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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Tudomanyos munkassagom az elmult 2 évtizedben a neuromusculéris és neurogenetikai betegségek
kutatasara irdnyult. Az alkalmazott modszerek a neuroldgiai és pszichiatriai diagnosztikus vizsgalatok
mellett képalkotd eljarasokat, morfolégiai és molekularis genetikai vizsgalatokat foglaltak magukba.
Az értekezés f6 témakorei a mitochondridlis medicina, az izomdystrophidk és a herediter neuropathiak
molekularis diagnosztikaja €s terapiaja koré csoportosulnak. Kutatasi projektek nem csak a szorosabb
értelemben vett klinikai kutatdsokra irdnyultak, hanem a hazai kutatasi infrastruktdra stratégiai
fontossagu alappillérét képez6 biobankok épitéset is jelentették (NEPSYBANK). A tézisek alapjaul
szolgal6 kozlemények csak egy részét teszik ki a megjelent publikdcidimnak, csak szorosan a
feldolgozott téméahoz kapcsolddd tudomanyos eredmények kertiltek megemlitésre.

Célkitlizéseim: a neuromuscularis betegségek (mitochondrialis betegségek, izomdystrophiak, érokletes
periférias neuropathiak) hatterében all6 genomikai rendellenességek megismerése, a genomikai
eltérések hatasanak elemzése a fenotipusa, a kdzponti idegrendszerre (KIR), a vazizomra és periférias
idegekre. Duchenne tipust izomdystrophidban a plasmid medidlta géntranszfer optimalizalasa és
human alkalmazasra valo el6készitése.

2. ELOZMENYEK, IRODALMI OSSZEFOGLALAS

2.1. A mitochondrialis betegségek molekularis jellemzése és diagnosztikaja

A mitochondrialis cytopathiak a multiszisztémas betegségek heterogén csoportjat alkotjak, amelyek
dontéen a kdzponti idegrendszer és a vazizom betegségeit eredményezik, de szamos egyéb szerv
mikodészavarat is okozhatjdk. ElsGsorban a nagy energiaigényli szovetek, mint a kozponti
idegrendszer, vazizmok, szivizom, az endokrin szervek, maj, vese és a szem érintettek. A Klinikai
tlnetek specifikusak, de nagyon valtozatosak. A mitochondridlis betegség kialakulaséhoz a
mitochondriumok miik6dését meghatarozé materidlisan 6roklédé mitochondrialis DNS (mtDNS), és
nuklearis DNS (nDNS) mutécidi vezethetnek. A DNS mutécidja okozhat nukleonid-szubsztituciét,
ami érinthet tRNS-t, rRNS-t vagy stuktdrgént és eredményezhet delécidval/duplikécidval jard
génatrendez6dést. Esetenként az mtDNS deplécija okoz sulyos tlineteket. A mitochondriélis
betegségek (MtDNS és nDNS kapcsolt) atlag prevalencidja mai ismereteink alapjan 1: 5000-re
becsiilheté. Egyes mitochondrialis DNS mutéciok kifejezetten gyakoriak, ezek kozul kimagaslik az
A3243G pontmutécid, amelynek el6fordulasi gyakorisdga felnétt finn populdcioban eléri a
16,3/100.000-t. Eddig kdzel 200 betegség hatterében azonositottak kb. 500 patogén mtDNS mutaciot
(www.mitomap.org). A nDNS kutatasok tempdjanak felgyorsulasa kdvetkeztében egyre tobb nukleéris
mitochondrialis gén mutacidja is 0©sszefuggesbe hozhaté valamely Klinikai fenotipussal. A
mitochondrialis betegségek alosztalyokba soroldsa szdmos problémat vet fol a mitochondrialis
biologia sajatossdgainak koszonhetéen. Ezek a sajatossagok: az egyes szOvetek, sejtek eltérd
mitochondrium tartalma, a vad és mutans mtDNS-ek egydittes jelenléte a sejtekben (heteroplasmia); a
threshold effektus (a sejtek diszfunkcidjahoz bizonyos heteroplasmia arany elérése szilkséges),
ugyanazon mtDNS mutéacié valtozatos klinikai képet eredményezhet, nincs egyértelmii fenotipus-
genotipus korrelacié. Mindezek alapjan a Klinikai diagnosztika szamara a tisztan klinikai alapon
torténd klasszifikacié a leghasznosabb annak ellenére, hogy sok beteg nem sorolhatd egyik
kateg6ridba sem. Sok esetben a béta-oxidacios zavarok jelentik a nehézséget, de ezekben a
myopatholdgiai diagnosztika segitséget jelenthet a klinikus szamara (3. és 10. Kézlemény).

A mitochondrialis betegségek hatterében all6 gének és azok mutacioi

Az emberi mtDNS cirkuléris, kett6sszalti molekula, mely maternélisan 6roklédik, 16569 bp-bdl all, 37
ismert gént tartalmaz. A guanin-gazdag nehéz lanc (L) 2 tRNS-t, az |. komplex 6 alegységét, a IlI.
komplex cytochrom b-jét, a IV. komplex legnagyobb alegységeit (COl., Il., I1l.) és az V. komplex
ATP alegységeit kodolja. A cytosin-gazdag konnyt ldnc (H) a 8 tRNS és az I. komplex 1
alegységének kodolasaért felelés. A mitochondrialis genom altal kodolt polypeptidek az oxidativ
foszforilacids rendszer tagjai. A 1égzési lanc és az oxidativ foszforilacié tobbi polypeptidjét a nukleéaris
DNS kodolja és azok dontden a cytosolban szintetizalodnak. A ,,displacement regio” (D-loop) révid
nem-kodold szakaszanak kivételével nincsenek nem kodold génszakaszok (intronok) a H lancon. A


http://www.mitomap.org/�

huméan mitochondriélis transzkripcié két origdbdl indul és a prokaryota szervezetekhez hasonléan
polycisztronikus. Az mtDNS nem rendelkezik protektiv hatasu hisztonokkal, repair rendszere fejletlen,
igy a mutagén agensekkel szemben rendkivil érzékeny, mutacids rataja kb.10-szerese a nuklearis
DNS-ének. A sejtek osztodasakor a mutans mitochondrialis DNS molekulédk ardnya a mitotikus
szegregacionak koszonhetéen az egyes leany sejtekben eltéré lehet. A mitochondrialis genom mutacioi
lehetnek germ-line és szomatikus mutaciok. A germ-line muticidk mindig atérokitédnek, ezek
képezik az alapjat az egyes etnikai csoportok kdzotti polymorphizmusnak és a primer mitochondrialis
betegségeknek. A szomatikus mutaciok az élet soran keletkeznek és az életkor elérehaladtaval szamuk
a posztmitotikus szdvetekben felhalmozddik. Az mtDNS germ-line mutacidi lehetnek egyes nagy
deléciok és egyes (single) nukleotid polymorphizmusok (SNP-k). A deléciok altalaban sporadikusak,
de beszamoltak maternalisan 6rokl6d6 formakrdl is. A deléciék mérete 1.3 és 11 kb kdzott ingadozik,
lokalizacidjuk valtoz6 lehet. Leggyakrabban a 4.9 kb nagysagu dn. ,,common deletion” irtak le, mely
az I-1V. komplexet és a kozbeesé tRNS-eket kodold génszakaszt érinti. A mitochondrialis genom
egyes delécidinak leggyakoribb  eléfordulasat Kearns-Sayre  szindromaban, progressziv
ophthalmoplegia externdban (PEO) és Pearson szindrémaban irtak le. Vannak multiplex mtDNS
deléciok is, melyek altalaban masodlagosak, a nuklearis DNS karosodasa kdvetkeztében alakulnak ki.
Az mtDNS pontmutacioi gyakran a tRNS génekben alakulnak ki. Ez utébbi kdvetkeztében tobb
protein miikddése is karosodhat. Egy mitochondrialis pontmutacio sokféle neuroldgiai tinetcsoportot
eredményezhet, melyek némelyike jol kériilhatarolt szindromaként ismert.

Az mtDNS karosodasa kdvetkeztében kialakuld kérképek

Az mtDNS tRNS-asszocialt betegségei

A tRNS gének csupan az mtDNS 1/10-ét teszik ki, az ismert pontmutéaciok 42%-a mégis erre a régiora
lokalizalodik (www.mitomap.org). A tRNS gének igy mutacios hot spotnak tekinthetdek. Gyakori
tRNS-asszocialt  betegségek: myopathia, encephalomyopathia, cardiomyopathia, suketség,
ophthalmoplegia externa, ataxia, myoclonus, demencia, depresszid, diabetes mellitus+siketség,
terhelési intolerancia, myoglobinuria, Leigh szindroma, MELAS, MERRF, periférias neuropathia,
Parkinson-kér, vashianyos anaemia és diabetes mellitus. A mt tRNS mutaciok tobbek kozott az
aminoacylacié zavara kovetkeztében eredményezik a mitochondriumban a hibas fehérjeszintézist. Ha
a mutacié evoluciosan konzervalt nukleotidot érint, altalaban sulyosabb kovetkezményekkel jar a
béazispar csere. A mutacié fenotipusos megjelenését a mutans tRNS-ek heteroplasmia-aranya is
befolyéasolja. Ha a tRNS-ek funkcionalis szintje a normalis 15-50%-ara cstkken koros fenotipust
kapunk. A tRNS mutéciok leggyakrabban a tRNS"*, tRNS™®, tRNS" és a tRNS™" géneket érintik. A
tRNS"* gén tébb mint 30 patogén mutacidjaval a legismertebb mutéaciés hot spotjia a mtDNS-nek
(www.mitomap.org). Ezek koziil a patogén mutaciok koziil a leggyakoribb a tRNS™" gén A3243G
mutacioja, amely tobbek kozott a jol ismert MELAS szindrémat (mitochondrialis
enchephalomyopathia laktat aciddzis stroke szerii tlinetekkel) okozza. Ez a mutacié szdmos mas
klinikai tlinetet is eredményezhet, mint pl. alacsonynovés, sensoneurdlis hallasveszés, hypertrophiés
cardiomyopathia, ataxia, ophthamoplegia externa, epilepsia és diabetes mellitus. A mutéacid
prevalenciajat tobb orszagban vizsgaltak. A legtobb vizsgalat diabetes mellitus-os betegeken tortént.
Sensoneurdlis halldsvesztés, fiatalkori ischaemids stroke szindréma, myopathia és ataxia hatterében a
mutacio el6fordulasi gyakorisagat eddig hat tanulmany vizsgélta, amelyekben a mutacio frekvenciaja
0,07% és 6,5% kozott volt. A legnagyobb prevalenciat a finn népesség korében talaltak
(16,3:100.000). A tRNS™® génben eddig 14 patogén mutaciot azonositottak. Ezek kozill
legfrekventaltabban az A8344G szubsztitlciot irtdk le, amelyet elészor a MERRF (Myoclonus
Epilepsia Ragged Red Rostokkal) szindroma hatterében azonositottak. Az elmult 20 évben szdmos
maés fenotipusal valé tarsulasarol is olvashattunk.

Az mtDNS rRNS-asszocialt betegségei

Az mt genomban két gén kddolja a riboszdmalis RNS-ket (RNR1 - 12S rRNS és RNR2 - 16S rRNS ).
A 12S rRNS-t kodold génben az irodalombdl 13 patogén mutécid ismert, amelyek legnagyobb
szamban aminoglycosidas indukalta stiketséget eredményeznek, de 1-2 szubsztitlciot sensorineuralis
hallasvesztés hatterében is leirtak. A 16S rRNS-t koédold6 mt — RNR2 génben talalt 4 kiilonb6z6
nukleotid csere eltéré fenotipusokat eredményez, mint cardiomyopathia, diabetes mellitus,
hyperthyreosis, Rett szindréma, MELAS, Alzheimer és Parkinson kor.
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Az mtDNS protein kddol6 génekhez kapcsolt betegségei

A mitochondriélis 1égzési transzportlanc felépitésében kb. 80 fehérje vesz rész. Ezek kozil a
mitochondrialis genomban csak 13 kodold gén talalhatd, melyek a légzési transzportlanc egyes
alegységeit kddoljak. Az mtDNS protein-kddolé génjeiben tobb mint 200 patogén mutécid ismert
(www.mitomap.org). A legtébb mutacié a NADH dehidrogenaz és a cytochrom-c oxidaz kiilonb6z6
alegysegeit kddold génekben taldlhatd. Emellett kisebb szdmban taldlhatéak mutaciok a cytochrom
oxidaz-b és az ATP-4z 6-0s, 8-as alegységeit kodolo génekben is. A protein-kodol6 gének mutacioi
leggyakrabban a Leber-féle optikus neuropathia (LHON), Leigh szindréma, prosztata rak, terhelési
intolerancia, NARP, MELAS szindréma hatterében allhatnak. Néhany nukleotid szubsztitlciot
motoneuron betegség, ataxia, Kearns-Sayre szindréma, vashianyos anaemia hatterében is leirtak.

A nuklearis DNS mitochondriélis génjei és azok mutacidi kovetkeztében kialakulé betegségek A
mitochondrialis funkciét a sejtmag és a mitochondrium DNS molekuldinak koordinélt miikodése
hatdrozza meg. A mitochondrium miik0dését befolyasolé nuklearis gének lehetnek Iégzési
transzportlanc  alegységeit kodold, az intergenomidlis szignalizaciéban szerepet jatszd, a
mitochondrialis dinamikat befolyasold, a lipid milieu-ért felelés, és egyéb a mitochondrium
muiikodését befolyasold fehérjéket kodold gének. A mitochondridlis transzlacidés gépezet tobb
nukleérisan determinalt polypeptidet és mitochondrialisan kodolt rRNS-t, tRNS-t is tartalmaz, illetve a
nagy respiratorikus komplexek mindkét genom &ltal kodolt alegységekb6l allnak. A nDNS kb. 1000
mitochondrialis proteint kodol, melyek kozul minddssze 67 jatszik szerepet a légzési lanc
milkodésében. Az nDNS altal kddolt mitochondrialis proteinek a cytoplasmaban szintetizalédnak és
specifikus transzport rendszer segitségével importalédnak a mitochondriumba. A mitochondriumok
azon kivil, hogy a sejtek energia metabolizmusaban alapvetd szerepet jatszanak szamos egyéb
cellularis folyamatban is résztvesznek. Biogenezisukben, ill. miikodésiikben a nuklearis és mt genom
kozotti parbeszéd alapvetd fontossdgh. Az intergenomikus szignal k&rosodasa a mtDNS-t mind
mennyiségileg (MtDNS deplécid), mind minéségileg érintheti (t6bbszorés mtDNS  delécios
szindrdmak). Multiplex delécidkat tartalmaz6 mtDNS molekuldk nagyon kis mennyiségben az
egészseges felnétt szovetekben is megfigyelheték. Normalis feltételek mellett az atrendez6dott és vad
tipusi mtDNS-ek ardnya egyensulyban van, az atrendez6dés folyamatosan elvész é€s Ujonnan kialakul,
de soha nem emelkedik a fizioldgiasan még toleréalhat6 kiiszob fole.

A mitochondridlis betegségek molekularis genetikai diagnosztikai lehetdségei

Néhany esetben mar a klinikai kép is jellegzetes az illet6 mitochondrialis betegségre (MELAS,
MERRF, LHON, SCO2, stb.) és a diagndzishoz elegend6 a vérbdl izolalt DNS molekuléris genetikai
tesztje. A legtobb esetben azonban nem ilyen koénnyii a helyzet és tébb diagnosztikus procedurat is be
kell iktatni a genetikai vizsgélat elé, mint pl. ENG vizsgalat, (14. Kodzlemény) multimodalis
elektrofizioldgiai vizsgalatok (7. Absztrakt) vér/liquor laktat szint vizsgalat, képalkotd eljarasok,
cardiologiai vizsgalat, az izombiopszia hisztoldgiai, hisztokémiai és biokémiai feldolgozasa és a DNS
analizis (8. Absztrakt). A molekuléris genetikai tesztek az mtDNS Southern blotjat, a real time PCR-
rel torténé quantitativ mtDNS mennyiség meghatarozast, SNP screeninget, a teljes mitochondrialis
genom vagy a gyanus nukleéris gén szekvenalasat foglaljak magukban.

Genetikai tanacsadas, prenatalis diagnosztika a mitochondrialis betegségekben

Az mtDNS betegségekben az mtDNS jellegzetességei miatt a genetikai tanacsadas lehetetlen. A néi
ivarsejtek embryogenezise sordn az mtDNS transzmisszidjat az ,,Uvegnyak-hatas” kovetkeztében
kialakulé random genetikai draft determinalja, igy nem tudhatjuk, hogy az mtDNS betegségben
szenvedd betegek egyes oocytaiban mennyi a vad és mutans mtDNS molekuldk aranya. igy a
kovetkezd generacioban a betegség ismétlédésének valoszinlisége nem becsiilhetd. Prenatalis
diagnosztikara a terhesség 12. hete utan van lehetség. Ilyen esetekben a 20-30%-nal magasabb
heteroplasmia arany foetusok esetén a terhesség terminacioja javasolt. Figyelembe véve, hogy az
mtDNS betegségben szenvedd anyak sok esetben nehezen vagy spontan nem esnek teherbe, mivel a
betegség endokrin rendszertiket is érintheti tovabbi 1j megoldasok iranti igény vetddott fol. Szamukra
Uj lehet6ségként kinalkozik a preimplantacios genetikai diagnosztika (PGD), melynek validalasara
irdnyultak vizsgalataink. Sok esetben etikai, vallasi megfontolasok vezetik ez utbbi diagnosztika felé



a betegeket. A PGD sordn farmakologiai ovulacio stimulaciét kovetéen in vitro torténik a
megtermékenyités. A korai stadiumi embryok (&ltaldban 8 sejtes blastomer stadium) 1- 1 blastomer
sejtjét valasztjak le. A blastomer sejtek PCR alapl genetikai diagnosztikaja nydjt informéaciot az
embry6 genotipusarél. igy az implantaciora keriils egészséges embryok szelektalhatok.

2.2. Az izomdystrophiak molekularis alapjai, diagnosztikaja és terapias lehetoségei

Az izomdystrophiak Klasszikus osztalyozasa, mely szerint megkilonboztetiink Duchenne/Becker,
Emery-Dreifuss, végtag 6v tipust, facioscapulohumeralis és congentalis izomdystrophiat ma egyre
inkabb atalakul a molekularis neurologia boviild ismeretanyaganak koszonhetéen. A Duchenne/Becker
tipust izomdystrophia elnevezést a dytrophinopathia cserélte fol, a végtag 6v tipusu és congenitalis
izomdystrophidk csoportjaiban is a genetikai defektus alapjan azonositjuk a korképet. Az
izombetegségeket a molekularis patomechanizmus alapjan az alabbiak szerint klasszifikalhatjuk.
Sarcolemma és extracellularis matrix rendellenességek

Myonuklearis rendellenességek

Lysosomalis rendellenességek

Myofibrillaris és cytoskeletalis deformitasok

loncsatorna betegségek

Developmentalis betegségek

Az energia metabolizmus zavarai

A sarcolemma és extracellularis matrix protein rendellenességek klinikailag a Duchenne/Becker tipusu
izomdystrophia (DMD/BMD) és a végtag Ov tipust izomdystrophia (LGMD) forméajaban
jelentkeznek. A Duchenne/Becker tipusu fiatal korban kezd6do, gyors progressziojd, koran tragikusan
végz6dé izomdystrophiat az X kromoszoman elhelyezked6 dystrophin gén delécidja ill. pontmutécidja
okozza, azaltal, hogy dystrophin deficienciat, vagy trunkalt proteint eredményez. A DMD klinikai
megjelenése, kérlefolyasa, sulyossaga sztereotipizalt, annak ellenére, hogy a motorika, a l1égzésfunkcio
és a cardialis érintettség interindividudlis kulénbségeit mar a dystrophin gén felismerése el6tt is jol
ismerték. Kevés kozlemény vizsgéalta az identikus mutécidk kovetkeztében kialakuld fenotipus
variabilitast. Egyesek a kozponti idegrendszer érintettségérdl, s6t a retina karosodasarol, is
beszamolnak. Elvétve olvashatunk olyan feltételezésr6l, amely az X kromoszoémahoz kototten
orokl6do hallaskarosodas hatterében is a dystrophin gén hibdjat véli. A dystrophin deficienciaban az
intracellularis Ca2+ tartalmat csokkentnek taldltuk, amelyet jol magyarazhat a dystrophin hiany
kdvetkeztében kialakul6 sejtmembran karosodas (2. Kozlemény). Napjainkban a sulyos betegség
kezelésében igéretes Uj farmakoldgiai, gén és sejtterdpids technikak sorakoznak, ezért
elengedhetetlenné valt a betegség természetes lefolyasanak mélyebb megismerése. X kromoszéméahoz
kototten 6rokld6do izomdystrophiak még az Emery-Dreifuss szindroma, a Danon betegség (LAMP2
deficiencia) és az excessive autophagidval jaré izomdystrophia (VMAZ21 deficiencia). Az Emery-
Dreifuss szindroméat okoz6 emerin deficiencia a myonukleéris rendellenességek kozé tartozik, mig az
utobbi 2 betegség a lysosomalis rendellenességek kozé sorolhato.

Az végtagov tipust izomdystrophia (LGMD) a progressziv izombetegségek genetikailag heterogén
csoportja, melynek autoszomélis dominans (LGMD1) és autoszomdlis recessziv (AR) formai
(LGMD2) ismertek. A dominansan 6rokléd6 forma hatterében eddig harom gén (myaotilin, lamin A/C,
caveolin-3, és negy lokusz (6q 23, 7935, 7931.1-31, 4p21) hibajat igazoltak. A recessziv formanal
eddig 11 gén szerepét irtdk le. A recessziven 6roklodé gének determinalhatnak sarcolemmahoz
kapcsolodo fehérjéket, mint a 4 féle sarcoglycant; extracellularis matrix proteineket, mint a merosint;
egyeb plasma membran proteineket, mint a caveloin3-t, dysferlint; sarcomerikus proteineket, mint a
telethonint és titint. Az alpha dystroglycan (a-DG) glycosylatiojaban szerepet jatsz6 enzimek, mint a
TRIM32, POMT1, POMT2, fukutin related protein (FKRP) rendellenessége is okozhat
izomdystrophiat. Az a-DG hypoglycosylatiojat ~ figyelttk meg kiilonb6z6 congenitalis
izomdystrophiaban (MDC), mint a ,,Muscle-Eye-Brain” betegségben, a Fukuyama izomdystrophiéban,
MDC1C-ben (fukutin related protein deficiencia), MDC1D (Large deficiencia) és Walker-Warburg
szindromaban. Nemrég az a-DG csokkent glycosylatiojat figyelték meg néhany LGMD esetben is. A
csokkent o.-DG glycosylatiot mutat6 LGMD21 az MDCI1C allelikus variansa. Az LGMD ebben a
tipusdban is a fukutin related protein (FKRP), egy glycosyltranszferdz mutécidja igazolddott.
LGMD2I relative gyakorinak tiinik az eurdpai eredeti LGMD betegek kozott. Egy nagy észak-
amerikai LGDM-kohortban az izombiopszak 15 %-ban talaltak csokkent hyperglycosylatalee -DG
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expressziot. Ezek 37 %-a rendelkezett a gyakori FKRP muticidval. Ezek alapjan a
dystroglycanopathiak dont6 tobbségében a hattérben allé molekularis defektus még azonositatlan. A
fent emlitett proteinek deficiencigjanak rutin diagnosztikus igazolasa immunhisztokémiai és genetikai
tesztekkel ma mar egyre tobb helyen elérhetd. A jo diagnosztikus lehetdségek ellenére azonban
szamos LGMD etioldgidja felderitetlen marad. Sajat tapasztalataink szerint is az LGMD betegek kb.
40%-nél a részletes atvizsgalas ellenére sem sziiletik meg a specifikus molekularis diagnozis. Ez a
tény tovabbi Uj metodikak klinikai diagnosztikaba valo bevezetését teszi sziikségesse.

A jelen bevezetében a fenti proteinek kozul az o-DG mellett a calpaint és dysferlint targyaljuk
részletesen mivel vizsgalataink soran ezek birnak kiemelt jelentdséggel. Az LGMD 2A, a calpain 3
genetikai hibdja kovetkeztében alakul ki, AR modon 6roklédik, a medencedv, a scapula €s a
torzsizmok atrophigjaval, gyengeségével kezdddik. Fokozatos progresszio kovetkeztében a betegség
kezdete utan 10-20 évvel a beteg gyakran toloszékbe kényszeriil. A calpain deficiencia lehet
elsédleges vagy masodlagos. Ez utobbit eddig leggyakrabban a dysferlin deficienciaval egyutt irtak le,
de 2g-kapcsolt izom dystrophidban és facioscapulohumeralis izomdystrophiaban (FSHD) is talaltak
szekunder calpain deficienciat. A masodlagos calpain hiany kialakuldsanak patomechanizmusa nem
ismert. Indukalt calpain deficiencia idénként akar terapias hatasu is lehet. Waheed et al (Hum Gene
Ther 2005;16:489-501) azt tapasztaltak, hogy a proinflammatorikus cytokinek gatoljak a proteolytikus
aktivitdst, a celluléris jelatviteli rendszerben fontos szerepet bet6ltd izomspecifikus calpain-3
aktivitsat és ezzel egyidejiileg fokozzak a dystrophin ,surrogate” molekula az un. utrophin
expresszidjat ami a dystrophinopathiak kezelésében kivanatos.

A dysferlin konzervalt strukturdja transzmembran fehérje, mely a sarcolemma és a cytoplasmikus
vesiculdk membranjan lokalizalddik, deficiencidjat a DYSF gén hibdja okozza. Az AR oroklédési
betegség két kiilonbozé szindromaban (LGMD2B vagy Miyoshi tipust distalis myopathia)
jelentkezhet. A Klinikai kép egy csaladon belll is valtozhat, a két betegség egymas allélikus
variansanak tekinthet6. A Miyoshi-myopathidban az izomgyengeség az alsé végtag hatso
kompartmenjében kezdddik, és csak késébb terjed at a proximalis végtagizmokra. Az LGMD els6
tiinetei a kacsazo jaras, a 1épcsén jarasi nehezitettség, fokozott lumbalis lordosis, majd scapula alata,
vadli hypertrophia alakulhat ki a proximalis tulstlyd progressziv izomgyengeség mellett. A distalis
izmok és a szivizomzat csak a betegség késoi stadiumaban karosodnak. A betegség molekularis alapja
a DYSF gén homozyg6ta vagy compound heterozygota mutécidja.

