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1. BEVEZETES

A karnitin (B-hidroxi-y-N-trimetilaminovajsav) egy rendkiviil fontos metabolit, mely majdnem minden
allatfajban, szamos mikroorganizmusban ¢és ndvényben is megtalalhato.

1.1. A karnitin szerepe az anyagcsere folyamatokban

A karnitin elsédleges fiziologiai szerepe az aktivalt hosszu szénlancu zsirsavak szallitdsa a citoszolbol
a mitokondriumba, ahol B-oxidacids folyamatban lebomlanak. A hosszu szénlancu zsirsavak ugyanis sem
magukban, sem pedig koenzim A-val tioészterezett formaban nem képesek atjutni a belsd mitokondridlis
membranon, a transzport karnitinészter formaban torténik. A transzport folyamatokat a karnitin palmitoil-
transzferdz I (CPT 1), a karnitin-acilkarnitin transzlokdz (CT vagy CACT — az abran ,,Transporter”),
valamint a karnitin-palmitoiltranszferaz I (CPT II) enzim katalizalja (1. abra).
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1. dbra A karnitin szerepe a hosszu szénldncu zsirsavak mitokondriumba torténd szallitdsaban (Lehninger Principles of
Biochemistry, 4th ed., © W. H. Freeman, 2005)

A karnitin masik kiemelkedd szerepe a peroxiszémalis B-oxidacids folyamat termékeinek, mint pl. az
acetil-KoA-nak a peroxiszoémakbol a mitokondriumba torténd szallitdsa, ahol teljes lebomlasuk soran a
Krebs ciklusban CO; és H,O keletkezik. A nagyon hosszi szénlanct zsirsavak (>C,;) és egyes elagazo
szénlanc zsirsavak részleges lebontasa ugyanis a peroxiszomakban torténik.

1.2. A karnitin egyéb funkcioi

A klasszikus élettani szerepén til a karnitin szdmos egyéb feladatot lat el a szervezetben. Ezen
funkciok kozé tartozik az acil-KoA/KoA ardny modulalasa, mely ardny szabdlyozza szamos, tobbek
kozott a citratkorben, a glukoneogenezisben, a karbamid ciklusban €s a zsirsavoxidacioban részt vevo
mitokondridlis enzim aktivitasat. Részt vesz az energia tarolasaban acetil-karnitin formaban, moduldlja a
részlegesen metabolizalt acil csoportok toxikus hatdsait azaltal, hogy karnitinészter formajaban kitiriilnek.
Tovabba szerepet jatszik a triacilglicerin Ojraészterezésében az endoplazmas retikulumban miel6tt VLDL
lipoprotein forméaban kivalasztodik, a piruvat ¢és az eldgazd szénlanci aminosavak oxidativ
metabolizmusanak stimuldldsaban, az eritrocita membran foszfolipidek 4talakitdsdhoz sziikséges
dezacilezési ¢s reacilezési folyamatokban, neuronokban a zsirsavaknak a foszfolipidek és trigliceridek
kozotti atvitelében, tobbszordsen telitetlen zsirsavak szintézisében és lanchosszabbitisaban, fehérjék és
membranok stabilizaldsaban.



1.3. A szervezet karnitin homeosztazisa

A karnitin homeosztazisat harom f6 tényez6 tartja fent: az endogén szintézis, a taplalékkal vald
felvétel és a vesék tubulusaiban zajlo visszaszivds. Az étrendi karnitin elsddlegesen allati eredetii
termékekben (hus, szarnyasok, halak, tejtermékek) taladlhat6, azonban kisebb mennyiség eléfordul a
gabonafélékben, gylimolcsokben, zoldségekben is.

A szervezet teljes karnitin allomanya meglehetésen dinamikus, a karnitin és az acilkarnitinek
vandorolnak a gasztrointesztindlis traktus (abszorpcidé utdn), a mdj (bioszintézis utdn), a vese
(kivalasztodas céljabol) és a karnitin dependens szdvetek, mint pl. a sziv vagy a vazizmok kozott.
Metabolikus valtozast kdvetden a szdveten beliil a karnitin allomany ismét megoszlik a karnitin és az
acilkarnitinek kozott. Mivel a karnitin és az acilkarnitinek nem képesek kozvetleniil atjutni a
plazmamembranokon és a karnitin szdvetekbdl torténd ki- és bejutdsa szdvetspecifikus transzport
rendszerek segitségével torténik, ennek kovetkezménye, hogy a szdvetek Osszkarnitin tartalma és a
karnitin homeosztazisanak kinetikdja rendkiviili mértékben kiilonbozik egymastol. Dramai valtozasok
mehetnek ugy végbe egyes bioldgiai kompartmentek karnitin homeosztazisdban, hogy az nem tiikkr6z6dik
mas egységekben.

A plazma a karnitinnek és az acilkarnitineknek csak a szovetek kozotti szallitasat szolgélja és mint
ilyen, ezek koncentracioi relative alacsonyak. Egészséges felndttben a plazma szabad L-karnitin szintje
40-50 umol/l, az acetil-karnitiné (a legnagyobb mennyiségben el6forduld észteré) tipikusan 3-6 pmol/I.
Az 06ssz L-karnitin koncentracidja kb. 50-60 pmol/l. Mivel a karnitinnek nincs ismert metabolikus
szovetspecifikus informacid Gsszefiiggésében értelmezhetdk. A vese, a maj €s a vazizom a plazmabeli
koncentracional joval nagyobb koncentracioban tartalmaz karnitint. A vazizomzat nagy mennyiségének
koszonhetden a szervezet teljes karnitin mennyiségének tobbsége a vazizom egységekben van jelen,
nagyon kevés van a plazmaban vagy az extracellularis egységekben.

Habar a karnitin mennyiségének 99 %-a intracellularis, a kapcsolat a szérum acilkarnitinek (AC) és a
szabad karnitin (FC) kozott nagyon érzékeny a mitokondriumon beliili anyagcesere valtozasokra. Ilyen
valtozasok bekovetkezhetnek normal és rendellenes koriilmények kozott is. Ilyen normal szituédcio lehet,
ami az AC és FC kozotti kapcsolat valtozasaval jar, az éhezés, ahol az emelkedett ketogenezis a plazma
szabad karnitinjének csdkkenéséhez és az acetilkarnitinek megfelelé novekedéséhez vezet. Egyéb normal
koriilmény lehet az oregedés és a terhesség. Rendellenes AC/FC aranyt mutatd patologias szituacio pl.
szamos velesziiletett anyagcsere betegség, fOképpen a szerves aciduridk, a cirrozis a kronikus
veseelégtelenség és olyan orvosi beavatkozasok, mint pl. valproat vagy zidovudin kezelés. Az AC/FC
arany rendellenessége figyelhetd meg tovabba pl. a diabetes Osszes tipusaban szivelégtelenségben és az
Alzheimer betegségben .

Normal koriilmények kozott a szérum karnitin kb. 80 %-a szabad karnitin formaban van és a normal
AC/FC arany 0,25, a 0,4-nél magasabb AC/FC arany rendellenesnek tekintendo.

1.2. A karnitin bioszintézise emberben

A karnitin egy olyan létfontossagu vegyiilet, melyrdél ma azt gondoljak, hogy emberben torténik ugyan
bizonyos mértékli szintézis, azonban a human szervezet mégis kiils§ karnitin bevitelre szorul vagy
szorulhat bizonyos koriilmények kozott. Az emlds karnitin bioszintézis modelljei a patkany szovetei
voltak (2. ébra).
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2. abra A karnitin bioszintézis Gtvonala és metabolitjainak kémiai szerkezete (Vaz et al., 2002b)

A klasszikus elképzelések szerint emlésokben a karnitin bioszintézise 6t enzimatikus reakciot magaba
foglald tobblépcsds folyamat. Ez a reakcidsorozat a lizoszomakban kezdddik, ahol a lizin, valamilyen
fehérjelancban (elsésorban harantcsikolt izomban) kotott formdban e-poziciéji aminocsoportjan
trimetilezddik, s fehérjéhez kotott e-N-trimetillizin (TML) képzddik. A fehérjékhez kotott TML, ami a
karnitin bioszintézis elsé metabolitja, a fehérjék lizoszomalis hidrolizise soran felszabadul. A szabad
mitokondrialis matrixban [-hidroxi-e-N-trimetillizint (HTML) eredményezve. Ez az enzimatikus
folyamat a vesében, a mdjban, a szivben, az izomban ¢és az agyban egyarant végbemegy. A reakcid soran
keletkezd metabolit aztan ismét a citoszolba kertil és a sejtmembranon keresztiil a keringésbe jut.

A keringésbdl ismét szdveti transzporttal a citoszolba keriil, majd a -hidroxi-e-N-trimetillizin aldolaz
hatasara a metabolitbol egy glicin hasad le y-trimetilamino-butiraldehidet (TMABA) eredményezve. A
TMABA-t a y-trimetilamino-butiraldehid-dehidrogendz y-butirobetainna alakitja. Humén szovetekben a
TMABA dehidrogénezddési sebessége a majban a legnagyobb, jelentés még a vesében is, azonban
alacsony az agyban, a szivben és az izomban. A keringésbe bekertilt y-butirobetaint elsésorban a vese és a
maj veszi fel aktiv transzporttal. A karnitin bioszintézis utolsd reakciolépésében a vese vagy a mij
citoszoljaban a y-butirobetain a y-butirobetain hidroxildz hatdsara karnitinné hidroxilez6dik. Emberben a
y-butirobetain hidroxildz aktivitasa 1ényegesen (3-16-szor) nagyobb a vesében, mint a majban, mig az
agyban az aktivitds a majban 1évd aktivitasnak az 50 %-a. Kisérletes adatok azt mutatjak, hogy ez az
utols6 1épés valdban zajlik emberben is. A butirobetain irreverzibilis reakcidoban alakul at karnitinng;
bizonyitott az is, hogy az exogén eredetli butirobetain is kdzel sztochiometrikus mennyiségben karnitinné
alakul a human szervezetben.

Emberben a karnitin bioszintézis sebességét a TML mitokondriumon beliili hozzaférhetdsége
hatdrozza meg. A TML szabalyozé hatasat Rebouche és mtsai mutattak ki, TML-t adva feleslegben a
human szervezetben 8-szoros novekedés kovetkezett be a karnitin bioszintézisében. Az exogén és
endogén eredetli TML 30-50 %-a alakul at karnitinné, a maradék a vizelettel kiiiriil. Az emberek kb. 1-2
pmol karnitint szintetizalnak naponta testsulykilogrammonként.



