyen AR moddon 6roklédo
neuromuscularis betegséget (Navarro et al. 2003). Ez az adat jelzi, hogy a
neuromuscularis betegségek fontos népegészseglgyi kérdést jelentenek a roma
etnikai csoportban. A romak korében eddig harom herediter periférias neuropathia
format fedeztek fel: a herediter motoros és sensoros neuropathia Russe és Lom
forméjat illetve a congenitélis cataracta facialis dysmorphia neuropathia (CCFDN)
szindromat (Kalaydijeva et al. 2005). Ezeket gyakran egyedi roma alapito
mutacio okozza (Kalaydijeva et al. 1998, Angelicheva et al. 1999, Tournev et al.
1999). A mutéciok gyakorisagaban jelentés kiilonbséget talaltak bizonyos roma
csoportoknal, ami jelzi a genetikai divergencidt. Bulgériat kivéve Europaban
eddig nem torténtek a roma neuromuscularis betegségekre vonatkozo atfogo
epidemioldgiai vizsgalatok. Vizsgalatainkkal a fent emlitett roma neuropathiak

hazai feltérképezését céloztuk.

2.3.2. A herediter neuropathiak state of art genetikai diagnosztikaja

Az oOrokletes periférias neuropathidk genetikai diagnosztikajaban ma az alabbi
stratégia kovetése ajanlhatdo. Az ENG és a klinikai kép alapjan torténd
klasszifikacié az elsddleges, ami a betegek tobbségét a CMT1 (demyelinizacids)
és CMT2 (axonalis) vagy intermedier tipusba sorolja. A CMT1 tipust betegeket
els6ként a PMP22 génre és a GJB1 mutaciora teszteljik. Ezek negativi tasa eseten
az MPZ és EGR2 géneket szekvenaljuk. A CMT1 fenotipus hétterében jelen
ismereteink szerint kb. 79% -ban a PMP22 duplikacidja vagy a GJB1
pontmutéacidja all. CMT2 fenotipusndl az MFN2 gén vizsgalata valasztandd
els6ként. Roma populacioban a klinikai tiinetekt6l fiiggéen keressiik a CDTP1 ill.
NDRG1 gének alapitd6 mutacioit. A tobbi ritkan eléforduld gén rutin tesztelése

nem véarhato el a gyakorld neurologustol, Egyes esetekben a klinikai tlinet segithet
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a target gén kivalasztasdban, mint pl. periaxin mutécié - kifejezett sensoros
tinetek, heves fajdalom utal ra; hypacusis — PMP22 duplikacio esetén, GJBL,
NDRG1 mutécié - diplopia- EGR2 mutacio, opticus atrophia — MFN2 mutacio,
hangszalag bénulas — GDAP1 mutécid stb.

A HN differencialdiagnosztikdjaban fontos szerepet kap a szerzett immun
neuropathidk elkilonitése is. A PMP22 proteint overexpresszalo egerekben a
demyelinizalt idegekben a CD8+ sejtek és a macrophagok overexpresszidjat is
megfigyelték. Ezek a gyulladasos sejtek a myelin hively kdzvetlen kozelében
helyezkedtek el. MPZ, valamint Cx32 mutéans egerek és immundeficiens egerek
keresztezése kovetkeztében olyan egerek szilettek, amelyek neuropathigja
enyhébb lefolyast mutatott, mint a nem keresztezett egerek betegsége. Mindezek
arra  utalnak, hogy egyes genetikailag determinalt  neuropathiak
patomechanizmuséban bizonyos immunologiai folyamatok is szerepet kapnak. A
Klinikai gyakorlatban arra kell odafigyelniink, hogy amennyiben az immunoldgiai
eredetiinek vélt CMT1 fenotipus nem javul az immunszupressziv kezelés hatasara
a genetikai eredetli neuropathia minden esetben kizarandé. Az is igaz azonban,
hogy egyes a szokottnal rapidabb vagy shubokban rosszabboddé HN esetén az
immunrendszer vizsgalata tanacsos, mert ha egyiittesen jelenlevé autoimmun
betegseg igazolddik, az immunmoduldlo kezelés a betegség progressziojat
lassithatja (Wang et al. 2006).

Az autoimmun eredetii betegségek koziil részletesebben foglalkoztunk a
gyulladasos myopathiak egyik nagy csoportjaval, a sporadikus inclusios testes
myositissel (IBM). A betegség pontos patomechanizmusa meég nem tisztazott.
Kialakulasdban a polymyositishez hasonld6 immunbiologiai mechanizmusok
fedezhet6ek fel, de annal komplexebb a kép, mert az izomsejtekben szamos
intracellularis multi-protein inclusio figyelheté meg. A betegséget konformacios
betegségnek is hivjak, mert tébb protein kéros ,,foldingja” is igazolodott (Askanas
et al 2009). Hasonlo klinikai és hisztopatoldgiai képet eredményez a herediter
forma is. Sajnédlatos modon nem csak a herediter forma, de az immunoldgiai
eredetti IBM sem reagal az immunszupressziOra, a betegség gyors progresszioja
miatt néhany éven belll elveszitjik a betegeket (Argov és Mitrani-Rosenbaum
2008).

2.3.4. NOTCH3 gén mutaciohoz tarsul6 neuropathia
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Periférias neuropathia egyes genetikailag determinalt betegségekben szekunderen
is kialakulhat. Erre iranyultak vizsgélataink a CADASIL (cerebralis autoszomalis
dominéans arteriopathia subcorticalis infarktusokkal és leukoencephalopathiaval)
szindromaban. A CADASIL rekurraldo cerebralis ischaemias epizodokkal,
demencidval, pseudobulbaris  paresissel, migrainnel és  pszichiatriai
tiinetegyiittessel jellemezheté korkép (Dichgans et al. 2002). A betegségért a
NOTCH3 gén mutacidja a felelds (Joutel et al. 1997). A NOTCHS3 pontos szerepe
pontosan még nem ismert. Feltételezzik, hogy az embryonalis korban bizonyos
apoptotikus feladatokban jatszik szerepet. A betegségre jellegzetes a bor, az izom
és a periférids idegek kis véredényeinek simaizom sejtjei kornyezetében levé
granularis osmiophil anyag (GOM) jelenléte (Goebel et al. 1997). Irodalmi adatok
arra utalnak, hogy a CADASIL-ban mitochondrialis rendellenességek is lehetnek
(de la Pena et al. 2001, Finnila et al. 2001, Malandrini et al. 2002).
Vizsgalatainkkal arra szerettlink volna valaszt kapni, hogy CADASIL-ban milyen
strukturdlis valtozasok alakulnak ki a n. suralisban és az izomban, es hogy ezek az
elvaltozasok kozvetlenil a NOTCH3 gén mutacidja eredményeként keletkeznek

vagy esetleg a mitochondrialis genom rendellenessége okozza azokat.

3. BETEGANYAGOK ES MODSZEREK

A vizsgalatok vagy a rutin diagnosztika részét képezték, vagy hatalyos etikai
bizottsagi engedély allt rendelkezésiinkre. Az alabbiakban a vizsgalt beteganyagot
és az alkalmazott vizsgalé modszereket foglaljuk réviden dssze.

3.1 Vizsgalt betegek

Valamennyi esetben részletes csaladi anamnézist vettink fol, csaladfat
készitettlink, a szokasos részletes neuroldgiai, egyes esetekben pszichiatriai
vizsgalatok mellett laboratoriumi, neuroradioldgiai, Doppler, elektrofizioldgiai,
morfologiai és genetikai vizsgalatok torténtek. A vizsgalatok elvégzésébe és azok
eredményeinek tudomanyos célu felhasznalasara a betegek beleegyez6
nyilatkozatot toltottek ki. A cerebralis reserv kapacitast 15 mitochondrialis
betegben mértik (életkor: 24-66 év, atlag életkor: 43.3 év) és 18 egészséges
kontroll szemelyben (életkor: 20-61 év, atlag életkor: 38.47 ev. A fenti
mitochondrialis kohortbdl 5 betegnél készilt PET vizsgalat. Az mtDNS tRNSw
mutacidkat elemzd vizsgalatainkban 334 (210 nd ¢és 124 férfi) beteg és 150
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kontroll személy DNS mintajat elemeztik. A betegek atlagéletkora 39,4 év volt
(nbk: 40,2 év, ffi: 32,5 év). A mitochondrialis tRNS*» genetikai epidemioldgiai
vizsgalatok soran 3243G szubsztitdciojat 631 (361 né és 270 férfi) betegen
vizsgaltuk. A betegek atlagéletkora 36,3 év volt (ndk: 38,1 év, ffi:34,4 év). A
mintagyijtést 1999. januar és 2007. december kozott végeztik. A vizsgalatba
Baranya, Borsod-Abauj-Zemplén, Hajdu-Bihar, Szabolcs-Szatmar-Bereg megye
valamint Budapest ismeretlen etioldgiaju ischaemias stroke, ataxia, maternalisan
0rokl6do sensorineuralis hallasvesztés, myopathia, vagy hypotonia miatt genetikai
vizsgalatra kuldott betegeket vontuk be, akiknél a multiszisztémas tiinetegydittes, a
csaladi anamnézis és egyes laboratoriumi értékek felvetették a mitochondrialis
betegség lehetdségét. Az A8344G mutacio elfordulési gyakorisdganak vizsgalata
soran 513 beteget (302 nd ¢és 211 férfi) vizsgaltunk. A kohortba Borsod-Abauj-
Zemplén, Hajdu-Bihar, Szabolcs-Szatmar-Bereg megye valamint Pest megye és
Budapest feltételezetten mitochondrialis betegségben szenvedd betegeket vontuk
be. A betegek atlagéletkora 39 év volt. Mind a betegek, mind az egészséges
kontroll személyek a vizsgalat elott részletes felvilagositas kaptak, amely alapjan
a genetikai vizsgalatba, a mintdk tovabbi kutatdsi céli meglrzésébe ¢és az
eredmények szakirodalmi publikéldsba beleegyeztek. A mintdk tarolasa az
Europai Unios kovetelményeknek megfeleléen az Orszadgos Pszichiatriai és
Neurologiai Intézet Molekularis Neurologiai Osztaly, majd késObbiekben a
Semmelweis Egyetem Neuroldgiai Klinika, Molekularis Neuroldgiai Kdzpont
neuroldgiai és pszichiatriai biobankjaban tortént, amely a NEPSYBANK réeszét
képezi (23. Kozlemény). A vizsgalatokhoz az intézeti etikai bizottsagok
bocsajtottak ki engedélyt.

A Fazis | sonoporacios vizsgalatok soran 5 egészséges férfi onkéntest vizsgaltunk.
Az oOnkéntesek irasban nyilatkoztak, hogy semmilyen betegségben nem
szenvedtek, gyogyszert nem szedtek és Onként véllaltdk a vizsgalatban valo
részvetelt. A vizsgalatot az ETT-TUKEB engedelyezte.

3.2. Alkalmazott médszerek

3.2.1 PET és Doppler vizsgélat

Az FDG (2-(18F)-fluoro-deoxy-D-glucose) felvételt PET segitségével 5 betegben
(3 férfi 2 no), atlagéletkor 35+7 év vizsgaltuk. A PET meéréseket GE 4096 Plus
teljes test positron camera segitségével végeztik. Az FDG tracert 30 perccel a
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mérés el6tt iv. adtuk be, dozisa: 4.35+2.33 mCi, vagy 59+27 (Ci/tskg) volt. A
PET felvételeket Hanning filterrel rekonstrualtuk, az eredményeket kontroll
csoporthoz hasonlitottuk. A betegek eredményeit egy 4 nobdl és 1 férfibol allo
kontroll csoport eredményeihez hasonlitottuk. Atlagéletkoruk 33+9 év, beadott
FDG dozis 4.35+2.33 mCi vagy 59+27Ci/tskg volt. A kontroll egyének
nemzetkozi etikai elvarasoknak megfeleld (a Helsinki Deklaraciot elveinek is
megfeleld) vizsgalatat. a Debreceni Orvostudomanyi Egyetem etikai bizottsaga
engedélyezte. A PET vizsgalatok sensoros deprivatioban késziiltek, az adatgyljtés
30 percig tartott. Minden PET képet a komputerizalt Human Brain Atlas (HBA)
rendszerbe tovéabbitottunk. (Roland et al. 1994). Els¢ 1épésben az individualis
PET felvételeket mind méret, mind alak szerint illesztettik a standard HBA agy

konturhoz (stereotaxias standardizalas) Id. www.dhbr.neuro.ki.se/Hba/index.html.

A mitochondrialis betegek allapota miatt szandékosan hagytuk el az arterias
vervétellel jard kvantitativ  PET méréseket, helyette az agyi radioaktivitasi
adatokat normalizacié technikaval pszeudokvantifikaltuk. Az egyes sugarzasi
aranyt felvételenként normalizaltuk a Roland altal leirt mddszer szerint (1993). A
cerebralis CMRglu metabolizmus aranyat (mol/100g/min) az egyes kozponti
idegrendszeri régiokban a kontroll csoport atlag sphericus volumen-of interest-
jéhez (VOI) hasonlitottuk 10 mm-es atmérében. Az anatomiai régiok azonositasa
a HBA standard agy és adatbazis alapjan tortént. A cerebrovascularis reserve
kapacitast (CRC) transcranialis Dopplerrel (TCD) vizsgéltuk 15 mitochondrialis
betegségben szenvedd betegben és 18 egészséges kontrollban. A betegeket 3
csoportba osztottuk (1) interictalis mitochondrialis encephalomyopathia,
lactacidosis és stroke-szerti epizodok (MELAS), (2) chronikus progressziv
ophthalmoplegia externas betegek (CPEQ), és (3) mitochondrialis myopathias,
neuropathias betegek (MM). A diagnozis a klinikai fenotipuson, hisztokémiai és
molekularis genetikai vizsgalatokon alapult. Az a. cerebri medidk cerebralis
verataramlasi sebessegét (CBV) TCD-vel mértik 1 g intravénas acetazolamide
adasa el6tt és utan. Az MCAV-t, a pulsatilitasi indexet (PI) 45, 50, 55 mm
mélységben mértiik nyugalomban és 20 perccel az acetazolamide adasat kovetéen
5 perces intervallumokban. Minden csoportban mindkét a. cerebri medidban az
atlagos sebességet értékeltiik. Mindharom csoport MCAYV értékeit egymashoz,
illetve az egészséges kontrollhoz hasonlitottuk. A variancia analizist az egyes

csoportok  kozotti  kilonbség megéllapitasara  hasznéltuk  (p<0.05). A
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cerebrovascularis reaktivitast (CR) és cerebrovascularis reserve kapacitast (CRC)
a kovetkezOk szerint kalkulaltuk: CR=100(vt-v0)/v0; CRC= 100(vmax -v0)/vO0,
ahol v0 = v sebesség acetazolamide adminisztracid eldtt, vt = sebesség
acetazolamide adminisztracio utan, vmax = maximalis sebesség acetazolamide

injekciod utan.

3.2.2. Morfologiai vizsgalatok: fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatok

Az izom- és ideg biopszia értékelésekor a rutin standard hisztoldgiai,
hisztokémiai, immunhisztokémiai fény- és elektronmikroszkopos metodikékat
alkalmaztuk. Az  izomdystrophidk ~ immunhisztokémiai/Western  blot
vizsgalataihoz a kovetkez6 monoclonalis antitesteket (Novocastra) hasznaltuk:
dystrophin (NCL-DYS1,2,3), a-, B-, y-, & -sarcoglycan (NCL-SARC)
hyperglycosylalta -DG (VIA4-1), merosin, laminin, dysferlin, collagen VI,
dysferlin (NLC-Hamlet) caveolin-3, calpain (NCL-CALP-2C4) a gyartok altal
javasolt kondiciok szerint. Néhany szelektalt LGMD esetben a ndvenyi lektinek,
mint a buzacsira agglutinin (WGA 1:100), és mogyoré agglutinin (PNA 1:100)
jelenlétét is vizsgaltuk immunhisztokémiai modszerrel. A primer ellenanyaggal
torténd inkubalas utan egér-ellenes biotinnal (DAKO) és streptavidinnel (DAKO)
kezeltik a mintakat, majd azt diaminobenzidin (DAB) segitségével vizualizaltuk.
A lektin kotést tormaperoxidaz streptavidin-DAB reakcioval vizualizaltuk. A
Western-blot soran az izomprotein-homogenizatumot 8%-os polyacrylamid gélen
szeparaltuk, majd PVDF membranra (BioRad) blottoltuk, és az elsddleges
ellenanyagokkal inkubaltuk. Szekunder antitestként anti egér biotint (DAKO) és
streptavidint (DAKO) hasznaltunk. A blot detektdldsa ECL Plus Kittel

(Amersham) tortent a cég altal javasolt feltételek mellett.

N. suralis morfometria

A neuropathia sulyossagat komputerizalt morfometrids program segitségével
allapitottuk meg (Video Image Processing Evaluation and Recording System -
VIPER, Gesotec Darmstadt, Németorszag). A myelin fellilet/endoneuralis felulet
szézalékos aranyat, a myelinizalt rostok mm?-kénti szamat, az axonok feliletének

és a teljes idegrost feluletének aranyat hataroztuk meg.

Elektronmikroszkopos vizsgalatok és morfometria
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Az ultravékony metszeteket uranyl acetattal és o6lomcitrattal kontrasztoztuk és
Philips T 400 elektronmikroszkdoppal vizsgéltuk. A n. suralis és az izomszdvet kis
veredényeinek endothel sejtjeiben, pericytaiban és simaizom sejtjeiben szamoltuk
a mitochondriumok szamat, 20-20 mitochondrialis betegben és 4-2 kontroll
esetben. Két egymastdl fuggetlen vizsgdld végezte a szamolast. A
mitochondriumok keresztmetszetének fellletét és az azt tartalmazé sejt fellletét
mértuk, valamint azok aranyat szamitottuk szemiautomatikus komputerizalt

morfometrias rendszerrel. A statisztikai analizis a Wilcoxon teszttel tortént.

3.2.3. Molekularis bioldgiai metodikak

Mitochondrialis betegségek vizsgalata soran alkalmazott modszerek

DNS izolalas

A DNS-t vérbdl, ill. 50 beteg esetében vazizombdl, izolaltuk Qiagen Blood
(Qiagen) valamint Qiagen Tissue Kit segitségével a gyartd altal megadott
instrukcidk szerint. A DNS koncentraciot UV spektrofotométer segitségevel 260
nm abszorbancianal mértiik. A tisztasagi fokot a 260 nm-es és a 280 nm-es

abszorbancia értékek hanyadoséval hataroztuk meg.

PCR-RFLP vizsgalat

Az mtDNS leggyakoribb mutacioit PCR-RFLP mddszerrel vizsgaltuk. Az mtDNS
patogén mutacids hot spot régidit, az nt 3160-3296, nt 8155-8367, nt 8345-10011,
nt 8105-8536 PCR segitségével amplifikaltuk. A reakciéhoz a primereket 300
nmol/L végkoncentraciéban hasznaltuk, 100 nmol/L MgCl,-ot, és 1 unit Taq
polimerazt (Immolase, Bioline GmbH, Németorszag) hozzaadva, a reakcidelegyet
RNé&z-mentesitett desztillalt vizzel (RT-PCR grade water, AMBION) 50 pl

végtérfogatra egészitettiik ki. A primerek szekvenciai a www.molneur.eoldal.hu

honlapon olvashatok. A PCR reakciok soran a kovetkezd programot hasznaltuk:
kezdeti denaturacio 94°C-on 5 perc, 35 ciklus (denaturacié 94°C 30 masodperc,
anellacio 50-60°C 30 masodperc, szintézis 72°C 30 masodperc), majd a végsé
szintézis 72°C-on 7 perc. Az A3243G, A8344G, T8356C, T8993C, T8993G
szubsztituciok kimutatasara a kapott PCR terméket 37°C-on restrikcios
endonukleazokkal (Haelll, Banll, Hpall, Aval) emeésztettik. A restrikcios

mint&zatot 2%-0s agaroz vagy 12%-os polyacrylamid gélen analizaltuk. A géleket
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etidium-bromiddal festettiik, majd a kapott band-ek nagysdgat a hasitatlan
mintahoz viszonyitva Quantity One Software (BIO-RAD) segitségével hataroztuk

meg.

DNS bidirekciondlis szekvenalas

Az mtDNS tRNS-eit és azokat a protein kodolé géneket, ahol az irodalomban
gyakran talaltak patogén mutaciokat PCR-rel amplifikdltuk. A primerek
szekvenciai a www.molneur.eoldal.hu honlapon olvashatok. A PCR terméket Sure
Clean Plus kit (BIOLINE) segitségével tisztitottuk. A tisztitott PCR termékhez 1
unit 3.1. Big Dye Terminator enzimet adtunk (Big Dye Terminator v 3.1 cycle
sequencing RR-24, Applied Biosystems), valamint ugyanennyi térfogat Big Dye
puffert, amely a fluoreszcensen jel6lt didoexinukleotidokat is tartalmazta. A
szekvenald reakciot az illet6 régiora specifikus reverz primerekkel végeztik el. A
szekvenaldo PCR elvégzése utan a termékeket NucleoSeq kit (BIOLINE)
segitségével tisztitottuk. A kérdéses régiot ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer
szekvenatorral vizsgaltuk. A kapott szekvencidkat is az NCBI Blast program
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/Blast.cgi) segitségevel a human
mitochondrialis referencia genom nukleotid és aminosav sorrendjével
hasonlitottuk 6ssze. A nuklearis genom RRM2B gén szekvenalas primereinek

szekvencidi is a www.molneur.eoldal.hu honlapon olvashatok.

Fibroblast tenyésztes: A borbioptatum fibroblasztjait izolalast kovetéen Dulbecco
altal mddositott Eagle mediumban (DMEM) tenyésztettiik (GIBCO, Invitrogene
GmbH, Austria) 20% foetalis marha serum (GIBCO), 0.5% penicillin-
streptomycin (GIBCO), és 0.3% Fungisone (GIBCO) jelenlétében 37 °C —on 5%
CO2 95% levegdt tartalmazo 1égtérben.

Légzési lanc komplex aktivitas meghatarozas: A mitochondrialis komplex |
aktivitast Enzyme Activity Microplate Assay Kit (MitoScience, Eugene, Oregon,
USA) segitségével mértiik a gyart6 altal megadott instrukciok szerint. A Komplex
| aktivitds mérés alapjat a NADH-nak a NAD+-a oxidacidja és a jelolé anyag
szimultan redukcidja képezte. A jelolé anyag redukcidjat a 450 nm-en észlelt

fokozott adszorbancia jelezte.
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Linkage analizis

A linkage analizis genom-wide scannel késziilt a 6,090 SNP-t tartalmaz6 Illumina
Infinium HumanLinkage-12 panel (lllumina Inc, San Diego, CA) alapjan. A
MERLIN program segitségével végzett multipoint LOD score analizisbe 9 beteg
és 3 egészséges csaladtagjainak mintaja kerilt be. Az analizis soran autoszomalis
dominans 6roklddésmenetet, teljes penetranciat és a fenokopiak hianyat tételeztiik
fol. A betegség allél frekvenciajat 0.001-nek adtuk meg. Valamennyi marker allél

frekvenciajat azonosnak becsultik.

A heteroplasmikus néstény egerek genotipizélasa

A heteroplasmikus egerek Dr. Eric Shoubridge laboratoriumabol szarmaztak és
Jenuth et al. (1996) metodikaja alapjan keletkeztek. Az egerek az NZB és BALB
egerek MtDNS-it tartalmaztdk. A 2 genotipus 101 nukleotidban kilénbdzik
egymastdl. A genotipizalds RFLP metodikaval tortént, az Rsal hasitasi helye a
3691nt-nél az ND1 génben csak a BALB tipusban van jelen, az NZB egerben
hianyzik. Az egyes egerek heteroplasmia aranyat a farokbiopszia mintabol
hataroztuk meg. A teljes DNS-t a kovetkezé primerekkel amplifikaltuk: forward
primer MT9 nt3571-3591, 5-AGCATCTTATCCACGCTTCC-3; reverse primer
MT10 nt4079-4059, 5-CTGCTTCAGTTGATCGTGGGT-3'" A PCR
Osszeallitasnal és a ciklus kondiciok beallitasanal Jenuth et al (1996) mddszerét
kovettiik. Roviden: a PCR reakcié volumene 50 pl volt, mely 1x kalium mentes
PCR puffert (100 mmol/l Tris—=HCI, pH 8.3), 2.5 mmol/l MgCl,. t, valamennyi
dNTP-b61 200 umol/I-t, az MT9 and MT10 primerek 0.4 pumol/I-t és 1.25 IU Taq
polymeraset (Gibco, Canada) tartalmazott. A PCR- Perkin Elmer 9600
thermocycleren futott a kovetkez6 modon: 5 min denaturacidé - 94°C, majd 30
ciklusban 30 - 94°C, 30 s - 55°C és 30 s - 72°C. Az utolso ciklusban 1.5 pCi of [a-
32p]1dCTP —t adtunk a PCR termékhez radioktiv jelolés céljabol. A reakcié elegy
15 pl-ét emésztettik 10 U Rsal-val 37°C-on egy éjszakan at és azt kovetden 10%

nem-denaturald polyacrylamid gélen futtattuk.

A heteroplasmikus  egér  oocytak és az  embryok izolalasa
Hat hetes — 4 honapos egerek ovulacios metafazis 11 oocytait izolaltuk. A munkat
a McGill University ,,Animal Care Committee”-je engedélyezte. Ismert

heteroplasmia ardnyu ndstényeket intraperitonealisan 7.5 IU terhes kanca szérum
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gonadotropinnal (Sigma, Canada) szuperovulaltuk, majd 5 IU hCG-t (Sigma)
adtunk 44-48 6raval késébb. Az oviductusokat 16-18 dra mulva eltavolitottuk és
az oocytakat az oviductus duzzadt ampullajabol HEPES-pufferrel és kaliummal
optimalizalt médiumba (H-KSOM) juttattuk ki. Az oocytak koriil levé cumulust
rovid Hyaluronidase (300 pg/ml) inkub&cidval tintettik el. Korai stadiumu
embryok nyeréséhez a superovulalt egereket CB1 egerekkel péaroztattuk egy
éjjelen at. A 2-, 4- és 8-sejtes embryokat a terhes egerek oviductusanak
atfujasdval a megtermékenyitést koveté 1.5, -2 és —2.5. napon nyertik. Az
embryokat 1 vagy 2 napon at in vitro tenyésztettiik mieldtt szétvalasztottuk a
blastomereket. A tenyésztés re-equilibralt friss KSOM mediumban tortént paraffin
olaj alatt 37°C-on 5% CO,-ban.

Blastomer kollekcid

Az oocytdk és az embryok zona pellucidjat savas Tyrode oldattal (pH 2.5)
torténd inkubacioval oldottuk, majd H-KSOM-ben mostuk azokat. Minden oocyta
elsd polaris testjét dvatosan aspiraltuk és 5 pl of alkalikus lysis puffert tartalmazo
PCR cs6be transzferaltuk. Az ooplasma egy szeparalt cs6be keriilt. A zona
mentes embryokat 5 percig Ca?*- and Mg**-mentes mediumban inkubaltuk, majd a
szeparalt blastomereket lysis puffert tartalmazé PCR cs6be helyeztik. A
blastomer lysis 15 percig 65°C- ra melegitéssel tortént, melyet kovetéen 5 pl

neutralizalé puffert adtunk a DNS-t tartalmazo oldathoz.

Az oocytak, polaris testek és blastomerek mtDNS genotipusanak meghatarozasa

Az egyes sejttipusokbol mas és mas mennyiségii lysatumot hasznaltunk a PCR
reakciohoz. Az oocytdkhoz 1 pl, a polaris testekhez 3 pl, a szeparalt
blastomerekhez 2 pl-t lysis puffert adtunk. Minden Kkisérletben volt negativ
kontroll, amely 5 pl bideszt. vizet jelentett. Minden mérés duplikadtumban tortént.
A mérés soran az egerek genotipusanak meghatarozasanal leirt modszert kovettik.
Az RFLP ¢és a gélelektroforézis a “Heteroplasmikus ndstény egerek

genotipizalasa” fejezetben leirtak szerint tortént.

A Dblastomerek, oocytdk, polaris testek radioaktiv géljeinek értékelése
A széritott géleket Storm Phosphorimagerrel (Molecular Dynamics) ertékeltuk.
Az NZB mtDNS szazalékos aranyat az RFLP hasitasi mintazatbol kalkulltuk. Az
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mtDNS NZB heteroplasmia %-0s aranyat minden sejtre kiszdmitottuk, a
duplikdtumhoz hasonlitottuk és ezt kovetden variacids koefficienst szamitottunk
(CV). Ha a duplikatum CV-je <10 volt, az eredmeényt elfogadtuk, ha a CV-je >10
volt, triplikatum is készilt. Ha a triplikatum CVje is >10 volt, a mintat kizartuk az

elemzésbol.

PMP22 gén duplikacié/delécio meghatarozas

A PMP22 gén duplikacojat Real-Time PCR modszerrel hataroztuk meg (ABI
7300) standard metodika szerint (Aarskog et al 2000). Roviden: teljes vérbol
izolalt DNS-t vizsgaltunk, referencia génként albumint hasznaltunk. A primerek
szekvencidjat Aarskog et al (2000) kézleményébdl vettiik at. Minden mintat mind
az albumin, mind a PMP22 esetében triplikatumban futtattuk le. A PCR reakcio
2x TagMan Universal PCR Master mixet, 900 nM forward primert, 900 nM
reverse primert, 200 nM probat és 100 ng DNS-t tartalmazott reakciokként. A
PCR az ABI Prism 7700 Sequence Detection System-en (Applied Biosystems)
futott. A bevezetd PCR ciklus kondicioi: 2 min 50°C ¢és 10 min 95°C. Ezt
koveten 40 cikluson at a kovetkezOk voltak a paraméterek: 15 sec 95°C, eés 1

min 65°C. A PMP22 duplikaciot a komparativ Ct modszerrel hataroztuk meg.

Roma neuropathiék vizsgalata

A Lom neuropathidban az NDRG1 gén alapitdé (R148X) mutécidjdt PCR —RFLP
modszerrel Echaniz-Laguna et al. (2007) metodikaja szerint végeztik el. A
CCFDN neuropathidban a genetikai analizis PCR-alapu restrikciés enzim
hasitassal tortént a Varon et al. (2003) altal leirt metodika szerint. A mutacio
kovetkeztében CTDP1 (karboxiterminalis domén, RNS-polimeraz 11, polipeptid A
foszfatdz, 1 alegység) génben a 6. exon-6. intron junctiotdl 389. bp-ral az intron
irdnydba C-T szubsztitucio kdvetkeztében az Nlalll restrikcids enzim hasitasi

helye elveszett.

Az FKRP mutaciok vizsgalata

Az immunhisztokémiai reakcié soran csokkent alpha DG jelenlétét mutatd
betegek izomszdvetébdl izolalt genomialis DNS mintan eldszor a fukutin related
protein (FKRP gen) hot spotjat (cC826A) zartuk ki Walter et al. (2004)
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metodikaja szerint. Amennyiben ez a mutacié nem igazolodott az FKRP gén teljes

kodold régidjat szekvenaltuk a standard szekvenalasi metodikaval.

3.2.4. Immunszerologiai vizsgalatok

Az egyes leukocytak aranyat FACS mddszerrel detektaltuk. Az antikoagulalt vér
leukocytait monoclonalis egér anti-human CD4-, CD8-, CD3-, CD56, CD19-FITC
antitestekkel festettilk. A vorosvértestek lizisét kdvetéen a fest6dott leukocytakat
paraformaldehyddel fixaltuk és FACS - Calibur flow cytométerrel analizaltuk. Az
egyes fehérvérsejt tipusok méretiik és granulaciojuk alapjan kulonultek el
egymastol. A kiilonb6zé6 CD markerekkel rendelkez6 sejtek szazalékos aranyat
5000 lymphocyta értékelése alapjan szamitottuk. A serum IgG and autoantitestek
szintjeinek meghatarozasa ELISA mddszerrel tortént. Az antinuklearis antitest
(ANA) meghatdrozasara HEp2 sejtvonal indirekt immunfluorescens assay-t
hasznaltunk. A complement factor 3 (C3) és 4 (C4) koncentraciok meghatarozasa

nefelométerrel tortént.