Az izomdystrophidk state of the art diagnosztikaja

LGMD esetén az izombiopszia elengedhetetlen a diagnézis felallitdiséhoz. A szbvettani vizsgalat az
izomdystrophia nem specifikus jeleit mutatja: az izomrost kaliberek koroés mértékii ingadozasat, a
belsé magok és az endomysialis kotoszovet felszaporodasat, szamos necrotikus és regeneral6do rostot.
Az oxidativ enzimreakcio fokalisan csokkenhet, lobularis rostok jelenhetnek meg. Az
immunhisztokémiai vizsgélattal szdmos protein jelenlétét kell vizsgalnunk, mint a dystrophin komplex
tagjai: dystrophin, a-, B-, y-, d-sarcoglycan; egyeb plasma membran proteinek: caveolin-3, dysferlin,
alpha? integrin; az extracellularis matrix fehérjék: merosin, collagen VI; a belsé nuklearis membran
proteinek: laminA/C, emerin; sarcomerikus proteinek: telethonin. A calpain 3 és a myotilin
deficienciat csak Western blottal lehet igazolni. A glycosylatios defektusokra (fukutin, FKRP,
POMGNnT, POMT1, LARGE deficiencia) a glycosylalt o-DG hidnya utal, melyet mind
immunhisztokémiai vizsgalat, mind Western blot igazolhat. A TRIM32 mutécié altal okozott
sarcotubularis myopathiara az elektronmikroszkoppal latott tagult sarcotubulusok hivjak fel a
figyelmet. Genetikai vizsgalatot minden esetben csak célzottan érdemes végezni, azaz, ha az el6zetes
szovettani vizsgalat és Western blot alapjan sikerllt identifikdlni a protein deficiencit.
Duchenne/Becker tipust izomdystrophia esetén a jellegzetes Klinikai kép segitheti a klinikust, hogy a
dystrophin gen analizisét valassza els6ként az invaziv izombiopszidt elkeriilve. Ha a genetikai
vizsgalat nem igazol a dystrophin génben deléciét csak akkor szilkséges az izombiopszia
immunhisztokémiai feldolgozdsa. Amennyiben a dystrophin festés egyenetlen az izomrostok felszinén
és extrajunctionalis utrophin expresszio figyelheté meg minden esetben kotelezéen elvégzendd a
dystrophin Western blot a dystrophin deficiencia igazoldsara. Esetenként az egyes sarcoglycanok
hidnya is okozhatja a sarcolemmalis dystrophin festés egyenetlenségét.
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A genetikusan determindlt betegségekben a genetikai hiba 4 féle mddon vezethet a betegség
kialakulasdhoz. 1.) a genetikai defektus és az eredményeként kialakulé dowstream genetikai
mechanizmusok zavara; 2.) a fehérje termék teljes vagy részleges hidnya, vagy funkcionalis
rendellenessége; 3.) a koros proteineket expresszald sejtek, szovetek rendellenessége; 4.) a koros sejt-
ill. szovetszinti karosodas kovetkeztében olyan klinikai tiinetek megjelenése, amely lehet egy adott
betegségre specifikus vagy nem specifikus. Az izomdystrophidk kezelése soran jelenleg csak az
¢letmindséget javitd tiineti terapiak allnak rendelkezésiinkre (21. Kozlemény), ezért a molekuléris
terapidktol varjuk a megoldést, melyek a fenti 4 domén barmelyikére irdnyulhatnak (9. Kézlemény). A
molekularis terapidk fébb kategoriai:

« Adirekt gén replacement (GR)

* A gén expresszié modositasa

- Elsddleges transzkript mdadositasa
- Gén csendesités RNSi és ribozymok segitségével

* A genomikus DNS mddositasa vagy kijavitasa

e A mutans mRNS transzlacidjanak gatlasa

» Funkcionalis homoldg upregulacidja
Kisérleteinkben a direkt gén replacement (GR) mddszerét alkalmaztuk, igy annak részleteit ismertetem
b&vebben. A GR soran a mutans gént cseréljiik normalis génre. A hatékony GR-hez szdmos faktor
optimalizaland6, mint pl. a bejuttatandd gén, a promoter, a terapias gént hordoz6 vektor és a vektor
bejuttatasanak modja. Altalaban a teljes kodold cDNS-t bejuttatjuk, bar egyes gének cDNS-e teljes
hosszlssagban mérete miatt alkalmatlan a génterapiara. Ilyen esetekben csonkolt cDNS-el lehet
prébalkozni. A promoter, a cDNS és a polyA szignal egylittesen alkotja az expresszids kazettat. A
promoternek effektivnek, az illetd sejtre specifikusnak kell lennie és nem art, ha az inaktivalhato is. A
preklinikai kisérletekben a dystrophinopathiak génterapiajaban a CMV, RSV vagy a hybrid CB (csirke
beta-actin promoter és human CMV enhancer) volt a legeredményesebb. Vektorként viralis és nem
virdlis vektorok is hasznalhatok. A virusok az érett izomrostokat hatékonyabban transzfektéaljak, mint
a nem virdalis vektorok. Egyes virusoknak kicsi az insert kapacitasuk, és nagyon draga a megfeleld
mindségben és mennyiségben vald eldallitisuk. A kapacitas ndvelésére olyan virus konstrukciokat
dolgoztak ki, melyek nem tartalmazzdk az eredeti virdlis DNS-t (Un. gutted virus). A
dystrophinopathiak kezelésében eddig a legsikeresebbnek a teljes dystrophin cDNS-t tartamaz6 an.
»gutted” adenovirus konstrukcid bizonyult. Ezt nehéz eléallitani, tisztitani és az érett izomrostokat
rossz hatékonysaggal transzfektalja. Az adenoasszocialt virus insert kapacitasa sokkal kisebb, mint az
adenovirusé, de konnyebb eléallitani és az érett izomrostokat is jO hatékonysaggal transzfektalja.
Mindkét virus konstrukt erdsen immunogén.
A nem viralis vektorok, mint pl. a plazmidok kdnnyen és koltséghatékonyan eléallithatok, nem
toxikusak, nem immunogének, azonban dnmagukban alkalmazva rossz a transzfekcios effektivitasuk.
A transzfekcio hatékonyséagat fizikai modszerekkel, elektroporacioval, sonoporacidval lehet javitani.
Az elektroporacio és sonoporacio soran is az izomrost membran permeabilitasa ndvekszik, és ez teszi
lehet6vé a vektorok izomsejtekbe valo kdnnyebb diffuzidjat. A sonoporécié hatékonysagat a vektorral
egyidejlileg bejuttatott specidlis microspherdk tudjék fokozni, mert az UH hatéaséra a kezelt szdvetek
hémérséklete lokalisan emelkedik; a microsphera oszcillacidja a szomszédos folyadékokat mozgasba
hozza, és ezéltal a sejt membran mentén mikroaramlasok keletkeznek; a talf(itétt microspherak
robbanasa a sejtfelszini  membranban folytonossag hidnyokat eredményez. Ezeknek a
mechanizmusoknak koszonheté a sejtfelszini membran permeabilitdsanak fokozodasa, a
vektor/transzgén konstrukt effektivebb bejutasa. Sonoporacios mdx egér Kisérletek kollateralis
karosodas nélkil relative jo transzfekcios hatékonysadgot igazoltak. A terdpias gén bejuttatdsahoz
szukséges cavitatio indukciora az <IMHz frequencia tiinik a legalkalmasabbnak. Kiséreteink soran
mind az elektroporacioval, mind a sonoporacioval kombinalt plazmid medidlta géntranszfert
befolyasol6 faktorokat és a beavatkozasok human alkalmazhatdsagat vizsgaltuk.
Az egyéb génterdpids modszerek irdnyaban is intenzivek a kutatdsok. Ezek kdzil az un. morpholino
segitségével kivitelezett exon skipping és a stop kodon atolvasasat lehet6vé tevé PTC1,2,4 kezelés
mar elérte a Kklinikai vizsgélatban val6 alkalmazast. Ezek a génterapias beavatkozasok a személyre
szabott orvoslas klasszikus példai, hiszen nem alkalmazhatéak valamennyi DMD-s kisfidban, mivel
csak bizonyos gén defektusok korrekcidjat teszik lehet6vé. Az exon skipping az antisense
oligonucleotidok (AO) altal mediélt potencialis terdpids beavatkozés, mely segitségével a dystrophin



gén ,out-of-frame” mutacigjat ,in-frame” mutaciova lehet alakitani. Ez&ltal a stlyos DMD
fenotipusbol kevésbé sulyos Becker fenotipus lesz. A beavatkozés kdvetkeztében csonkolt dystrophin
molekula keletkezik. A Klinikai vizsgalatba olyan betegek kerliltek bevalasztasra, akiknél a dystrophin
gén delécidja az 51. exon eldtt van kozvetleniil, mert az alkalmazott metodika az 51. exon kivagasaval
javitja az olvasOkeret cslsztatasaval az ,,out of frame” deléciot in frame deléciovd . A DMD
stop kodon ,atolvasdsat” teszi lehet6vé. Azokban az esetekben van ennek a kezelési formanak
jogosultsdga, ahol a dystrophin fehérje rendellenességét egy pontmutacio kovetkeztében keletkezo
koros stop kodon alakitotta ki. A transzlacié soran a hibas stop kodon atugrasa teljes hosszusagu
protein keletkezését tenné lehetdve. A metodika klinikai kiprobalas eldtt all mind DMD-ben, mind
cystas fibrézisban.

2.3. A herediter neuropathiak jellegzetességei és state of the art genetikai diagnosztikaja

A herediter neuropathiak (HN) a periférids idegrendszer heterogén csoportjat képezik, el6fordulasi
gyakorisaguk 1:2500. Klinikailag a distalis izomcsoportok atrophiajaval, gyengeségével és gyakran az
ehhez tarsul6 distalis tipusu érzészavarral jellemezheték. Az ENG alapjan a herediter neuropathiak két
csoportba oszthatok: 1.) meglassult vezetési sebességgel jellemezheté demyelinizacids tipus. 2.)
alacsony amplitudoval jellemezhetd axonalis tipus. A klinikai kép, az ENG paraméterek és a n. suralis
morfologiai jellegzetességei alapjan orokletes neuropathiak kozott a kovetkez6é fenotipusok
kiilonboztethetbk meg 1.) Charcot-Marie-Tooth betegség (CMT), 2.) herediter kompresszios
paresisekre hajlamosité neuropathia (herediter neuropathia with liability to pressure palsies — HNPP),
3.) Dejerine- Sottas neuropathia, 4.) congenitalis hypomyelinizaciés neuropathia, 5.) Roussy-Levi
szindroma. A HN mendeli médon, azaz AD, AR, vagy X kromoszémahoz kototten 6roklédhet, és
ismerlink materndlisan 6rokl6dé formakat is. A molekularis medicina fejlédésének koszonhetéen az
utdbbi években felgyorsult a HN genetikai hatterének feltérképezése. Ma kb. 28 gént és 35 Idkuszt
azonositottak az orokletes neuropathidkban. Ez rendkivil nehézzé teszi a klinikai gyakorlatban a HN
genetikai differencialdiagnosztikajat.

Az drokletes neuropathiak hatterében all6 gének

A neropathidk hatterében allé genetikai rendellenességek érinthetik a myelinhively felépitésében
jatsz6 struktarproteineket, a myelin transzportjaban aktiv fehérjéket, az axonalis transzport fehérjéket,
a myelinizacio kezdetéért felel6s transzkripcios faktorokat, szignal transzdukcids proteineket,
mitochondrialis transzport proteineket, endosomahoz kapcsoldédd proteineket, chaperonokat, a DNS
egyes lanc repairért felelés faktorokat, a DNS replikacioban szerepet jatszO géneket, és ma még
pontosan nem ismert funkciéju fehérjéket. A feno-genotipus korrelaciéo nem szoros, de egyes gének
hibai gyakrabban tarsulnak axonalis neuropathidhoz (pl mitofusin), mig mésok a demyeliniz&cios
forméakohz (pl. PMP22, MPZ, EGR2). A HN hatterében all6 legfontosabb géneket az aldbbiakban
foglaltam Ossze.

1. Strukturproteinek

Peripherias Myelin Protein 22 (PMP22) — fontos membrén protein. Génje ddzis szenzitiv, duplikacidja
demyelinizacids tipusu neuropathiat eredményez, delécidja a myelinhiively megvastagodasaval az un.
tomacula képzidésével jellemezhet6 HNPP (herediter neuropathia liability pressure pulsy)
kialakulasaért felel6s (27. Kdzlemény). A PMP22 gén pontmutaciéi CMT1, DSN és CHN fenotipust
okozhatnak..Az AD oroklédéstt HN formak kb. 70%-a PMP22 duplikacidval magyardzhat6. Myelin
protein zero (MPZ) a myelin compaktacitért felelés, kizardlagosan a Schwann sejtekben
expresszalodik. AD 6roklédésti mutacidi leggyakrabban CMT-1B tipusu demyelinizacids neuropathiat
okoznak, de axonadlis CMT hatterében is irtdk mar le. Néhany mutécié sulyos korai kezdeti
neuropathit okoz, mint a Dejerine-Sottas betegség, mig masok Kklasszikus CMT fenotipust alakitanak
Ki.

2. Myelin transzport fehérjék

A Connexin 32 (GJB1) egy gap junction fehérjét kddol, ami a myelinizdl6 Schwann sejtekben a
paranodus és a Schmidt-Lanterman incisurak kozelében a nem-kompakt myelinben expresszalédik.
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Feladata az adaxondlis és perinuklearis cytoplasma kozotti radialis diffdzio elésegitése. XR modon
oroklédé mutacioi a CMT fenotipusok kb 10-20%-ért felel6sek.

3. Axonédlis transzport fehérjék

A neurofilamentum konnyii lanc (NEFL) a neurofilementum egyik alegységét kodolja, mutacioja AD
moOdon 6roklédik. A ,kinesin family member” 1B (KIF1B), egyes organellumok microtubularis
transzportjaért felelés. Eddig egy AD moédon 6roklédé CMT?2 fenotipusi csaladot publikaltak. Giant
axonal neuropathy (GAN1): a cytoskeletalis broad-komplex, tramtrack és bric-a-brac domén
(BTB)/kelch repeat csalad tagjat kodolja. AR mddon 6rokl6dé mutécidja gyermekkorban kezd6do
jellegzetes labtartassal és gondor hajjal jaré kronikus neuropathiat eredményez.

4. Mitochondridlis transzport proteinek

A mitofusin (MFN2) hibaja az egyik leggyakoribb oka az AD modon 6r6klédé axonalis tipusd HN-
nak. A mitochondriumok kulsé membranjaban elhelyezkedé mitofusin a mitochondriélis network
fenntartasaban, a mitochondriumok fusi6jaban jatszik kulcs szerepet.

5. Endosomalis proteinek
A Simple (endosomalis/lysosomalis membrane protein) AD 6roklodésit CMT 1-ért, a RAB7 (guanosin
trifoszfat koté fehérje, a vesicularis transzport szabalyozéja a késéi endocytozisban), axonalis tipusu
CMT2B-ért lehet felelbs.

6. Transzkripcio6s faktorok

Az ,Early Growth Response” 2 (EGR2): Cys2-His-tipusu cink-ujj tartalmu fehérje, ami a Schwann
sejtekben expresszalédik. AD o6roklédé mutéacioit CMT1, DSN, CHN fenotipusokkal 6sszefliggésben
irtak le. SRY-related HMG-Box-containing Gén 10 (SOX10): egy high-mobility-group (HMG)
domént tartalmaz6 transzkripciés faktort kodol. A SOX10 mutaciojat periférias neuropathia és
demyelinizacios leukodystrophia hatterében irtak le.

7. Szignal transzdukcios proteinek

A periaxin (PRX) nukleéris lokaliz&ciés szigndl domén. AR mutacidja DSN és CMT4F-et
eredményez. Ezek a betegek gyakran panaszkodnak fajdalmas neuropathiarél. A myotubularin-related
protein 2 (MTMR2): univerzalisan expresszalodo foszfatazt kodol, AR mutéciéja CMT1, CMT4BL1 és
CHN-nel hozhaté Osszefliggésbe. SET Binding Factor 2 (SBF2): a periférias idegekben és a
gerincveldben expresszalddé myotubularin pseudofoszfataz csoport egy tagjat kodolja. AR mutacidja
foleg CMT4B2 fenotipust eredményez. N-myc Dowstream Regulated Gene 1 (NDRG1): universalisan
expresszalodd foszfatazt kodol. A 7 exon homozygdta C-T tranzicioja (R148X) roma alapitd
mutaciokat ismert a Lom tipusu neuropathia hatterében. GDAP1: a gangliosin-indukélta differenciécio
asszocialt proteint kodolja, ami a neuronalis fejlédés signal transductiojaban jatszik szerepet. AR
mutécioja axonalis tipusi CMT2-t okoz.

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

9. DNS repair factor
Tyrosyl DNA Phopshodiesterase (TDP1): az abortiv egyes szali DNS break-et (SSB) javitja.
Mutacidja AR 6roklédési spinocerebellaris ataxiat okoz, amelyhez axondlis tipusu neuropathia tarsul.

10. DNS replikacioban szerepld gének

Lamin A/C (LMNA): a nuklearis membran alkotdrésze. AD mutacidja az AR 6roklédéstt CMT2
mellett okozhat Emery-Dreifuss syndromat, LGMD-t, dilatativ cardiomypathiat és familiéris
lipodystrophiét.

11. Egyéb proteinek: a fentiek mellett még a kalium és klorid csatorna kotranszporter (KCC3) a glycyl
tRNS synthetase (GARS) és a dynamin (DNM) gének mutacioi is okozhatnak orokletes neuropathiakat.
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Roma neuropathidk Magyarorszagon

Eurdpa roma populacidja kb. 9-10 milli6. Jelenleg Magyarorszdgon a romak lélekszdma csaknem.
egymillidra teheté. A romak népességtorténetét genetikailag alapitd (un. founder) mutéciok jelenléte
jellemzi. Bizonyitast nyert, hogy az endogadm hazasodasi hagyoméanyok kovetkeztében kialakuld
korlatozott genetikai diverzitds miatt szamos olyan polygénes és monogénes genetikai betegség irant
veszélyeztetettek, melyek a tébbi eurdpai népcsoportban nem, vagy ritkan fordulnak elé. Becslés
szerint minden tizedik eurdpai roma hordoz valamilyen AR modon 6rokl6dé neuromuscularis
betegséget. Ez az adat jelzi, hogy a neuromuscularis betegségek fontos népegészségligyi kérdést
jelentenek a roma etnikai csoportban. A romak kdrében eddig harom herediter periférids neuropathia
formét fedeztek fel: a Russe, a Lom és a congenitélis cataracta facialis dysmorphia neuropathiat
(CCFDN). Ezeket gyakran egyedi roma alapité mutacio okozza. A mutaciok gyakorisagaban jelentds
kilonbséget taldltak bizonyos roma csoportoknal, ami jelzi a genetikai divergenciat. Bulgériat kivéve
Eurdpaban eddig nem torténtek a roma neuromuscularis betegségekre vonatkozd atfogd
epidemioldgiai vizsgalatok. Vizsgalatainkkal a fent emlitett roma neuropathidk hazai feltérképezését
celoztuk.

A herediter neuropathiak state of the art genetikai diagnosztikaja

Az oOrokletes periféridas neuropathiak genetikai diagnosztikajaban a tudomany jelenlegi allasa alapjan
az aldbbi stratégia kovetése ajanlhaté. Az ENG ¢és a klinikai kép alapjan torténé klasszifikacio az
elsédleges, ami a betegek tobbségét a CMT1 (demyelinizécids) és CMT2 (axonélis) vagy intermedier
tipusba sorolja. A CMT1 tipust betegeket els6ként a PMP22 génre és a GJB1 mutécidra teszteljik.
Ezek negativitasa esetén az MPZ és EGR2 géneket szekvenaljuk. A CMT1 fenotipus hatterében jelen
ismereteink szerint kb. 79% -ban a PMP22 duplikécidja vagy a GJB1 pontmutacidja all. CMT2
fenotipusnal az MFN2 gén vizsgalata valasztand6 els6ként. Roma populéciéban a klinikai tiinetekt6l
fliggden keressiik a CTDP1 illetve NDRG1 gének alapité mutacidit. A tobbi ritkan el6forduld gén
rutin tesztelése nem varhat6 el a gyakorl6 neurologustol, Egyes esetekben a klinikai tlinet segithet a
target gén kivalasztasaban, mint pl. periaxin mutaci6é - a kifejezett sensoros tiinetek, a heves fajdalom;
hypacusis — PMP22 duplikécié, GJB1, NDRG1 mutacid, diplopia- EGR2 mutacio, opticus atrophia —
MFN2 mutécid, hangszalag bénulas — GDAP1 mutécio stb.

A herediter neuropathidk differencialdiagnosztikdjaban fontos szerepet kap a szerzett immun
neuropathiak elkilonitése is. A PMP22 proteint overexpresszalo egerekben a demyelinizalt idegekben
a CD8+ sejtek és a macrophagok overexpresszidjat is megfigyelték. Ezek a gyulladasos sejtek a
myelinhively kozvetlen kozelében helyezkedtek el. MPZ, valamint Cx32 mutans egerek és
immundeficiens egerek keresztezése kovetkeztében olyan egerek sziilettek, amelyek neuropathiaja
enyhébb lefolyast mutatott, mint a nem keresztezett egerek betegsége. Mindezek arra utalnak, hogy
egyes genetikailag determindlt neuropathidk patomechanizmusaban bizonyos immunol6giai
folyamatok is szerepet kapnak. A klinikai gyakorlatban arra kell odafigyelnlink, hogy amennyiben az
immunologiai eredetiinek vélt CMT1 fenotipus nem javul az immunszupresszans kezelés hatasara a
genetikai eredetli neuropathia minden esetben kizarandd. Az is igaz azonban, hogy egyes a szokottnal
rapidabb vagy shubokban rosszabbod6 herediter neuropathia esetén az immunrendszer vizsgalata
tandcsos, mert ha egyiittesen jelenlevé autoimmun betegség igazoldodik, az immunmodulald kezelés a
betegség progressziojat lassithatja.

Az autoimmun eredetii betegségek kozul részletesebben foglalkoztunk a gyulladasos myopathidk
egyik nagy csoportjaval a sporadikus inclusios testes myositissel (IBM). A betegség pontos
patomechanizmusa még nem tisztazott. Kialakulasiban a polymyositishez hasonld immunbioldgiai
mechanizmusok fedezhetéek fel, de anndl komplexebb a kép, mert az izomsejtekben szdmos
intracellularis multi-protein inclusio figyelhetd meg. A betegséget konformacios betegségnek is
hivjak, mert tobb protein koros ,,foldingja” is igazolodott. Hasonl6 klinikai és hisztopatologiai képet
eredményez a herediter forma is, azonban ennek hatterében egy gén defektusa figyelheté meg.
Sajnalatos moédon nem csak a herediter forma, de az immunologiai eredetli IBM sem reagal az
immunszupresszans terapidra, a betegség gyors progresszidja kovetkeztében néhany éven belll
elveszitjik a betegeket.

NOTCH3 gén mutaciéhoz tarsulé neuropathia
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Perifériads neuropathia egyes genetikailag determinalt betegségekben szekunderen is kialakulhat. Erre
irdnyultak vizsgalataink a CADASIL (cerebralis autoszomalis dominans arteriopathia subcorticalis
infarktusokkal és leukoencephalopathiaval) szindromaban. A CADASIL rekurrdlé cerebralis
ischaemids epizodokkal, demenciaval, pseudobulbaris paresissel, migrainnel és pszichitriai
tiinetegytittessel jellemezhetd korkép. A betegségért a NOTCH3 gén mutacioja a felelés. A NOTCH3
pontos szerepe még nem ismert, feltételezziik, hogy az embryonélis korban bizonyos apoptotikus
feladatokban jatszik szerepet. A betegségre jellegzetes a boér, az izom és a periferids idegek kis
véredényei simaizom sejtjei kornyezetében levo granularis osmiophil anyag (GOM) jelenléte. Irodalmi
adatok arra utalnak, hogy a CADASIL-ban mitochondridlis rendellenességek is lehetnek.
Vizsgalatainkkal arra szerettink volna valaszt kapni, hogy CADASIL-ban milyen strukturalis
valtozasok alakulnak ki a n. suralisban és az izomban, és hogy ezek az elvaltozasok kdzvetlenil a
NOTCH3 gén mutacidja eredményeként keletkeznek vagy esetleg a mitochondridlis genom
rendellenessége okozza azokat.

3. BETEGANYAGOK ES MODSZEREK

A vizsgalatok vagy a rutin diagnosztika részét képezték, vagy hatalyos etikai bizottsagi engedély allt
rendelkezésiinkre. Az alabbiakban a vizsgalt beteganyagot és az alkalmazott vizsgal6 modszereket
foglaljuk réviden dssze.

3.1 Vizsgélt betegek

Valamennyi esetben a betegek és csaladtagjaik vizsgalata soran részletes csaladi anamnézist vettlink
fol, csaladfat készitettlink, a szokasos részletes neuroldgiai, egyes esetekben pszichatriai vizsgalatok
mellett laboratériumi, elektrofiziolégiai, morfoldgiai és genetikai vizsgalatok torténtek. A vizsgalatok
elvégzésébe és azok eredményeinek tudomanyos céli felhasznalasara a betegek beleegyez6
nyilatkozatot toltottek ki. Az elektrofizioldgiai vizsgalatokat standard technikdkkal végeztik Dantec
Keypoint késziilékkel (Denmark). Az mtDNS tRNS™* mutaciokat elemz6 vizsgalatainkban 334 (210
né és 124 férfi) beteg és 150 kontroll személy DNS mintajat elemeztik. A betegek atlagéletkora 39,4
év volt (n8k: 40,2 év, ffi: 32,5 év). A tRNS"“® mitochondrialis genetikai epidemioldgiai
vizsgalatok soran A3243G szubsztitucidjat 631 (361 n6 és 270 férfi) betegen vizsgaltuk. A betegek
atlagéletkora 36,3 év volt (ndk: 38,1 év, ffi:34,4 év). A mintagytijtést 1999. januar és 2007. december
kozott végeztik. A vizsgalatba Baranya, Borsod-Abauj-Zemplén, Hajdd-Bihar, Szabolcs-Szatmar-
Bereg megye valamint Budapest ismeretlen etioldgidju ischaemiéds stroke, ataxia, maternélisan
0rokl6dé sensorineuralis hallasvesztés, myopathia, vagy hypotonia miatt genetikai vizsgalatra kildott
betegeket vontuk be, akiknél a multiszisztémas tinetegylittes, a csalddi anamnézis és egyes
laboratoriumi értékek felvetették a mitochondridlis betegség lehet6ségét. Az A8344G mutécio
elfodrulasi gyakorisdganak vizsgélata soran 513 beteget (302 n6 és 211 férfi) vizsgaltunk. A kohortba
Borsod-Abalj-Zemplén, Hajdu-Bihar, Szabolcs-Szatmar-Bereg megye valamint Pest megye és
Budapest feltételezetten mitochondridlis betegségben szenvedd betegeket vontuk be. A betegek
atlagéletkora 39 év volt. Mind a betegek, mind az egészséges kontroll személyek a vizsgalat el6tt
részletes felvilagositast kaptak, amely alapjan a genetikai vizsgalatba, a mintak tovabbi kutatasi célu
megOrzésébe és az eredmények szakirodalmi publikaldsiba beleegyeztek. A mintdk tarolasa az
Eur6pai Unids kovetelményeknek megfeleléen az Orszagos Pszichiatriai és Neurologiai Intézet
Molekularis Neurologiai Osztaly, majd késébbiekben a Semmelweis Egyetem Neuroldgiai Klinika,
Molekularis Neurolégiai Kozpont neurologiai és pszichatriai biobankjaban tortént, mely a
NEPSYBANK részét képezi (23. Kozlemény). A vizsgalatokhoz az OPNI intézeti etikai bizottsaga
bocséjtott ki engedélyt.

Az a-DG glycosylatios vizsgalatok soran 53 olyan LGMD esetet valasztottunk ki a Montreal
Neurological Institute és az OPNI Biobankjabdl, melyekben a diagnézis a korabban elvégzett rutin
vizsgalatok soran nem sziletett meg (dystrophin, calpain-3, dysferlin, caveolin, a 4 sarcoglycan és a
myotilin deficiencia nem igazolddott).

A Fazis | sonoporéacids vizsgalatok soran 5 egészséges férfi onkéntest vizsgaltunk. Az 6nkéntesek
irasban nyilatkoztak, hogy semmilyen betegségben nem szenvedtek, gyogyszert nem szedtek és
onként vallaltak a vizsgalatban vald részvételt. A vizsgélatot az ETT-TUKEB engedélyezte.

