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Il. BEVEZETES

11/1. A mitochondrium

A mitochondrium a sejt energiatermel6 szerve. Sajat cirkularis DNS-sel rendelkezik,
mely maternélisan 6roklddik, 18 559 bazisparbol all, 1239 aminosavat kodol. Osszesen
37 génjébol 13 proteint kodol, 22 tRNS-t és 2 rRNS-t. A magtdl fliggetlen miikodésre
az evolucid soran képtelenné valt (Taylor és Turnbull 2005). A mitkkddéséhez sziikséges
proteineket a magi DNS kédolja: kb. 1000 mitochondrialis proteint (ebbdl 74 fehérje az
oxidativ foszforilacidbhoz sziikséges, a tobbi mitochondridlis membranfehérje,
transzporterek, replikacios/transzkripcios/transzlacios  faktorok és  riboszomalis
proteinek) (Wong 2010). A nuklearis DNS-r6l atirodd fehérjék a citoplazmaban
szintetizalédnak és a mitochondriumba transzportdlodnak. A mitochondrium f6
feladata, hogy a tapanyagokbol kémiai energidt nyer, az oxidativ foszforilacios
(OXPHOS) rendszer segitségével ATP-vé konvertalva. Az oxidativ foszforilaciot a
1égzési lanc enzimkomplexei végzik, melyek a mitochondrium belsé membranjaban
helyezkednek el, elektronokat adnak at egymasnak a végsé terminalis oxidacid
folyamataig. A keletkezé oxigénmolekula a redukalt koenzimek hidrogén atomjaival
reakcidba 1épve vizzé alakul, mely folyamat nagy energia felszabaduldssal jar (ho és
ADP/ATP 4atalakulas). Az OXPHOS I. komplexe, a Koenzim Q a NADH2-t oxidalja,
mely soran két elektron keriil at a II. komplexre és egy proton a mitochondrium
matrixadba. A két elektron tovabb vandorol az oxidoreduktiv folyamatok sordn citokrém
fehérjéken (III. komplex). A IV. komplexen oxigénbdl protonok és elektronok felvétele
segitségével viz keletkezik. A 1égzési lancon athalado elektron energiaja csokken, ez az
energia arra forditddik, hogy a protonok a matrixbol visszakeriiljenek a két membran
kozotti  térbe. A protongradienst az V. komplex (ATP-szintdz) csokkenti,
visszapumpalja a protonokat a matrixba, az igy keletkezd energia ATP-szintézisére
forditodik.

A citrat- (Krebs-) ciklus enzimei a matrixban lokalizalodnak, mely soran CO2
keletkezik, mig a terminalis oxidacio kovetkeztében viz. A két folyamat térben
elkiiloniilten megy végbe (ez teszi lehetévé a jo hatdsfoki energiahasznositast), a

hidrogénszallitdé koenzimek kapcsoljak Ossze a reakciokat. A mitochondriumban



talalhatoak az OXPHOS és a Krebs-ciklus enzimein kiviil a zsirsav-, amino-/ketosav

anyagcsere enzimei is.

11/2. Mitochondrialis DNS

A mitochondrialis DNS (MmtDNS) mutacioi lehetnek csiravonal (germline, 6roklédo)
vagy szomatikus (testi, szerzett) mutaciok. A szomatikus mutacidkat nem 6rokoljik,
hanem mi halmozzuk fel sejtjeinkben az ¢letiink soran kiilonb6z0 okok miatt:
megjelenhetnek spontan mutaciok mutagén anyagok kovetkezményeképpen (sugarzas,
kémiai vegyszerek, cigarettafiist stb.), illetve bizonyos daganatok és az Oregedés
eredményeképpen.