3.2.5. Génterpias vizsgalatok

Electroporacios (EP) vizsgalatok

Beta galactosidaset (beta-gal, pCBLacZ), a teljes hosszusagu dystrophint
(pCBMuDys) vagy utrophint (pCBVULtrFl) tartalmazo plazmid volt a vektorunk
(3.1. Abra), melyeket a hybrid cytomegalovirus (CMV) és B-actin promoter
(CMV promoter) szabalyozott. A plazmid pCBLacZ eléallitasa soran pCMY -
nak a B-gal-t kodolo szekvencidjat tavolitottuk el (Clonthech Laboratories, Paolo
Alto CA, USA) Notl emésztéssel. Ezt kovetden a DNS fragmentet Xhol linkerrel
(New England, Biolabs) kapcsoltuk, majd a pPCAGGS Xhol helyére illesztettiik
be. A pCAGGS egy olyan plazmid, amely CB promoterrel és SV40 poly(A)
adenylécios szignallal rendelkezik. A plazmid pCBmuDYS a teljes hosszusagu
ragcsaléo dystrophin, a pCBVULtrFl a teljes utrophin cDNS-t tartalmazza.
Mindkettében a CB a promoter, amelyet a CMV enhancer szabalyoz. Az
utrophint tartalmazo plazmidban az aminoterminalishoz egy révid nukleotid
-FLAG tag” lanc kapcsolddik. A pCMVMicroDys microdystrophint tartalmaz,
amelybdl hianyzik a teljes rod domén, kivéve a 2 spectrin szerl repeatet és az elsd

és utolso ,,hinget”. A plazmidokat EndoFree plazmid maxi tisztitd kittel (Qiagen
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Inc, Mississagua, Canada) szabaditottuk meg az endotoxinoktél a gyartd

instrukcioi szerint. A végsé plazmid koncentracio 1-3ug DNS/ul volt.

signal poly A signal poly A

pCBDysH

Construct: pCBDysFL Sphi
{16895 bp) (17483

op)

HUMAN DYSTROPHIN

Tthi 11l

%hal

Clal

3.1. Abra: Az elektroporacios kisérletek soran alkalmazott plazmidok felépitése

Roviditések: AmpR : ampicillin-resistance gene for antibiotic selection in bacteria, ORI: ColE1l az
amlifikaciohoz a replikacié kezdete az E.Coli-ban. Signal polyA: a nydl b-globin polyA signal, 5°-
ITR: bal (5") az adenovirus 5 typus invertalt terminalis repeatje és packaging signalja, 3’-ITR:
jobb (3’) az adenovirus 5 tipus invertalt terminalis repeatje, CB Promoter: hybrid CMV enhancer
és b-actin promoter, HUMAN DY STROPHIN: a human dystrophin teljes cDNS szekvenciaja

Kezelt allatok, plazmid injekciok és euthanasia: valamennyi allkisérletet a McGill
Egyetem allatkiisérlet szabvanyait kovetve végeztik. Ujsziilétt (4-6 napos) és
feln6tt (6-8 hetes) normélis (CD1 and C57BL/6), immunodeficiens (SCID) és
mdx egereket hasznaltunk a vizsgalatokhoz. Minden csoportban 4-8 allat volt. A
m. tibialis anteriort (TA) vagy a gastrocnaemiust injektaltuk a fenti plazmidok
egyikének 50 vagy 20 ul-vel (életkortol fiiggben). Egy kohortban a plazmid
injekctiot megel6zéen 0,4 U/ul Hyaluronidaset (Sigma Aldrich) is injektaltunk.
Egy tovédbbi kohortban 100 pl PBS-ben higitott Evans Blue-t (10 mg/ml)
fecskendeztiink intraperitonealisan mieldtt a plazmidot injektaltuk. Minden
csoportbdl 4-6 allatot altattunk el 10, 30, 90, 180 es 360 nappal a kezeléseket

kovetden.

Electroporacio (EP): Az injektalt izmokat transzkutan EP-val kezeltik (felszini
elektrdd, 8 db négyszog impulzus, 175-1800 v/cm fesziiltség, 0, 2-20 msec kdzotti

valtozo idotartam).
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A mintavétel és a végpontok meghatarozasa: altatast kovetden a teljes TA-t és
gastrocnaemiust eltavolitottuk, majd fagyasztott metszeteket készitettink. A
hisztologiai elemzés soran az alabbi paramétereket analizaltuk: a transzfekalt
rostok szama és aranya (p3-gal, dystrophin és utrophin pozitivitas), az Evans Blue
pozitiv rostok szama és aranya, a nekrotikus rostok prevalenciaja, a [-gal szint
(luminometrids mérés homogenizalt izombol) 10, 90, 180 és 360 nappal az EP
utdn. A plazmid partikulumok mennyiségi meghatarozasa Real-Time PCR-al
tortént. A DNS-t a fagyasztott metszetekbdl izolaltuk.

Real-Time PCR: valamennyi szovettanilag is analizalt izombol. 70 db 10um
vastag cryostatos metszetbdl izolaltuk standard metodika szerint a DNS-t. A Real-
Time PCR-t a QuantiTect Probe PCR kit segitségével végeztiik el (Tagman proba,
Qiagen, Valencia USA) a CB promoter regidhoz két6dé6 FAM és TAMRA jelolt
primerekkel. A ragcsalo adipsin gén szolgalt kontroll génkent. A reakciot a
SmartCycler (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) késziléken futtattuk az alabbi
paraméterek szerint: 50°C -2 min és 95 °C - 15 min, majd 45 ciklusban 94 °C - 15
sec, 58 °C — 30 sec és 72 °C - 30 sec.

Statisztika: Az Evans blue, B-gal, dystrophin, vagy utrophin pozitiv rostok, és a
nekrotikus rostok teljes szamat szamoltuk minden kezelt izomban. Minden
csoportban az arithmetikus atlagot és a standard hibat kalkulaltuk, majd a Student
és GLM ANOVA 2 tail T tesztjét alkalmaztuk.

Sonoporacios vizsgalatok

A vizsgalat soran az 6nkéntesek bo. m. biceps brachiijaba 0.75-1.5 ml fiziol6gias
sooldatot injektaltunk, a jo. m. biceps brachiiba, pedig el6zetes Vialmixxel torténd
razassal torténd aktivaciot kovetéen 0.75 ml azonos térfogatu fiziologias soval
higitott Definity (microbubble) oldatot fecskendeztiink. Az injekcidkat kdovetden
azonnal alkalmaztuk a sonoporaciét (SonoEnGene), mely paraméterei a
kovetkezOk voltak: felszini 5 cm atmérdjii elektrod, frekvencia: 1 MHz, idétartam:
2 min, duty cycle: 30%, intenzitas: 2-3 W/cm® A sonoporaciét kévetden

klinikailag figyeltilk a kezelt regiokat. Harminhat oraval késobb szérum CK
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kontroll és mindkét m. biceps brachiibdl izombiopszia tortént, melyet a fentiekben
leirt morfoldgiai mddszerekkel vizsgéltunk.

4. EREDMENYEK

4.1. Mitochondrialis betegségek

4.1.1. Uj mtDNS rendellenességek, 1j mtDNS betegségek leirasa

1. Huszonnyolc éves Kearns-Sayre szindromas betegiinknek gyermekkora 6ta volt
szemmozgas-zavara, melyhez 20 éves kordban bilateralis ptosis és lataszavar
tarsult. Myasthenia gravis kizarasat kovetden izombiopszia késziilt, mely
mitochondrialis betegségre jellegzetes szbvettani képet (ragged red rostok és az
EM felvételeken koros mitochondriumokat) talalt (4.1. Abra). Az mtDNS analizis
sordn a WISP-PCR-ral a H 16569 and L 14571 primer par alkalmazéasakor egy 0.8
kb nagysagi mtDNS szakaszt amplifikalodott, az illetd régidban egyes nagy
delécio jelenlétét jelezve. Annak bizonyitasa céljabol, hogy a PCR termék
delécids ,,junction fragment”, a foreward primer poziciojat 1000 bp-ral 5’
iranyban el6rébb valasztottuk meg L 13571-nél. Varakozasunknak megfeleléen
egy 1800 bp nagysagi mtDNS szakasz amplifikalodott. igy az 1.2 kb kiterjedésii
delécio jelenletét primer shift PCR-al verifikdltuk. A ,junction fragment”
legaldbb 750 bp nagysagunak mutatkozott, a delécios toréspont baloldalon a
14591-14952 béazisparok koze, jobb oldalon pedig a 15739-16100 nukleotidok
kozé volt lokalizalhat6. Ennek megfeleléen a delécid6 magéban foglalta a CYTB
gén 70 %-at, az |. komplex 5. alegység (ND5), a tRNA®" a tRNA™, tRNAP™
génjeit. A kozleményben elsdként irtunk le egyes nagy deléciot az mtDNS ezen

régiojaban (8. Kdzlemény).
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4.1. Abra: a,) Az izombioptatumban szamos intramitochondrialis paracrystallin inclusio volt
jelen.x 23.000 b.) Nagy mennyiségii glycogen vette koriil a koros mitochondriumokat X 30.000 C.
Intraaxonalisan szamos mitochondriumok szama megndtt X18.000.d.) A nem myelinizalt axonok
mitochondriuma X 9.800

2. Hatvenegy éves férfi betegiink évek ota sulyos izomgorcsdkrél szamolt be,

mely hatterében az elektrofizioldgiai vizsgalattal polyneuropathia igazolddott.
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Sulyos polyneuropathidja kovetkeztében neurogén holyag és szekunder anuria is
kialakult. A szdvettani vizsgalat az izomban neurogen karosodast és klasszikus
mitochondrialis eltéréseket, a n. suralisban axonalis tipusu neuropathiat talalt (4.2.
Abra). Az mtDNS analizise WISP-PCR analizissel és primer shifting-el a 6570 és
14150 nt kozott egyszeres oOrias deléciot detektalt. A heteroplasmia foka 30% volt.
A deléciét egy 400 bp nagysagu un. ,bridging fragment” hidalta at. Az
irodalomban el6szor igazoltunk heteroplasmikus egyes nagy deléciot

mitochondrialis neuropathia hatterében (5. Kézlemény).

4.2 Abra: Izom és idegbiopszia miigyantaba agyazott metszetei. a.) A nagy myelinizélt rostok
szama kozepes fokban csokkent. Egy kis regeneralodé axoncsoport is feltiinik. x 714 b.)
Subsarcolemmalis paracrystallin inclusiokat tartalmazé kéros mitochondriumok. x 15.000 c¢)
Biingner szalagok regeneral6d6 axonokkal (A) és azok nélkil. Egy paranodus (P) is van a képen és
egy fibroblastban sok mitochondrium tiinik fol x 11.000

3. Egy infantilis myopathidban szenvedd gyermek tRNS-“("R) génjében tobb
pontmutacidt is detektaltunk. A gyermek 1égz6 izmait is érintd generalizalt
izomgyengesége miatt élete 4. napjatol kezdve allandé asszisztalt lélegeztetesre
szorult.  Tetrahypotoniagja  volt, sajat reflexei csaknem hidnyoztak.

Mozgasfejlédése rendkiviil lassu volt, jarni soha nem tanult meg. Ot éves korara a
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hypotonia csokkent, mozgéasai javultak, kezeit hasznalta, megult, de 1égz6 izmai
valtozatlanul elégteleniil mikodtek. A gyermek mentélisan retardalt volt. A
hisztoldgiai vizsgalat sulyos mitochondrialis myopathiat talalt. Tébb degeneralt
rostot a myofibrillaris halozatot destruald patologias szerkezetli mitochondriumok

toltottek ki (4.3, 4.4. Abra).

4. 3. Abra: 1zombiopszia EM képe. a.) Szamos megnagyobbodott mitochondrium lathat6
fragmentalt cristaval és amorf anyaggal kitdltve. X 9.000 b.) Egy degeneralt rostban orias
mitochondriumok (csillag). A nyillal jel6lt lysosoma osmiophil globoid inclusiot tartalmaz.
X9.000 c.) Egy atrophias izomrostot kéros mitochondriumok téltenek ki X 8.000. d.)
Intermyofibrillaris mitochondriumok torzult cristakkal x 9.000 e.) Extrém nagy mitochondriumok
osmiophil inclusiokkal kitoltve, f.) Néhany lysosomaban paralell lamellaris struktirak vannak
(nyilhegyek) X 13.000.
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4.4, Abra: a.) A n. suralis biopszia a megtartott axon denzitést talalt, de a legtobb kis idegrost
myelinhiivelye aranytalanul vékony az axon atméréjéhez képest (nyilhegyek). Toluidinkék X 440.
b.) Az izombiopszia félvékony metszete. Subsarcolemmalisan osmiophil anyag felhalmozodésa
tiint 61. X 300, c.) Subsarcolemmalis 6rias mitochondrium koncentrikus cristazattal és osmiophil

intramitochondrialis inclusioval. X25.000

A n. suralisban csak enyhe aspecifikus eltérések voltak. Az izombdl izolalt
mitochondrialis genomban csaknem homoplasmikusan talaltunk pontmutaciot a
tRNSUUYR) ganhen a 3259, 3261, 3266 és 3268 nukleotidoknal. A mutéaciok
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koziil kiemelendd a tRNS-"“Y®) gén anticodonjaban az A3266G baziscsere, mivel
ez egy erbsen konzervalt hely és a pontmutécié kovetkeztében a Leu(UUR)
genetikai kod Ser(UCN)-né alakult at (4.5. Abra). A mutéaciok csak a gyermek
izomszovetében voltak jelen. A vérbdl izolalt DNS vizsgalata sordn egyik
mutécidt sem talaltuk meg, mint ahogy azokat nem taldltuk a gyermek maternalis

agi felmendinek vérében sem (6., 11., Kozlemény, 4. Absztrakt).
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45. Abra: a.) 3266. nukleotid péar kdzvetlen hatarol6 régidjanak direkt szekvenalasa. Az A
nukleotid a beteghen a 3266, 3268, 3261 és 3259 pozicidban G-re valtozott a beteg izombdl izolalt
mtDNS-ben. b.) A talalt patogén SNP-k lokalizaciojanak sematikus abrazolasa a tRNS antocodon

karjaban
4. Tizenhat éves sulyos dystonidban szenvedd fit betegiink klinikai tiinetei 9 éves
koraban felsdléguti infekciot kovetden kezdddtek. Akkor szérum laktat szintje
magas volt, lumbalis liqguordban emelkedett fehérje szintet talaltak. Jelenleg a
dystonia miatt anarthrias, a végtagokban jelentkez6 dystonia mozgasaban
stlyosan korlatozza. Neurologiai vizsgalatakor a nyelvre és a végtagokra kiterjedd
generalizalt dystoniat, , anarthrias beszédet, diffuz vazizom atrophiat es hianyzo
reflexeket talaltunk. EMG vizsgalata neurogén karosodast igazolt. Az EEG, ENG
és a koponya MRI kéros eltérést nem talalt. Az izombiopszia sordn enyhe
neurogén karosodast lattunk, a rostok 6%-ban mddositott SDH festéssel ragged
blue-nak, COX festéssel COX negativnak bizonyult. Az elektronmikroszképos
vizsgalat szdmos izomrostban subsarcolemmalis mitochondrialis akkumulaciét
talalt. Edesanyjanak kisgyermekkordban stroke szerli epizddja volt, jelenleg

hypoacusisa, egyensulyzavara van és a felsd végtagjaiban enyhe dyskinsesis
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lathatd, mely csak 40-es éveiben jelent meg (4.6. Abra). Audioldgiai vizsgalata
sensorineurdlis hallasvesztést, az ENG axonalis neuropahiat igazolt. A proband
1dosebb testvérének is volt gyermekkoraban stroke szerti tiinete, amely soran
hemiparesist, magas laktait és ammoénia szintet észleltek. Jelenleg az 6
végtagjaiban is enyhe dystonia észlelhet6, emellett 11 éves kora oOta epilepsias és
viselkedészavara van. EEG vizsgalata a bal fronto-centralis régidban epileptiform
jeleket irt le. A csalad Kklinikai tuneteit a 4.1. Tablazatban mutatjuk be.

4.6. Abra: A dystoniés beteg csaladfaja

Hetero-
Nem Eletkor Klinikai tiinetek L 5e el I pllzEi
eredmények arany
A8332G
Hypacusis, dysarthria, ataxia,
N6 49 6y enyhe dysklnggls, anX|e_t,as, Anaemia 3506
/1 gyermekkori ischaemias
stroke
Efi Négy évesen bal hemiparesis, Magas szérum ammonia,
19 év dyskinesis, dystonia, laktat és piruvat, emelkedett 17%
/1 g e . .
epilepsia, 1Q 81 lumbalis liquor dsszfehérje
Infekcid utan jaraszavar,
Ffi 16 év a,na_rthrla, ] M_agas liquor osszfeher_Je, 5506
1/2 hypotrophas izomzat, stlyos vizeletben magas glycin

generalizalt dystonia

4.1. Tablazat: A dystonia és fiatal kori stroke tiineteit mutaté csalad klinikai tlinetei és fontosabb
laboratériumi adatai

A proband szekvencia analizise soran a tRNS» génben heteroplasmikus formaban
a 8332. nukleotid pozicidban adenin guanin csere igazolodott (4.7. Abra). A
mutécié a tRNS antikodon karjaban helyezkedik el. Emellett a vizsgalt régidban
két polymorphizmus (9-bp-os delécié nt 8271-8280 és C8270T) valamint egy
részben tisztazatlan jelent0ségli SNP (A8347C) is jelen volt. A tRNS-ek, a
proteinkodold és a hipervaridbilis régio 1 (HSV1) szekvencia analizise soran

tovabbi 13 SNP igazolddott (4.2., 4.3. Tablazat). A csaladi szegregécids vizsgalat
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soran a beteg édesanyjanal és az iddsebbik testvérénél is megtalaltuk a fenti
eltéréseket. Az érintett csalad részletes haplocsoport analizisét elvégezve kidertlt,
hogy az anya és gyermekei a kelet-azsiai populaciora jellemzé B haplocsoportba
tartoznak. Az A8332G mutacio az irodalombdl nem ismert, a 150 kontroll
személy vizsgalatakor ezt a szubsztiticiot nem tudtuk kimutatni, igy ezt
patogénnek feltételezzik. A NADH dehidrogenaz 6. alegységét kodolé génben
talalt heteroplasmikus C14520G SNP sem ismert az irodalomban, de ezt az SNP-t
az altalunk vizsgélt 150 kontroll kozul 13 esetben megtaldltuk, igy ezt
polymorphizmusnak minésitjiik (31. Kozlemeny, 25. Absztrakt). Az A8332G
mutécié hatdsat funkcionalis vizsgalattal is igazoltuk. A mitochondrialis 1égzési
lanc legnagyobb multi-protein enzim komplex, a Komplex | aktivitasa a betegek
fibroblasztjaiban szignifikansan csokkent az egészséges kontrollokhoz viszonyitva
(1. beteg: 42%, 2. beteg: 47%, 3.beteg: 65%, az egészséges kontroll: 100%).
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4.7. Abra: A.) normalis, B.) heteroplasmikus A8332G mutaci6 szekvenogramja, C.) Az A8332G

mutéci6 lokalizécioja a tRNS™® anticodonban és a régié mar ismert patogén mutacioi
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Gén Nt. pozici6  Nt. csere Forma Mindsités Irodalom

. Dirienzo és
HvS1 16126 T>C Homopl. Polymorphizmus Wilson, 1991

. Horai és
HVS1 16140 T>C Homopl. Polymorphizmus Hayasaka, 1990

- Lahermo et al.,
HVS1 16183 A>C Homopl. Polymorphizmus 1996

. Horai és
HVS1 16189 T>C Heteropl Polymorphizmus .+ caka, 1990

- Horai és
HVS1 16209 T>C Homopl. Polymorphizmus Hayasaka, 1990

. Horai és
HVS1 16294 c>T sl Polymorphizmus ;. 2caka, 1990

. Horai és
HVS1 16296 C>T Homopl. Polymorphizmus . 2caka, 1990

. Horai és
HVS1 16311 T>C Homopl. Polymorphizmus

Hayasaka, 1990

4.2. Tablazat: Az mtDNS HVS1 régidban talalt eltérései a vizsgalt dystonias csaladban

Nt.

Nt.

Gén P Forma Mingsités Irodalom
pozicio csere
Nem szinonim Torroni et al.,
ND1 4216 T>C Homopl. szubsztiticio 1999
Szinonim Ruppert et al.,
e ey U Homopl. szubsztitucio 2004
NC7 Del. nt. Szinonim Lorenz és Smith,
8271-8280 Homopl. szubsztitucio 1994
tE;\ISS 8332 A>G Heteropl Patogén mutécio
tRNS 8347 A>C Nem szinonim ¢, 64 a1, 2006
Lys Homopl. szubsztitucio
Szinonim Rieder et al.,
A Bl €5 Homopl. szubsztitucio 1998
tRNS Nem szinonim Houshmand et
Arg 10463 >C Homopl. szubsztitucio al., 1994
Szinonim Howell et al.,
DR Q2 RHE Al szubsztitici6 1995
ND6 14520 C>G Heteropl. Nem szinonim

szubsztitucio

4.3. Tablazat: Az mtDNS tRNS és protein kodol6 génjeiben talalt eltérések a dystonias csaladban

4.1.2. Fenotipus variaciok MERRF (myoclonus epilepsia, ragged red fiber)

szindrémaban

A MERRF szindroma jellegzetes klinikai tlinete a myoclonus epilepsia, mint

ahogy a betegség elnevezése is mutatja. Az altalunk vizsgalt jellegzetes A8344G

MERRF mutaciot hordozé betegek csak kis hanyadanak volt myoclonus

epilepsidja, klinikumuk rendkivil valtozatos volt. Két MERRF szindrémas csalad

2 ikerpérjat vizsgaltuk (egyik egypetéjii, masik kétpetéjii ikerpar). A kétpetéji

ikerpar kapcsan Uj fenotipust talaltunk a jellegzetes MERRF mutacioval
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kapcsolatban. Az egypetéjli ikerparnal a betegség a jellegzetes MERRF szindroma
formdjaban jelentkezett. Az ¢ esetiik érdekessége, hogy az életkor elérehaladtaval
az eleinte csaknem identikus fenotipus egymastol egyre jobban eltért, mint ahogy
eltért alaptiinetlik kezelési stratégiaja is.

a. Uj fenotipus (depresszids tiinetegyiittes) tarsitasa ismert mitochondrialis
mutéciokkal

Egy magyar csaladban a 63 éves probandnak két érintett heterozygota ikreit
valamint panasz es tlinetmentes lanyat vizsgaltuk. EImondasa szerint batyjanak,
anyjanak és nagybatyjanak voltak hasonlo pszichiéatriai és neuroldgiai tlinetei (4.8.
Abra).

<

VI.

4.8. Abra: az A8344G mutaciot hordozo stlyos pszichiatriai tiineteket is mutaté betegek

csaladfaja

A probandnak huszas éveiben 3 alkalommal sulyos depresszids tlinetekkel jard
posztpartum pszichdzisa volt. Otvenhét és 60 éves koraban sulyos major
depresszid, anxietas, testsulycsokkenés, suicid késztetés miatt hospitalizaltak.
Otvenes éveiben végtag Ov tipusi izomgyengeséget észlelt, amely lassu
progresszidt mutatott. Fizikalis vizsgalata generalizalt lipomatosist, hypacusist,
valamennyi végtagovben enyhe izomatrophidt és gyengeseget, csokkent
sajatreflexeket és torzsataxiat talalt. Kognitiv diszfunkcidja, depressziv hangulata

(Hamilton Score 35, ami sulyos depressziot jelzett), kbzepesen sulyos anxietasa

50



volt. Szérum CK-ja enyhén emelkedett (250 U/l). Az EMG kevert myopathias €s
neurogen eltéréseket észlelt. A koponya MRI normalis volt. A n. suralis
biopsziaban enyhe axonalis neuropathiat lattunk, az izombiopsziaban szamos
ragged red és COX negativ rost Aabrazolddott (4.9. Abra). Az
elektronmikroszkopia intramitochondrialis paracrystallin inclusiokat detektalt
(4.9. Abra). A 2. beteg (a proband iker fiainak egyike) fiatal felndttkoratol kezdve
kifejezett szorongassal jaro depressziv allapotokrol szamolt be. Az elmult években
enyhe kognitiv diszfunkcio is kialakult. Harminc éves koratdl progressziv

végtagov tipust izomdystrophiaja van.

4.9. Abra:

A.) Tipusos ragged red rost.
GOmori-Trichrome festés x 200,
B.) Tipusos ragged blue rost.
Médositott SDH festés x200.
C.) Elektronmikroszkoépia:
tipusos intramitochondrialis
paracrystallin inclusio x 10.00

Vizsgalatakor hypacusist, dysarthriat, sulyos végtagov tipusu izomatrophiat és
gyengeséget, csokkent sajatreflexeket, distalis tipusu érzészavart, ataxias jarast
talaltunk. Idénként agitalt, kritikatlan, maskor depresszios (Hamilton Score: 18).
A szérum CK 550U/, a szérum laktat 6,1 mmol/l (norm<1,8 mmol/l). Az ENG
axonalis tipusu polyneuropathiat, az EMG kevert tipusu karosodast irt le.
Izombiopszidja mitochondrialis betegségre utalt. A 3. beteg (a proband masik iker
fia) 18 évesen sulyos szorongés és fobias manifesztaciok miatt kerllt kdrhazba.
Vizsgéalatakor tlinetmentes. Az mtDNS mutéacio6 analizis PCR amplifikaciot
kovetd Ban I enzimatikus emésztést kovetéen A8344G pontmutaciot talalt
valamennyi fent leirt betegben. A heteroplasmia arany az izomban a kdvetkez6
volt: 82 % az 1. betegben, 79 % a 2. betegben, 63% a 3. betegben (4.10. Abra).
Abra). A heteroplasmikus mutacio valamennyi beteg vérében is jelen volt, mig az
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ikrek egészséges lanytestvérnek a vérében nem talaltunk mutans mtDNS
molekulakat (28. Kdzlemény, 10. Absztrakt).

A 1 1 28 3 B /"'3
A 3
213bp o/ 5:¢c-6
A-U
¢ -6 Homo
B e e Y -2 saplens
73bp g U-A
A-T chc
52bp M vucuc A
A T A
AAUCG AAGAG c
41bp T Uy AAC
UAGC A
v Ay-arG I
U=-A
A-U 8344
A-U
21bp c-6
c A
LS R
Ugl

4.10. Abra: A.) A MERRF mutéciora (A8344G) és a normal genotipusra jellegzetes RFLP
mintazat. Az emésztetlen termék 213bp hosszl (3 band), a vad 99, 73 és 41bp-os fragmentekre
hasad (1-el jel6lt bandek). A mutéacid miatt a 73bp-os fragment még kétfelé hasad: 52 és 21bp-ra
(2-vel jel6lt bandek). B.): az A8344G mutacié lokalizacidja a tRNS™-ben

b. Fenotipus variacio MERRF mutdcioval rendelkezé egypetéjii ikrekben

A két 30 éves férfi normalis ikerterhességbdl sziiletett. 17 éves korukban néhany
honap kildnbséggel myoclonus absence-ok jelentkeztek. Neurologiai vizsgalatuk
akkor a gracilis izomzaton Kkivil egyéb korjelet nem talélt. Laboratériumi
vizsgélatuk mindkett6jitknél thrombocytopeniat igazolt. Valproat és clonazepam
mellett az 1. beteg gyakorlatilag rohammentessé valt, mig a 2. betegnél a
testvérével azonos ddzisban beéllitott gydgyszerek mellett is gyakran jelentkeztek
a myoclonusok. A 2. beteg testsulya 29 éves koratdl fokozatosan csokkent,
progressziv ataxia, kognitiv hanyatlas jelentkezett, majd banalis infekcidt kovetd
héemelkedést kdvetéen 2 napig tartdé myoclonus statusz epilepticus alakult ki a
jobb oldali végtagokban. A myoclonusok megsziinése utan jobb oldali
hemiparesis alakult ki, mely miatt a beteg hetekre jarasképtelenné valt. Jelenleg
clonazepam, valproat, leviracetam, phenobarbital adasa mellett csak ritkan
jelentkeznek a myoclonusok, enyhe jo-i hemiparesise javult, sulyos ataxiaja, fej és
végtagtremora van, beszéde dysarthrias. Evente 1-2 alkalommal vannak
metabolikus krizisei, amikor az ataxia oly mértékiivé valik, hogy segitseggel is
jarasképtelen. Az elmult 2 évben cognitiv hanyatlast is észleltiink, hangulata
mélyen fekvo. Ikertestvére clonazepam és valproat szedése mellett ronammentes

és munkaképes, minddssze gracilis izomzatot, enyhe végtagtremort talalt
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neuroldgiai vizsgalata. Mindkét beteg genetikai vizsgélata soran az mtDNS 8344.
nukleotidjanal A-G pontmutacié igazolédott a tRNS™® génben 60 és 55 %-0s
heteroplasmia aranyban. A mutéacidt neuroldgiai tiinetekkel nem rendelkezd
édesanyjuk is hordozza. Monozygota iker statuszukat polymorph DNS
markerekkel torténd genetikai vizsgalat igazolta. A vizsgalatot a SE 1. N6i

Klinikajan Dr. Nagy Balint végezte el (21. Absztrakt).

MERRF mutacio kdvetkeztében kialakulo MELAS szindroma

Egy 22 éves férfi betegiink anamnézisében jobb oldali n. abducens paresis
szerepelt gyermekkora Ota. Egy maternalis agi unokatestvérét epilepsia miatt
kezelik. A beteg korhazi felvételére sulyos fejfajas, a jobb oldali végtagok
gyengesege, erthetetlen beszéd, és meglassult psychomotilitas miatt kerllt sor.
Neuroldgiai vizsgalata soran diplopia, harmadfok( nystagmus, bal oldali
periférias n. facialis lesio, dysarthria, jobb oldali hemiplegia és hemihypasthesia
igazolodott. Sajatreflexei jobb oldalon fokozottak voltak, iniciativa szegény,
soporosus volt. Akut koponya CT-je nem talalt eltérést, mig a 24 ¢draval a
rosszullét kezdetét kovetden késziilt koponya MRI 2x1.5 cm ischaemiés lesiot
talalt a pons bal oldali paramedian régiojaban. Az MRA az intracraniélis ereken
nem talalt eltérést, de az arteria basilaris kanyargds volt. A rutin laboratériumi
eredmények (haemostasis vizsgalatok is) normalisak voltak. Protein S, protein C
deficiencia, Leiden mutécio, antithrombin Il deficiencia, prothrombin G20210A
variacio) nem igazolodott. Immunseroldgiai vizsgélata az antiphospholipid
syndromat kizarta. Echocardiographia embdliaforrast nem talélt. A carotisok és
intracranialis erek Doppler vizsgalata normalis eredménnyel zarult. Genetikai
vizsgalata soran az mtDNS A8344G MERRF-re jellegzetes mutacioja igazolddott
a beteg vérében relative alacsony 35 % heteroplasmia aranyban. A beteg &llapota
spontan javult, jelenleg tiinetmentes. Edesanyja és testvérei vérében a
szegregacios vizsgalat soran a patogén mutéaciot az alkalmazott PCR-RFLP
technikaval nem talaltuk meg. Ezt magyarazhatja az alacsony heteroplasmia arany

is, de a mutéacio tényleges hianya is.

4.1.3. Az mtDNS tRNS"® mutacidinak elemzése mitochondrialis

betegsegekben
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Az mtDNS-ben talan tRNS-ekben fordulnak el6 leggyakrabban patogén mutaciok.
Az irodalmi adatok szerint a tRNS"*" a leggyakrabban vizsgalt mtDNS szakasz. A
tRNS™* is mutaciés hot spotnak szamit, de ezt ennek ellenére kevesebben
vizsgaltak. Ezért azon betegeinknél, ahol felvet6dott a mitochondrialis betegseg
gyanUja szisztematikusan elemeztik az mtDNS tRNS™® génjét és a hatéarold
szomszédos régiot. A vizsgalatot az A8344G mutécio elemzésére alkalmas RFLP
technikaval kezdtuk. Azon betegek esetén, akiknél az RFLP vizsgalatok nem
mutattak eltérést, de a klinikai tunetek, a laboratoriumi eltérések, valamint az
izombiopszia soran latott morfoldgiai valtozasok soran a mitochondrialis betegseg
alapos gyanuja tovabbra is fennallt, a fenti pontmutaciok elemzését és a
mitochondrialis tRNS gének szekvencia analizisét posztmitotikus szévetbél
(vazizom) is elvegeztik. A mutacidk analizise sordn az A8344G szubsztiticiora
jellegzetes RFLP hasitdsi mintan kiviil 5 egyéb kiilonb6zd hasitasi mintazatot
észleltiink. Ezeket a fenti nukleotidot is magaban foglalé tRNS™® gén és hatarold
régiok szekvenalasaval vizsgaltuk tovabb. A szekvencia analizis soran dsszesen
54 esetben 10 kiilonb6z6 mtDNS variaciot talaltunk. A talalt mtDNS SNP-ket és

azok klinikai jelent6ségét az alabbiakban ismertet;jiik.

