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BEVEZETES (IRODALMI ATTEKINTES)

1. A Rett szindroma klinikai jellemzoi

A Rett szindroma (OMIM 312750) idegfejlodési rendellenesség, amelynek
gyakorisaga irodalmi adatok alapjan 1/10000-1/-15000 kozott van. Hagberg és
munkatarsai 1983-ban megjelent angol nyelvii cikke utdn nagyobb figyelem
fordult e kiilonleges betegség fel¢, amely ugy tlint, hogy csak leanyokat érint. A
klasszikus Rett szindroma kritériumait 1988-ban nemzetk6zi megegyezés alapjan
alkottdk meg: normalis perinatalis id6szak, normalis sziiletéskori fejkorfogat,
latszolag normalis pszichomotoros fejlédés az els6 6 honapban, fejkorfogat
novekedés lelassulasa, a tudatos kézhasznalat elmaradédsa, sulyos beszédzavar
kialakulésa, ataxia, pszichomotoros elmaradas és sztereotip kézmozgasok.

Latszolag normalis a fejlédés az elsé honapokban (pre-regresszid), de
néhany jel utalhat mar a betegségre, peldaul az izomtonus zavar, nyelvnyujtogatas,
abnormadlis szem- és ujjmozgds, kéz sztereotipidk és tremor. A regresszido 6-18
hénapos korban kezdddik a beszéd elvesztésével, ataxids jarassal, alvaszavarral,
viselkedésvaltozassal ¢és autisztikus jegyekkel. Irregularis 1€gzés ¢€s sztereotip
kézmozgés jelenik meg. Az epilepszia, iziileti deformitds, scoliosis, osteoporosis
¢s dystrophia a betegség késdi manifesztacidi (poszt-regresszio). A hirtelen halal
es¢lye megemelkedett, hatterében feltehetdleg szivaritmia, illetve agytorzsi
diszfunkcio all.

A Rett szindroéma klinikai megjelenése eltérhet a klasszikus tiinet
egylittestdl, variansai a mar korai csecsemdkorban kezd6dd, korai epilepsziaval
jaro sulyos formak és az enyhébb, tigynevezett ,,forme fruste” vagy ,,preserved
speech” variansok.

2. A Rett szindroma genetikai hattere

A Rett szindroma X-hez kototten orokldédik, az esetek tobbsége sporadikus, de
ismertek familidris esetek is. A betegség genetikai okat tekintve szamos talalgatas
latott napvilagot, végiil 1999-ben irtdk le hatterében az X-kromoszéman
elhelyezkedd methyl-CpG-kotd fehérje 2 gén (MECP2) mutacidit. Az MECP?2 az
X-kromoszéma hosszu karjan az Xq28 régidban helyezkedik el, és egy ubikviter
fehérjét (methyl-CpG-kotd fehérje 2: MeCP2) koddol.

A 4 exonbol allo gén két 6 funkcionalis doménnel rendelkezik: a ,,methyl-
CpG-binding domain” (MBD) és a ,,transcriptional repression domain” (TRD). A
fehérje a ,histone-deacetylase complex” (HDAC) felépitésében vesz részt, és
eddig még nem ismert gének atirodasat gatolja. Korabbi tanulméanyok azt talaltak,
hogy a TRD-ben taldlhaté vagy nonsense mutdciok sulyosabb klinikai képet
okoznak, mint az MBD-ben talalhat6 vagy missense muticidk, de pontos
Osszefiiggést nem tartak fel.

A kiilonb6z6 tanulmanyok a Rett szindromas betegek kb. 50-80%-aban

A lanyoknal joval ritkabban, fidknal is leirtdk mar az MECP2 gén mutacioit.
A csekély eldéfordulasi aranyt magyarazhatja, hogy a mutacié létrejotte fiknal
gyakran mar intrauterin elhaldssal, esetleg a sziiletést kovetd egy-két éven beliili



halallal jar, amikor nem sziiletik diagnozis a nem specifikus tlinetek miatt. Egy
masik magyarazat, hogy a megfigyelések alapjan a mutacidé gyakoribb az apai
eredeti X kromoszoman, ami a fil utdodokndl hianyzik. Az X-hez kotott
oroklodéssel kapcsolatban a mai napig sok a tisztdzatlan kérdés, ez magyarazza,
hogy mindezen megfontolasok csak hipotézisek.

3. Az X-inaktivacio szerepe

A Rett szindromas gyermek fenotipusanak meghatarozdsaban, a jelenlegi
elképzelések alapjan, a mutacio tipusan és helyén kiviil fontos szerepet jatszik az
X-inaktivacio is. A Lyon-hipotézis szerint a ndi sejtekben jelenlévd két X-
kromoszoéma koziil az egyik (vagy az apai, vagy az anyai) inaktivva valik az
embrionalis élet kezdetén. Az aktiv X-en bekovetkezo karosodas, mutacio
vezethet leginkabb a sejt abnormalis mitkodéséhez.

Random X-inaktivaciordl beszéliink, ha az apai vagy az anyai X megkdzelitleg
fele-fele aranyban inaktivalodik a sejtekben. Non-random (eltolodott) X-
inaktivacio esetén ugyanazon sziil6t6l szdrmazo X inaktivalodik a sejtek tobb mint
80%-4aban.

Ismert olyan eset, amikor tiinetmentes, vagy csak minimalis tiineteket
mutaté, MECP2 gén mutaciot hordozé nében kimutattdk az extrém mértékben
eltolodott X-inaktivaciot. Az eddigi vizsgalatok alapjan ugy tlinik, hogy Rett
szindromasokban, csakigy, mint mas X-hez kapcsolodd betegségekben,
gyakrabban fordul el6 eltolodott X-inaktivacid, mint a normal populacioban.

4. Az MeCP2 fehérje funkcioja és vizsgalata

A betegség leirdsa, genetikai diagnosztikaja mellett egyre nagyobb erdfeszitések
torténnek a kezelés iranyaban. Erre a lehetdséget az adhatja, ha a koros fehérje
szerepe a pathogenezisben tisztdzodik.

Az MeCP2 a metilalt DNS-hez kotddve kulcsszerepet jatszik az
ugynevezett ,transzkripcids silencing” komplex kialakitasdban. A komplex
feladata a hiszton deacetildlasa, amely a kromatin tomorodéséhez vezet. A
kromatin ebben a formaban elérhetetlenné valik az atir6 transzkripcios faktorok
szamara. Az elméletek szerint az MeCP2 fehérjének jelentds szerepe van a korai
agyi fejlodésben. Kevés irodalmi adat 4ll rendelkezésre a fehérje vizsgalatat
illetden. Az ismert, hogy egy ubiquiter fehérjérél van szd, amely kiillonboz6
mennyiségben expresszalodik a kiillonb6zd szovetekben.

VIZSGALATI CELKITUZESEK

1. Fenotipus-genotipus elemzésiink alapja a részletes klinikai megfigyelés, a
tiinetek leirasa ¢és a betegség lefolydsanak kovetése volt. Munkank sorédn a
genetikai vizsgéalatokat részletes klinikai vizsgalat el6zte meg, amely magaba
foglalta a részletes anamnézist (kérddiv), fizikalis vizsgalatot, rontgen
vizsgalatokat, ortopédiai vizsgalatot, pszichologiai és neurologiai vizsgalatot,
valamint az EEG elemzést, néhany esetben a cardioldgiai és gerinc DEXA
vizsgélatot is. Jelen dolgozat az anamnézis és fizikalis vizsgalat sordn nyert
informaciok dsszefoglalasat tartalmazza.



2. 2001 ota végezziik a klinikai vizsgalatok alapjan Rett szindrémdasnak tartott
betegeknél az MECP2 mutéacié analizisét. Célul tliztiik ki annak megallapitasat,
hogy a magyarorszagi Rett szindromas betegek korében kimutathato-e olyan
szamu esetben mutacio, mint amennyi az irodalmi adatok alapjan varhato.

3. Napjainkban az érdeklodés kdzéppontjaba keriilt minden betegségben, igy Rett
szindromaban 1is, annak a kérdésnek a megvalaszolasa, hogy van-e direkt
Osszefliggés a klinikai kép és egy adott mutacié (mutécio tipus) kozott, vagy egyéb
faktorok is szerepet jatszanak a fenotipus kialakitasaban.

4. Az irodalmi adatok ismeretében vizsgaltuk, hogy a mutacid analizissel
pozitivnak bizonyult magyar Rett szindromas betegek korében milyen ardnyban
fordul eld eltoldédott X-inaktivacid, ez milyen kapcsolatban all a mutacié tipusaval,
¢s milyen lehetséges hatassal van a fenotipus kialakitasara.

5. Az MeCP2 fehérje sejten beliili elhelyezkedését vizsgaltuk immunfluoreszcens
technikdval gyorsan o0szt6dd sejteken (daganatos sejtvonal), normalis humdan
lymphocytakon €s mutacioval rendelkezd Rett szindromas betegek lymphocytain.

BETEGEK ES MODSZEREK

1. A vizsgalt betegpopulacio

2001-ben kezdtiik el a magyarorszagi Rett szindromas betegek prospektiv klinikai
¢s genetikai vizsgalatat. Eloszor azoknak a betegeknek a sziileit kerestiik fel
levélben, akiket a Rett Szindroma Tarsasag szdmon tartott. Az altaluk elkiildott
cimlista szerint ez 47 beteget jelentett, koziiliik 22-en jelentkeztek leveliinkre. A
késdbbiekben tobb forumon beszamoltunk az elsd eredményekrdl, amelyet
kovetden Magyarorszag minden tajardl érkeztek betegek, akiknél a Rett szindroma
gyanija meriilt fel. Torekedtiink arra, hogy minden gyermeket személyesen is
megvizsgalhassunk, sok esetben azonban, az orszag tdvolabbi részeibdl, csak a
vérmintat kaptuk meg. Eddig 6sszesen 66 ledny genetikai vizsgalatat végeztiik el,
egyenldre csak 37 betegnél volt lehetdségiink a részletes fenotipus elemzés
elvégzésére is.