1.3. Karnitinhianyos allapotok

A karnitinhianyos allapotok valtozo klinikai tlinetekkel jar6 heterogén betegségcsoport. Mivel a
karnitin a zsirsavak oxidacidja mellett az intracellularis szabad és acil-KoA homeoszt4zisaban is fontos
szerepet jatszik, igy nem meglepd, hogy a karnitin deficiencia klinikai megjelenése igen valtozatos.
Karnitinhidnyrél akkor beszéliink, amikor a plazmaban vagy a szovetekben a karnitin koncentracio
alacsonyabb a szervezet normalis funkcidinak az igényénél. A klinikai gyakorlatban a plazma szinteket
gyakran haszndljak a karnitin deficiencia diagnosztizalasara, bar ezen értékek nem mindig tiikkrozik a
szoveti karnitin koncentraciokat. A karnitin sziikséglet szamos tényez6tol fliigg, mint példdul az életkor,
diéta, a szovetek P-oxidaciotol vald fliggése és az anyagcesere allapot (pl. stressz, taplalt/éhezo,
nyugalmi/izommunka kozbeni). A klinikai és biokémiai adatok alapjan azt mondhatjuk, hogy a szoveti
karnitin szintek a normal érték 10 % - 20 %-a ald esnek, miel6tt a biologiai hatdsok klinikailag
szignifikanssa valnanak. A karnitinhidny eredetét tekintve lehet primer vagy szekunder.

A primer karnitin deficiencidk autoszomalis recessziven 6roklodd velesziiletett rendellenességek,
amelyek a karnitin homeosztazis valamelyik komponensét érintik. A primer szisztémas karnitinhidnyos
allapot elvi lehetséges okai a kovetkezdk: lecsokkent bioszintézis, felgyorsult lebontds €s karosodott
transzport, mely a karnitin szdvetekbol torténd felvételét és leadasat érinti. A szisztémas karnitin
deficienciaban szenvedd betegek kozott ezidaig nem taléltak bizonyitékot lecsokkent bioszintézisre vagy
tulzott mértékii lebontasra. A betegség molekularis hattere az organikus kation transzporter, az SLC22A5
génrdl leirt fehérje, az OCTN2 genetikai defektusa miatt fellépd karnitin vesztés a vizeletben. A
genetikailag determinaltan karosodott vagy hidnyzo6 transzporter nem képes a keringésbdl a karnitint
felvenni. Ezzel parhuzamos kdvetkezmény, hogy a vese is elveszti a karnitin visszaszivo képességét,
aminek kovetkezménye az, hogy a keringd karnitin mennyisége is dramaian lecsokken.

A szekunder karnitinhidnyos allapot, amely a plazméban vagy a szOvetekben a karnitin szintek
csOkkenésében mutatkozik meg, valamilyen folyamatnak a masodlagos kovetkezménye. A szekunder
karnitin deficiencia kapcsolatban lehet genetikailag meghatarozott anyagcsere rendellenességekkel,
szerzett rendellenességekkel vagy orvosi kezelés illetve gyogyszeres kezelés indukalta tényezokkel.
Ezekben az allapotokban klinikailag a karnitinhidny tiinetei jelentkeznek: hypotonia, izomgyengeség,
majelégtelenség,  hyperammonaemia, visszatérd infekciok, encephalopathia, hypoketotikus
hypoglycaemia, metabolikus acidosis, kardiomiopatia, kardiomegalia, szivelégtelenség.

2. CELKITUZESEK

1. Az emberben zajlo karnitin bioszintézis pontosabb megértése céljabol deutériummal jelolt TML-t adva
egészséges, €rett ujsziilotteknek vizsgaltuk a karnitin bioszintézis koztitermékeinek megjelenését a
vizeletben.

2. Primer karnitinhidnyos betegekben, csaladtagjaikban és bolcsohaldlban elhunyt testvéreikben az
SLC2245 gén molekularis genetikai vizsgalata.

3. A karnitin terapia jelentdségének vizsgalata Leigh szindromas betegben.

4. Gluténmentes diétan 1év0 coeliakias betegek felszivodasi rendellenességeinek karnitinészter profilra
gyakorolt hatdsdnak vizsgalata tomegspektrometridsan.

5. A CARDI5 gén variansainak ¢és a Kkarnitintranszporter gének (SLC22A4 ¢és SLC22A5)
polimorfizmusainak a Crohn betegség patogenezisében jatszott lehetséges szerepének molekularis
genetikai vizsgalata gyermek és feln6tt Crohnos betegpopulacidban.

6. Az SLC22A4 C1672T ¢és az SLC22A5 G-207C polimorfizmusok karnitinészter profilra gyakorolt
hatasanak vizsgalata felnétt Crohnos populacioban.

7. Colitis ulcerosaban szenvedo betegek karnitin anyagcseréjének vizsgalata tdmegspektrometriasan.



3. BETEGEK ES MODSZEREK
3.1. A vizsgalatban résztvevé betegek
3.1.1. A karnitin bioszintézisének tanulmanyozadsa

Tanulmanyunkban hét oralisan taplalt fia ujsziilottet vizsgaltunk. Az atlagos sziiletési idejiik 38,5 +
0,87 hét volt (tartoméany 38-41 hét). A vizsgalat kezdetekor postnatalis koruk 8 nap (tartomany 5-11 nap)
volt, sziiletési sulyuk 3360 += 100 g (tartomany 3100-4300 g). A csecsemdket 70 g Aptamil nevi
tapszerrel etették hétszer naponta. A vizsgalat iddtartama 6t egymast kovetd napot foglalt magaba. A
vizsgalat nulladik napjan, azaz a N°[Me-"Ho]-TML adasat megel6z6 napon, és az 6todik napon 24 6ras
vizeletgyiijtés tortént. Az 6t napos vizsgalati periodus alatt az ujsziiléttek 0,5 mmol N°[Me-"Ho]-TML-t
kaptak naponta a tapszerrel.

A karnitin bioszintézis intermedierjeinek 24 o6rds vizeletbdl torténd meghatarozasahoz kontrollként 40
egészséges személyt (23 férfi, 17 nd) hasznaltunk, atlag életkoruk 21 év volt (SD 17; tartomany 2-66 év).

3.1.2. Primer karnitinhianyos betegek

A primer szisztémas karnitinhianyos allapotok tanulmanyozasa soran két, egymassal rokonsagban nem
allo roma csaldd tagjait vizsgéltuk.

3.1.3. Anyai agon 6r6klodo Leigh szindromas beteg

Egy Leigh szindromas betegben, akinek klinikai tiinetei a stlyos cerebelléris ataxia, enyhe mentalis
retardacio €s izom miopatia volt, a molekularis genetikai vizsgalatok egy anyai agon 6rokolhetd 8993
T>C mutéciét mutattak ki a mitokondrialis DNS-ben heteroplazmids formaban (95 % mutans forma a
vazizomban ¢€s 88 % a vérsejtekben). Tovabba egy homoplazmids 8860 A>G tranzici6 (treonin — alanin
csere) volt detektalhatd az ATPase 6-os génben mind a betegben €s az anyaban.

3.1.4. Felnéttkori coeliakia

A coeliakia klasszikus formdjaval rendelkez6 33 felndtt, valamint 35 gondosan kivalasztott, klinikailag
egészséges kontroll személy szérum mintajat vizsgaltuk.

Betegeinknél a coeliakia megallapitdsdhoz az alabbi diagnosztikus kritériumokat alkalmaztuk: a
vékonybél biopszia specifikus hisztologiai eltéréseinek megerdsitése a modositott Marsh klasszifikacio
szerint, pozitiv szerologiai eredmények (endomysium-ellenes antitest, szdveti transzglutaminaz),
egyértelmii klinikai javulas gluténmentes diétara. A vizsgalatbol kizartuk azokat a betegeket, akik a
betegség diagnozisanak megallapitasakor és legalabb egy éve folyamatos gluténmentes diétat folytattak a
karnitinészter profil vizsgalatdnak elvégzésekor. Az Osszes beteg hosszl ideig tartd vas helyettesitd
terapiat kapott oralisan.

3.1.5. Crohn betegség

Gyermek Crohn betegpopulacié genotipus vizsgalathoz

Genetikai vizsgalatainkhoz az SZTE Gyermekgyogyaszati Klinikarol szarmazé 19 gyermek és a PTE
OEC 1. szamu Belgyogyaszati Klinikdjan kezelt 55 felnétt Crohn beteg DNS mintdja allt a



rendelkezésiinkre. Kontrollként 49 klinikailag egészséges személyt vizsgaltunk. Mind a gyermek, mind a
felnétt CD betegek kiilonbozd klinikai tiinetekkel rendelkeztek, igy egy klinikai szempontbdl un. vegyes
CD populéciot alkottak. A diagnoézist klinikai, radioldgiai, endoszképos és hisztologiai eredmények
egylittesen tamasztottak ala.

Felnétt Crohn betegpopulacid genetikai és karnitin anyagesere vizsgalathoz

Genetikai vizsgalataink sordn a PTE OEC 1. szdmu Belgyodgyaszati Klinikdjan és a Semmelweis
Egyetem II. szamu Belgyo6gyaszati Klinik4jan diagnosztizalt Crohn betegségben szenvedd 100 felndtt
beteg, valamint 94 egészséges kontroll személy DNS mintajat tanulmanyoztuk. A karnitin anyagcsere
vizsgalatokhoz 85 betegtdl és 48 kontroll személytdl allt rendelkezésiinkre éhgyomri szérum minta.

3.1.6. Colitis ulcerosa

Vizsgalataink soran 44 colitis ulcerosaban szenvedod felnott beteget, valamint 44 gondosan kivalasztott,
klinikailag egészséges kontroll személy szérum mintajat tanulmanyoztuk. A kontroll személyek nem
részesiiltek semmilyen gyogyszeres kezelésben, mig a CU-s betegek sulfasalazin vagy 5-amino-
szalicilsavas (5-ASA) kezelést kaptak. A betegség diagnozisanak felallitdsanal a nemzetkozi iranyelveket
kovettiik.

Az altalunk vizsgalt betegek és kontroll személyek részletes felvilagositast kovetden beleegyezésiiket
adtdk a mintdik kutatasi célu felhasznalasdhoz. Munkénk soran mindvégig a Pécsi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kardnak Etikai Bizottsiga altal megallapitott szabalyokat és a nemzetkozi
iranyelveket kovettiik.

3.2. Alkalmazott analitikai modszerek

3.2.1. A karnitin bioszintézis metabolitjainak vizsgalata vizeletben HPLC-ESI tandem tomegspektrometria
alkalmazasaval

A karnitin bioszintézis metabolitjainak vizsgalatat ujsziilottek és egészséges kontrollok 24 6ran 4t
gyujtott  vizeletébdl végeztik el. Kloérhangyasav metilészterrel torténd derivatizalast kovetden
Phenomenex Aqua analitikai oszlopot alkalmazva linearis gradiens elicidoval (mozgd fazis: 11 ml/l
heptafluorovajsav és 900 ml/l metanol) elvalasztottuk az egyes analitokat. Micromass Quattro II tandem
tomegspektrométeren pozitiv elektrospray ionizacids modban, multiple-reaction monitoring tizemmodban
minden egyes analit egy specifikus atmenetét vizsgaltuk. A mérés soran az alabbi paramétereket
alkalmaztuk: az iitk6zési cella nyomasa 0,25 Pa, a forrds hémérséklete 80 °C, a kapillaris fesziiltség 3,5
kV volt, a kdnusz fesziiltség és az litkdzEsi energia az egyes analitok esetében mas és mas érték volt.