1. Az irodalombdl ismert, bizonyitottan patogén mutaciok

Az mtDNS A8344G szubsztitucidja

A klasszikus MERRF szindromara tipikus A8344G mutaciot (Shoffner et al 1990)
15 esetben taldltuk meg (28. Kozlemény, 10., 21., 26. Absztrakt). A mutécid
izolalt el6fordulasat 9 esetben igazoltuk, valamint egy csalad (3 f6) esetében az
A8344G nukleotid szubsztiticio mellett a vizsgalt régidban tovabbi két mtDNS
SNP (G8251A, A8347C) is kimutathatd volt. A patogen A8344G a tRNSw» T-
loopjaban helyezkedik el a tRNS 55. nt pozicidjaban (4.10. Abra). A mutaciot
hordoz6 egyéneknél a Banll restrikcids enzimnek egy plusz kotéhelye alakul ki
(4.10. Abra). A PCR-RFLP vizsgalattal kapott eltérést szekvencia analizissel
validaltuk (4.11. Abra). Az A8344G mutaciot hordozd betegek klinikai tiinetei
valtozatos kepet mutattak, a myoclonus epilepsia mellett okozott myopathiét,
nagyothallast, progressziv ophthalmoplegia externat (PEO), fiatalkori ischaemiés

stroke-ot, és mentalis hanyatlast (4.4. Tablazat).
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Nem

Eletkor

Klinikai tinetek

Myopatholégiai lelet

HP %

Csaladi anamnesis

Vérben
Myoclonus epll'ep5|a, fejtremor, COX negativ és ragged red ]
Ffi 33 év . ('iysarthrla,,ataxm, - rostok,, megaclonalis 60% Ikertestvgr myoclonus
kognitiv hanyatlas, depresszid mito;:’hondriumok epilepsia
thrombocytopenia
. . Myoclonus epilepsia, végtag tremor, e [ n . Ikertestveér
Fil S depresszi6, thrombocytopenia NG BT DT K myoclonus epilepsia
N6 59 év Tunetmentes Nem tortént biopszia 30% Ikerfiai: myoclonus epilepsia
Myopathia, cardiomyopathia, Myopar:?a}e{t?s%%es?oflgales CRES Mater: stlyos myopathia,
Ffi 48 év polyneuropathia, ataxia, mentalis gatlv ros AT 58% ataxia, depresszié
2 iy 2 paracrystallin mitochondrialis P Ay
hanyatlas, depresszio, szorongas - s Ikertestvér: stlyos anxietas
inclusiok
Mater: stlyos depresszio,
. . . . s Minimalis nem specifikus o myopathia, ataxia,
Ffi 48 v Stlyos anxietas, fobia elvaltozasok 44% Ikertestvér: depresszid, ataxia,
myopathia
NG 68 év Depresszi6. myopathia, nagyothallas,  Ragged red és COX negativ 46% Ikerfiai: ataxia, myopathia,
ataxia rostok, paracrystallin inclusiok depresszi6, szorongas
Maternalis 4gon: colon tumor,
N6 5lév TIA Nem tortént biopszia 30% diabetes mellitus
csecsemOhalalozas,
vesebetegség
Ffi 24 év Ischaemias stroke Nem tortént biopszia 30% ML agi u_npkatestver
epilepsias
i 45 év Ptosis, myopathia, krénikus PEO, Myopathia, ragged red rostok, 40% Negativ
hypothyreosis Y
Myopathia, COX negativ
Ffi 45 év Myopathia, izomgorcsok rostok, subsarcolemmalis 35% Negativ
mitochondrium halmozédas
N 17 6v Myalgia Polymyo_gltlsre t?mllekezteto 43% Anyja r_nutacmt hordoz6
szovettani kép tlinetmentes
N6 41 év Tiunetmentes Nem tortént biopszia 25% Lanya: myalgia
FFi 306 Migrén, depresszi6 polyneuropathia, Nem tortént biopszia 38% Anyai 4gon halmozédé

besziikiilt vesefunkcio,

depresszi6, migrén

4.4. Tablazat: A tRNS™® gén vizsgilata sorén talalt A8344G patogén muticioval rendelkezék
klinikai tlinetei és a vérben talalt heteroplasmia aranyok

Az irodalomban eddig még le nem irt 0j patogén mtDNS mutéacio A8332G

szubsztitucio

A dystonia, stroke-szert tiinetekkel rendelkez6 csalad klinikumat és részletes

genetikai eredményeit 4.1.1 fejezetben ismertettiik (31. Kozlemény, 25.
Absztrakt)
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A TTTTAAGTTAAAGATTAAGAGAACC
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3344

B. TTTTAAGTTAAAGATTAAGAG GCC

4.11 Abra: A.) Az A8344G szubsztiticiot mutatd szekvenogram, B.) Normalis szekvencia

Az irodalombo6l SNP-nek ismert, feltehetéen neurodegenerativ betegségekre
hajlamositd nem szinonim szubsztitucié: az mtDNS A8347C szubsztiticiodja

A szekvencia analizis soran a tRNSY® T-loopjaba lokalizalodé A8347C
szubsztituciot 19 esetben talaltuk meg a betegek vizsgalata soran. Ebbdl izoléaltan
négy esetben, a G8251A SNP-vel kombinalva harom esetben, mig tovabbi 11
esetben patogén mutaciokkal egyiitt fordult elé. Ezt az SNP-t Coon et al. (2006)
Alzheimer-koros betegekben szignifikdnsabban nagyobb aranyban talaltak meg,
mint az egészséges kontroll egyénekben. Az egészséges kontroll egyeneinkben ez
a szubsztitucié nem volt jelen. Az altalunk vizsgalt betegek korében ennek a
mutédciénak a meglétét nem gondoljuk patogénnek, de nem zarjuk ki annak
lehetOségét, hogy egyéb gének mutacioival egyiitt eléfordulva degenerativ

kdzponti idegrendszeri valamint izom betegségekre hajlamosithat.

Az irodalombol ismert polymorphizmusok jelenléte

1. A 9 bazispéaros delécio (del8271-8280)

Az mtDNS nt 8271-8280 kozotti szakaszaban — a COIl és tRNS» gének kozti
hipervariabilis intergénikus régidban - egy 9bp-os delécidt 6t betegben talaltunk
meg (4.12. Abra), amely minden esetben a szinonim C8270T szubsztittcioval és a
homoplasmikus A8347C nem szinonim szubsztitGcioval tarsult. A korabban mar

ismertetett dystonias csalad harom tagjaban emellett heteroplasmikus formaban az
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A8332G nukleotid csereét is ki tudtuk mutatni (31. Kdzlemény, 25. Absztrakt). A
delécid kelet-azsiai antropoldgiai markerként ismert az irodalomban, melyet
Europaban eddig nagyon ritkan irtak le. A C8270T SNP is az irodalombol
polymorphizmusként ismert (Ruppert et al. 2004). Az mtDNS haplotipus
analizise (a vizsgalatot vegezték Dr. Rasko Istvan és mtsai.) 3 beteg az 6si B
haplocsoportba, 1 beteg a dél-kelet-Eurépéara és a kozép-mediterran vidékre
jellemz6 HV, 1 pedig észak-nyugat-Eurépaban jellemz6 USal haplocsoportba
tartozott.

2130p -
1. MERRF neg
9%hp N N S N e 2. Sopdel
¥ 3. Sbpdel
S52bp 4. Sopdel
41bp 5. MERRF neg
' 6. MERRF paz
7. Emészleflen
termék
21bp
l.
del
Ctt CCCTCT cCccc TAG [ T

i
| M i

JW\ \| | WU

w .l IM.

PW }

\fu

. C8270T

4.12. Abra: 1. A 9bp delécié: PCR, majd Banll emésztést kovetd polyacrylamid elektroforézis
képe A 2 ,3., s 4. oszlopban lathat6 a 9 bp deléci(’)jelenléte ab6. oszlopban A8344G mutéci(’)

ey

elhelyezkedd C827OT mutacioé szekvenogram_]a (A: normalis szekvencia, B: a 9bp deléciot és a
C8270T SNP-t tartalmazé szekvenogram

57



213bp -

14000 \
ol N e

TRp 1. MERRF neg
2. MERRF neg

S2op 3. GEZHIA
41bp 4. MERRF paz
5. Eméarieten

termik

21bp

TTTGAAATAGGGCCCGTATTTACCC

i

N

.

4.13. Abra: A G8251A szubsztiticio.I. PCR, majd Banll emésztést kovetd polyacrylamid
elektroforézis képe:1.és 2.0szlop: normalis RFLP mintazat, 3. oszlop: G8251A szubsztitucid, 4.
oszlop A8344G szubsztitlcid. 5.0szlop: emésztetlen PCR termék- I1. A G8251A szubsztitlciét

mutaté szekvenogram

mtDNS G8251A szubsztiticio

Vizsgalataink sordn a COIl terminalis szakaszaban lokalizalodé G8251A
szubsztitucidt 19 esetben taldltuk meg. A restrikciés mintazatban a Banll enzim
egyik felismerd helye kiesett, igy a normalistol eltérd gélképet kaptunk (4.13.
Abra). A mutacié pontos helyét bidirekcionalis szekvenalassal hataroztuk meg
(4.13. Abra). Ez az SNP az irodalombol polymorphizmusként ismert (Brandstatter
et al. 2003), az dsi L és N haplocsoportokra jellemz6 eltérés. A szubsztitucio 13
esetben izolaltan, 3 esetben az A8344G és A8347C mutacidkkal egyutt, mig Ujabb

3 esetben az A8347C mutacidoval kombinaltan fordult el6. A kontroll szekvenciak

vizsgalata soran ezt a polymorphizmust harom esetben talaltuk meg.

mtDNS G8269A szubsztiticid
A COII/tRNSLys régio szekvenalasa soran a G8269A szubsztitlcid egy beteg és

egy kontroll személy esetében volt kimutathatd. Ez az SNP az irodalombol

58



polymorphizmusként ismert (Rieder et al. 1998), elforduldsa a nyugat-eurdpai
H4a és J1b haplocsoportokban gyakori.

mMtDNS G8292A szubsztiticio

Harom beteg vizsgalatakor a restrikcidés mintdzatban a Banll enzim egyik hasitasi
helye kiesett, igy a normalistol eltéré gélképet kaptunk (4.14. Abra). A szekvencia
analizis soran ennek hatterében a G8292A szubsztitucid igazolodott, amely a
tRNS> és a COIll kozti intergénikus régidban helyezkedik el. A harombol két
esetben volt lehetdség csaladi szegregaciods vizsgalatra, amelynek sordn tovabbi 5
esetben tudtuk kimutatni a kérdéses mtDNS variaciot. Mindket csaladban
maternalis halmozodasu migrént talaltunk. Az egyik vizsgalt csaladban a proband
tiinetei koziil a migrén megléte mellett kiemelendék az ismétlddé tranziens
ischaemids attackok, a hypothyreosis és mélyvénas thrombosis. A beteg
testvérének és édesanyjanak epilepsids rohamai voltak. A masik csaladban egy 16
éves komplikalt migrénben szenvedd ledny vizsgalata kapcsan deriilt fény az
mMtDNS G8292A szubsztiticidra. A beteg szintén migrénes édesanyja is hordozza
a mutaciot. Az irodalombdl ez a szubsztiticid polymorphizmusként ismert
(Kleinle et al. 1998), amely az RO haplocsoportot hatdrozza meg. A G8292A

szubsztitucid és a migrain kapcsolatat eddig még nem vizsgaltak.

A CCCCCTCTACCCCCTCTAGAGCCCACTGTAAA

|

O I L e

0P e - 8292
73bp 1. MERRF neg /
52* 2. GB292A B CCCCCTCTACCCCCTCTAGAACCCACTGTAAM
41bp 3. MERRF poz
4. Emésztatlen

termék

21bp

l. 1.

4.14. Abra: A G8292A szubstitlicio. I.) PCR, majd BanIl emésztést koveté polyacrylamid
elektroforézis képe.1. oszlopok: normalis RFLP mintéazat, 2. oszlopok: G82921A szubsztitlcid, 3.
oszlop A8344G szubsztitlcid.4.0szlop: emésztetlen PCR termék. 11.) A.) a G8292A szubsztitlciot

mutaté szekvenogram B. Normalis szekvencia

Egészseges kontroll egyének tRNS=:génjének vizsgélata
Az irodalombdl nem ismert Gjonnan talalt mtDNS variaciok patogenitasanak
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vizsgalatara az adott régio szekvencia analizisét 150 kontroll személyen végeztik
el (67 ffi és 83 nd). Ezen csoport atlagéletkora 43,7 év volt (férfiak: 41,1 év, nok:
45,7 év). Az egeészseges kontroll csoport szekvencidit hasonlitottuk 6ssze a
cambridge-i referencia szekvencidval, majd a betegek szekvenciaival. A G8251A
polymorphizmust 4 esetben, mig a G8269A SNP-t 2 személynél tudtuk kimutatni.
A kontroll csoportban a szekvencia analizissel egyéb mtDNS eltérés nem volt
detektalhato.

tRNS"*és hatarol6 régidinak vizsgalatakor talélt eltérések dsszefoglalasa

patogén mutacio jelenlétét 11 betegben és 2 hozzatartozoban igazoltuk, egy
valdsziniileg neurodegenerativ betegségekre hajlamositdé SNP-t (A8347C),
valamint 5 polymorphizmust és antropoldgiai markert talaltunk (4.5 Tablazat). Az
egyes eltérések nem csak egyedileg fordultak eld, hanem a betegekben ezek

kombinécidjat is megtalaltuk (26. Absztrakt).

Mutécié | Lokalizaci6 | , - e . Kontroll Mindsités Irodalom
(Ossz/kombinalt)
A8344G tRNISOEE)’S T 12/5 0 Patogén Shoffner et al., 1990
tRNS Lys - . .
A8332G antikodon-kar 3/3 0 Uj patogén Gal etal. 2009
Polymorphizmus
A8347C tRNIS Lys T- 19/15 0 (szuszceptabilitasi Coon et al., 2006
oop
faktor?)
G8251A coll 19/6 4 Polymorphizmus | Brendsiaeretal
G8269A NC7 1/0 2 Polymorphizmus Rieder et al. 1998
C8270T NC7 4/4 0 Polymorphizmus Ruppert et al. 2004
Antropoldgiai
DeEI;288207 L NC7 4a/4 0 marker Horai et al. 1996
(polymorphizmus)
G8292A NC7 8/0 0 Polymorphizmus Kleinle et al. 1998

4.5. Tablazat: A tRNS"® és hatarol6 régidiban talalt mtDNS eltérések dsszesitése

4.1.4. Az RRM2B gén heterozygota mutéciojanak uj klinikai megjelenése:

autosomalis dominéns progressziv ophthalmoplegia externa

60




A mitochondrialis betegségek nemcsak maternalisan, hanem mendeli szabalyokat
kovetden is oroklédhetnek. A PEO autoszomalis dominans 6roklédésti valtozata
(adPEO) hatterében eddig az SLC25A4, POLG, POLG2, PEO1 és OPA1 genek
mutacioit irtak le. [Egy eurOpai szarmazasu nagy észak-amerikai csalad (13
érintett egyen) vizsgalata tette lehetévé, hogy egy finn kutatdécsoporttal
egylittmiikddve linkage analizissel keressiik a betegség hatterében allo tovabbi
hibas geneket. Az észak-amerikai csalad mellett egy magyar adPEOs nagy
csaladnal is az izombiopszia egyértelmiien igazolta a cytochrome ¢ oxydase festées

hianya alapjan a mitochondrialis diszfunkciét (4.15. Abra)

deletions

o R . SRy '
}--.d \7/\ ol 1 - Multiple

4.15. Abra: A.) Ragged blue rostok az izombiopsziaban. Médositott SDH festés x 300. B.) A
hosszl PCR analizis multiplex mtDNS deléciokat mutat az egyik adPEOs beteg izommintajaban.
(8.3 Kb fragmentet amplifikaltunk)

A genetikai vizsgalat mindkét esetben multiplex mtDNS delécidt talalt (4.16.
Abra). A POLG, POLG2, PEO1 génekben, egyik csaladban sem talaltunk eltérést.
Az amerikai csalad 12 csaladtagjanak (9 érintett, 3 egészséges) linkage analizise
8. kromoszoma RS874643 és RS1019603 SNP-k kozoétti 16 MB régidjaban
szignifikans linkage-t talalt (8922.1-8923.39). A 17 SNP marker altal mutatott
maximum multipoint LOD score 3.6 volt. Nem volt linkage viszont az adPEO
hatterében korabban mar igazolt 10924, 2 4935, 15025, 17923 és 3028-929
I6kuszokhoz. A 8g22.1-8g23.3 pozitiv linkage régié 59 ismert és prediktalt gént
tartalmazott. Ezek kozil az RRM2B-r6l mar ismert volt, hogy az mtDNS kopia
szdm szabdlyozdsban szerepe van, ezért ezt vizsgaltuk eldszor. Az altalunk

vizsgalt csaladokban az mtDNS képia szam normalis volt (4.15. Abra). Az
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RRM2B-nek 9 exonja van, amely 35kb nagysagu régiét fed le a 8-as
kromoszoman. A teljes hosszUsagl mRNS-e 4,955 bp és az egy 351 aminosav
hosszUsagu fehérjét, a p53R2-t kddolja. Az érintett csaladok RRM2B génjének
szekvendldsa sordn heterozygota a c¢.C979T mutacio igazolodott mindkét
csaladban (4.15 Abra). A mutacio kovetkeztében egy arginin helyére korai stop
kodon épult be (p.R327X), ami kb. 25 aminosavval révidebb fehérje keletkezését
eredményezte (4.17 Abra). A magyar probandnak a PEO mellett (4.16. Abra)
cardiomyopathigja volt, a neuropszichologiai vizsgélata cognitiv hanyatlast
jelzett. Testvére sulyos alkoholista volt, mely hatterében depressziv hangulat,
anxietas igazolddott. Neurologiai vizsgalata a PEO mellett hypoacusist, renyhe
sajatreflexeket, polyneuropathiat, enyhe térzsataxiat és cognitiv hanyatlast talalt.
Edesanyjuk a PEO mellett egyéb tiinettel nem rendelkezett. Testvérik malignus
hematoldgiai betegség kdvetkeztében exitalt. Maternalis nagybatyjuk, annak lanya
és nagynénjik szintén PEO tiineteit mutatja. (4.16. Abra). A 2 csalad kozotti
rokonsagi kapcsolatot haplotipus analizissel zartuk ki. A patogenitas igazolasara
380 eurdpai eredetli kontroll kromoszomat vizsgaltunk meg és ezek koziil
egyikben sem volt jelen a mutacid. Tovabbi 5 adPEO tineteit mutatd, multiplex
szekunder mtDNS delécioval rendelkezé, de még tisztazatlan etiologiaju
csaladban nem talaltunk rendellenességet az RRM2B génben.

Annak vizsgalatara, hogy a nukleotid készlet érintettsége fokozza-e az mtDNS-
ben a mutagenezist az 1. csalad egyik Klinikailag érintett tagjanak izombiopszias
anyagaban meghataroztuk a mutacids load-ot. A szekvenalas soran az mtDNS-ben
nem talaltunk tébb SNP-t, mint az egészséges korban illesztett kontroll izomban.
A 36 éves beteg mtDNS-ben a kontrol régiéban 0.96 pontmutéacio/10kb-t
talaltunk, mig a CYTB gén régidjaban 0.34 mutacio/10kb igazolodott. igy
megallapithattuk, hogy az RRM2B gén R327X variansanak (c.C979T mutécio)
hatdsara az mtDNS-ben csak multiplex mtDNS delécidk alakultak ki, a nukleotid
készlet érintettsége nem eredményezte az mtDNS pontmutéciok frekvenciajanak

novekedeéseét (30. Kozlemény).
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4.16. Abra: a.) Az adPEO-s magyar csalad csaladfaja. b.) A magyar csalad 2 érintett tagja (11. 1
és 1.1) a proband és édesanyja. Mindkett6jiiknek kifejezett ptosisa volt.

A
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L

Control
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4.17. Abra: A.) Az RRM2B gén ¢.C979T mutaciojat abrazold szekvenogram, B.) A p53R2 protein
Western blotja igazolta a csonkolt fehérjét (Pt band), kontrollként az actin szolgalt, mely mind a

kontroll egyénekben, mind az adPEO-s betegben normalis nagysaginak bizonyult.
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4.15.A cerebralis vérataramlas és glikéz metabolizmus jellemzése
mitochondrialis betegségben

A transcranialis Doppler sonographia az MCA atlagsebessegeiben nem talalt
szignifikdns kilonbséget a 15 mitochondrialis betegben és a 17 kontroll
egyénben.. A Kis arterioldk acetazolamidra adott reaktivitasa nem kilénbdzott
szamottevéen a betegek és az egészséges kontrollok k6zott. Mind a betegekben,
mind a kontrollokban szignifikéas cerebralis vérataramlas fokozodast mértiink. A
cerebrovascularis reserve capacitds nem mutatott szignifikans kuilonbséget a
szisztolés vérataramlasi sebesség atlagértékében a betegek és a kontrollok kdzott,
de a reaktivitds mértéke 15 perc utdn csokkent a mitochondrialis betegekben. A
cerebralis glikoz felvétel valamennyi betegben karosodott, akéar volt kdzponti
idegrendszeri tiinetegyiittesiik, akar nem (4.18. Abra). A globalis CMRg, minden
betegben a normalis szintnél alacsonyabb volt. A CMRg, (cerebral glucose
metabolism rate) csokkenése a tempordlis regidban és az occipitalis poluson volt a
legkifejezettebb (12. Kdzlemény, 5., 6. Absztrakt).

4.18. Abra. Harom kiilonb6z4 szintben levd transverzalis agyi szeleteken lathatjuk a
mitochondrialis betegekben a kontrollokhoz képest a csdkkent FDG felvételt (a,b,c,). A felvételek
a kontroll egyének (d,e,f) és a betegek (a,b,c) atlagolt FDG felvételeit mutatjak stereotaxias
standardizalt forméaban
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4.1.6. Az mtDNS A3243G ésA8344G mutacidinak epidemioldgiai elemzése
Magyarorszagon

4.1.6.1. Az mtDNS tRNS-=vwgén A3243G mutéacio genetikai epidemiologiai
vizsgalata (32. Kozlemény, 27. Absztrakt)

A Pécsi Tudomanyegyetem (PTE) AOK Orvosi Genetikai Intézetével kozdsen
Osszesen 631 beteg (361 noé ¢és 270 férfi) DNS mintajat analizaltuk. A
mintagyljtés 1999. januartol 2007. december végéig tortént. A vizsgalatba
Baranya, Borsod-Abauj-Zemplén, Hajdu-Bihar, Szabolcs-Szatmar-Bereg Megye
valamint Budapest ismeretlen etioldgidju fiatalkori (45 évnél fiatalabb) ischaemias
stroke-0s, valamint ismeretlen etioldgiaju ataxia, maternalisan 6rokl6d6
sensorineuralis hallasvesztes, myopathia, és hypotonia miatt vizsgalt betegeit
vontuk be, amennyiben a klinikai atvizsgalas soran felmerllt a mitochondrialis
betegség lehetésége. Valamennyi betegnél a molekularis bioldgiai vizsgalat
diagnosztikai célbol tortént. A betegek atlagéletkora 36,3 év (ndk: 38,1 év,
férfiak: 34,4 év) volt. A vizsgalt betegekbdl minddssze 5 nd és 1 férfi betegnél
igazolodott az A3243G mutacio. A betegek csaladtagjainak sziirése soran tovabbi
8 esetben derilt fény az A3243G mutécidra. Minden érintett csaladtagnéal a
Klinikai vizsgalat a mitochondrialis betegségekre jellemzé tiineteket talalt. Egy
csalad esetében a kiskord gyermekeket tiinetmentessegukre valo tekintettel etikai
megfontolasok miatt nem vizsgaltuk. Az A3243G mutacio frekvencidja a vizsgalt
idészakban 2,22 % volt. A betegek Kklinikai tiineteit az aldbbiakban ismertetjik:
Egy 33 éves nébetegnél 12 éves koraban kétoldali ptosis jelentkezett, majd 19
évesen sziilést kovetdéen generalizalt izomgyengeség, terhelési intolerancia és
inzulin dependens diabetes mellitus alakult ki. Vizsgalatakor alacsony termetet
(testmagassag: 145 cm), kétoldali sulyos ptosist, m. rectus medialis gyengeseget,
kétoldali hypacusist, myopathias arcot, nasalis szinezetli beszédet talaltunk. A
beteg 15 éves lanyat csecsemdkoraban enyhe cardidlis tiinetekkel gondoztak, 12
éves kora ota eszlelik kétoldali enyhe foku ptosisat, egy éve izomgyengeséget
panaszolt. Harom éves kislanya izmai csecsemékoraban hypotonidsak voltak,
majd fokozatosan terhelési intolerenciaja lett. Most 8 honapos kisfia 1égzési
elégtelenséggel sziletett, atmenetileg gépi lélegeztetésre szorult. Jelenleg
mozgasfejlédése meglassult. A proband édesanyja sulyos cardiomyopathidban
szenved, cukorbeteg, nagyot hall és altalanos izomgyengeséget panaszol (Gal et
al. 2008). Az A3243G mutécid a proband izméban 45%-0s, mig a vérében 35%-0s
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heteroplasmia aranyban volt kimutathatd. A gyermekek heteroplasmia aranyai:
30%, 60%, és 65%. Egy betegiinknél a mutaciot a sulyos klinikai tiinetek ellenére
csupan az izombol izolalt DNS-b6l 20%-0s heteroplasmia aranyban tudtuk
kimutatni. A beteget sziiletést kovetéen azonnal  Ujraélesztették,
kisgyermekkorban  gyakori infekcidi, collaptiform rosszullétei, voltak.
Gyermekkoraban kezd6dott egyensulyzavara, mely miatt gyakran elesett. Jelenleg
menstruacios zavarai vannak, hypertonias. Vizsgalatakor extrem fokd abdominalis
tipusu obesitas, dysmorph arc, micrognathia, mko. tekintésiranyl horizonto-
rotatoros nystagmus, diplopia, enyhe dysarthria, torzs- és végtagataxia, sulyos
izllleti helyzet érzészavar és akcios tremor volt észlelhetd. A proband édesanyja
verében mutéaciot nem talaltunk. A beteg ndvére 20 éves koraban ismeretlen
eredetii kozponti idegrendszeri betegségben hunyt el. Egy fiatalkori iscahemias
stroke szindroma miatt vizsgalt 35 éves ndbetegnél vérében a mutaciot 35%-ban
detektaltuk. A betegnek az agyi ischaemia mellett stlyos psychotikus depresszidja
is volt. Suicidium miatt elvesztettlk, igy esetében csaladi szegregacios vizsgalatra
nem volt lehetéség. Egy évtizedek ota progredialod leukoaraiosis miatt vizsgalt 45
éves nbbeteg esetében a mutacid 30%-0s heteroplasmia ardnyban volt
kimutathat6. A beteg asthenias alkatu, kétoldali ptosisa, hypacusisa van, izomzata
hypotrophias és hanyatlo kognitiv funkciokrol szamol be. Maternalis 4gi rokonai
nincsenek, igy szegregacids vizsgalatot esetében sem végeztink. Tovabbi 2 a
PTE-en vizsgalt beteg klinikai fenotipusat Komlosi et al. irtdk le 2004 és 2005-
ben. A mutéciét egy MELAS-szindromara jellegzetes tiinetekkel vizsgalt 9 éves
kislany és egy sensorineuralis hallasvesztéssel vizsgalt 13 éves fiu esetétben
mutattak ki. A csaladi szegregacios vizsgalatokkal tovabbi negy esetre deritettek
fényt (Komldsi et al. 2004, Komlosi et al. 2005).

4.1.6.2. Az mtDNS tRNS"* gén A8344G mutécié genetikai epidemioldgiai
vizsgalata

A tRNS™® gén A8344G mutacié molekuléris genetikai vizsgalata a PCR-RFLP
technikaval 6sszesen 513 betegen (302 n6 és 211 férfi) tortént meg. A bevélogatas
idétartama 1999 és 2009. julius 31. kozott tortént. Valamennyi olyan beteg
bekerilt a vizsgalatba, akinek a klinikai tiinetei, laktat terheléses vizsgalata illetve
az izombiopsziaja alapjan felvet6dott a mitochondrialis betegség gyanuja. A

leggyakoribb klinikai tlinetek a kovetkezOk voltak: myoclonus epilepsia,
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myopathia, myalgia, terhelési intolerancia, neuropathia, maternalis 6roklédési
lipomatosis. Ezek a tiinetek gyakran tarsultak pajzsmirigy betegseggel,
hypacusissal, pszichiatriai tunetekkel. A bevalogatas Heves, Borsod-Abadj
Zemplén, Szabolcs-Szatmar, Hajdu-Bihar és a kodzép-magyarorszagi régiot
foglalta magaba. A vizsgalat soran 11 betegnél (2 né és 9 férfi) igazolddott az
mtDNS mutacidja. A szegregacios vizsgalat soran, tovabbi 2 tiinetmentes mutacio
hordozora derult fény, akiknek klinikai tlinetei nincsenek. Az egyes betegek
klinikai tlneteit a 4.4. Tablazatban soroltuk fel. Az epidemioldgiai szamitasok
alapjan az adott iddszakban a vizsgalatba bevalogatott betegek kozott a mutacio

gyakorisaga: 2.53 %.