2. A fenotipus elemzés modja
A betegség kialakuldsanak, lefolyasanak pontos leirdsahoz szerkesztettiink egy
kérddivet, amely hat nagyobb részre tagolddott: csaladi anamnézis, perinatalis
anamnézis, pszichomotoros fejlédés, szocidlis fejlodés, korabbi anamnézis, jelen
panaszok. Minden betegnél részletes belszervi és neurologiai vizsgalatot
végeztlink.

A fenotipus elemzést irodalmi ajanldsok alapjan végeztik el.
Az 1. tdblazatban foglaltuk Gssze a vizsgalt tiineteket és az alkalmazott pontozési
rendszert: 0sszesen 21, a betegségre jellemzonek tartott tulajdonsagot vizsgaltunk,
¢s a sulyossdg alapjan 0-2 vagy 0-1 pontot adtunk, a maximadlis Osszegzett
pontszam 39 lehetett. Minél sulyosabb, illetve jellegzetesebb volt egy adott
betegnél a klinikai kép, anndl magasabb pontszamot kapott.



1. tabldzat: A fenotipus elemzés pontozdsi rendszere

Vizsgalt paraméter Pont=0 Pont=1 Pont=2
Pszichomotoros normalis 6 honapos korig lassu mar <6
fejlodés normalis, de hénapos korban
regresszio
Regresszio kezdete >18 honapos 6-18 honapos <6 honapos korban
korban korban
Sziiletéskori normalis, nincs normalis, de nem alkalmazzuk
fejkorfogat csokkent csokkent
novekedés novekedés
Aktualis >50 percentil 25-50 percentil <3 percentil
fejkorfogat
Testsuly >10 percentil 3-10 percentil <3 percentil
Scoliosis nincs van operaltak
Sztereotipia soha az 1d6 25-50%- az 1d6 75-95%-
aban aban
Kézhasznalat normal, 6nalléan valamennyi, nincs
eszik segitséggel eszik
Beszéd normal néhany szdtag nincs
Epilepszia nincs Pozitiv EEG, de kezelést igényel
nem igényel
kezelést
Légzés normal abnormalis nem alkalmazzuk
Microcirculatio normal hideg kezek, labak | nem alkalmazzuk
Nyelvkészség valamilyen gligyogés, szotagok kialtozas, nincs
beszéd hangképzés
Alvaszavar nincs idénként kifejezett
Motoros készség <8 honapos >8 honapos korban nem il 6nalléan
(feliilés) korban
Jaras normal ataxias soha nem jart, vagy

elvesztette a
képességét

Jaras kezdete

<18 honapos

18-30 honapos

>30 honapos
korban, soha

korban korban
Non-verbalis megorzott, J6 szemkontaktus nincs
kommunikacio akaratlagos szemkontaktus
Izomtonus normal enyhén koros sulyos zavar
Iziileti nincs enyhe sulyos
kontrakturak
Hangulati labilitas nincs van nem alkalmazzuk
Erzelmek nincs van nem alkalmazzuk
kifejezése,
megértése




3. Az MECP2 mutacio6 analizise direkt szekvenalassal

A DNS izolalas periférias vérbdl kisozassal tortént. Az MECP2 gén 3 kodold
exonjanak (2-es, 3-as és 4-es exon) amplifikalasdhoz az irodalomban korabban
publikalt hat primer part hasznaltuk. A PCR reakciot 50 pl végtérfogatra szamolva
a kovetkezoképpen allitottuk ossze: 1X PCR puffer (50 mM KCI; 10 mM Tris-
HCI; 0.1 % Triton X-100); 1 mM MgCl,; 200 uM a dATP, dCTP, dTTP, dGTP
nukleotidok mindegyikébdl; 0.04 uM a forward €s reverse primerbdl; 40 ng/ul
DNS. A PCR kivitelezése MJR PTC-150 tipust késziiléken tortént a kovetkezd
kondicidk szerint: elddenaturdlds 2 perc 96 °C-on, ezt kovetden 35 cikluson
keresztiil 1 perc denaturdlds 96 °C-on, 1 perc primer kotés 55 °C-on €s 1 perc
extenzio 72 °C-on, amelyet 5 perc végso extenzid kovetett 72 °C-on. A PCR
terméekeket direkt forward €s reverse szekvenalassal analizaltuk ABI PRISM 310
automata szekvenaloval, Big Dye terminator reagensek felhasznalasaval.

3. Az X-inaktivacios vizsgalat modszere

A leggyakrabban - és altalunk is - hasznalt technika a humén androgén
receptor gén teszt, amely a génben talalhat6 CAG trinukleotid i1smétlodések
szdmanak polimorfizmusan alapul. Az androgén receptor génben egy metilacio
szenzitiv enzim (Hpall) hasitdsi helyei taldlhatok. Az enzimmel végzett
emésztéskor a metilcsoportokkal jelolt inaktiv szl védett, ép marad, az aktiv szal
viszont metilcsoportok hidnyaban elhasad.

A DNS izolalas periférias vérbol kisozassal tortént. PCR reakciot végeztiink
a gyermek emésztett és emésztetlen DNS-ével, valamint az egyik sziil6 DNS
mintdjaval az alabbiak alapjan. A vizsgalt gyermek DNS-¢ét Hpall metilacio
szenzitiv  restrikcidos  endonukledzzal megemésztettik a gyarto (MBI
FERMENTAS) ajanlésa szerint.

A polimeraz lancreakcidhoz hasznalt primer parok:

SBMA-A: TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC, és SBMA-B:
GCTGTGAAGGTT GCTGTTCCTCAT.

A PCR hdprogram a kovetkezd volt: 5 perces 95 °C-os elddenaturacié utan
30 cikluson keresztiil 1 perc denaturalas 96 °C-on, 1 perc primer kétddés 62 °C-on
¢s 1 perc extenzid 72 °C-on, amelyet a program végén 10 perc végsd extenzio
kovetett. A detektalas 2%-os agardz gélelektroforézissel és 8%-os poliakrilamid
gélelektroforézissel, etidium-bromidos festéssel és eziistozéssel tortént.

A modszer nem informativ, ha a két allélen a trinukleotid 1smétlodések
szama megegyezik, vagy csak kis mértékben tér el egymastdl. Random
inaktivacionak értékeljiik a vizsgalatot, ha az emésztetlen DNS-en végzett PCR
reakcid mintazata megegyezik azzal, amit az emésztett DNS minta adott. Non-
random (eltolddott) inaktivaciorol beszéliink, ha az emésztett DNS-sel végzett
PCR mintazataban az egyik allélnek megfeleld band (ez az aktiv szél) hidnyzik.



4. Az immunfluoreszcens vizsgalat leirasa
A kovetkezd pontban leirt vizsgdlatok (immunfluoreszcens festés és flow
citometria) a PTE Pathologiai Intézetben torténtek.

A modszer beallitisa REH daganatos sejteken:

A REH sejtszuszpenzidt (human, leukémids sejtvonal, pre-B sejt) lecentrifugaltuk,
a feltiliszot leontottiik, PBS-sel mostuk.

A fixalas 1%-os formaldehiddel szobahémérsékleten tortént (10 perc), majd
centrifugaltuk a mintat, a feliiliszot ledntottiik.

2 ml PBS-t mértlink a sejtekre, majd kettévalasztottuk a mintat,
centrifugaltunk, a feliiluszot ledntottiik.

Az egyikhez hozziadtuk az anti-MeCP2 antitestet (Santa Cruz goat antitest,
1:100 higitas, 100 pl), a masik volt a kontroll. 37 °C-on inkubaltuk 40 percig, ezt
kovetden PBS-sel mostuk.

Mindkét cs6hoz anti-goat FITC jelolt masodik antitestet adtunk, 37 °C-on
inkubaltuk 40 percig. PBS mosast végeztiink, majd az utofixalas 0,1 %-os
formaldahiddel tortént (200 ul). A centrifugalas minden Iépésnél 1200 rpm-en, 10
percig tortént.

Human lymphocytakon végzett vizsgalat menete:

A sejtek nyerése két modon tortént:

1, a heparinos csdbe levett vért Ficollra rétegeztiik (1:2 ardnyban), és 3000 rpm-
mel, 30 percig centrifugaltuk. A mononuclearis fractiot leszivtuk, fizioldgias soval
mostuk, lecentrifugaltuk a mintat, a feliiliszot ledntottik.

2, egyébként a karyotipizalashoz hasznalt Chromosome Medium IA taptalajra
(GIBCO) 5 csepp vért cseppentettiink, a szuszpenzidt 72 6ran keresztiil 37 °C-on
inkubaltuk. Lecentrifugaltuk, a feliiluszot ledntottiik, és
8 ml 0,05 M KCl-os hipotonizald oldatot mértiink ra, 30 percig 37 °C-on
inkubaltuk, majd fiziologias séval mostuk.

A fixélas, illetve a vizsgalat tovabbi menete mindkét esetnél ugy tortént,
mint a daganatos sejtvonalnal, annyi kiilonbséggel, hogy a mosasokat fiziologias
soval, nem PBS-sel végeztiik.

A szuszpenziokbol targylemezre cseppentettiink, megszaritottuk dket, majd
DAPI-val hattérfestést végeztiink. A lemezeket Nikon FXA fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk. A flow citometrias vizsgalat Partec PAS II tipust
késziilékkel tortént.