3.2.2. A plazma és szérum karnitinészter profiljanak vizsgalata ESI triple quadrupol tandem
tomegspektrometriaval

Mivel az ¢hezés és a tapladlkozas a karnitinészterek dinamikus valtozasat eredményezhetik a
keringésben, ezért a karnitinészter profil meghatarozasahoz reggel 8:00 és 8:30 kozott, egy 12 orés
¢hezést kovetden gylijtottiink nativ vérmintdt minden betegtdl és kontroll személytdl. A szérum, illetve
plazma acilkarnitinjeinek mennyiségi meghatdrozasat izotop higitdsos tomegspektrometrids modszerrel
metanolos kivonast kovetden butil-észter formaban (butanolos so6savval torténé derivatizalast kovetden)
végeztik el Micromass Quattro Ultima ESI triple quadrupol tomegspektrométerrel. Mintabeviteli
rendszerként egy Waters 2795 HPLC késziiléket alkalmaztunk. Az eluens Osszetétele



acetonitril:viz=80:20, az aramlési sebessé¢g 100 pl/perc, az injektalt mintamennyiség 10 pl volt. Az
acilkarnitinek illetve a szabad karnitin tomegspektrometrids meghatirozasa azon az elven alapszik, hogy
butil-észter formaban minden vizsgalt analitbol az iitkozési celldban lejatszodo iitkdzés indukalta
disszociacid hatasara keletkezik egy 85-0s m/z-szdmu pozitiv toltésli ion. Az ESI-MS/MS analizis soran
igy a szabad karnitint és az acilkarnitineket a 85-0s m/z-szdmu ion pozitiv prekurzor ion scan modjaban
hataroztuk meg, pasztazasi tartomany m/z:200-550 volt. Az alkalmazott kapillaris fesziiltség 2,52 kV, a
konusz fesziiltség 55V, mig az litkozési energia 26eV volt. A forrds homérséklete 100 °C volt,
vivogazként nitrogént, litkozési gazként argont alkalmaztunk. A teljes analizisidé 4 perc/minta, a mérés
soran kapott eredmények 3 parhuzamos injektalas atlagaként adodtak.

3.3. Molekularis genetikai moédszerek

A mitokondrialis ATPase6 gén mutdaciok, az SLC22A5 mutaciok, a CARD15 gén mutdciok és az SLC22A44
és SLC22A45 gén polimorfizmusok vizsgadlata direkt szekvenaldssal

A mitokondrialis ATPase6 génjének direkt szekvendlassal torténd meghatarozasahoz, valamint a
CARDI15 gén mutaciok ¢és az SLC22A4 és SLC22A5 gén polimorfizmusok detektalasahoz génspecifikus
primerparokat terveztink. Az SLC22A5 gén 10 exonjanak vizsgalata esetében intronba nytlo
primerparokat alkalmaztunk. A DNS szekvenalashoz a PCR soran kapott termékeket BigDye Terminator
fluoreszcens lancterminacids festékkel jeloltiik és ABI Prism 3100 Genetic Analyzer automata szekvenalo
késziiléken analizaltuk a gyartd utasitasa szerint (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A gyors
genotipizalas céljabol az SLC22AS esetében RFLP modszert dolgoztunk ki, mely soran a PCR reakcio
termékeit Bsl | enzimmel emésztettiik és agaroz gélelektroforézissel detektaltuk.

3.4. Statisztikai modszerek

A kiilonb6z6é csoportok szérum karnitin eredményeinek Osszehasonlitdsara Student féle paratlan t-
probat alkalmaztunk. Az értékeket az atlag + SEM formaban fejeztiik ki, harom tizedesjegyig megadva az
eredményt a karnitinészterek esetében, tekintettel a hosszii szénlanct karnitinészterek alacsony
koncentracioira. A szignifikancia hatarértéke 0,05 volt.

A genotipusok eloszlasanak vizsgalatahoz y” probat alkalmaztunk.

4. EREDMENYEK

4.1. A karnitin bioszintézis metabolitjainak vizsgalata

A 3. és 4. abra az endogén és a “Ho-jellt TML, HTML, y-BB és karnitin vizeletbeli koncentraciojat
mutatja a [*Ho]-TML beadasa elétt és utan. A beadas el6tt és utan is a TML és a HTML endogén
koncentracioja aranyosnak mutatkozott a kreatininnel. A [*Ho]-TML beadasat kovetéen az endogén TML
¢s HTML atlag koncentracidja mérsékelten, de szignifikdns mértékben (P<0,001) emelkedett. Az
endogén y-BB koncentracioja a ["Ho]-TML beadéasat megeléz6en nagy kiilonbségeket mutatott, értéke 0,7
¢és 9,7 mmol/mol kreatinin kozott valtozott. A [*Ho]-TML beadasat kovetéen a y-BB kivélasztasa
jelentésen megemelkedett, az eredeti koncentracido 1,5-t0l akar 6,7-szeresére (3. abra). A karnitin
koncentracié hasonléan viselkedett, értéke a [*Ho]-TML beadasat megelézden 2,5 és 48 mmol/mol
kreatinin kozott valtozott és a [*Ho]-TML beadasat kovetéen 1,5-t61 a 12-szeresére emelkedett (3. dbra). A
[*Ho]-TML beadasa utan kapott vizeletmintdk mindegyike tartalmazott [*Ho]-TML-t, [*Ho]-HTML-t,
[*Ho]-y-BB-t és [*Ho]-karnitint, ami azt mutatja, hogy az ujsziilottek képesek karnitint szintetizalni. A
[*Ho]-TMABA a detektalasi hatar alatt volt ezekben a vizelet mintakban.
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3. abra Az endogén karnitin bioszintézis metabolitjainak (kivéve a TMABA-t) vizeletbeli koncentracioi hét ujsziildttben [*Ho]-
TML beadasa el6tt (fekete oszlop) €s utan (sziirke oszlop).

Mind a hét érett 0jsziilott esetén a karnitin bioszintézis utvonal egy vagy tobb enzimatikus 1épésének
termékei az osszes kitiriilt [*Ho]-jeldlt vegyiiletnek a 23 %-at (SD, 4 %) teszi ki és a szabad karnitin 10 %-
a volt (SD, 3 %) 2H9—jelélt karnitin form4jaban a vizeletben (tartomany 5-16 %). A vizelet mintdkban
mért endogén és “Ho-jeldlt karnitin koncentraciok egyezést mutattak az acilkarnitinek analizisére beallitott
tandem MS modszerrel kapott eredményekkel. Az acilkarnitin analizis a legtobb mintaban acetil-[*Ho]-
karnitint, propionil-[*Ho]-karnitint és butiril-[*Ho]-karnitint mutatott ki a [*Ho]-TML beadésat kdvetSen.
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4. abra A karnitin bioszintézis “Ho-jelolt metabolitjainak (kivéve a TMABA-t) vizeletbeli koncentracioi hét ujsziilottben [*Ho]-
TML beadésa utan.
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4.2. Primer karnitinhianyos betegek molekularis genetikai vizsgalata

Két primer karnitinhianyos betegnek az OCTN2 karnitin transzportert kodolé SLC22AS5 génjének
molekularis genetikai vizsgalata sordn egy citozin bazisdeléciot detektaltunk a gén 5. exonjaban
homozig6ta formaban, ami a cDNS szekvencidban a 844-es pozicidban, a genomialis szekvencidban a
17081-es pozicidban taldlhatd. A mutacid az olvasési keret eltolodasat eredményezi, ami a fehérjelancban
a 295-0s aminosav pozicidban egy korai stop kodon kialakulasahoz vezet. A bazisdelécido mellett nem
talaltunk egyéb eltérést az SLC22AS5 gén egyik exonjanak a szekvencidjaban sem az AB016625
szekvenciahoz, mint referencia szekvencidhoz képest.

Az elsd csaldd esetén 24 csaladtag periférids vérébol, valamint a csaldd két bolcséhalalban elhunyt
gyermekének paraffinba agyazott szoveti metszeteibdl kinyert DNS mutacidanalizisét végeztiik el. A
vizsgalat a két bolcsOhalalban elhunyt gyermek esetén a mutidcid homozigéta formaban valdé meglétét
igazolta, a csaladban ezenkiviil tovabbi 12 hordozdt sikeriilt azonositani.

A masodik csalad esetén a két sziil6tol, a vizsgalt gyermektdl és a bolcs6haldlban elhunyt gyermek
tiidoszovetébdl kinyert DNS molekularis genetikai vizsgalatat végeztiik el. Az altalunk vizsgalt
gyermekben, valamint a bolcs6haldlban elhunyt testvére esetén a bazisdeléciot homozigota forméaban
detektaltuk, a szlilok heterozigéta formaban hordozzak a mutaciot.

4.3. Leigh szindromas beteg mitokondrialis DNS-ének genetikai vizsgalata és szérum karnitinészter
profiljanak meghatarozasa

A fit gyermekben a molekularis genetikai vizsgéalat egy anyai dgon 6rokdlhetd 8993 T>C mutaciot
mutatott ki a mitokondrialis DNS-ben heteroplazmias formaban (95 % mutans forma a vazizomban ¢és 88
% a vérsejtekben). Tovabba egy homoplazmids 8860 A>G tranzicid (treonin — alanin csere) volt
detektalhat6 az ATPase 6-os génben mind a betegben és az anyaban

A karnitin kezelés alatt a gyermek plazma karnitinészter profilja szemben a kezelés eldtti normal
mintazattal, szignifikdns emelkedést mutatott a szabad karnitin (117 pmol/l), butirilkarnitin (5,29
szemben a 0,35 + 0,20 pmol/l-al) és a hexanoilkarnitin (1,68 szemben a 0,08 = 0,04 pumol/I-lal)

e ey

4.4. Karnitinészter profil vizsgalata coeliakias betegekben

A plazma karnitinészter profil értékei az 1. tdblazatban taldlhatok. A szabad karnitin plazma szintje
nem kiilonbozik a betegekben és a kontrollokban. Ezzel szemben egy jelentds csokkenést taldltunk a
betegek acetilkarnitin szintjében, mely a kontoll érték 46 %-anak felel meg. Tovabba szignifikans
csOkkenést detektaltunk a betegek propionil- (61,5 %), butiril- (56,9 %), hexanoil- (75 %), oktanoil- (71,1
%), oktenoil- (52,1 %), dekanoil- (73,1 %), decenoil- (58,3 %), lauroil- (61,5 %), miristoil- (66,7 %),
miristoleil- (62,5 %) és oleil-karnitin (81,1 %) szintjében a kontrollokhoz képest (a zardjelben a
csokkenés mértéke van %-ban kifejezve a kontroll értékeket 100 %-nak véve). Az egyes karnitinészterek
csokkenésének eredményeként az Osszes (total) karnitinészter plazma szintje alacsonyabb volt a
coeliakias betegekben, mint a kontrollokban (6,087 + 0,571 szemben a 12,166 £+ 0,978 umol/l, P<0,001).
Az acetilkarnitin/Gsszkarnitinészter arany 0,773 volt a betegekben és 0,841 a kontrollokban.
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1. tablazat A plazma karnitinészter profilja coeliakias betegekben és a kontrollokban (atlag = SEM, pumol/l).