3.2. Alkalmazott médszerek
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3.2.1 PET és Doppler vizsgalat

Az FDG (2-(18F)-fluoro-deoxy-D-glucose) felvételt PET segitségével 5 betegben (3 férfi 2 nd),
atlegéletkor 35+7 év vizsgaltuk. A PET méréseket GE 4096 Plus teljes test positron kamera
segitségével végeztik. Az FDG tracert 30 perccel a mérés el6tt iv. adtuk be, dozisa: 4.35+2.33 mCi,
vagy 59+27 (Cil/tskg) volt. A PET felvételeket Hanning filterrel rekonstrualtuk, az eredményeket
kontroll csoporthoz hasonlitottuk. A betegek eredményeit egy 4 n6boél és 1 férfibol alldé kontroll
csoport eredményeihez hasonlitottuk. Atlagéletkoruk 33+9 év, beadott FDG dozis 4.35+2.33 mCi
vagy 59+27Ci/tskg volt. A PET vizsgalatok sensoros deprivacioban késziiltek, az adatgytijtés 30
percig tartott. Minden PET képet a komputerizdlt Human Brain Atlas (HBA) rendszerbe
tovabbitottunk. Elsé 1épésben az individualis PET felvételeket méret és alak szerint illesztettik a
standard HBA agy konturhoz Id. www.dhbr.neuro.ki.se/Hba/index.html. A betegek allapota miatt az
arterids vervétellel jaré kvantitativ PET méréseket elhagytuk, helyette az agyi radioaktivitasi adatokat
normalizicié technikaval pszeudokvantifikaltuk. Az egyes sugarzasi aranyt felvételenként
normalizéltuk a Roland altal leirt modszer szerint. A cerebralis CMRglu metabolizmus arényét az
egyes kozponti idegrendszeri régiokban a kontroll csoport &tlag sphericus volumen-of interest-jéhez
(VOI) hasonlitottuk 10 mm-es atmér6ben. Az anatémiai régiok azonositdsa a HBA standard agy és
adatbéazis alapjan tortént. A cerebrovascularis reserve capacitast transcranialis Dopplerrel (TCD)
vizsgaltuk 15 mitochondridlis betegségben szenved$ betegben és 18 egészséges kontrollban. A
betegeket 3 csoportba osztottuk: (1) interictalis mitochondrialis encephalomyopathia, lactacidosis és
stroke-szerti epizodok (MELAS), (2) kronikus progressziv ophthalmoplegia externa (CPEQ), és (3)
mitochondrialis myopathia, neuropathia (MM). A diagndzis a klinikai fenotipuson, hisztokémiai és
molekularis genetikai vizsgalatokon alapult. Az a. cerebri mediak cerebralis vérataramlasi sebességét
(CBV) TCD-vel mértiik 1 g intravénas acetazolamide adasa el6tt és utan. Az MCAV-t, a pulzatilitasi
indexet (PI) 45, 50, 55 mm mélységben mértiik nyugalomban és 20 perccel az acetazolamide adasat
kovetden 5 perces intervallumokban. Minden csoportban mindkét a. cerebri mediaban az atlagos
sebességet értékeltik. Mindharom csoport MCAV értékeit egymashoz, illetve az egészséges
kontrollhoz hasonlitottuk. A variancia analizist az egyes csoportok kozétti kiilldnbség megallapitasara
hasznaltuk (p<0.05). A cerebrovascularis reaktivitast (CR) és cerebrovascularis reserve kapacitast
(CRC) a kovetkezok szerint kalkulaltuk: CR=100(vt-v0)/v0; CRC= 100(vmax -v0)/v0, ahol vO = v
sebesség acetazolamide adminisztracio elétt, vt = sebesség acetazolamide adminisztracio utan, vmax =
maximalis sebesség acetazolamide injekci6 utan.

3.2.2. Morfoldgiai vizsgélatok: fény- és elektronmikroszkopos vizsgélatok

Fénymikroszkopia

Az izom- és ideg biopszia értékelésekor a rutin standard hisztoldgiai, hisztokémiai,
immunhisztokémiai fény- és elektronmikroszkdpos metodikékat alkalmaztuk. Az izomdystrophiak
immunhisztokémiai/Western blot vizsgalataihoz a kovetkezé monoclonalis antitesteket (Novocastra)
hasznaltuk: dystrophin (NCL-DYS1,2,3), a-, B-, y-, 6 -sarcoglycan (NCL-SARC) hyperglycosylalt a-
DG (VIA4-1), merosin, laminin, dysferlin, collagen VI, dysferlin (NLC-Hamlet) caveolin-3, calpain
(NCL-CALP-2C4) a gyartok altal javasolt kondiciok szerint. Néhany szelektalt LGMD esetben a
novényi lektinek, mint a buzacsira agglutinin (WGA 1:100), és mogyord agglutinin (PNA 1:100)
jelenlétét is vizsgaltuk immunhisztokémiai modszerrel. A primer ellenanyaggal torténé inkubalas utan
egér-ellenes biotinnal (DAKOQO) és streptavidinnel (DAKO) kezeltik a mintdkat, majd azt
diaminobenzidin (DAB) segitségével vizualizaltuk. A lektin kétést tormaperoxidaz streptavidin-DAB
reakcioval vizualizaltuk. A Western-blot soran az izomprotein-homogenizatumot 8%-o0s poliakrilamid
gélen szepardltuk, majd PVDF membranra (BioRad) blottoltuk, és az els6dleges ellenanyagokkal
inkubaltuk. Szekunder antitestként anti egér biotint (DAKO) és streptavidint (DAKO) hasznaltunk. A
blot detektalasa ECL Plus kittel (Amersham) tortént a cég altal javasolt feltételek mellett.

N. suralis morfometria

A neuropathia sulyossagat komputerizalt morfometrias program segitségével allapitottuk meg (Video
Image Processing Evaluation and Recording System - VIPER, Gesotec Darmstadt, Németorszag). A
myelin feliilet/endoneuralis felillet szazalékos aranyét, a myelinizalt rostok mm®-kénti szamét, az
axonok fellletének és a teljes idegrost fellletének aranyat hataroztuk meg.
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Elektronmikroszképos vizsgalatok és morfometria

Az ultravékony metszeteket uranyl acetattal és dlomcitrattal kontrasztoztuk és Philips T 400
elektronmikroszkdppal vizsgaltuk. A n. suralis és az izomszévet kis véredényeinek endothel sejtjeiben,
pericytaiban és simaizom sejtjeiben szdmoltuk a mitochondriumok szdmaét, 20-20 mitochondriélis
betegben és 4-2 kontroll esetben. Két egymastol fliggetlen vizsgadlé végezte a szamolast. A
mitochondriumok keresztmetszetének felliletét és az azt tartalmazo sejt fellilletét mértiik, valamint azok
aranyat szamitottuk szemiautomatikus komputerizalt morfometrias rendszerrel. A statisztikai analizis a
Wilcoxon teszttel tortént.

3.2.3. Molekularis bioldgiai metodikak

Mitochondridlis betegségek vizsgalata soran alkalmazott modszerek

DNS izolalas

A DNS-t vérbal, illetve vazizombdl izolaltuk Qiagen Blood és Qiagen Tissue Kit segitségével a gyarto
altal megadott instrukciok szerint. A DNS koncentraciét UV spektrofotométer segitségével 260 nm
abszorbancianal mértik. A tisztasagi fokot a 260 nm-es és a 280 nm-es abszorbancia értékek
hanyadosaval hataroztuk meg.

PCR-RFLP vizsgéalat

Az mtDNS leggyakoribb mutécidit PCR-RFLP mddszerrel vizsgaltuk: az mtDNS nt 3160-3296, nt
8155-8367, nt 8345-10011, nt 8105-8536 régidit PCR segitségével amplifikaltuk. A primerek
szekvenciai a www.molneur.eoldal.hu honlapon olvashatok. Az A3243G, A8344G, T8356C, T8993C,
T8993G szubsztitucidk kimutatdsara a kapott PCR terméket 37°C-on restrikcios endonukledzokkal
(Haelll, Banll, Hpall, Aval) emésztettilk. A restrikciés mintazatot 2%-0s agar6z vagy 12%-0s
poliakrilamid gélen analizaltuk. A géleket etidium-bromiddal festettik, majd a kapott band-ek
nagysagat a hasitatlan mintdhoz viszonyitva Quantity One Software (BIO-RAD) segitsegével
hataroztuk meg.

DNS bidirekcionélis szekvenalas

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

Fibroblast tenyésztés: A bérbioptatum fibroblasztjait izolalast kdvetéen Dulbecco altal mddositott
Eagle mediumban (DMEM) tenyésztettik (GIBCO, Invitrogene GmbH, Austria) 20% foetalis marha
serum (GIBCO), 0.5% penicillin-streptomycin (GIBCO), és 0.3% Fungisone (GIBCO) jelenlétében 37
°C —on 5% CO, 95% levegét tartalmazo 1égtérben.

Légzesi lanc komplex aktivitas meghatarozas: A mitochondridlis komplex | aktivitdst Enzyme Activity
Microplate Assay Kit (MitoScience, Eugene, Oregon, USA) segitségével mértik a gyartd altal
megadott instrukciok szerint. A Komplex | aktivitds mérés alapjat a NADH-nak a NAD"-a oxidacidja
¢és a jelolé anyag szimultan redukcidja képezte. A jel6ld anyag redukciojat a 450 nm-en észlelt
fokozott adszorbancia jelezte.

Linkage analizis
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A linkage analizis genom-wide scannel készilt a 6,090 SNP-t tartalmaz6 Illumina Infinium
HumanLinkage-12 panel (lllumina Inc, San Diego, CA) alapjan. A MERLIN program segitségével
vegzett multipoint LOD score analizisbe 9 beteg és 3 egészséges csaladtagjainak mintaja kerult be. Az
analizis sordn AD o6roklddésmenetet, teljes penetranciat és a fenokopiak hianyat tételeztik fol. A
betegség allél frekvencidjat 0.001-nek adtuk meg. Valamennyi marker allél frekvencidjat azonosnak
becsultik.

A heteroplasmikus ndstény egerek genotipizélasa

A heteroplasmikus egerek Dr. Eric Shoubridge laboratériumabdl szdrmaztak. Az egerek az NZB és
BALB egerek mtDNS-eit tartalmazzak. A genotipizaldss RFLP metodikaval tortént, az Rsal hasitési
helye a 3691 nt-nal az ND1 génben csak a BALB tipusban van jelen, az NZB egérben hianyzik. Az
egyes egerek heteroplasmia aranyat a farokbiopszia mintab6l hataroztuk meg. A PCR &sszedllitasnal
és a ciklus kondiciok beallitasanal Jenuth et al (Nat. Genet., 14, 146—151) mddszerét kovettik.

A heteroplasmikus egér oocytak és az embryok izolalasa

Hat hetes — 4 hdénapos egerek ovuldcidés metafazis Il oocytait izolaltuk. Ismert heteroplasmia szinti
ndstényeket intraperitonealisan terhes kanca szérum gonadotropinnal (Sigma, Canada)
szuperovulaltuk, majd 5 1U hCG -t (Sigma) adtunk 44-48 dréaval késobb. Az oviductusokat 16-18 6ra
mulva eltavolitottuk és az oocytakat az oviductus duzzadt ampullajabél HEPES-pufferrel és kaliummal
optimalizalt médiumba juttattuk ki. Korai stadiumd embryok nyeréséhez a superovulalt egereket CB1
egerekkel péroztattuk egy éjjelen &t. A 2-, 4- és 8-sejtes embryokat a terhes egerek oviductusénak
atfujasaval a megtermékenyitést kovetd 1.5, =2 és —2.5. napon nyertilk. Az embryokat 1 vagy 2 napon
at in vitro tenyésztettik miel6tt szétvalasztottuk a blastomereket. A tenyésztés re-equilibralt friss
KSOM mediumban tortént paraffin olaj alatt at 37°C-on 5% CO,-ban.

Blastomer kollekcid

Az oocytdk és az embryok zona pellucidajat savas Tyrode oldattal (pH 2.5) torténé inkubacioval
oldottuk. Minden oocyta elsé polar testjét aspirdltuk és 5 pl of alkalikus lysis puffert tartalmazé PCR
csébe transzferaltuk. Az ooplasma egy separalt csSbe keriilt. A zona mentes embryokat 5 percig Ca?*-
and Mg?*-mentes mediumban inkubaltuk, majd a szeparalt blastomereket lysis puffert tartalmaz6 PCR
csobe helyeztiik. A blastomer lysis 15 percig 65°C- ra melegitéssel tortént, melyet kovetéen 5 pl
neutralizalé puffert adtunk az DNS-t tartalmazé oldathoz.

Az oocytak, polar testek és blastomerek mtDNS genotipusanak meghatarozasa

Az egyes sejttipusokbol mas és més mennyiségii lysatumot hasznaltunk a PCR reakcidohoz. Az
oocytdkhoz 1 pl, a polar testekhez 3 ul, a szeparalt blastomerekhez 2 ul-t lysis puffert adtunk. Minden
Kisérletben volt negativ kontroll, amely 5 pl bideszt. vizet jelentett. Minden mérés duplikdtumban
tortént. A mérés sordn az egerek genotipusdnak meghatarozasanal leirt médszert kovettik. Az RFLP
és a gelelektroforézis a”Heteroplasmikus néstény egerek genotipizalasa” fejezetben leirtak szerint
tortént.

A blastomerek, oocytak, polar testek radioaktiv géljeinek értékelése

A geéleket Storm Phosphorimagerrel (Molecular Dynamics) ertékeltiik. Az NZB mtDNS szazalékos
aranyat az RFLP hasitasi mintazatbol kalkulaltuk. Az mtDNS NZB heteroplasmia %-0s aranyét
minden sejtre kiszdmitottuk, a duplikatumhoz hasonlitottuk és ezt kovet6en variacios koefficienst
szamitottunk (CV). Ha a duplikatum CV-ja <10 volt, az eredményt elfogadtuk, ha a CV-je >10 volt,
triplikatum is készult. Ha a triplikatum CV-je is >10 volt, a mintat kizartuk az elemzésbdl.

PMP22 gén duplikacio/delécié meghatarozas

A PMP22 gén duplikécdjat real-time PCR maodszerrel hataroztuk meg (ABI 7300) standard metodika
szerint (Aarskog et al. Hum Genet 2000;107:494-498). Minden mintat triplikdtumban futtattuk le. A
PCR az ABI Prism 7700 Sequence Detection Systemen (Applied Biosystems) futott. A PMP22
duplikaciot a komparative Ct médszerrel hataroztuk meg.

Roma neuropathiak vizsgalata
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A Lom neuropathidban az NDRG1 gén alapit6é (R148X) mutécidjat PCR —RFLP modszerrel Echaniz-
Laguna et al. (Neuromuscul Disord. 2007;17:163-168) metodikaja szerint végeztik el. A CCFDN
neuropathidban a genetikai analizis PCR-alapu restrikcios enzimhasitassal tortént a Varon et al. (Nat
Genet.2003;2:185-189) altal leirt metodika szerint. A mutacio kovetkeztében CTDP1 génben a 6. exon
- 6. intron junctiétol 389. bp-ral az intron iranydba C-T szubsztitlcid kovetkeztében az Nlalll
restrikcids enzim hasitasi helye elveszett.

A FKRP mutécidk vizsgalata

Az immunhisztokémiai reakci6 soran csokkent a-DG jelenlétét mutat6 betegek izomszovetébdl izolalt
genomialis DNS mintan elészor az FKRP gén hot spotjat (cC826A) zartuk ki Walter et al. (J Medical
Genetics 2004;41:50) metodikaja szerint. Amennyiben ez a mutacié nem igazolddott az FKRP gén
kodol6 régidjat szekvenaltuk a standard szekvenalasi metodikaval.

3.2.4. Génterapias vizsgalatok

Elektroporacids (EP) vizsgalatok

Beta galaktozidazt (beta-gal, pCBLacZ), a teljes hosszlsagu (pCBMuDys), vagy roviditett dystrophin
(pCMVMicroDys) cDNS-t, vagy utrophint (pCBVULtrFI) tartalmaz6 plazmid volt a vektorunk,
melyeket a hybrid cytomegalovirus (CMV) és B-actin promoter (CMV promoter) szabalyozott. Az
utrophint tartalmazé plazmidban az aminoterminélishoz egy révid nukleotid ,flag tag” lanc
kapcsoldadott. A pCMVMicroDys microdystrophint tartalmaz, amelyb6l hianyzik a teljes rod domén
kivéve a 2 spectrin szerii repeatet és az elsé és utolso ,,hinget”. A végsé plazmid koncentracio 1-3ug
DNS/ul volt.

Kezelt allatok, plazmid injekcidk és euthanasia: Gjsziilott (4-6 napos) és felnétt (6-8 hetes) normalis
(CD1 and C57BL/6), immunodeficiens (SCID) és mdx egereket hasznaltunk a vizsgalatokhoz. Minden
csoportban 4-8 allat volt. A m. tibialis anteriort (TA) vagy a gastrocnaemiust injektaltuk a fenti
plazmidok egyikének 20-50 ul-vel. Egy kohortban a plazmid injekctiét megel6zéen 0,4 U/ul
hyaluronidaset (Sigma Aldrich) is injektaltunk. Egy tovabbi kohortban 100 pl PBS-ben higitott Evans
Blue-t (10 mg/ml) fecskendeztiink intraperitonealisan miel6tt a plazmidot injektaltuk. Minden
csoportbdl 4-6 allatot altattunk el 10, 30, 90, 180 és 360 nappal a kezeléseket kovetden.

Elektroporacio (EP): Az injektalt izmokat transzkutdn EP-val kezeltiik (felszini elektrod, 8 db
négyszog impulzus, 175-1800 v/cm fesziiltség, 0, 2-20 msec kozo6tti valtozo idétartam).

A mintavétel és a végpontok meghatérozasa: A teljes TA-t és gastrocnaemiust eltavolitottuk, majd
fagyasztott metszeteket készitettlink. A hisztologiai elemzés soran az alabbi paramétereket analizaltuk:
a transzfekalt rostok szama és aranya (j3-gal, dystrophin és utrophin pozitivités), az Evans Blue pozitiv
rostok szdma €és aranya, a necrotikus rostok prevalenciaja, a p-gal aktivitas luminometrias mérése 10,
90, 180 és 360 nappal az EP utan. A plazmid partikulumok mennyiségét Real-Time PCR-el mértik
QuantiTect Probe PCR kit segitsegével (Tagman proba, Qiagen, Valencia USA) a CB promoter
régidhoz kotédé6 FAM és TAMRA jelolt primerekkel). A ragcsalo adipsin gén szolgalt kontroll
génként. A reakcidt a SmartCycler (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) késziiléken futtattuk.

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

3.2.5. Sonoporacios vizsgalatok

A vizsgélat sordn az Onkéntesek bo. m. biceps brachiijdba 0.75-1.5 ml fiziologids séoldatot
injektaltunk, a jo. m. biceps brachiiba, pedig el6zetes Vialmixxel torténd razassal torténd aktivaciot
kovetéen 0.75 ml azonos térfogatl fiziologias soval higitott Definity (microbubble) oldatot
fecskendeztiink. Az injekciokat kovetden azonnal alkalmaztuk a sonoporéciét (SonoEnGene), mely
paraméterei a kovetkezOk voltak: felszini 5 cm atmér6ji elektrdd, frekvencia: 1 MHz, id6tartam: 2
min, duty cycle: 30%, intenzitas: 2-3 W/cm®. A sonoporaciot kévetden obszervaltuk az dnkénteseket,
majd 36 oraval késébb szérum CK kontroll és mindkét m. biceps brachiibdl izombiopszia tortént,
melyet a fentiekben leirt morfoldgiai modszerekkel vizsgaltunk.
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4. EREDMENYEK

4.1. Mitochondrialis betegségek

4.1.1. Uj mtDNS rendellenességek, (j mtDNS betegségek leirasa (5., 6., 8., 11., 31. Kozlemény, 4.,
25. Absztrakt)

1. Kearns-Sayre szindromas beteginknek (28 éves) gyermekkora Ota volt szemmozgas-zavara,
melyhez 20 éves koradban bilateralis ptosis és latdszavar tarsult. Izombiopszidja mitochondriélis
betegségre jellegzetes szovettani képet talalt. Az mtDNS analizis soran a WISP-PCR-ral a H 16569
and L 14571 primer par alkalmazasakor egy 0.8 kb nagysagi mtDNS szakaszt amplifikalodott, az
illet6 régioban egyes nagy delécio jelenlétét jelezve. Annak bizonyitésa céljabol, hogy a PCR termék
delécios ,junction fragment”, a forward primer pozicidjat 1000 bp-ral 5” iranyban el6rébb valasztottuk
meg L 13571-nél és ekkor egy 1800 bp nagysagi mtDNS szakasz amplifikalédott. Igy az 1.2 kb
kiterjedésti delécio jelenlétét primer shift PCR-al verifikéaltuk. A szekvencia analizist csak a H 16569
reverse primer hasznélataval tudtuk elvégezni, mivel nem allt tébb DNS rendelkezésiinkre. igy csak a
16100-16569 nukleotidok kozotti szekvencia meghatérozdsara volt lehetdségiink. A ,junction
fragment” legalabb 750 bp nagysagunak mutatkozott, a delécios téréspont baloldalon a 14591-14952
bazisparok kozé, jobb oldalon pedig a 15739-16100 nukleotidok kozé volt lokalizalhat6. Ennek
megfeleléen a delécié magéaban foglalta a cytochrome b génjének 70 %-at, az |. komplex 5. alegység
(ND5), a tRNA®" a tRNA™ tRNA™™ génjeit. A kozleményben elséként irtunk le egyes nagy deléci6t
az mtDNS ezen régidjaban (8. Kdzlemény).

2. Hatvenegy éves férfi beteglink évek éta sulyos izomgorcsokr6l szamolt be, mely hatterében az
elektrofizioldgiai vizsgalattal polyneuropathia igazolddott. Polyneuropathidja kdvetkeztében neurogén
holyag és szekunder anuria is kialakult. A szOvettani vizsgélat az izomban neurogen karosodast és
klasszikus mitochondrialis eltéréseket, a n. suralisban axonalis tipust neuropathiat talalt. Az mtDNS
analizise WISP-PCR analizissel és primer shifting-el a 6570 és 14150 nt kozott egyszeres Orias
deléciot detektalt. A heteroplasmia foka 30% volt. A deléciét egy 400 bp nagysagu un. ,bridging
fragment” hidalta at. Az irodalomban elGszor igazoltunk heteroplasmikus egyes nagy deléciét
mitochondrialis myopathia- neuropathia hatterében (5. Kézlemény).

3. Egy infantilis myopathidban szenvedé gyermek tRNS"“WR génjében tobb pontmutéciot is
detektaltunk. A gyermek 1égz6 izmait is érinté generalizalt hypotonias izomgyengesége miatt élete 4.
napjatol kezdve allandé asszisztalt 1élegeztetésre szorult.. Mozgasfejlédése meglassult, jarni soha nem
tanult meg. Ot éves korara a hypotonia csokkent, mozgasai javultak, kezeit hasznalta, megiilt, de
1égz6izmai valtozatlanul elégteleniil mikodtek. A gyermek mentalisan retardalt volt. A hisztoldgiai
vizsgalat sulyos mitochondrialis myopathiat talalt. Tébb degeneralt izomrostot a myofibrillaris
haldzatot destrudld patoldgias szerkezetii mitochondriumok toltottek ki. A n. suralisban csak enyhe
aspecifikus eltérések voltak. Az izombdl izolalt mitochondrialis genomban csaknem homoplasmikusan
talaltunk pontmutéaciot a tRNS“““YR génben a 3259., 3261., 3266. és 3268. nukleotidoknal. A
mutaciok koziil kiemelendé a tRNS"““® gén anticodonjaban az A3266G baziscsere, mivel ez egy
er6sen konzervalt hely és a mutécié kovekeztében a Leu(UUR) genetikai kod Ser(UCN)-né alakult at.
A mutaciok csak a gyermek izomszdvetében voltak jelen. A vérb6l izolalt DNS vizsgalata soran egyik
mutaciot sem talaltuk meg, mint ahogy azokat nem taldltuk a gyermek materndlis agi felmenéinek
vérében sem (6., 11., Kdzlemeény, 4. Absztrakt).

4. Sulyos dystonidban szenvedé 16 éves fil betegiink klinikai tlinetei 9 éves koraban felséléguti
infekciot kovetden kezdddtek. Akkor szérum laktat szintje magas volt, lumbalis liquoraban emelkedett
fehérje szintet taldltak. Jelenleg a dystonia miatt anarthrids, a végtagokban jelentkezd dystonia
mozgasaban sulyosan korlatozza. Vizsgélatakor a nyelvre és a végtagokra kiterjedd generalizalt
dystonia mellett anarthrias beszédet, difflz vazizom atrophiat és hianyzé reflexeket talaltunk. EMG
vizsgalata neurogén karosodast igazolt. Az EEG, ENG és a koponya MRI koros eltérést nem talalt. Az
izombiopszia soran enyhe neurogén karosodast, a rostok 6%-ban modositott SDH festéssel ragged
blue, valamint COX festéssel COX negativ rostokat lattunk. Az elektronmikroszképos vizsgalat
szamos izomrostban subsarcolemmalis mitochondriélis akkumulaciot talalt. Edesanyjanak
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Nt

Nt

A.sav

Gén c Forma 11l/2 11/1 11/  Minésités Irodalom
pozici6  csere csere
Polymor- Dirienzo és
HVS1 16126 T>C - Homopl. + + + ohizmus  Wilson, 1991
Polvmor- Horai és
HVSL 16140 T>C - o Y Hayasaka,
Homopl. phizmus
1990
Polymor- Lahermo et
HVSL 16183 A>C - Homopl. * * phizmus al., 1996
Polvmor- Horai és
HvVS1 16189 T>C - Heteropl + + + y Hayasaka,
phizmus
1990
Polvimor- Horai és
HVSL 16209 T>C - + + + y Hayasaka,
Homopl. phizmus
1990
Polvmor- Horai és
HVSL 16294 C>T - + + + y Hayasaka,
Homopl. phizmus
1990
Polvmor- Horai és
HVS1L 16296 C>T - + + + y Hayasaka,
Homopl. phizmus
1990
Polvmor- Horai és
HVS1 16311 T>C = Homopl. + + + y Hayasaka,
phizmus
1990
4.1.Tablazat A mtDNS HVS1 régidban talalt eltérései a vizsgalt csaladban
Gén N,t s ) N Forma 0L /1 Mingsités Irodalom
pozici6  csere  csere 2 1
. Nem szinonim  Torroni et
ND1 4216 T>C Tyr/His Homopl. + + + szubsztitdcio al., 1999
) Szinonim Ruppert et
NEY 20 e Homopl. * * szubsztitdcio  al., 2004
Del nt Szinonim Lorenz és
NC7 %227810 i i Homopl. * T szubsztittcié  Smith, 1994
tRNS ) 55 17 . Patogen
Lys 8332 A>G Heteropl % % 35% Mutacio
tRNS Nem szinonim Coon et al.,
Lys 8341 AC i Homopl. T T szubsaztitdcio 2006
Szinonim Rieder et al.,
RIS s @A i Homopl. + F T szubsztiticié 1998
tRNS Nem szinonim Houshmand
Arg 10463 T>C i Homopl. * * * szubsztitlciéo et al., 1994
Szinonim Howell et
i i ACIERl T Szubsztiticié  al., 1995
ND6 14520 C>G Gly/Arg Heteropl. 40 2%  1g5o, MNemszinonim

%

szubsztitlcié

4.2. Tablazat: Az mtDNS tRNS és proteinkodold génjeiben talalt eltérések a vizsgalt csaladban
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kisgyermekkoraban stroke szerli epizddja volt, jelenleg hypacusisa, egyensulyzavara van és a felsd
vegtagjaiban enyhe dyskinesis lathatd, mely csak 40-es éveiben jelent meg. Audioldgiai vizsgalata
sensorineuralis hallasvesztést, az ENG axonalis neuropathiat igazolt. A proband idésebb testvérének is
volt gyermekkoraban stroke-szerti tiinete, amely soran hemiparesist, magas laktat és ammonia szintet
észleltek. Jelenleg az 6 végtagjaiban is enyhe dystonia észlelhetd, emellett 11 éves kora Ota epilepsias
és viselkedészavara van. EEG vizsgalata a bal fronto-centralis régidban epileptiform jeleket irt le. A
proband szekvencia analizise a tRNS™° génben heteroplasmikus formaban a 8332 nt poziciéban adenin
guanin cserét igazolt. A mutacié a tRNS antikodon karjaban helyezkedik el. Emellett a vizsgalt
régioban két polymorphizmus (9-bp-os delécié nt 8271-8280 és C8270T) valamint egy részben
tisztazatlan jelent6ségti SNP (A8347C) is jelen volt. A tRNS-ek, a proteinkddolo és a hipervariabilis
régié 1 (HSV1) szekvencia analizise soran tovabbi 13 SNP igazolddott (4.1., 4.2. Tablazat). A csaladi
szegregacios vizsgalat soran a beteg édesanyjanal és az idésebbik testvérénél is megtalaltuk a fenti
eltéréseket. Az érintett csalad részletes haplocsoport analizisét elvégezve kider(lt, hogy az anya és
gyermekei a kelet-azsiai populaciora jellemz6 B haplocsoportba tartoznak. Az A8332G mutacio az
irodalomb6l nem ismert, a 150 kontroll személy vizsgélatakor ezt a szubsztiticiét nem tudtuk
kimutatni, igy ezt patogénnek feltételezziik. Tedridnkat igazolja, hogy a Komplex | aktivitas
valamennyi érintett csaladtagban a normalisnél szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult. A NADH
dehidrogenaz 6. alegységét kdédold génben talalt heteroplasmikus C14520G SNP sem ismert az
irodalomban, de ezt az SNP-t az altalunk vizsgalt 150 kontroll kdzll 13 esetben megtalaltuk, igy ezt
polymorphizmusnak minésitjiik (31. Kézlemény, 25. Absztrakt).