A mitochondrialis betegségeket okozhatja mtDNS vagy nuklearis (nDNS) mutacio. A
nDNS és mtDNS kozott nagyon szoros kommunikacio van. A mtDNS replikacidjaban
¢s transzkripcidjaban szerepet jatszo gének a nDNS-ben vannak kodolva, csak két rRNS
(12S és 16S rRNS) genetikai kodja talalhato a mtDNS-ben. A transzlacio molekularis
résztvevOi koziil mar nagyobb ardnyban taldlunk mitochondriumban kodoltakat (a
legtobb tRNS, és 13 1égzési lanc fehérjekomponens), de a vezetd szerepet itt is a mag
vette at az evolucid soran (Taylor és Turnbull 2005). Mig a mtDNS mutéaciok anyai
oroklodeést mutatnak, a nDNS defektusai AD, AR vagy X-hez kototten 6roklodnek. A
mtDNS mutaciés rataja 10-20x nagyobb, mint a nDNS-¢é, az oxidativ karosodasnak
jobban ki van téve, mint a nDNS.

Szemben a magi DNS-sel, ahol a DNS hisztonokra tekeredve kromoszomalis format
vesz fel, a mtDNS esetében hianyoznak a védé funkciot ellaté hisztonok, ami 10x
magasabb mutacios ratahoz vezet (Shokolenko és mtsai 2009), ez a D-loop esetében
9000 év alatt 1%. A mtDNS kérosodasnak tobbféle forméja lehetséges (Alexejev és
mtsai 2013): alkilacios, hidrolitikus, mismatch (replikacios hiba), DNS-szal torés és a
leggyakrabban el6forduld oxidativ karosodas. A mtDNS repair-rendszere fejletlenebb,
mint a magi DNS-¢, extrém érzékeny a szabadgyokok karositd hatasara. Az elsd
felfedezéseket ezzel kapcsolatban még 1974-ben tették, amikor azt tapasztaltak, hogy a
mitochondrium képtelen az UV-sugarzads okozta pirimidin dimerek kijavitasara
(Clayton és mtsai 1974). A mutaciok sok esetben nem tudnak kijavitodni, hanem

kiszelektalodnak. A magi f6 direkt repair enzim az O(6)-metilguanin-DNS-



metiltranszferaz (MGMT), mely az O(6)-alkilguanin javitasat végzi. A mitochondrium
az O(6)-metil-2-deoxiguanozin €s az O(6)-etil-2-deoxiguanozin javitasara képes (Myers
¢és mtsai 1988), azonban mitochondrialis lokalizaci6ja MGMT-t nem tudtak kimutatni
(Cai és mtsai 2005). Nukleotid excizios repair funkciot és DSB (double-strand break)
repairt nem irtak le a mitochondriumban, bazis excizids és mismatch repair azonban
jelen van (Alexejev és mtsai 2013). A magi DNS-sel szemben a mitochondrialis genom
redundans, tobb 100-1000 képidban van jelen a sejtben, igy a ,,repair or die” elmélet itt
nem sziikségszerli, a karosodott mtDNS kopidkat kompenzalhatjdk a nagyobb aranyban
jelen 1évo egészséges mtDNS-ek. Ez 6ridsi kiilonbség a nDNS-hez képest, ahol a DSB
apoptozist aktival. A mitochondriumoknak a kiilonbozd szovetekben vald egyenldtlen
eloszlasa, ¢és a vad/mutans mitochondriumok egyiittes jelenléte (heteroplazmia) miatt a
manifesztalodo fenotipusok nagyon valtozatosak. Egy mitochondriumban a mtDNS
tobb kopiaban van jelen, és egy sejtben tobb mitochondrium van, igy egy-egy sejtben
tobb ezer kopiaban van jelen a mtDNS (poliplazmia). A klinikai tiinetek megjelenéséhez
a mutalt mtDNS-eknek el kell érnie egy kiiszobértéket az adott szvetben (threshold
effect), amikor elkezdddik a mtDNS degradaci6 (Levinger és mtsai 2004). A
gyermekkori mitochondrialis betegségek (MD) prevalenciat nehéz megbecsiilni, mert a
tiinetek kezdete valtozo és széles spektrumot olel fel a klinikai manifesztacié (konnyen
Osszekeverhetd egyéb adott szervrendszert €rintd szimptomakkal). A diagnézisban az
izombiopszia szovettani képe és a genetikai hattér lehet az orvosok segitségére.

A kettds genomi interakcid tovabb bonyolitja a helyzetet: nDNS mutaciok tovabbi
mtDNS mutéciodkat indukalhatnak. Egy amerikai vizsgalat 1:200-nak becsiili annak az
eselyét, hogy valaki potencidlisan MD-t okoz6 patogén mutaciot hordoz (Saneto €s
mtsai 2013).