EREDMENYEK

1. A Klinikai vizsgalatok eredményei

A Rett szindroma klasszikus definicioja szerint a korai pszichomotoros fejlodés
normalis, ezért a szerkesztett kérdoiv tartalmazta az erre vonatkozé kérdést. Tobb
esetben beszamoltak a sziilék arrdl (a fenotipus elemzésben résztvevd 37 gyermek
koziil 25-nél), hogy mar az els6 honapokban jelentkezett valamilyen tiinet a
kovetkezOk koziil: furcsa testtartas, figyelmetlenség, érdektelenség, tremor, etetési
nehézség, sulyfejlodés késés, aluszékonysag, feltind nyugodtsag, vagy az, hogy a



csecsemd nem mosolygott. Egy nemrégen megjelent kozlemény szintén
hangsulyozza, hogy vannak korai jelek, amelyek Rett szindroémaéra utalhatnak.

A ledanyok tobb mint felében (21/37) a mozgasfejlédés elmaraddsa mar 6
hénapos korban, vagy elbtte elkezdddott. A sziiletéskori fejkorfogat minden
esetben normalis volt (a fenotipus pontozasi rendszert a jovOben ugy modositjuk,
hogy sziiletéskori microcephalia esetén nem adunk 2 pontot, mert ez, vizsgélataink
alapjan, nem jellemzd a betegségre), a vizsgélat idopontjdban azonban mar 28
betegben microcephaliat észleltiink, és nem volt olyan eset, ahol a fejkorfogat
elérte volna az 50 percentiles értéket. 15 gyermeknél sulyos dystrophia volt jo
étvagy mellett. Nem tartozik a klasszikus tiinetek kozé, de 12 esetben alacsony
testmagassagot (<3 percentil) is észleltiink. Scoliosist 19 betegnél talaltunk.

A betegség kardindlis tlinetének szamitd sztereotip kézmozgast minden
betegiinknél megfigyeltiik, az esetek tobbségében a kézmozgas alland6 volt. A
kézmozgas tipusa legtobbszor jellemzd, kitekert csukloval dorzsolik Ossze
kezeiket, azonban mas fajta kézmozgas is megjelenhet (pl. keziiket szajukba
veszik, vagy keziikkel szajukat {itogetik). Adataink szerint a sztereotip kézmozgas
atlagosan 3 éves kor koriil kezdddik (8 ho-6 év), tehat a legtobb esetben nem
tartozik az igazéan korai jelek koz¢é.

A betegség masik klasszikus jelének szamit, hogy a tudatos kézhasznalat
elveszik, azonban 23 betegben megfigyelhetd volt valamilyen szintli kézhasznalat
(segitséggel eszik, targyért nyul, targyat rovid ideig megfog). A 14 betegilink a
balkezét részesitette elonyben.

Megfigyelésiink szerint leginkabb a beszédfejlodésre jellemzd a betegség
karakterisztikus jegyének tartott normalis fejlddés, majd regresszid. Betegeink
tobbsége 1 éves kordban elkezdett szavakat mondani, majd atlagosan 1,5-2 éves
korban a fejlodés megtorpant €s visszafejlodott, néhany betegnél maradt csak meg
né¢hany sz6 mondasa. A legtobb esetben azonban csak kiabalds, gligydgés volt
jellemzd (32/37). A beszédfejlodés e jellegzetes megtorpandsa a Rett szindroma
egyik korai jelének tekinthetd.

Manifeszt epilepszia 18 leanynal volt, altalaban 4-5 éves ¢letkorban
kezdddott, 7 esetben azonban 2 éves kor eldtt 1épett fel. 5 gyermeknél csak az
EEG mutatott eltérést, de gorcs nem volt. Légzészavart (szapora 1égzést,
1égzésvisszatartast vagy levegOnyelést) 21 esetben észleltiink. Jellemzd tiinetként
emlitheté a microcirculatio zavara (a kezek és/vagy labak hidegek voltak a 26
betegben), és az iziileti kontraktura, f6leg az Achilles-in kotottsége (29/37).

[zomtonus eltérést a legtobb esetben észleltiink (30/37), ez leggyakrabban
torzs kozeli hypotoniat, és a végtagokban fokozott tonust (felsd végtagokban
rigiditas) jelentett. Az esetek egy részében a mélyreflexek élénkek voltak, de koros
reflexet nem észleltiink.

Alvészavar a betegek tobbségében (31/37) nem volt, leginkabb a regresszid
id6szakara lehet jellemz0, a viselkedésvaltozassal egyiitt.

Vizsgalataink alapjan a sztereotip kézmozgds ¢és a beszédfejlodés
megtorpandasa mellett a Rett szindroma legjellemzObb tlinete a jards zavara. A
jarés késik vagy a gyermek nem tanul meg jarni (22/37). Ataxias jarast észleltiink
mindegyik jarni tud6 gyermeknél. Feliilni 12 ledny nem tudott.



A stlyos mentalis elmaradéassal jard betegségek korében kiilonlegesnek
szamit a Rett szindroma azon vondsa, hogy a gyermekek érzelmileg kotddnek
kornyezetiikhoz, érzelmeiket kifejezik, kornyezetiikk érzéseit megértik (1 beteg
kivételével minden gyermek sziilei errdl szamoltak be). Eredeti fenotipus
elemzésiink ezt a jellemzOt nem tartalmazta, mert az irodalmi ajanldsokban nem
szerepelt. Vizsgalataink alapjan azonban ezt a vonast a betegségre jellemzOnek
gondoljuk (a fenotipus pontozasi rendszert ezzel a jellemzdvel a jovében
kiegészitjiik, pont=0: nincs érzelmi kotddés, pont=1: van érzelmi kotddés, pont=2:
nem alkalmazzuk). A Rett szindromas gyermekek kivansagaikat a legtobb esetben
kifejezik a non-verbdlis kommunikaci6 eszkozeivel (pl. szemkontaktus).
Gesztusokat viszont nem utdnoznak. Hangulati labilitas 21 esetben volt észlelhetd.

A fenotipus pontozas értékelésekor az életkort fontos figyelembe venni,
hiszen vannak olyan jellemzdk, amelyek iddsebb életkorban jelennek csak meg
(pl. scoliosis, epilepsia, érzelmi kotddés), és vannak olyanok, amelyek
kisgyermekkorban észlelhetdk (pl. alvaszavar, viselkedésvaltozas, szemkontaktus
keriilése). Betegeinket 6 éves kor alatti s feletti korcsoportra osztottuk (decimalis
¢letkort szamitottunk). A legfiatalabb beteg 1,7, a legidésebb 21,2 éves volt (4.
tablazat a , Fenotipus-genotipus elemzés” fejezetben). A fenotipus pontozéskor
kapott legalacsonyabb pontszam 11, legmagasabb 33 volt. A 6 évesnél fiatalabb
betegek atlag pontszdma valamivel alacsonyabb volt (20,4), mint a 6 évesnél
idésebb betegek atlag pontszama (23,2).

A fenotipus elemzésben résztvevl betegeket a Rett szindroma klasszikus
formdjaba sorolhatjuk, bar az egyes esetek lefolyasa egyedi kiilonbségeket
mutatott. Az egyik gyermeknél példaul, aki az elsd vizsgalatkor 12,7 éves volt
(22-es eset), ¢és ekkor még 40 szavas szokincse volt, azt gondoltuk, hogy
,preserved speech” varidns, de a 2,5 évvel késdbbi kontroll vizsgalatkor allapota
sokkal sulyosabb volt, mar nem tudott beszélni, csak hangadasra volt képes. Egy
masik betegiinknél, aki 20,4 éves volt (25-0s eset), a betegség klasszikus tiinetei
megjelentek kisgyermek kordban, viszont vizsgadlatunkkor az egyik legjobb
allapotii betegnek bizonyult, néhany szét tudott mondani és jarasképessége is
viszonylag jol megtartott volt (,,forme fruste” varians?). Ehhez hasonloan a 6-os,
11-es és 34-es esetekben is a Rett szindroma enyhébb formajat lattuk, mint a tobbi
betegnél. A 8-as esetiinknél, aki az els6 vizsgalatkor 7,6 éves volt, €s ekkor sulyos
allapotot észleltiink (nem tudott 4allni, jarni, sulyos epilepszidja volt,
szemkontaktust sem tartott), a 3 évvel késdbbi kontroll allapotjavulast mutatott,
¢rdeklddobbeé valt (velesziiletett stilyos forma?). Hasonloan sulyos formajat lattuk
a betegségnek a 24-es esetben.

Betegeink kozott egy ikerpar volt (14-es és 15-0s eset), akiknél a klinikai kép
sulyossaga jelentdsen kiilonbozott egymastol, bar a fenotipus mindkét esetben
klasszikus volt.

11 beteg kontroll vizsgalatat végeztiik el 1-3 évvel az elsé vizsgalat utan,
amely soran azt lattuk, hogy az esetek egy részében az allapot stagnal, vagy kissé
javul, tobb gyermeknél viszont fokozatos leromlést észleltiink a mozgas ¢és
kommunikaci6 terén.

Fenotipus elemzésiink végén emlitjiik meg a dysmorpholdgiai vizsgalatot,
amely sordn feltinden karakterisztikus kiilsé jelet nem észleltiink. A lednyok



tobbségeének kellemes arcvondsai voltak, tekintetik nem utalt arra a sulyos
szellemi elmaradésra, amelyet minden esetben megfigyeltiink. Az irodalombdl
ismert arc aszimmetriat, valamint a kis kezeket és labakat mi is tobb betegnél
lattuk. Tobb esetben észleltiink széles, elalld eliilsé metszéfogakat, amelyrdl az
irodalomban még nem olvastunk. Szinte minden leanynal gotikus szajpadot
¢észleltiink, amelyet Osszefliggésbe hoznak a magzat csokkent intrauterin
mozgasaival.