4.1.2. Az A8344G szubsztitucidfenotipus variacioi (28. Kézlemény, 10., 21. Absztrakt)

A MERRF szindroma jellegzetes klinikai tiinete a myoclonus epilepsia. Az &ltalunk vizsgalt
jellegzetes A8344G MERRF mutécioét hordozé betegek csak kis hanyadanak volt myoclonus
epilepsiaja, klinikumuk rendkivil valtozatos volt. Két MERRF szindroméas csalad 2 ikerparjat
vizsgaltuk (egyik egypetéjii, masik kétpetéjii ikerpar). A kétpetéjli ikerpar kapcsan uj fenotipust
talaltunk a jellegzetes MERRF mutéaciohoz tarsulva. Az egypetéjii ikerparnal a betegség a jellegzetes
MERRF szindroma formajaban jelentkezett. Az 6 esetiik érdekessége, hogy az életkor elérehaladtaval
az eleinte csaknem identikus fenotipus egymastdl egyre jobban eltért, mint ahogy eltért alaptinetik
kezelési stratégidja is.

Uj fenotipus (depressziv tiinetegyuittes) tarsitasa ismert mitochondrialis mutaciokkal

Egy magyar csaladban a 63 éves probandnak kétpetéji iker fiait és panaszmentes lanyat vizsgaltuk. A
proband batyjanak, anyjanak és nagybatyjanak hasonlé pszichatriai és neuroldgiai tinetei voltak. A
proband hiszas éveiben 3 alkalommal sulyos depresszids epizodokkal jaré posztpartum psychozisa
volt. Otvenhét és 60 éves koraban stlyos major depresszios epizod, anxietas, teststlycsokkenés, suicid
késztetés miatt hospitalizaltak. Otvenes éveiben észlelte végtag Gv tipusi izomgyengeségét, amely
lassan progrediélt. Fizikalis vizsgalata generalizalt lipomatosist, hypacusist, az izmokban enyhe
atrophiat és proximdlis tipust gyengeséget, csokkent sajatreflexeket és torzsataxiat talalt. Kognitiv
diszfunkcioja, depressziv hangulata, kdzepesen sulyos anxietasa volt (Hamilton Score 35). Szérum
CK-ja enyhén emelkedett. Az EMG kevert tipust k&rosodast észlelt, koponya MRI normalis volt. A n.
suralis biopszidban enyhe axonalis neuropathiat lattunk, az izombiopszidban szdmos ragged red és
COX negativ rost &brazolodott. Az elektronmikroszképia intramitochondridlis paracristallin
inclusiokat detektalt. A 2. beteg (a proband iker fiainak egyike) fiatal felnéttkoratol kezdve kifejezett
szorongassal jard depresszids epizddokrol szamolt be. Az elmalt években enyhe kognitiv diszfunkcid
is kialakult. Harminc éves koratdl progressziv végtagov tipusu izomgyengesége volt. Vizsgalatakor
hypacusist, dysarthriat, stlyos végtagdv tipust izomatrophiat és gyengeséget, distalis tipusd
érzészavart, ataxias jarast talaltunk. Idénként agitalt, kritikatlan, maskor depresszios (Hamilton Score:
18). A szérum CK 550U/, a szérum laktat 6,1 mmol/l (norm<1,8 mmol/l). Az ENG axonélis tipusu
polyneuropathiat, az EMG kevert tipusu eltéréseket irt le. lzombiopszidja mitochondriélis betegségre
utalt. A 3. beteg (a proband masik iker fia) 18 évesen silyos szorongas és phobias manifesztacidok
miatt keriilt kdrhdzba. Vizsgalatakor tlinetmentes. Az mtDNS mutacié analizis PCR amplifikaciot
kovetd Ban Il enzimatikus emésztést kovetéen A8344G pontmutaciot talalt valamennyi fent leirt
betegben. A heteroplasmia arany az izomban a kovetkez6 volt: 82 % az 1. betegben, 79 % a 2.
betegben, 63% a 3. betegben. A heteroplasmikus mutacié valamennyi beteg vérében is jelen volt, mig
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az ikrek egészseéges lanytestvérnek a vérében nem taldltunk mutdns mtDNS molekuldkat (28.
Kozlemeény, 10. Absztrakt).

Fenotipus variacio MERRF mutacioval rendelkezd egypetéjii ikrekben

A két 30 éves ferfi normalis ikerterhességbdl sziiletett. 17 éves korukban néhany honap kiilonbséggel
myoclonus absence-ok jelentkeztek. Neurologiai vizsgalatuk akkor a gracilis izomzaton kivil egyéb
korjelet nem talélt. Laboratoriumi vizsgalat mindkett6jiiknél thrombocytopeniat igazolt. Valproat és
clonazepam mellett az 1. beteg gyakorlatilag rohammentessé valt, mig a 2. betegnél a testverével
azonos dozisban bedllitott gydgyszerek mellett is gyakran jelentkeztek a myoclonusok. A 2. beteg
teststlya 29 éves koratol fokozatosan csokkent, progressziv ataxia, kognitiv hanyatlas jelentkezett,
majd banélis infekciot koveté héemelkedést kdvetden 2 napig tartd myoclonus Statusz epilepticus
alakult ki a jobb oldali végtagokban. A myoclonusok megsziinése utan jobb oldali hemiparesis alakult
ki, mely miatt a beteg hetekre jarasképtelenné valt. Jelenleg clonazepam, valproat, levetiracetam,
phenobarbital adasa mellett ritkan jelentkeznek a myoclonusok, enyhe jo-i hemiparesise javult, stlyos
ataxiaja, fej és végtagtremora van, beszéde dysarthrias. Evente 1 -2 alkalommal vannak metabolikus
krizisei, amikor az ataxia oly mértékiivé valik, hogy segitséggel is jarasképtelen. Az elmalt 2 évben
cognitiv hanyatlast is észleltiink, idénként depresszios. lkertestvére clonazepam és valproat szedése
mellett rohammentes és munkaképes, minddssze gracilis izomzatot, enyhe végtagtremort talalt
neuroldgiai vizsgalata. Idonként disztimias. Mindkét beteg genetikai vizsgalata sordn az mtDNS 8344.
nukleotidjanal A-G pontmutacié igazolddott a tRNS™® génben 60 és 55 %-0s heteroplasmia aranyban.
A mutéciét neuroldgiai tiinetekkel nem rendelkezé édesanyjuk is hordozza. Monozygota iker
statuszukat polymorph DNS markerekkel torténé genetikai vizsgalat igazolta. A vizsgalatot a SE I.
N6i Klinikajan Dr. Nagy Balint végezte el (21. Absztrakt).

MERRF mutécio kévetkeztében kialakulé MELAS szindréma

Egy 22 éves férfi beteglink anamnézisében jobb oldali n. abducens paresis szerepelt gyermekkora 6ta.
Egy maternalis agi unokatestvérét epilepsia miatt kezelik. A beteg kérhazi felvételére sulyos fejfajas, a
jobb oldali végtagok gyengesége, érthetetlen beszéd, és meglassult pszichomotilitds miatt kertlt sor.
Neuroldgiai vizsgalata sordn diplopia, harmadfoku nystagmus, bal oldali periférias n. facialis lesio,
dysarthria, jobb oldali hemiplegia és hemihypeasthesia igazolédott. Sajatreflexei jobb oldalon
fokozottak voltak, iniciativa szegény és soporozus volt. Akut koponya CT-je nem talélt eltérést, mig a
24 oraval késébb keszilt koponya MRI 2x1.5 cm ischaemias lesiot talalt a pons bal oldali paramedian
régidjaban. Az MRA az intracranidlis ereken nem talalt eltérést, de az arteria basilaris kanyargds volt.
protein S, protein C deficiencia, Leiden mutacid, antithrombin Il deficiencia, prothrombin G20210A
variacio, immunszerologiai vizsgalatok, echocardiographia a carotisok és intracranialis erek Doppler
vizsgalata). A vér genetikai vizsgélata sordn az mtDNS A8344G MERRF-re jellegzetes mutacidja
igazolodott relative alacsony 35 % heteroplasmia aranyban. A beteg allapota spontan javult, jelenleg
tiinetmentes. Edesanyja és testvérei vérében a szegregacios vizsgéalat soran a patogén mutacié az
alkalmazott technikaval igazolodott. Ezt magyarazhatja az esetleges alacsony heteroplasmia arany is,
de a mutécié tényleges hianya is.

4.1.3. Az mtDNS tRNS"* gén mutaciok jelentéségének elemzése a mitochondrialis betegségekben
(25., 31. Kozlemény, 10., 21., 25., 26. Absztrakt)

Az mtDNS-ben talan tRNS-ekben fordulnak el leggyakrabban patogén mutaciok. Az irodalmi adatok
szerint a tRNS"* a leggyakrabban vizsgalt mtDNS szakasz. A tRNS™* is mutaciés hot spotnak szamit,
de ezt ennek ellenére kevesebben vizsgaltak. Ezért azon betegeinknél, ahol felvet6dott a
mitochondrialis betegség gyanuja szisztematikusan elemeztiik az mtDNS tRNS™*® génjét és a hatarol6
szomszédos régidt. A vizsgalatot a klasszikus A8344G mutacio elemzésére alkalmas RFLP
technikéval kezdtilk. Azon betegek esetén, akiknél az RFLP vizsgalatok nem mutattak eltérést, de a
Klinikai tlnetek, a laboratériumi eltérések, valamint az izombiopszia sordn latott morfoldgiai
valtozdsok soran a mitochondriélis betegség alapos gyanuja tovabbra is fennallt, a fenti pontmutéciok
elemzését és az mitochondrialis tRNS gének szekvencia analizisét posztmitotikus szévetbél (vazizom)
is elvégeztuk. A mutaciok analizise soran az A8344G szubsztituciora jellegzetes RFLP hasitasi mintan
kivul 5 egyéb kiilonbdz6 hasitasi mintazatot észleltink. Ezeket a fenti nukleotidot is magéban foglalo
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tRNS™ gén és hatéarold régiok szekvenalasaval vizsgaltuk tovabb. A szekvencia analizis sorén a
vizsgalt 334 betegbdl 0sszesen 54 esetben 10 kiilonb6zé6 mtDNS variaciot talaltunk. A talalt mtDNS
SNP-ket és azok klinikai jelentéségét az alabbiakban ismertetem.

1. Az irodalombdl ismert, bizonyitottan patogén mutaciok

Az mtDNS A8344G szubsztiticioja (28. Kézlemény, 10., 21., 26. Absztrakt)

A klasszikus MERRF szindromara tipikus A8344G mutacidt 13 (11 beteg és 2 kisziirt panaszmentes
hozzétartozd) esetben talaltuk meg. A mutacio izolalt el6fordulasat 9 esetben igazoltuk, valamint egy
csalad (3 f6) esetében az A8344G nukleotid szubsztiticid mellett a vizsgalt régidban tovabbi két
mtDNS SNP (G8251A, A8347C) is kimutathato volt. A patogén A8344G a tRNS“*® T-loopjaban
helyezkedik el a tRNS 55. nt poziciojaban. Az A8344G mutécidt hordozd betegek Klinikai tlinetei
valtozatos képet mutattak, a myoclonusos epilepsia mellett jelen volt a myopathia, nagyothallas,
progressziv ophthalmoplegia externa, fiatalkori ischaemias stroke, és mentalis hanyatlas (4.3.
Tablazat).

2.Az irodalomban eddig még le nem irt Uj patogén mtDNS A8332G szubsztitucid
A dystonia, stroke-szeri tiinetekkel rendelkez6 csalad klinikumat és részletes genetikai eredményeit
4.1.1 fejezetben ismertettiik (31. Kozlemény, 25. Absztrakt).

3. Az irodalomb6l SNP-nek ismert, feltehetéen neurodegenerativ betegségekre hajlamosité nem
szinonim szubsztitacio

A szekvencia analizis soran a tRNS™® T-loopjaba lokalizalodd A8347C szubsztitdciot 19 esetben
talaltuk meg a betegek vizsgalata soran. Ebbdl izolaltan négy esetben, a G8251A SNP-vel kombinalva
harom esetben, mig tovabbi 11 esetben patogén mutaciokkal egyiitt fordult el6. Ezt az SNP-t Coon et
al. (Mitochondrion; 2006:6:194-210) Alzheimer-kéros betegekben szignifikdnsabban nagyobb
aranyban talaltdk meg, mint az egészséges kontroll egyénekben. A mi egészséges kontroll
egyéneikben ez a szubsztitucié nem volt jelen. Az altalunk vizsgélt betegek korében ennek a
mutacionak a meglétét nem gondoljuk patogénnek, de nem zarjuk ki annak lehetéségét, hogy egyéb
gének mutacioival egyiitt el6fordulva degenerativ kozponti idegrendszeri valamint izom betegségekre
hajlamosithat.

4. Az irodalombol ismert polymorphizmusok jelenléte

a.) A 9 bazisparos delécio (del8271-8280) (31. Kozlemény, 25. Absztrakt)

Az mtDNS nt 8271-8280 kozotti szakaszaban — a COIl és tRNS™® gének kozti hipervariabilis
intergénikus régidban - egy 9bp-os deléciét 6t betegben taladltunk meg, amely minden esetben a
szinonim C8270T szubsztitucidval és a homoplasmikus A8347C nem szinonim szubsztitdciokkal
tarsult. A kordbban mar ismertetett dystonias csaldd harom tagjaban emellett az A8332G
nukleotidcserét is ki tudtuk mutatni. A delécid kelet-azsiai antropoldgiai markerként ismert az
irodalomban, melyet Eurdpaban eddig nagyon ritk&n irtak le. A C8270T SNP is az irodalombdl
polymorphizmusként ismert. Az mtDNS haplotipus analizise soran (a vizsgélatot végezték Dr. Rasko
Istvan és mtsai.) 3 beteg az 6si B haplocsoportba, 1 beteg a dél-kelet Eurdpara és a Kézép-Mediterran
vidékre jellemz6 HV haplocsoportba, 1 pedig észak-nyugat Eurépéaban jellemzé USal haplocsoportba
tartozott.

b.). mtDNS G8251A szubsztitlcid

Vizsgélataink soran a COIIl terminalis szakaszaban lokalizaléd6 G8251A szubsztiticiét 19 esetben
talaltuk meg. A restrikcids mintazatban a Banll enzim egyik felismerd helye kiesett, igy a normalistol
eltérd gélképet kaptunk. A mutacio pontos helyét bidirekcionalis szekvenalassal hataroztuk meg. Ez az
SNP az irodalombol polymorphizmusként ismert, az 6si L és N haplocsoportokra jellemzd eltérés. A
szubsztitlcio 13 esetben izolaltan, 3 esetben az A8344G és A8347C mutacidkkal egyitt, mig Gjabb 3
esetben az A8347C mutacioval kombinaltan fordult el6. A kontroll szekvencidk vizsgalata soran ezt a
polymorphizmust hdrom esetben talaltuk meg.
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Nem Eletkor Klinikai tinetek Myopatholdgiai lelet  HP %  Csaladi anamnesis
Myoclonus epilepsia,
fejtremor, dysarthria, COX negativ és
Efi 336y ataxia, ragged red rostok 60% Ikertestvér
kognitiv hanyatlas, lathatdk, megaclonalis myoclonus epilepsia
depresszio mitochondriumok
thrombocytopenia
Myoclonus epilepsia, Ikertestvér
Ffi 33 év  végtag tremor, depresszio, Nem tortént biopszia  55% .
thrombocytopenia myoclonus epilepsia
Myopathia, Mygpathla, raggefi = Mater: sulyos
: : és COX negativ . .
cardiomyopathia, rostokkal myopathia, ataxia,
Ffi  48év  polyneuropathia, ataxia, ' 58% depresszid
X z paracrystallin P
mentall_s,hanyatlas,, mitochondrialis Ikertestvgr.,sulyos
depresszio, szorongas inclusiok anxietas
Mater: sulyos
Minimalis nem myopathia, a_tgxia,
Ffi 48 év Sulyos anxietas, fobia specifikus 44% I?(i?{:its\fé?_
elvaltozasok q A
epresszio, ataxia,
myopathia
. . S ! 2l 28 CN Ikerfiai: ataxia,
NG 686y Depresszio. myopathla, negativ rostqk, 46% myopathia,
nagyothallas, ataxia paracrystallin q ! )
inclusiok epresszio, szorongas
Maternélis agon:
colon tumor, diabetes
N6  51év TIA Nem tortént biopszia  30% mellitus
csecsemohalalozas,
vesebetegség
Maternalis agi
Ffi 24 év Ischaemias stroke Nem tortént biopszia ~ 30% unokatestvér
epilepsias
Ptosis, myopathia, Myopathia, ragged red
Ffi  45év krénikus PEO, rostok, 40% Negativ
hypothyreosis
Myopathia, COX
negativ rostok,
Ffi ~ 45év  Myopathia, izomgorcsok subsarcolemmalis 35% Negativ
mitochondrium
halmozddas
Polymyositisre . .
N6 Myositis jellegzetisézzévettani horAdr(;)z/{’)at?nuet?rﬁleor;[tes
Migrén, polyneuropathia, Anyai agon
FFi  32¢é depresszio Nem tortént biopszia halmoz6dd

beszikiilt vesefunkcio,

depresszio, migrén

4.3. thblazat: A tRNS™* gén vizsgilata soran talalt A8344G mutacioval rendelkezék klinikai tiinetei
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c.) mtDNS G8269A szubsztitucio

A COII/tRNS™® régi6 szekvenalasa soran a G8269A szubsztitlicié egy beteg és egy kontroll személy
esetében volt kimutathaté. Ez az SNP az irodalombdl polymorphizmusként ismert (Rieder et al.
Nucleic Acids Research.1998;26:967-973), elforduldésa a nyugat-eur6pai H4a és Jib
haplocsoportokban gyakori

d.) mtDNS G8292A szubsztiticio

Harom beteg vizsgalatakor a restrikciés mintazatban a Banll enzim egyik hasitasi helye kiesett, igy a
normalistol eltér6 gélképet kaptunk. A szekvencia analizis sordn ennek héatterében a G8292A
szubsztitucio igazolodott, amely a tRNS™*® és a COII kdzti intergénikus régidban helyezkedik el. A
harombol két esetben volt lehetéség csaladi szegregacios vizsgalatra, amelynek soran tovabbi 5
esetben tudtuk kimutatni a kérdéses mtDNS variaciot. Mindkét csaladban maternélis halmozodasd
migrént taldltunk. Az egyik vizsgalt csalddban a proband tiinetei kozil a migrén megléte mellett
kiemelendok az ismétlédé tranziens ischaemids attackok, a hypothyreosis és mélyvénas thrombosis. A
beteg testvérének és édesanyjanak epilepszias rohamai voltak. A masik csaladban egy 16 éves
komplikalt migrénben szenvedé ledny vizsgalata kapcsan derllt fény az mtDNS G8292A
szubsztiticiora. A beteg szintén migrénes édesanyja is hordozza a mutéciét. Az irodalombdl ez a
szubsztitlcid polymorphizmusként ismert, amely az RO haplocsoportothatarozza meg. A G8292A
szubsztitucio és a migrain kapcsolatat eddig még nem vizsgaltak.

Egészséges kontroll egyének tRNS™* génjének vizsgalata

Az irodalomb6l nem ismert Gjonnan talalt mtDNS variaciok patogenitasanak vizsgélatara az adott
régié szekvencia analizisét 150 kontroll személyen végeztuk el (67 ffi és 83 ng). Ezen csoport
atlagéletkora 43,7 év volt (férfiak: 41,1 év, nék: 45,7 év). Az egeészséges kontroll csoport szekvenciait
hasonlitottuk 6ssze a cambridge-i referencia szekvenciaval, majd a betegek szekvencidival. A G8251A
polymorphizmust 4 esetben, mig a G8269A SNP-t 2 személynél tudtuk kimutatni. A kontroll
csoportban a szekvencia analizissel egyéb mtDNS eltérés nem volt detektalhato.

A tRNS"" és hatarol6 régidinak vizsgalatakor talalt eltérések dsszefoglalasa

A vizsgalt régio egy heteroplasmikus mutacidjat (A8332G) elséként irtunk le patogénnek, egy mar
ismert patogén mutacié jelenlétét (A8344G) pedigl3 esetben igazoltuk. Tébb betegiinkben
megtalaltuk a valdszintileg neurodegenerativ betegségekre hajlamosit6 A8347C SNP-t valamint 5
polymorphizmust és antropoldgiai marker jelenlétét igazoltuk. Egyes mutécidok nem csak izolaltan
fordultak el, hanem néhany betegben ezek egyiittes el6fordulasa is igazolodott (26. Absztrakt).

-« sz

dominans progressziv ophthalmoplegia externa (adPEO) (30. Kdzlemény)

A mitochondriélis betegségek nemcsak maternalisan, hanem mendeli szabalyokat koveten is
oroklédhetnek. A PEO autoszomalis domindns oroklédésti valtozata (adPEO) hatterében eddig az
SLC25A4, POLG, POLG2, PEO1 or OPAL gének mutacioit irtdk le. Egy eurOpai szarmazasu észak-
amerikai és egy magyar csalad vizsgalata lehet6vé tette, hogy egy finn kutatocsoporttal
egyiittmikodve linkage analizissel keressuk a betegség héatterében allo tovabbi hibas géneket..Mindkét
csaladban az izombioptatumban COX negativ rostok voltak jelen és a genetikai vizsgalat multiplex
mtDNS deléciét talalt. A POLG, POLG2, PEO1 génekben, egyik csalddban sem talaltunk eltérést. Az
amerikai csalad 12 csaladtagjanak linkage analizise 8. kromoszéma RS874643 és RS1019603 SNPI
kozotti 16 MB régidjaban szignifikans linkage-t talalt (8922.1-8923.39). Nem volt linkage viszont
adPEO hétterében kordbban mér igazolt 10g24, 2 435, 15025, 17923 or 3928-q29 I6kuszokhoz. A
8022.1-8023.3 pozitiv linkage régio 59 ismert és prediktalt gént tartalmazott. Ezek koziil az RRM2B-
r6l mar ismert volt, hogy az mtDNS kopia szam szabalyozasban szerepe van, ezért ezt vizsgaltuk
elészor, bar az altalunk vizsgalt csaladokban az mtDNS kdpia sz&m normalis volt. Az RRM2B-nek 9
exonja van, amely 35kb nagysagu régiot fed le a 8-as kromoszéman. A teljes hosszlisagi mRNS-e
4,955 bp és az egy 351 aminosav hosszusagu fehérjét, a p53R2-t kddolja. Az RRM2B gént
szekvenalasa soran mindkét csaladban a ¢.C979T mutéacid igazolddott, mely kovetkeztében egy
arginin helyére korai stop kodon épult be (p.R327X), ami egy kb 25 aminosavval révidebb fehérje
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keletkezéset eredményezte. A magyar probandnak a PEO mellett cardiomyopathidja is volt.. A
proband testvére sulyos alkoholista volt, mely hatterében depresszio,, anxietas igazolddott.
Neuroldgiai vizsgalata a PEO mellett hypoacusist, renyhe sajatreflexeket, polyneuropathiat, enyhe
torzsataxiat és cognitiv hanyatlést talalt. Edesanyjuk a PEO mellett egyéb tiinettel nem rendelkezett.
Testvérik malignus hematoldgiai betegség kovetkeztében exitalt. Maternalis nagybatyjuk, annak lanya
és nagynénjuk szintén PEO tlneteit mutatja. A magyar proband még 3 adPEO tiineteit mutatd
csaladtagjaban igazoltuk a mutacio jelenlétét. A 2 csaldd kozotti rokonsagi kapcsolatot haplotipus
analizissel zartuk ki. A patogenitas igazolasara 380 eurdpai eredetii kontroll kromoszomat vizsgaltunk
meg és ezek kdzil egyikben sem volt jelen a mutaci6. Tovabbi 5 adPEO tiineteit mutatd, multiplex
szekunder mtDNS delécioval rendelkezd, de még tisztazatlan etiol6giaju csaladban nem talaltunk
rendellenességet az RRM2B génben.

Annak vizsgalatara, hogy a nukleotid készlet érintettsége fokozza-e az mtDNS-ben a mutagenezist egy
klinikailag érintett beteg izombiopszids anyagaban meghataroztuk a mutéaciés load-ot. A szekvenalas
soran az mtDNS-ben nem talaltunk t6bb SNP-t, mint az egészséges korban illesztett kontroll izomban.
A 36 éves beteg mtDNS-ben a kontrol régidban 0.96 pontmutacié/10kb-t talaltunk, mig a CYTB gén
régidjdban 0.34 mutacio/10kb igazolddott. Igy megallapithattuk, hogy az RRM2B gén R327X
variansanak (c.C979T mutacio) hatasara az mtDNS-ben csak multiplex mtDNS delécidk alakultak ki,
a nukleotid készlet érintettsége nem eredményezte az mtDNS pontmutaciok frekvenciajanak
ndvekedéset.

4.1.5.A cerebralis vérataramlas és glikéz metabolizmus mitochondrialis betegségekben (12.
Kdzlemény, 5., 6. Absztrakt).

A transcranialis Doppler sonographia a 15 mitochondridlis beteg és a 17 kontroll egyén MCA
atlagsebességeiben nem talédlt szignifikdns kulonbséget. A Kkis arteriolak acetazolamidra adott
reaktivitasa nem kiilonb6zott szamottevéen a betegek és az egészseges kontrollok kozott. Mind a
betegekben, mind a kontrollokban szignifikans cerebralis vérataramlas fokozodast mértiink. A
cerebrovascularis reserve capacitds nem mutatott szignifikns kulénbséget a systoles vérataramlasi
sebesség atlagértékében a betegek és a kontrollok kozott, de a reakivitds mértéke 15 perc utan
csokkent a mitochondrialis betegekben. A cerebralis gkiikdz felvétel valamennyi betegben karosodott,
akar volt kdzponti idegrendszeri tlinetegyttesiik, akar nem. A globalis CMRg,, minden betegben a
normélis szintnél alacsonyabb volt. A CMRg, (cerebral glucose metabolism rate) csokkenése a
temporélis régioban és az occipitalis poluson volt a legkifejezettebb.