A mitochondridlis betegségek kb. 80%-a nuklearis defektus kovetkeztében alakul ki,
ilyen esetekben altalaban stulyosabb a betegség, és korabban manifesztalodnak a tiinetek
(Chinnery és Hudson 2013). A mitochondrialis betegségek egy kiilon csoportjat alkotjak
a munkdm soran vizsgalt intergenomialis kommunikacids zavarok, amikor a mtDNS
mindségileg (egyes, tobbes deléciok) vagy mennyiségileg (deplécid) karosodik. A
hatterében a mMtDNS replikacios, transzkripcios mechanizmusainak, ill. a

mitochondrium integritasdnak karosodasa all.
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A nukledris és mitochondrialis genom kolcsonds kommunikacidja alapvetden sziikséges
a mitochondrium biogeneziséhez és miikodéséhez. Az intergenomidlis szignalizacid
meghibasodasa (nDNS mutaciok) masodlagosan karositja a mtDNS-t (kvantitativ vagy
kvalitativ modon), melynek kévetkezménye a csokkent oxidativ foszforilacio, csokkent
energiatermelés.

A mitochondridlis replikdcidban €s repair-ben szerepet jatszo gének: POLG (polimeraz
gamma), TWINKLE, MGME1, RAD51 a mitochondrium biogenezisében jatszanak
szerepet. A mitochondrialis polimeraz gamma enzim bizonyos proteinek (helikaz,
SSDBP: singe-stranded DNA binding protein, topoizomeraz, inicialdé faktorok)
segitségével replikdlja a mtDNS-t. Ezen gének hibai instabilitdst okoznak a
mitochondrialis genomban (Copeland 2014). A nukleotid-pool egyensulyanak
fenntartasa nélkiilozhetetlen a mtDNS kopiaszam fenntartasaban. A mitochondriumban
talalhato enzimek: DGUOK (deoxyguanozin-kinaz), TK2 (timidin-kinaz 2), NDPK
(nukleozid-difoszfat-kinaz) és SUCLA (succynilCoA ligaz). A citoszolban talalhato
enzimek: TYMP (timidin-foszforilaz), TK1 (timidin-kinaz 1), TYMS (timidilat-szintaz),
RRM2B (ribonukleotid-reduktaz), MPV17 (mitochondrial inner membrane protein)
(Molnar és Pentelényi 2015).

A kutatasaim soran vizsgalt gének funkciojat részletezem a kdvetkezdkben.

11/3. Intergenomialis kommunikacioban szerepet jatszo, jelen kutatasban vizsgalt

gének szerepe

crer

koziil néhany fontosabb gént volt lehetdségiink vizsgalni. Klinikai szerepét tekintve a
legfontosabb a POLG (polimeraz gamma), mely a 15. kromoszoman helyezkedik el (23
exonbal all), a mitochondrialis DNS polimeraz katalitikus alegységét (140kDa) kodolja,
mely polimeraz és exonukledz doménekbdl all (15q22-26) (Kaguni 2004). A
heterotrimer enzim katalitikus alegységén kiviil 2 homodimer alegység is van, melyet a
POLG2 kédol. Kb. 90 mutaciot irtak le ebben a génben (http://tools.niehs.nih.gov/polg).
Ezen genetikai hibakhoz asszocialt fenotipusok a kovetkezOk: progressziv
ophthalmoplegia externa (PEO, Lamanthea és mtsai 2002), mitochondrialis recessziv

ataxia szindroma (MIRAS), sensoros ataxia neuropathia dysarthria és ophthalmoplegia
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(SANDO, Mancuso ¢és mtsai 2004), Alpers-kor (Naviaux és mtsai 1999),
mitochondrialis neurogastrointestinalis encephalopathia (MNGIE, Tzoulis és mtsai
2014), Parkinson-kor (Luoma és mtsai 2004). A tiinetek valtozatossaga csaladon beliil is
eléfordulhat (Milone és mtsai, 2011).