A fenotipus elemzés alapjan mondhatjuk, hogy minden olyan gyermeknél
érdemes a Rett szindroma diagnézisat felvetni, akinél a bemutatott pontrendszerrel
20 feletti érték jon ki. Amennyiben ennél alacsonyabb pontszam van, de a
beszédfejlodés fenn részletezett megtorpanasa €s ataxids jaras észlelhetd (obligat
tiinetek), a Rett szindroma diagnozisa valdszinti. Bar a sztereotip kézmozgés a
betegség legismertebb vondsa, onmagaban nem tekinthetjiik abszolut specifikus
jelnek. A jellemz6 sztereotip kézmozgds a betegség korai stadiumaban altaldban
még nem ¢észlelhetd, és mas ok miatt jelentkezd szellemi elmaradasban is
megfigyelhetd hasonlé monoton kézmozgas.

2. A mutacio analizis eredményei

Vizsgalataink sordan eddig 66 lednynal végeztiik el az MECP2 gén mutacio
analizisét. A klinikai vizsgélatok alapjan 42 esetben tartottuk a Rett szindroma
diagnozisat megalapozottnak. Ezek koziil 32 esetben (~76%) talaltuk meg a
mutaciot. Ez az arany megfelel mas szerzdk altal korabban észlelt szdzalékoknak.
Tizenegy, mar korabban leirt mutacidt taldltunk 24 betegnél: T158M, R255X — 4
betegnél; R294X, R133C — 3 betegnél; R106W, R168X, és R270X — mindegyikét
2 betegnél; P152R, P225R, 806delG ¢s 1157del4l — mindegyikét 1 betegnél.
Nyolc Rett szindrémds betegiinknél detektaltunk korabban még nem kozolt
mutéciot: S134P, T203M, 276insG, 710delG, 1157del32, 1160del7, 1163del35,
1121del191; 1322del9.

Azokban az esetekben, ahol nem tudtunk kimutatni mutaciot az MECP?2 2-
es, 3-as €és 4-es exonjaban, felmeriil a gén 1-es exonjdnak eltérése, illetve mas
gének szerepe a betegség kialakitasdban. A legljabb ismeretek szerint korai
epilepszidval jard forméanal a CDKLS génben talalhaté mutacio.

Az irodalom az Angelman szindromat emliti, mint f6 differencial
diagnosztikai problémat, amelynek oka, hogy Rett szindromdban is gyakran
¢észlelhetd akaratlan nevetés, hangulatingadozas. Minden betegiinknél elvégeztiik
analizisét ¢s az MECP2 muticié negativ betegeknél a 15-0s kromoszéma UPD
vizsgalatat is, de eltérést nem taldltunk.

3. Fenotipus-genotipus elemzés

A fenotipus elemzésben résztvevd 37 beteg koziil 28-nal tudtunk kimutatni
mutacidt az MECP2 génben (2. tdbldzat). A mutdci6é analizis soran azt talaltuk,
hogy a missense (amindsav cserével jard) mutaciok dontdéen az MBD-ben, a
nonsense (csonka fehérjéhez vezetd) mutaciok pedig a TRD-ben fordulnak el6.
Ezt a jelenséget az irodalomban azzal magyardzzak, hogy a missense mutaciok
,enyhébb” klinikai képhez vezetnek, mint a nonsense mutaciok, és ha a nonsense



mutacid a gén korai szakaszan taldlhatdo, nem a klasszikus Rett szindromara
jellemz6 fenotipus, hanem stlyosabb klinikai kép alakul ki, és nem deriil fény a
diagnézisra.

A részletes fenotipus elemzést 6sszevetve a mutacio analizis eredményével
ugy talaltuk, nincs direkt Osszefliggés a mutacid tipusa és a klinikai kép kozott,
mas tényezOknek is szerepet kell jatszaniuk a fenotipus meghatdrozisaban. A
részletes elemzés azért néhany jellegzetességet felfedett, bar az esetszdm nem
olyan nagy, hogy biztos kovetkeztetéseket lehessen levonni. A mutdciok
szempontjabol 4 csoportra osztottuk betegeinket (1. nonsense, 2. missense, 3.
delécio a 4-es exonban, 4. normal). Elemzésiinket a 3. tablazatban foglaltuk Ossze.

A nonsense muticids esetekben gyakrabban észleltiink dystrophiat,
scoliosist, a stlyos microcephalia is jellemzd volt. A missense mutacio esetén
gyakoribb volt az alacsony testmagassdg. A 4-es exonban 1évd delécio esetén a
mozgasfejlddés jellemzéen mar 6 honapos korban megkésett volt, tobbségiik a
vizsgalatkor nem tudott iilni. Légzészavar szinte mindegyik gyermeknél
megjelent, a kézhasznalat rosszabb volt, mint a tobbi csoportban, és az epilepszia,
hangulati labilitds is gyakoribb volt. Szemészeti problémat (pl. strabizmus) csak
ebben a csoportban talaltunk.

Kilenc esetben nem tudtunk kimutatni muticiét az MECP2 gén ismert
jellemzd. Ebben a csoportban a legjellemzébb kozds vonds az volt, hogy minden
betegnél a mozgasfejlodés nagymértékben megkésett (csak 5-6 éves korukban
tanultak meg jarni, illetve tobbségiik nem tanult meg). Az esetek tobbségében,
ahol az MECP2-ben mutaciét talaltunk és a vizsgalat idejében nem tudtak jarni, a
jarasképesség elvesztése késobbi életkorban tortént. Ez alol kivétel volt a
fenotipus elemzésnél emlitett két stilyos allapotti beteg (8-as és 24-es), akik nem
tanultak meg jarni.

Fenti megfigyelésiink szerint tehat a fenotipusban is taldlhatd kiilonbség
azoknal a betegeknél, akiknél nem tudtunk kimutatni mutaciot az MECP2 génben,
a klinikai kép alapjan azonban a Rett szindroma diagndzisa meriil fel. Az
irodalomban erre vonatkozéan nem talaltunk leirdst. Ez a megfigyelés felveti
annak lehetdségét, hogy nem egy kiilonallo entitdsrol van-e szd, amely tovabbi
tanulmany kérdése lehet.
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2. tablazat: A fenotipus-gentotipus elemzésben résztvevo betegek

X- Fenotipus
Eset Eletkor Mutacid tipusa inaktivacids | pontszam
(decimalis év) mintazat

1 8,8 C880T (R294X) NR 23
2 11,7 N 29
3 9,9 C316T (R106W) R 32
4 12,3 C397T (R1330) NI 22
5 11,7 N 24
6 12,8 C316T (R106W) NR 11
7 6,0 C455G (P152R) NR 17
8 7,6 C502T (R168X) NR 31
9 8,2 C808T (R270X) R 24
10 21,2 276insG NR 27
11 8,8 N 15
12 11,5 1121del91;1322del9 R 31
13 13,5 N 21
14 12,5 N 18
15 12,5 N 31
16 8,3 C880T (R294X) NI 19
17 8,1 C763T (R255X) NR 16
18 4,7 C397T (R133C) NR 17
19 9,3 1157del41 R 20
20 13,6 C808T (R270X) NR 21
21 2,5 C473T (T158M) NI 21
22 12,7 C880T (R294X) NR 19
23 8,3 1160del7 R 25
24 18,6 T400C (S134P) - 33
25 20,4 C473T (T158M) NR 11
26 1,7 C608T (T203M) - 23
27 16,9 C473T (T158M) - 27
28 7,1 N 27
29 3,2 C502T (R168X) NI 17
30 4,1 1163del35 NI 22
31 6,0 N 29
32 2,8 710delG NI 24
33 5,8 C763T (R255X) NR 19
34 4,6 C397T (R133C) NI 11
35 2,9 806delG - 18
36 3,6 C763T (R255X) - 23
37 2,0 N 24

NR: nonrandom, R: random, NI: nem informativ, -: nem volt minta a sziiloktol.
Kékkel kiemeltiik a 6 éves illetve anndl fiatalabb betegeket. Azoknal a betegeknél,
akiknél az MECP2 génben nem taldltunk mutaciot (N) nem végeztink X-
inaktivacios vizsgalatot.
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3. tabldzat: A Rett szindroma nem obligat, de karakterisztikus jellemzoinek
gyvakorisaga a mutdciok csoportositasa szerint (kiemeltiik az adott csoportra
jellemzo tulajdonsagokat)

Nonsense (%) Missense (%)  Deléci6 a4-es  Normal (%) Osszes
exonban (%) (%)
Atlag életkor (év) 8 10 6,5 9,5 8,5
Fenotipus 21,7 20,4 233 22,5 22
pontszam atlaga
6 honapos kor elott 4(36) 6 (54) 4 (67) 7(78) 21(57)
megkésett
pszichomotoros
fejlodés
Regresszio kezdete 5(45) 4 (36) 2 (33) 2 (22) 13 (35)
6-18 honapos kor
kozott
Microcephalia 9(89) 8(73) 4(67) 6 (67) 27 (73)
Dystrophia 6 (54) 3(27) 1 (16) 5(55) 15 (41)
Alacsony novés 2(18) 5(45) 1 (16) 4 (44) 12 (32)
Scoliosis 7(64) 4 (36) 2(33) 6 (67) 19 (51)
Nincs kézhasznalat 5(45) 3@27) 4 (67) 2(22) 14 (38)
Epilepszia 6 (54) 6 (54) 5(@83) 6 (67) 23 (62)
Légzészavar 8(73) 6 (54) 5(83) 2(22) 21 (57)
Microcirculatio 9 (89) 9(89) 5(83) 4 (44) 27 (73)
zavara
Nem mond 7(64) 7(64) 4(67) 9 (100) 27 (73)
szavakat
Alvaszavar 3(@27) 2(18) 1(16) 0(0) 6 (16)
Kifejezett motoros 1(9) 3(27) 2(33) 6 (67) 12 (32)
elmaradas (nem
tud iilni)
Jaras kezdete 4 (36) 5(45) 4(67) 9 (100) 22(59)
kifejezetten
megkésett vagy
nem tanult meg
J6 non-verbalis 9 (89) 8(73) 4 (67) 7 (78) 28 (76)
kommunikacié
Izomténus zavara 1091 7(64) 5(83) 8 (89) 30 (81)
Iziileti 9(89) 9 (89) 5(83) 6 (67) 29 (78)
kontraktiira
Hangulati labilitis 6 (54) 3(27) 5(83) 7(78) 21(57)
Osszes beteg 11 11 6 9 37 (100)
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4. Az X-inaktivacios vizsgalat eredményei

Az X-inaktivacidés vizsgalatot a fenotipus-genotipus analizisben résztvevo,
mutacidval rendelkezd betegek (28 eset) koziil 23-nél tudtuk elvégezni, a tobbi
esetben nem 4allt rendelkezésiinkre egyik sziil6t6l sem DNS minta (2. tablazat).
Azoknal a betegeknél, akiknél nem talaltunk muticiot, nem végeztik el a
vizsgalatot. A 23 eset koziil 7 nem volt informativ. Az X-inaktivacids mintazatot 5
betegnél randomnak (~22%), 11 betegnél non-randomnak (~49%) talaltuk.