4.1.6. Uj diagnosztikai modszer validalasa az mtDNS betegségek prenatalis felismerésére

(17. Kozlemény, 9. Absztrakt)

A random genetikai drift kovetkeztében az mtDNS kovetkeztében kialakuld betegségekben szenvedd
néknek nem all modunkban genetikai tanacsot adni. Ezért kulondsen fontos, hogy olyan metodika
alljon rendelkezésiinkre, mellyel segithetiink ezeknek a betegeknek is a csaladtervezésben, hiszen a
genetikai hiba sulyos klinikai képet is eredményezhet. Kisérleteink sordn heteroplasmias egér
modellen validaltuk a preimplantacids genetikai diagnosztika alkalmazhat6sagat mtDNS pontmutacio
okozta korképekben. Az ooplasma és annak polartestjének heteroplasmia aranyadnak meghatarozésara
6 heteroplasmids egér 29 oocytajat és azok polartestjeit vizsgaltuk meg. Az egyes oocytak
heteroplasmia aranya 17.0 és 67.7% kozott volt. Nyolc oocyta alkalmatlan volt a vizsgalatra. Az el6re
megszabott kritériumokat 22 oocyta és annak polartestje teljesitette. Az egyes oocytak ooplasmajanak
és polartestjének a heteroplasmia meghatarozasanak koefficiense 0.99 volt, mig a gaméta (ooplasma és
polartest atlaga) a maternalis genotipushoz viszonyitva 0.32. Az egyes blastomerek analiziséhez 15
egér 55 embryojat vizsgaltuk meg. A heteroplasmia arany az egerek farokbiopsziajaban 7 és 74%
kdzott mozgott, mig az embryoké 3 és 73% kozott valtozott. Az egyes embryok egyes blastomerjeinek
heteroplasmia aranya gyakorlatilag azonos volt. Az egyes egerek embryoinak a heteroplasmia aranya
azonban véarakozasainknak megfeleléen eltéré volt. A vizsgalatbol 2 embryot kellett kizarni, mivel az
egyes blastomerek vizsgalata soran a duplikatumok nagy szérast mutattak. Az érett oocytak 24%-a
nem adott megbizhat6 eredményt. A hiba rata a blastomerek esetében 1.4% volt. Triplikadtum futtatasra
az oocytaknal 59.1%-ban kerlt sor. A 203 vizsgélatba bevont blastomer esetében 5 triplikatumot
kellett futtatni.
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4.1.7. Az mtDNS A3243G és A8344G mutéciok epidemioldgiai elemzése Magyarorszagon (32.
Kdzlemény, 27. Absztrakt)

Az mtDNS tRNS" gén A3243G mutécié genetikai epidemioldgiai vizsgalata

A Pécsi Tudomanyegyetem (PTE) AOK Orvosi Genetikai Intézetével kozosen dsszesen 631 beteg
(361 n6 es 270 ferfi) DNS mintajat analizaltuk. A mintagyjtés 1999. januart6l 2007. december végéig
tortént. A vizsgélatba Baranya, Borsod-Abalj-Zemplén, Hajdi-Bihar, Szabolcs-Szatmar-Bereg Megye
valamint Budapest ismeretlen etioldgiaju fiatalakori (45 évnél fiatalabb) ischaemids stroke, ataxia,
maternalisan 6roklédé sensorineuralis hallasvesztés, myopathia, és hypotonia miatt vizsgalt betegeit
vontuk be, amennyiben a klinikai atvizsgalas soran felmerilt a mitochondriélis betegség lehetésége.
Valamennyi esetben a molekularis biologiai vizsgalat diagnosztikai célbol tortént. A betegek
atlagéletkora 36,3 év (nok: 38,1 én, férfiak: 34,4 év) volt. A vizsgalt betegekbol 5 né és 1 férfi
betegnél igazolddott az A3243G mutécid. A betegek csaladtagjainak sziirése soran tovabbi 8 esetben
derult fény az A3243G mutaciora. Minden érintett csaladtagnal a klinikai vizsgalat a mitochondrialis
betegségekre jellemzé tineteket talalt. Egy csalad esetében a kiskord gyermekeket tiinetmentességiikre
vald tekintettel etikai megfontoldsok miatt nem vizsgaltuk. Az A3243G mutécid frekvencidja a
vizsgalt idészakban 2,22 % volt. A betegek klinikai tlineteit az alabbiakban ismertetjik: Egy 33 éves
nébetegnél 12 éves koraban kétoldali ptosis jelentkezett, majd 19 éves koradban, szilést kovetéen
generalizalt izomgyengeség és terhelési intolerancia és diabetes mellitus alakult ki. Vizsgalatakor
alacsony termetet, kétoldali sulyos ptosist, m. rectus medialis gyengeséget, hypoacusist, myopathias
arcot, nasalis beszédet talaltunk. A beteg 15 éves lanyat csecsemoékoraban enyhe cardidlis tiinetekkel
gondoztak, 12 éves kora Gta kétoldali ptosisa van, egy éve izomgyengeséget panaszolt. Harom éves
kislanya izmai csecsemékoraban hypotonidsak voltak, majd fokozatosan terhelési intolerenciaja lett.
Most 8 honapos kisfia légzési elégtelenséggel sziiletett, atmenetileg gépi lélegeztetésre szorult.
Jelenleg mozgasfejlodése lassi. A proband édesanyja cardiomyopathidban szenved, cukorbeteg,
nagyot hall és altalanos izomgyengeséget panaszol. Az A3243G mutécid a proband izmaban 45%-o0s,
mig a vérében 35%-0s heteroplasmia aranyban volt jelen. A gyermekek heteroplasmia aranyai: 30%,
60%, és 65%. Egy betegiinknél a mutaciot a sulyos klinikai tlinetek ellenére csak az izombdl izolalt
DNS-bél 20%-o0s heteroplasmia ardnyban tudtuk kimutatni. A beteget sziiletést kovetéen azonnal
Ujraélesztették. Gyermekkoraban egyensUlyzavar, szirkileti vaksag, gyakori elesés jelentkezett.
Vizsgalatakor extrém obesitas, dysmorph arc, micrognathia, diplopia, dysarthria, sulyos izileti
helyérzészavar, tetra végtag ataxia, dysmetria, és akcids tremor volt észlelhets. A proband édesanyja
vérébol a mutaciot nem tudtuk kimutatni. A beteg névére 20 éves kordban ismeretlen eredetii kozponti
idegrendszeri betegségben hunyt el. Egy fiatalkori iscahemiés stroke szindroma miatt vizsgalt 35 éves
nébetegnél a mutacio vérbsl 35%-ban volt kimutathatd. Agyi ischaemia mellett stlyos psychotikus
depresszidja is volt. A beteget suicidium miatt elvesztettik, igy csaladi szegregacids vizsgalatra nem
volt lehetéség. Egy progressziv fehérallomany lesié miatt vizsgalt 45 éves beteg esetében a mutécio a
vérben 30%-o0s heteroplasmia ardnyban volt kimutathat6. A beteg asthenias alkatu, kétoldali ptosisa,
hypoacusisa van, izomzata hypotrophias és hanyatlé kognitiv funkcidkrél szdmol be. Maternalis agi
rokonai nincsenek, igy szegregacids vizsgalatat nem tortént.. Tovabbi 2 a PTE-en vizsgalt beteg
Klinikai fenotipusat Komlosi et al. irtdk le (Orv Hetilap. 2004; 145:1805-1809). Az A3243G mutaciot
egy MELAS-szindromara jellegzetes tiinetekkel vizsgalt 9 éves Kkislany és egy sensorineurdlis
hallasvesztéssel vizsgalt 13 éves fil esetétben mutattak ki. A csaladi szegregacids vizsgalatokkal
tovabbi négy esetben igazoltdk a fenti mutaciot.

Az mtDNS tRNS™* gén A8344G mutéci6 genetikai epidemioldgiai vizsgalata

A tRNS™® gén A8344G mutéacié molekuldris genetikai vizsgélata a PCR-RFLP technikaval 8sszesen
513 betegen (302 n6 és 211 férfi) tortént meg. A bevalogatas idétartama 1999 és 2009. jalius 31.
kozott tortént. Valamennyi olyan beteg bekerilt a vizsgalatba, akinek a Klinikai tunetei, laktat
terheléses vizsgalata illetve az izombiopsziaja alapjan felvet6dott a mitochondrialis betegség gyanuja.
A leggyakoribb Klinikai tinetek a kovetkez6k voltak: myoclonus epilepsia, ismeretlen etiol6giajd
stroke, progressziv ophthalmoplegia externa, ataxia, myopathia, myalgia, terhelési intolerancia,
neuropathia, maternalis 6roklédésii lipomatosis. Ezek a tiinetek gyakran tarsultak pajzsmirigy
betegséggel, hypoacusissal, pszichatriai tiinetekkel. A bevalogatas Heves, Borsod-Abauj Zemplén,
Szabolcs-Szatmar, Hajdu-Bihar és a kdzép-magyarorszagi régiot foglalta magaba. A vizsgalat soran
11 betegnél (2 n6 és 9 férfi) igazolddott az mtDNS mutécidja. A szegregacids vizsgalat soran, tovabbi
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2 mutécid hordozoéra derilt fény, akiknek klinikai tiinetei nincsenek. Az egyes betegek klinikai tiineteit
a 4.3. Tablazatban soroltuk fel. Az epidemioldgiai szamitasok alapjan az adott id6szakban a
vizsgalatba bevalogatott betegek kdzott a mutacio gyakorisaga: 2.53 % (Kdzlés folyamatban).

4.2. 1Izomdystrophidk

4.2.1.Dystrophin deficienciahoz tarsuld szekunder calpain deficiencia(18. Absztrakt)

A 40 éves probandnak (1. beteg) enyhe quadriceps gyengesege és myalgija volt 32 éves kora 6ta. Az
EMG myopathias valtozasokat talalt, a szérum CK activitas a normalis 15x-e volt. Lanytestvére (2.
beteg) aszimptomas, CK értéke 329 U/I. A 2. beteg fia mindig darabos jarasu volt, 6 éves koraban
enyhe alsovégtag gyengeséget eszlelt. Tiz éves kordig panaszai nem progredidltak. CK szintje a
normalis 20x-a. A mater csaladdjaban anyai 4gon tobb fit kordn meghalt izombetegségben. Az 1. és 3.
beteg izmanak szdvettani vizsgalata enyhe dystrophias elvaltozasokat talalt néhany necrotikus rosttal,
az endomysialis kotdszovet felszaporoddsaval. A 2. beteg izméaban csak igen enyhe rost
kaliberingadozas ttint fol. Az 1 és 3. beteg izmanak immunocitokémiai vizsgéalata a DYS1 és DYS3
antitestekkel a szokottnal halvanyabb és egyenetlenebb fest6dést talalt az izomrostok felszinén kivéve
néhany rostot, amelyek revertant rostoknak tlintek. A DY'S2 antitest minden rostban normalis reakciot
mutatott. A 2. beteg izma mind a 3 dystrophin ellenes antitesttel normalis fest6désii volt.
Extrasynaptikusan néhany nem necrotikus izomrostban az 1. és 3. betegben utrophin expressziot
talaltunk, mig a 2. beteg csak az endomysialis kapillarisoknal és a véglemezeknél mutatott pozitiv
szignalt. Calpain 3 ellenes antitesttel végzett Western blot analizissel az 1. betegnél a calpain teljes
hidnya igazolddott, a 2. és 3. betegnél a calpain mennyisége csokkentnek bizonyult. A primer antitest a
teljes nagysagu 94kDa calpain-3 protein és a tarsul6 30 és 60kDa nagysagu bandeket kimutatja. A
polyclonalis dystrophin ellenes antitesttel végzett Western blot a 3 betegben nem talalt eltérést a
dystrophin nagysagaban és mennyiségében. A dysferlin Western blot analizis valamennyi betegben
normalis szignalokat talalt, amellyek kizartuk annak lehet6ségét, hogy a protein degradalédott volna.
Az 1. beteg calpain mRNS mutacio6 analizise nem talalt mutaciot. A dystrophin gén multiplex PCR-al
torténé analizise a vizsgalt régidkban nem talalt deléciét. A dystrophin gén SCAIP (single condition
amplification/internal primer) szekvenalasa a 946. aminosav poziciéban egy 3bp nagysagu deléciét
talalt (c.2836-2838GAG delécid) a 22. exonban, amely, a Glu kiesését eredményezi a dystrophin
molekula 6. spectrin repeatjében. (A vizsgalatot Dr. K. Flanigan végezte University of Utah,
Department of Neurology). A calpain cDNS-ének szekvenalasa soran nem talaltunk patogén mutéciot
az 1. betegben. Feltételezziik, hogy betegeinknél a dystrohinopathia nagy valdszinlséggel azért
okozott enyhe klinikai tiineteket, mert az egyidejiileg jelenlevé calpain deficeincia bizonyos mértékil
vedelmet jelentett az izomsejtek szamara.

4.2.2.A suiketség , mint a dystrophin deficiencia allélikus variansa (1. Kézlemény).

Egy 10 éves kisfit gyermekotthonbdl kerilt emelkedett szérum GOT (81 U/I), GPT (250 U/I), LDH
(1576 U/) miatt a SE |. Gyermekklinkara atvizsgalas céljabél. Vizsgalatakor stlyos halldskarosodast,
a végtagok proximalis izomcsoportjaiban enyhe paresist és enyhe vadli hypertrophiat lehetett talalni.
Hasi UH: kdrosat nem talalt, a hepatotrop virusszeroldgiai vizsgalatai negativak lettek. Autoimmun
panelje normalis volt. CK vizsgalata igen magas értéket (6559U/1) talalt. EMG vizsgalata soran a m.
deltoideusban enyhe, a m. tibialis anteriorban kdzepesen sulyos myogen karosodas igazolodott. ENG
normalis volt. Cardiomyopathia nem igazolddott. Otoacusticus emissiot regisztralni nem lehetett, a
BAEP a siketsége miatt technikailag értékelhetetlen volt. Kozép és bels6 fiil CT-je ép kozépfilet,
hallécsont lancolatot, szabalyos belsé halldjaratot és csigat talalt. A siketség hatterében idegi eredetii
hallascsokkenést valosziniisitettek. 1zombiopsziajaban izomdystrophiéara jellegzetes képet lattunk, és
dystrophin deficiencia igazolodott az izomrostok tdbbségében Ezt a dystrophin Western blot vizsgalat
is megerGsitette. A genetikai vizsgalat multiplex PCR-al nem talalt a dystrophin génben deléciot, de
SCAIP (single condition amplification/internal primer) szekvenalas soran a dystrophin génben a 68.
Flanigen, University of Utah, Department of Neurology). A beteg csaladtagjainak felkutatisat
kovetben kideriilt, hogy proband 2 testvére és 2 anyai &gi unokatestvére is izombetegség miatt allt
gondozas alatt. A testvéreket volt alkalmunk vizsgalni, klinikai adataikat a 4.4. Tablazat tartalmazza.
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Klinikum B1 (10 év) -Proband B2 (7 év) B3 (6 év)

Hallas Siket Normalis Normélis

Vadli hypertrophia Enyhe Kifejezett Kifejezett

lzomgyengeseg Enyhe Kdzepesen sulyos Enyhe

Serum CK 6559 U/I 10435U/1 16566 U/l

IzomszOvettan DMD-re jellegzetes DMD-re jellegzetes DMD-re jellegzetes

Immunhisztokémia Dystrophin expresszio  Dystrophin expresszid  Dystrophin expresszio
nincs nincs nincs

4.4. Tablazat: A siket dystrophinopathias kisfidnak és testvéreinek klinikai adatai

4.2.3. Kihivasok a dysferlinopathidk diagnosztikajaban (26. Kozlemény, 20., 22. Absztrakt)

A 37 éves férfi korai fejlédése zavartalan volt. El6szor 20 éves koraban észlelte 1épcson jarasi, futasi
nehezitettségét. Ekkor mar a guggolasbol valo felallas is gondot jelentett szdméara. Familiaris
anamnézise az izombetegségekre nézve negativ. Neuroldgiai vizsgalatakor medencedv tulsalyu, de a
vallovet is érintd izomgyengeséget, enyhén myopathiés arcot, fokozott lumbalis lordosist, a felsé
vegtagokban kozepesen sulyos proximalis talsalyd izomatrophiat és paresist észleltink. Az
alsdvégtagban mind a proximalis és distalis izomcsoportok sorvadtak, sulyos fokban gyengultek. A
szérum CK 3600 U/l volt. Kardioldgiai vizsgalata cardiomyopathiat nem talélt. Az izombiopszidban a
nagy rostatmérévariabilitas mellett szAmos nekrotikus rostot, helyenként endomysialis mononukleéris
infiltraciokat lehetett detektalni. Elvétve regeneralodo rostok is feltiintek. Elektronmikroszképpal a
nem nekrotikus rostok membranjan  helyenként  folytonossagi  hiany  abrazolddott,
szubsarkolemmalisan vezikula aggregacio, papilléris projekcid, bazalis lamina kacsok, a kacsokban
degeneralt globuléris denz anyag volt. Immunhisztokémiai vizsgélattal a dystrophin, a 4 sarcoglycan, a
merosin és caveolin expresszidja normalis volt. A caveolin expresszié néhany izomrostban szokatlan
volt. A dysferlin immunhisztokémiai vizsgalata hidnyz6 sarcolemmalis és egyenetlen cytoplasmikus
fehérje expressziot mutatott. A dysferlin Western blot soran dysferlin hiany mutatkozott. A calpain-3
normalisan expresszalodott az izomszovetben. A dysferlin cDNS-ének RT-PCR-ral végzett vizsgalata
soran a dysferlin génben Argl768Trp cserét okozd C5302T pontmutacid igazolddott heterozygota
formaban. A C5302T mutacio szegregacios vizsgalata soran a proband egészséges édesanyjaban,
ndvérében és kislanyaban is megtalaltuk a patogén mutacidt heterozygota formaban. A beteg édesapja
nem hordozott mutéaciot. A csaladtagok szérum CK-ja normalis volt. Az eset jol példazza a genetikai
vizsgalat korlatait azokban az esetekben, ahol a patogén mutacié nem a rutin genetikai vizsgalat altal
rutinszertien vizsgalt kodolo régiokban helyezkedik el.

4.2.4. A glycosylatios rendellenességek szerepe a végtagov tipusu izomdystrophidkban (24.
Absztrakt).

A sziirt 53 végtagov tipust izomdystrophias beteg kozil 6 esetben talaltunk hianyz6 vagy csokkent
immunoreaktivitast azo -DG hyperglycosylalt doménjének immunohisztokémiai és Western blot
vizsgalata sordn. Mind a 6 esetben a WGA csokkent kotodését és erés PNA festddést talaltunk az
izomszdvetben. Mind a 6 beteg benignus LGMD szindréma tuneteit mutatta. A FKRP genetikai
vizsgalata soran se a gyakori ¢.C826A mutacio, sem egyéb patogén mutacidé nem igazolddott a kddold
régioban. A vizsgalatok egyértelmiien igazoltak az -dystroglycanopathiat, de a héattérben allé
genetikai defektusra nem derilt egyik esetben sem fény.

4.2.4. A dystrophinopathiak molekuldris terapiaja

Elektroporéacio (18. Kézlemény, 12., 13., 14., 15., 17., 19. Absztrakt)

1.Az fesziiltség, az egértorzs és eéletkor hatasa a transzfekcié effektivitasara és a kollateralis
karosodasra

A leghatékonyabb EP kombinacié a 175 V fesziltség, 20 msec impulzus tartam volt a CD1 egerekben.
Ez a kombinaci6 csak kevés nekrotikus rostot eredményezett. Az mdx egerekben ugyanez a
kombinacid kevésbeé volt elényos, a transzfektalt rostok szdma alacsonyabb, a nekrotikus rostok szama
magasabb volt. A feszlltség emelésére, a transzfekcio effektivitasa csokkent, a nekrotikus rostok
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szama nétt. Az idds és fiatal egerek transzfekcios ratajaban lényeges kulonbség volt. Az eredmények
statisztikailag szignifikansan kulénbdztek

2. Az Evans Blue tracerrel torténd kollateralis karosodas becslése

Intraperitonealisan (i.p.) adott Evans Blue tracerrel becsiltiik a kollateralis karosodas mértékét. Az
EP-t egy oraval megelézve adtuk az Evans Bluet, majd EP utdn egy Oraval vizsgaltuk annak az
izomrostokba jutasat. Az izom morfologiai feldolgozdsa soran szamos Evans Blue pozitiv rostot
lattunk. A csaknem egyidében kivett hematoxylin és eosinnal festett mintaban a nekrotikus rostok
szama lényegesen kisebb volt, mint az Evans Blue positiv rostok szama.

3. A hialuronidaz (Hyase) hatésa a transzfekcidra

Az EP-Asszisztalt Plazmid Medialta Gén Transfer soran a legoptimalisabb EP paraméterek
alkamazasa el6tt marha Hyase-t injektaltunk a kezelend6 izomba. A Hyase szignifikansan, 15-370 %-
al emelte a B-gal-positiv rostok szdmat valamennyi egértérzsben. A névekedeés a legkifejezettebb a
SCID a legkisebb a CD1 egérben volt.

4. A plazmid méretének hatéasa a transzfekcid effektivitasara (az optimalis EP paraméterek hasznalata
és Hyase adasa mellett)

A dystrophin és utrophin expresszi6t a teljes hosszusagu egér dystrophin vagy utrophin cDNS tartalmd
plazmid mdx izomba injektalasat kovetéen vizsgaltuk. A cDNS N terminusahoz egy FLAG epitop
kapcsolédott az utrophin esetében, hogy azt az endogen utrophintdl megkilonboztesse. Tiz nappal az
injekciot kovetéen a FLAG ellenes vagy a dystrophin ellenes antitesttel készllt immunhisztokémiali
festés, hogy a transzfekcid szintjét vizualizaljuk. Az utrophin és dystrophin pozitiv rostok szama
alacsonyabb volt, mint a pCBLacZ positiv rostok szdma azonos kondiciék mellett. A plazmid
koncentracio emelése nem emelte szignifikdnsan a dystrophin pozitiv rostok szdmat. Ezen adatok azt
igazoljék, hogy a nagyobb molekulékkal torténé transzfekcio kevésbé hatékony.

5. Az izomban a transzgén expresszié és a plazmid DNS partikulak szdmanak valtozésa

Az imunokompetens és immunodeficiens izmokban Hyase adasaval kombinaltan vizsgéltuk a teljes-
hosszusagu dystrophin éa pCBLacZ expresszio élettartamat a fentiekben legoptimalisabbnak bizonyult
elektroporacios paraméterekkel. A transzfekcid szintet a kezelést koveté 10, 180, 360. és 460. napon
mértiik. Az mdx izomban a dystrophin pozitiv rostok szama progressziven csokkent. Mivel a végso
id6épontban talalt dystrophin pozitiv rostok szama nem volt magasabb, mint a revertant rostok szama, a
kezeletlen mdx egerekben, azt mondhatjuk, hogy 6 hénap utan nem volt expresszié. A SCID egérben,
az immunvalasz hianya kovetkeztében 360 napig nem volt csokkenés a transzfektalt rostok szamaban.
Bar a plazmid DNS szint 92% os cstkkenését és a B gal 67 %-o0s csokkenését lattuk a 10. és 180. nap
kozott, ami azt jelezte, hogy minden rost kevesebb B-galt expresszalt. A 180. és 360. napok kozott
nem volt tovabbi redukcidé a plazmid DNS szintet illetéen. Ezek az adatok azt igazoljak, hogy a
plazmid DNS szignifikans csokkenése ellenére is van még egy év mualva is transzgén expresszio.

Sonoporaci6 (23., 27. Absztrakt)

A microbubble injekcid és az azt kovet6 sonoporacié utan az énkéntesek nem észleltek sem korai, sem
kés6i fajdalmat. Az 5 Onkéntesbdl minddssze kettdnél lehetett a jobb karon az injekcié helyének
megfelelden enyhe bérreakcidt latni. A beavatkozast kovetéen 36 6raval a szérum CK nem emelkedett
meg. A szintén 36 Oraval a beavatkozds utadn a jobb m. biceps brcahiibol vett izombiopszidban
valamennyi esetben enyhe sarcolemma karosodast lehetett megfigyelni fénymikroszkoppal és 3
esetben diszkrét endomysialis mononukleéris infiltratio is jelen volt. Mar fénymikroszkdppal is
lehetett latni valamennyi bioptatumban, hogy néhany izomrostban a sarcolemma alatt optikailag Ures
vacuolak jelentek meg. Az ultrastrukturalis vizsgalat a plasma membran révid fokalis gapjeit,
helyenként fragmentaciojat talélta, anélkil, hogy a mélyebb strukturak ké&rosodtak volna A bo. m.
biceps brachiiban csak minimalis apsecifikus elvaltozasokat lattunk. Vizsgalatunk igazolta a fent
alkalmazott modszer biztonsagossagat és kivitelezhetdségét.

4.3. Herditer periférias neuropathiak
4.3.1. Uj mutéciok leirasa orokletes neuropathiakban (20. Kozlemény, 16. Absztrakt)
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A proband (1. beteg) tiinetei a labak, alszarak gyengeségevel kezdddtek 41 évesen. Vizsgalatakor pes
cavus, peronealis tipusu izomatrophia, paresis igazolddott, sajat reflexei renyhék voltak, distalis tipusu
hypaesthesiat jelzett. Lanya (2. beteg) 18 évesen jelzett elészor fajdalmat alsovégtagjaiban. Vizsgalata
26 éves kordban pes cavust, renyhe sajatreflexeket, distalis tipusu hypaethesiat talalt. A proband
unokaja (5. beteg) hypotonias csecsemé volt, motoros fejlodése lassult. Két éves koraban pedes planit,
hyperflexibilis iziileteket, kétoldali peronealis tipusi gyengeséget észleltiink. Ot éves koraig nem
észleltiink progresszidt. A proband idésebb fianak (3. beteg) soha nem volt panasza, 22 évesen enyhe
bal oldali peronealis gyengeség észlelhetd atrophia nélkiil, renyhe sajatreflexekkel érzészavar nélkdl.
A fiatalabb gyermek (4. beteg) 10 éves koratol darabosan fut, pes cavusa van, a lab distalis izmai
atrophizaltak, enyhe bilateralis preonealis paresist és az alsévégtagok sensoros deficitjét észleltik. Az
ENG a probandban kifejezett, a 2. betegnél kdzepesen sulyos, a 3. betegnél enyhe demyelinizaciés
tipust neuropathiat regisztralt. A 4. betegnél a probandhoz hasonlé sulyossagi demyelinizacios tipust
neuropathia igazolédott. A legkifejezettebb mértékben csdkkent motoros vezetési sebességeket a
legfiatalabb beteg (5, beteg) ENG vizsgalata talalta. A n. suralis morfoldgiai vizsgalata soran mind a
nagy és kis myelinizalt axonok denzitasa kissé csokkent. Néhany axon myelinhtvelye vékony volt. Az
elektronmikroszkdpia komplex myelin gytir6déseket, dekompaktalt myelin lamellakat és alkalmanként
fokalisan begylr6dott myelint detektalt. Az MPZ gén analizise a 2. exonban T->C tranziciot
(c.T144C) detektalt, amely kdvetkezménye Leud8Pro szubsztitlcié lett. A mutacid a protein
extracellularis doménjében van. Valamennyi érintett csaladtagban szegregalodott a mutacio, és 180
egészséeges kontroll egyénben azt kimutatni nem tudtuk.

4.3.2. Roma neuropathiak diagnosztikaja Magyarorszagon

Lom tipusu neuropathia(15, 24. Kézlemény, 11. Absztrakt)

Négy csalad 8 tagjat vizsgaltuk. A klinikai tiinetek mar az elsé évtizedben megjelentek. Az elsd
markans tiinet a lassan progredial jaraszavar volt. A kézizmok gyengesége a masodik évtizedben valt
nyilvanvaléva. A vazizomtiinetekkel parhuzamosan kiilonb6z6 iziileti deformitdsokat is észleltiink
(kéz Kisizlleteinek elvaltozasai, az alsd végtagokon kalapacsujj, pes cavus és equinovarus). A
neurologiai képet a motoros tlinetek dominaltak, de betegeink zoménél mérsékelt fokban distalis
tipusu felszines- és mélyérzészavar is kimutathatd volt. Két betegiinknek hypacusisa is volt. A
periférias idegek érintettsége mellett 2 betegiinknél egyéb neuroldgiai tiinetek is észlelhetok, mint
dysphonia, ptosis, fejtremor. Enyhe mentalis retardaciét betegeink kétharmadanal talaltunk. A
miszeres diagnosztikai vizsgalatok koziil a BAEP 5 betegb6l négy esetben talalt miikodészavart.
Els6ésorban a nervus acusticus volt érintett, egy esetben a centralis hallopalya is karosodott. A koponya
MR egy esetben volt koéros, enyhe kisagyi atrophiat jelzett. Az ENG mindegyik betegnél stlyos
demyelinizaciés motoros €s szenzoros polyneuropathiat igazolt. A szenzoros idegek ingerlésekor nem
nyertlink valaszpotencialt, a motoros idegekben sulyos vezetési zavart észleltink. Két esetben
szovettani vizsgalat is tortént. A nervus suralisban a myelinhiivellyel rendelkez6 rostok kifejezett
szambeli redukciojat lattuk. Aktiv myelinhiively degenerécidra és regeneraciéra utald jeleket nem
figyeltink meg, de egy esetben myelintormeléket is sikerilt a Schwann sejtek cytoplasméajaban
kimutatni. A molekularis genetikai vizsgalat sordn valamennyi esetben az NDRG1 génben (N-myc
downstream-regulated gene 1) homozygota R148X pontmutaciot lehetett igazolni az NDRG1 gén
direkt szekvenaldsaval. Az egyik beteg csaladtagjanak sziirése is megtortént. A beteg édesanyjanal és
annak testvérénél is igazolddott heterozygota formaban a founder mutécid

CCFDN szindréma (16., 25. Kézlemény, 11. Absztrakt).