A mtDNS polimeraznak fontos szerepe van az mtDNS stabilitdsaban. Compound
heterozigdta mutacidok - amennyiben kiilonbozd clustereket érintenek az enzimben -
sokkal sulyosabb tlineteket produkélnak, korabbi betegség kezdetet eredményeznek.
Farnum ,.clustering” metodikaja alapjan prediktalni lehet az j talalt mutaciok
patogenitasanak mértékét (Farnum és mtsai 2014), mely eldsegiti az MD betegek
diagnoézisat. A POLG2 a mtDNS polimeraz gamma 2 homodimer alegységét kodolja, a
17. kromoszéman lokalizalodik, 55kDa, mutacioi leggyakrabban PEO-t okozhatnak
(Young és mtsai 2011).

Az irodalmi mutacids el6fordulasi gyakorisaguk, valamint a talalt eredmények alapjan a
kovetkezé géneket emelem ki. TWINKLE (C100rf2: 10-es kromoszéma open reading
frame 2): hexamer DNS helikazt kodol, mely a dSDNS-t kis részeken széttekeri 5°-3’
iranyban. A polimerdz gammaval és SSDBP-vel kozdsen kulcs szerepet tolt be a
replikacioban. A helikdz a mitochondridlis matrixban taldlhatd, mutacioi IOSCA-t,

PEO-t, deplécidt okozhatnak (Park és mtsai 2014).

MGME1 (mitochondrial genom maintenance exonuclease 1) a mtDNS fenntartasaért
felel, a 20. kromoszoéman lokalizalédik (Kornblum és mtsai 2013). Katalitikus részének
mutacidja (Lys253Ala) a nukleaz aktivitast gatolja, felhalmozodik a 7S DNS, mely a D-

loop egyszali komponense, a mtDNS replikacié korai terminaciojat okozza.

Az RRM2B (ribonukleotid-reduktaz M2B alegység) a 8. kromoszoéman kodolodik, a
p53-indukalta ribonukleotid-reduktaz kis alegységét kddolja, mely egy heterotetramer
enzim, a ribonukleozid-difoszfat/deoxyribonukleozid-difoszfat atalakulast katalizalja. A
DNS szintézishez alapvetden sziikséges molekula kialakulasat szabalyozza, mutacioit
autoszomalis recessziv mitochondrialis deplécios szindromaval, autoszomalis dominéns
PEO-val (Tyynismaa ¢és mtsai 2009), mitochondrialis neurogastrointestinalis

encephalopathiaval hoztak 6sszefliggésbe (Pontarin és mtsai 2012).

12



TK2 (timidin-kinaz 2) a 16. kromoszoman a deoxyribonukleozid-kinazt kodolja, mely a
mitochondriumban lokalizalodik, feladata a timidin, deoxycitidin, deoxyuridin
foszforilalasa. Alapvetden sziikséges a DNS szintézishez, mutacioi deplécios
szindromat (myopathids forma) okozhatnak. Alternativ splicing soran keletkezo
izoformdibdl hidnyozhat a transitpeptid, mely kovetkeztében a kész fehérje nem
szallitodik a mitochondriumba (Chanprasert és mtsai 2013). A TK2 gén érintettségét
delécid hatterében is leirtak (Alston és mtsai 2013).

A mitochondrialis fehérjeszintézis defektusainak hatterében aminoacil-tRNS-szintetaz
(pl. RARS2, DARS2, YARS2), illetve elongacios faktorok (TUFM, TSFM) mutécioi

allhatnak. Az alabbi tablazatban foglaltam 0ssze a munkam soran ujgeneracios

szekvenalassal vizsgalt gének funkcioit (1. Tablazat).