Az irodalmi adatok megoszlanak az eltolddott X-inaktivacio aranyarol. A
tanulmanyok tobbsége csak kevés esetben talalt emelkedett aranyt eltolodott X-
inaktivaciot, Weaving és munkatarsai azonban a koézelmultban hasonld aranyu
eltolodott X-inaktivaciot (43%) kozoltek, mint amelyet vizsgélataink soran mi is
talaltunk. Adataink tehat - noha az altalunk vizsgalt esetek szama elmaradt az
emlitett tanulmanyétdl - megerdsitik az X-inaktivacid szerepének jelentOségét a
Rett szindroma kialakuléséban.

Az X-inaktivaci6 jelen tuddsunk szerint akkor jatszodik le, amikor a
blastocysta 10-20 sejtbdl all. A folyamat legtobbszor random modon torténik, a
néi magzat sejtjeinek felében az apai, masik felében az anyai X kromoszéma
inaktivalodik (minden utédsejtben ugyanaz az X kromoszoéma inaktivalodik, mint
a progenitor sejtben). A normalis populdcidban is ¢észlelhetd azonban kis
szdzalékban non-random X-inaktivaci6. Amennyiben a zygota olyan sejteket
tartalmaz, amelyekben valamilyen kromoszéma rendellenesség van, eddig nem
pontosan ismert folyamatok révén dontéen azok a sejtek élnek tal, amelyek
genetikai dllomanya normalis (esetlegesen mozaik forméban lesz jelen a genetikai
eltérés). Amennyiben csak néhany normalis progenitor sejt volt a blastocystaban, a
gyermeknél eltolodott X-inaktivaciot fogunk észlelni, amennyiben tobb volt a
normalis progenitor sejt, az X-inaktivacidé random lesz.

X-hez kotott dominans betegségek (a legijabb irodalom felveti, hogy az X-
hez kotott domindns és X-hez kotott recessziv meghatarozas helyett csak X-hez
kotott oroklédest hasznaljunk) esetén logikusan adodik a feltételezés, hogy azok a
sejtek élnek dontden tul, amelyekben a mutaciot tartalmazo allél inaktivalodik.

A 11 non-random X-inaktivaciét mutatd esetben egy kivételével azt
talaltunk, hogy az apai X-kromoszdéma inaktivalodott (91%). Az irodalmi adatok
alapjan a sporadikus Rett szindrémdas esetek tobbségében a mutacid az apai X
kromoszéman talalhato.

Azokndl a betegeknél, akiknél a 4-es exonban talaltunk deléciot, random X-
inaktivaciot lattunk (a kis esetszdm miatt azonban ebbdl kovetkeztetést nem
tudtunk levonni).

Vizsgalataink alapjan azt mondhatjuk, hogy az X-inaktivaci6 a Rett
szindroma kialakulasdban nagy valoszintiséggel szerepet jatszik, a fenotipus
befolyasolasanak részletei azonban nem tisztdzottak (ugyanugy észleltiink
eltolodott X-inaktivaciot az enyhe esetekben, mint klasszikus és stilyos formanal).

S. Az MeCP2 fehérje vizsgalatanak eredményei

A moddszer beallitdsat daganatos sejtvonalon (REH) végeztik el. A pozitiv
sejtekben (amelyhez az elsé antitestet hozziadtuk), a kontrollhoz (nem adtunk
hozza elsé antitestet) viszonyitva egyértelmii jelintenzitast észleltiink a
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sejtmagban. Flow citometrids vizsgalattal el lehetett valasztani a pozitiv €s
kontroll sejtpopulaciot.

Human lymphocyta sejteken végezve a vizsgélatot sokkal kisebb
jelintenzitast észleliink a pozitiv sejteken, a jelek leginkdbb a marginalis
heterochromatinnak megfelelen jelentkeztek. Flow citometrias vizsgalattal nem
lehetett a kontroll és pozitiv sejteket elvalasztani. Elvégeztiik a vizsgalatot 3 napos
tenyésztésen atesett lymphocyta sejteken is, ekkor a jelintenzitds emelkedését
¢észleltiik, de flow citometriaval ekkor sem lehetett kiillonbséget detektalni.

Mivel a jelintenzitas a tenyésztett sejteken jobb volt, a késdbbiekben ot,
mutacidval rendelkezd Rett szindromas betegnél, tenyésztett sejteken végeztiik el
az immunfluoreszcens vizsgalatot. A feltevésiink szerint azokban a sejtekben, ahol
koros vagy csonka fehérje képzodik, nem mutathato ki jelintenzitas a fehérje C-
terminalisdhoz kotddd antitestet alkalmazva. Vizsgalataink soran nem észleltiink
kiilonbséget a mutacioval rendelkezd betegek és egészséges kontrollok
lymphocytai kozott (mindkét esetben észleltiink fluoreszcens szignalt). Ennek az
eredménynek az okat nem tudjuk, felvetddik az X-inaktivacié szerepe, vagy hogy
az antitest kotddik a koros fehérjéhez is, esetleg az, hogy a koros sejtek nem
osztddnak.

Vizsgalataink soran azt a megfigyelést tettiik, hogy gyorsan o0sztodd
sejteken az MeCP2 fehérje nagyobb jelintenzitdssal észlelhetd, mint differencialt
sejteken. A jovOben azt szeretnénk megvizsgalni, hogy lehet-e szerepe e
fehérjének a sejtosztodasban.

AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE ES OSSZEFOGLALASA

A szellemi elmaradassal jard betegségek nagy részében még tisztdzatlan a
genetikai hattér. Azoknak a betegségeknek a pontos megismerése, amelyekben
igazolodik egy génnek vagy géneknek a mutédcioja, segithetnek megfejteni a
fenotipus-genotipus Osszefliggés alapvetd szabalyait, amelyekrél ma még csak
sejtéseink vannak.

A Rett szindréma egy ilyen betegség, X kromoszoéman elhelyezkedd génjét
(methyl-CpG-binding protein 2, MECP2) 1999-ben fedezték fel. Az eltelt iddben
tobb kutatdcsoport beszamolt a klinikai kép sajatsagairol, a génben taldlhatéd
mutaciokrdl, az X-inaktivacid szerepérdl és a fehérje funkcidjara vonatkozéd
adatokrol.

Prospektiv vizsgalatainkat 2001-ben kezdtiilk el, Magyarorszagon
elsoként, az akkor rendelkezésre allo irodalmi adatok attekintése utan. A
kovetkezd céljaink voltak: 1. a lehetd legrészletesebb klinikai vizsgalat
elvégzése (olyan tiinetek keresése, amelyek nagy biztonsaggal felismerhetové
és mas betegségektol megkiilonboztethetové teszik a Rett szindromat), 2. az
MECP2 szekvencia analizisének beallitasat kovetéen a Kklinikailag
diagnosztizalt esetek mutacio analizisének elvégzése, a mutaciok hazai
gyakorisaganak megallapitasa, 3. fenotipus-genotipus oOsszefiiggés keresése,
4. adatok nyerése a betegség patomechanismusanak megértésére.

A célkitlizéseinkben feltett kérdésekre valaszolva tanulményunk alapjan
(6sszesen 66 beteg keriilt Rett szindroéma gyantjaval genetikai vizsgalatra), az
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irodalom tiikrébe allitva, az alabbi Osszefoglald megallapitdsokat fogalmazzuk
meg.

1. Az elvégzett klinikai vizsgalatok alapjan (a 66-bol 37 beteg részletes
fenotipus elemzésére volt lehetdségiink) konkrét ajanlast tudunk tenni arra
vonatkozoan, hogy milyen klinikai tiinetek esetén érdemes elvégezni az
MECP2 mutacidjat:

» Azirodalmi adatokkal egyezden azt talaltuk, hogy a Rett szindromas
gyermekek sziiletéskori antropometriai adatai, kiilonds tekintettel a
fejkorfogatra, normalisak.

» A Rett szindréma irodalomban leirt kritériumai kozott szerepel
a latszolag normalis korai csecsemoékori fejlodés, az altalunk vizsgalt
gyermekeknél azonban mar az elsé élethonapokban észleltek a
sziillok a mozgasban, viselkedésben, figyelemben eltérést. Ez a
megfigyelésiink egyezik egy kozelmultban megjelent kozlemény
adataival.