4.1.7. Uj diagnosztikai modszer validaldsa az mtDNS betegségek prenatalis
felismerésére

A random genetikai drift kovetkeztében az mtDNS kovetkeztében kialakuld
betegségekben szenvedd ndknek nem 4all mdédunkban genetikai tanécsot adni.
Ezért kilonosen fontos, hogy olyan metodika alljon rendelkezésiinkre, mellyel
segithetiink ezeknek a betegeknek is a csaladtervezésben, hiszen a genetikai hiba
sulyos Klinikai képet is eredményezhet. Kisérleteink soran heteroplasmias egér
modellen validaltuk a preimplantacids genetikai diagnosztika alkalmazhatdsagat
mtDNS pontmutécié okozta korképekben. Az ooplasma és annak polaris
testjének heteroplasmia aranydnak meghatarozésara 6 heteroplasmias egér 29
oocytajat és azok polaris testjeit vizsgaltuk meg (4.19. Abra). Az egyes oocytak

heteroplasmia aranya 17.0 és 67.7% koz6tt volt. Nyolc oocyta alkalmatlan volt a

%NZB Sejt 1. band 2 band 4band %NZB Atlag CVv
anya (339bp) (218bp) (121bp)

67.5 Oocyta 8816 14022 6647 29.9 29 3.9
10429 17280 9150 28.3

Poléaris 4720 7835 4436 27.8 28.5 3.5
test 4100 6348 3504 29.2

39.7 Oocyta 12199 2506 942 77.9 78.3 0.7
14245 2658 1195 78.7

Poléaris 5525 1440 466 74.4 76.3 3.7
test 4608 888 388 78.3

4.6. Tablazat: Az atlagérték és a variacids koefficines szamitasahoz hasznalt
kisérleti eredmények példaja. A band 1, 2 és 3 intenzitas értékei a Phosphimagerrel mért
radioaktivitas intenzitsanak értékei. A Tablazathan bemutatott oocytak és a poldr testek 2
kiilonb6z6 egérbol szarmaztak
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vizsgalatra: 5 —ben germindlis vesiculumok voltak jelen, 3 pedig vagy |I.
metafazisban volt, vagy a polaris testek eltlintek. Az eredmények értékelésének
menetét 4.6. Tablazatban szemléltetjiikk. Az elére megszabott kritériumokat 22
oocyta és annak polaris testje teljesitette. A kumulativ adatokat a 4.7. Tablazat
tartalmazza. Az egyes oocytak ooplasmajanak és polaris testjenek a heteroplasmia
meghatarozasanak koefficiense 0.99 volt, mig a gaméta (ooplasma és polaris test
atlaga) a maternalis genotipushoz viszonyitva 0.32. Az egyes blastomerek
analiziséhez 15 egér 55 embryojat vizsgaltuk meg. A heteroplasmia aranya az
egerek farokbiopsziajaban 7 és 74% kozo6tt mozgott, mig az embryoké 3 és 73%
kozott valtozott. Az egyes embryok egyes blastomerjeinek heteroplasmia aranya
gyakorlatilag azonos volt. Az egyes egerek embryoinak a heteroplasmia aranya
azonban varakozasainknak megfelel6en eltéré volt (4.8. Tablazat). A vizsgalatbol
2 embryot Kkellett kizarni, mivel az egyes blastomerek vizsgalata sordn a
duplikatumok nagy szorast mutattak. Az érett oocytak 24%-a (7/29)(1 ooplasma,
5 polaris test és 1 teljes oocyta) nem adott megbizhaté eredmenyt. A hiba rata a
blastomerek esetében 1.4% volt (2/211). Triplikdtum futtatdsra az oocytaknél
59.1%-ban kerult sor. A 203 vizsgalatba bevont blastomer esetében 5
triplikatumot kellett futtatni (17. Kézlemény, 9. Absztrakt).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

339bp (band 1) R e L] o o -*

218 bp (band 2) - --.
170 bp (band 3) -

121 bp (band 4) --ﬂﬂﬂﬂ“

0 W

4.19. Abra: Reprezentativ gélfotd: 3 oocyta és azok polaris testjébdl szdrmazo PCR, majd az azt
koveté RFLP az NZB és BALB mtDNS aranyanak meghatarozasara. A heteroplasmia arany (HP)
az NZB mtDNS aranyt adja meg. Az 1. band kizarélagosan csak NZB mtDNS-re jellegzetes, a 2.
és 4. band a BALB mtDNS emésztett termékei, a 3. band mindkét mtDNS amplifikacio sorén
megjelenik. Minden reakci6 duplikatumban készilt. 1.-2. oszlop: 1. polaris test 21.5% HP, 3.-4.
oszlop 1. oocyta 22.1% HP, 5.-6. oszlop: 2. polar test 9.2% HP, 7.-8. oszlop 2. oocyta 4.9% HP,
9.-10. oszlop: 3. polaris test 64.1% HP, 11.-12. oszlop 3. oocyta 64.2% HP, 13. oszlop: viz

kontroll.
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Anyai Oocyta CVv Polar test CcV

%NZB atlag %NZB atlag %NZB
17.0 1.0 6.5 4.0 47
17.0 0.6 145 5.5
17.0 10.0 15 45 49
39.7 55.7 44 53.4 1.1
55.9 1.1 57.0 3.8
59.1 1.8 62.1 3.4
64.5 03 65.1 9.4
69.8 13 74.4 5.9
78.3 0.7 76.3 3.7
40.6 4.9 3.6 9.2
20.6 0.7 25.9
22.1 0.4 215
67.5 29.1 3.9 285
30.1 5.6 25.4
50-3 46 56.4
53.1 0.4 50.2
54.0 53 575
64.2 1.1 64.1
77.4 1.2 74.0
67.7 21.9 7.4 21.4
27.0 3.0 26.7
43.6 8.7 43.9

4.7. Tablazat: Hat egér 22 oocytajanak azok polaris testjeinek heteroplasmia aranyai. Az értékek
az NZB aranyt jelentik szazalékos értékben kifejezve, Az anyai genotipus a farokbioptatum
heteroplasmia aranyat jelenti. Az oocyta és poldris test heteroplasmia aranyok 2 vagy 3 minta
atlagabol szérmaznak. A CV-t ezekbdl a duplikdtumokbol szamitottuk minden sejt esetében.

4.2. 1zomdystrophiak

4.2.1.Dystrophin deficienciahoz tarsul6 szekunder calpain deficiencia

A 40 éves probandnak (1. beteg) enyhe quadriceps gyengesége és myalgiaja volt
32 éves kora 6ta. Az EMG myopathiat talalt, a szérum CK aktivitas a normalis
15x-e volt. Lanytestvére (2. beteg) aszimptomés, CK értéke 329 U/l. A 2. beteg
fia (3. beteg, 4.20. Abra) mindig darabos jarasu volt, 6 éves koraban enyhe
alsOvégtag gyengeséget észlelt. Tiz eves koraig panaszai nem progredialtak. CK
szintje a normalis 20x-a. Az 1. és 3. beteg izmanak szdvettani vizsgalata enyhe
dystrophids elvaltozasokat talalt néhany nekrotikus rosttal, az endomysialis
kotészovet felszaporodasaval. A 2. beteg izmaban csak igen enyhe rost
kaliberingadozas tiint f6l. Az 1. és 3. beteg izmanak immunocytokémiai vizsgalata
a DYS1 és DYS3 antitestekkel a szokottnal halvanyabb és egyenetlenebb
festodést talalt az izomrostok felszinén kivéve néhany rostot, amelyek revertant
rostoknak tiintek (4.21. Abra). A DYS2 antitest minden rostban normalis reakciot

mutatott. A 2. beteg izma mind a 3 dystrophin ellenes antitesttel normalis
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festodésti volt. Extrasynaptikusan néhdny nem nekrotikus izomrostban az 1. és 3.

betegben utrophin expressziot talaltunk (4.21. Abra), mig a 2. beteg csak az

endomysialis kapillarisoknal és a veglemezeknél mutatott pozitiv szignalt.

Calpain 3 ellenes antitesttel végzett Western blot analizissel az 1. betegnél a

calpain teljes hidnya igazolddott, a 2. és 3. betegnél a calpain mennyisége

csokkentnek bizonyult (4.23. Abra). A primer antitest a teljes nagysagi 94kDa

calpain-3 protein és a tarsulé 30 és 60kDa nagysagu band-eket mutatja ki. A

Anyai Fejlodési allapot Vizsgalt Az NZB HP aranyok az egyes
%NZB (embryok szdma) blastomerek szama embry6kban
1 2 3 4 5
33.2 2 cell (1) 2 23
40.0 2 cell (3) 6 44-45 55-58  45-50
4 cell (1) 4 9-11
47.0 2 cell (4) 8 21-22 18 72-73  46-47
4 cell (1) 4 44-47
58.0 2 cell (2) 4 43-47 28
46.0 2 cell (2) 4 17-18 33-37
64.0 2 cell (3) 6 53 61-62 38-40
4 cell (2) 8 59-61 69-71
37.0 2 cell (4) 8 46 46-47 31-32 34-36
4 cell (1) 3 31-32
6 cell (1) 6 43-46
8 cell (1) 5 42-48
74.0 3cell (1) 3 56-57
08.0 4 cell (1) 4 08-10
17.0 4 cell (1) 4 14-16
7.0 4 cell (2) 8 03 02-04
8 cell (2) 11 07-09 04-05
20.0 8 cell (1) 8 16-18
33.0 4 cell (1) 4 04-05
6 cell (1) 6 29-31
8 cell (1) 8 14-19
28.0 4 cell (2) 8 41-42 35-37
6 cell (1) 5 20-22
26.0 3cell (2) 6 29-33 10-12
4 cell (3) 11 26-27 25-28 29-33
6 cell (3) 15 19-23 31-35 18-23
8 cell (5) 34 31-36 10-12 11-14 30-35 26-
28

4.8. Tablazat: A vizsgalt 15 egérb6l szarmazo 53 embryo egyes blastomerjeinek HP aranya. A HP

arany az NBZ/NZM mtDNS szazalékos aranyat jelenti. Az anyai genotipust a farok

bioptatumokbdl hataroztuk meg. Az egyes embrydknal a legkisebb és legnagyobb mért értékeket

adtuk meg.
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4. 20. Abra: A dystrophinopathiéhoz tarsuld calpain deficienciaval jaré csalad csaladfaja

4.21. Abra: A cryostatos metszetek immunhisztokémiai festése. A.) D.),G.): DYS1,
B.),E.),H.):DYS2, C,F,I: DYS3. A),B.),C.): 1 beteg, D.),E.),F.): 3. beteg, G.),H.),1.): 2 beteg. A
DYS1 és DYS3 ellenes antitestekkel az 1. és 3. betegben egyenetlenebb halvanyabb reakciot
latunk (A, D, C, F), mig a DY S2 tokéletes festddést adott minden betegben (B, E, F).X 200.



Dysferlin Immunoblot
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4.22. Abra: A.) Normalis izom utrophin festése. Csak extrasynaptikus utrophin expresszio lathat6. x300 B.)
Egyes izomrostok felszinén kéros utrophin expresszid tinik fol x 300. C.) A dysferlin Western blot minden
vizsgalt betegben normalis volt

Calpain Immunoblot
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4. 23. Abra: Calpain Immunoblot. Az 1. betegben (Pt1) a calpain teljes hianyat
talaltuk, mig a 2. és 3. betegnél (Pt2 és Pt3) a calpain mennyisége csdkkent.

polyclonalis dystrophin ellenes antitesttel végzett Western blot a 3 betegben nem
talalt eltérést a dystrophin nagysagaban és mennyiségeben. A dysferlin Western

blot analizis valamennyi betegben normalis szignélokat talalt, amellyel kizértuk
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annak lehetéségét, hogy a protein degradalodott volna (4.22. Abra). Az 1. beteg
calpain mMRNS mutécié analizise nem talélt mutéciot. A dystrophin gén multiplex
PCR-al torténd analizise a vizsgalt régidkban nem talalt delécidt. A dystrophin
gén SCAIP (single condition amplification/internal primer) szekvenaldsa a 946.
aminosav poziciéban egy 3bp nagysagu deléciot talalt (c.2836-2838GAG delécid)
a 22. exonban, amely, a Glu kiesését eredményezi a dystrophin molekula 6.
spectrin repeatjében. (A vizsgalatot Dr. Kevin Flanigan végezte University of
Utah, Department of Neurology — Metodika: Flanigan et al. 2003). A calpain
cDNS-ének szekvenalasa soran nem talaltunk patogén mutéaciot az 1. betegben.
Feltételezzlk, hogy betegeinknél a dystrohinopathia nagy valdsziniséggel azért
okozott enyhe klinikai tiineteket, mert az egyidejlileg jelenlevo calpain deficiencia

vedelmet jelentett az izomsejtek szamara (18. Absztrakt).

4.2.2. A siketség, mint a dystrophin deficiencia allélikus variansa

Egy 10 éves kisfiu gyermekotthonbol kerilt emelkedett szérum GOT (81 U/I),
GPT (250 U/l), LDH (1576 U/l) miatt a SE 1. Gyermekklinkara atvizsgalas
celjabol.  Vizsgalatakor sdlyos hallaskarosodast, a végtagok proximalis
izomcsoportjaiban enyhe paresist és enyhe vadli hypertrophiat lehetett talalni. Az
elvégzett hasi UH: korosat nem talalt, a hepatotrop virusszeroldgiai vizsgalatai
negativak lettek. Autoimmun panelje normalis volt. CK vizsgalata magas értéket
(6559U/1) talalt. Az EMG myogen karosodast igazolt. ENG-vel a motoros és
sensoros idegek vezetési sebességei megtartottak voltak. Kardiol6giai vizsgalata
cardiomyopathiat nem igazolt. Az otoacusticus emissiot regisztralni nem lehetett,
a BAEP vizsgalat a siketsége miatt technikailag értékelhetetlen volt. K6zép és
belsé fiill CT-je ép kozépfiilet, hallécsont lancolatot, szabalyos belsd hallojaratot
¢s csigat talalt. A siketség hatterében idegi eredetli halldscsdkkenést
valoszintisitettek. Izombiopszia tortént, mely izomdystrophiara jellegzetes képet
talalt. Az izomrostok atmérévariabilitasa nagy volt, sok nekrotikus rostot lattunk,
phagocytozissal (4.24. Abra) Az immunhisztokémiai vizsgéalatok soran (4.23.
Abra) az izomrostok tobbségében dystrophin deficienciat talaltunk, amely
egyértelmiien igazolja a dystrophinopathiat (1. Kdzlemény). Ezt a dystrophin
Western blot vizsgalat is megerdsitette. A genetikai vizsgalat multiplex PCR-al
nem talalt a dystrophin génben deléciot. SCAIP (single condition

amplification/internal primer) szekvenalas soran a dystrophin génben a 68. exont
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koveté intron 3. poziciojadban ¢.A99743G splice mutacio igazolddott. A
vizsgélatot Dr. Kevin Flanigen végezte, University of Utah, Department of
Neurology (Metodika: Flanigan et al. 2003). A beteg csaladtagjainak felkutatasat
kovetéen kideriilt, hogy proband 2 testvére és 2 anyai agi unokatestvére is
izombetegség miatt allt gondozas alatt (4.25. Abra). A testvéreket volt alkalmunk
vizsgalni, klinikai adataikat a 4.9. Tablazat tartalmazza.

C.

4.24. Abra: A siket kisfiti izombiopsziajaban izomdystrophiara jellegzetes elvaltozasok
igazolodtak. A.) Szamos nekrotikus rostot és phagocytosist lattunk a cryostatos metszetek
értékelésekor, HE x400. B.) Az immunhisztokémiai vizsgalat dystrophint az izomrostokban nem
detektalt,. X 200. C.) A dystrophin Western blot vizsgalata soran dystrophin specifikus band nem

abrazolodott.
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4. 25. Abra: A siket dystrophinopathias kisfit csaladfaja

Klinikum B1 (10 év) - B2 (7 év) B3 (6 év)
Proband
Hallas Siket Normalis Normalis
Vadli hypertrophia Enyhe Kifejezett Kifejezett
Izomgyengeség Enyhe Kdzepesen sulyos Enyhe
Serum CK 6559 U/ 10435U/1 16566 U/
Izomszdvettan DMD-re jellegzetes  DMD-re jellegzetes ~ DMD-re jellegzetes
Immunhisztokémia Dystrophin Dystrophin Dystrophin
expresszid nincs expresszid nincs expresszid nincs

4.9. Tablazat: A siket dystrophinopathias kisfiu és testvérei klinikai adatai

4.2.3. Compound heterozygota dysferlin gén mutécio

A harminchét éves férfi el6szor 20 éves koraban észlelte 1épcsén jarasi, futasi
nehezitettségét. Ekkor mar a guggolasbol valo felallas is gondot jelentett szamara.
Familiaris anamnézise az izombetegségekre nézve negativ. Neuroldgiai
vizsgalatakor medencedv tulsalyu, de a vallovet is érinté kdzepesen sulyos izom
atrophiat és gyengeséget észleltiink. Az alsoveégtagban a distalis izomcsoportok is
sorvadtak és kozepes fokban gyengiltek. Guggolasbdl felallni nem tudott. A
szérum CK 3600 U/l wvolt. Az EMG myogén Kkarosodast igazolt
Cardiomyopathiaja nem volt. Az izombiopsziaban szamos nekrotikus rostot,
helyenként endomysialis mononuklearis infiltraciokat lehetett detektalni. Elvétve
regeneralodo rostok is feltlintek. Az izomrostok atmérd variabilitasa igen nagy
volt. Néhany izomrostban finom subsarcolemmalis vakuolizacié tiint fol.

Elektronmikroszkoppal a nem nekrotikus rostok membranjan helyenként
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4.26 Abra: Az izombiopszia fagyasztott metszetei. A.) Hianyz6 subsarcolemmalis és egyenetlen
cytoplasmikus dysferlin immunfestés x 350. B.) A subsarcolemmalis vakuolizaciét mutato

izomrostokban erds sarcolemmalis caveolin expresszi6 lathato x 350.

folytonossagi hidny &brazolddott, subsarcolemmadlisan vezikula aggregécio,
papillaris projekcid, bazalis lamina kacsok, a kacsokban degeneralt globularis
denz anyag volt (4.27. Abra). Immunhisztokémiai vizsgalattal a dystrophin, a 4
sarcoglycan, a merosin, caveolin expresszioja normalis volt. A dysferlin
immunhisztokémiai  vizsgélata hianyz6  sarcolemmalis és  egyenetlen
cytoplazmikus fehérje expressziot mutatott. A caveolin expresszio a vacuolizalt
izomrostokban intenzivebb volt. A dysferlin Western blot soran dysferlin hiany

mutatkozott. A calpain-3 normalisan expresszalodott az izomszdvetben.
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4.27. Abra: Az izombiopszia elektronmikroszépos feldogozasanak eredménye, A.) normalis
izomrost sarcolemmaja x 23.000, B.), C.) D.) a dysferlinopathias beteg izomrostjai x 25.000. B. )
A basalis lamina (b) a rost felszine felé papillarisan benyulik. C.) electrondens testek lathatok a
basalis lamina duplikalt rétegei kdzott. D,) multiplex, révid plasmalemmalis hiadnyok és
pleiomorph subsarcolemmalis vesiculak lathatok.

A dysferlin cDNS-ének RT-PCR-ral végzett vizsgalata soran a dysferlin génben
Argl768Trp cserét okozdé C5302T pontmutacié igazolédott heterozygota
formaban (4. 28. Abra).
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4.28. Abra: A.) Dysferlin Western blot. Az 1, 2, 3 és 5. betegben a dysferlin specifikus band
normalis volt. A 4. betegben (P4) a dysferlin nem mutathaté ki. B.) a dysferlin cDNS szekvencia
analizsie soran heterozygota C-T szubsztituci6 igazolédott a DYSF 5302 pozicidjaban, ami
Arg768Trp aminosavcserét eredményezett.

A Cbh302T mutacid szegregacios vizsgalata soran a proband édesanyjaban,
névérében ¢és kislanyaban is megtalaltuk a patogén mutaciot heterozygota
forméaban. A beteg édesapja nem hordozta a mutaciét. Klinikai tinete egyik
csaladtagnak sem volt, szérum CK-juk a normalis tartomanyon belil volt (26.
Kdzlemény, 20., 22. Absztrakt).

424 A glycosylatios rendellenességek szerepe a végtagdv tipusu
izomdystrophidkban

A szlrt 53 végtagdv tipusu izomdystrophids beteg koziil 6 esetben talaltunk
hidnyz6 vagy csokkent immunoreaktivitast az  -DG hyperglycosylatalt
doménjének immunohisztokémiai és Western blot vizsgalata sordn. Mind a 6
esetben a WGA csokkent kotodését és erds PNA festddést talaltunk az
izomszOvetben. Mind a 6 beteg benignus LGMD szindroma tlineteit mutatta. A
FKRP genetikai vizsgalata soran se a gyakori ¢.C826A mutécid, sem egyéb
patogén mutacié nem igazolddott a koddold régidban. A vizsgalatok egyértelmiien
igazoltak az o -dystroglycanopathiat, de a hattérben allo genetikai defektusra nem

dertilt egyik esetben sem fény (24. Absztrakt).
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4.2.5. A dystrophinopathidk molekuléris terapiaja

4.2.5.1. Elektroporacio (EP)

Eredmenyeinket az alabbi 5 szempont szerint csoportositottuk:

1. Az fesziiltség, az egértdrzs és életkor hatdsa a transzfekcio effektivitasara és a
kollateralis karosodasra

A leghatékonyabb EP kombinéacié a 175 V fesziltség, 20 msec impulzus tartam
volt a CD1 egerekben (4.10. Tablazat). Ez a kombinacid csak keves nekrotikus
rostot eredményezett. Az mdx egerekben ugyanez a kombinacié kevésbé volt
elényos, a transzfektalt rostok szdma alacsonyabb, a nekrotikus rostok szama
magasabb volt. A fesziiltseg emelésére, a transzfekcio effektivitasa csokkent, a
nekrotikus rostok szama nétt. Az id6s és fiatal egerek transzfekcids ratajaban
lényeges kilonbség volt. Az eredmények statisztikailag szignifikdnsan
kilonboztek (18. Kdzlemény, 12., 13., 14., 19. Absztrakt).

2. Az Evans Blue tracerrel torténd kollateralis karosodas becslése
Intraperitonealisan (i.p.) adott Evans Blue tracerrel céloztuk a Kollateralis
karosodas mértékének becsiilését. Az EP-t egy oraval megel6zve adtuk az i.p.
Evans Blue-t, majd EP utan egy o6raval vizsgaltuk annak az izomrostokba jutasat.
Az izom morfoldgiai feldolgozasa soran szamos Evans Blue pozitiv rostot lattunk
(4. 29. Abra). A csaknem egyidében kivett HE-al festett mintaban a nekrotikus
rostok szama lényegesen kisebb volt, mint az Evans Blue pozitiv rostok széma

(18. Kozlemény).

4.29 Abra: Kollateralis karosodas az EP utan. Feln6tt mdx egér TA A és B.X 200 )Hyaluronidase
majd pCBLacZ injekciojat kovetd EP 8
200V/cm ingerléssel, 20 usec tartam.c.) Evans blue festés

79



B gal transzfektalt

A e e e oo
CDI/N=10/felnétt 175(A) 20ms 414.3 +88.1 19+89
CDI/N=11felnétt 200 (A) 20ms 434+ 513 1012+ 195
CDI/N=6felnétt  4000-600 (K)  200-600us 709+ 28.9 2214145
CD1/N=4felnstt 1800 (M) 100us 50.7 +24.9 270 + 160.5
Mdx/N=1 Telnétt 175 (A) 20us 168.7 + 28.9 57.8 +16.1
Mdx/N=4felnstt 200 (A) 20us 2431 +61.1 759+ 31
Mdx/N=4felnétt 1800 (M) 100us 44+16.7 91 +12.5

Mdx/N=4fiatal 600 (K) 100us 28+66 BRI EEY

Mdx/N=4fiatal 175 (A) 20ms 5+5 0

Felnott: 6 hetes, Fiatal: 15-21 napos, A: alacsony, K: kdzepes, M: magas fesziiltségii

4.10. Tablazat: A kiilonb6zd paraméterekkel torténd EP-t kovetd transzfekcio hatékonysaga és a
kollateralis karosodas mértéke a kiilonbozd életkort és torzsili egerekben

3. A hyaluronidase (Hyase) hatasa a transzfekciora

Az EP-asszisztalt plazmid medialta gen transzfer soran a legoptimalisabb EP
paraméterek alkalmazasa el6tt marha hyaluronidaset injektaltunk a kezelendé
izomba. A Hyase szignifikansan, 15-370 %-al emelte a 3-gal-pozitiv rostok
szamat valamennyi egértérzsben. A ndvekedeés a legkifejezettebb a SCID a
legkisebb a CD1 egerben volt (4.30. Abra) (18. Kozlemény, 14. Absztrakt).

Influence of hyaluronidase, ages and strains of
mice on the transfection level after electrotransfer

2500

[ No hyaluronidase
V77 Hyaluronidase =

2000 -
1500 o

1000 4

B-gal positive fibers

500 4

N=4 N=7
0

mdx  mdx  C57/BI6 cm SCID
(15d) (Adulty (Adult) (Adult) (Adult)

Mouse strains and ages

A B.

4.29. Abra: Az egértdrzs és Hyase hatésa a transzfekciora. A felnétt egér TA vagy kezeltiik (Hya),
vagy nem kezeltik (-Hya) Hyaseval miel6tt a pCBLacZ-t befecskendeztik és az izmot elektroporéltuk
(175V/cm). 6-10 nappal késébb az izom cryostatos metszeteit festettiik f-gal histochemidval. A.)
Reprezentativ B-gal festédés. Bar: 710um. B.) Quantitative trans szintmérés. A kozépértékeket
tintettik fol + SD. N= analizalt izomrost szam. * signifikdnsan magasabb Hyase jelenlétében (< 0.05)
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4. A plazmid méretének hatasa a transzfekcid effektivitasara (az optimalis EP
paraméterek hasznalata és hyaluronidase adasa mellett)

A dystrophin és utrophin expresszidt a kovetkezd injekciok adasat kovetden
tanulmanyoztuk: a teljes hosszusagu egér dystrophin vagy utrophin cDNS
tartalmu plazmid injektéldsa mdx izomba. A cDNS N terminusédhoz egy FLAG
epitop kapcsolodott az utrophin esetében, hogy azt az endogen utrophintol
megkiilonboztesse. Tiz nappal az injekciot kovetéen a FLAG ellenes vagy a
dystrophin ellenes antitesttel készilt immunhisztokémiai festés, hogy a
transzfekcio szintjét vizualizaljuk. Az utrophin és dystrophin pozitiv rostok szama
alacsonyabb volt, mint a pCBLacZ pozitiv rostok szama azonos kondiciok mellett.
A plazmid koncentracié emelése nem emelte szignifikansan a dystrophin pozitiv
rostok szdmat. Ezen adatok azt igazoljak, hogy a nagyobb molekulakkal torténd

transzfekcio kevesbé hatékony (18. Kdzlemény, 19. Absztrakt).

5. Az izomban a transzgén expresszio és a plazmid DNS partikulak szamanak

valtozasa

Az immunokompetens és immunodeficiens izmokban Hyase adéasaval
kombinaltan vizsgaltuk a teljes hosszusagu dystrophin és a pCBLacZ expresszio
élettartamat a fentiekben legoptimalisabbnak bizonyult elektroporacios
paraméterekkel. A transzfekcid szintet a kezelést koveté 10, 180, 360. és 460.
napon mértik. Az mdx izomban a dystrophin pozitiv rostok szama progressziven
csokkent. Mivel a végsd id6pontban talalt dystrophin pozitiv rostok szama nem
volt magasabb, mint a revertant rostok szama, a kezeletlen mdx egerekben, azt
mondhatjuk, hogy 6 honap utan nem volt expresszio. A SCID egérben, az
immunvalasz hidnya kdvetkeztében 360 napig nem volt csokkenés a transzfektalt
rostok szdméaban. Bar a plazmid DNS szint 92%-0s csokkenéseét és a 3-gal 67%-0s
csokkenesét lattuk a 10. és 180. nap kozott, ami azt jelezte, hogy minden rost
kevesebb B-galt expresszalt. A 180. es 360. napok kozott nem volt tovabbi
redukcié a plazmid DNS szintet illetden. Ezek az adatok azt igazoljak, hogy a
plazmid DNS szignifikans csokkenése ellenére is van még egy év mdlva is

transzgen expresszio (18. Kozlemény, 15., 17., 19. Absztrakt).
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4.2.3.2. Sonoporécio

Az intramuscularis injekcio és az azt koveté sonoporacio utan az énkéntesek nem
¢észleltek sem korai, sem késdi fajdalmat. Az 5 6nkéntesbdl mindossze kettonél
lehetett a jobb karon az injekcio helyének megfeleléen enyhe bérreakcidt (rubort)
latni. A beavatkozast kdvetéen 36 oraval a szérum CK nem emelkedett meg. A
szintén 36 oOraval a beavatkozas utan a jobb m. biceps brcahiibdl vett
izombiopsziaban valamennyi esetben enyhe sarcolemma karosodast lehetett
megfigyelni fénymikroszkoppal és 3 esetben diszkrét endomysialis mononuklearis
infiltracio is jelen volt (4. 31. Abra). Mar fénymikroszkoppal is lehetett latni
valamennyi bioptatumban, hogy néhany izomrostban a sarcolemma alatt
optikailag Ures vacuolak jelentek meg. Az ultrastrukturalis vizsgalat a plasma
membran révid fokalis gapjeit, helyenként fragmentaciojat talalta (4. 32. Abra),
anélkul, hogy a mélyebb struktarék karosodtak volna (23., 27. Absztrakt). A bo.
m. biceps brachiiban csak minimalis apsecifikus elvaltozasokat lattunk.

4.31. Abra: Definity injekcidt/sonoporaciot kovetd fénymikroszkopos izombiopszias képek. a.)
Elvétve endomysialis, mononukledris inflammatorikus infiltratumok is lathatok, melyek parcialis
invasio nélkil jelennek meg az izomrostok mellett. HE; x200. b.) Diszkrét perivascularis
inflammatorikus infiltracio van jelen az interfascicularis septumban. HE; x200
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4.32. Abra: Definity injekciot és sonoporaciot kovetd elektronmikroszképos szovettani kép. a-h. )
Roévid fokélis plazma membran folytonossaghianyok és fragmentécié a plazmalemma alatt fekvé
struktlrak karosodasa nélkdl. a.) x 35.000. b,) x25.000. c.) Optikailag Ures subsarcolemmalis
vesiculak az izomrostban. x 45.000

4.3. Herditer periférias neuropathiak

4.3.1. Uj mutaciok leirasa orokletes neuropathiakban

A proband (1. beteg) els6 tiinetei 41 éves kordban kezdddtek a labak, alszarak
gyengeségével (4.33. Abra). Klinikai vizsgalatakor pes cavus, peronealis tipus(
izomatrophia, paresis igazolddott, sajat reflexei renyhék voltak, distalis tipusu
hypaesthesiat jelzett. Lanya (2. beteg) 18 évesen jelzett eldszor fajdalmat
als6végtagjaiban (4.33. Abra). Neuroldgiai vizsgalata 26 éves koraban pes cavust,
renyhe sajatreflexeket, distalis tipust hypaesthesiat talalt. A proband unokaja (5.
beteg) hypotonias csecsemd volt, motoros fejlodése lassult. Két éves kordban
tortént vizsgalata soran pedes planit, hyperflexibilis izlleteket, kétoldali
peronealis tipusti gyengeséget észleltink. Ot éves koraban nem észleltiink
progressziot. A proband iddsebb fidnak (3. beteg) soha nem volt panasza, 22
évesen enyhe bal oldali peronealis gyengeség észlelhetd atrophia nélkiil, renyhe
sajatreflexekkel érzészavar nélkil. A fiatalabb gyermek (4. beteg) 10 éves koratol
darabosan fut, pes cavusa van, a lab distalis izmai atrophizaltak, enyhe bilateralis

preonealis paresist és az alsdvégtagok sensoros deficitjét észleltik.
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Az ENG a probandban kifejezett, a 2. betegben kdzepesen sulyos, a 3. betegben
enyhe demyelinizacids tipusu neuropathiat regisztralt. A 4. betegben a
probandhoz hasonl6 sulyossagu demyelinizacids tipust neuropathia igazolddott.
A legkifejezettebb mértékben csokkent motoros vezetési sebessegeket a
legfiatalabb beteg (5, beteg) ENG vizsgalata talalta (4. 11. Tablazat)

Idegvezetési vizsgalatok

Jobb n. medianus, Jobb n. peroneus, Jobb n. suralis
Beteg motoros motoros

Ampl (mV)  CV(m/s) Ampl (mV)  CV(m/s) Ampl (mV)

Norm > 5 Norm > 48 Norm >3 Norm > 40 Norm > 5
Beteg 1 7.5 33.6 3.2 22.3 Nincs valasz
Beteg 2 7.0 40 3.6 30 3.06
Beteg 3 3.68 43 8.4 32 3.5
Beteg 4 4.1 344 2.2 26.1 8.4
Beteg 5 4.3 19.3 1.9 20.5 Nem vizsgaltuk

4.11.Tatblazat: Az MPZ mutacidval rendelkez6 csaldd tagjainak ENG vizsgalati eredményei

A n. suralis morfoldgiai vizsgalata soran mind a nagy és kis myelinizalt axonok
denzitasa csokkent. Néhany axon myelinhlvelye vékony volt. Egy-egy
myelinhively koncentrikus és excentrikus médon megvastagodott, szamos kis
regenerdlodd axon volt jelen. Az elektronmikroszkopia komplex myelin
gyltirédéseket, dekompaktalt myelin lamelldkat ¢s alkalmanként fokalisan
begyiir6dott myelint detektalt. Az MPZ gén analizise a 2. exonban T->C tranziciot
(c.T144C) detektalt (4.34. Abra), amely kovetkezménye leucin -  prolin

szubsztitucid lett (Leud48Pro). A mutacié a protein extracellularis doménjében
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van. A mutécié valamennyi érintett csaladtagban szegregalddott, és azt 182

egészséges kromoszdman nem tudtuk kimutatni (20. Kézlemény, 16. Absztrakt).