1. Tablazat. Intergenomialis kommunikacioban szerepet jatszo, a kutatasomhoz

kivdlasztott 51 gén feladata

Gén Teljes név Funkcio
AARS?2 Alanyl-tRNA synthetase2 Ala-tRNS kapcsolodast katalizalja
APEX1 Apex nucleasel Repair enzim
ATP5A1 ATP synthase ADP/ATP transzport
C10orf2 Twinkle Helikaz
C12 Fehérjék riboszomarol valo levalasat
C120rf65 open reading frame 65 katalizalja
DARS2 Aspartyl-tRNA synthetase2 Asp-tRNA kapcsolodast katalizalja
DGUOK Deoxyguanosine kinase Purin dezoxiribonukleozidokat foszforilalja
EARS2 Glutamyl-tRNS synthetase2 Glu-tRNA kapcsolodast katalizalja
Excision repair cross-
ERCC6 complementing6 Repair enzim
FARS2 Phenyl-alanyl-tRNS synthetase2 Phe-tRNS kapcsolddast katalizalja
GEM1 Transzlacid soran a riboszomalis
Mitochondrial elongation factorl transzlokaciot katalizalja
HARS2 Histidyl-tRNA synthetase2 His-tRNS kapcsolodast katalizalja
IARS? Isoleucyl-tRNA synthetase2 lle-tRNS kapcsolodast katalizalja
Leucin-rich PPR motif-containing Poszt-transzkripcionalis génexpressziot
LRPPRC . (1
protein regulalja
MARS2 Methionyl-tRNS synthetase2 Met-tRNS kapcsolodast katalizalja
MFEN2 Mitofusin2 Mitochondrialis fuziot szabalyozza
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http://www.uniprot.org/diseases/DI-03184
http://www.uniprot.org/diseases/DI-03740
http://www.uniprot.org/diseases/DI-03612
http://www.uniprot.org/diseases/DI-00312
http://www.uniprot.org/diseases/DI-00312
http://www.uniprot.org/diseases/DI-03630
http://www.uniprot.org/diseases/DI-01364
http://www.uniprot.org/diseases/DI-03615
http://www.uniprot.org/diseases/DI-04017
http://www.uniprot.org/diseases/DI-00275

Gén Teljes név Funkcié
MGME1 Mitochondrial genome maintenance MtDNS integritasat tarja fent, repair enzim
exonucleasel
MICU1 Mt calcium uptake proteinl Kélcium csatornat szabalyozza
MICU2 Mt calcium uptake protein2 Kélcium csatornat szabalyozza

MIRO1/RHOT1

RAS homolog genel

Mitochondrialis homeosztazis és
apoptozisban jatszik szerepet

MIRO2/RHOT2

RAS homolog gene2

Mitochondrialis homeosztazis €s
apoptozisban jatszik szerepet

Mitochondrialis homeosztazist tartja fent

MPV17 Mouse homolog of MPV17
stressz helyzetben
MRPL3 Mitochondrial ribosomal protein L3 Fehérjeszintézis
MRPS16 Mitochondrial ribosomal protein S16 Fehérjeszintézis
MRPS22 Mitochondrial ribosomal protein S22 Fehérjeszintézis
MSTO1L . Mitochondrium elos’zlasat ¢és morfologiajat
Misatol szabalyozza
MTOL Mitochondrial translation
optimization Fehérjeszintézis, tRNS modifikacio
Mitochondrial methionyl-tRNA
MTEMT formyltransferase Met-tRNS-t formilalja
PolyA farkat szintetizal a mitochondrialis
MTPAP Mitochondrial polyA polymerase transzkriptek 3' végére
POLG1 Polymerase gammal MtDNS replikacio
POLG2 Polymerase gamma2 MtDNS biogenezis
PUS1 Pseudouridine synthasel RNS strukturak stabilitasaért felels
RADS1 Recombination protein A (RECA) Repair enzim
RARS2 Arginyl-tRNA synthetase2 Arg-tRNS kapcsolddast katalizalja
Required for meiotic nuclear
RMND1 divisionl Mitochondrialis transzlacio
RRM2B Ribonucleotide reductase M2B RIbOﬂukIGOZId-PPI-_bol d.ezr0x1r1b0nuk16021d-
Ppi-t csinal
SARS2 Seryl-tRNA synthetase2 Ser-tRNS kapcsolodast katalizalja
SCO1 Cytochrome-c oxiFjase assembly o
protein Légzési lanc
SLC25A3 Solute carrier family Foszfat szallitas
SLC25A4 / ANT1 Solute carrier family ADP-ATP transzlokacio
N 0 ATP-fliiggd szukcinat-koenzimA - szukcinil-
SUCLAZ Succinate-CoA-ligase koenzimA atalakulast katalizalja
. . ATP/GTP- fiiggd szukcinat-koenzimA -
SUCLGL Succinate-CoA-ligase szukcinil-koenzimA atalakulast katalizalja
TACO1 Translational activator of cyt-c Cyt-c oxidéz transzléciés aktivitora
oxidase
TFAM Transcription factor A mt Transzkripcios faktor
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http://www.uniprot.org/diseases/DI-03645
http://www.uniprot.org/diseases/DI-03645
http://www.uniprot.org/diseases/DI-03428
http://www.uniprot.org/diseases/DI-03428
http://www.uniprot.org/diseases/DI-03428
http://www.uniprot.org/diseases/DI-03631
http://www.uniprot.org/diseases/DI-03631
http://www.uniprot.org/diseases/DI-02952
http://www.uniprot.org/diseases/DI-01469
http://www.uniprot.org/diseases/DI-01469