» A betegség lefolyasara karakterisztikusnak tartjdk az irodalomban
(14) a regresszid idészakat, amely soran a gyermek elveszti minden
megszerzett képességét (jarast, kézhasznalatot, beszédet). Vizsgalataink
soran azt talaltuk, hogy a jarasfejlodés a legtobb esetben kezdettdl fogva
megkésett, és leginkdbb a beszédfejlddésre jellemzd a normalis kezdeti
fejlédés, majd regresszi6. Megallapitottuk tehat, hogy a regresszio
nem homogén: a betegség egyik korai jele a jaras késése, illetve
bizonytalansaga, latszolag normalis kezdeti szellemi fejlodés mellett.
Karakterisztikus, hogy a beszédfejlodés normalisan indul, majd 1,5
éves kor koriil megall és visszafejlodik.

» A Kklasszikus kritériumok kozott szerepel a tudatos kézhasznalat
teljes elhagydsa, vizsgdlataink soran azt taldltuk, hogy a gyermekek
tobbségében ez a képesség valamilyen szinten fennmarad.

» A betegségre jellegzetes sztereotip kézmozgas késoi jelnek
tekintheto, csak atlagosan 3 éves kor koriil jelentkezik.

» Jellemzonek taldltuk betegeinknél azt a vonast, hogy a silyos
szellemi elmaradas mellett az érzelmi értés és kifejezés fennmarad.
Ennek a jellemzonek a kiemelése nem szerepel az irodalomban talalhato
fenotipus elemzésekben, 1jszerli észrevételiink azonban tovabbi
megerdsitést igényel.

Mindezek alapjan kidolgoztunk irodalmi ajanlasokra tamaszkodva egy
fenotipus pontozasi rendszert, amelynek alkalmazasaval jo talalati arany (50-
80% kozott) biztosithato az MECP2 mutacié analizis soran.

2. Rett szindromas betegeknél eddig az MECP2 gén 3-as €s 4-es exonjaban
mutattak ki mutaciot, az altalunk észlelt mutaciok is ebben a két exonban
talalhatok (a 2-es exonban nem talaltunk eltérést). A missense mutaciokat dontéen
az MBD-ben, a nonsense ¢s frameshift muticiokat pedig, a TRD-ben taléltuk,
amely egyezik a mutacio adatbazisok (pl. The Human Gene Mutation Database)
adataival.

A Klinikai vizsgalatok alapjan a 66-bol 42 esetben tartottuk a Rett
szindroma diagnézisat megalapozottnak, ezek koziil 32 esetben (~76%)
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talaltuk meg a mutaciot. Ez az eredmény megfelel az irodalomban kozolt
adatoknak (50-80%).

A hazai Rett szindromas gyermekek vizsgalata soran nyolc esetben
korabban még nem kozolt mutaciot detektaltunk.

3a. Az X-inaktivacios vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy a Rett
szindromas betegeknél az eddig kozolteknél nagyobb aranyban (~49%)
fordul elé eltolédott (non-random) X-inaktivacié. Weaving ¢és munkatérsai a
kozelmultban hasonld aranya eltolddott X-inaktivaciot (43%) kozoltek. A
tanulmanyok betegcsoport Osszetételében 1€vd kiilonbségeken feliil az irodalom
sem emlit mas magyardzatot. Azt is megfigyeltiik, hogy 1 beteg esetének
kivételével az apai X-kromoszéoma inaktivalédott (91%), ami abbdl a
szempontbol figyelemre méltd, hogy az irodalmi adatok alapjan sporadikus Rett
szindromaban a mutaci6 az esetek tobbségében az apai X kromoszoéman talalhato.

3b. Fenotipus-genotipus elemzésiink eredményét osszefoglalva ugy
tunik, onmagaban sem a mutacio helye, tipusa, sem az X-inaktivacio nincs
direkt osszefiiggésben a fenotipussal. Egy kozelmultban megjelent kozlemény
megallapitja, hogy bar direkt Osszefiiggést nem lehet taladlni, de a részletes
elemzéssel feltarhatok Osszefliggések a klinikai kép és a mutacid tipusa kozott.
Vizsgalatunk soran nekiink is sikeriilt néhany, a kiilonb6z0 mutacio tipusokra
jellemzd vonast megéllapitanunk (visszautalds: lasd 3. tdblazat). Valdsziniileg
egyes esetekben az X-inaktivacio is befolyasolja a klinikai képet.

Kiemeljiik, hogy azokban a betegekben, akiknél a Kklinikai kép
egyértelmiien Rett szindromara utalt, de nem tudtunk kimutatni mutaciot az
MECP2 génben, jellemzéen sulyosan megkésett mozgasfejlodést észleltiink,
amely felveti egy kiilonallo entitas lehetdségét. Ilyen eseteket mas Osszefoglald
tanulmanyok is emlitenek. Valdsziniinek tartom, hogy tovabbi fenotipus-genotipus
elemzések a kés6bbiekben az MECP2 génen kiviil mas gének oki szerepére is
ravilagitanak. A legujabb ismeretek szerint példaul korai epilepszidval jaro
formanal a CDKLS5 génben talalhat6 mutacio.

4. Az MeCP2 fehérje analizisére végzett vizsgalatok a dolgozat megirasaig
csak kezdeti stddiumig jutottak. Az immunfluoreszcens vizsgalatok soran azt
lattuk, hogy osztodo sejtekben a jelintenzitas sokkal nagyobb, mint
differencialt sejtekben. A jeleket a marginalis heterokromatinnak
megfeleléen lattuk. A betegség mechanizmusanak megértéséhez sziikségesnek
tartjuk e vizsgalatok folytatasat. Szeretnénk megérteni a fehérje sejtekben betoltott
funkcigjat, ennek vizsgalatira Western blott és tovabbi immunfluoreszcens
vizsgalatokat terveziink.
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INTRODUCTION (LITERATURE DATA)

1. Clinical picture

Rett syndrome (RTS, OMIM 312750) is an X-linked neurodevelopmental disorder
with an estimated incidence of 1/10000-1/15000. This particular disease seemed to
affect only girls got to the centre of interest after the publication of Hagberg’s article
in 1983. The criteria for the disease determined in 1988 based on international
agreement include normal perinatal period, normal head circumference at birth,
apparently normal psychomotor development in the first 6 month of age, and
afterwards slowing of head growth, loss of hand use, severe speech problem, ataxia,
psychomotor delay and stereotypical hand movements.

Although the development seems to be normal in the first months of age (pre-
regression), some slight signs can predict the disease such as abnormal muscle tonus,
tongue protrusion, abnormal eye and finger movements, hand stereotypes and tremor.
The regression starts between 6-18 month of age with loss of speech, ataxic walking,
sleeping problems, behavioural changes and autistic signs. Abnormal ventilation
pattern and characteristic hand stereotype appear. Other manifestations are epilepsy,
joint deformities, scoliosis, osteoporosis and dystrophy (post-regression). During the
course of the disease the probability of sudden death is elevated due to the abnormal
function of the autonomic nervous system and heart arrhythmias.

Beside the classical phenotype atypical cases are also present such as “forme

fruste” or preserved speech variants, and severe forms with early epilepsy.

2. Genetic background

Rett syndrome is inherited X-linked; most of the cases are sporadic but familiar cases
are also known. In 1999 mutations in the methyl-CpG-binding protein 2 gene
(MECP2) were described in the background of the disease. MECP2 is located on the
Xq28 region and encodes a ubiquitous protein (methyl-CpG-binding protein 2:
MeCP2). The gene composed of 4 exons has two main functioning domains called
methyl CpG binding domain (MBD) and transcriptional repression domain (TRD).
The MeCP2 takes part in the building of the histone-deacetylase complex which



represses the transcription of until now unknown genes. Previous studies containing
phenotype-genotype correlation analysis conclude that clinical picture of patients with
mutation in TRD or nonsense mutation have more severe phenotype than patients with
mutation in MBD or missense mutation, however, no strict relationship could be
delineated.

Mutation of MECP2 can be found in 50-80% of Rett syndrome patients
regarding different studies.

Mutations of MECP2 were rarely demonstrated in boys. More explanations
have emerged regarding this issue such as affected boys die in intrauterine or short
after birth or the mutations are on the paternal X chromosome which is absent in boys.
Plenty of questions emerged about X-linked inheritance that is why all these

suggestions are hypotheses.

3. Role of X-inactivation

According to current knowledge X-inactivation may play an important role in the
determination of the phenotype of Rett syndrome. According to the Lyon-hypothesis
one of the X chromosomes (maternal or paternal) gets inactive in the beginning of
embryonic life. Mutation on the active X chromosome can lead to abnormal cell
function.

Random X-inactivation means that the maternal and paternal X inactivates in almost
equal amount of cells. In the case of non-random (skewed) inactivation the same X
inactivates in more than 80% of the cells.

Skewed X inactivation can explain cases of atypical manifestation in spite of
disease causing mutation found in MECP2.

In Rett syndrome and other X-linked diseases a higher percentage of skewed X-

inactivation was found than in the average population.



4. Function and examination of MeCP2

The basis of therapeutic approaches can only be the proper determination of the effect
of the abnormal protein in pathogenesis. MeCP2 attaches to the metilated DNA and
plays a key-role in the formation of a “transcription silencing” complex. This complex
deacetylates histones and causes condensation of chromatin which in this form is
unreachable for transcription factors. MeCP2 has an important role in the early
development of the brain. Regarding the function of MeCP2 only few studies exist. It

was proved that MeCP2 is expressed in different tissues with different quantity.

OBJECTIVES

1. In our study we analysed the manifestations of Rett syndrome based on detailed
clinical approach including anamnesis (questionnaire was constructed), physical
examination, skeletal X-ray, orthopaedic, psychological and neurological examination,
EEG, and in some cases also cardiologic examination and DEXA. Current work
contains the data collected from the questionnaire and physical examination.

2. Mutation analysis of exon 2, 3 and 4 of MECP2 was performed with the aim of the
determination of the frequency of mutations in Hungarian Rett syndrome patients.

3. Phenotype-genotype correlation regarding the clinical picture and mutation type was
studied.

4. X inactivation in the cases with proved mutation was examined. The frequency of
skewed X-inactivation and the possible effect on phenotype was studied.