Human
Bovine
Rat
Mouse

Danio rerio
(zebrafish)

c.T143C, Leud8Pro
affected

GGGTGACCCTICGCACGCT CCTT

N\/\/\-\"W\/\ /\ ,

L:-PT H
control

GGGTGACCCTGCACT

{&\;ﬂ XV fl_ﬁ/ ‘

TDREVHGAVGSRVT]

ot B o e gy o S

TDKEVHGAVGSQVT

TDREVYGAVGSQVT]

o Wi i * o=

TDREIYGAVGSQVT]

e _kk_ __R_%

TDSEKHALVGSDVR

S

CTCCTT

VA MAY

CSFWSSEWVSDDISFTWRYQPEGGRDAISIFH

____________ T oo S e s

CSFWSSEWVSDDLSFTWRYQPEGGRDAISIFH

CSFFSWQWTSPEVSFTWHYQPEGGRDAISIFH

4.34. Abra: A.) Heterozygota T>C szubsztiticié az MPZ gén c.143 pozicidjaban, amely a leucin
helyett a prolin transzlaciéjat eredményezi a 48. pozicidban. A mutacié nem volt jelen 96
egészséges egyén 182 kromoszomajan. B.) Az érintett aminosav a Leu48 az MPZ génben erésen
konzervalt szdmos fajban. A szekvenciak az All Entrez protein adatbazisbdl szarmaznak.

4.3.2. Roma neuropathiak diagnosztikaja Magyarorszagon

4.3.2.1. Lom tipusu neuropathia

Négy csalad 8 tagjat vizsgaltuk. A klinikai tinetek mindegyik betegiinknél mar az

elsé évtizedben megjelentek (4. 12. Tablazat). Az els6 markans tiinet a lassan

progrediald jardszavar volt. A kézizmok gyengesége a masodik évtizedben valt

nyilvanvaléva. A vézizom tinetekkel parhuzamosan izileti deformitasokat is

észleltiink (leggyakrabban a kéz kisizileteinek elvaltozasai, az alsé végtagokon

kalapacsujj, pes cavus és equinovarus volt megfigyelhetd). Bar a neurologiai

képet a motoros tinetek dominaltak, betegeink zéménél mersékelt fokban distalis

tipust felszines- és mélyérzészavar is kimutathaté volt. Két 20 évnél idésebb

beteglinknek hypacusisa is volt.

. A periférias idegek érintettsége mellett 2

85



betegiinknél egyéb neuroldgiai tiinetek is voltak, mint dysphonia, egyoldali ptosis,
fejtremor. Enyhe mentalis retardaciét betegeink kétharmadanal talaltunk.

Beteg/ Tunet Mentalis

élzeétl\;fr k?g\c/i)et Tunetek retardatio MRI BAEP
Kis termet, kalapéacsujj, pes
equinovarus, sulyos distalis Envhe periférias
1./21 6 izomatrophia és paresis, enyhe Enyhe Normalis ykg
avt-i proximalis paresis, distalis mukodeszavar
érzészavar

Kalapacsujjak, sulyos distalis
2./12 4 izomatrophia és gyengeseég, Nincs Nem késziilt Normalis
nincs érzészavar.

Kalapacsujjak, pes cavus,
scapula alata, fej tremor, jobb
oldali talsullyal sulyos distalis

3.124 9 - . . Enyhe Nem késziilt és centrélis
izomatrophia és gyengeség, 1
TP mitkddészavar
distalis tipusu érzészavar
Hypacusis, dysphonia, bal oldali
41 7 ptosis kalapacs ujjak, pes Enyhe Normalis ~ C1Yhe periferias
equinovarus, distalis tipusu miikddészavar
érzészavar
Hypacusis, dysphonia, stlyos Meérsékelt
S L Enyhe
distalis izomatrophia és . . periférias
524 6 ) L R Nincs cerebellaris . ‘1
gyengeség, als6 végtagi distalis - és centralis
I atrophia 1 qx
tipusu erzészavar. mitkodészavar
Kalapacsujjak, pes cavus, stlyos
613 8 CIELS POMETEEES Enyhe Nem késziilt Nem késziilt

gyengeség, distalis tipusu
érzészavar.

Enyhe periférias

4.12. Tablazat : A Lom tipust neuropathias betegek klinikai tinetei

A miszeres diagnosztikai vizsgalatok koziil a BAEP 5 betegbdl négy esetben
talalt mikodészavart. Els6sorban a nervus acusticus volt érintett, egy esetben a
centralis hallopalya is karosodott. A koponya MR egy esetben volt koros, enyhe
Kisagyi atrophiat jelezve. Az ENG mindegyik betegnél sulyos demyelinizacios
motoros és szenzoros polyneuropathiat igazolt. Jellegzetes mddon a szenzoros
idegek ingerlésekor nem nyertiink valaszpotencialt, illetve a motoros idegekben
sulyos vezetési zavart észleltiink (4.13. Tablazat). Két esetben szdvettani vizsgalat
is tortént. A n. suralisban a myelinhiivellyel rendelkez6 rostok kifejezett szambeli
redukcidjat lattuk. Aktiv myelinhively degeneraciora és regeneraciora utald
jeleket nem figyeltink meg, de egy esetben myelintdrmeléket is sikerult a
Schwann sejtek cytoplazmajaban kimutatni. A molekularis genetikai vizsgalat

soran valamennyi esetben az NDRG1 génben (N-myc downstream-regulated gene
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1) homozygota R148X pontmutaciot lehetett igazolni. Az egyik beteg
csaladtagjanak szlirése is megtortént. A beteg édesanyjanal és annak testvéreneél is
igazolodott heterozygota formaban a founder mutacio (15, 24. Koézlemény, 11.
Absztrakt).

4.3.2.2. CCFDN szindroma

A roma nagycsaladban apai agon egy dongalabbal sziiletett betegrdl illetve két
szembetegrdl tudnak (4.35. Abra.). Az index beteg terminuson tdl, congenitalis
cataractaval, microcorneaval, bal oldali divergens strabismussal sziletett leany.
Mozgasfejlodése lassu volt, 8 éves koraban kezdett segitséggel jarni. Hat évesen
észlelték elészor kezeiben a choreiform mozgaszavart. Menstruacios ciklusa
rendszertelen, de a masodlagos nemi jelleg normalisan kifejlédott. Jelenleg 31

éves, termete alacsony (145 cm).

M: n.v. ?

S A SN

M:n.v. M:n.v. M:+
Dongaléb Szembetegség

4.35. Abra: A CCFDN tipust neuropathiés beteg csaladfaja

Neurologiai statuszabodl kiemelendd: microcephalia, facialis dysmorphia (a hajas
fejbor mélyen a homlokban, prominens arckdzép, nagy orr, eldre allo felsé fogak,
hypognathia), mko. cataracta miitét utani allapot, mko. heves horizontalis I. foku
nystagmus, microcornea, sulyos jobbra convex thoracalis scoliosis, hypotrophias
kéz és 1ab (4.36. Abra). A csukld flexidban és ulnar deviacioban, a kézujjak
flektalt helyzetben, a labfejek korrigélt pes equinovarus tartdsban. A fels6 végtag
proximalis izomcsoportjainak ereje megtartott, az alsé végtag proximalis
izmainak ereje bal tulsullyal kozepes fokban csokkent. A fels6 és alsd végtag

distalis izomcsoportjaiban kozepesen sulyos paresis. Testszerte hianyzo
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mélyreflexek. Erzészavart nem jelez. A vallakban és a felsé végtag distalis részén
diszkrét choreiform mozgasok. Enyhe torzsataxia. Intellektusa megtartott, jol
kooperal. A szérum CK 300 U/l (normal tartomany: <100 U/l) volt. Az EEG, a
VEP és BAEP vizsgalatok nem talaltak rendellenességet. EMG-vel neurogen
izomatrophiat, ENG-vel demyelinizécids tulsulyd kevert tipusi sensomotoros
periférids neuropathiat talaltunk. Az izombiopszia neurogén kérosodasra
jellegzetes anguldris atrophias rostokat irt le kiscsoportos elrendezddésben. A n.
suralisban a vastag vel6hiivelyes rostok denzitasa kb. 50%-kal csokkent, tobb
axon myelinhiivelye az axon atmér6khoz képest aranytalanul vékony volt.
Regeneraciot jelz6 kis axon csoportokat, hagymalevél rajzolatot nem detektaltunk.
Az ideg elektronmikroszkopos vizsgalata hypomyelinizacidét és kisfoku
axonelfajulast talalt. A vel6tlen rostok szdma normalis volt. Aktiv myelin
szétesest csak a 22 éves korban vett mésodik idegbiopszias mintaban talaltunk.
Koponya MRI: a bal oldali hatsé occipito-lateralis régidban a gyrus rajzolat
elsimult, a cortex kissé vaskosabb (polymicrogyria). A sella MRI-n a hypophysis
jobb lebenyében microadenoma abrazolddott. A molekularis genetikai vizsgalattal
a CTDP1 gent analizaltuk PCR-t kovetéen az Nlalll enzimmel valé restrikcios
enzimhasitassal. A restrictids fragmentek analizise igazolta a CTDP1 gén
Abra). A csaladtagok kozill egy apai masod-unokatestvérben is igazolddott a
mutécid (16., 25. Kozlemény, 11. Absztrakt).

4.3.3. Mitofusin  mutécié kovetkeztében kialakuldé ultrastrukturalis
elvaltozasok

A 35 éves n6 panaszai 14 éves korban kezdddtek a labfejek mozgéasainak
gyengulésével. Neuroldgiai statuszaban jobb oldali starbismus konvergens, a
kiskézizmok és az alszarak hypotrophidja és enyhe paresise emelhetd ki. Az
alsovégtagokban a paresis a hatsé kompertmentben a kifejezettebb, labujjhegyre
allni nem tud, sarokra allasa nehezitett. Sajat reflexei renyhéek, a végtagokban
distalis tipustu hypaesthesiat jelez. Az ENG sensoros dominanciaju axonalis tipusu
neuropathiat igazolt. A n. suralis fenymikroszkopos vizsgalata soran az axonszam
kifejezett redukcidjat figyeltik meg, néhany kis regeneralodo axoncsoporttal

kisérve (4.37. Abra). Az ultrastrukturalis vizsgélat elsésorban a nagy myelinizalt
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4.36. Abra: A.) A CCFDN-ben szenvedd beteg facialis dysmorphiaja, skeletalis deformitésai és
distalis izomatrophiaja. B.) a CTDP1 génben a x C-T mutacio jelenléte homoplasmikus forméaban.

rostok Kkiesését talalta. Nem lattunk hagymalevél rajzolatot, myelin
bomlasterméket A mitochondriumok helyenként megnagyobbodtak, de benniik se
paracrystallin inclusiokat, se dense anyagot nem lehetett latni (4.38. Abra).
Helyenként az adaxonalis kompartmentben kis mitochondriumok felszaporodasat
lehettet megfigyelni a Schwann sejtekben. Az endoneuralis fibroblasztokban is
helyenként fokalis mitochondrium szaporulat tiint fol. Molekularis genetikai
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vizsgalata a mitofusin génben ¢.G839A cserét igazolt a 9. exonban, ami R280H
aminosav cserét eredményezett (4.39. Abra). Hasonlé mutaciét eddig olasz és
belga betegekben irtak le.

4.37. Abra: A n.suralis félvékony metszete.
Az axonok szamanak kb 40%-os redukcidja
lathatd. Elvétve kis regeneralodé
axoncsoportok tiinnek fol. X 400

4.38. Abra: Az MFN2 mutéciéval rendelkez6 beteg n. suralis elektronmikroszkopija. A.)-B.) Az

adaxonalis rés megnagyobbodott, benne kifejezett mitochondrium és glycogen szaporulat lathat6

x15.000, C.)-D.) az axonon beliil is megszaporodtak a megaclonalis mitochondriumok. C). Ezek
helyenként szorosan egymashoz tapadnak. X 25.000

,‘1| 1 Il IlﬂII A A I..li|

HII II. -' f\lll qu| 'II'I II| ﬂlull llll 'ﬁ |'I. Ilri-:. tﬂ l1. I." n:ll :Ill .{ Il

ATGGAGCNTTGTAC
M E R9H C T

4.39. Abra: A mitofusin 2 gén szekvenciaja: ¢.G839A szubsztitdci6 a 9. exonban, R280H
aminosavcserével
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4.3.4. Primer és szekunder mitochondrialis diszfunkciéhoz tarsulo
neuropathia

4.3.4.1 Fénymikroszkopos vizsgalatok és n. suralis morfometria mitochondrialis
betegsegekben

Az altalunk vizsgalt valamennyi  mitochondrialis  betegségcsoportban
(mitochondrialis myopathia, Kearns Sayre szindroma és MELAS - a klinikai
tineteket a 4.14. Tablazat tartalmazza) a myopathologiai vizsgalat Kkis
csoportokban, ill. elszortan dontéen anguléris, helyenként lekerekitett atrophias
izomrostokat taldlt. Az atrophia mindkét rosttipust érintette. Szdmos rostban
subsarcolemmalisan fokozott volt az oxidativ enzimreakcid és a Gomori-trichrom
festéssel az izomrostok kb. 3-5%-a bizonyult ,ragged red” rostnak (4.
Kdzlemény, 1. 2. Absztrakt).

Betegség . .
Eset- eyt Biopszia .
- Diagnozis kez,dete ideje (kor) Tinetek
(&v)
1 MM 24 26 Alltalanos izomgyengeség, kimeriiltség
2 MM 35 39 Polyneuropathia, myopathia, glutealis izomatrophia
MM 2 45 Optikus neuropathia, hypacgsw, dysarthria,
) polyneuropathia
4 MM 5 53 Altalanos gyengeség, klmerult_seg, mellkasi fajdalom,
myopathia
5 MM ? 60 Awvt-i distalis paresis, neuropathia, myopathia
6 MM 45 61 Polyneuropathia, izom atrophia
7 MM ? 70 Kis kézizom atrophia, myopathia
8 KSS 20 28 Ophthalmoplegia, retlnltlsigégmentosa, EKG: rovid PQ
9 KSS ” 42 Epilepsia, tapetoretinalis de_generauo, dementia,
hypacusis
10 KSS ? 43 Ophthalmoplegia externa, anacusis, alexia
11 KSS 46 54 Ophthalmoplegia externa, ptosis, retinitis pigmentosa
12 PEO ? 56 Ptosis, amblyopia, ataxia, avt-i proximalis paresis
13 PEO ” 61 N. 1. paresis, hypacusis, optl_cus neuropathia,
polyneuropathia
14 PEO 40 66 Ophthalmoplegia externa, ptosis, avt-i proximalis
paresis
15 PEO 41 Ptosis, apraxia, agraphia, amnesticus aphasia, alexia
16 PEO 67 Ptosis, ataxia, dysarthria, bal hemiparesis
17 MELAS 4 nap 6 honap Altalanos izom hypotonia, e_pllep5|a, tetraparesis,
dysphagia
18 MELAS 21 23 Visszatéré hemiparesis, avt-i akut paraparesis
19 MELAS 38 39 Visszatéré hemiparesis, myalgia, migraine
20 MELAS ? 52 Hemiparesis, ataxia, pszicho-organikus tiinetek

4.14. Téblazat: Az elektronmikroszkopos morfometriai elemzésben résztvevd betegek klinikai

adatai.
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A n. suralisban a myelinizalt axonok szdma &tlagosan kb. 20-40%-al csdkkent.
Némely beteg anyagéban Buengner szalagokat €s regenerdl6dd axonokat is
lattunk. Elvétve egy-egy vastagon myelinizalt atrophias axon is feltiint.
Szegmentalis demyelinizacié csak ritkan volt lathatdé. A n. suralis morfometriai
értékelése sordn a myelin area és az endoneuralis area aranya csokkent a kontroll
egyének értékeihez képest (4.40. Abra). A myelinizalt rostok mm?re
vonatkoztatott szama redukalodott, ami egyértelmiien bizonyitja a periférias

neuropathiat. A numerikus értékeket Id. a 4.15. Tablazat foglalja 6ssze.

A myelin area és az endoneurdlis area
aranyanak szazalékos megoszlasa

40
x 30 T . : . VY
‘_’5 20 + u B MELAS
~S v: ] A KSS
2 s
10 PS *

A betegek megoszlasa

4.40. Abra: A mitochondrialis betegek n. suralis fénymikroszkdpos morfometrias eredményeinek
grafikus abrazolasa (Myelin area/endneuralis area: normalis > 25%).

4.3.4.2 Fénymikroszkopos vizsgélatok és n. suralis morfometria inflmmatorikus
myopathiakban.

A gyulladasos myopathidk, kuléndsen az inclusios testes myositis (IBM)
vizsgalata sordn feltint, hogy ezekben a koérképekben a mitochondriumok
karosodasa sokkal gyakoribb, mint egyeb nem mitochondrialis betegségekben. A
gyulladdsos myopathidkban a mononukleéris infiltrdciok mind az IBM-ben és a
polymyositisben jelen voltak. Valamennyi esetben Gomori trichrom festéssel a
rostok 2-3 %-a bizonyult ,,ragged red"-nek. Az oxidativ enzimreakcio egyenetlen
aktivitdst taldlt a rostok tobbségében. A  félvékony metszetekben
intermyofibrillarisan és subsarcolemmalisan osmiophil anyag felhalmozddasat
lattuk. Az IBM esetekben egy kivétellel valamennyi betegnek volt enyhe-
kdzepesen sulyos polyneuropathiaja (13. kozlemeny) (4. 16. Tablazat, 4.41.
Abra). Az IBM betegek adatait normalis n. suralis biopszia morfometrias

adataival hasonlitottuk dssze.
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Esetszam  Myelin area (%) Myelinizalt A/M

idegrostok/mm?® arany
1 12,9 5990 0,38
2 24,5 7556 0,27
3 28,5 6902 0,34
4 25,8 5198 0,34
5 7,8 3980 0,36
6 14,7 5592 0,38
7 8,6 6450 0,53
8 17,0 7270 0,31
9 10,3 5380 0,55
10 37,3 1039 0,28
11 16,1 1333 0,31
12 2,8 5290 0,51
13 16,2 5861 0,26
14 2,2 3780 0,51
15 24,7 6253 0,41
16 9,9 6820 0,37
17 15,1 11163 0,69
18 15,8 9540 0,35
19 24,1 7573 0,25
20 22,1 6354 0,47

4.15. Tablazat: A mitochondrialis betegek n.suralis morfometriai elemzésének értékei. A: axon
atlag terlilete (um), M: myelinhiively atlag tertilete (ium)

Myelin/ Myelinizalt

Slisée; Kor (év) endq_neu rialis ro§tok Neuropathia tipusa, diagnozis
terulet (%) szama
1 43/M 16** 3947*** Axonalis/neurondlis; T-sejtes lymphoma
2 60/M 20 4727 Enyhe axonalis
3 62/F 21 6368 Axonalis, regeneracidval; mitochondrialis defektus
4 66/F 12 3742 Axonalis/neuronalis, kronikus; mitochondrialis defektus
5 66/M 14 5126 Ritka, axonalis/neuronalis
6 72/F 16 5558 Axonalis/demyelinizacios, regeneracidval, proximalis
7 T4/F 15 3179 Axonalis/demyelinizacios; mitochondrialis defektus
8 82/M 5 3758 Ritka, axonalis/neuronalis

4. 16. Tablazat: Az IBM betegek n. suralis morfometrajanak eredményei
** Normal tartomany: 20-30%,*** 6000-9000 myelinizalt rostok
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Ebben az esetben csak enyhe neuropathiat talaltunk, melyet szdmos regeneralddo
axoncsoport kompenzalt. A molekuléris genetikai vizsgalat soran valamennyi
vizsgalt gyulladasos myopathiaban, ahol a morfoldgiai vizsgalat patologias
mitochondriumokat talalt az mtDNS multiplex delécidja alakult ki (7.

Kozlemény).
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Jelolések: - « kontroll, A: herediter IBM, o mitochondrialis myopathia, » sporadikus IBM ,

4. 41. Abra: A n. suralisban a myelinizalt rostok denzitasanak (myelinhiively area az endoneuralis
area szazalékos aranyaban megadva) diagramja a mitochondrialis betegekben és az IBM-ben. A
133 kontroll egyén denzitasa 20-30% koz6tt mozog.

4.3.4.3 Elektronmikroszkdpos vizsgalatok és elektronmikroszkopos morfometria
mitochondrialis betegekben

Az izom elektronmikroszkopos vizsgalata sordn valamennyi mitochondrialis
myopathias betegben talalt patologids mitochondriumokat. Ezek kozil sok
tartalmazott paracrystallin vagy osmiophil inclusiokat, esetleg amorph anyagot. A
n. suralis axonjaiban soha nem taldltunk z&rvanyokat tartalmazd
mitochondriumokat, mig ezek a Schwann sejtekben gyakran voltak patoldgias
szerkezetliek, homogen anyaggal, paracrystallinnal kitoltottek.

A mitochondriumok szdmanak és feltletének ndvekedeset észleltiik valamennyi
vizsgalt esetben az izomszdvet és a n. suralis kis arteriolainak és capillarisainak a
faldban levd endothel és perivasculéris sejtekben (sima izomsejtek, pericytak)
4.18.- 4. 19. Tablazat.
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Diagnosis Mito No/EC Mito area/EC Mito No/PC Mito Area/PC
KSS/PEO 3,97+1,47* 3,55+0,55* 4,89+1,24 8,10+1,20*
MELAS 3,66+0,52 5,60+1,45* 6,80+2,75* 11,2+1,80*
MM 4,20+1,33* 3,65+055* 5,00+1,52* 7,37+1,07*
Minden beteg 3,54+1,23* 4,26+1,75* 5,56+1,88 8,89+4,20*
Kontrollok 2,15+0,14 2,20+0,80 3,30+1,15 2,40+0,71

4.17. Tabléazat: A n. suralis kapillarisainak faldban levé mitochondrium feliiletek atlag értékei.
EC: endothelidlis sejt, PC: pericyta. * statisztikailag szignifikans a kontrollhoz viszonyitva p<0.05
Az emelkedés statisztikailag szignifikans volt a kontroll csoporthoz viszonyitva.
Nem talaltunk statisztikailag szignifikans kilonbséget a kozponti idegrendszer
érintettségével és a csak periféerias tlinetekkel jaré6 mitochondriopathidk kdzott (4.
Kdzlemény, 1, 2. 3.Absztrakt).

Diagnosis Mito No/EC Mito area/EC Mito No/SMC  Mito Area/SMC
KSS/PEO 4,38+0,98* 5,10+2,32* 9,00+1,93* 5,20+1,55*
MELAS 4,95+1,90 * 5,13+1,45* 10,9+3,10* 10,8+1,70*

MM 5,69+1,22* 6,00+2,99* 7,50+1,95 6,90+1,25*
Minden beteg 4,99+144* 5,40+2,21* 9,13+1,39* 7,64+2,50*
Kontrollok 2,78+0,23 1,99+0,28 4,84+0,09 4,1040,92

4. 18. Tablazat: A n. suralis faldban levd arteriolak mitochondrium feliiletének atlag értékei. EC:
endothelidlis sejt, SMC: simaizomsejt, * statisztikailag szignifikans a kontrollhoz viszonyitva
p<0.05

4.3.4.4 Elektronmikroszkopos vizsgalatok és elektronmikroszkopos morfometria
inflammatorikus myopathias betegekben

Az idiopathias inflammatorikus myopathias betegek izmaban szamos
subsarcolemmalis és intermyofibrillaris mitochondriumot talaltunk. Ezeknek vagy
az alakjuk, vagy cristdzatuk volt rendellenes, idénként paracrystallin inclusiok
toltotték ki azokat (4. 42. Abra). A kéros mitochondriumok mellett valamennyi
IBM esetben patologias filamentumokat észleltiink (4.43. Abra). Lokalizaciojuk
alapjan a filamentumok vagy nuklearisak, vagy cytoplasmikusak voltak. Az
intranuklearisak mindig tubularis megjelenést mutattak, mig a cytoplasmikus
inclusiok filamentosus ill. tubularis szerkezettel rendelkeztek. Alakjuk és
szerkezetuk alapjan a cytoplasmikus inclusios testek 3 csoportba sorolhatok: (1)
tubulofilamentosus, helicalis

klasszikus (2) fusiform megjelenésii paros
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szerkezetii, (3) kompakt membrannal hatérolt tubulofilamentosus inclusiok.
Ezeket a zarvanytesteket mindig valamilyen fokd izomrost degeneracio, glycogen

szaporulat, irregularis myeloid struktirak megjelenése kisérte (7. Kézlemény).

4.42. Abra: Polymyositises beteg izommintaja a.) Megnagyobbodott intermyofibrillaris
mitochondriumok koncentrikus cristazattal (csillag), vagy homogén anyaggal kitéltve (nyil) b., c.)
Subsarcolemmalis koros mitochondriumok koncentrikus cristakkal, vagy elektrondens inclusioval,

d.) e.) Paracrystallin inclusiokkal kit6lt6tt mitochondrium. a.- b.) x24.000, c.) x 32.000, d.)
x26.000, e.) x39.000
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4.43. Abra: Az IBM-e beteg izommintajaban talalt patol6gias inclusiok. a.) Helicalisan
elrendez6dott filamentumok paranuklearis fusiform kotege x 66.000. b.) Centralis lumennel
rendelkezé random modon elhelyezkedd tubulofilamentosus struktirdk membrénnal hatérolt

kotege, x 40.000. c.) Részben random, részben parhuzamosan rendez6détt tubulofilamentosus
strukturak. x 40.000. d.) Myelin-szer(i mebranosus test a paracrystallin inclusiokkal kitdltdtt koros
mitochondriumok szomszédsagaban. X26.000

A 14 kombinalt ideg és izombiopsziaval rendelkez6 esetbdl, ahol az izombiopszia
igazolta az IBM diagndzisat 7 esetben enyhe, 5 esetben kozepesen sulyos és 2
esetben sulyos mertékben csokkent a n. suralisban a myelinizalt axonok szdma.
Valamennyi esetben kis regeneralédé axonokat lattunk. Atrophias axonokat és
aktiv Waller tipusu degeneracio jeleit észleltik 3 esetben. (4.43. Abra), myelin
bomlasterméket a 14-bol 10 alkalommal lattunk. A myelinhiively szokatlanul
vékony volt az axon atmérdjéhez képest 11 betegben. A n. suralisban nem voltak
mononuklearis sejtek jelen. A Schwann sejtekben, a myelin hiivelyben és az

axonokban pleiomoprh elvaltozasokat lattunk (4.44 és 4.45. Abra).
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4.44 Abra: a.) A 10. IBM beteg. A myelinizalt rostok szama kis mértékben redukalodott. Kis
regeneralddo axonok és helyenként vékony myelinhiivellyel rendelkez6 axonok tiinnek ol x 340.
b.) A 7. IBM eset. A nagy myelinizalt rostok szdma nagymértékben csokkent. x 340. c.) Amorph
vagy granularis depositumok a Schwann sejt adaxonalis régiojaban x 10.700. d.) Az 1. beteg egy

vékony myelin hivellyel korilvett kis axonja koriil szokatlanul rendezdétt Schwann sejt

.....
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4.45 Abra: a.) A 11. eset, egy p-granula szerii képletben 2 mitochondrium van a Schwann sejt
cytoplasmajaban a paranodalis myelin loop régidjaban (nyil) x 9900. b.) 1. eset, a mitochondrium
kiils6 és belsé membranja kozott glycogen granulak szaporodtak ol (nyil) x 9.900. c.) 2. eset, a
Schwann sejt megnagyobbodott mitochondriuma homogen anyagot tartalmaz (nyilhegy) x 9.100.
d.) A 10. eset, paranodalis mitochondrium akkumulaci6. X 15.700, e.) Egy nagy csupasz axon
(nyilhegy) nagy mennyiségii homogen matrix anyagot tartalmaz. X 14.900.
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4.3.5. NOTCH3 mutéacidhoz tarsulé neuropathia és myopathia
A genetikailag igazolt CADASIL-os betegek n. suralis biopszidjanak analizise
soran a periférias idegek degeneracigjat és regeneraciojat jelzo eltéréseket

talaltunk (4.46. Abra).
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4.46. Abra: Az 1.-4.. eset n. suralis biopsziajanak félvékony metszetei toulidinkékkel festve. a.) és
b.) tomaculous rostok és aranytalanul vékony myelin hiivelyek lathat6k a relative nagy axonok
koril. a—d,) degeneralt rostok és myelin bomlastermék c.) és d.)-ben (nyilhegy). A b.) és c.)-ben
az idegrostok szama kissé cstkkent, az a.)-ban nem. a—d x390

Az elektronmikroszkdpia soran helyenként megnagyobbodott tliszeri calcium
kristalyokat tartalmazo mitochondriumok tlintek fol. A vézizomban neurogen
atrophiara jellegzetes eltérések mellett tarsul6 myopathiat is talaltunk, ami ragged
red rostokban, korosan megnagyobbodott mitochondriumokban, fokalis tubularis
aggregatumokban, kdrosan megnagyobbodott terminalis cysterndkban és
myofibrillaris anomalidkban nyilvanult meg. Két esetben az endothelium

sejtekben pinocytotikus vacuolak tiintek fol.
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4.47. Abra: Finom strukturalis elvaltozasok a 2. eset n. suralisaban a.) Tipusos GOM a
simaizomsejt felszinén (nyil) és a basalis lamina rostjai kozott feltehetden degeneralt epineuralis
arteriola simaizomsejte korll (nyilhegy), x15,700 b.) szamos = granuldra emlékeztetd vacuola és

osmiophil anyag (nyilak) vannak jelen a myelinizéalt Schwann sejt cytoplasmajaban a Schmidt-
Lanterman incisura magassagaban. x13,000

Egy beteg mitochondrialis genomjat végig szekvenaltuk. A molekularis genetikai
vizsgalata soran a kovetkezd mutacidkat talaltuk: T2352C, T6776C, A8860G,
T12957C, A15326G. Az T12957C baziscsere az MTND5 gen Uj mutacioja, ami
nem eredményez aminosav cserét. A tobbi mtDNS variacié polymorphizmusnak
minésult, melyek kozil az A8860G, A1438G, A15326G ritka polymorphizmus
(Andrews et al. 1999) (19. Kdzlemény).