*p<0,01

BETEGEK KONTROLLOK
n=33 n=35

Szabad karnitin (CO0) 27,191 £ 1,194 30,029 + 1,902
Rovid szénlancu acilkarnitinek
Acetilkarnitin (C2) 4,703 + 0,205* 10,227 £ 0,368
Propionilkarnitin (C3) 0,247 +£0,014* 0,400 + 0,021
Butirilkarnitin (C4) 0,152+ 0,011%* 0,267 £0,013
Izovalerilkarnitin (C5) 0,111 £0,010 0,138 £0,010
Tiglilkarnitin (C5:1) 0,034 + 0,002 0,033 £ 0,003
Kozepes szénlancu acilkarnitinek
Hexanoilkarnitin (C6) 0,060 + 0,004* 0,080 + 0,006
Oktanoilkarnitin (C8) 0,086 + 0,006* 0,121 £ 0,009
Oktenoilkarnitin (C8:1) 0,037 £ 0,003* 0,071 £ 0,008
Dekanoilkarnitin (C10) 0,103 £0,008* 0,141 £ 0,009
Decenoilkarnitin (C10:1) 0,063 +0,005* 0,108 £0,010
Lauroilkarnitin (C12) 0,032 +0,002* 0,052 £ 0,004
Hosszu szénlancu acilkarnitinek
Miristoilkarnitin (C14) 0,016 £ 0,001* 0,024 + 0,001
Miristoleilkarnitin (C14:1) 0,025 £ 0,002%* 0,040 £ 0,004
Palmitoilkarnitin (C16) 0,097 + 0,006 0,113 +£ 0,006
Palmitoleilkarnitin (C16:1) 0,037 £ 0,003 0,032 £ 0,002
Sztearoilkarnitin (C18) 0,076 + 0,004 0,080 + 0,004
Oleilkarnitin (C18:1) 0,137 +0,007* 0,169 £+ 0,008
Hidroximiristoilkarnitin (C140H) 0,007 0,001 0,005 + 0,001
Hidroxipalmitoilkarnitin (C160H) 0,022 + 0,001 0,023 + 0,002
Hidroxipalmitoleilkarnitin (C16:10H) 0,026 £ 0,002 0,029 £ 0,002
Hidroxioleilkarnitin (C18:10H) 0,016 + 0,002 0,013 £0,002

4.5. A Crohn betegségre hajlamosit6 CARDI15 gén, valamint a karnitin transzporter gének
(SLC22A4, SLC22A5) polimorfizmusainak vizsgalata

A gyermek Crohnos betegek 52,6 %-a hordoz legalabb 1 NOD2 mutaciot, ezzel szemben a feln6tt
betegeknek csak 34,5 %-a, a kontroll személyeknek pedig 14,3 %-a (gyermek betegek vs kontroll
esetében a P< 0,05).

Mig a T allél frekvencidja, ami heterozigdta és homozigdta R702W mutaciot eredményez, kb. 2-
szeresére nétt a felnétt CD populacidban (9,09 %) a kontrollhoz képest (4,08 %), addig a gyermek CD
betegekben csak 2,63 % (P<0,05 a gyermek szuszceptibilitds és/vagy normal varidnsokat hasonlitva a
feln6tt betegek és a kontrollok azonos értékeihez). Ezzel szemben a C allél frekvenciaja, mely a G908R
varianst kodolja, nagyon emelkedett (18,4 %) a gyermek betegekben, mig csak 1,82 % a felnétt CD
betegekben ¢és 1,02 % a kontrollokban (P<0,05). A 1007finsC varidns esetében szignifikansan
megemelkedett el6fordulast talaltunk mind a gyermek (21,1 %), mind a felnétt CD (11,8 %) betegekben a
kontrollokhoz viszonyitva (3,06 %) (P<0,05). Nem taldltunk szignifikans kiilonbséget az SLC22A4
C1672T ¢és az SLC22AS5 G-207C mutéciok allélfrekvencidjaban, sem a gyermek, sem a felnétt CD
populacidban a kontrollok eredményeihez képest.
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2.. tablazat NOD2/CARD15 és az OCTN transzporter gének allélfrekvencidinak dsszehasonlitasa gyermek és feln6étt Crohn
betegekben, valamint a kontrollokban.

BETEGEK BETEGEK KONTROLLOK
Gyermek Felnott Gyermek
n=19 (%) n=55 (%) n =49 (%)
CARDI15 genotipus
R702W CcC 18 (94,7) 46 (83,6) 46 (93,9)
CT 1(5,3) 8 (14,6) 2 (4,1)
TT - 1(1,8) 1(2,0)
T allél frekvencia 2,63 % 9,09 % 4,08 %
G908R GG 14 (73,7) 53 (96,4) 48 (98,0)
GC 3 (15,8) 2 (3,6) 1(2,0)
CC 2 (10,5) - -
C allél frekvencia 18,4 % 1,82 % 1,02 %
1007finsC —— 13 (68,5) 44 (80,0) 46 (93,9)
—insC 4 (21,0) 9(16,4) 3(6,1)
insC insC 2 (10,5) 2(3,6) -
Cins allél frekvencia 21,1 % 11,8 % 3,06 %
SLC22A4 genotipus
C1672T CC 4 (21,0) 18 (32,7) 12 (24,5)
CT 11 (58,0) 30 (54,5) 25 (51,0)
TT 4(21,0) 7 (12,8) 12 (24,5)
T allél frekvencia 50,0 % 40,0 % 50,0 %
SLC22AS5 genotipus
G-207C GG 3 (15,8) 14 (25,5) 10 (20,4)
GC 7 (36,8) 31(56,4) 26 (53,1)
CcC 9(47,4) 10 (18,1) 13 (26,5)
C allél frekvencia 65,8 % 46,4 % 53,1 %

4.6. Karnitinészter profil és a karnitin transzporter gének SNP genotipusanak vizsgalata felnott
Crohn betegekben

A CD betegek plazma karnitinészter profilja a 3. tablazatban talalhat6. A szabad karnitin és az
acetilkarnitin plazmaszintje nem kiilonbdzik a beteg €s a kontroll csoportban. Ezzel szemben szignifikans
csokkenést figyeltiink meg a betegek €¢hgyomri propionil-, butiril- és izovaleril-karnitin szintjében a
kontrollokhoz képest. Nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a rovid szénlancu (C2-C5:1)
karnitinészterek szintjében a CD-betegek (17,301+0,155 pmol/l) és az egészséges kontrollok
(16,966+0,146 umol/l) kozatt.
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3. tablazat A plazma karnitinészter profilja Crohn betegekben és a kontrollokban (atlag £ SEM, pmol/l).

BETEGEK KONTROLLOK
n=85 n=48

Szabad karnitin (CO0) 28,670 £ 0,0529 30,639 £ 0,927
Rovid szénlancu acilkarnitinek
Acetilkarnitin (C2) 16,598 + 0,402 16,160 £ 0,548
Propionilkarnitin (C3) 0,243 + 0,008* 0,283+ 0,014
Butirilkarnitin (C4) 0,274 + 0,009* 0,301 £ 0,013
Izovalerilkarnitin (C5) 0,147 + 0,006* 0,185 + 0,009
Tiglilkarnitin (C5:1) 0,039 + 0,002 0,037 + 0,002
Kozepes szénlancu acilkarnitinek
Hexanoilkarnitin (C6) 0,103 £ 0,004 0,092 £ 0,004
Oktanoilkarnitin (C8) 0,155 + 0,007 0,144 + 0,009
Oktenoilkarnitin (C8:1) 0,086 + 0,006* 0,069 + 0,005
Dekanoilkarnitin (C10) 0,160 + 0,008 0,152 £ 0,009
Decenoilkarnitin (C10:1) 0,119 £ 0,006 0,125 £ 0,008
Lauroilkarnitin (C12) 0,049 + 0,003 0,045 + 0,003
Hosszu szénlancu acilkarnitinek
Miristoilkarnitin (C14) 0,023 + 0,001 0,021 + 0,001
Miristoleilkarnitin (C14:1) 0,048 +0,003* 0,037 £ 0,003
Palmitoilkarnitin (C16) 0,140 + 0,005 * 0,122 + 0,004
Palmitoleilkarnitin (C16:1) 0,048 £ 0,002 0,043 + 0,003
Sztearoilkarnitin (C18) 0,082 + 0,003 0,077 £ 0,004
Oleilkarnitin (C18:1) 0,172 + 0,006* 0,156 + 0,008
Hidroximiristoilkarnitin (C140OH) 0,008 +£ 0,001 0,005 £ 0,001
Hidroxipalmitoilkarnitin (C160H) 0,033 £ 0,002 0,033 £0,002
Hidroxipalmitoleilkarnitin (C16:10H) 0,038 + 0,001 0,037 + 0,002
Hidroxioleilkarnitin (C18:10H) 0,020 + 0,001 0,016 £ 0,001

*p <0,05

Az oktenoil-karnitin szintje alacsonyabb volt az egészséges személyekben, a kdzepes szénlanct (C6-
C12) acilkarnitinek 6ssz-szintje 0,6724+0,007 pmol/l volt a CD-betegekben ¢és 0,627+0,007 pumol/l a
kontrollokban. A hosszu szénlanctu acil-karnitin csoportban a mirisztoleil-, palmitoil- és az oleil-karnitin
plazmaszintje szignifikdnsan alacsonyabb volt az egészséges csoportban. A hosszi szénlancu C14-C18:1-
OH karnitinészterek 0ssz-szintje 0,612+0,06 umol/l volt a CD-betegekben és 0,547+0,005 pmol/l a
kontrollokban.

A betegek kiilonbozo SLC22A4 1672C ¢és T, valamint az SLC22AS5 -207G és C genotipusainak
plazma karnitinészter profiljanak vizsgélata soran statisztikailag detektalhat6 kiilonbségeket nem talaltunk
egyik karnitinészterre sem, egyik mutacio esetében sem, amikor a heterozigdta vagy a homozigota CD
populécid eredményét hasonlitottuk a vad tipust csoport eredményeihez. Az el6zéekhez hasonldan a TC
haplotipus sem a betegekben, sem a kontrollokban nem moédositja a karnitinészter profilt.