A roma nagycsaladban apai agon egy dongalabbal sziiletett betegrol illetve két szembetegrél tudtak. A
beteg congenitalis cataractaval, microcorneaval, bal oldali divergens strabismussal sziletett leany.
Mozgasfejlédése lassu volt, 6 évesen észlelték eldszor kezeiben a choreiform mozgaszavart, 8 éves
koraban kezdett jarni. Menstruacios ciklusa rendszertelen, de a masodlagos nemi jelleg norméalisan
kifejlédott.  Jelenleg 31 éves, termete alacsony (145 cm). Neuroldgiai statuszabol kiemelendd:
microcephalia, facialis dysmorphia, mko. cataracta miitét utani allapot, mko. heves horizontalis I. foku
nystagmus, microcornea, sulyos jobbra convex thoracalis scoliosis, hypotrophias kéz és 1ab. A csukld
flexioban, a kézujjak flektalt helyzetben, a labfejek korrigalt pes equinovarus tartasban. A fels6 végtag
proximalis izomcsoportjainak ereje megtartott, az alsé végtag proximalis izmainak ereje bal tulsallyal
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kozepes fokban csokkent. A végtagok distalis izomcsoportjaiban kozepesen sulyos paresis.
Erzészavart nem jelez. A vallakban és a fels§ végtag distalis részén diszkrét choreiform mozgasok.
Enyhe torzsataxia. Intellektusa megtartott, j0l kooperal. A szérum CK 300 U/l. Az EEG, a VEP és
BAEP nem talalt korosat. Az EMG neurogén izomatrophiat, az ENG demyelinizacios tulsulyd kevert
tipust sensomotoros periférids neuropathiat, az izombiopszia klasszikus neurogén kérosodast igazolt.
A n. suralishan a wvastag vel6hiivelyes rostok denzitasa kb. 50%-kal csokkent, tébb axon
myelinhivelye az axon atmér6khoz képest aranytalanul vékony volt. Regeneraciot jelzd kis
axoncsoportokat, hagymalevélrajzolatot nem detektaltunk. Az ideg elektronmikroszkopos vizsgalata
hypomyelinizaciot és kisfoku axonelfajulast talalt. Aktiv myelin szétesést csak a 22 éves korban vett
masodik idegbiopszias mintaban talaltunk. Koponya MRI: a bal oldali hats6 occipito-lateralis régidban
a gyrus rajzolat elsimult, a cortex kissé vaskosabb (polymicrogyria). A sella MRI-n a hypophysis jobb
lebenyében microadenoma abrazolédott. A molekularis genetikai vizsgalata a CTDP1 gén
homozygo6ta founder roma mutéciéjat igazolta. A csaladtagok kozil egy apai masod-unokatestvérben
is igazolodott a mutacid.

Mitofusin mutacio kovetkeztében kialakul6 ultrastrukturalis elvaltozasok

A 35 éves nd panaszai 14 éves korban kezdddtek a labfejek mozgasainak gyengiilésével. Neurologiai
statuszaban jobb oldali strabismus konvergens, a kiskézizmok és az alszarak hypotrophiaja és enyhe
paresise emelheté ki. Az alsovégtagokban a paresis a hatsé kompertmentben a kifejezettebb,
labujjhegyre allni nem tud, sarokra éallasa nehezitett. Sajat reflexei renyhék, a végtagokban distalis
tipust hypaesthesiat jelez. Az ENG sensoros dominancidju axonalis tipusti neuropathiat talalt.
Molekuldris genetikai vizsgalata a mitofusin génben c.G839A cserét igazolt a 9. exonban, ami R280H
aminosav cserét eredményezett A n. suralis fénymikroszkopos vizsgalata soran az axonszam kifejezett
redukciojat figyeltik meg, néhany kis regeneral6dd axoncsoporttal kisérve. Az ultrastrukturalis
vizsgalat elsGsorban a nagy myelinizalt rostok Kiesését mutatta, nem volt jelen hagymalevél rajzolat,
myelin bomlastermék. A mitochondriumok helyenként megnagyobbodtak, de bennik se paracrystallin
inclusiokat, se denz anyagot nem lehetett latni. Helyenként az adaxondlis compartmentben Kkis
mitochondriumok felszaporodasat lehettet megfigyelni a Schwann sejtekben. Az endoneuralis
fibroblastokban is helyenként fokalis mitochondrium szaporulat tiint fol..

4.3.4. Primer és szekunder mitochondrialis diszfunkci6 kdvetkeztében kialakuld periférias
neuropathia
1. Fénymikroszkdpos vizsgalatok és n. suralis morfometria mitochondriélis betegségekben (4.
Kozlemény, 1., 2.,3. Absztrakt)
Az altalunk vizsgalt valamennyi mitochondridlis betegségcsoportban (mitochondridlis myopathia,
Kearns Sayre szindroma, MELAS) a myopatholdgiai vizsgalat kis csoportokban, ill. elszértan déntoen
anguléris, helyenként lekerekitett atrophias izomrostokat taldlt. Az atrophia mindkét rosttipust
érintette. Szamos rostban subsarcolemmalisan fokozott volt az oxidativ enzimreakcio, GOmori-
trichrom festéssel az izomrostok kb. 3-5%-a bizonyult ,ragged red” rostnak. A n. suralisban a
myelinizalt axonok szdma atlagosan kb. 20-40%-al csokkent. Némely beteg anyagéban Buengner
szalagokat és regeneral6dd axonokat is lattunk. Elvétve egy-egy vastagon myelinizalt atrophias axon
is feltiint. Segmentalis demyelinizacio csak ritkan volt lathatd. A n. suralis morfometriai értékelése
soran a myelin area és az endoneuralis area aranya csokkent a kontroll egyének értékeihez képest. A
myelinizalt rostok mm?-re vonatkoztatott szama redukalodott, ami egyértelmiien bizonyitja a periférias
neuropathiét.

2. Fénymikroszkopos vizsgélatok és n. suralis morfometria inflmmatorikus myopathiakban (7., 13.
Kdzlemény)

A gyulladasos myopathiék, killondsen az inclusios testes myositis (IBM) vizsgalata soran feltiint, hogy
ezekben a kdrképekben a mitochondriumok kéarosodasa sokkal gyakoribb, mint egyéb nem
mitochondrialis betegségekben. A gyulladdsos myopathidkban a mononukleéris infiltratiok mind az
IBM-ben és a polymyositisben jelen voltak. Valamennyi esetben Gémdri trichrom festéssel a rostok 2-
3 %-a bizonyult ,ragged red"-nek. Az oxidativ enzimreakcio egyenetlen aktivitast talalt a rostok
tobbségében. Az IBM esetekben egy kivétellel valamennyi betegnek volt enyhe-kdzepesen sulyos
polyneuropathidja Az IBM betegek adatait normalis n. suralis biopszia morfometrias adataival
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hasonlitottuk 6ssze. Ebben az esetben csak enyhe neuropathiat talaltunk, melyet szdmos regeneral6dé
axoncsoport kompenzalt. A molekularis genetikai vizsgélat sordn valamennyi vizsgalt gyulladasos
myopathiaban, ahol a morpholdgiai vizsgéalat patholdgias mitochondriumokat talalt az mtDNS
multiplex delécioja alakult ki.

3. Elektronmikroszkopos vizsgalatok és elektronmikroszkopos morfometria mitochondrialis
betegekben (4. Kézlemeény, 1, 2., 3. Absztrakt)

Az izom elektronmikroszkopos vizsgélata soran valamennyi mitochondrialis myopathids betegben
talaltunk patoldgids mitochondriumokat. Ezek kozil sok tartalmazott paracrystallin vagy osmiophil
inclusiokat, esetleg amorph anyagot. A n. suralis axonjaiban soha nem talaltunk zérvanyokat
tartalmazé6 mitochondriumokat, mig ezek a Schwann sejtekben gyakran voltak patologias
szerkezetliek, homogen anyaggal, paracrystallinnal kit6ltottek. A mitochondriumok szaménak és
feluletének novekedését észleltik valamennyi vizsgalt esetben az izomszovet és a n. suralis kis
arteriolainak és capillarisainak a faldban levd endothel és perivasculéris sejtekben (sima izomsejtek,
pericytak). Az emelkedés statisztikailag szignifikans volt a kontroll csoporthoz viszonyitva. Nem
talaltunk statisztikailag szignifikans kilénbséget a kdzponti idegrendszer érintettségével és a csak
periférias tinetekkel jaro mitochondriopathiak kozott.

4. Elektronmikroszképos vizsgélatok és elektronmikroszképos morfometria inflammatorikus
myopathias betegekben (7. Kdzlemény)

Az idiopathias inflammatorikus myopathias betegek izmaban szamos subsarcolemmalis és
intermyofibrillaris mitochondriumot talaltunk. Ezeknek vagy az alakjuk, vagy cristazata volt koros,
idénként paracrystallin inclusiok toltotték ki azokat. A koros mitochondriumok mellett valamennyi
IBM esetben patoldgias filamentumokat észleltiink Lokalizaciéjuk alapjan a filamentumok vagy
nuklearisak, vagy cytoplasmikusak voltak. Alakjuk és szerkezetlk alapjan a cytoplasmikus inclusios
testek 3 csoportba sorolhatok: (1) klasszikus tubulofilamentosus, (2) fusiform megjelenésii paros
helikalis szerkezetii, (3) kompakt membrannal hatéarolt tubulofilamentosus inclusiok. A 14 kombinalt
ideg és izombiopszias esetbdl, ahol az izombiopszia igazolta az IBM diagnozisat 7 esetben enyhe, 5
esetben kdzepesen sulyos és 2 esetben stlyos mértékben csokkent a n. suralisban a myelinizalt axonok
szama. Valamennyi esetben lattunk atrophids és kis regeneral6dé axonokat. Myelin bomlasterméket a
14-b6l 10 alkalommal észleltlink. A myelinhiively szokatlanul vékony volt az axon atmérdjéhez képest
11 betegben.

5. NOTCH3 mutéacidhoz tarsul6 neuropathia és myopathia (19. Kézlemény)

A genetikailag igazolt CADASIL-o0s betegek n. suralis biopsziajanak analizise soran a periférias
idegek degenerécidjat és regeneraciojat jelzo eltéréseket talaltunk. Az elektronmikroszkopia soran
helyenként megnagyobbodott tiiszerii calcium kristalyokat tartalmazé mitochondriumok tiintek fol. A
vazizomban neurogen atrophiara jellegzetes eltérések mellett tarsul6 myopathiat is talaltunk, ami
ragged red rostokban, korosan megnagyobbodott mitochondriumokban, fokalis tubularis
aggregatumokban, kérosan megnagyobbodott terminalis cysternakban és myofibrillaris anomaliakban
nyilvanult meg. Két esetben az endothelium sejtekben pinocytotikus vacuolak tiintek fol. Egy beteg mt
genomjat végig szekvenaltuk. A molekuléris genetikai vizsgalata soran a kovetkezé mutaciokat
talaltuk: T2352C, T6776C, A8860G, T12957C, A15326G. A T12957C baziscsere az MTND5 gén (j
mutacidja, ami nem eredményez aminosav cserét. A tobbi mtDNS variacié polymorphizmusnak
mindsiilt, melyek koziil a A8860G, A1438G, A15326G ritka polymorphizmus.

4.3.5. PMP22 duplik&cidhoz tarsuld autoimmun betegség. (29. Kozlemény)

A proband (1. beteg) tlinetei harmincas évei elején kezdddtek a labak gyengeségével és zsibbadasaval.
Polyarthritise és immunszeroldgiaja alapjan 37 évesen SLE-t diagnosztizaltak, majd masodlagos sicca
szindromaja és autoimmun thyreoiditise lett. Neuroldgiai vizsgélata 44 éves koréban pes cavust, a
vegtagok distalis izomcsoportjaiban atrophiat és stlyos paresist talalt, sajatreflexei hianyoztak, sulyos
distalis tipusy érzészavara volt. A beteg huga (2. beteg) huszas éveiben észlelte végtagjai zsibbadasat,
ugyetlenségét. Labaiban neuropathids fajdalom jelentkezett. Vizsgélata a végtagok distalis izmaiban
kdzepesen sulyos paresist, renyhe sajatreflexeket és enyhe distalis tipust érzészavart talalt. Mindkét
esetben relative gyors progresszidt észleltiink, ezért n. suralis biopszia tortént, amely mindkét
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betegben vasculitis fennallasat igazolta. Az 1. betegnél id6kozben szisztémas vasculitis is kialakult.
Mindkét beteg nagy dozisu methylprednisolont, cyclophosphamidot, Ivig-t kapott és
plasmapheresisben is részesiilt. Az alkalmazott kezelések mellett a klinikai tiinetek javulast mutattak.
Batyjuknak (3. beteg) gyermekkora 6ta darabos volt a jarésa. Vizsgalatakor 46 évesen az alszéraiban
kifejezett hypotrophiat lehetett Iatni, minkét oldalon pes excavatusa volt, a labak dorsalflexidja
gyengiilt er6vel tortént és a végtagokban distalis tipusi hypaesthesiat jelzett. Az 6 tiinetei voltak a
legenyhébbek. ENG vizsgalat a nébetegekben sulyos, a férfi betegben kdzepesen sulyos
demyelinizaciés talsulyld neuropathiat igazolt. A n. suralis biopszia mindharom betegben
demyelinizaciét mutatott, melyhez masodlagos axonalis karosodas is tarsult. A morfologiai kép
CMT1A-ra jellegzetes volt. Az 1. és 2. betegben endoneuralis lokalizdcioban mononukleéris sejtek
tintek f6l. A gyulladasos sejtek tobbsége CD8 positiv volt. Immunszeroldgiai vizsgélatok az 1.
betegnél anti-Smith, cardiolipin IgG és ANA pozitivititast igazoltak homogén ANA festddési
mintazattal. Az eredmény SLE-re jellegzetes volt. A 2. betegnek emelkedett anti-SS-A, anti-SS-B anti-
ENA autoantitest titere volt. Batyjuknal nem talaltunk autoantitesteket, viszont mindharom beteg
serum IgG szintje csokkent volt és a CD19+ sejtejeik szamat is a normalisnal kKisebbnek talaltuk. A 2.
beteg immunmodulacids kezelései kozil az IVIG volt a leghatasosabb, ami jol magyarazhatd a beteg
laboratoriumi leleteivel (22. Kdzlemény). A CD4+, CD8+ és CD56+ sejtek aranya, a serum IgM, IgA
szintje és a complement 3 and 4 koncentracidja normalis volt mindharom betegnek. Mivel mindharom
csaladtagnal koran jelentkezett a neuropathia és a kis labizmok atrophidjat genetikai vizsgalatot
végeztiink a PMP22 gén delécidjanak és duplikacidjanak kimutatasara. A Real-Time PCR-el végzett
vizsgalat mindharom betegnél igazolta a PMP22 gén duplikaciojat. gy megallapithattuk a vizsgalt
csaldd 2 tagjdban a PMP22 duplikacié autoimmun mechanizmusokkal valé coexistenciajat. A 2
etioldgia szinergisztikusan sulyosbitotta a betegek klinikai tlineteit

5. MEGBESZELES

5.1. A neuroldgiai és pszichatriai tlinetek és a genotipus 0sszefliggéseinek elemzése
mitochondrialis

A mitochondriélis betegségek elsésorban a nagy energiaigényii szerveket érintik, igy a kdzponti és a
periférids idegrendszer, valamint a vazizom gyakrabban érintett szervek. PET vizsgalataink igazoltak,
hogy a gkiko6z uptake valamennyi vizsgélt mitochondriélis beteglink cerebruméaban érintett volt, attol
flggetlenil, hogy a betegnek volt-e KIR karosodasra utald klinikai tlinetegylttese vagy sem. A
legkifejezettebben az occipitalis €s a temporalis régiok karosodtak. Felvetédik a kérdés, hogy vajon az
érintett régiokban az eltér6 cerebralis perfUzidnak vagy az egyes régiok kiilonb6z6 metabolikus
ratajanak, vagy esetleg mindkettének koszonhetd az eltéré mértékli oxidativ foszforilacio zavar. A
kontroll egyénekben a striatumban volt a legmagasabb a CMRg,,, amit jol magyaraz a régié nagy
szinaptikus denzitdsa. De vajon miért érintett leginkdbb a temporalis lebeny? Azt tudjuk, hogy a
hippocampus stresszre nagyon érzékeny és hogy egyes neurodegenerativ betegségekben, és a bipolaris
korképekben a temporalis neocortexben a deletadlt mtDNS mennyisége magasabb az azonos koratlagu
kontroll csoporténal. A bipolaris betegek hippocampusaban az oxidativ foszforilaciot és az ATP-
dependens proteoszoma degradaciét szabalyozd enzimek expresszidjanak kifejezett csdkkenését is
leirtdk. A fentiek alapjan feltételezhetjuk, hogy a mitochondridlis diszfunkcié befolyasolja a
mitochondriumok ,,calcium-kezel6” képességét és ez a monoaminerg rendszer hyperszensitivitasat
eredményezi depresszios tiinetegydttest okozva. A karosodott energia metabolizmus stressz-indukalta
energia-hidnyt, laktat szaporulatot, pH csokkenést okoz az agyban, ami tulstimulélja a monoaminerg
rendszert. Ez ut6bbi alapjan nem meglep6, hogy mitochondridlis deficit nem csak depresszidkban,
hanem schizophreniaban is el6fordulhat. Ezt igazolja, hogy strukturdlis és funkciondlis
rendellenességeket is irtak le schizophren betegek oxidativ foszforilacios rendszerében, valamint, hogy
a microarray vizsgalatok a mitochondridlis malate shuttle rendszer és a transcarboxylacid ciklus
génjeinek érintettségét mutattdk. Mi is figyeltink meg pszichatriai tlineteket mtDNS betegség
kovetkeztében. A kétpetéjti ikerpéar csaladjaban a tipusos maternélisan 6roklédé A8344G mutacio Uj
fenotipus, affektiv betegség formajaban jelentkezett, ahol az mtDNS heteroplasmia aranya a
pszichatriai tlinetek sulyossagaval korrelalt. Ez a mutacié leginkdbb MERRF szindrémat okoz, mint
ahogy az altalunk vizsgalt egypetéjii ikerparban is, de leirtdk ataxia, myopathia, nagyot hallas,
neuropathia és diabetes mellitus hatterében is. Az egypetéjii ikerparunk anamnézisében is szerepelt
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depresszids epizod, de nem az dominélta a klinikai képet. A depressziordl, mint szimptomardl szamos
mitochondrialis betegségben beszamoltak, legyen a betegség mtDNS vagy nDNS mutacié Altal
okozott, de soha nem korrelalt a tiinet stlyossaga a mutdns mtDNS aranyaval. Az irodalmi adatok
szerint az MR spektroszkopia is igazolja bipolaris depresszidban az agyi metabolizmus érintettségét, a
nagy energiaju foszfatok csokkent szintjével, a frontalis és temporalis lebenyben a csokkent pH-val, és
az emelkedett szirke allomany laktat szintettel. Az emelkedett agyi laktat szint a mitochondridlis
érintettség szenzitiv markerének is tekintheté. TCD vizsgalataink eredményei jol korrelalnak azokkal a
megfigyelésekkel, hogy az oxidativ metabolizmus kéarosodasa és az anaerob glycolysis relativ
fokozodasa miatt a mitochondridlis betegségekben enyhe agyszoveti lactacidozis alakul ki. A
lactacidozis a cerebralis véredények enyhe dilatacijat eredményezi. Ez lehet az oka, hogy az
acetazolamide teszt csak enyhe, nem signifikansan csokkent reserve kapcitas valtozast detektalt a
kontroll egyénekhez képest.

A MELAS szindroma patogénezise még mindig rejtély. Kordbbi morfolégiai tanulmanyokban a
MELAS-o0s betegek pialis és intracerebralis arteriolaiban mitochondriumok felszaporodasat irtak le.
Tokunaga és mtsi (Ann Neurol1993;45:742-50) feltételezték, hogy a MELAS-os esetekben a
véredényekben felszaporodott mutdns mtDNS jatszhat fontos szerepet a stroke-szer(i tiinetek
kialakitasaban. Mas szerzO6k véleménye szerint, a mutans/normalis mtDNS arany fluktuacidja okozhat
energia krizist a MELAS-0s betegek kozponti idegrendszerében. Igy a klinikai tinetek nem a
mitochondrialis microangiopathia kozvetlen kovetkezményeként jonnek létre, hanem szisztémas
mitochondrialis cytopathia okozza azokat. Ez utdbbi véleményt tdmasztjak ald sajat morfometrids
vizsgalataink, melyek soran nemcsak MELAS-ban igazoltuk a vazizomzat kis véredényeiben levo és a
n. suralis vasa nervorumaban elhelyezkedd mitochondriumok megnagyobbodasat és felszaporodasat,
hanem a kdzponti idegrendszeri tinetekkel csak ritk&n jar6 CPEO-ban és MM-ban is (4. Kézlemény, 1
és 2, Absztrakt). E mellett sz6lnak TCD vizsgalataink is, melyek az acetazolamide teszt
alkalmazasakor a cerebralis arterioldk vasoreactivitasanak enyhe csokkenést igazoltdk valamennyi
mitochondrialis csoportban (MM, MELAS, KSS/PEO) a kontroll egyénekhez képest. Az acetazolamid
teszt eredménye jol korreldl Kodaka et al. (Stroke 1996;27:1350-3) eredményével, akik 13
mitochondrialis encephalomyopathias betegben mérték transcranialis Dopplerrel a cerebrovascularis
CO, reactivitast és annak csokkenését talaltak. Szintén a mitochondridlis cytopathia tényét tAmasztja
ald a szoveti glikéz és oxygen metabolizmus zavarara utald luxus perf(zi6 jelensége is, amit egy
MELAS-0s betegben detektaltak PET segitségével. Feltételezésiinket késGbb igazolta Betts et al.
(Neuropathol Appl Neurobiol 2006;32:359-373), ui. a MELAS betegekben a corticalis és
leptomeningealis véredények faldban mitochondrialis diszfunkciot jelzé kifejezett COX aktivitas
csokkenést talaltak. Sajat eredményeink arra is utalnak, hogy a véredények faldban levd
mitochondridlis cytopathia fontos szerepet jatszhat a mitochondridlis megbetegedések esetén a
periférias neuropathia kialakitasaban is. A neuronok perikaryonjaiban talalt kéros mitochondriumok
pedig azt jelezték, hogy a neuropathia nagy valdszintiséggel nem csak a vasa nervorum érintettsége
miatt alakul Ki.

A mitochondrialis betegségek fenotipusa rendkivil valtozatos. Nem csoda, hogy az 1990-es évek
elején leirt klasszikus mutaciokkal jaro korképek mai ismereteink szerint csak toredékét teszik ki az
mtDNS betegségeknek. Egy klinikai tiinetet szamos mtDNS mutaci6é eredményezhet, de egy bizonyos
mutacié szamos klinikai tlnet formajaban is megnyilvanulhat. JOI példazza ezt az A3243G és az
A8344G mutéciok epidemioldgiai vizsgalata is. A tlinetek intrafamiliarisan is kiilonbdzhetnek. Egyik
MERRF mutaci6t hordoz6 csaladunk érintett csaladtagjaiban a heteroplasmia aranya kiilonb6z6 volt
és ezzel a pszichatriai és neuroldgiai tlineteik stlyossaga is jol korrelalt. A legmagasabb heteroplasmia
aranyu betegeknél myopathia is jelentkezett, a kisebb mutans mtDNS arany csak pszichatriai tiineteket
okozott. Az egypetéjii MERFF mutéciét hordozo ikreknél a heteroplasmia aranya kozel azonos volt,
neuroldgiai tlineteik sulyossaga azonban mar fiatal korukban is eltért. Egyikik stlyos terapiara rosszul
reagal6 myoclonus epilepsiaban szenvedett, melyhez ataxia, és depresszios tlinetegylittes is tarsult,
mig testvére jO terapias responsivitast mutatdé myoclonus epilepsidban szenvedett tarsulé enyhe
atmeneti depresszios epizéddal. A monozygota ikrek eltéré fenotipusa és gydgyszer reaktivitasa
egyértelmiien igazolja az mtDNS mutéacio mellett epigenetikai faktorok szerepét is a mitochondrialis
betegségek klinikai tlinetegyuttesének kialakitasaban.

A disszertacioban elemzett patogén mtDNS pontmutacidk kivétel nélkil tRNS génekben
helyezkednek el. A tRNS mutaciok nagy része altalaban a mitochondrialis protein szintézist csokkenti.
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Ennek hatterében leginkdbb a rendellenes aminoacylacio &ll. A tRNS-eket az aminoacyl tRNS
synthetase nagyon specifikusan ismeri fel, egyetlen baziscsere is "noncharging"-ot okozhat. A koéros
aminoacylacié igazolasa azonban (kiléndsen, ha ez heteroplasmikus formaban térténik) bonyolult.
Sissler et al. (RNA 2004,;10:841-853) egy olyan in vitro traszkripciés modellt hoztak létre, mely
segitségével joOl kovetheté az egyes tRNS mutaciok kdvetkezménye. A sulyos mitochondridlis
myopathiban szenvedd kislanyban 4 mutaciét detektaltunk a tRNS-“(“®.pen. Ezek koziil az
anticodonban, az 3266. nt-nal levé mutacié a legfontosabb, ui kdvetkeztében az UAA kéd UGA-ra
véltozott. Az UGA triplet normélisan a tRNS¥" Nt kédolja, igy az A-G tranzicié kovetkeztében a
tRNS alapfunkcioja valtozott meg. Homoplasmikus formaban ez az élettel dsszeegyeztethetetlen. A
gyermek esetében a mutacio csak az izomszovetben fordult el6 csaknem homoplasmikusan, a vérben
az nem volt kimutathat6. A protein szintézis zavara a kéros aminoacylacié mellett kialakulhatott az
anticodon kar destabilizacidja miatt (még abban az esetben is, ha a normalis aminosav t6ltédik be, a
3261. és 3259. nt-nal levé pontmutaciok az anticodon térzs destabilizacidjat okozhatjak). Ezt igazolja,
hogy szintén az anticodon torzsben levé T3271C szubsztiticid sulyos csecsemékori myopathiat
eredményez, mig a 3260. nukleotid pozicidban levé mutacio felnéttkori cardiomyopathiat/myopathiat
hoz létre. Esetiinkben a tobbes mtDNS mutaciok egyiittes hatasat valosziniisitjiik a klinikai tiinetek
héatterében.

Hasonl6an tobb mtDNS variécio szinergisztikus hatdsanak gondoljuk a dystoniat és fiatalkori stroke-t
a kozolt 3 tagh csaladban, ahol a stlyos dystonidban szenvedd fiuban, testvérében és édesanyjaban
heteroplasmikus Uj A8332G mutécid igazolddott. A kontroll egyének vizsgalata és az irodalmi adatok
ismeretében ez a mutaci0 patogénnek mindsithetd, mert maternalis szegregaciét mutat,
heteroplasmikus forméaban volt jelen, és a vizsgalt 150 egészséges kontroll magyar személynél nem
igazolddott. A 8332. nt pozicidban elhelyezkedd ,,A”, evoluciosan nem erésen konzervalt, azonban a
mutacié a tRNS 38. nukleotidjat érinti, amely mindig a 22. nukleotiddal all H-kétésben. Ez a kotés
viszont mar evolicidsan konzervaltnak tekinthetd, amely ember esetében a 8316. és a 8332. nt kdzott
helyezkedik el. A T8316C szubsztiticié az irodalombd6l myopathia, laktacidézis és stroke-szerii
tiinetek hatterében patogénként ismert. Hatasara az tRNS™* anticodon térzs elsé bazisparjai kozotti H-
kotés oldadik fel. Ennek kdvetkeztében az anticodon torzs dupla helixe és a tRNS mésodlagos
struktdraja karosodik. A mutéacio hatasat a betegek fibroblastjainak cstkkent Komplex I. aktivitasa is
igazolta. Az enzimaktivitas legkifejezettebben az 1. betegben csokkent, akinek a klinikai tunetei a
legsulyosabbak voltak, és akinek a heteroplasmia ardnya 65% volt. Ebben a csaladban az Uj patgogen
mutacié mellett 16 tovabbi polymorphizmust talaltunk az mtDNS-ben. A COII-tRNS®*® kézotti nem
kddolo intergénikus (NC7) régidban egy 9 bp deléciot és a C8270T szubsztiticio is jelen volt. Ezt a
deléciot kelet-azsiai antropoldgiai markernek gondoltdk, mely a replikacio soran ,.slipped-stranded
mispairing” miatt instabilitdst eredményezhet. A C8270T szubsztitlciét eleinte ischaemids
szivbetegséghen gyakran el6fordulé polymorphizmusnak mindsitették, majd azt Gonzalez (BMC
Genomics 2007; 8:223) és Thangaraj (Hum Hered 2008,; 66:1-9) vizsgalatai a 9-bp-os delécidval
egylitt az M szubhaplocsoport determinansanak véleményezték. A tRNS“* pseudouridin loopjéban
(T-loop) taldlt nt 8347 szubsztituciét Coon et al. Mitochondrion 2006;6:194-210) MitoChip
resequencing array-el Alzheimer-koros betegekben szignifikdnsan magasabb aranyban talalta meg,
mint az egészséges kontroll személyekben. Az altalunk talalt 3 szinonim (a 9bp delécid, G8697A és
az A11812G), és 1 nem szinonim szubsztit(cié (T10463C a tRNS"®-ben) maternalis 6rokl6dési
sensorineuralis nagyothallasban szenvedd betegekben is eléfordult. Ezen kohort egy betegében a T
haplocsoport specifikus G8697A szubsztitlcid és a T10463C nem szinonim SNP a mi csaladunkhoz
hasonloan egydtt volt jelen. Ez alapjan ugy veéljik, hogy ezeknek a szekvencia varidcidéknak a
szinergisztikus hatdsa szerepet jatszhat a sensorineuralis hallasvesztésben.