4.3.6. Herediter neuropathia (PMP22 duplikéacio) és autoimmun betegségek
egyiittes elofordulasa

A proband (1. Beteg) tunetei harmincas évei elejéen kezdédtek deréktaji
fajdalommal, a labak gyengeségével és zsibbadasaval, mely miatt jarasa
nehezitetté valt. Harminchét évesen polyarthritise és immunserologidja alapjan
SLE-t igazolddott tiinetei hatterében. Ezt kovetden masodlagos sicca szindromaja,

autoimmun thyreoiditise és utricaridja alakult ki. Neuroldgiai vizsgélata 44 éves
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4.48. Abra. Intramusculéris ideg EM felvétele a.) Schwann sejt nydlvanyok egy degeneralt
fibroblast szomszédsagaban (nyil). Egy duzzadt mitochondrium a kis myelinhiively nélkdili
axonban (M). Egy masik axonban a glycogen granulak szaporodtak fol (G). b .) Egy kis kollabalt
Schwann sejt myelin hiivelyben levd atrophias axon, melyben tliszert precipitdtumok vannak.
Ugyanez lathat6 nagyobb nagyitasban a d. dbran. c.) Myelinizalt rost paranodusa koros,
kondenzalt adaxonalis terminalis myelin loopokkal (vékony nyilak). A Schwann sejt abaxonalis
cytoplasma mitochondriuma elektron-dens granularis precipitaitumokat tartalmaz és degeneraltnak
tlinik (vastag nyil). Egy szomszédos autophag vacuola (V) is lathato. d.) A b-ben mutatott
mitochondriumban nagyobb nagyitassal finom tiiszer(i struktirak fedezhetdk fel. e.) Egy kis intra-
axonalis myelinizalt rost mitochondriuméaban is lathaté néhany tliszer(i precipitatum. f.) Egy
myelinizalt ideg p granuldja mellett is feltlinik egy kéros mitochondrium tliszer(i precipitatummal
bal oldalon, jobb oldalon szokatlan membrannal hatérolt linearis struktarak vannak (nyil). a
%25,000; b x28,000; ¢x26,000; d x72,000; e x93,000; f x27,000

kordban pes cavust, a vegtagok distalis izomcsoportjaiban atrophiét és sulyos
paresist talalt, sajatreflexei hianyoztak, sulyos distalis tipusu érzészavara volt. A
beteg hlga (2. Beteg) hulszas éveiben észlelte elészor a kezek és labak
zsibbadasat, tgyetlenségéet. Az alsovégtagjaiban kifejezett neuropathias fajdalom
jelentkezett. NeurolOgiai vizsgélata a végtagok distalis izmaiban kézepesen sulyos
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paresist, renyhe sajatreflexeket és enyhe distalis tipusu érzészavart talalt. Mindkét
esetben relative gyors progressziét észleltiink, ezért n. suralis biopszia tortént,
amely mindkét betegben vasculitis fennallasat igazolta. Az 1. betegnél id6kdzben
szisztémas vasculitis is kialakult. Mindkét beteg nagy dézisu methylprednisolont,
cyclophosphamidot, Ivig-t kapott és plasmapheresisben is részesilt. Az
alkalmazott kezelések mellett a klinikai tlinetek javulast mutattak. Batyjuknak (3.
Beteg) gyermekkora Ota darabos volt a jardsa. Vizsgalatakor 46 évesen az
alszaraiban kifejezett hypotrophiat lehetett latni, minkét oldalon pes excavatusa
volt, a labak dorsalflexidja mko gyengiilt erdvel tortént és a végtagokban distalis
tipusu hypaesthesiat jelzett. A csaladban az 6 tiinetei voltak a legenyhébbek. ENG
vizsgalat a ndbetegekben sulyos, a férfi betegben kozepesen sulyos
demyelinizacios tulsulyl neuropathiat igazolt. A n. suralis biopszia mindharom
betegben demyeliniz&ciét mutatott, melyhez masodlagos axonalis ké&rosodas is
tarsult. A morfoldgiai kép CMT1A-ra jellegzetes volt. Az 1. és 2. betegben
endoneuralis lokalizacioban mononuklearis sejtek tiintek fol. A gyulladasos sejtek
tobbsége CD8 ipozitiv volt. Immunseroldgiai vizsgalatok: a vervetel minimum 2
honappal az immunmodulaciés kezelést kovetéen tortént. Az 1. Betegnél anti-
Smith, anti-cardiolipin 1gG és ANA pozitivititds igazolddott homogen ANA
festdési mintazattal. Az eredmény SLE-re jellegzetes volt. Erdekes médon a 2.
betegnek is emelkedett anti-SS-A, anti-SS-B anti-ENA autoantitest titere volt.
Batyjuknal nem taldltunk autoantitesteket, viszont mindharom beteg serum IgG
szintje csokkent volt és a CD19+ sejtjeik szdmét is a normalisnal kisebbnek
talaltuk. A 2. beteg immunmoduléciés kezelései kozil az IVIG volt a
leghatdsosabb, ami jol magyarazhato a beteg laboratoriumi leleteivel (22.
Kdzlemény). A CD4+, CD8+ és CD56+ sejtek aranya, a serum IgM, IgA szintje
és a complement 3 and 4 koncentracidja megtartott volt mindhdrom esetben.
Mivel mindharom csaladtagnal relative koran jelentkezett a neuropathia, labukban
mar koran észlelték a kis labizmok atrophidjat genetikai vizsgalatot végeztiink a
PMP22 gén delécidjanak és duplikacidjanak kimutatasara. A Real-Time PCR-el
vegzett molekularis genetikai vizsgélat mindharom betegnél igazolta a PMP22
gén duplikacidjat. gy megallapithattuk a vizsgalt csalad 2 tagjaban a PMP22
duplikacié autoimmun mechanizmusokkal vald coextencigjat. A 2 etiologia

szinergisztikusan sulyosbitotta a betegek klinikai tineteit (29. Kozlemény).
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5. MEGBESZELES

5.1. A neuroldgiai és pszichiatriai tlinetek és a genotipus dsszefliggéseinek
elemzése mitochondrialis betegségekben

A mitochondrialis betegségek elsésorban a nagy energiaigényii szerveket érintik,
igy a kozponti és a periférias idegrendszer valamint a vazizom gyakrabban érintett
szervek. PET vizsgalataink igazoltak, hogy a gliikoz uptake valamennyi vizsgalt
mitochondrialis betegiink cerebrumaban érintett volt, attol fuggetlendl, hogy a
betegnek volt-e kozponti idegrendszeri karosodasra utalé klinikai tlinetegyttese
vagy sem. Az egyes régiok érintettsége eltéré volt, a legkifejezettebben az
occipitalis és a temporalis régiok karosodtak. Felvetddik a kérdés, hogy vajon az
érintett régiokban az eltéré cerebralis perfuzionak vagy az egyes régiok kiilonboz6
metabolikus ratajanak, vagy esetleg mindkettének koszonhet6 az eltéré mértéki
oxidativ foszforilacié zavar. A kontroll egyénekben a striatumban volt a
legmagasabb a CMRgy,, amit jél magyaraz a régio nagy szinaptikus denzitasa. De
vajon miért érintett leginkdbb a temporalis lebeny? Azt tudjuk, hogy a
hippocampus stresszre nagyon érzékeny (Magarinos et al. 1998) és hogy egyes
neurodegenerativ  betegségekben és bipolaris kdrképekben a temporalis
neocortexben a deletdlt mtDNS mennyisége magasabb az azonos koratlagu
kontroll csoporténal (Kato et al. 1997). A bipoléaris betegek hippocampusaban az
oxidativ foszforilaciét és az ATP-dependens proteoszoma degradaciot szabalyozo
enzimek expresszidjanak kifejezett csokkeneset is leirtdk (Konradi et al. 2004). A
fentiek alapjan feltételezhetjuk, hogy a mitochondrialis diszfunkcio befolyasolja a
mitochondriumok ,,calcium-kezel6” képességét és ez a monoaminerg rendszer
hyperszenzitivitisat eredményezi depresszios tlinetegylttest okozva (Kato et al.
2000). A karosodott energia metabolizmus stressz-indukalta energia-hianyt, laktat
szaporulatot, pH csokkenést okoz az agyban, ami tdlstimulalja a monoaminerg
rendszert. Ez utobbi alapjan nem meglepd, hogy mitochondrialis deficit nem csak
depressziokban, hanem schizophrenidban is el6fordulhat. Ezt igazolja, hogy
strukturdlis és funkciondlis rendellenességeket is irtak le schizophren betegek
oxidativ foszforilacios rendszerében (Marchbank et al. 1995, Rollins et al. 2009),

valamint hogy a microarray vizsgalatok a mitochondrialis malate shuttle rendszer
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és a transcarboxylacid ciklus génjeinek érintettségét talaltdk (Middleton et al.
2002). Mi is figyeltink meg pszichiatriai tiuneteket mtDNS betegség
kovetkeztében. A kétpetéjii ikerpar csaladjaban a maternalisan 6rokl6dé A8344G
mutacio 0j fenotipus, affektiv betegség formajaban jelentkezett, ahol az mtDNS
heteroplasmia ardnya a pszichiatriai tiinetek sulyossagéval korrelalt. Ez a mutécid
leginkabb MERRF szindrémat okoz, mint ahogy az altalunk vizsgalt egypetéjii
ikerparban is, de leirtdk ataxia, myopathia, nagyot hallas, neuropathia és diabetes
mellitus hatterében is (Shoffner et al. 1990). Az egypetéji ikerparunk
anamnézisében is szerepelt depresszids epizdd, de nem az dominalta a klinikai
képet. A depresszidrdl, mint szimptémardl szdmos mitochondrialis betegségben
beszamoltak, legyen a betegség mtDNS vagy nDNS mutacié altal okozott
(Campos et al. 2001, Koene et al. 2009), de soha nem korrelalt a tlinet sulyossaga
a mutans mtDNS aranyaval. Az irodalmi adatok szerint az MR spektroszkopia is
igazolja bipolaris depresszidoban az agyi metabolizmus érintettségét, a nagy
energidju foszfatok csokkent szintjevel, a frontalis és temporalis lebenyben a
csokkent pH-val, és az emelkedett sziirke alloméany laktat szinttel,(ld. irod Kato et
al. 1998). Emelkedett laktat szintet irtak le elsé pszichotikus epizodban is
(Renshaw et al. 2003). Az emelkedett agyi laktat szint a mitochondrialis
érintettség szenzitiv markerének is tekintheté. TCD vizsgalataink eredményei jol
korrelalnak azokkal a megfigyelésekkel, hogy az oxidativ metabolizmus
karosodasa és az anaerob glycolysis relativ fokozodasa miatt a mitochondrialis
betegségekben enyhe agyszoveti lactacidozis alakul ki. A lactacidozis a cerebralis
veredények enyhe dilatacidjat eredményezi. Ez lehet az oka, hogy az
acetazolamide teszt csak enyhe, nem szignifikansan csokkent reserve kapcitas
valtozast detektalt a kontroll egyénekhez képest.

A MELAS szindroma patogenezise még mindig rejtély. Korabbi morfoldgiai
tanulmanyokban a MELAS-os betegek pialis és intracerebralis arteriolaiban
mitochondriumok felszaporodasat irtak le (Sakuta et Nonaka 1989). Tokunaga és
mtsi  (1993) feltételezték, hogy a MELAS-0s esetekben a veéredényekben
felszaporodott mutans mtDNS jatszhat fontos szerepet a stroke-szerii tiinetek
kialakitasaban. Mas szerzok véleménye szerint, a mutdns/normalis mtDNS arany
fluktuacioja okozhat energia krizist a MELAS-0s betegek kozponti
idegrendszerében (Byrne et al 1991). igy a klinikai tiinetek nem a mitochondrialis

microangiopathia kozvetlen kovetkezményekent jonnek létre, hanem szisztémas
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mitochondrialis cytopathia okozza azokat. Ez utobbi véleményt tdmasztjak ala
sajat elektronmikroszkdpos morfometriai vizsgalataink, melyek soran nemcsak
MELAS-ban igazoltuk a vazizomzat kis véredényeiben levé ¢€s a n. suralis vasa
nervorumaban  elhelyezkedd6  mitochondriumok  megnagyobbodasat  és
felszaporodésat, hanem a kozponti idegrendszeri tlinetekkel csak ritkan jaro
CPEO-ban és MM-ban is (4. Kdzlemény, 1 és 2, Absztrakt). E mellett sz6lnak
TCD vizsgalataink is, melyek az acetazolamide teszt alkalmazasakor a cerebralis
arteriolak  vasoreactivitdsanak enyhe csokkenését igazoltak valamennyi
mitochondrialis csoportban (MM, MELAS, KSS/PEQO) a kontroll egyénekhez
képest. Az acetazolamid teszt eredménye jol korreldl Kodaka et al. (1996)
eredményével, akik 13 mitochondrialis encephalomyopathias betegben mérték
transcranidlis Dopplerrel a cerebrovascularis CO, reactivitast és annak
csokkenését talaltdk. Szintén a mitochondrialis cytopathia tényét tamasztja ala a
szoveti glikoz és oxygén metabolizmus zavaréra utal6 luxus perfuzié jelensége is,
amit egy MELAS-o0s betegben detektaltak PET segitségével (Yokoi et al. 1990).
Feltételezéslinket késobb igazolta Betts et al. (2006), ui. a MELAS betegekben a
corticalis és leptomeningealis véredények faldban mitochondrialis diszfunkciot
jelzd kifejezett COX aktivitds csokkenést talaltak. Sajat eredményeink arra is
utalnak, hogy a véredények falaban levé mitochondrialis cytopathia fontos
szerepet jatszhat a mitochondrialis megbetegedések esetéen a periférias
neuropathia Kkialakitasaban is. Elektronmikroszképos vizsgalataink soran a
neuronok perikaryonjaiban talalt kéros mitochondriumok pedig azt jelezték, hogy
a neuropathia nagy valdsziniiséggel nem csak a vasa nervorum érintettsége miatt
alakul ki.

A mitochondrialis betegségek fenotipusa rendkivil valtozatos. Nem csoda, hogy
az 1990-es évek elejen leirt klasszikus mutécidkkal jaré korképek mai ismereteink
szerint csak toredékét teszik ki az mtDNS betegségeknek. Egy klinikai tlinetet
szamos mtDNS mutécié eredményezhet, de egy bizonyos mutacio szamos Klinikai
tinet formajaban is megnyilvanulhat. JOl példazza ezt az A3243G és az A8344G
mutaciok epidemioldgiai vizsgalata is. A tunetek intrafamiliarisan is
kilonbozhetnek. Egyik MERRF mutaciot hordozd csalddunk  érintett
csaladtagjaiban a heteroplasmia aranya kiilonb6zé volt és ezzel a pszichiatriai és
neuroldgiai tlineteik sulyossaga is jol korrelalt A legmagasabb heteroplasmia

aranyl betegeknél myopathia is jelentkezett, a kisebb mutans mtDNS arany csak
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pszichiatriai tiineteket okozott. Az egypetéjiit MERFF mutaciot hordozo ikreknél a
heteroplasmia aranya kdzel azonos volt, neuroldgiai tlineteik sulyossaga mar fiatal
korukban is eltert. Egyikuk sulyos, terdpiara rosszul reagdld myoclonus
epilepsidban szenvedett, melyhez ataxia, és depresszids tlinetegyuttes is tarsult,
mig testvére jo terapias responsivitast mutatd myoclonus epilepsiaban szenvedett,
tarsul6 enyhe atmeneti depresszidés epizéddal. A monozygota ikrek eltérd
fenotipusa és gyOgyszer reaktivitasa egyértelmiien igazolja az mtDNS mutacio
mellett epigenetikai faktorok szerepét is a mitochondrialis betegségek klinikai
tlnetegydttesének kialakitasaban.

A disszertacioban elemzett patogén mtDNS mutaciok kivétel nélkil tRNS
génekben helyezkednek el. A tRNS mutaciok nagy része Aaltalaban a
mitochondrialis protein szintézist csokkenti. Ennek hatterében leginkabb a
rendellenes aminoacylacié all. A tRNS-eket az aminoacyl tRNS synthetase
nagyon specifikusan ismeri fel, egyetlen baziscsere is "noncharging"-ot okozhat
(Schimmel 1977). A koros aminoacylacio igazolasa azonban (kuléndsen, ha ez
heteroplasmikus formaban torténik) bonyolult. Sissler et al. (2004) egy olyan in
vitro traszkripciés modellt hoztak létre, mely segitségével jol kovethetdi az egyes
tRNS mutéciok kovetkezménye. A sulyos mitochondrialis myopathidban
szenvedd kislanyban 4 mutéciot detektaltunk a tRNS-““UR) _pen. Ezek kézil az
anticodonban, az 3266. nt-nal levé mutacio a legfontosabb, ui. kdvetkeztében az
UAA kéd UGA-ra valtozott. Az UGA triplet normalisan a tRNS**“N-t kédolja.
lgy az A-G tranzicié kovetkeztében a tRNS alapfunkcidja valtozott meg.
Homoplasmikus formaban ez az élettel 0Osszeegyeztethetetlen. A gyermek
esetében a mutacio csak az izomszovetben fordult el csaknem homoplasmikusan,
a verben az nem volt kimutathatd. A protein szintézis zavara a koros
aminoacylacio mellett kialakulhatott az anticodon kar destabilizacidja miatt (még
abban az esetben is, ha a normalis aminosav toltédik be, a 3261. és 3259. nt-nal
levd pontmutacidk az anticodon torzs destabilizaciojat okozhatjak). Ezt igazolja,
hogy szintén az anticodon torzsben levd T3271C szubsztiticié sulyos
csecsemOkori myopathiat eredményez (Goto et al. 1990), mig a 3260. nukleotid
pozicidban levd mutacid felndttkori cardiomyopathiadt és myopathidt hoz létre
(Zeviani et al. 1991). Esetlinkben a tobbes mtDNS mutaciok egyittes hatasat

valdszintsitjiik a klinikai tinetek hatterében.
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Hasonldan tébb mtDNS variécid szinergisztikus hatdsdnak gondoljuk a dystoniat
és fiatalkori stroke-ot a kozolt 3 tagl csaladban, ahol a sulyos dystonidban
szenvedd fitiban, testvérében ¢€s édesanyjaban heteroplasmikus A8332G mutécid
igazolodott. A kontroll egyenek vizsgalata és az irodalmi adatok ismeretében ez a
mutacio patogénnek mindsithetd, mert maternalis szegregaciét mutat,
heteroplasmikus forméban volt jelen, és a vizsgalt 150 egészséges kontroll
magyar személynél nem igazolddott. A 8332. nt pozicidoban elhelyezkedd ,,A”,
evoluciésan nem erésen konzervalt, azonban a mutacié a tRNS 38. nukleotidjat
érinti, amely mindig a 22. nukleotiddal all H-kdtésben. Ez a kotés viszont mar
evoluciosan konzervaltnak tekinthetd, amely ember esetében a 8316. és a 8332. nt
kozott helyezkedik el (Campos et al. 2000). A T8316C szubsztitucié az
irodalombol myopathia, laktacidozis és stroke-szeri tiinetek hatterében
patogénként ismert (Campos et al. 2000). Hatasara az tRNS“® anticodon térzs
elsd bazisparjai kozotti H-kotés oldodik fel (4.7. Abra). Ennek kovetkeztében az
anticodon torzs dupla helixe és a tRNS masodlagos strukturaja karosodik. A
mutacio hatasat a betegek fibroblasztjainak csokkent Komplex I. aktivitasa is
igazolta. Az enzimaktivitas legkifejezettebben az 1. betegben csdkkent, akinek a
klinikai tlinetei a legsulyosabbak voltak, és akinek a heteroplasmia aranya 65%
volt. Ebben a csaladban az 0 patogén mutacié mellett 16 tovabbi
polymorphizmust talaltunk az mtDNS-ben. A COII-tRNS™*® koz6tti nem kddold
intergénikus (NC7) régidban egy 9 bp delécid és a C8270T szubsztiticio is jelen
volt. Ezt a delécidt kelet-azsiai antropoldgiai markernek gondoltak (Horai et al.
1996), mely a replikacié soran ,slipped-stranded mispairing” (SSM) miatt
instabilitast eredményezhet. A CB8270T szubsztitlciot eleinte ischaemias
szivbetegségben gyakran el6forduld polymorphizmusnak mindsitették (Ruppert et
al. 2004), majd azt Gonzalez (2007) és Thangaraj (2008) vizsgalatai a 9-bp-0s
delécidval egyitt az M szubhaplocsoport determinansanak véleményezték. A
tRNS™* pseudouridin loopjaban (T-loop) talalt nt8347 szubsztitliciét Coon et al.
MitoChip resequencing array-el Alzheimer-kéros betegekben szignifikansan
magasabb aranyban talalta meg, mint az egészséges kontroll személyekben (Coon
et al. 2006). Az éaltalunk talalt 3 szinonim (a 9bp delécio, G8697A és az
A11812G), és 1 nem szinonim szubsztitlcié (T10463C a tRNS*"-ben) maternalis
oroklodésti sensorineuralis nagyothallasban szenvedd betegekben is eléfordult

(Lehtonen et al. 2003). Ezen kohort egy betegében a T haplocsoport specifikus
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G8697A szubsztitucio és a T10463C nem szinonim SNP a mi csalddunkhoz
hasonléan egyiitt volt jelen. Ez alapjan ugy Véljik, hogy ezeknek a szekvencia
varidcioknak a szinergisztikus hatasa szerepet jatszhat a sensorineuralis
hallasvesztésben.

Nem csak pontmutacidk, hanem az mtDNS egyes és tobbes delécidi is okozhatnak
Klinikai tlineteket. A Kearns-Sayre szindromés betegink esetében ismertetett, a
mitochondrialis genom utolsé szakaszara lokalizalodo kis kiterjedésii deléciok
ritkak. Ez az 1.2 kb terjedelmii deléci6 a cytochrome b gént €s egy hatarolo tRNS-
t foglal magaba. Feltételezziik, hogy a deléci6 hatdsara a Komplex IV. miikodése
nem kéarosodott szignifik&nsan, hiszen cytochrom c jelenlétében a COX reakcioval
nem detektaltunk COX negativ izomrostot. A Komplex Ill. azonban karosodott,
mert az extra szubsztrat hozzaadasa nélkiil a Komplex V. aktivitas csokkent.

A felnéttkori kezdetii mitochondrialis myopathia-neuropathia héatterében altalunk
leirt egyes nagy mtDNS delécié irodalmi ritkasdg. Kizar6lagosan periférias
tinetekkel jaré mitochondrialis myopathia hatterében kozlésiink el6tt csak mtDNS
pontmutéciokat irtak le, (Bindoff et al. 1993, és Moraes et al. 1993). Az
irodalomban els6ként kozoltiink olyan mitochondrialis myopathiat-neuropathiat
melynek hétterében egyes nagy delécio igazolodott (5. Kdzlemény). A 8.5 kb-nél
nagyobb delécidok csak ritkan fordulnak eld és azokat mas klinikai tiinetekkel
Osszefliggesben irtak le. Ballinger et al. (1992) maternalisan 6roklédé diabetes
mellitusban talaltak heteroplasmikus 10.4 kb nagysagu delécidt, amely a nehéz
lanc replikécidjanak kiindulasi helyét is érintette. A mi esetinkben nem
karosodott a replikacié origoja és a transzkripcié promoter régidja, a delécié 9
polypeptid gént és 9 tRNS gént (tobbek kozott a tRNS-UUYR\t) érintett. Mint KSS
szindromas betegunknél mar emlitettik, ez a tRNS dominans szerepet jatszik a
kiilonb6z6 mitochondrialis betegségek patogenezisében. A tény, hogy relative
nagy génszakasz deletalt, de a klinikai tlinetek mégis enyhék, azzal magyarazhato,
hogy a deletalt genomok szdma alacsony volt. Megfigyeléseink alapjan a tiinetek
sulyossadgat nem a delécio lokalizacioja és mérete hatarozza meg, hanem a
heteroplasmia mértéke. Ezt a feltételezést tdmasztjak ala Shoffner et al. adatai is
(1995), miszerint a tRNS-WWR'  génben egyetlen nukleotid par delécidja is

okozhat mitochondrialis encephalomyopathiat.

109



5.2. A mitochondrialis tRNS"® gén és hatarolé régidiban talalt eltérések
jelentésége

Az mtDNS egyes szakaszain a mutaciok eléfordulasanak gyakorisaga kiillonb6zo.
A tRNS genek mutécios ratdja rendkivil magas, igy ezek a mitochondridlis
genomon beliil hot spot régioknak tekinthetdk (www.mitomap.org). A legtdbb
mutaciot a tRNS-(“UR) génben talaltdk. Masodik helyen &ll a tRNS™® gén,

crer

(www.mitomap.org). Munkénk soran a mitochondrialis tRNS™® gén és annak

kozvetlen kozelében levd gén szakaszok variabilitasat és a variabilitas
kovetkeztében keletkezé  szubsztiticiok  kovetkezményét tanulmanyoztuk
mitochondrialis betegség gyanUja miatt vizsgalt és egészséges kontroll
egyenekben. Vizsgalataink sordn a kérdéses régioban 10 kiilonb6z6 mtDNS
variaciot talaltunk. A cytochrom oxidaz-c 1. alegysége, és tRNS™*® gén kozotti
szakasz az irodalombol is hypervariébilis régioként ismert. Ebben a régidban
harom magyar csaladnal az nt 8271-8280 kozott egy 9 bp-os delécidt talaltunk,
amelyet kelet-azsiai antropoldgiai markerként tartottak nyilvan (Horai et al.
1996). Kaukézusi populacioban ez az eltérés rendkivil ritka, eddig harom esetben
irtdk le Skécidban (Thomas et al. 1998), Spanyolorszagban (Barrientos et al.
1995) es Finnorszagban (Lehtonen et al. 2003). Ezzel szemben a 9 bp delécid
eléfordulasi gyakorisaga Kinaban 14,7% (Yao és mtsai 2000); Taiwanban 21%
(Liu et al. 2005); Thaiféldon 18-45% (Fucharoen et al. 2001); Indidban 2,15%
(Thangaraj et al. 2006); Afrikdban 0,9% (Soodyall et al. 1996) mig a venezuelai
indian populéciéban 3,39% (Vona et al. 2005). Az amerikai indianok kozott is
relative gyakran talaltdk meg (Wallace et al. 1992). A hypervariabilis génszakasz
delécioja a kordbbiakban diszkutalt modon feltehetéen a ,,slipped-stranded
mispairing” mechanizmussal okoz instabilitast és igy tovabbi mtDNS hibak
kialakitasara hajlamosit. Ezt igazolja a megfigyelés, hogy Taiwanban az A8344G
patogén szubsztitucioval bird betegek 67%-aban talaltdk meg a deléciot (Liu et al.
2005), mig az egeszséges népessegnek minddssze 21%-aban volt jelen. Az 5.1.
pontban diszkutalt dystonias magyar csalad esete is igazolja ezt a feltételezést,
hiszen mtDNS-iikben a kérdéses régidban a 9 bp delécio mellett a 8270. és 8347.
nukleotid SNP-je és az A8332G patogén mutacioja igazolodott.

A 9 bp delécié jelenléte miatt a csalad mtDNS-t haplotipizaltuk (Dr. Raskd

Istvan) ¢és Osi, azsiai populaciora jellemzé B haplocsoportot talaltunk. A
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honfoglal6 magyarok csontjainak haplotipus elemzése azonban 70-b6l csak 1
esetben talalta meg a fenti haplotipust (Témory et al. 2007), amely alapjan nem
valdszinti, hogy az altalunk vizsgalt magyar csalad kozvetlen rokonsagi
kapcsolatban all a honfoglal6 magyarokkal. Ugy gondoljuk, hogy a kelet- azsiai
antropoldgiai marker (9 bp delécid) jelenléte a magyar betegekben szarmazhat a
magyarsag torténelmébdl, de nem zarhaté ki azonos lokalizacioji rekurrens
delécio megjelenése sem. A masik két 9 bp delécioval rendelkezd csaladunk ui.
nem Osi haplocsoportba tartozik. A Taiwanban talalt korrelacidk és az altalunk
vizsgalt esetek alapjan feltételezziik, hogy a 9-bp-os delécio jelenléte az mtDNS
hipervaridbilis szegmensében a mitochondrialis genom instabilitdsat eredményezi
és hajlamosithat patogén mutaciok kialakulasara is.

Az ismert A8344G MERRF mutéciot 13 esetben talaltuk meg a betegekben. A
betegek klinikai tlinetei rendivil valtozatosak voltak és a vart klasszikus tiinet
csak az esetek 20%-aban volt jelen. Egy tipusos MERRF szindromés csalad
esetében ehhez a mutaciohoz az A8347C és a G8251A polymorphizmusok is
tarsultak. Tlneteik sulyossagat nem befolyasolta a tarsulé SNP-k jelenléte. A fenti
eltéréseken kivll a vizsgalt régidban tovabbi 6t polymorphizmust (G8251A,
G8269A, C8270T, del. 8271-8280, G8292A) talaltunk, amelyek mindegyike
antropolédgiai markernek mindsiilt.

Vizsgalataink soran egy az irodalomban eddig még le nem irt patogén mutaciot
(A8332G) azonositottunk a kordbban mar leirt a MERRF szindroma hatterében jol
ismert A8344G mutacié mellett. A patogen mutaciok a tRNS™® miikddéséhez
fontos pozicidkban helyezkedtek el, H-kotésben, illetve konzervalt pozicidkban.
Megallapitottuk, hogy bizonyos mutaciok hajlamosithatnak mas mtDNS
rendellenességek kialakulasara. Az egyes esetekben, a betegség hatterében tarsulo
patogén mutaciok hatasat az egyébként nem patogén mutaciok mddosithatjak. Az
mtDNS hipervariabilis szakaszai nem csak a klinikai genetikai diagnosztikaban,
de a populéciogenetikai vizsgalatokban is fontosak, hiszen az altalunk talalt
polymorphizmusok nagy része valamely haplotipust vagy szubhalpotipust

jellemzi.

5.3. Az mtDNS A3243G es A8344G mutacidinak genetikai epidemiologiai

vizsgalata
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A neurologiai betegségek hétterében az mtDNS A3243G és A8344G
kdzép-kelet Eurdpaban.

Az A3243G mutéciot 631 valbdszintileg mitochondrialis betegségben szenvedd
beteg koziil 14 esetben (6 beteg és 8 csaladtag) tudtuk kimutatni, mely alapjan a
kohortban az eléforduléas frekvencidja 2,22%. Az A8344G mutacio 513 betegbdl
11 betegben és 2 csaladtagban igazolddott, igy ennek a mutacionak a frekvenciaja
a vizsgalt kohortban 2.53%.

Vizsgélt Az A3243G

Mutacios . Bevalasztasi .
frelcvencia bet,egek mut,aclok kritériumok Orszag Irodalom
szama szama
9.09" 22 2 DM?2 Horvatorszag Martin-l;:)egzer etal,
3.33 90 3 DM Kina Wang et al., 2009
3.01 133 4 DM2 Kina Ng et al., 2000
2.92 240 7 DM Japan Ohkubo et al., 2001
Korai kezdetti Svéd- és
2.61 115 3 DM Finnorszag Lehtonen et al., 1999
2.03 148 3 DM1, DM2 Portugalia Salles et al., 2007
Katalénia, .
0.72 138 1 DM1 , Francisco et al., 2005
Spanyolorszag
Kina
0.47 428 2 DM2 Zhang et al., 2004
0.41 244 1 DM2 Kina Zhao et al., 2006
DM1, DM2,
0.41 733 3 MIDD, Portugalia Salles et al., 2007
hallasvesztés
0.07 1460 1 DM, Németorsza Klemm et al., 2001
) hallasvesztés g v
0.00 129 0 DM2 Lengyelorszdg  Malecki et al., 2001
0.00 184 0 DM2 Kina Tang et al., 2006

5.1. Téblazat: Kiilonb6z6 orszagokban a mtDNS A3243G mutacid frekvencijanak
megoszlasa diabetes mellitus-os betegek kdrében (* Pilot study: szajnyalkahartyabdl izolalt DNS
mintakbdl, ** a betegszelekci6 a Mitochip microarray eredmények alapjan tértént)

A mitochondrialis betegségek 0ssz prevalenciajat egy spanyol tanulméany a 14 év
feletti populécidban relative magasnak talalta (5.7:100.000) (Arpa et al. 2003),
ahol a diagnozist a klinikai tunetek mellett a morfoldgiai és molekuléris bioldgiali
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vizsgalati eredmények alapjan allitottak fel. Az A3243G mutécio tobb kdzlemény
szerint is az mtDNS betegségek kozil a leggyakoribb. Pang et al. (1999)
vizsgalatai is ezt a feltételezést tdmasztjak ald, ugyanis 177 mitochondrialis
betegbdl 32-nél talaltdk meg ezt a mutaciot és 9 esetben A8344G szubsztitucid
igazolddott. Chinnery et al. (2004) a patogén mitochondrialis mutaciok jelenlétét
1:8.000-re becsiilte. A mitochondrialis etiologiat (A3243G mtDNS mutaciét) a
fiatalkori stroke szindromékban Majamaa et al. 38 occipitalis terlleti ischaemias
stroke-os betegnel dsszesen 2 esetben, azaz az esetek 5,26%-aban talalt A3243G
mtDNS mutéciét (Majamaa et al. 1997). Az A3243G mutacio frekvencigja
kiilonb6z6 orszagokban nagy variaciot mutat, amely fiigg a kohortba valo
bevalasztas kritériumatol. A legtobb tanulmany a mutéacid eléfordulasat diabetes
mellitus-os betegekben vizsgalta (5.1 Tablazat).

Az irodalombdl hat olyan tanulmany ismert, ahol az A3243G mutacio
gyakorisagat multiszisztémas tinetekkel bir6 mitochondrialis fenotipusok
hatterében vizsgaltak, és a bevalasztasi kritériumoknal figyelembe vették a
morfologiai eredményeket. A mutacié frekvenciaja ezekben az esetekben 0% és
44,33% kozott volt (Mkaouar-Rebai et al. 2007; Majamaa et al. 1998; Wang et al.
2008; Sternberg et al. 2001; Rodrigez-Hernandez et al. 2000; Chae et al. 2004).
Ezek kozil 3 tanulmanyban a betegeket az izombiopszia eredménye alapjan
eldsziirték és csak azon betegeknél tortént genetikai vizsgalat, akiknél a biopszia
mitochondrialis betegségre utalt. Ezekben az esetekben a mutécids frekvencia
12,5% és 44,33% kozott volt (Wang et al. 2008; Chae et al. 2004; Rodrigez-
Herndndez et al. 2000). Vizsgalatunkhoz hasonld bevalasztasi kritériumot 3
munkacsoport alkalmazott. Az eredmenyeket 0sszehasonlitva a finn népesség
korében az A3243G mutécio eléforduldsa lényegesen nagyobb (6,5%) (Majamaa
et al. 1998), mig Franciaorszagban (1,2%) (Sternberg et al. 2001) és Taiwanban
(3,39%) (Pang et al. 1999) a magyar népesség korében talalt mutacios frekvencia
értekekhez (2.22%) hasonlé eredményt kaptak (5.2. Tablazat).
Gondolkodasunkban mind a MELAS szindroma, mind az annak hatterében allo
leggyakoribb mtDNS mutacid, az A3243G szubsztitucid is, leginkabb a fiatalkori
stroke-kal kapcsolodik Gssze es a maternalis 6roklédésti egyéb mitochondrialis
betegsegekre utalo tiinetek, mint nagyothallas, ataxia, alacsony termet, endokrin
zavarok, basalis ganglion meszesedés, diabetes mellitus mar nem asszocialodnak

az mtDNS ezen nukleotidjanak mutécidjaval. A finn adatokhoz képest az altalunk
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vizsgalt idészakban az A3243G mutacio6 eléforduldsa alacsonynak bizonyult. Nem

zarhato ki, hogy a finn népességben ténylegesen nagyobb a valdsziniisége az

mtDNS A3243G mutédcio eldforduldsi gyakorisaganak, de az egyéb europai

molekuléris epidemioldgiai vizsgélatok alapjan ennek valoszinlisége kicsi. Az

A3243G mutécid frekvencidja nagymértékben fligg a betegek szelekciojatol (5.1.
Tablazat, 5.2. Tablazat).