4.7. Karnitinészter profil vizsgalata colitis ulcerosas betegekben

A plazma karnitinészter profil vizsgalata soran (4. tablazat) a szabad karnitin és az acetil-karnitin
plazma szintjében nem taldltunk kiilonbséget a beteg ¢és a kontroll csoport kozott. Ezzel szemben
szignifikans csokkenést figyeltiink meg a betegek ¢éhgyomri propionil-, butiril- és izovaleril-karnitinészter
szintjében a kontrollokhoz képest. A rovid szénldnct karnitinészterek 9sszszintje jelentdsen alacsonyabb
volt a CU betegekben (9,855 + 0,094 umol/l), mint az egészséges kontrollokban (11,003 + 0,100 pmol/I,
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P<0,01). Az oktanoil- és dekanoilkarnitin szintje az egészséges kontrollokban szignifikdnsan alacsonyabb
volt. A kozepes szénlancu karnitinek 8sszszintje nyilvdnvaldoan magasabb volt a betegekben (0,629 +
0,007 umol/l), mint a kontrollokban (0,548 + 0,007 umol/l, P<0,01). A hosszli-szénlancu acilkarnitin
csoportban a miristoil-, palmitoil-, palmitoleil- és oleilkarnitinek plazma szintje szignifikansan csokkent
volt az egészséges csoportban. A hosszi-szénldncu karnitinészterek 0sszszintje a betegekben jelentosen
nagyobb volt (0,596 + 0,005 umol/l), mint a kontrollokban (0,515 + 0,009 umol/l, P<0,01). Tovabba az
Osszkarnitinészter szint a betegekben szignifikansan alacsonyabb volt (11,080 + 0,035 pmol/l) az
egészséges kontrollokhoz viszonyitva (12,066 + 0,037 umol/l, P<0,01).

4. tablazat A plazma karnitinészter profilja colitis ulcerosas betegekben és a kontrollokban (atlag + SEM, pmol/l).

*p<0,05

BETEGEK KONTROLLOK
n=44 n=44

Szabad karnitin (CO0) 31,595 + 1,454 31,431 £ 1,042
Rovid szénlancu acilkarnitinek
Acetilkarnitin (C2) 9,164 + 0,426 10,179 £ 0,461
Propionilkarnitin (C3) 0,331 £0,019%* 0,392 £0,017
Butirilkarnitin (C4) 0,219 £0,014* 0,265+ 0,012
Izovalerilkarnitin (C5) 0,111 +0,008* 0,134 £ 0,008
Tiglilkarnitin (C5:1) 0,030 + 0,004 0,033 + 0,002
Kozepes szénlancu acilkarnitinek
Hexanoilkarnitin (C6) 0,071 + 0,006 0,081 £ 0,005
Oktanoilkarnitin (C8) 0,147 + 0,009* 0,114 +£ 0,008
Oktenoilkarnitin (C8:1) 0,064 £ 0,005 0,062 £ 0,007
Dekanoilkarnitin (C10) 0,180 +£0,012* 0,137 £ 0,008
Decenoilkarnitin (C10:1) 0,113 £ 0,006 0,104 £ 0,008
Lauroilkarnitin (C12) 0,054 £ 0,003 0,050 + 0,003
Hosszu szénlancu acilkarnitinek
Miristoilkarnitin (C14) 0,026 + 0,001 0,024 £ 0,001
Miristoleilkarnitin (C14:1) 0,048 +0,003* 0,039 + 0,003
Palmitoilkarnitin (C16) 0,128 +0,006* 0,109 £ 0,004
Palmitoleilkarnitin (C16:1) 0,042 + 0,003* 0,031 £ 0,002
Sztearoilkarnitin (C18) 0,085 + 0,003 0,079 £ 0,003
Oleilkarnitin (C18:1) 0,183 £ 0,007* 0,163 + 0,007
Hidroximiristoilkarnitin (C140OH) 0,007 £ 0,001 0,006 = 0,001
Hidroxipalmitoilkarnitin (C160H) 0,026 + 0,002 0,023 £ 0,001
Hidroxipalmitoleilkarnitin (C16:10H) 0,033 £0,002 0,029 £ 0,002
Hidroxioleilkarnitin (C18:10H) 0,018 +£0,002* 0,012 £ 0,001

5. EREDMENYEK MEGBESZELESE ES KOVETKEZTETESEK

1. Erett jsziilottekben [“Ho]-jellt TML adéssal a karnitin bioszintézis metabolitjainak vizsgalata soran a
TMABA kivételével az osszes koztiterméket detektaltuk a vizeletben, az alkalmazott [“Ho]-jelolt TML
nagy része valtozatlan forméban {iriilt ki a vizeletben. Az éallatkisérletes modellekkel kapott
eredményekkel szemben megfigyeléseink a szabad TML rendkiviil gyenge karnitinképzd sajatossagara
utalnak.
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2. Két primér karnitinhianyos betegnek az OCTN2 karnitin transzportert kodoldé SLC22AS5 génjének
molekularis genetikai vizsgalata soran 844delC bazisdeléciot detektaltunk homozigota formaban. Ezt a
mutaciot els6ként azonositottuk bdlcsdhalal esetében.

3. Egy Leigh szindromds betegben a molekularis genetikai vizsgalataink sordn anyai agon 6rokdlhetd
heteroplasztikus 8993 T>C mutaciét mutattunk ki a mitokondridlis DNS-ben. Megfigyeltiik, hogy a
betegben a karnitin terapia bevezetése a klinikai tiinetek dramai javulasat eredményezte.

4. Hosszl ideje gluténmentes diétan 1évo coeliakids betegek karnitinészter profiljat elséként vizsgaltuk. A
C2-, C3-, C4-, C6-, C8-, C8:1-, C10-, C10:1-, C12-, C14-, C14:1- és C18:1-karnitinészterek csokkenését
tapasztaltuk, ami karosodott karnitin homeosztazis, vagy a zsirsav metabolizmusbol szarmazo
acilcsoportok megvaltozott anyagcseréjének a lehetséges kovetkezménye.

5. A CARDIS5 gén R702W, G908R ¢és 1007finsC varidnsainak, az SLC22A4 C1672T és az SLC22AS5 G-

crer

crer

az SLC TC haplotipusok hajlamosito szerepét a CD kialakuldsdban magyar betegekben.

6. Az SLC22A4 C1672T ¢és az SLC22A5 G-207C SNP-k felnétt Crohnos betegek karnitin statuszara
gyakorolt esetleges hatdsainak tanulméanyozasa soran azt tapasztaltuk, hogy a genotipus variaciok nem
voltak kapcsolatban megvéltozott karnitinészter profillal.

7. Elséként vizsgaltuk a Colitis ulcerosaban szenvedd betegek karnitin statuszat tomegspektrometriasan.

Szignifikans csokkenést talaltunk az ¢hgyomri C3-, C4- és C5-karnitinészterek plazma szintjében, ami
megvaltozott anyagcserére utal.
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ABBREVIATIONS

TML e-N-trimethyllysine

HTML B-hydroxy-g-N- trimethyllysine

TMABA y-trimethylamino-butyraldehide

TMLD e-N- trimethyllysine-dioxygenase
HTMLA - hydroxy -&-N- trimethyllysine -aldolase
TMABA-DH y-trimethylamino-butyraldehyde-dehydrogenase
BBD v-butyrobetaine-dioxygenase

OCTNI organic cation transporter 1

OCTN2 organic cation transporter 2

SLC22A4 solute carrier family 22, member 4
SLC22A5 solute carrier family 22, member 5
ESI/MS/MS electrospray tandem mass spectrometry
IBD inflammatory bowel disease

CD Crohn disease

ucC ulcerative colitis

AC acylcarnitine

FC free carnitine

PCR polymerase chain reaction

RFLP restriction fragment length polymorphism
SNP single nucleotide polymorphism

CARDI15 Caspase recruitment domain-containing protein 15
SCFA short chain fatty acid



1. INTRODUCTION

Carnitine (B-hydroxy-y-N-trimethylaminobutyic acid) is a principal metabolite, it can be found in
almost any animal, several microorganisms and plants.

1.1.1. The role of carnitine in metabolism

The primary physiological role of carnitine (B-hydroxy-y-N-trimethylaminobutyric acid) is the
transport of long chain fatty acids from the cytosol into the mitochondrial matrix where they undergo (-
oxidation. This role is essential since the long chain fatty acids cannot cross the inner mitochondrial
membrane neither themselves nor in CoA thioester form; the transport takes place in carnitine ester form.
These transport processes are catalyzed by carnitine palmitoyl transferase I (CPT I), carnitine
acylcarnitine translocase (CT or CACT — ,,Transporter” in Figure 1) and carnitine palmitoyl transferase 11
(CPT II) enzymes (Figure 1.).

Outer mitochondrial Inner mitochondrial
membrane membrane

A Cytosol Intermembrane - Matrix
j / PENY SPEEo Carnitine
& acyltransferase Il
— N\ R—C o
g \
, /‘\\ S-CoA Sk
=
CoA-SH
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Carnitine /

acyltransferase |

Carnitine

Transporter

Figure 1. Role of carnitine in the transport of long chain fatty acids from the cytosol into the mitochondrial matrix (Lehninger
Principles of Biochemistry, 4th ed., © W. H. Freeman, 2005)

The other crucial role of carnitine is the transport of the products of the peroxysomal B oxidation (e. g.
acetyl CoA) from the peroxysomes into the mitochondria where they are completely decomposed in the
tricarboxylic acid cycle into CO, and H,O. This is important because the partial decomposition of the
very long chain fatty acids (>C,,) and certain branched chain fatty acids takes place in the peroxysomes.

1.1.2. Further functions of carnitine

Beyond its classical physiological function, carnitine plays further important roles in the body. Among
others, it modulates the acyl-CoA/CoA ratio, which in turn regulates many mitochondrial enzymes
involved in TCA cycle, gluconeogenesis, urea cycle and fatty acid oxidation. It contributes to energy
storage in the form of acetyl carnitine and modulates the toxicity of partially metabolized acyl groups by
promoting their excretion in carnitine ester form. Furthermore, it is involved in the reesterification of
triacylglycerol in ER before its excretion in the form of VLDL, in the stimulation of the oxidative
metabolism of pyruvate and branched chain amino acids, in the deacylation and reacylation processes
during the transformation of membrane phospholipids in erythrocytes, in the transmission of fatty acids
between phospholipids and triglycerides in neurons, in the synthesis and elongation of multiply
unsaturated fatty acids as well as stabilization of proteins and membranes.

3



1.1.3. Carnitine homeostasis in humans

Carnitine homeostasis is maintained by three main factors: endogenous synthesis, intake from nutrients
and reabsorption in kidney tubules. Nutritional sources of carnitine are mainly of animal origin (meat,
poultry, fish, dairy products), smaller amounts can be found in cereals, fruits and vegetables.