5. Immune-fluorescent method was used to demonstrate the location of MeCP2 in the
cell on fast-proliferating cells (leukaemia cell line), normal human lymphocytes and

Rett syndrome patients’ lymphocytes with mutation.



PATIENTS AND METHODS

1. Patients

We started with the prospective clinical and genetic analysis of Hungarian Rett
syndrome patients in 2001. At the beginning patients registered in the Hungarian Rett
Syndrome Association (22 patients) were involved in the study. After the first results
were published patients with the clinical suspicion of Rett syndrome from all districts
of Hungary were screened for MECP2 mutations; until now we performed the
mutation analysis in 66 girls, in 37 of them we could perform detailed phenotype

analysis, as well.

2. Phenotype analysis

Phenotype analysis was performed based on literature data. We summarised the
examined clinical signs and the used modified scoring system in Table 1. We
examined 22 characteristic feature, based on severity 0-1 or 0-2 point is given; the

overall maximal amount can be 39.



Table 1: Phenotype scoring system

understanding of
emotions

Examined Point=0 Point=1 Point=2
parameter
Psychomotor normal normal until 6 slow already <6
development month but month of age
regression
Start of >18 month of | 6-18 month of age | <6 month of age
regression age
Head normal, no normal but <3 centile
circumference at slowing of slowing of growth
birth growth
Actual head >50 centile 25-50 centile <3 centile
circumference
Body weight >10 centile 3-10 centile <3 centile
Scoliosis not exist exist operated
Stereotype never 25-50% of the 75-95% of the
time time
Hand use normal, cats some, eats with none
alone help
Speech normal some syllables none
Epilepsy not exist positive EEG but therapy is
therapy is not necessary
needed
Breath normal abnormal not used
Microcirculation normal cold hands and not used
feet
Language skill Some speech babbles shouting, no voice
Sleeping problem not exist sometimes pronounced
Motor skill <8 month of age | >8 month of age | doesn’t sit alone
(ability to sit)
Walking normal ataxic She could never
walk or has lost
this skill
Start of walking | <18 month of 18-30 month of | >30 month of age,
age age never
Non-verbal preserved, good eye-contact no eye contact
communication voluntary
Muscle tone normal slightly abnormal | severely disturbed
Joint not exist slight severe
contractures
Mood swing not exist exist not used
Expression and not exist exist not used




3. Mutation analysis of MECP2 with direct sequencing

Genomic DNA was isolated from blood with a salt-precipitation method (17). The
three coding regions of MECP2 were amplified using previously published primer
pairs (6). PCR was carried out as following: initial denaturation step (96 °C, 2 minutes)
followed by 35 cycles (96 °C, 1 min; 55 °C, 1 min; 72 °C, 1 min) and a final elongation
step (72 °C, 5 min). PCR products were sequenced bidirectionally By ABI Prism 310

automate sequencer using Big Dye Terminator reagents.

4. X-inactivation studies
We used the androgen-receptor gene test which is based on the polymorphism of CAG
trinucleotid repeats in the gene. Hpall is a metilation sensitive enzyme which has
cutting position in the androgen-receptor gene. The inactive (metilated) allele remains
intact, so only this will be amplified during the PCR process.
Genomic DNA was isolated from blood with a salt-precipitation method. We
performed PCR reaction with the patient’s undigested and digested (Hpall, MBI
FERMENTAS) DNA samples and one of the parent’s DNA samples with the
following primer pairs:
SBMA-A: TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC, and SBMA-B:
GCTGTGAAGGTT GCTGTTCCTCAT. PCR was carried out as following: initial
denaturation step (95 °C, 5 minutes) followed by 30 cycles (96 °C, 1 min; 62 °C, 1
min; 72 °C, 1 min) and a final elongation step (72 °C, 10 min). Detection was
performed with 2% agarose gel electrophoresis painted with ethydium-bromide and
8% polyacrilamid gel electrophoresis painted with silver staining method.

The method is not informative if the CAG repeats are similar on both alleles;
random inactivation is detected if the pattern of the digested and non-digested DNA
samples are the same; non-random (skewed) inactivation is observed if in the digested

sample only one of the alleles (the inactive) is present.

5. Immune-fluorescent study
Malignant cells (human pre-B leukaemia), differentiated human leucocytes and

proliferating leucocytes were studied.



Malignant cell suspension was centrifuged and washed with PBS. Fixating was
performed on room temperature with 1 % formaldehid (10 minutes), then specimen
was centrifuged, the supernatant was decanted, and the cells were washed 2 times with
PBS and then the specimen was divided into two. To the first we added anti-MeCP2
antibody (Santa Cruz goat antibody, 1:100 dilution, 100 pl), the other was the control.
We incubated on 37 °C for 40 minutes then we washed with PBS. We added to both
tube anti-goat FITC-labelled second antibody and incubated on 37 °C for 40 minutes.
We washed with PBS and fixated with 0,1% formaldehid (200 pl). Centrifugation was
at all steps with 1200 rpm for 10 minutes.

Differentiated leucocytes were obtained as following: blood in heparin tube was put
on Ficoll (1:2) and centrifuged with 3000 rpm for 30 minutes. The mononuclear
fraction was washed with 0,9% NaCl and the supernatant was decanted.

Proliferating cells were obtained as following: 5 drop of blood was put on
Chromosome medium IA (GIBCO) which is used for routine chromosome analysis.
Suspension was incubated on 37 °C for 72 hours. We centrifuged the tube, decanted
the supernatant and added 8 ml 0,05 M KCI to it, and incubated on 37 °C for 30
minutes, then washed with 0,9% NaCl.

Fixation and the following part of the examination was performed like in the
malignant cells with the only difference that for washing we used 0,9% NaCl instead
of PBS.

Suspension was dropped on glass-slides, dried and counter-stained with DAPI.
Slides were studied with Nikon FXA fluorescent microscope. Flow citometry was

done with Partec PAS II type.

RESULTS

1. Clinical examination

According to the classical definition the early psychomotor development is normal but
in 25/37 patients’ parents told that their child had some symptoms from the following:
abnormal posture, tremor, feeding difficulty, failure to thrive, sleepiness, calmness,

regardless look or lack of smile.



In more than half of the girls (21/37), motor development was retarded before 6
month. In all cases the head circumference was normal at birth but at the time of
examination 28/37 had microcephaly (the head circumference reached the 50"
percentile in neither case). Severe dystrophy was observed in 15/37, and small height
in 12/37. We found scoliosis in 19/37. The cardinal feature of the disease, stereotypical
hand movement was present in all cases but it is not an early sign in most of the cases,
it appeared in average at 3 years of age (8 month-6 years). The other classical sign of
the disease is the loss of purposeful hand use but in 23/37 of our patients some hand
use could be noticed (eat with help, grasp and keep objects for short time). 14/37 of
our patients were left handed.

According to our observations speech development follow the characteristic
course of normal development and then regression. Most of the girls started to say
some words at 1 year of age, then in average at 1,5-2 years of age speech development
stopped and regressed, in 32/37 only shouting or babble was maintained. In 18/37
epilepsy appeared, mostly at 4-5 years of age, only in 7 patients started it before 2
years of age. In 5 patients EEG abnormality was observed without manifest seizures.
Ventilation problem (e.g. hyperventilation) was presented in 21/37, microcirculation
problem in 26/37 and Achilles contracture in 29/37. Muscle tone was abnormal in
most of the cases (30/37), truncal hypotonia and hypertonia in extremities was
characteristic. Deep tendon reflexes were brisk in some cases but Babinski sign was
not present.

We didn’t find sleeping problem in 31/37, it can be characteristic in the regression
period with behavioural changes.

One of the most typical features is abnormal walking, it is delayed or the child
doesn’t learn to walk in 22/37; in all patients who could walk ataxia was observed.
12/37 couldn’t sit.

A distinctive sign of Rett syndrome is that the children express their feelings and
understand the feelings of their surrounding; they express themselves with the help of
non-verbal communication like eye contact. However, they don’t mimic gestures.

Mood instability was observed in 21 cases.



In phenotype analysis the age has an important role because some features like
scoliosis or epilepsy appear only in older age and some features like sleeping problems
and behavioural changes can be found only in early childhood. We divided our cases
into two groups (Table 2); to younger and older than 6 years of age (decimal age was
counted). Our youngest patient was 1,7, the oldest was 21,2 years old. The lowest
phenotypic score was 11, the highest was 33. Under the year of 6 the average score
was slightly lower than in the older patients, 20,4 and 23,2, respectively.

We found no characteristic dysmorphic feature, most of the girls had harmonic face;
their look didn’t suggest the severe mental retardation which they had. Face
asymmetry, small hands and feet and wide first incisors were present in some patients.
In most of the patients high-arched palate could be found.

In 11 cases control examination was done 1-3 years after the first one, in most of the
cases the status was stagnated, in some girls worsened.

Based on our phenotype analysis it is worth to perform the mutation analysis of
MECP2 in every patient with 20 or higher point with this scoring system. If the score
i1s lower but the characteristic stop of speech and ataxic walking is present the
diagnosis is also likely. Hand stereotype is not an early sign so lack of it doesn’t

exclude the disease.

2. Mutation analysis
We performed mutation analysis of MECP2 in 66 cases; in 32 of them (48%) mutation
was detected. However, using the phenotype scoring system we could confirm the
diagnosis only in 42 patients, 32/42 means then a 78% hit. We found eleven earlier
published mutations in 24 patients; we detected novel mutation in eight cases (S134P,
T203M, 276insG, 710delG, 1157del32, 1160del7, 1163del35, 1121del191; 1322del9).
In cases where no mutation was detected the role of exon 1 of MECP2 or other
genes such as the currently described CDKLS can come up. Differential diagnostically
Angelman syndrome must be mentioned because of the overlapping symptoms. We
performed FISH analysis of the critical region of chromosome 15 and uniparental

disomy examination in all negative cases but we didn’t find any alteration.