Nem csak pontmutaciok, hanem az mtDNS egyes és tobbes delécidi is okozhatnak Klinikai tlineteket.
A Kearns-Sayre szindromas betegiink esetében ismertetett, a mitochondrialis genom utols6 szakaszara
lokalizalodo kis kiterjedésti deléciok relative ritkak. Ez az 1.2 kb terjedelmii delécio a cytochrome b
gént és egyet a hatarol6 tRNS-t foglal magaba. Feltételezziik, hogy a delécid hatasara a Komplex IV.
mitkodése nem karosodott szignifikansan, hiszen cytochrom c jelenlétében a COX reakcioval nem
detektaltunk COX negativ izomrostot. A Komplex Ill. azonban karosodott, mert az extra szubsztrat
hozzédadasa nélkiil a Komplex IV. aktivitas csokkent.

A felnéttkori kezdetli mitochondrialis myopathia-neuropathia hatterében altalunk leirt egyes nagy
MtDNS delécid irodalmi ritkasag. Kizardlagosan periférids tlinetekkel jaré mitochondrialis betegség
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hatterében kozlésiink elétt csak mtDNS pontmutécidkat irtak le. Az irodalomban elséként kozoltiink
olyan mitochondrialis myopathiat-neuropathiat, melynek hatterében egyes nagy delécid igazolodott (5.
Kdzlemény). A 8.5 kb-nal nagyobb delécidk csak ritkan fordulnak el6 és azokat mas klinikai
tinetekkel 6sszefuiggesben irtak le. Ballinger et al. (Nat Genet 1992,; 1:11-15) maternalisan 6roklédé
diabetes mellitusban talaltak heteroplasmikus 10.4 kb nagysagu deléciot, amely a nehéz lanc
replikacidjanak kiindulési helyét is érintette. Mi esetlinkben nem karosodott a replikacio origoja és a
transzkripcié promoter régidja, a delécié 9 polypeptid gént és 9 tRNS gént érintett. Mint KSS
szindromas beteglinknél mar emlitettiik, ez a tRNS dominans szerepet jatszik a kilonbozo
mitochondrialis betegségek patogenezisében. A tény, hogy relative nagy génszakasz deletélt, de a
Klinikai tlinetek mégis enyhék, azzal magyarazhatd, hogy a deletdlt genomok szdma alacsony volt.
Megfigyeléseink alapjan a tinetek stlyossagat nem a delécid lokaliz&cidja és mérete hatarozza meg,
hanem a heteroplasmia mértéke. Ezt a feltételezést tamasztja ala Shoffner et al. adatai is (1995,
Neurology; 45:286-292), miszerint a tRNS-"Y®) génben egyetlen nukleotid par deléciéja is okozhat
mitochondrialis encephalomyopathiat.

5.2.A mitochondrialis tRNS"* gén és hatarol6 régidiban talalt eltérések jelentésége

Az mtDNS egyes szakaszain a mutaciok el6forduldsanak gyakorisdga kulonbdzé. A tRNS gének
mutécids ratja rendkivil magas, igy ezek a mitokondidlis genomon belul hot spot régioknak
tekinthetk (www.mitomap.org). A legtébb mutéciét a tRNS="“"® génben talaltadk. Masodik helyen
all a tRNS™* gén, amelynek eddig 14 kiilénb6zé patogén mutacidjat és 8 polymorphizmusat irtak le
(www.mitomap.org). Munkank soran a mitochondrialis tRNS™* gén és annak kozvetlen kozelében levo
gén szakaszok variabilitasat és a variabilitas kovetkeztében keletkezd szubsztituciok kovetkezményét
tanulmanyoztuk mitochondrialis betegség gyanUja miatt vizsgalt és egészséges kontroll egyénekben.
Vizsgalataink soran a kérdéses régidban 10 kilonb6zé6 mtDNS variéciot talaltunk. A cytochrom
oxidaz-c II. alegysége, és tRNS™* gén kozotti szakasz az irodalombdl is hypervariébilis régioként
ismert. Ebben a régidoban hadrom magyar csaladnal az nt 8271-8280 kozott egy 9 bp-os deléciot
talaltunk, amelyet kelet-4zsiai antropolégiai markerként tartottak nyilvan. Kaukazusi populécioban ez
az eltérés rendkivil ritka, eddig h&rom esetben irtdk le Skocidban, Spanyolorszagban és
Finnorszagban. Ezzel szemben a 9 bp delécio eléfordulési gyakorisaga Kindban 14,7%; Taiwanban
21%; Thaifoldon 18-45%; Indidban 2,15%; Afrikdban 0,9% mig a venezuelai indian populécidban
3,39%. Az amerikai indidnok kozott is relative gyakran talaljdk meg. A hypervariabilis génszakasz
delécibja a koradbbiakban diszkuttdlt maddon feltehetéen a ,slipped-stranded mispairing”
mechanizmussal instabilitast okoz és igy tovabbi mtDNS hibdk kialakitdsara hajlamosithat. Ezt
igazolja a megfigyelés, hogy Taiwanban az A8344G patogén szubsztiticioval bird betegek 67%-aban
talaltdk meg ezt a delécidt, mig az egészséges népességnek minddssze 21%-aban volt jelen. Az 5.1
pontban diszkuttalt dystonias magyar csalad esete is igazolja ezt a feltételezést, hiszen mtDNS-likben a
kérdéses régioban a 9 bp delécié mellett a 8270. és 8347. nukleotid SNP-je és a A8332G patogén
mutacidja igazolodott. A 9 bp delécio jelenléte miatt a csalad mtDNS-t haplotipizaltuk (Dr. Rasko
Istvan) és 6&si, azsiai populdciora jellemz6 B haplocsoportot taldltuk. A honfoglaldé magyarok
csontjainak haplotipus elemzése azonban 70-bél csak 1 esetben talalta meg a fenti haplotipust, amely
alapjan nem val6szind, hogy az altalunk vizsgalat magyar csalad kdzvetlen rokonsagi kapcsolatban all
a honfoglalé magyarokkal. Ugy gondoljuk, hogy a kelet-azsiai antropoldgiai marker (9 bp delécio)
jelenléte a magyar betegekben szarmazhat a magyarsag torténelmébol, de nem zarhat6 ki azonos
lokalizécidju rekurrens delécié megjelenése sem. A masik két 9 bp delécidval rendelkez6 csaladunk
ui. nem 6si haplocsoportba tartozik. A Taiwanban talalt korrelacidk és az altalunk vizsgalt esetek
alapjan feltételezzilk, hogy a 9-bp-os delécio jelenléte az mtDNS hipervariabilis szegmensében a
mitochondrialis genom instabilitsat eredményezi és hajlamosithat patogén mutéciok kialakulasara is.
Az ismert A8344G MERRF mutacidt 13 esetben taldltuk meg a betegekben. A betegek klinikai
tlnetei rendkivil valtozatosak voltak és a vart klasszikus tiinet csak az esetek 20%-ban volt jelen. Egy
tipusos MERRF szindroméas csaldd esetében ehhez mutacibhoz aA8347C és a G8251A
polymorphizmusok is tarsultak. Tlneteik stlyossagat nem befolyasolta tarsulé SNP-k jelenléte. A
fenti eltéréseken kivil a vizsgalt régiéban tovabbi 6t polymorphizmust (G8251A, G8269A, C8270T,
del. 8271-8280, G8292A) talaltunk, amelyek mindegyike antropoldgiai markernek mingsult.

5.3. Az mtDNS A3243G A8344G mutacidinak genetikai epidemioldgiai vizsgalata
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A neurologiai betegségek hatterében az mtDNS A3243G és A8344G mutaciojanak elsfordulasi
gyakorisagat kozep-kelet Eurdpaban munkacsoportunk vizsgalta els6ként. Az A3243G mutaciot 631
val@sziniileg mitochondrialis betegségben szenvedd beteg koziil 14 esetben (6 beteg és 8 csaladtag)
tudtuk kimutatni, mely alapjan a kohortban az eléfordulés frekvenciaja 2,22%. Az A8344G mutacio
513 betegbdl 11 alkalommal és 2 csaladtagban igazolodott, igy ennek a mutacionak a frekvencidja a
vizsgélt kohortban 2.53%. A mitochondrialis betegségek 6ssz prevalenciajat egy spanyol tanulmany a
14 év feletti populacioban relative magasnak talalta (5.7:100.000), ahol a diagnozist a klinikai tinetek
mellett a morfologiai és molekuléris bioldgiai vizsgalati eredmények alapjan allitottak fel. Az A3243G
mutacid tobb kdzlemény szerint is az mtDNS betegségek kozil a leggyakoribb eléfordulasi. Pang et
al. (J Formos Med Assoc 1999; 98:326-334) vizsgalatai is ezt a feltételezést tamasztjak ala, ugyanis
177 mitochondridlis betegh6l 32-nél talaltdk meg ezt a mutaciot és 9 esetben A8344G szubsztitlcid
igazolddott. Chinnery et al. (Lancet 2004,; 364:592-596) a patogén mitochondrialis mutéaciok jelenlétét
1:8.000-re becsiilte. A mitochondrialis etiologiat (A3243G mtDNS mutaciot) a fiatalkori stroke
szindrémakban Majamaa et al. 38 occipitalis terlileten lezajlott ischaemias stroke-os 71 betegnél
Osszesen 2 esetben, az esetek 5,26%-ban talalt (Am J Hum Genet1998;63:447-454). Az A3243G
mutacié frekvenciaja kiilonb6z6 orszagokban nagy variaciot mutat, amely fligg a bevalasztas
kritériumatdl. A legtobb tanulmany a mutacio eléfordulasat diabetes mellitus-os betegekben vizsgalta.
Az irodalombdl hat olyan tanulmany ismert, ahol az A3243G mutécid gyakorisdgat multiszisztémas
tlinetekkel biré mitochondridlis fenotipusok hatterében vizsgaltdk, és a bevalasztasi kritériumoknal
figyelembe vették a morfoldgiai eredményeket. A mutacio frekvenciaja ezekben az esetekben 0% és
44,33% kozott volt. Ezek kozil 3 tanulmanyban a betegeket az izombiopszia eredménye alapjan
eloszlirték és csak azon betegeknél tortént genetikai vizsgalat, akiknél az izombiopszia mitochondrilis
betegségre utalt. Ezekben az esetekben a mutécids frekvencia 12,5% és 44,33% kozott volt.
Vizsgalatunkhoz hasonld bevalasztasi kritériumot 3 munkacsoport alkalmazott. Az eredményeket
Osszehasonlitva a finn népesség kdérében az A3243G mutécid eléfordulasa Iényegesen nagyobb (6,5%)
mig Franciaorszagban (1,2%) és Taiwanban (3,39%) a magyar népesség korében talalt mutacios
frekvencia értékekhez (2.22%) hasonl6 eredményt kaptak.

Gondolkodasunkban mind a MELAS szindréma, mind az annak hatterében all6 leggyakoribb mtDNS
mutacid, az A3243G szubsztitlcid is, leginkdbb a fiatalkori stroke-kal kapcsolodik 6ssze és a
maternélis 6roklédésti egyéb mitochondridlis betegségekre utald tiinetek, mint nagyothallas, ataxia,
alacsony termet, endokrin zavarok, basalis ganglion meszesedés, diabetes mellitus mar nem
asszocialodnak az mtDNS ezen nukleotidjanak mutacidjaval. A finn adatokhoz képest az altalunk
vizsgalt idészakban az A3243G mutacid elofordulasa alacsonynak bizonyult. Nem zarhat6 ki, hogy a
finn népességben ténylegesen nagyobb a valosziniisége az mtDNS A3243G mutacio eléforduldsi
gyakorisaganak, de az egyéb europai molekuléris epidemiolégiai vizsgalatok alapjan ennek
valosziniisége kicsi. Az A3243G mutaci6 frekvenciaja nagymértékben fugg a betegek szelekci6jatol.
Az A8344G mutacio gyakorisdgat eddig 6 orszagban vizsgaltdk, Finnorszagban 621 olyan beteget
valasztottak be, akiknek Klinikai tiinete mitochondrialis betegségre utalt. Meglepé modon egyetlen
pozitiv beteget sem talaltak. Ezzek szemben Texasban 2%, Eszak-Kelet-Angliaban 3,85%, Koreaban
4,62% és Taiwanon 5% volt a mutacios frekvencia a kivalasztott betegekben. Csaknem minden
munkacsoport a mitochondridlis betegség gyanus teljes kohortot vizsgalta valtozd szigorisagu
kritériumok mellett. Ha a kritérium nagyon szigor( volt, azaz csak a bizonyitottan OXPHOS betegek
kerultek be a vizsgalatba a mutécids frekvencia megemelkedett 23%-ra. Az mtDNS epidemioldgiai
vizsgalatokban nem csak a betegbevalasztasi kritrérium jO megvalasztidsa, hanem a heteroplasmia
miatt a vizsgalt szOvetek és a metodika is befolyasoljak az eredményt. Horvatorszagban kézoltek egy
tanulmanyt, melyben az A3243G mutécid csak a buccalis nyalkahartydbol izolalt mtDNS mintabol
volt kimutathato, mig a vérbol izolalt DNS minta elemzése nem érzékelte annak jelenlétét. A mi
betegeink kdzdtt is volt egy, akinek csak izomszdvetében tudtuk detektalni A3243G szubsztitlciot, a
vérben az nem volt kimutathatd. Ez a tény felveti annak lehet6ségét, hogy a vérben levé igen alacsony
szintli heteroplasmia arany miatt nem kerll a pontmutacio felismerésre. Ennek alapjan a mutécio
legbiztosabban posztmitotikus szovetbél mutathatd ki. A szajnyalkahartya sejtjei nem posztmitotikus
sejtek, de ezek turnovere kisebb, mint a periférias vér elemeinek turnovere, ami meggatolja a mutacio
un. kimosodasat, igy posztmitotikus szdvet hidnyaban ez is alkalmas lehet a mutécié analizisre. A két
epidemioldgiai tanulmany alapjan elmondhatjuk, hogy az mtDNS pontmutaciék epidemioldgiai
vizsgalatainak eredménye, a kapott frekvencia érték nagymértékben fiigg a vizsgalt betegek
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bevalasztési kritériumatol és a vizsgalt szovettol. Az altalunk kapott mutcios frekvencidk hasonldak
mas eurdpai orszagok kdzolt adataival.

5. 4. A molekuléris bioldgiai vizsgalatok szerepe az mtDNS betegségek diagnosztikajaban és
prenatalis diagnosztikajaban

A genetikai betegségben szenved6 paroknak sok esetben lehetGségiik van prenatalis diagnosztikara és
a foetus érintettsége esetén a terhesseg terminacidjara. Tébb mint 40 monogénes betegségben ma mar
alternativ diagnosztikus lehetdség a preimplantacios genetikai diagnosztika (PGD). A mendeli
betegségektol eltéréen, ahol a cél a mutacio jelenlétének vagy hidnyanak a megallapitasa az
embryoban, a mitochondrialis betegségekben a mutdns mMtDNS heteroplasmia aranyanak
meghatarozasa a cél. Igy mieltt az mtDNS betegségekben ajanlanank a PGD-t fontos a mutans
MtDNS szegregacids mintazatanak megértése a ndi ivarsejtekben. A heteroplasmikus mtDNS
transzmisszid vizsgalatara két neutralis mtDNS polymorphizmust tartalmaz6 egértorzset hasznaltunk..
Ebben az egértérzsben az mtDNS polymorphizmus utédokba val6 transmisszidjat a random genetikai
drift hatarozza meg, hasonl6an a human mtDNS betegségekhez. A PGD az oocyta vagy a zygota polar
testjébdl, vagy a korai embryo egyes blastomerjébél is kivitelezhetd. A polartest vizsgalata etikai
szempontok miatt el6nyosebb lehet, hiszen elkerlli a human embryoval valé manipuléciot.
Vizsgalataink alapjan az els6 polartest és az érett oocyta ooplasmajanak heteroplasmia (HP) aranya
gyakorlatilag identikus. Ez azt bizonyitja, hogy még a polar testben jelen levo kis mennyiségli mtDNS
és jol reprezentalja a teljes oocytat. Az ugyanazon egér egyes oocytainak HP aranya azonban nagyon
kiilonboz6 volt, és eltért az anyai HP aranytol is, feltehetéen az mtDNS genetikai ,,lvegnyak hatas”
elvén kialakulé transzmisszidjanak kdszonhetéen. A korai embryok egyes blastomerjeinek HP aranya
csaknem azonos volt. A 2, 4, 6 és 8 sejtes embryok egyes blastomerjeinek mtDNS tartalma nagyon
kiilonboz6, de ez nem befolyasolta a diagnosztikus vizsgalat kivitelezhet6ségét. Annak ellenére, hogy
Van Blerkom et al (Hum Reprod 2000,; 15:2621-2633) a human embryo pronukleéaris allapotaban
aszimmetrikus mitochondrialis megoszlast figyelt meg, vizsgalataink alapjan Ugy gondoljuk, hogy az
egyes blastomerekben jelen levé 6ssz mitochondrium szdm nem befolyasolja az egyes sejtekben a
kiilonb6z6 genotipusok aranyat. Megfigyeléseink szerint mind a kis mtDNS tartalm( polar test €s a
nagyobb mtDNS tartalmu blastomerek vizsgalata alkalmas a PGD-ra, de a blastomer biopszia hagyobb
biztonsaggal alkalmazhat6. A polér test vizsgalatakor ui. a hiba rata 21% volt, mig a blastomerek
esetében az csak 2%-t tett ki. A polar test mtDNS gyengébb amplifikaciojat okozhatta a kisebb
cytoplasma és kovetkezményesen alacsonyabb mtDNS mennyiség, de nem zérhato ki az sem, hogy a
poléar test mtDNS molekulai degradalddtak. Irodalmi adatok utalnak arra, hogy mind az egér és a
human embryok elsé polar testjeiben az in vitro incubatio soran gyors degeneracio figyelheté meg. A
prediktiv PGD adatok interpretacidja soran hasonld elveket kovethetink, mint a mitochondrialis
betegségek prenatalis diagnoztikaja soran, azaz <30% alacsony mutans tartalomnak (loadnak), > 80 -
90% nagy mutans loadnak mindsiil, mig a kozti ,sziirke zéna” értelmezése nagyon nehéz. Az
intermedier HP arany mellett nem zarhat6 ki, hogy a foetus érintett lesz és ez mar a terhesség
termindciojat indikalna. A rendelkezésiinkre ll6 adatok alapjan ma azt javasoljuk, hogy a 0% vagy
alacsony mutans HP tartalmd embryok alkalmasak az embryo transzferre, az intermedier vagy nagy
mutans load-u embryok transzfere elkeriilend6. Nem szabad figyelmen kiviil hagyni Poulton és
Morten megfigyelését sem (Ann Neurol 1993; 34:116), miszerint még az embryo alacsony HP aranya
sem zarja ki azt, hogy a késébbiekben egyes mtDNS mutaciok esetén szignifikans szdvet-specifikus
segregatio alakulhat ki az egyedben. Természetesen ezek csak iranyelvek, minden egyes PGD egyéni
megitélést igényel. Kisérleteink validitasat Stefann et al. (J Med Genet 2006; 43:244-247) human
PGD vizsgalatai igazolték, ui, 6k alkalmaztak el6szor a PGD-t human mitochondridlis betegségben az
mtDNS T8993G kimutatasara. Osszefoglalva azt mondhatjuk, hogy mtDNS betegségekben a PGD
megfeleld technikai felkészultség mellett biztonséggal kivitelezhetd modszer. A vizsgalathoz a 8 sejtes
embryo blastomer biopsziajat javasoljuk, és két blastomerb6l a molekularis biologiai teszt parallel
elvégzését. Az 1. polar test HP aranya ugyan egyezik az ooplasma HP aranyaval, de alacsony DNS
koncentracioja, esetleges degradacidja miatt nagy a hiba lehetéség, igy annak vizsgélata a rutin
diagnosztika szamara nem optimalis.

5.5. A nuklearis RRM2B gén heterozyg6ta mutécidja, mint az az autosomalis dominans
ophthalmoplegia externa Uj etiol6giaja
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A DNS replikaciojahoz és repairjéhez a dNTP-vel valo optimélis ellatas elengedhetetlen. A sejtek
dNTP-je a ribonukleozid-difoszfatok de novo deoxyribonukleozid-difoszfattd redukalodasa
kdvetkeztében keletkezik. Ezt a feladatot a cytoplasmikus ribonukleotid reduktdz enzim (RNR) latja
el, amely R1 és R2 alegységekbdl all. A postmitotikus sejtekben dNTP-re a DNS repair és mtDNS
repliké&cié soran van sziikség, melyet az R1 és p53R2 alegységek komplexe szolgaltat. A p53R2-t
eredetileg a nuklearis DNS karosodasara adott valaszban, illetve a tumor szuppressziéban gondoltak
aktivnak. TIdékézben a DNS repairben vald szerepe megkérdéjelezédott. Azt viszont biztos, hogy a
differenciélt sejtekben fontos szerepe van az mtDNS-ek fenntartasdban. Ezt tdmasztja ald az a tény,
hogy az RRM2B homozygoéta ,,loss-of-function” mutécidja sulyos mtDNS depléciés szindromat
(MDS) okoz. Az RRM2B knockout egér altalanos gyengeség miatt életképtelen, mtDNS kdpia szama
lényegesen csokkent. Az altalunk vizsgalt adPEO betegek izomszovetének mtDNS kdpia szama real
time PCR-el vizsgélva kontroll egyénekéhez hasonlo volt, viszont az izomszovetbdl izolalt DNS-ben
multiplex deléciét talaltunk. Némely MDS-t okoz6 RRM2B mutacio csonkolt proteint eredményez
hasonléan az Altalunk talalt R327X mutacidhoz. Ezekben az esetekben azt gondoljuk, hogy a
heterozygota hordozdknak hasonlé tiineteik lehetnek, mint a mi betegeinknek. Mas mutacid, mint pl.
a homozygo6ta Q284X mutacio feltehetéen nonsense-mediated decayt eredményez, mert a Western
analizis nem talalt protein terméket ezekben az MDS-es csecsemékben. Az ilyen mutécioknal az
RRM2B, haploinsufficiencia nem mindsiil patologidsnak, mert a heterozygéta carrierek, az MDS
betegek sziilei egészésegek. Az altalunk vizsgalt betegekben csonkolt p53R2 protein (ha a C-
terminalis 24 aminosava hidnyzik) keletkezett, amelynek kdszonhetéen a p53R2 homodimer és a R1
homodimer interkacidja valoszintileg karosodik, mert a hidnyz6 heptapeptid ehhez az interakciohoz
szlikséges. A mutans protein gain-of-function vagy dominéans negativ hatasa okozza az RNR funkci6
valtozasat és a postmitotikus szovetekben a ANTP héztartas felboruldsat. A nukleotid pool valtozasai
a mutagenezist fokozhatjak. Jelen esetben a 36 éves férfi izmaban az mtDNS ben 0.96 mutacid/10kb
mutaci6é volt a kontrol régidban és 0.34 mutacié/10kb a cytb gene régidban. Az irodalmi adatok
alapjan hasonl6 mutécids load talalhaté egészséges egyének izomszdvetében is (0.2-2 mutacio/10kb a
kontrol régidban és 0.2-1 mutéacié/10kb a cyt b gén régidban). Igy elmondhatjuk, hogy a p53R2
R327X variansa nem mtDNS pont mutaciokat, hanem multiplex mtDNS deléciét eredményez.
Hasonlé6 multiplex mtDNS deléciokat irtak le a szintén dNTP pool zavart okoz6 ANT1 mutécid
kdvetkeztében is. Az RRM2B gén nonsense mutécidjat munkacsoportunk elséként irta le az adPEO
hatterében. Vizsgalataink igazolték, hogy a p53R2 hibaja olyan felndttkori kezdetii izombetegséget is
tud okozni, amely a mitochondridlis homeostatis zavarat eredményezi, de onkoldgiai vonatkozasai
nincsnek. Eredményiink kovetkeztében kibéviilt az adPEO hatterében alld gének sora, azonban p5S3R2
dominans negativ vagy ,,gain-of-function” hatas kovetkeztében kialakulé multiplex mtDNS delécio
kialakulasanak pontos mechanizmusa még varat magara.

5.6. Izomdystrophiak és herediter neuropathiak molekularis diagnosztikai stratégiaja

5.6.1. A szekunder calpain deficiencia jelentosége az izomdystrophiak diagnosztikaja soran

Az LGMD diagnosztikai lehetdségeinek fejlddése a genetikai hiba felismerésén tul tovabbi, a betegség
patogénezise és terapiaja szempontjabol fontos informéacidkat is nydjthat. llyen fontos megfigyelés az
irodalomban elséként leirt kilonleges dystrophinopathias csaladunk, ahol szekunder calpain
deficiencia tarsult az alapbetegséghez. Tudomasunk szerint ez a csalad az egyetlen olyan csaléd, ahol
az enyhe X kromoszdmalisan 6rékl6d6 izomdystrophia hatterében dystrophin deficiencia és szekunder
calpain deficiencia sajatos kombinacidja igazolddott. A szokatlanul enyhe fenotipus felveti a kérdést,
hogy vajon a kombinalt dystrophin és calpain deficiencia egymas negativ hatasat enyhitik-e? A csaladi
anamnézis alapjan 2-3 generacioval korabban nem csak enyhe tiinetek voltak, ami azt jelezi, hogy
onmagaban ez a dystrophin mutacié nem artalmatlan. A DMD adatbazisban csak egy beteg talalhatd,
ahol a mi beteginknél is érintett régidban volt béazispar csere (www.dmd.nl). Ennél a betegnél a
c.G2836T csere a dystrophin gén 22. exonjaban a Glu kodon helyett Stop kodont eredményezett, igy a
sulyos fenotipust okoz6 mutacié természeténél fogva nem hasonlithatd a mi eseteinkhez. Azt
feltételezzik, hogy az ismeretlen etiol6giaju nagy valoszinliséggel szekunder calpain deficiencia
utrophin expressziét fokoz6 hatésa enyhitette a klinikai tiinetek sulyossagat. A calpain inhibicéval
térténé utrophin expresszié fokozasara ugyanis az irodalomban talalhatok adatok. Természetesen nem
zarhato ki az sem, hogy a 22. exon ¢2836-2838 GAG delécidja kovetkeztében kies6 Glu hiany a
dystrophin funkcidja szempontjabol nem jelentds valtozast eredményez és igy ennek kdszonhetd a
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csaladban leirt enyhe fenotipus. Mindenesetre az igen magas szérum CK szintek és az
izombiopszidban latott izomdystrophias elvaltozasok alapjan korabbi tapasztalataink Becker fenotipust
prediktalnanak és az észlelt klinikai tiinetek ennél is sokkal enyhébbek.