The total carnitine content of human body is in a fairly dynamic state. Carnitine and acyl carnitines
flow from and to the gastrointestinal tract (after absorption), liver (after biosynthesis), kidney (for
excretion) and carnitine dependent tissues (e. g. heart or skeletal muscle). Any metabolic change is
followed by a redistribution between the carnitine and acyl carnitine pools of the tissues involved. Since
carnitine and acyl carnitines cannot cross plasma membranes directly and carnitine is transported through
the membranes by tissue specific transport systems (Kerner et al., 1998), total carnitine content and the
kinetics of the carnitine homeostasis can vary significantly from tissue to tissue. Dramatic changes can
take place in carnitine homeostasis of certain tissues simultaneously with no observable change in others.

Plasma is only a transporter of carnitine and acyl carnitines, so their concentrations are relatively low.
In healthy adults free L-carnitine concentration of plasma is 40-50 umol/l, that of acetyl carnitine (the
most abundant ester) is typically 3-6 umol/l. Total L-carnitine concentration is approx. 50-60 pumol/l
(Evans et al., 2003). Since carnitine has no known metabolic function in plasma, changes in plasma
carnitine concentrations can be understood only in relationships with other metabolic or tissue specific
information. Kidney, liver and skeletal muscle contains carnitine in much higher concentrations than
plasma. Due to the large mass of the skeletal muscle, the majority of the total carnitine content of the
body is present in muscles and only very small amounts can be found in plasma or extracellular
compartments.

Although 99% of the carnitine amount is intracellular, the relationship between serum acylcarnitine
(AC) and free carnitine (FC) is highly sensitive to intramitochondrial alterations. Such alterations occur in
different situations, both normal and abnormal. The normal situation is accompanied with changes in the
relationship between AC and FC is fasting where increased ketogenesis leads to reduction in plasma free
carnitine and the corresponding increase in AC. Other normal conditions include aging and pregnancy.
Pathological situations with abnormal AC/FC ratio include several inborn errors of metabolism mainly
organic acidurias, cirrhosis, chronic renal failure and iatrogenic situations such as treatment with
valproate and zidovudine. Other situations with disturbed ratio AC/FC include all types of diabetes, heart
failure and Alzheimer disease.

Under normal circumstances, about 80 % of serum carnitine is free carnitine and normal AC/FC ratio
is 0.25; AC/FC > 0.4 are considered as abnormal (carnitine insufficiency).

1.2. Carnitine biosynthesis in humans
Carnitine is an essential compound thought to be synthesized in humans to some extent, however,

humans do need (or under certain circumstances may need) external source of carnitine. Rat tissues were
used as models of mammalian carnitine biosynthesis (Figure 2.).
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Figure 2. L-Carnitine biosynthetic pathway with corresponding structural formulas (Vaz et al., 2002)

Carnitine is synthesized ultimately from the amino acids lysine and methionine. Lysine provides the
carbon backbone of carnitine and the 4-N-methyl groups originate from methionine. In mammals certain
proteins contain N°-trimethyllysine (TML) residues. N-methylation of these lysine residues occurs as a
posttranslational event in proteins such as calmodulin, myosin, actin, cytochrome ¢ and histones.
Lysosomal hydrolysis results in the release of the TML, which is the first metabolite of carnitine
biosynthesis. TML is first hydroxylated on the 3-position by TML dioxygenase to yield 3-hydroxy-TML
(HTML). Aldolytic cleavage of HTML yields 4-trimethylaminobutyraldehyde (TMABA) and glycine,
reaction catalyzed by HTML-aldolase. Dehydrogenation of TMABA by TMABA-dehydrogenase results
in the formation of 4-N-trimethylaminobutyrate (butyrobetaine). In the last step, butyrobetaine is
hydroxylated on the 3-position by y-butyrobetaine dioxygenase. In humans the rate of carnitine
biosynthesis is determined by the availability of trimethyllysine at the intramitochondrial site of
trimethyllysine hydroxylase activity. The regulatory effect of trimethyllysine was demonstrated by
Rebouche et al., when excess trimethyllysine was given to humans and an 8-fold increase in carnitine
biosynthesis occurred. Humans synthesize approx. 1-2umol of carnitine /kg/day.

1.3. Carnitine deficiency

Carnitine deficiency represents a heterogeneous group of diseases with widely varying clinical
symptoms. Given that carnitine not only is required for fatty acid oxidation but also plays a crucial role in
cellular homeostasis of free and acyl-CoA, the wide variety of clinical manifestation of carnitine
deficiency is not unexpected. This is further complicated by the fact that the carnitine requirement
depends on several other factors, such as age, diet, metabolic conditions (stress, fed versus fasting, and
rest versus exercise) and tissue dependence on fatty acid oxidation. Carnitine deficiency is defined as
decreased tissue carnitine concentration that is below the requirement for normal cellular metabolism.
Clinical and biochemical data suggest that tissue carnitine levels may have to fall to less than 10% to 20%
of normal before the biologic effects can be clinically significant. Carnitine deficiency can be primary and
secondary. In primary systemic carnitine deficiency the cellular uptake of carnitine is mainly disturbed,
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while in secondary carnitine deficiency the carnitine depletion is the secondary cause of other conditions
or disease.

2. AIMS OF THE STUDY

1. In order to achieve a better understanding of carnitine biosynthesis in humans, appearance of supposed
intermediates was studied in urine samples of healthy full-term newborns after administration of
deuterium labeled TML.

2. Molecular genetic study of SLC22A5 gene in primary carnitine deficient patients, their family members
and siblings died in SIDS.

3. Study of efficacy of carnitine therapy in Leigh syndrome patients.

4. Mass spectrometric study of plasma carnitine ester profiles influenced by malabsorption in celiac
patients held on gluten free diet on.

5. Molecular genetic study of possible role of CARDI5 gene variants and polymorphisms of carnitine
transporter genes in the pathogenesis of Crohn’s disease in child and adult Crohn’s disease patients.

6. Study of the effect of SLC22A4 C1672T and SLC22A5 G-207C polymorphisms on carnitine ester
profiles in adult Crohn’s patients.

7. Mass spectrometric study of carnitine metabolism in ulcerative colitis patients.

3. PATIENTS AND METHODS
3.1. Patients

3.1.1. Study of carnitine biosynthesis

Seven orally fed male infants were studied. The mean (SD) gestational age was 38.5 (0.87) weeks
(range, 38-41 weeks). Postnatal age at the beginning of the study was 8 (range, 5-11) days, and body
weight was 3360 (100) g (range, 3100-4300 g). The infants were fed 70 g of formula (Aptamil) seven
times daily. The study period lasted 5 consecutive days, with 24-h urines collected on the day before
administration of N°[Me-"Hy]TML (day 0) and on the last day (day 5) of the study. After the preloading
control day, the newborns received 0.5 mmol of N°[Me-"Ho]TML daily in their formula during the 5-day
study period.

The 24-h urines used for determination of the carnitine biosynthesis intermediates in controls were
obtained from 40 healthy individuals (23 males and 17 females) with a mean age of 21 years (SD, 17;
range, 2-66 years).

3.1.2. Patients with primary carnitine deficiency
During the study of primary systemic carnitine deficiency the members of two unrelated Hungarian
Roma (Gypsy) families were investigated.

3.1.3. A patient with Leigh disease

In a patient with Leigh disease, presenting with severe cerebellar ataxia, mild mental retardation and
muscular myopathy, molecular genetic studies revealed a maternally inherited heteroplasmic 8993 T>C
mutation (95 % and 88 % mutant form in skeletal muscle and blood cells, respectively) of the
mitochondrial DNA. In addition, a homoplasmic 8860 A>G transition (threonine — alanine change) was
also detected in the sequence of the ATPase 6 gene of the patient and his mother.



3.1.4. Adult celiac disease

We examined 33 patients with classic form of celiac disease and 35 carefully selected clinically
healthy control subjects.

The diagnostic criteria of established celiac disease in our patients included: verification of the specific
histological features in small intestinal biopsy specimens, according to the modified Marsh classification,
positive serological results (antiendomysial antibody and tissue transglutaminase), unequivocally
favorable clinical response to the administration of gluten free diet. Patients with any of the rare
manifestations of the disease were excluded. All of the celiac disease patients were at least 17 years old
upon diagnosis, and adhered to gluten free diet for at least one year. All patients received long-term oral
iron replacement therapy.

3.1.5. Crohn’s disease
Pediatric patients with Crohn’s disease

We examined 19 pediatric and 55 adult patients with CD. This cohort was compared with 49 healthy
controls. Both the pediatric and adult CD patients exhibited different clinical manifestations, therefore
they represented mixed clinical CD populations. The diagnosis was confirmed by clinical, radiological,
endoscopic and histological findings.

Adult patients with Crohn’s disease

For the genetic study we investigated the DNA of 100 patients with CD and 94 carefully selected
healthy controls. The circulating plasma carnitine ester profile was determined in 85 patients and 48
healthy controls.

3.1.6. Patients with ulcerative colitis

We examined 44 patients with UC, and 44 carefully selected clinically healthy control subjects. The
control subjects did not receive any drug medication, while the UC patients were treated with either
sulfasalazine or 5-aminosalicylic acid. Diagnosis of the disease relied upon the history of the patients,
clinical symptoms, negative stool examination for bacteria and parasites, and histologic results of rectal
and/ or colonic biopsy.

Informed consent was obtained from each participant of the study and the study design was approved
by the Departmental Ethics Committee.

3.2. Analytical methods
3.2.1. Analysis of carnitine biosynthesis metabolites in urine by HPLC-ESI tandem mass spectrometry

The analysis of carnitine biosynthesis metabolites in newborns and healthy controls were carried out
from 24-h urine samples. After derivatization with methyl chloroformate the analytes were separated on
Phenomenex Aqua analytical column using linear gradient elution techniques (mobile phase consist of:
11 m/l heptafluorobutyric acid and 900 ml/l methanol). A Quattro II tandem mass spectrometer
(Micromass) was used in the positive electrospray ionization mode. Nitrogen was used as both the
nebulizing ant the drying gas. The collision gas was argon , and the cell pressure was 0.25 Pa. The source
temperature was set at 80 °C, and the capillary voltage was maintained at 3.5 kV. The detector was used
in tandem MS mode with multiple-reaction monitoring to detect the transition of a specific precursor ion
to a fragment for each analyte.



3.2.2. Determination of plasma and serum carnitine ester profile with ESI tandem mass spectrometry

Acylcarnitines were analyzed as butyl esters using a Micromass Quattro Ultima ESI triple-quadrupole
mass spectrometer, combined with a Waters 2795 HPLC system for sample introduction. After
derivatization with 3M butanolic HCI, samples were redissolved in the mobile phase (acetonitrile:water
80:20). With the help of the autosampler 10 pl of sample aliquots were injected into the mass
spectrometer. During the ESI-MS/MS analysis the free carnitine and acylcarnitines were measured by
positive precursor ion scan of m/z 85, with a scan range of m/z: 200-550. The applied capillary voltage,
cone voltage and collision energy were 2.52kV, 55V and 26eV, respectively. The flow rate was 100
pl/min and the total analysis time was 4 minutes per sample. For each sample the measurements were
performed in triplicates beginning with the injection step and the means of the three determinations were
used for further calculations.