3. Phenotype-genotype correlation

In 28/37 patients who were included in detailed phenotype analysis mutation was
detected in MECP2 (Table 2). Direct relationship was not found between the mutation
type and phenotype but some characteristics could be connected with mutation types
(Table 3). Regarding mutation type we divided our patients into four groups
(1. nonsense, 2. missense, 3. deletion in exon 4, 4. no mutation). In nonsense mutations
we more frequently observed dystrophy, scoliosis and severe microcephaly. In
missense mutations short stature was more common. In cases with deletion in exon 4
the movement delay was present at the age of 6 month, most of them couldn’t sit at the
time of examination, ventilation problem was present in all children, hand use was
worse than in other groups, and epilepsy and mood instability was also more frequent.
We observed eye problem (e.g. strabismus) only in this group.

We couldn’t find mutation in 9 patients but the clinical picture was suggestive for
Rett syndrome. In this group the most common sign was the severe delay of
movements; they started to walk only at the age of about 5, or most of them never
walked. This observation of this phenotype distinction can suggest the possibility that

this group of patients compose a new entity.

4. X-inactivation studies

We could perform X-inactivation examination in 23/28 patients with detailed clinical
data and mutation in MECP2. In 7 cases the examination was not informative, in 5
patients (~22%) random, and in 11 patients (49%) non-random X-inactivation was
found. From the 11 patients with non-random inactivation 10 patients (91%) had
skewed inactivation of the paternal X-chromosome. Literature data emphasize that in
sporadic cases the mutation is located on the paternal X chromosome. In our patients

with deletion in exon 4 random X-inactivation was found.

5. MeCP2 immune-fluorescent studies
We found higher signal intensity in malignant cells and proliferating leucocytes than in
differentiated leucocytes. In cells the protein was located mainly according to the

marginal heterochromatin. We examined the signal intensity also in 5 Rett syndrome
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patients with mutation in MECP2 but we didn’t observe any difference compared to
control. The cause of this is not clear; the role of X-inactivation, the possible binding

of the antibody to the abnormal protein or the possibility that the abnormal cells are

not able to proliferate came up as answers.

11



Table 2: Patients included in phenotype-genotype analysis

X- Phenotypic
Case Age (decimal Mutation type inactivation score
year) pattern
1 8,8 C880T (R294X) NR 23
2 11,7 N 29
3 9,9 C316T (R106W) R 32
4 12,3 C397T (R1330) NI 22
5 11,7 N 24
6 12,8 C316T (R106W) NR 11
7 6,0 C455G (P152R) NR 17
8 7,6 C502T (R168X) NR 31
9 8,2 C808T (R270X) R 24
10 21,2 276insG NR 27
11 8,8 N 15
12 11,5 1121del91;1322del9 R 31
13 13,5 N 21
14 12,5 N 18
15 12,5 N 31
16 8,3 C880T (R294X) NI 19
17 8,1 C763T (R255X) NR 16
18 4,7 C397T (R1330C) NR 17
19 9,3 1157del41 R 20
20 13,6 C808T (R270X) NR 21
21 2,5 C473T (T158M) NI 21
22 12,7 C880T (R294X) NR 19
23 8,3 1160del7 R 25
24 18,6 T400C (S134P) - 33
25 20,4 C473T (T158M) NR 11
26 1,7 C608T (T203M) - 23
27 16,9 C473T (T158M) - 27
28 7,1 N 27
29 3,2 C502T (R168X) NI 17
30 4,1 1163del35 NI 22
31 6,0 N 29
32 2,8 710delG NI 24
33 5,8 C763T (R255X) NR 19
34 4,6 C397T (R133C) NI 11
35 2,9 806delG - 18
36 3,6 C763T (R255X) - 23
37 2,0 N 24

NR: non-random, R: random, NI: not informative, -: parents were not available.
Patients at the age or bellow 6 years are bolded in blue. In the patients with no
mutation in MECP2 (N) X-inactivation was not performed.
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Table 3: Frequency of the not obligate but characteristic features of Rett syndrome in
the different mutation groups (the characteristic signs for the given mutation group is

in bold)

Nonsense (%) Missense (%) Deletion in Normal (%)  Total (%)
exon 4 (%)
Average age 8 10 6,5 9,5 8,5
(years)
Average of 21,7 20,4 233 22,5 22
phenotypic score
Retarded 4(36) 6 (54) 4 (67) 7(78) 21 (57)
psychomotor
development
before 6 month of
age
Regression starts 5 (45) 4 (36) 2 (33) 2(22) 13 (35)
between 6-18
month of age
Microcephaly 9 (89) 8(73) 4(67) 6 (67) 27 (73)
Dystrophia 6 (54) 3(27) 1 (16) 5 (55) 15 (41)
Small stature 2(18) 5 (45) 1 (16) 4 (44) 12 (32)
Scoliosis 7(64) 4 (36) 2(33) 6 (67) 19 (51)
No hand use 5(45) 327 4 (67) 2(22) 14 (38)
Epilepsy 6 (54) 6 (54) 5(83) 6 (67) 23 (62)
Irregular breath 8(73) 6 (54) 5(83) 2(22) 21 (57)
Microcirculation 9 (89) 9(89) 5(83) 4 (44) 27 (73)
abnormality
She doesn’t say 7(64) 7(64) 4 (67) 9 (100) 27 (73)
words
Sleeping problems 3(27) 2(18) 1(16) 0 (0) 6 (16)
Severe motor 1(9) 3(27) 2(33) 6 (67) 12 (32)
retardation (she
doesn’t sit)
Start of walking is 4(36) 5(45) 4 (67) 9 (100) 22 (59)
extremely retarded
or she could never
walk
Good non-verbal 9 (89) 8(73) 4 (67) 7(78) 28 (76)
communication
Muscle tone 10 (91) 7(64) 5(83) 8 (89) 30 (81)
abnormality
Joint contracture 9 (89) 9 (89) 5(83) 6 (67) 29 (78)
Mood swing 6 (54) 3(27) 5(83) 7(78) 21 (57)
In total 11 11 6 9 37 (100)
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DISCUSSION AND SUMMARY

The genetic background of several diseases causing mental retardation is unknown,
yet. The precise studies of those diseases where the mutations of gene or genes are
discovered can help to reveal the rules of phenotype-genotype correlations.

Rett syndrome is such a disease the gene of which (methyl-CpG-binding protein 2,
MECP2) was discovered in 1999. In the meantime more studies were published about
the characteristics of the clinical picture, the mutations, role of X-inactivation and
function of the protein.

We started with our prospective studies in 2001. Our aims were the following:
1. to perform detailed clinical evaluation (find those characteristics which are
distinctive for Rett syndrome), 2. to determine the frequency of mutations in
MECP2 in Hungarian patients, 3. to look for phenotype-genotype correlation,
4. to collect data about the patomechanism of the disease.

We answer these questions based on our studies (genetic analysis of 66 patients
with the suspicion of Rett syndrome was performed):

1. In our study we evaluated the usefulness of the phenotype scoring system
(phenotype analysis was possible in 37 form 66 patients) which in our opinion can
help to paediatricians and clinical geneticists to determine in which cases it is
worth to ask for the mutation analysis of MECP?2:

» The anthropometric data (e.g. head circumference) of Rett syndrome
patients are normal.

» Some slight signs can predict the disease in infancy such as
abnormal muscle tonus, tongue protrusion, abnormal eye and finger
movements, hand stereotypes and tremor.

» The early sign of the disease is movement delay in infancy with
apparently normal mental development until 1,5-2 years of age. It is
characteristic that the speech development starts at 1 year of age

then stops and regresses.
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» Characteristic features of the disease contain the loss of hand use but
based on our observations we think that this skill is maintained on a
level.

> In most of the cases stereotype hand movement is not an early sign
as it averagely appears at 3 years of age.

» The maintenance of the expression and understanding of feeling is
an interesting feature regarding the very severe mental handicap.

> With the use of this phenotype scoring system (Table 1) acceptable
hit probability (50-80%) can be achieved on mutation analysis of
MECP2.

2. Until now we performed the mutation analysis of exon 2, 3and 4 of
MECP2 in 66 cases, in 42 of them we found the clinical diagnosis of Rett
syndrome possible, in 32 cases (76%) we detected a mutation. This result is
similar to the data found in the literature (50-80%0).

In eight cases novel mutation was observed.

3a. X-inactivation studies were performed in 23 patients. We found that in
high percentage (49%) of Rett syndrome patients non-random (skewed) X-
inactivation can be found. This is in correlation with recent literature data. In 91%
the paternal X chromosome was inactivated and regarding the knowledge that
sporadic mutations are located mainly on the paternal X chromosome, it suggests the
possible theory of cell selection published in the literature.

3b. Phenotype-genotype analysis showed no direct correlation with
mutation type and X-inactivation. However, no direct correlation can be observed
between clinical severity and mutation type some characteristics could be delineated.
In some cases also X-inactivation may alter the clinical picture.

In the patients with the obvious clinical features of Rett syndrome but
without mutation we found severely retarded motor development which suggests
a distinct entity. The causative role of other genes yet unknown gives explanation for
this. Lately mutations in exon 1 thought to be non-coding before was reported. In early
epileptic forms mutations in cyclin-dependent kinase-like 5 (CDKL5) were

demonstrated.
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4. Our studies of the immune-fluorescent painting of MeCP2 reached only a
preliminary state. We found that on proliferating cells the signal intensity is higher
than in differentiated cells. The signals were observed mainly according to the
marginal heterochromatin. We plan to carry out further immune-fluorescent and

Western-blot studies to understand the role of the protein in the cells.
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