A3243G
Vizsgalt  mutécidval Mutacics
Orszag Bevalasztasi kritériumok betegek  rendelkezé . lrodalom
. frekvencia
szama betegek
szdma
. Mitochondrialis =~ Wangetal.,
Kina encephalomyopathia 97 43 44.33 2008
Mitochondrialis
encephalomyopathia,
. Chae et
Korea psyc_homotoros_ meglassultsaq, 85 19 99 35 * al.
cardiomyopathia, stroke-szerti 2004
epizodok, sensorineuralis
hallasvesztés, DM, vesebetegség
. o Rodrigez-
Kuba ~ Mitochondrialis 8 1 1250"  Hernandez
encephalomyopathia, CPEO et al..2000
DM, sensorineuralis
hallasvesztés, epilepsia, ataxia,
. . occipitalis stroke, CPEO, Majamaa et
IR cerebralis calcificatio, e = 29 al., 1998
fehérallomany betegség,
hypertrophias cardiomyopathia
o’ Marotta et
Ausztrdlia  KSS, CPEO 1184 73 6.17 al. 2004
Taiwan  CPEO, DM 177 6 339 a9 Cre
Franciao.  Sensorineuralis hallasvesztés 29 1 345" Le;ggge’
Japan Sensorineuralis hallasvesztés 230 4 1.74 N;g;égf t
Mitochondrialis Sternbera et
Franciao.  encephalomyopathia 166 2 1.2 al 205’1
Kina Leigh- betegség, 124 1 0.81 Zha;goe; al.
Mitokondridlis betegség -
MIDD, MELAS, MERRF, Mkaouar-
Tunézia  CPEO, hypertrophias 128 0 0 Rebai et al.
cardiomyopathia, Leigh- 2007
szindréma
UK Idiopathias cardiomyopathia 52 0 0.00 T;Irggggt
. . Leeetal.,
Taiwan Ataxia, SCA 265 0 2007
USA (NY) Insulin dependens DM 270 0 0.00 Abig;; U

114



5.2. Tablazat. Az egyes orszagokban a mtDNS A3243G mutacié frekvenciajanak
megoszlasa a mitochondrialis betegek kdrében (* A betegek szelekcidja az iombiopszia eredménye
alapjan tortént, ** a betegszelekcid a Mitochip microarray eredmények alapjan tértént)

Az A8344G mutacid gyakorisagat eddig 6 orszagban vizsgaltak. Finnorszagban
621 olyan beteget valasztottak be, akiknek klinikai tlinete mitochondrialis
betegségre utalt. Meglepd modon egy pozitiv beteget sem talaltak. Ezzel szemben
Texasban 2%, Eszak-Kelet-Anglidban 3,85%, Koreaban 4,62% és Taiwanon 5%
volt a mutacios frekvencia a kivalasztott betegekben. Csaknem minden
munkacsoport a mitochondrialis betegség gyanus teljes kohortot vizsgélta valtozo
szigorusagu kritériumok mellett. Ha a kritérium nagyon szigoru volt, azaz csak
bizonyitottan OXPHOS betegek kerlltek be a vizsgalatba a mutécids frekvencia
megemelkedett 23%-ra (5.3. Tablazat).

A8344G
’ . Vizsgalt mutéciot L
2 Bevalogatasi 2 Mutécios .
Orszag s betegek hordozé - Referencia
kritériumok My betegek frekvencia
szama
Feltételezett Kwon et al
Korea mitochondrialis 65 4,62% 2009 '
betegség
Definitiv
mitochondrialis 0 Scaglia et al,
UEEs betegség (Walker L2 &0 2004
Kritérium)
Taiwan M'tEChO”qr'a"s 177 5%  Pangetal, 1999
etegség
- Feltetelezett .
Eszak—K_eIet— mitochondrialis 104 3,85% ey ek
Anglia b , 2000
etegség
Ataxia, epilepsia,
lipoma, myopathia,
Eszak- PEO, optikus 0 Remes et al,
Finnorszag atrophia, 621 0% 2003
neuropathia,
hypoacusis
Miami DEIHOB ki, Tengan et al
oy mitochondrialis 13 23% g '
Brazilia b ; 1997
etegség

5.3. Tablazat. Az egyes orszagokban talalt A8344G mutacios frekvencia

Az mtDNS epidemioldgiai vizsgalatokban nem csak a betegbevalasztasi

Kritrérium jo megvélasztasa, hanem a heteroplasmia miatt a vizsgalt szovetek és a

metodika is befolyasoljak az eredményt. Horvatorszagban kozoltek egy

115



tanulméanyt, melyben az A3243G mutéacio csak a buccalis nyalkahartyabdl izolalt
mtDNS mintabol volt kimutathatd, mig a vérbdl izolalt DNS minta elemzése nem
érzékelte annak jelenlétét (Martin Kleiner et al. 2004). A mi betegeink kdzott is
volt egy, akinek csak izomszovetében tudtuk detektalni az A3243G szubsztituciot,
a vérben az nem volt kimutathatd. Ez a tény felveti annak lehetdségét, hogy a
vérben levé igen alacsony szintli heteroplasmia ardny miatt nem keriil a
pontmutacio felismerésre. Ennek alapjan a mutacio legbiztosabban posztmitotikus
szovetb6l mutathatd ki. A szajnyalkahartya sejtjei nem posztmitotikus sejtek, de
ezek turnovere kisebb, mint a periférias vér elemeié, ami meggatolja a mutacio
un. kimosddasat. Posztmitotikus szovet hidnyaban ez is alkalmas lehet a mutacid
analizisre.

A Kkét tanulmany alapjan elmondhatjuk, hogy az mtDNS pontmutaciok
epidemioldgiai  vizsgalatainak eredménye, a kapott frekvencia érték
nagymértékben fligg a vizsgalt betegek bevalasztasi kritériumatdl és a vizsgalt
szovettél. Az altalunk kapott mutécids frekvenciak hasonldak mas eurdpai

orszagok kozolt adataival.

5.4. A molekularis bioldgiai vizsgalatok szerepe az mtDNS betegségek
diagnosztikajaban és prenatalis diagnosztikajaban

A genetikai betegségben szenvedd paroknak sok esetben lehetdségiik van
prenatalis diagnosztikara és a foetus érintettsége esetén a terhesség terminaciojara.
Tobb mint 40 monogénes betegséghben ma maér alternativ diagnosztikus lehetéség
a preimplantatios genetikai diagnosztika (PGD). A mendeli betegségektdl
eltéréen, ahol a cél a mutacié jelenlétének vagy hianyanak a megallapitasa az
embryoban, a mitochondrialis betegségekben a mutans mtDNS heteroplasmia
aranyanak meghatarozasa a cél. Igy mieldtt az mtDNS betegségekben ajanlanank
a PGD-t, fontos a mutans mtDNS szegregécids mintazatanak megértése a noi
ivarsejtekben. A heteroplasmikus mtDNS transmisszio vizsgalatara két neutralis
mtDNS polymorphizmust tartalmazo egértorzset hasznaltunk (Jenuth et al. 1996).
Ebben az egértérzsben az mtDNS polymorphizmus utdédokba val6 transmissziojat
a random genetkai drift hatdrozza meg (Jenuth et al. 1996), hasonldéan a human
mtDNS betegségekhez (Chinnery et al. 2000). A PGD az oocyta vagy a zygota
polaris testjébdl, vagy a korai embryo egyes blastomerjébdl is kivitelezhetd. A

poléaris test vizsgélata etikai szempontok miatt elénydsebb lehet, hiszen elkeriili a
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human embryoval valé manipulaciot. Vizsgalataink alapjan az els6 poléris test és
az erett oocyta ooplasmajanak heteroplasmia (HP) aranya gyakorlatilag identikus.
Ez azt bizonyitja, hogy még a polaris testben jelen levé kis mennyiségii mtDNS is
JOl reprezentélja a teljes oocytat. Az ugyanazon egér egyes oocytainak HP aranya
azonban nagyon kiilonb6zd volt, és eltért az anyai HP aranytol is, feltehetden az
mtDNS genetikai ,,Uvegnyak hatas” elvén kialakuld transmisszidjanak
koszonhetden (Jenuth et al. 1996). A korai embryok egyes blastomerjeinek HP
aranya csaknem azonos volt. A 2-, 4-, 6- és 8-sejtes embryok egyes
blastomerjeinek mtDNS tartalma nagyon kiilonb6zd, de ez nem befolyasolta a
diagnosztikus vizsgalat kivitelezhet6ségét. Annak ellenére, hogy Van Blerkom et
al. (2000) a human embryo pronuklearis allapotdban aszimmetrikus
mitochondrialis megoszlast figyelt meg, vizsgalataink alapjan Ugy gondoljuk,
hogy az egyes blastomereckben jelen levé 6ssz mitochondrium szam nem
befolyasolja az egyes sejtekben a kiillonb6z6 genotipusok aranyat.
Megfigyeléseink szerint mind a kis mtDNS tartalmu polaris test és a nagyobb
mtDNS tartalm0 blastomerek vizsgélata alkalmas a PGD-ra, de a blastomer
biopszia nagyobb biztonsaggal alkalmazhat6. A polaris test vizsgélatakor ui. a
hiba rata 21% volt, mig a blastomerek esetében az csak 2%-ot tett ki. A polaris
test mtDNS gyengebb amplifikacidjat okozhatta a kisebb cytoplasma és
kdvetkezmeényesen alacsonyabb mtDNS mennyiség, de nem zérhatd ki az sem,
hogy a polaris test mtDNS molekulai degradalodtak. Irodalmi adatok utalnak arra,
hogy mind az egér és a human embryok els6 poléris testjeiben az in vitro
inkub&cid soran gyors degeneratio figyelhet6 meg (Munné et al. 1995). A
prediktiv PGD adatok interpretacioja soran hasonlé elveket kovethetink, mint a
mitochondrialis betegségek prenatalis diagnosztikaja soran, azaz < 30% alacsony
muténs tartalomnak (loadnak), > 80 - 90% nagy mutans loadnak minésiil, mig a
kozti ,szlrke zona”’értelmezese nehéz. Az intermedier HP ardny mellett nem
zarhato ki, hogy a foetus érintett lesz és ez mar a terhesség terminaciojat indikalja.
A rendelkezésiinkre allo adatok alapjan ma azt javasoljuk, hogy a 0% vagy
alacsony mutans HP tartalmu embryok alkalmasak az embryo transzferre, az
intermedier vagy nagy mutdns load-u embryok transzfere elkeriilendd. Nem
szabad figyelmen kivul hagyni Poulton és Morten megfigyelését sem (1993),
miszerint még az embryo alacsony HP aranya sem zarja ki azt, hogy a

késObbiekben egyes mtDNS mutaciok esetén szignifikdns szovet-specifikus
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szegregacio alakulhat ki az egyedben. Természetesen ezek csak iranyelvek,
minden egyes PGD egyéni megitélést igényel (Bredenoord et al. 2009).
Kiseérleteink validitasat Stefann et al. (2006) human PGD vizsgalatai igazoltak, ui.
6k alkalmaztak elészor a PGD-t human mitochondrialis betegségben az mtDNS
T8993G kimutatasara.

Osszefoglalva azt mondhatjuk, hogy mtDNS betegségekben a PGD megfelelé
technikai felkésziiltség mellett biztonsaggal kivitelezhetd modszer. A vizsgalathoz
a 8 sejtes embryo blastomer biopszidjat javasoljuk, és két blastomerbdl a
molekularis bioldgiai teszt parallel elvégzését. Az 1. polartest HP aranya ugyan
egyezik az ooplasma HP aranyaval, de alacsony DNS koncentracidja, esetleges
degradacidja miatt nagy a hiba lehet6ség, igy annak vizsgalata a rutin

diagnosztika szdméara nem optimalis.

5.5. A nukledris RRM2B gén heterozygota mutacidja, mint az autoszomalis

dominans ophthalmoplegia externa 0j etiologiaja

A DNS replikaciojahoz és repairjéhez a dNTP-vel val6 optimalis ellatas
elengedhetetlen. A sejtek dNTP-je a ribonukleozid-difoszfatok de novo
deoxyribonukleozid-difoszfattd redukalodasa kovetkeztében keletkezik. Ezt a
feladatot a cytoplasmikus ribonukleotid reduktaz enzim (RNR) latja el (Nordlund
and Reichard 2006), amely R1 és R2 alegységekbdl all. A postmitotikus sejtekben
dNTP-re a DNS repair és mtDNS replikéacio sordn van szikség, melyet az R1 és
p53R2 alegysegek komplexe szolgaltat (Guittet et al. 2001, Hakansson et al. 2006,
Pontarin et al. 2007, Pontarin et al. 2008). A p53R2-t eredetileg a NnDNS
karosodasara adott valaszban (Nakano et al. 2000, Tanaka et al. 2000), illetve a
tumor szupresszidban gondoltdk aktivnak (Byun et al. 2002, Smeds et al. 2002,
Deng et al. 2005). Id6kozben a DNS repairben valo szerepe megkérddjelezédott
(Tanaka et al. 2000, Nordlund and Reichard 2006). Az viszont biztos, hogy a
differencialt sejtekben fontos szerepe van az mtDNS-ek fenntartdsdban (Pontarin
et al. 2008). Ezt tAmasztja ala az a tény, hogy az RRM2B homozygota ,,l0ss-of-
function” mutécidja stlyos mtDNS deplécids szindromat (MDS) okoz (Bourdon
et al. 2007). Az RRM2B knockout egeér altalanos gyengeség miatt életképtelen,
mtDNS kopia szama lenyegesen csokkent (Kimura et al. 2003, Bourdon et al.

2007). Az altalunk vizsgalt adPEO betegek izomszdvetének mtDNS kdpia szama
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Real-Time PCR-el vizsgalva a kontroll egyénekéhez hasonl6 volt, viszont az
izomszovetbo6l izolalt DNS-ben multiplex deléciot talaltunk. Némely MDS-t
okoz6 RRM2B mutacié csonkolt proteint eredmenyez (Bourdon et al. 2007,
Bornstein et al. 2008) hasonldan az altalunk talalt R327X mutaciohoz. Ezekben az
esetekben azt gondoljuk, hogy a heterozygota hordozdknak hasonlo tiineteik
lehetnek, mint a mi betegeinknek. Mas mutécid, mint pl. a homozygota Q284X
mutacid feltehetéen ,,nonsense-mediated decay”-t eredményez, mert a Western
analizis nem talalt protein terméket ezekben az MDS-es csecsemékben (Bourdon
et al. 2007). Az ilyen mutaciokndl az RRM2B, haploinsufficiencia nem mindsiil
patolégiasnak, mert a heterozygota carrierek, az MDS betegek szilei
egészsegesek. Az Altalunk vizsgalt betegekben csonkolt p53R2 protein
keletkezett, amelynek koszonhetéen a pS3R2 homodimer és az R1 homodimer
interakcidja valosziniileg karosodik, mert a hianyzé heptapeptid ehhez az
interakcidhoz sziikséges (Fisher et al. 1993, Shao et al. 2004). A muténs protein
gain-of-function vagy dominans negativ hatdsa okozza az RNR funkcio valtozasat
és a postmitotikus szdvetekben a dNTP héaztartas felborulasat. A nukleotid pool
valtozésai a mutagenezist fokozhatjak (Kunz et al. 1994, Mathews 2006). Jelen
esetben a 36 éves férfi izmaban az mtDNS-ben 0.96 mutécio/10kb mutécio volt a
kontrol régidban és 0.34 mutacid/10kb a CYTB gén régidban. Az irodalmi adatok
alapjan hasonlé mutacids load talalhaté egészséges egyének izomszovetében is
(0.2-2 mutécié/10kb a kontrol régidban és 0.2-1 mutacio/10kb a CYTB gén
régioban) (Wanrooij et al. 2004). Igy elmondhatjuk, hogy a p53R2 R327X
varidnsa nem mtDNS pontmutacidkat, hanem multiplex mtDNS deléciot
eredményezett. Hasonld multiplex mtDNS deléciokat irtak le a szintén dNTP
pool zavart okoz6 ANT1 mutacio kovetkeztében is. Az RRM2B gén nonsense
igazoltak, hogy a p53R2 hibaja olyan felnéttkori kezdetli izombetegséget is tud
okozni, amely a mitochondrialis homeostatis zavarat eredményezi, de onkologiai
vonatkozésai nincsenck. Eredményilink kovetkeztében kibovilt az adPEO
hatterében all6 gének sora. A p53R2 dominéns negativ vagy ,,gain-of-function”
hatas kovetkeztében kialakulé multiplex mtDNS delécidé kialakuldsdnak pontos

mechanizmusa azonban meg varat magara.
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5.6. Az izomdystrophiak és herediter neuropathiak molekuléris diagnosztikai
stratégiaja

5.6.1. A szekunder calpain deficiencia jelentésége az izomdystrophiak
diagnosztikaja soran

Az LGMD diagnosztikajanak fejlodése a genetikai hiba felismerésén tul tovabbi,
a betegség patogenezise és terapidja szempontjabdl fontos informacidkat is
nyujthat. Ilyen fontos megfigyelés az irodalomban elsdként leirt kiilonleges
dystrophinopathias csaladunk, ahol szekunder calpain deficiencia tarsult az
alapbetegséghez. Tudomasunk szerint ez a csalad az egyetlen olyan csalédd, ahol
az enyhe X kromoszémalisan 6rokl6dé izomdystrophia hatterében dystrophin
deficiencia és szekunder calpain deficiencia sajatos kombinacioja igazolodott. A
szokatlanul enyhe fenotipus felveti a kérdést, hogy vajon a kombinalt dystrophin
és calpain deficiencia egymas negativ hatasat enyhitik-e? A csaladi anamnézis
alapjan 2-3 generacidval korabban nem csak enyhe tlinetek voltak, ami azt jelzi,
hogy 6nmagaban ez a dystrophin mutacié nem artalmatlan. A DMD adatbazisban
csak egy beteg talalhatd, ahol a mi beteglinknél is érintett regioban volt bazispar
csere (www.dmd.nl). Ennél a betegnél a ¢.G2836T csere a dystrophin gén 22.
exonjaban a Glu kodon helyett Stop kodont eredményezett. gy a stlyos fenotipust
okoz6 mutacié természeténél fogva nem hasonlithatd a mi eseteinkhez. Azt
calpain deficiencia utrophin expressziot fokozé hatasa enyhitette a klinikai
tiinetek sulyossagat. A calpain inhibicidval torténd utrophin expresszi6 fokozasara
ugyanis az irodalomban talalhatok adatok (Tidball 2002, Waheed 2003).
Termeszetesen nem zarhatd ki az sem, hogy a 22. exon c2836-2838 GAG
delécioja kovetkeztében kiesé Glu hiany a dystrophin funkcidja szempontjabol
nem jelentds valtozast eredményez és igy ennek koszonheté a csaladban leirt
enyhe fenotipus. Mindenesetre az igen magas szérum CK szintek és az
izombiopsziaban  latott  izomdystrophias  elvaltozasok alapjan  korabbi
tapasztalataink Becker fenotipust prediktalnanak és az észlelt klinikai tlinetek
ennél is sokkal enyhébbek.

5.6.2. A nem kodolo DNS jelentésége az izomdystrophidk patogenezisében
Idénként a klasszikus LGMD szindromak genetikai vizsgalata is hozhat
meglepetést. llyen a dysferlinopathias betegiink esete, ahol a Western blot alapjan

vetddott fol a dysferlin deficiencia gyanuja. A genetikai vizsgéalat meg is talalta a
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cDNS szekvendlasa soran az egyik allélen a C5302T patogen mutéciot, ami az
Argl768Trp aminosav cserét eredményezte egy evoluciésan erdésen konzervalt
helyen. A masik allél cDNS-e normalisnak bizonyult. A patogén mutéciot
kordbban Myoshi myopathidban (MM) irtdk le, ami az LGMD2B allélikus
variansa, szintén autoszomalis recessziv 0roklédésii. A mutacié autoszomalis
dominans negativ hatdsarél eddig irodalmi adatot nem talaltunk. Sajat
eredményeink is ez ellen szolnak, mert 3 egészseges csaladtag is hordozta a
mutaciot. Mivel a talalt dysferlin gén mutacio a korabbi kozlesek és sajatossagai
alapjan is egyértelmiien patogénnek mindsiil, betegiink az egyik allélen
azonositott mutacioval €s az izombiopszidban levd dysferlin hidnnyal compound
heterozygétanak mindsithetd. A masik allél mutacidja nagy valdsziniiséggel a
szabalyoz6 régidban vagy a transzkripcids terminator régiéban van. Ezen régiok
vizsgalata nagyon nehézkes és a rutin diagnosztika szamara nem érheté el. A core
dysferlin promoter fragment szekvenalasa 14 feltetelezetten dysferlinopathias
betegben, akikben a szokasos mutacid keresés nem hozott eredményt, nem talalt
patogén mutaciot (Foxton et al. 2004) arra utalvan, hogy ez a tipust hiba nem
lehet gyakori a betegség hatterében. Az irodalom Aattekintése soran 45 olyan
beteget talaltunk, akikben csokkent vagy hianyzott a dysferlin protein a
vazizomban és csak 1 heterozygota patogen mutaciét sikerllt azonositani
(www.dmd.nl) (5.4. Téblazat). Ezt a jelenleg rendelkezéstinkre all6 molekuléris
technikak korlatai magyarazhatjak, de nem zérhat6 ki a nem kodol6 (“junk’) DNS
—ben levd elvaltozasok patogenitisa sem. A “junk” DNS a human szekvencia
98.7%-a. Ismereteink szerint eddig 6sszesen 6 introni DYSF mutacid patogenitasa
igazolodott a dysferlinopathia hatterében (Nguyen et al. 2005, Sinnreich et al.
2006). Ugy gondoljuk a nem-kodol6 DNS szerepének tovabbi vizsgalatara (j
diagnosztikai technoldgiak kidolgozasa sziikséges. Jelenleg a Kklasszikus
myopathologiai és Western blot vizsgalatok nélkilozhetetlenek az LGMD ezen
tipusanak diagnosztikajaban. Esetenként a rutin molekularis genetikai vizsgalat
nem tudja kizarni az egyes gének patogenetikai szerepét, azaz nem minden
esetben elegendd az egyes betegségek diagndzisanak felallitdsdhoz. A fentiek
alapjan diagnosztikus stratégiaként azt javasoljuk, hogy minden esetben a
klasszikus modszer kovetendo az LGMD okanak kideritésénél, azaz az

izombiopszia immunhisztokémiai feldolgozasat koveté Western blot, és annak
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eredménye ismeretében végzendé el a koros protein génjének analizise. A
dysferlin gén kddold szekvenciaja mellett az 5’ és 3’ nem transzlalédd régio
meghatarozasa, valamint a ,,junk” DNS SNP analizise hozhat az izomdystrophiak

diagnosztikédjaban 0j tavlatokat megnyit6 lehetdséget.

Specifikus Specifikus Nem specifikus Nem specifikus
fenotipus fenotipus fenotipus fenotipus Bsszes
meghatarozott ismeretlen meghatarozott ismeretlen No
protein protein protein protein '
érintettséggel érintettséggel érintettséggel érintettséggel
Homozygota 46 9 23 2 80
mutécio
Compound
heterozygota 166 35 9 4 214
mutécio
Egyes
heterozygota 45 5 13 76 139
mutécio
Osszes eset 257 49 45 82 433

5.4.Tablazat: A Leideni adatbazisban szereplé ismert dyferlin mutaciok

A dystrophin génben is vannak patogén introni mutaciok (Thi Tran et al. 2005).
llyet kozlunk mi is a sliket dystrophinopathias kisfit és csaladja esetével, ahol a
varianst. A csalad esete tette lehetdvé, hogy eldszor igazoljuk genetikailag, hogy a
nem-szindromas DFN4 tipusu slketséget okozo genetikai hiba (melyet korabban
2 nagycsalad linkage analyzise kapcsan az Xp21.2 lokuszra lokalizaltak)
ténylegesen a dystrophin génbe lokalizalhaté (Lalwani et al. 1994, Pfister et al
1998). A kordbbi megfigyelések csak indirekte bizonyitottdk, hogy a DFN4
kapcsolt nem-szindromés siketség ténylegesen a dystrophin funkci6zavar
kovetkeztében alakul ki (Pfister et al. 1999). Az allatkisérletek eredményei
ellentmondoak, egy kozlemény van, amely egyértelmiien bizonyitja, hogy a
dystrophin hidnyos egerekben a zaj nagyobb mértékii hallaskarosodast okoz, mint
az egészséges allatokban (Chen et al. 2002). A hallaskarosodast ezekben az mdx
egerekben nem csak a n. acusticus, hanem az agytorzs karosodasa is okozhatta.
Csaladunkban a dystrophin gén egyik intronjanak splicing mutacioja
kovetkeztében alakultak ki a Klinikai tiinetek. Ugyanez a mutacio a 3 testvérbol
kettbben jellegzetes Duchenne tipusi izomdystrophia klinikai  képét

eredményezte, mig a 3. gyermekben a siiketség volt a vezeto tiinet. A siiketség és
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az izomdystrophia jelen esetben allélikus variansnak mindsitheték. A kérdés ujbol
felveti a mar dysferlin hianyos csaladnal is targyaltakat, azaz a ,,junk DNS”
szakaszok szerepének fontossagat a klinikai diagnosztikdban. Az (j molekularis
genetikai metodikaktol, mint az 1j tipusu szekvenatorok és a jovOben a rutin
diagnosztikéban is alkalmazhat6 chip technoldgidktol reméljuk ezeknek a nyitott
kérdéseknek a megoldasat.

5.6.3. A glycosylatio szerepe a végtagov tipusu izomdystrophidkban

Vizsgélataink sordn azt talaltuk, hogy az LGMD betegek szignifik&ns
szazalékaban (11.3%) aa -DG hypoglycosylatio okozza a betegek tineteit.
Eredetileg a glycosylatios defektusokat olyan congenitalis izomdystrophiak
hatterében irtak le, ahol gyakran kozponti idegrendszeri tunetek is tarsultak az
izombetegséghez. Ez alapjan megéllapithatjuk, hogy a hyperglycosylalt a-DG
immunhisztokémiai és Western blottal valé kimutatasa elengedhetetlen nem csak
a congenitalis izomdystrophiak, de az LGMD atvizsgalasa soran is. Az a-DG
hypoglycosylatio a posttranszlacios modositasaban szerepet jatszd glycosyl-
transzferazok hibas miikodése kovetkeztében alakul ki. Napjainkban az alpha-
dystroglycanopathidk jelentds szamaban a végleges genetikai diagndzis a rutin
modszerekkel nem sziiletik meg, mint ahogy azt mi is tapasztaltuk az altalunk
vizsgalt szériaban. Ennek az egyik lehetséges oka a glycosylatioért felelds gének
nagy szama. Mostanaig a POMT1, POMT2, POMGNT1, Fukutin, FKRP, and
LARGE (Mercuri et al. 2009) génekrdl bizonyosodott be, hogy mutacioik
izombetegséget eredmenyezhetnek. Masik lehetséges magyardzat, hogy egyre
tobb olyan LGMD beteget talalunk, ahol a betegség az allelikus variansa egy
masik izombetegsegnek. Erre jO példa az FKRP mutéciok hatasa, ugyanis azok
nagyon széles Klinikai fenotipust eredményeznek a congenitalis izomdystrophia
1C tipusétol az LGMD2I tipusaig. Az eredmény, hogy az altalunk vizsgalt
kohortban egyetlen betegnél sem talaltunk FKRP mutéciot arra utal, hogy
feltehetben tovabbi Gj glycosyl-transzferazok felismerésére kell meg szamitani. A
hypoglycosylalt o-DG deficiencidk kimutatdsa sordn nem csak a koltséges
immunhisztokémai vizsgalat és az id6 és vegyszer igényes Western blot segithet,
hanem az elGszlirésként alkalmazott lektin kétés vizsgalata is alkalmas lehet a
glycosylatios zavarok kisziirésére. Ezek a ndvényi lektinek az a-DG legnagyobb

oligoszacharid lancanak két legdistalisabb komponenséhez kapcsolodnak.
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Betegeinkben a WGA festddés csokkent, a PNA festddés pedig a kontrollnal
intenzivebb volt. Tajima et al. (2005) distalis myopathiaban is talalt hasonld, a
kontrolloknal er6sebb PNA fest6dést. Az a-DG fontos szerepet jatszik az izomsejt
felszini membranjanak az integritasanak a megtartasaban. Az -DG mucin-szeri
doménjének glycosylatioja kor és szovet specifikus, és az egyes
izombetegségekben és denervacios folyamatokban is megvaltozhat (Leschziner et
al. 2000). A legujabb eredmények azt mutatjak, hogy lesz remény egyes glycosyl-
transzferazok expressziojanak fokozasaval a kérosu -DG funkcio helyreallitasara
(Barresi et al. 2006). Igy arra kell torekedniink, hogy minél egyszeriibben és
megbizhatdbban diagnosztizaljuk az alpha-dystroglycanopathiakat és kdvessik a

Klinikai vizsgalatokban a glycosyl-transzferazok hatékonysagat.

5.6.4. Herediter neuropathiak diagnosztikus stratégiaja

Az orokletes neuropathidk etioldgiai diagnosztikaja a molekularis medicina gyors
fejlédésének koszonhetden egyre bonyolultabb. A bevezetésben felsorolt 25 gen
sziirése a klinikai gyakorlatban megvalésithatatlan. Egyes nagy generacidkat
érintd, nagyon sulyos fenotipus esetén probalunk minél tobb gént megvizsgalni,
de a rutin diagnosztika szdmara csak a leggyakoribb genetikai eltérések
feltérkepezesét javasoljuk (Szigeti et al. 2006). A mindennapok gyakorlataban

nem kis kihivast jelent a szokatlan klinikai megjelenési formak diagnosztikaja.

5.6.4.1. Uj MPZ mutacié kovetkeztében kialakuld valtozatos klinikai
fenotipus

Egy széles spektrumt klinikai tiinetekkel jelentkez6 Ottagu csalad genetikai
vizsgalata soran az MPZ génben taldltunk egy 0j mutéciot (c.T143C), amely
kilonlegessége, hogy az egyes csaladtagokban valtozé sulyossagu klinikai képet
eredmeényezett (a subklinikus tlinetektdl a salyos csecsemdkorban manifesztalodo
formaig). A csalad 2 tagjanal nagyon koran (csecsemd- €s gyermekkorban), mig
az index betegnél csak 41 éves korban kezd6dtek a tinetek. Shy et al. (2004) azt
feltételezte, hogy a klinikai tiinetek sulyossaga attol fligg, hogy a mutacidk az
MPZ protein melyik doménjében vannak és milyen aminosav cserét
eredményeznek. Jelen csaladunkban a fehérje hydrophob karaktere megvaltozott
az aliphatikus leucin helyére az extracellularis doménbe beépiilé prolin miatt A

mutici6 az MPZ harmadlagos struktdrajat befolyasolta. Ez azonban nem
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magyarazhatja a csaladon bellli fenotipus variabilitast. Mivel az MPZ egy
glycoprotein (Eichberg et al. 2002), ugy véljik, hogy a posttranszlacios
glycosylaci6 modosuldsa  jatszhat szerepet a jelenség kialakitasaban.
Feltételezziik, hogy a mutacio tipusa, intragenikus elhelyezkedése mellett egyéb
putative gének is szerepet jatszanak az MPZ gén expresszidjaban, az mRNS
stabilitdsdban és a posttranszlacios fehérje modositasdban. Feltehetéen ezek
egyuttese hatarozza meg a végsd klinikai fenotipust. Eredménylink alapjan a
sz¢les fenotipusbeli variaciéval rendelkez6 AD o6rokloédésit csaladok MPZ

mutacidra valo sziirése javasolt.