3.3. Molecular genetic methods

Analysis of mitochondrial ATPase 6 gene mutations, SLC22A5, CARD15 gene mutations and SLC22A4
and SLC22A5 gene polymorphism with automated sequencer.

For the analysis of mitochondrial ATPase6 gene and detection of CARD 15 gene and SLC22A4 and
SLC22A5 polymorphism, a gene specific primer pair were designed. For the amplification of the 10
exons of SLC22A5 genes a intron-based specific primer pairs were used. The PCR products were
sequenced in both directions in an ABI Prism 3100 Genetic Analyzer with a dye termination method. We
also developed a RFLP method for quick genotyping of the samples for the SLC22A5 mutation. After
digestion of the PCR product with Bsl I enzyme the restriction fragments were separated in agarose gel.

3.4. Statistics

For statistics the Student’s t-test for unpaired samples was used. The values are expressed as means
and their standard errors, in three decimals for the carnitine esters with respect to the low levels in the
case of the long-chain carnitine esters. Chi-square test was applied for the determination of the
distribution of different genotypes.

4. RESULTS
4.1. Study of carnitine biosynthesis intermediates

To determine whether full-term newborns can utilize exogenous TML for carnitine biosynthesis, we
performed a loading test with deuterium-labeled TML in seven healthy newborns. Figs. 3 and 4 show the
urinary concentrations of endogenous and “Ho-labeled TML, HTML, y-BB, and carnitine before and after
[*Ho]TML administration. Both before and after loading, endogenous concentrations of TML and HTML
appeared to be proportional to creatinine (Fig. 3). After ["HoJTML administration, the mean
concentrations of endogenous TML and HTML increased moderately but significantly (P<0,001). The
concentration of endogenous y-BB before [?Ho]TML administration varied greatly, ranging from 0.7 to
9.7 mmol/mol creatinine. After loading, the y-BB excretion increased considerably, ranging from 1.5 to
6.7 times the original concentration (Fig. 3). Carnitine concentrations showed a similar behavior, ranging
from 2.5 to 48 mmol/mol creatinine before [*Ho]TML administration and increasing 1.5- to 12-fold after
[*Ho]TML administration (F ig. 3). The urine samples obtained after [*Ho]TML administration (Fig. 4) all
contained [*Ho]TML, [*Ho]JHTML, [*Ho]-y-BB, and [*Ho]-carnitine, demonstrating that newborns are
capable of synthesizing carnitine. [*Hy]-TMABA was below the detection limit in these urines.
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Figure 3. Urinary concentrations of endogenous carnitine biosynthesis metabolites (except TMABA) in seven newborns before
(black column) and after (grey column) loading with [*Hy]TML.

For all seven full-term newborns, the products of one or more enzymatic steps of the carnitine
biosynthetic pathway accounted for 23 % (SD, 4 %) of the total amount of excreted [*Ho]-labeled
compounds, and 10 % (SD, 3 %) of the free carnitine in urine was [*Ho]-labeled carnitine (range, 5-16 %).
The concentrations of endogenous and [*Ho]-labeled carnitine measured in the urine samples were in
agreement with the results obtained with the established procedure for the analysis of acylcarnitines by
tandem MS. Acylcarnitine analysis also revealed the presence of acetyl-[*Ho]-carnitine, propionyl-[*Ho]-
carnitine, and butyryl-[*Ho]-carnitine in most of the samples after ["Ho]TML loading.
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Figure 4. *Hy-labeled carnitine biosynthesis metabolites (except TMABA) in seven newborns after loading with [*Hy]TML.



4.2. Molecular genetic study of patients with primary carnitine deficiency

In two non-consanguineous Hungarian Roma (Gypsy) children who presented with cardiomyopathy
and decreased plasma carnitine levels, we identified homozygous single base deletion (844delC in the
cDNA and 17081delC in the genomic sequence) of the SLC22AS5 gene that results in a frameshift at
R282D and leads ultimately to a premature stop codon (V295X) in the OCTN2 carnitine transporter. No
other sequence change in any exons could be observed as compared to AB016625 used as reference
sequence.

Mutation analysis were carried out for DNA samples from 24 members of the first family and paraffin
embedded blocks from two of the fatal cases. The two sudden death patients were also homozygous for
the mutation, and a total of 12 carriers were verified.

The molecular genetic analysis of the second family revealed a homozygous single base deletion in the
case of the index patient and the sudden death patient. Both parents carries the mutation in heterozygous
form.

4.3. Molecular genetic study of the mitochondrial DNA and determination of plasma carnitine ester
profile of a patient with Leigh disease

In a male child patient the molecular genetic studies revealed a maternally inherited heteroplasmic
8993 T>C mutation (95 % and 88 % mutant form in skeletal muscle and blood cells, respectively) of the
mitochondrial DNA. In addition, a homoplasmic 8860 A>G transition (threonine — alanine change) was
also detected in the sequence of the ATPase 6 gene of the patient and his mother.

In contrast to the normal pre-supplementation pattern, the plasma carnitine ester profile determined
during carnitine treatment showed significantly elevated concentrations of free carnitine (117 pmol/l),
butyrylcarnitine (5.29 vs 0.35 £ 0.20 umol/l) and hexanoylcarnitine (1.68 vs 0.08 = 0.04 umol/l), with
normal concentrations of all other acylcarnitines.
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4.4. Determination of plasma carnitine ester profile in adult celiac disease patients

The plasma circulating carnitine ester profiles are shown in Table 1. The plasma level of free carnitine
did not differ between celiac disease patients and controls. By contrast, a marked decrease was found in
the acetylcarnitine level in the patients, which corresponded to 46% of the control value. A significant
decrease was also found in the levels of propionyl- (61.5%), butyryl- (56.9%), hexanoyl- (75%),
octanoyl- (71.1%), octenoyl- (52.1%), decanoyl- (73.1%) cecenoyl- (58.3%), lauroyl- (61.5%), miristoyl-
(66.7%), miristoleyl- (62.5%) and oleylcarnitine (81.1%) in the patients as compared with the controls
(the rates of decrease are expressed throughout as percent in parentheses taking the controls as 100%). As
a result of the decrease of individual carnitine esters, the plasma level of total esters was lower in patients
with celiac disease than in controls (6.087 + 0.571 vs. 12.166 + 0.978, P<0.001). The ratio of
acetylcarnitine/total carnitine esters was 0.773 in the patients and was 0.841 in the controls.

Table 1. Plasma carnitine ester profiles in celiac disease patients and controls (mean + SEM, umol/l).

*p<0.01

PATIENTS
n=33

CONTROLS
n=35

Free carnitine (C0)
Short-chain acylcarnitines
Acetylcarnitine (C2)
Propionylcarnitine (C3)
Butyrylcarnitine (C4)
Isovalerylcarnitine (C5)
Tiglylcarnitine (C5:1)
Medium-chain acylcarnitines
Hexanoylcarnitine (C6)
Octanoylcarnitine (C8)
Octenoylcarnitine (C8:1)
Decanoylcarnitine (C10)
Decenoylcarnitine (C10:1)
Lauroylcarnitine (C12)
Long-chain acylcarnitines
Myristoylcarnitine (C14)
Myristoleylcarnitine (C14:1)
Palmitoylcarnitine (C16)
Palmitoleylcarnitine (C16:1)
Stearoylcarnitine (C18)
Oleylcarnitine (C18:1)

Hydroxymyristoylcarnitine (C140H)
Hydroxypalmitoylcarnitine (C160H)
Hydroxypalmitoleylcarnitine (C16:10H)
Hydroxyoleylcarnitine (C18:10H)

27.191 £1.194

4.703 £ 0.205*
0.247 £0.014*
0.152+£0.011*
0.111 £0.010
0.034 £ 0.002

0.060 £ 0.004*
0.086 £ 0.006*
0.037 £ 0.003*
0.103 £ 0.008*
0.063 £ 0.005*
0.032 £ 0.002*

0.016 £ 0.001*
0.025 £ 0.002*
0.097 £ 0.006
0.037 £ 0.003
0.076 £ 0.004
0.137 £0.007*
0.007 £0.001
0.022 £ 0.001
0.026 £ 0.002
0.016 £ 0.002

30.029 £ 1.902

10.227 £ 0.368
0.400 £ 0.021
0.267 +£0.013
0.138 £0.010
0.033 £ 0.003

0.080 £ 0.006
0.121 £0.009
0.071 £ 0.008
0.141 £ 0.009
0.108 £0.010
0.052 £ 0.004

0.024 £ 0.001
0.040 £ 0.004
0.113 £0.006
0.032 £ 0.002
0.080 £ 0.004
0.169 £ 0.008
0.005 £0.001
0.023 £ 0.002
0.029 £ 0.002
0.013 £0.002
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4.5. Investigation of polymorphisms of CARD15 gene and the carnitine transporter genes
(SLC22A4, SLC22A5) in Crohn’s disease patients

A total of 52.6% of pediatric patients with Crohn’s disease carried at least one NOD2 mutation
compared to 34.5% of adult patients and to 14.3% of the controls (pediatric patients vS. controls P <0.05).

While the T allele frequency, leading to heterozygous and homozygous R702W mutation, was
increased approximately two-fold in the adult CD population (9.09%) compared to the controls (4.08%),
it was only 2.63% in the pediatric CD patients (Table x; P < 0.05 comparing the pediatric susceptibility
and/or normal variants versus the same values of the adult patients or the controls). By contrast, the C
allele frequency, encoding the G908R variant, was found highly elevated (18.4%) in pediatric patients,
and was only 1.82% in adult CD patients, and 1.02% in the controls (P < 0.05). For the 1007finsC
variant, a significantly increased prevalence was found both in pediatric (21.1%) and in adult CD (11.8%)
patients as compared with the controls (3.06%) (P < 0.05). There were no significant differences in the
allele frequencies of SLC22A4 C1672T and SLC22A5 G-207C mutations when compared either the
results of the pediatric or the adult CD populations to the results of the controls (Table 2).