5.6.2. A nem kodolo DNS jelentdsége az izomdystrophiak patogenezisében

Id6nként a klasszikusnak szamité LGMD szindrémak genetikai vizsgalata is hozhat meglepetést. llyen
a dysferlinopathids betegiink esete, ahol a Western blot alapjan vet6dott fol a dysferlin deficiencia
gyanuja. A genetikai vizsgalat meg is talalta a cDNS szekvenélsa sorén az egyik allélen a C5302T
patogén mutéciot, ami az Argl768Trp aminosav cserét eredményezett egy evollcidsan erésen
konzervalt helyen. A maésik allél cDNS-e normalisnak bizonyult. A patogén mutéaciot korabban
Myoshi myopathiaban irtak le, ami az LGMD2B allélikus variansa, szintén AR 6roklédésti. A mutacio
autoszomalis dominans negativ hatdsrdl eddig irodalmi adatot nem tal&ltunk. Sajat eredményeink is ez
ellen sz6lnak, mert 3 egészséges csaladtag is hordozta a mutaciét. Mivel a talalt dysferlin gén mutécié
a korébbi kozlések és sajatossagai alapjan is egyértelmiien patogénnek mindsiil betegink az egyik
allélen azonositott mutacioval és az izombiopszidban levé dysferlin  hiannyal compound
heterozyg6tanak mindsithetd. A masik allél mutacidja nagy valdsziniiséggel a dysferlin gén nem
kddolé régidjaban, vagy az intronokban, vagy a 3’ vagy 5’ szabalyoz6 régidban vagy a transzkripcids
terminator régioban van. Ezen régiok vizsgalata nagyon nehézkes és a rutin diagnosztika szdmara nem
érheté el. A core dysferlin promoter fragment szekvendlasa 14 feltételezetten dysferlinopathiés
betegben, akikben a szokasos mutacié keresés nem hozott eredményt, nem talalt patogén mutaciot,
arra utalvan, hogy ez a tipusi hiba nem lehet gyakori a betegség héatterében. A teljes irodalom
attekintése soran 45 olyan beteget talaltunk, akikben cstkkent vagy hianyzott a dysferlin protein a
vazizomban és csak 1 heterozyg6ta patogén mutatiot sikerilt azonositani (www.dmd.nl). Ezt a
jelenleg rendelkezésunkre all6 molekularis technikék korlatai magyarézhatjak, de nem zarhato ki a
nem kodold (“junk”) DNS-ben levé elvaltozasok patogenitdsa sem. A “junk” DNS a human
szekvencia 98.7%-a. Ismereteink szerint eddig Osszesen 6 introni DYSF mutdcié patogénitasa
igazolodott a dysferlinopathia hétterében. Ugy gondoljuk a nem-kédold DNS szerepének tovébbi
vizsgalatdra (j diagnosztikai technolégidk kidolgozdsa sziikséges. Jelenleg a klasszikus
myopatholdgiai és Western blot vizsgalatok nélkildzhetetlenek az LGMD ezen typusanak
diagnosztikajaban. Esetenként a rutin molekularis genetikai vizsgalat nem tudja kizarni az egyes gének
patogénetikai szerepét, azaz nem minden esetben elegend6é az egyes betegségek diagndzisanak
felallitdisahoz. A fentiek alapjan diagnosztikus stratégiaként azt javasoljuk, hogy minden esetben a
klasszikus modszer kovetendd az LGMD okanak kideritésénél, azaz az izombiopszia
immunhisztokémiai feldolgozasat koveté Western blot, és annak eredménye ismeretében végzendo el
a koros protein génjének analizise. A dysferlin gén kodolé szekvenciaja mellett az 5° és 3’ nem
transzlal6doé régio is meghatarozasa, valamint a junk DNS SNP analizise hozhat az izomdystrophiak
diagnosztikajaban j tavlatokat megnyito lehetdséget.

A dystrophin génben is vannak patogén introni mutaciok. Ilyet kozlink mi is a suket
dystrophinopathiéas kisfiu és csalddja esetével, ahol a dystrophin gén 68-as exonjat kovetd intron 3.
pozicigjaban talaltunk splicing varianst. A csalad esete tette lehetdvé, hogy el6szor igazoljuk
genetikailag, hogy a nem-szindromas DFN4 tipusu stiketséget okoz6 genetikai hiba (melyet kordbban
leirt 2 nagycsalad linkage analyzise kapcsan az Xp21.2 l6kuszra lokalizaltak) ténylegesen a dystrophin
génbe lokalizalhatd. A korabbi megfigyelések csak indirekte bizonyitottdk, hogy a DFN4 kapcsolt
non-szindromas siiketség ténylegesen a dystrophin funkcizavar kdvetkeztében alakul ki. Az
allatkiserletek eredmenyei ellentmondoak, egy kdzlemény van, amely egyértelmiien bizonyitja, hogy a
dystrophin hidnyos egerekben a zaj nagyobb mértékli hallaskarosodast okoz, mint az egészséges
allatokban. A hallaskarosodast ezekben az mdx egerekben nemcsak a n. acusticus, hanem az agytorzs
karosodasa is okozhatta. Csalddunkban a dystrophin gén egyik intronjanak splicing mutacidja
kovetkeztében alakultak ki a klinikai tlinetek. Ugyanez a mutacio a 3 testvérbdl kettGben jellegzetes
Duchenne tipusu izomdystrophia klinikai képét eredményezte, mig a 3. gyermekben a siiketség volt a
vezetd tiinet. A siiketség és az izomdystrophia jelen esetben allélikus variansnak mindsitheték. A
kérdés Ujbdl felveti a mar dysferlin hidnyos csaladnal is targyaltakat, azaz a ,,junk DNS” szakaszok
szerepének fontossagat a klinikai diagnosztikdban. Az Uj molekularis genetikai metodikaktol, mint az
0j tipust szekvenatorok és a jovében a rutin diagnosztikaban is alkalmazhatd chip technoldgiaktol
reméljik ezeknek a nyitott kérdéseknek a megoldasat.
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5.6.3. Glycosyalatio szerepe a végtagov tipusu izomdystrophiakban

Vizsgalataink soran azt talaltuk, a LGMD betegek szignifikans szazalékaban (11.3%) okozza az a.-DG
hypoglycosylatio kovetkeztében kialakul6 molekularis patologia a betegek tineteit. Ez alapjan
megéllapithatjuk, hogy a hyperglycosylalt -DG immunhisztokémiai és Western blottal valo
kimutatasa elengedhetetlen nem csak a congenitalis izomdystrophiak, de az LGMD atvizsgalasa soran
is. Az o-DG hypoglycosylatio az o-DG posttranszlacios modositdsaban szerepet jatszo
glycosyltranszferazok hibas miikodése kovetkeztében alakul ki. Napjainkban az a-
dystroglycanopathiak jelent6s szamaban a végleges genetikai diagnosis a rutinszeriien alkalmazott
madszerekkel nem sziiletik meg, mint ahogy azt mi is tapasztaltuk az altalunk vizsgalt széridban.
Ennek az egyik lehetséges oka a glycosylatioért felelés gének nagy szama. Mostandig a POMTL,
POMT2, POMGnNT1, fukutin, FKRP, és LARGE génekrdl bizonyosodott be, hogy mutacioik
izombetegséget eredményezhetnek. Masik lehetséges magyarazat, hogy egyre tdbb olyan LGMD
beteget talalunk, ahol a betegség az allélikus variansa masik izombetegségnek. Erre jo példa a FKRP
mutéaciok hatdsa, ugyanis azok nagyon széles klinikai fenotypust eredményeznek a congenitalis
izomdystrophia 1C typusatél az LGMD?2I typuséig. Az eredmény, hogy az altalunk vizsgalt kohortban
egyetlen betegnél sem taldltunk FKRP mutaciét arra utal, hogy feltchetGen tovabbi U]
glycosyltranszferazok felismerésére kell még szamitani. A hypoglycosylalt a-DG deficienciak
kimutatdsa soran nem csak a koltséges immunhisztokémai vizsgalat és az idé és vegyszer igényes
Western blot segithet, hanem az eldsziirésként alkalmazott lektin kotés vizsgalata is alkalmas lehet a
glycosylatios zavarok kisziirésére. Ezek a novényi lektinek az a-DG legnagyobb oligoszacharid
lancanak két legdistalisabb komponenséhez kapcsolodnak. Betegeinkben a WGA festddés csokkent, a
PNA festédés pedig a kontrollnal intenzivebb volt. Tajima et al (Am J Pathol 2005;166:1121-1130)
distalis myopathidban is talalt hasonld, a kontrolloknal er6sebb PNA fest6dést. Az a-DG fontos
szerepet jatszik a felszini izomsejtmembranjan integritdsanak megtartasaban. Az a-DG mucin-szerti
doménjének glycosylatioja kor és szdvet specifikus, és az egyes izombetegségekben és denervacios
folyamatokban is megvaltozhat (Leschziner et al. J Neurochem 2000; 74:70-80). Legujabb
eredmények azt mutatjak, hogy lesz remény egyes glycosyltranferasok expresszidjanak fokozasaval a
kéros a-DG funkcié helyreéllitdsara. Igy arra kell torekedniink, hogy minél egyszeriibben és
megbizhatébban diagnosztizaljuk az alpha-dystroglycanopathidkat és kovessik a Klinikai
vizsgalatokban a glycosyltranszferazok hatékonysagat.

5.6.4. Herediter neuropathiak diagnosztikus stratégiaja

Az oOrokletes neuropathidk etiolOgiai diagnosztikaja a molekularis medicina gyors fejlédésének
koszonhetéen egyre bonyolultabb. A bevezetésben felsorolt 25 gén sziirése a klinikai gyakorlatban
megvalosithatatlan. Egyes nagy generaciokat érint6, nagyon stlyos fenotipus esetén probalunk minél
tobb gént megvizsgélni, de a rutin diagnosztika szamara a leggyakoribb genetikai eltérések
feltérképezését javasoljuk. A mindennapok gyakorlataban nem kis kihivast jelent szokatlan klinikai
megjelenési formak diagnosztikaja.

Uj MPZ mutéci6 kévetkeztében kialakuld valtozatos klinikai fenotipus

Egy széles spektrumi klinikai tiinetekkel jelentkez6 6ttagl csalad genetikai vizsgalata soran az MPZ
génben talaltunk egy Gj mutéciét (c.T143C), amely kilénlegessége, hogy az egyes csaladtagokban
valtozo sulyossagu klinikai képet eredményezett (a subklinikus tlinetektdl a sulyos csecsemdkorban
manifesztalddo formdig). A csalad 2 tagjanal nagyon koran (csecsemd- és gyermekkorban), mig az
index betegnél csak 41 éves korban kezdddtek a tiinetek. Shy et al. (Brain 2004,; 127:371-384) azt
feltételezte, hogy a klinikai tiinetek stlyossaga attol fligg, hogy a mutaciok az MPZ protein melyik
doménjében vannak és milyen aminosav cserét eredményeznek. Jelen csaladunkban a fehérje
hydrophob karaktere megvaltozott az aliphatikus leucin helyére az extracellularis doménbe beépiil6
prolin miatt (Leu488Pro). A mutacié az MPZ harmadlagos strukt(ajat befolyésolta. Ez azonban nem
magyarazhatja a csaladon beluli fenotipus variabilitast. Mivel az MPZ egy glycoprotein gy véljik,
hogy a posttranszlaciés glycosylatio moédosuldsa jatszhat szerepet a jelenség kialakitasaban.
Feltételezziik, hogy a mutacid tipusa, intragenikus elhelyezkedése mellett egyéb putative gének is
szerepet jatszanak az MPZ gén expresszidjaban, az mRNS stabilitdsaban és a posttranszlacios fehérje
modositasaban. Feltehetden ezek egyiittese hatarozza meg a végsé klinikai fenotipust. Eredményiink
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alapjan a széles fenotipusbeli variacioval rendelkez6 AD 6roklédésti csaladok MPZ mutécidra vald
szlirése javasolt.

A n. suralis ultrastrukturdlis elvaltozasai mitofusin mutacio kovetkeztében kialakul6 CMT2-ben

A mitofusin (MFN2) egy nagy mitochondriélis transmembran GTPaz, mely a mitochondrialis kiilsé
membrant nagy N terminalisdval hidalja at és a relative kicsi C-terminalis doménje nyulik a cytosol
felé. A GTPaz domén az N terminus mellett van, majd egy ,coild-coil” domén kdvetkezik, két
transmembran hid és végul egy ,,coild-coil” domeén a C terminalis farokban. Az altalunk tal&lt mutacio
a GTPaz és az N terminalis ,,coiled-coil” domén kdzott helyezkedik el. A mutéciét elészor 2006-ban
irtak le periférias neuropathia hatterében. Az eddigi megfigyelések alapjan nincs korrelacié a mutacid
helye és a Kklinikai tunetek sllyossaga kozott. Mivel a herediter neuropathiak differencial
diagnosztikajaban az utobbi idében a molekularis genetikai vizsgalatok a dominaloak keveset tudunk a
mutacié kdvetkeztében a periférias idegekeben kialakulé finomszerkezeti elvaltozasokrol. Az
irodalomban minddssze egy kozleményben olvashatunk a n. suralis ultrastrukturalis eltéréseirdl. Az
altalunk talalt neuropatoldgiai eltérések jol korrelalnak ezekkel a megfigyelésekkel, azaz elsésorban a
nagy myelinizalt rostok kiesését észleltik, ezek helyét Bingner szalagok toltotték ki. A
mitochondrialis dinamika valtozasa kovetkeztében egymashoz szokatlanul kozel levo
mitochondriumok tlintek fol, melyek Kkicsik és electrodenzek voltak. Nem taldltunk viszont a
mitochondriumokban se paracrystallin, se globularis inclusiot. Az axonok paranodalis régi6jaban
szamos degenerativ elvaltozas volt jelen. Az ultrastrukturalis elvaltozasok emlékeztettek a mtDNS
rendellenesség kovetkeztében kialakulé neuropathiakban latottakra. Mivel ezek az ultrastrukturalis
elvaltozasok nem specifikusak az MFN2 mutéaciéra nem javasoljuk a n. suralis biopsziat a
diagnosztikus proceduraba rutinszertien beiktatni. Az MFN2 molekuléris genetikai teszt diagnosztikus
rataja positiv csaladi anamnézissel rendelkezé axonalis CMT esetén 33%, ami arra utal, hogy jelen
tudasunk szerint az MFN2 mutécié a leggyakoribb oka a CMT2-nek. Mindezek alapjan a CMT2
genetikai sziirését javasoljuk az MFN2 génnel kezdeni.

Herediter korképek és autoimmun betegségek egyiittes eldforduldsa

Az oOrokletes betegségekben, szdmos esetben a genetikai hiba kovetkeztében komplex folyamatok
valtoznak meg, melyek indirekte nemcsak a vezet6 tiineteket produkald szervrendszert érintik, hanem
egyes kiils6 kornyezeti tényezokkel kozosen hatva az alapbetegségtdl fiiggetlennek tiind betegséget is
produkélhatnak. Vizsgalataink soran immun neuropathia és herediter sensomotoros neuropathia
egylittes el6fordulasat irtuk le. A taldlt genetikai eltérések és a n. suralis morfoldgiai vizsgalatok
alapjan a két betegség coexistencidja sokkal gyakoribb, mint a véletlenszerii egyiittes el6éfordulas, de
vannak olyan kozlések is, melyek azt vélik, hogy a herediter neuropathidk shubokban zajlé
rosszabbodasa hatterében feltételezhetd a genetikai hibadhoz tarsuld gyulladasos immun mediélta
komponens jelenléte. A herediter neuropathidkhoz tarsulé immun diszfunkciot tébben is
megfigyelték: egyes CMT csaladokban az aktivalt T lymphocytdk ardnyat talaltdk magasabbnak,
masok herediter neuropathia allatmodellekben az immun deficiens genetikai hattérbe vald
visszakeresztezés soran a myelinizacié csokkenését talaltdk. Nagyon valdszinli, hogy autoimmun
mechanizmusok is szerepet jatszanak a betegseg progresszidjaban, mert a PMP22 duplikécioval
rendelkezé betegek kb. 70 % -ban a PMP22 protein ellenes antitestet figyelték meg. Az izolalt 1gA
hiany sokkal gyakoribb volt a CMT1A betegek koz6tt, mint az egészséges populacioban azt jelezvén,
hogy ezeknek a betegeknek a humoralis immunvalasza is érintett. 1IgG deficiencia jelenlétérdl el6szor
szdmolunk be PMP22 duplikacioval rendelkezé csaladban. Az 1. betegben SLE és n. suralis vasculitis,
a 2 betegben csak n. suralis vasculitis komplikélta a herediter neuropathiat. A nébetegekben a CD19*
pozitiv B sejtek aranya csokkent volt. Mindkét megfigyelés szokatlan, hiszen altalaban emelkedett
CD19" B sejtszam és magas 1gG koncentracié varhatd az olyan autoimmun betegségekben, mint az
SLE, bar ritkan IgA deficiencia is kiséri a szisztémas autoimmun betegségeket. A nébetegeinkben a
neuropathia sokkal kifejezettebb volt, mint a férfiban. Ez alapjan felvet6dott a kérdés, hogy a nemi
hormonok is szerepet jatszandnak a neuropathia sulyossdganak meghatérozasédban. A progesteron
ugyan fokozza a PMP22 expresszidjat, de mivel a 15 és 50 év kozotti PMP22 duplikécidval
rendelkez6 betegekben nem figyeltek meg kilénbséget a CMT1A sulyossagdban az egyes nemek
kozott, ugy veéljuk, hogy nem jatszik szerepet a ndi nem a neuropathia stlyossaganak
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meghatarozésaban. Az altalunk vizsgalt csaladban a nékben észlelt sulyosabb neuropathia feltehetéen
a vasculitis tarsulasanak koszonheto.

Roma neuropathiak Magyarorszagon

Az AR modon 6roklodo herediter neuropathidk genetikai diagnosztikaja az utobbi években jelentdsen
gazdagodott. A leggyakrabban az NDRG1, a CTDP1, a GAN1, a PRX, az SBF2, a GDAP1, a TDP1, a
KIAA1985 gén mutacidk okoznak demyelinizacids fenotipussal jar6 AR herediter neuropathiat. Ezek
kozil az els6 két génben levé patogén mutaciok roma alapito mutacioként ismertek. Ezek nem
gyakoriak, de a magyarorszagi romak nagy szama miatt nem lehet figyelmen kiviil hagyni azokat. A
betegség sulyos tiineteket okoz és a roma hazasodasi szokasok miatt nagyon sok a hordozé a hazai
populaciéban. A roma neuropathiak diagnosztikaja soran érdemes a vizsgalatokat a jellegzetes roma
neuropathidk alapité mutaciojanak sziirésével kezdeni. Vizsgélataink igazoltak, hogy az egyéb eurdpai
orszdgokhoz hasonléan mindkét mutécié jelen van a hazai roma populécioban. Betegeink klinikai
adatai hasonldak az egyéb orszagokban kozoltekkel (15. és 16. K6zlemény). A legtobb esetet eddig
Bulgaridban irtdk le. A bolgar betegek fenotipusa azonban sulyosabb volt, mint a magyar betegeké.
Ezt a jelenséget a fejlettebb magyar egészségigyi ellatassal magyarazzuk, ugyanis a mi betegeink
tobbségének mar kisgyermekkoraban voltak korrekcids miitétei és allapotuk romlasaval Gjabb és Gjabb
korrekciés orthopaediai beavatkozasok torténtek. Igy elektrofizioldgiai paramétereik ugyan a bolgar
betegekével hasonldak, mégis onellatébbak és mozgasukban kevésbé Kkorlatozottak. A roma
neuropathias betegek sziirését a fenti alapitdé mutaciokra nagyon fontosnak tartjuk. A roma populacio
felvilagositasa a betegségrol, az egymas kozotti hazasodas veszélyeir6l fontos nepegészséglgyi
feladat. A mutaci6é hordozok kisziirése és azok hazasodasa esetén a genetikai tanacsadas, a prenatalis
genetikai diagnosztika segitheti a sulyos mozgaskorlatozottsaggal jard korkép megelézését.

5.7. Az izombetegségek molekularis terapiainak realitasai és utvesztoi

A molekularis medicina fejlédésének koszonhetden szamos 1ij informacidhoz jutottunk a neurologiai
betegségek patogenezisének értelmezésében. A molekuléris terapidk teriiletén a fejlédés azonban
lassubb tempdjl volt a vartnal. Nagyon kevés az az ideggyogyaszati korkép, ahol elegendd a tudas és
tapasztalat klinikai vizsgélatok inditaséhoz. Az izomdystrophidk terliletén belil, mi a
dystrophinopathiak kezeléséhez kivantuk optimalizalni a terdpias gén transzfert. Elézetes
allatkisérletek soran azt tapasztaltuk, hogy a plazmid medialta gén transzfer az immunogenitas és
toxicitds hianya, és a terdpids plazmid hossz( életideje alapjan alkalmas lehet a terdpids gén
bejuttatasara. Az els6ként probalt elektroporacié nem mindsiilt optimalisnak, mivel a jo transzfekcids
effektivitast eredményez6 paraméterek a kezelt izomban kifejezett kollateralis k&rosodast okoztak (18.
Kozlemény, 14. Absztrakt). Ez a mechanikai hatasok irant eleve tul érzékeny dystrophinopathias izom
gyogyitasara nem alkalmazhat6. Az enhancer nélkili plazmid medialt gén transzfer human kiprdobéalasa
igen alacsony effektivitdsinak bizonyult. Ezért mi Kisérletinkben a dystrophin gént tartalmazé
plazmid felvételét sonoporécidval segitettik. A sonoporaciot hatékonysagat microbubble molekula
egyidejii injektalasaval fokoztuk. A kivitelezhetéséget és biztonsagossagot vizsgalo klinikai vizsgalat
eredménye biztatd, azaz az elvégzett vizsgalatok nem igazoldltak olyan mértékii kollateralis
karosodast a kezelt izomban, amely a dystrophinopathids izomra veszélyes lenne (23. 27. Absztrakt).
Ezek a vizsgalatok a dystrophinopathias kisfiuk Fazis Ila vizsgalatat céloztak elékésziteni. Még ha a
dystrophin gén replacement intramuscularis alkalmazasa a betegség meggyogyitasara nem is alkalmas,
a betegseg szempontjabal leginkabb érintett izmokban a dystrophin expresszié fokozasa és ezzel ezen
izomcsoportok erejének javitasa, a kontraktirak kialakuldsanak gatlasa az élet mindségét lényegesen
javithatja ebben a gyors progresszioji koran tragikus kimenetelll betegségben.
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6. ELERT TUDOMANYOS EREDMENYEK

Mitochondrialis betegségek
Fenotipus-genotipus korrelaciék mtDNS mutécidk okozta mitochondrialis betegségekben

o Elsoként irtunk le mitochondrialis myopathia-neuropathia hatterében egyszeres nagy mtDNS
deléciot (nt 6570 és 14150 kozott)

e Infantilis myopathiaban szenvedd gyermek tRNS"*“"Y® génjében 4 szinergisztikusan hat6 Gj
mutéciokatt frtunk le (nt 3259, 3261, 3266 és 3268 lokalizacioban). Ezek koziil a tRNS-VUR
gén anticodonjaban az A3266G mutécid kiemelt jelentdségii, mivel a mutacio kdvetkeztében a
genetikai kod a tRNS *"U°N) anticodonjava valtozott.

e Dystonia és stroke-szeri tiinetek hatterében el6szor irtuk le az mtDNS A8332G szubsztitlicio
patogenitésat és a tarsulé nem-szinonim SNP-k szinergisztikus hatésat.

o Uj fenotipust tarsitottunk az mtDNS A8344G mutacidjahoz maternalisan 6roklodd affektiv
megbetegedés képéeben egy dizygota ikerparnal és édesanyjuknal.

o Az mtDNS A8344G mutécio okozta myoclonus epilepsias egypetéjii ikerparnal az életkor
elérehaladtaval divergald Klinikai kép alapjan az epigenetika fontossagara hivtuk fol a
figyelmet a mitochondrialis betegségekben is.

e Az mtDNS tRNS™ és hatérold gének rendkivili variabilitisanak igazolasaval a régio
vizsgalatanak rutin diagnosztikus fontossagat emeltik ki.

o Elsoként irtuk le az autosomalis dominans progressziv ophthalmoplegia externa hatterében az
RRM2B heterozygo6ta mutacidjat.

Doppler és PET vizsgalatok mitochondrialis betegekben

e Enyhe kis arteriola diszfunkciét irtunk le a mitochondrialis korképekben.

e A cerebrélis glikéz metabolizmus érintettségét igazoltuk mind a kdzponti idegrendszeri
tlnetekkel rendelkez6, mind a csak periférias idegrendszeri tiinetekkel biré mitochondriélis
betegekben.

e A mitochondrialis betegek cerebralis neuronjainak FDG uptake-je az occipitalis és a
temporalis régiokban csokkent leginkabb.

Preimplantacios diagnosztika validalasa heteroplasmikus egér modellen
e A korai embryo egyes blastomerjeinek heteroplasmia aranyainak meghatarozéasaval elséként
validaltuk a preimplantacids diagnosztika alkalmazhatdsagat a pontmutaciok okozta mtDNS
mutaciok prenatalis diagnosztikajara.

Mitochondrialis genetikai epidemioldgia
e Els6ként végeztiink atfogd epidemiologiai elemzéseket kozép-kelet Eurdpaban feltételezetten
mitochondrialis betegségben szenvedd kaukazusi kohortban. Az mtDNS A3243G MELAS
mutacio6 eléfordulési gyakorisaga 2.2%, az A8344G klasszikus MERRF mutécio frekvencigja
2.53%. A mért frekvenciak hasonléak a mas eurdpai orszagok kaukazusi populéaciéjaban mért
eléfordulasi gyakorisagokkal.

Herediter neuropathiak
Uj MPZ mutécio leirasa magyar csaladban
e Uj MPZ mutécio kovetkeztében kialakulé markéans fenotipusbéli kiilonbségeket irtunk le egy
magyar csaladban. Feltételezziik, hogy a mutécio tipusa, intragenikus elhelyezkedése mellett
egyéb putative gének is szerepet jatszanak az MPZ gén expresszidjaban, az mRNS
stabilitdsaban és a posttranszlacios fehérje modositasaban és ezek egyuttese hatarozza meg a
végso klinikai fenotipust.

Mitofusin mutécié kovetkeztében kialakulo strukturalis és ultrastrukturalis jellegzetességek

o Herediter axonalis neuropathiat okozé mitofusin mutaci6 kdvetkeztében a n. suralisban lathatd
morfol6giai képet az els6k kozott jellemeztiik A nagy myelinizalt rostok kiesése mellett a
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Schwann sejtek adaxonalis compartmentjeiben felszaporoddé kis mitochondriumok nem
specifikusak a mitofusin mutacidk okozta neuropathiakra, igy a morfolégiai vizsgalat nem
alkalmas a genetikai vizsgalatra vald elésziirésre.

Roma neuropathiak detektalasa Magyarorszagon
e Magyarorszagon elséként irtuk le a sajatos roma tipusu herediter sensomotoros neuropathiékat
(Lom és congenitalis cataracta, facialis dysmorphismus, neuropathia).

Primer és szekunder mitochondrialis diszfunkcié kovetkeztében kialakuld neuropathia

e Primer mitochondrialis betegségekben a vasa nervorumban és a periférids idegekben is
megaclonalis és pleioclonalis mitochondriumokat talaltunk, amelyek arra utalnak, hogy a
mitochondrialis diszfunkcid szerepet jatszik a betegségben el6forduld periférids neuropathia
kialakitasaban.

e A szekunder mitochondridlis diszfunkcidval jardé korképekben, mint az IBM igazoltuk a
periférids neuropathia jelenlétét. A mitochondridlis diszfunkcié hatterében mtDNS deléciokat
talaltunk. A periférids neuropathia nemcsak sporadikus IBM-ben, hanem a herediter forméaban
is jelen volt.

e A NOTCH3 mutacio kovetkeztében kialakul6 CADASIL szindromaban is talaltunk
masodlagos mitochondridlis diszfunkciot és periférias neuropathiat.

Izomdystrophiak
A molekuldris genetikai diagnosztika kihivasai a dysferlin deficiencia felismerésében
e Felhivtuk a figyelmet a genetikai diagnosztika korlataira és a nem kodold génszakaszok
patogénetikai jelent6ségére a dysferlin deficiencidban.
Dystrophin gén mutacié és szekunder calpain deficiencia egylittes jelenléte
e A maésodlagos calpain és dystrophin hiany egyuttes jelenlétének jotékony hatasat figyeltiik
meg dystrophin microdeléci6 okozta dystrophinopathiaban.
A dystrophin gén rendellenességének igazolasa NDF4 okozta hallaskarosodasban.
e A dystrophin intronikus splicing variacidjaként kialakult DFN4 non-szindromas suiketséget a
Duchenne tipust izomdystrophia allélikus variansaként els6ként igazoltuk.

Molekularis terapia a neuroldgiaban
Elektroporaci6 alkalmazéasa terapias gén bevitelére
e Dystrophinopathids mdx egér modellen elemeztiik az elektroporaciot befolyasold tényezoket
és kidolgoztuk az effektiv elektroporacioé paramétereit. Megallapitottuk, hogy a Hyaluronidaz
adasa noveli az elektroporacio hatékonysagat és immunoszuppressziv hatassal is rendelkezik.

Sonoporaci6 alkalmazésa a terapias gén bejuttatasa az izomsejtekbe. Fazis I vizsgalat.
e Elséként teszteltitk a SONOporacio és egyidejlileg imtramuscularisan alkalmazott microbubble
human izomra kifejtett hatasat. A beavatkozas fajdalmatlannak és biztonsdgosnak mindsiilt,
igy az a tovabbi human vizsgalatokban alkalmazhato..
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