5.6.4.2. A n. suralis ultrastrukturalis elvaltozasai mitofusin mutéacio
kovetkeztében kialakulo CMT2-ben

Az MFN2 egy nagy mitochondrialis transzmembran GTP-4z, amely a
mitochondrialis kiilsé membrant nagy N terminalisaval hidalja at és a relative
kicsi C-terminalis domeénje nyulik a cytosol felé. A GTPaz domén az N terminus
mellett van, majd egy ,,coiled-coil” domén kdvetkezik, két transzmembran hid és
végil egy ,,coiled-coil” domén a C terminalis farokban. Az altalunk talalt
mutécié a GTP-4z és az N terminalis ,,coiled-coil” domén kdzott helyezkedik el.
A mutaciot elészor 2006-ban irtak le periférids neuropathia hatterében
(Verhoveven et al. 2006). Az eddigi megfigyelések alapjan nincs korrelacié a
mutécid helye és a klinikai tlinetek sulyossaga kdzott. Mivel a herediter
neuropathiak diferencidldiagnosztikajaban az utobbi idében a molekularis
genetikai vizsgalatok a dominaldak viszonylag keveset tudunk a mutacid
kovetkeztében a periférias idegekben kialakuld finomszerkezeti elvaltozasokrol.
Az irodalomban minddssze 1 kdzleményben olvashatunk a n. suralis
ultrastrukturalis eltéréseir6l (Verhoveven et al. 2006). Az altalunk talalt
neuropatologiai eltérések jol korrelalnak ezekkel a megfigyelésekkel, azaz
elsésorban a nagy myelinizalt rostok kiesését észleltiik, ezek helyét Blingner
szalagok toltotték ki. A mitochondrialis dinamika valtozasa kdvetkeztében
egymashoz szokatlanul kozel levé mitochondriumok tiintek fol, melyek kicsik és
electrodensek voltak. Nem talaltunk viszont a mitochondriumokban se
degenerativ elvaltozas volt jelen. Az ultrastrukturalis elvaltozasok emlékeztettek a

mtDNS rendellenesség kdvetkeztében kialakulé neuropathidkban latottakra
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(Schroder 1993, Schrdoder és Molnar 1997). Mivel ezek az ultrastrukturalis
elvaltozasok nem specifikusak az MFN2 mutécidra, nem javasoljuk a n. suralis
biopsziat a diagnosztikus procedurdba rutinszertien beiktatni. Az MFN2
molekularis genetikai teszt diagnosztikus rataja pozitiv csaladi anamnézissel
rendelkezé axonalis CMT esetén 33%, ami arra utal, hogy jelen tudasunk szerint
az MFN2 mutécio a leggyakoribb oka a CMT2-nek (Verhoveven et al. 2006).
Mindezek alapjan a CMT2 genetikai sziirését javasoljuk az MFN2 génnel kezdeni.

5. 6.4.3. Roma neuropathiak Magyarorszagon

Az AR moédon 6roklédé herediter neuropathiak genetikai diagnosztikaja az utdbbi
években jelentdsen gazdagodott. A leggyakrabban az NDRG1, a CTDP1, a GAN1,
a PRX, az SBF2, a GDAP1, a TDP1, a KIAA1985 gén mutaciok okoznak
demyelinizaciés AR herediter neuropathiat (Szigeti el al. 2006). Ezek kozll az
elsd két génben levd patogén mutaciok roma alapité mutacioként ismertek. Ezek
nem gyakoriak, de a magyarorszagi romak nagy szama miatt nem lehet figyelmen
kivul hagyni azokat. A betegség igen sulyos tlineteket okoz és a roma hazasodasi
szokasok miatt nagyon sok a hordozo a hazai populacioban. A roma neuropathidk
diagnosztikaja soran érdemes a vizsgalatokat a jellegzetes roma neuropathiak
eurdpai  orszagokhoz hasonléan mindkét mutacio jelen van a hazai roma
populécidban. Betegeink Klinikai adatai hasonléak az egyéb orszagokban
kozoltekkel (15. és 16. Kozlemény). A legtdbb esetet eddig Bulgériaban irték le.
A bolgar betegek fenotipusa azonban sulyosabb volt, mint a magyar betegeké. Ezt
a jelenséget a fejlettebb magyar egészseguigyi ellatassal magyardzzuk, ugyanis a
mi betegeink tobbségének mar kisgyermekkoraban voltak korrekcidos mitétei, €s
allapotuk romlésaval Gjabb és uUjabb korrekcios orthopaediai beavatkozasok
torténtek. gy elektrofiziologiai paramétereik ugyan a bolgar betegekével
hasonloak, megis onellatébbak és mozgasukban kevesbé korlatozottak. A roma
neuropathias betegek szlirését a fenti alapité mutaciokra nagyon fontosnak tartjuk.
A roma populacié felvilagositasa a betegségrol, az egymas kozotti hazasodas
veszélyeirdl fontos népegészségiigyi feladat. A mutacid hordozok kiszlirése és
azok hadzasodasa esetén a genetikai tanacsadas, a prenatalis genetikai diagnosztika

segitheti a sulyos mozgaskorlatozottsaggal jar6é korkép megeldzését.
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5.6.4.4. Herediter korképek és autoimmun betegségek egyiittes el6fordulasa

Az Orokletes betegségekben szdmos esetben a genetikai hiba kdvetkeztében
komplex folyamatok valtoznak meg, melyek indirekte nem csak a vezetd
tineteket produkalé szervrendszert érintik, hanem egyes kiils6 kornyezeti
tényezOkkel kozosen hatva az alapbetegségtdl fiiggetlennek tiing betegséget is
produkélhatnak. Vizsgalataink sordn immun neuropathia és herediter
sensomotoros neuropathia egyiittes el6fordulasat irtuk le. A talalt genetikai
eltérések és a n. suralis morfoldgiai vizsgalatai alapjan a két betegseg
coexistencidja sokkal gyakoribb, mint a véletlenszerii egylittes eldfordulas
(Ginsberg et al 2004). Vannak olyan kozlések is, melyek azt vélik, hogy a
herediter neuropathiak shubokban zajlé rosszabbodasa hatterében feltételezhet6 a
genetikai hibahoz tarsuld gyulladdsos immun medialta komponens jelenléte
(Gabriel et al 2002). A herediter neuropathiakhoz tarsulé immun diszfunkciét
tobben is megfigyelték: egyes CMT csaladokban az aktivalt T lymphocytak
aranyat talaltdk magasabbnak (Williams et al 1993), masok herediter neuropathia
allatmodellekben az immun deficiens genetikai hattérbe valo visszakeresztezés
sordn a myelinizacio csokkenését talaltak (Schmid et al 2000). Nagyon valdszinii,
hogy autoimmun mechanizmusok is szerepet jatszanak a betegség
progresszidjaban, mert a PMP22 duplikacioval rendelkez6 betegek kb. 70 % -ban
a PMP22 protein ellenes antitestet figyelték meg (Ritz et al. 2000). Az izolalt IgA
hidny sokkal gyakoribb volt a CMT1A betegek kozott, mint az egészséges
populacidban, ami azt jelezi, hogy ezeknek a betegeknek a humoralis
immunvalasza is érintett (Williams et al. 1979). IgG deficiencia jelenlétérdl
eldszor szamolunk be PMP22 duplikacidval rendelkezd csaladban. Az 1. betegben
SLE és n. suralis vasculitis, a 2. betegben csak n. suralis vasculitis komplikalta a
herediter neuropathiat. A nébetegekben a CD19" pozitiv B sejtek aranya
csokkent volt. Mindkét megfigyelés szokatlan, hiszen éltalaban emelkedett CD19"
B sejtszam és magas IgG koncentracié varhato az olyan autoimmun
betegsegekben, mint az SLE, bar ritkan IgA deficiencia is Kiséri a szisztémas
autoimmun betegségeket (Rankin et al 1997). Nébetegeinkben a neuropathia
sokkal kifejezettebb volt, mint a férfiban. Ez alapjan felvetddik a kérdes, hogy a
nemi hormonok is szerepet jatszhatnak a neuropathia sulyossaganak
meghatarozasaban. A progesteron ugyan fokozza a PMP22 expresszidjat, de

mivel a 15 és 50 év kozotti PMP22 duplikacioval rendelkez6 betegekben nem

127



figyeltek meg kilénbséget a CMT1A sulyossagaban az egyes nemek kozott, agy
véljiikk, hogy a néi nem nem jatszik szerepet a neuropathia sulyossdganak
meghatarozasaban (Pareyson et al. 2004). Az altalunk vizsgalt csaladban a nékben

¢észlelt sulyosabb neuropathia feltehetden a vasculitis tarsulasdnak koszénheto.

5.7. Az izombetegségek molekularis terapiainak realitasai és utvesztoi

A molekularis medicina fejlodésének koszonhetéen szamos 1) informacidhoz
illetéen. Uj aspektusok nyiltak meg egyes betegségek patogenezisének
értelmezésében. A molekularis terapiak terilletén a fejlédés azonban lassubb
tempoju volt a vartnal. Nagyon kevés az az ideggyogyaszati korkép, ahol
elegend6 a tudas és a tapasztalat a Klinikai vizsgalatok inditasahoz. Az
izomdystrophidk tertiletén belil, mi a dystrophinopathidk kezeléséhez kivantuk
optimalizélni a terdpids gén transzfert. FElbézetes allatkisérletek sordn azt
tapasztaltuk, hogy a plazmid medialta gén transzfer az immunogenitas és toxicitas
hianya, valamint a terdpias plazmid hossz( életideje alapjan alkalmas lehet a
target gén bejuttatasara (Wolff et al. 1992, Levy et al. 1996, Lu et al. 2003, ). Az
elséként probalt electroporacidé nem mindsiilt optimalisnak, mivel a jo
transzfekcios effektivitast eredményez6 paraméterek a kezelt izomban kifejezett
kollateralis karosodast okoztak (18. Kozlemény, 14. Absztrakt). Ezért ez a
mechanikai hatasok irant eleve tul érzékeny dystrophinopathias izom gyogyitasara
nem alkalmazhat6. Az enhancer nélkili plazmid mediélta gén transzfer human
kiprobalasa igen alacsony effektivitasunak bizonyult (Romero és mtsi 2004).
Ezért mi kisérletiinkben a plazmid felvetelt sonoporacioval segitettik, ami
optimalis kondiciok mellett sokkal kiméletesebben segiti a dystrophin gént
tartalmazd plazmid felvételét. A sonoporacié hatékonysagat microbubble
molekula egyidejii injektalasaval fokoztuk. A kivitelezhetdséget és biztonsagot
vizsgalo human klinikai vizsgalat eredmenye biztatd, azaz az elvégzett
vizsgalatok nem igazoltak olyan mértékii kollateralis karosodast a kezelt izomban,
amely a dystrophinopathias izomra veszélyes lenne (23. 27. Absztrakt). Ezek a
vizsgalatok a dystrophinopathias kisfilk Fazis Illa vizsgélatat celoztak
elokésziteni. Még ha a dystrophin gén-replacement intramuscularis alkalmazasa a
betegseg meggyogyitasara nem is alkalmas, a betegség szempontjabol leginkabb

érintett izmokban a dystrophin expresszié fokozésa, és ezzel ezen izomcsoportok
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erejének javitasa, a kontraktirak kialakulasanak gatlasa az élet minéseget

Iényegesen javithatja ebben a gyors progresszidju, koran tragikus kimenetelii

betegsegben.

6. AZ ELERT TUDOMANYOS EREDMENYEK

Mitochondrialis betegsegek

Fenotipus-genotipus korrelaciok mtDNS mutaciok okozta mitochondrialis

betegségekben

Els6ként irtunk le mitochondrialis myopathia-neuropathia hatterében
egyszeres nagy mtDNS deléciot (nt 6570 és 14150 kdzott)

Infantilis myopathidban szenvedd gyermek tRNS“U®) génjében 4
szinergisztikusan haté 0j mutacidkat irtunk le (nt 3259, 3261, 3266 és
3268 lokalizacioban).

Dystonia és stroke-szerii tiinetek hatterében elészor irtuk le az mtDNS
AB8332G szubsztiticié patogenitasat es a tarsulé6 nem-szinonim SNP-k
szinergisztikus hatasat.

oroklodoé affektiv megbetegedés képében egy dizygota ikerparnal és
édesanyjuknal.

Az mtDNS A8344G muticid okozta myoclonus epilepsids egypetéjii
ikerparnal az életkor eldrehaladtaval divergalod klinikai kép alapjan az
epigenetika fontossagara hivtuk fol a figyelmet a mitochondrialis
betegsegekben is.

Az mtDNS tRNS"™® és hatarol6 gének rendkivili variabilitasanak
igazolasaval a régid vizsgalatanak rutin diagnosztikus fontossagat emeltiik
Ki.

Els6ként irtuk le az autosomalis domindns progressziv ophthalmoplegia

externa hatterében az RRM2B heterozygota mutécidjat.

Doppler és PET vizsgalatok mitochondrialis betegekben

Enyhe kis arteriola diszfunkciot irtunk le a mitochondrialis korképekben.
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e A cerebralis glikdz metabolizmus érintettségét igazoltuk mind a kozponti
idegrendszeri tiinetekkel rendelkez6, mind a csak periférias idegrendszeri
tinetekkel biré mitochondrialis betegekben.

e A mitochondrialis betegek cerebralis neuronjainak FDG uptake-je az

occipitalis és a temporalis régiokban csokkent leginkabb.

Preimplantacios diagnosztika validalasa heteroplasmikus egér modellen
e A korai embryo egyes blastomerjeinek heteroplasmia aranyainak
meghatarozasaval elsOként validaltuk a preimplantaciés diagnosztika
alkalmazhatdsagat a pontmutaciok okozta mtDNS mutécidk prenatalis
diagnosztikajéara.

Mitochondrialis genetikai epidemiologia
e Els6ként végeztink atfogd epidemiologiai elemzéseket kozép-kelet
Europdban feltételezetten  mitochondrialis  betegségben  szenvedd
kaukazusi kohortban. Az mtDNS A3243G MELAS mutacié eléfordulasi
gyakorisaga 2.2%, az A8344G klasszikus MERRF mutécid frekvenciaja

2.53%. A mért frekvenciak hasonléak a méas eurdpai orszagok kaukazusi

crer

Herediter neuropathiak
Uj MPZ mutéacio leirasa magyar csaladban
e Uj MPZ mutaci6 kovetkeztében kialakuld markans fenotipusbéli
kilonbségeket irtunk le egy magyar csaladban. Feltételezziik, hogy a
mutacio tipusa, intragenikus elhelyezkedése mellett egyéb putative gének
is szerepet jatszanak az MPZ gén expressziojaban, az mRNS stabilitasaban
és a posttranszlaciés fehérje modositasaban és ezek egyuttese hatarozza

meg a végso klinikai fenotipust.

Mitofusin mutacié kovetkeztében kialakuld strukturalis és ultrastrukturalis
jellegzetességek
e Herediter axonalis neuropathiat okoz6 mitofusin mutécié kovetkeztében a

n. suralisban lathaté morfologiai képet az elsok kozott jellemeztiik A nagy
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myelinizalt rostok kiesése mellett a Schwann sejtek adaxonalis
compartmentjeiben felszaporodé kis mitochondriumok nem specifikusak a
mitofusin mutaciok okozta neuropathiakra, igy a morfologiai vizsgalat

nem alkalmas a genetikai vizsgalatra val6 eldsziirésre.

Roma neuropathiak detektalasa Magyarorszagon
e Magyarorszdgon elséként irtuk le a sajatos roma tipusu herediter
sensomotoros neuropathidkat (Lom és congenitalis cataracta, facialis

dysmorphismus, neuropathia).

Primer és szekunder mitochondrialis diszfunkcio kovetkeztében kialakuld
neuropathia

e Primer mitochondrialis betegségekben a vasa nervorumban és a periférias
idegekben is megaclonalis és pleioclonalis mitochondriumokat talaltunk,
amelyek arra utalnak, hogy a mitochondrialis diszfunkcio szerepet jatszik
a betegségben eldfordulo periférias neuropathia kialakitasaban.

e A szekunder mitochondrialis diszfunkcioval jaré korképekben, mint az
IBM igazoltuk a periférias neuropathia jelenlétét. A mitochondrialis
diszfunkcié hatterében mtDNS delécidkat talaltunk. A periférias
neuropathia nemcsak sporadikus IBM-ben, hanem a herediter formaban is
jelen volt.

e A NOTCH3 mutécié kovetkezteében kialakulo6 CADASIL szindromaban
masodlagos mitochondrialis diszfunkciét és periférids neuropathiat

talaltunk.

Izomdystrophiak
A molekularis genetikai diagnosztika kihivasai a dysferlin deficiencia
felismerésében
o Felhivtuk a figyelmet a genetikai diagnosztika korlataira és a nem kodold
génszakaszok patogénetikai jelent6ségére a dysferlin deficienciaban.

Dystrophin gén mutécio és szekunder calpain deficiencia egyiittes jelenléte
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A masodlagos calpain és dystrophin hiany egyiittes jelenlétének jotékony
hatasat figyeltuk meg dystrophin microdelécio okozta
dystrophinopathiaban.

Els6ként igazoltuk a nem-szindromas hallaskarosodast a dystrophin géen

rendellenessége kovetkezményének.

Izomdystrophiak molekularis terapiaja

Elektroporacio alkalmazésa terapias gén bevitelére

Dystrophinopathias mdx egér modellen elemeztilk az elektroporaciot
befolyasold tényezdket ¢és kidolgoztuk az effektiv elektroporacid
paramétereit. Megallapitottuk, hogy a Hyaluroniddz adasa ndveli az
elektroporacié hatékonysagat és immunoszuppressziv hatassal is

rendelkezik.

Sonoporacié alkalmazasa a terapias gén bejuttatasa az izomsejtekbe. human

klinikai vizsgalat

Els6ként teszteltik a sonoporacido ¢és egyidejilleg imtramuscularisan
alkalmazott microbubble human izomra kifejtett hatasat. A beavatkozas
fajdalmatlannak és biztonsdgosnak mindsiilt, igy az a tovabbi human

vizsgalatokban alkalmazhato.
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7. ATEZISEKET MEGALAPOZO TUDOMANYOS MUNKAK
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9. KOSZONETNYILVANITAS

A kutaté munka a klinikus szamara a postgenomika korszakaban sajatos kihivast
jelent. A gyogyitd tevékenység sem képzelhetd el team munka nélkil, de
hatvanyozottabban érvényesil ez a tudomanyos tevekenységben. A disciplindkon
athatold szemlélet hozhatja meg az eredményt.

Doktori  értekezésemet mesteremnek, a neuromuscularis kutatds egyik
legtiszteletreméltobb alakjanak, George Karpati emlékének ajanlom, akinek
bolcsessége, tisztanlatasa, embersége tébb mint 15 éven at formalta
szemleletemet, iranyitotta klinikai es tudomanyos tevékenységemet.

Kdszonettel tartozom professzoraimnak, akik a neurolégia, a neuropatholdgia és
genetika vildgdba bevezettek. Mechler Ferenc és Dioszeghy Péter a DOTE
Neuroldgiai Klinikajan, Michael J. Schroder az aacheni egyetem neuropathologiai
intézetében, Eric Shoubridge a McGill Egyetemen. A neurogenetika iranti
vonzalmat az aacheni kutatdcsoport tagjaival, Stephan Zichnerrel és Stephanie
Zansennel kozdsen alapoztuk meg, kdszéndm nekik az inspiraciot és a mai napig
tarto lelkesitést.

Kilon  koszonettel tartozom Tulassay Tivadarnak, aki lehetévé tette
a gyogyito és kutat6 munka feltételeit. A SE és a DEOEC Neuroldgiai Klinika
igazgatoinak Bereczki Daénielnek és Csiba Léaszlénak, valamint az OPNI
féigazgatojanak, Nagy Zoltannak kdszonettel tartozom a szakmai tamogatasert.
Az ertekezésben bemutatott multidisciplinaris kutatd munkaban tanitvanyaim
jelentés szerepet toltottek be. Dinamikus, szorgalmas munkajéért kdszonettel
tartozom GA&l Anikdnak, P4l Zsuzsannanak, Bereznai Benjaminnak, Pentelényi
Klaranak, Reményi Viktorianak, Inczédy-Farkas Gabriellanak és Szabo Antalnak.
Ugyszintén szeretném koszonetemet kifejezni mindazoknak a tanaroknak,
kollegéknak, palyatarsaknak eés bardtoknak, akik a doktori ertekezés irdsakor
fontos tanacsokkal, észrevételekkel segitették a munkamat.

Halds vagyok az értekezeésben bemutatott betegeknek a készséges
egylittmikodéstikert.

Kdszondm férjemnek, Németh Gyorgynek, a megértést, a tirelmet, és a szakmai
tandcsokat, melyekkel mind a kutatd munka soran és a doktori értekezes

Osszeallitasa kdzben is folyamatosan tdmogatott.
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10. ROVIDITES JEGYZEK

AD - autosomalis dominans

ANA - antinuclear antitest

ANT1 - adenin nuckleotid transzlokator

Anti-ENA - extranuklearis antitestek

Anti-SS - Sjorgen’s szindroma antitest

AO - antisense oligonucleotid

AR - autosomalis recessziv

ATP - adenozin-trifoszfat

Aval - Anabaena variabilis I. restrikcios endonukleaz

BAEP - agytorzsi akusztikus kivaltott valasz

BALB - bagg albino, inbred laboratériumi egértorzs

Banl - Bacillus aneurinolyticus I. restrikciés endonukleaz
BCS1L - Saccharomyces cerevisiae, homolog-like

bp - bazispar

BTB - bric-a-brac domain

CADASIL - cerebralis autosomalis dominans arteriopathia subcorticalis
infarktusokkal, leukoencephalopathiaval

CB - promoter

CBYV - cerebralis vérataramlasi sebesség

CCFDN - congenitalis cataracta facialis dysmorphismus neuropathia szindroma
CD19-FITC - cluster of differentiation 19 — fluorescein konjugalt
CD1 - cluster of differentiation 1 (antigén prezental sejtek felszinén
expresszalddo glikoprotein)

CD - cluster of differentiation

CD8+ - citotoxikus T-sejtek felszinén expresszalédé marker
CHN -Congenitalis Hypomyelinizacios Neuropathia

CK - Creatin-kinaz

CMRg)y - cerebral glucose metabolism rate

CMT - Charcot-Marie-Tooth betegség

CMV - cytomegalovirus

COl - citokrom-oxidaz 1. alegysége
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COllI - citokrom-oxidaz 1l. alegysége

COX - citokrom-oxidaz

CPEO - chronikus progressive externasl ophthalmoplegia
CR - cerebrovascularis reactivitas

CRC - cerebrovascularis reserve kapacitas

CT - computer tomographia

CTDP1 - carboxy-terminal domain, RNS polimeraz Il, polipeptid A, foszfataz 1.

alegység

CV - variécios coefficiens

CYTB - cytokrom b

DAB - diaminobenzidin

DCAR - dendritic cell immuno-activating receptor
DDP1 - deafness/dystonia peptide 1

DFN4 - non-syndromic autosomal dominant X-linked sensorineural hearing
impairment

DG - dystroglycan

DGUOK - deoxyguanosin kinaz gén

DM - diabetes mellitus

DMD - Duchenne/Becker izomdystrophia

DMEM - Dulbecco altal médositott Eagle medium
DMSO - dimethyl-szulfoxid

DNAJC19 — a mitochondrialis import belsé membran translocase TIM14-et
kodolo génje

DNM2 - dynamin 2

DPBS - Dulbecco-féle sotartalmu foszfat-tompitéoldat
DSN - Dejerine Sottas- Neuropathia

EDTA - etilén-diamin-tetraacetat

EEG - electroencephalogram

EGR2 - early growth response 2

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay

EMG - electromyographia

ENG - electroneurographia

EP/ELP - electroporatio

ETHE-1 - ethylmalonsav encephalopathia 1
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FACS - fluorescence-activated cell sorting
FAM - fluoreszcens jelolo festék

FDG - 2-(18F)-fluoro-deoxy-D-glucose
FKRP - fukutin related protein

FSH - facioscapulohumeralis izomdystrophia
FXN - frataxin

Gal - galaktozidaz

GANL - giant axonal neuropathy

GARS - glicyl-tRNS-szintetaz

GDAP1 - ganglioside-induced differentiation-associated protein-1
GJBL - gap junction protein 1 (connexin 32)
Glu - glutaminsav

GOM - granularis osmiophil anyag

GR - direct gén replacement

GTPase - guanozin-trifoszfataz

HADHA - hydroxyacyl-coa dehydrogenase/3-ketoacyl-CoA thiolase/enoyl-CoA

hydratase, alpha subunit

Haelll - Haemophilus aegyptius Il1. restrikcids endonukleaz
Ham1/7B6 - dysferlin antitest

hCG - human choriogonadotropin

HE - hematoxylin eosin

HEp?2 - epithelialis sejtvonal

HEPES - 2-[4-(2-Hidroxietil)-1-piperazinil]-etanszulfonsav
H-KSOM - HEPES-pufferes kalium simplex optimalizalt mediumba
HMC-CoA-lyase - 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyase
HMG - high-mobility-group

HMGCS?2 - 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 2
HMSNS3 - hereditary motor sensory neuropathy type 3

HN - herediter neuropathia

HNPP - herediter neuropathia with liability to pressure palsies
HP - heteroplasmia

Hpall - Haemophilus parainfluenzae I1. restrikcios endonukleaz
HSP - Heat Shock Protein

HSV1 - hipervariébilis régié 1

166



Hyase - hyaluronidase

KCC3 - kalium-chlorid csatorna cotransporter

KIAA1985 - Charcot-Marie-Tooth disease type 4C protein
KIF1B - kinesin family member 1B

KIF5A - kinesin family member 5A

KSS - Kearns-Sayre Szindroma

LAMP?2 - lysosomal-associated membrane protein 2
LARGE - acetylglucosaminyltransferase-like protein

LDH - laktat-dehidrogenaz

LGMD - végtag ov tipust izomdystrophia

LHON - Leber féle optikus neuropathia

LMNA - lamin A/C

LOD - logarithm (base 10) of odds (kapcsoltsagi analizis statisztikai mérészama)
LRPPRC - leucine-rich PPR motif-containing protein

MCA — median cerebral artery

MD -muscular dystrophy

MDC - congenitalis izomdystrophia

MDS - mtDNS depletios szindroma

MELAS - mitochondriélis enchephalopathia laktacido6zis stroke szerti tiinetekkel
MERRF - myoclonusos epilepsia ragged-red rostokkal
MFN2 - nagy mitochondrialis transzmembran GTPaz

MI - myocardidlis infarctus

MIDD - maternally inherited diabetes and deafness

MM - mitochondrialis myopathia

MNF2 - mitofusin

MNGIE - mitochondrialis neurogastrointestinalis encephalopathia szindroma
MPZ - myelin protein zero

MRI - mégneses rezonancias képalkotas

MtDNS - mitochondrialis DNS

MTMR2 - myotubularin-related protein 2

MTND?5 - mitochondrialis NADH dehidrogenaz 5. alegysége
NAD - nikotinamid adenin dinkleotid

NARP - neuropathia ataxia és retinitis pigmentosa

ND - NADH dehidrogenaz
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NDGRL1 - dowstream regulated gene 1

NDUFS - NADH-ubiquitin oxidoreduktaz Fe-S protein
NDUFV - NADH-ubiquitin oxidoreduktaz flavoprotein
NEFL - neurofilamentum kénnyt lanc

NEPSYBANK - neuroldgiai, pszichiatriai biobank

NFL - light molecular weight neurofilament protein

Nlalll - Neisseria lactamica Il1. restrikcios endonukleéz
Notl - Negative regulator Of Transcription 1

OAE - otoacusticus emissio

OH - mitochondrialis genom replikacids origo, nehéz lanc
OL - mitochondrialis genom replikacios origo, konnyi lanc
OPAL - opticus athrophia

OPAZ2 - opticus athrophia

OPNI - Orszagos Pszichiatriai és Neuroldgiai Intézet
OXPHOS - oxidativ foszforilacios rendszer (légzési lanc)
PCAGGS - klonozo plazmid

PCBLaCZ - béta-galaktozidaz kodolo poliklorozott bifenil biodegradativ plazmid
PCBMuDys - murine dystrophin kodolé PCB plazmid
PCBVUtrF1 - utrophint tartalmazo plazmid

PCMYV - eml6s expresszios vektor, hybrid cytomegalovirus
pCMVMicroDys - microdystrophin cDNS kddol6 plazmid
PCR - polimeraz lancreakcio

PCR-RFLP - polimeraz lancreakcio — restrikcios fragment hossz
polymorphizmus

PEO - Progressive Externalis Ophthalmoplegia

PET - pozitron emisszids tomographia

PGD - Preimplantécids Genetikai Diagnosztika

PI - Pulsatilitasi Index

PINK1 - PTEN-Induced Putative Kinase 1

PMP22 - Peripherias Myelin Protein 22

PNA - mogyoré agglutinin

POLG - polimeraz-y

POMGNT - N-acetylglucosaminyl transzferaz

POMT - protein O-mannosyltranszferaz
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PRX - periaxin

PTC - receptor tyrosin kinaz
PVDF - polyvinil-difluorid
R148X - nonsense mutacio

RAB?7 - endoszéma marker

REF — Ragged Red Fiber

RNR - RiboNukleotid Reduktaz
ROS - reaktiv oxigén gyokok
RRM2B - Ribonukleotid Reduktdz M2 B
RSV - Respiratory Syncytial Virus
SBF2 - SET Binding Factor 2
SCA - SpinoCerebellaris Ataxia

SCAIP - Single Condition Amplification/Internal Primer

SCID - Severe Combined Immunodeficiency

SD - standard deviacio

SDH - szukcinat dehidrogenaz

SDHA - szukcinat dehidrogenaz A alegység

SDHB - szukcinat dehidrogenaz B alegység

SDHC - szukcinat dehidrogenaz C alegyseg

SGOT - serum glutamat-oxalacetat-transzaminaz
SGPT - serum glutamét-piruvat-transzaminaz
SIMPLE - endosomalis/lysosomalis membran protein
SLE - Szisztemas Lupus Erythematosus

SNP - Single Nucleotid Polymorphizmus

SOX10 - SRY -related HMG-Box-containing gen 10
SPGY7 - spasticus paraplegia 7

SRY - sex-determining region Y

SSB - abortiv egyes szalu break

SURF1 - Surfeit 1

SV40 - Simian vacuolating virus 40

TA - musculus tibialis anterior

TAMRA - fluoreszcens tetramethyl-rhodamin festék
Taq - Thermus aquaticus héstabil DNS-polimeraz

TCD - transcranialis Doppler
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TDP1 - tyrosyl DNA foszfodiészteraz

TIA - transiens ischaemias attack

TIMMBSA - a belsé mitochondrialis membran 8. transzlokaza
TK - timidin kinaz

TP - timidin foszforilaz

TRIM32 - tripartite motif-containing 32

tRNS - transzfer RNS

TYMP - timidin foszforilaz

UH - ultrahang

VEP - vizudlis kivéltott valasz

VI1A4-1 - alfa-dystroglycan

VMAZ21 - vacuolar ATPase assembly integral membrane protein
VOI - volumen-of interest

WEFS1 - Wolfram szindroma 1

WGA - wheat germ agglutinin

Xhol - Xanthomonas holcicola I. restrikcios endonukleéz

XR - X-hez kotott recessziv
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	A mintavétel és a végpontok meghatározása: altatást követően a teljes TA-t és gastrocnaemiust eltávolítottuk, majd fagyasztott metszeteket készítettünk. A hisztológiai elemzés során az alábbi paramétereket analizáltuk: a transzfekált rostok száma és a...
	Real-Time PCR: valamennyi szövettanilag is analizált izomból. 70 db 10um vastag cryostatos metszetből izoláltuk standard metodika szerint a DNS-t. A Real-Time PCR-t a QuantiTect Probe PCR kit segítségével végeztük el (Taqman próba, Qiagen, Valencia US...
	Statisztika: Az Evans blue, (-gal, dystrophin, vagy utrophin pozitív rostok, és a nekrotikus rostok teljes számát számoltuk minden kezelt izomban. Minden csoportban az arithmetikus átlagot és a standard hibát kalkuláltuk, majd a Student és GLM ANOVA 2...
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