Table 2. Comparison of the alleles of OCTN cation transporters and NOD2/CARD 15 genes in pediatric and adult Crohn’s
disease patients with controls

Pediatric Adult Controls
patients patients children
n=19 (%) n=55 (%) n =49 (%)
CARDI15 genotype
R702W CcC 18 (94.7) 46 (83.6) 46 (93.9)
CT 1(5.3) 8 (14.6) 2 (4.1)
TT - 1(1.8) 1(2.0)
T allele frequency 2.63 % 9.09 % 4.08 %
G908R GG 14 (73.7) 53 (96.4) 48 (98.0)
GC 3 (15.8) 2(3.6) 1(2.0)
CcC 2 (10.5) - -
C allele frequency 18.4 % 1.82% 1.02 %
1007finsC —— 13 (68.5) 44 (80.0) 46 (93.9)
—insC 4 (21.0) 9(16.4) 3(6.1)
insC insC 2(10.5) 2(3.6) -
Cins allele frequency 21.1% 11.8 % 3.06 %
SLC22A4 genotype
C1672T CcC 4 (21.0) 18 (32.7) 12 (24.5)
CT 11 (58.0) 30 (54.5) 25 (51.0)
TT 4 (21.0) 7 (12.8) 12 (24.5)
T allele frequency 50.0 % 40.0 % 50.0 %
SLC22A5 genotype
G-207C GG 3(15.8) 14 (25.5) 10 (20.4)
GC 7 (36.8) 31 (56.4) 26 (53.1)
CcC 9(47.4) 10 (18.1) 13 (26.5)
C allele frequency 65.8 % 46.4 % 53.1%
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4.6. Plasma carnitine ester profiles in Crohn’s disease patients characterized for SLC22A4 C1672T
and SLC22A5 G-207C genotypes

The plasma circulating carnitine ester profiles in the mixed CD population are shown in Table 3. The
plasma level of free carnitine and acetyl carnitine did not differ between the CD patients and the controls.
By contrast, significant decreases were found in fasting propionyl-, butyryl- and isovalerylcarnitine ester
levels in CD patients as compared with the controls. There was no significant difference in the level of
total short-chain carnitine esters (C2—C5:1) between the CD patients (17.301 + 0.155) pmol/I) and the
healthy controls (16.966 + 0.146) umol/l).

Table 3. Plasma carnitine ester profiles in the mixed group of Crohn’s disease patients and controls (mean + SEM, pmol/1).

PATIENTS CONTROLS
n=85 n=48
Free carnitine (C0) 28.670 +0.0529 30.639 +0.927
Short-chain acylcarnitines
Acetylcarnitine (C2) 16.598 + 0.402 16.160 £ 0.548
Propionylcarnitine (C3) 0.243 + 0.008* 0.283 +0.014
Butyrylcarnitine (C4) 0.274 + 0.009* 0.301 +£0.013
Isovalerylcarnitine (C5) 0.147 £ 0.006* 0.185 + 0.009
Tiglylcarnitine (C5:1) 0.039 + 0.002 0.037 + 0.002
Medium-chain acylcarnitines
Hexanoylcarnitine (C6) 0.103 + 0.004 0.092 + 0.004
Octanoylcarnitine (C8) 0.155 +0.007 0.144 + 0.009
Octenoylcarnitine (C8:1) 0.086 + 0.006* 0.069 + 0.005
Decanoylcarnitine (C10) 0.160 + 0.008 0.152 +0.009
Decenoylcarnitine (C10:1) 0.119 +0.006 0.125 +0.008
Lauroylcarnitine (C12) 0.049 + 0.003 0.045 +0.003
Long-chain acylcarnitines
Myristoylcarnitine (C14) 0.023 +0.001 0.021 +0.001
Myristoleylcarnitine (C14:1) 0.048 + 0.003* 0.037 + 0.003
Palmitoylcarnitine (C16) 0.140 + 0.005 * 0.122 + 0.004
Palmitoleylcarnitine (C16:1) 0.048 + 0.002 0.043 +0.003
Stearoycarnitine (C18) 0.082 +0.003 0.077 + 0.004
Oleylcarnitine (C18:1) 0.172 £ 0.006* 0.156 +0.008
Hydroxymyristoylcarnitine (C140H) 0.008 + 0.001 0.005 + 0.001
Hydroxypalmitoylcarnitine (C160H) 0.033 + 0.002 0.033 +0.002
Hydroxypalmitoleylcarnitine (C16:10H) 0.038 + 0.001 0.037 + 0.002
Hydroxyoleylcarnitine (C18:10H) 0.020 + 0.001 0.016 +0.001

*p<0.05

The level of octenoylcarnitine was decreased in the healthy subjects; and the level of total medium-
chain acylcarnitines (C6—C12) was 0.672 + 0.007) in the CD patients vs 0.627 + 0.007 umol/l in the
control subjects. In the long-chain acylcarnitine group the plasma levels of myristoleyl-, palmitoyl- and
oleylcarnitine were significantly decreased in the healthy group. The level of total longchain carnitine
esters (C14—C18:1-OH) was 0.612 £+ 0.006 in the patients with CD vs 0.547 + 0.005 pmol/l in the
controls. The plasma carnitine ester profiles with different SLC22A4 1672 C and T genotypes and with
different SLC22AS5 -207G and C genotypes were determined. Albeit there were some trends for change
for some individual esters (C4 and CS5 carnitines), there were no statistically significant differences in the
levels of any carnitine esters for any genetic variants when the heterozygous or the homozygous
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populations were compared. Similarly, TC haplotype did not modify the carnitine ester profile either in
the CD group or in the controls.

4.7. Study of plasma fasting carnitine ester profile in patients with ulcerative colitis

The plasma circulating carnitine ester profiles are shown in Table 4. The plasma level of free carnitine
and acetyl carnitine did not differ between the UC patients and the controls. By contrast, significant
decreases were observed in fasting propionyl-, butyryl-, and isovalerylcarnitine ester levels in UC patients
as compared with the controls. The level of total short-chain carnitine esters was markedly lower in the
patients with UC (9.855 + 0.094 umol/L) than in the healthy controls (11.003 + 0.100 umol/L, P < 0.01).
The levels of octanoyl-, and decanoylcarnitine were decreased in the healthy subjects. The levels of total
medium-chain acylcarnitines were obviously higher in the UC patients (0.629 + 0.007 umol/L) than in the
control subjects (0.548 £ 0.007 umol/L, P < 0.01). In the long-chain acylcarnitine group, the plasma
levels of myristoyl-, palmitoyl-, palmitoleyl- and oleylcarnitine were significantly decreased in the
healthy group. The levels of total long-chain carnitine esters were markedly higher in the patients with
UC (0.596 £ 0.005 umol/L) than in the controls (0.515 £+ 0.009 umol/L, P < 0.01). In addition, the level of
total carnitine esters was significantly decreased in the UC patients (11.080 + 0.035 umol/L) as compared

with the healthy controls (12.066 + 0.037 umol/L, P <0.01).

Table 4. Plasma carnitine ester profiles in ulcerative colitis and controls (mean = SEM, umol/l).

*p<0,05

PATIENTS
n=44

CONTROLS
n=44

Free carnitine (CO)
Short-chain acylcarnitines

31.595 £ 1.454

31.431 £1.042

Acetylcarnitine (C2) 9.164 + 0.426 10.179 + 0.461
Propionylcarnitine (C3) 0.331+0.019* 0.392 +0.017
Butyrylcarnitine (C4) 0.219 +0.014* 0.265+0.012
Isovalerylcarnitine (C5) 0.111 +0.008* 0.134 +0.008
Tiglylcarnitine (C5:1) 0.030 + 0.004 0.033 +0.002
Medium-chain acylcarnitines

Hexanoylcarnitine (C6) 0.071 £ 0.006 0.081 +0.005
Octanoylcarnitine (C8) 0.147 + 0.009* 0.114 +0.008
Octenoylcarnitine (C8:1) 0.064 + 0.005 0.062 + 0.007
Decanoylcarnitine (C10) 0.180 + 0.012* 0.137 +0.008
Decenoylcarnitine (C10:1) 0.113 +0.006 0.104 + 0.008
Lauroylcarnitine (C12) 0.054 +0.003 0.050 + 0.003
Long-chain acylcarnitines

Myristoylcarnitine (C14) 0.026 + 0.001 0.024 £ 0.001
Myristoleylcarnitine (C14:1) 0.048 + 0.003* 0.039 + 0.003
Palmitoylcarnitine (C16) 0.128 + 0.006* 0.109 + 0.004
Palmitoleylcarnitine (C16:1) 0.042 + 0.003* 0.031 + 0.002
Stearoylcarnitine (C18) 0.085 +0.003 0.079 + 0.003
Oleylcarnitine (C18:1) 0.183 +0.007* 0.163 +0.007
Hydroxymyristoylcarnitine (C140H) 0.007 £ 0.001 0.006 + 0.001
Hydroxypalmitoylcarnitine (C160H) 0.026 + 0.002 0.023 +0.001
Hydroxypalmitoleylcarnitine (C16:10H) 0.033 + 0.002 0.029 + 0.002
Hydroxyoleylcarnitine (C18:10H) 0.018 + 0.002* 0.012 + 0.001
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5. SUMMARY OF THE RESULTS AND CONCLUSIONS

1. After [*Ho]-TML administration, all the metabolites of carnitine biosynthesis could be detected in the
urine of full-term newborns in the [*Ho]-labeled form, except for [*Ho]JTMABA. Most of the ["Ho]-TML,
however, was excreted unchanged in the urine. Our observations opposite to the results obtained from the
animal model suggest that free TML yield carnitine in an extremely poor way.

2. In two patients with primary carnitine deficiency, we detected a homozygous single base deletion
(844delC in the cDNA and 17081 delC in the genomic sequence) of the SLC22A5 gene that result a
frameshift at R282D and leads ultimately to a premature stop codon in the OCTN2 carnitine transporter.
We identified this mutation for the first time in the literature in sudden infant death cases.

3. In a patient with Leigh disease, molecular genetic studies revealed a maternally inherited heteroplasmic
8993 T>C mutation of the mitochondrial DNA. After introduction of carnitine therapy an impressive
clinical response was observed.

4. Measuring the carnitine ester profile of celiac patients on long-term gluten free diet a significant
decrease was observed in the level of the following esters: C2-, C3-, C4-, C6-, C8-, C8:1-, C10-, C10:1-,
C12-, C14-, Cl14:1- és Cl8:1-carnitine ester. The changes observed could be the result of impaired
carnitine homeostasis, consequence of influenced metabolism of the acyl groups derived mainly from the
fatty acid metabolism, and combination of thereof.

5. The molecular genetic analysis of the CARD15, SLC22A4 and SLC22AS5 gene polymorphisms showed
the accumulation of the CARDIS variants in the Crohn’s disease patients. We could not detect the
accumulation of either the SLC22A4, SLC22A5 susceptibility variants or the TC haplotype. Our results
do not support the assumption that the carriage of the SLC and SLC TC haplotypes means significant
susceptibility to Hungarian patients with CD.

6. Analyzing the effect of SLC22A4 C1672T and SLC22AS G-207C SNPs for the carnitine status of
patients with Crohn’s disease, no association was observed between the different genotype variations and
the altered carnitine ester profile.

7. We investigated the carnitine status of patients with ulcerative colitis by tandem mass spectrometry

first in the literature. Significant decreases were observed in fasting plasma levels of C3-, C4- and C5
carnitine esters, which refers to an altered fatty acid metabolism.
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