Gén Teljes név Funkcié
TK2 Thymidine-kinase2 Timidint foszforilal
tRNA-5-methylaminomethyl-2- s e

TRMU thiouridylate-methyltransferase MIDNS tRNS-ek modifikdcié
TSFM Translation elongation factor Transzlacio
TUFM Tu translation elongation factor Transzlacio
TYMP Thymidine-phosphorilase Timidin-szint fenntartas
WARS?2 Tryptophanyl-tRNA synthetase? Trp-tRNA kapcsolddat katalizalja
YARS2 Tyrosyl-tRNA synthetase2 Tyr-tRNA kapcsolddast katalizalja

11/4. MtDNS populaciégenetikai jelentosége

A mtDNS bizonyos evoluciésan rogziilt polimorfizmusainak, delécidinak
populacidgenetikai, antropoldgiai jelentdsége van. A materndlis 0Oroklodés és a
rekombinacio hianya miatt egy matriarchalis csaladfat lehet felallitani a mtDNS D-loop
szekvencia analizise alapjan, visszavezetve az 8si afrikai “mitochondrialis Evaig”. A 27
betlivel jelolt haplocsoport kiilonbozo foldrajzi teriiletekre jellemzO, egymasbol
levezethetéek. A 9-bp delécid legmagasabb elfordulasi gyakorisiga DK-Azsiaban,
Indonéziaban és a csendes-Oceani térségben tapasztalhatd (Soodyall és mtsai 1996,
Hertzberg és mtsai 1989), kiugro prevalencia értékkel a Nicobarese populacioban
Indiaban: 45.8%. Thaif6ldon, Taiwanban és Kinaban az el6fordulasa 14 és 40% kozotti
(Liu és mtsai 2005). A tobbi foldrészen (Ausztralia, Afrika és D-Amerika) Kis
mértékben, de jelen van a 9-bp delécio (Alves-Silva és mtsai 1999, Soodyall és mtsai
1996). Eurdpaban eddig csak harom esetben irtak le: két skot és egy spanyol egyénben

(Thomas és mtsai 1998, Barrientos és mtsai 1995).
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http://www.uniprot.org/diseases/DI-01366
http://www.uniprot.org/diseases/DI-01367

11/5. A mitochondrialis diszfunkcié kovetkeztében kialakulo betegségek altalanos

ismérvei

A mitochondridlis betegségek prevalenciagja (mtDNS és nDNS éltal meghatarozott
korképek egyiittesen) 1:5000 (Schaefer és mtsai 2004), az érintettek 50%-a gyermek (5
¢év alatti). A multiszisztémas betegségek heterogén csoportjat alkotjak, foként a vazizom
¢s az idegrendszer érintett. Mitochondrialis karosodas esetén leginkdbb a nagy
energiaigényli szovetek vannak nagy karosodasnak kitéve (agy, retina, izom, vese),
ezért a mitochondrialis betegségeket féleg neuromuszkularis és metabolikus szervi
manifesztacio jellemzik, megvaltozik az apoptdzis folyamata, ,,korai 6regedésre” lehet

szamitani.

11/5.1. Mitochondrialis DNS betegségek

A mitochondrialis mutaciok valtozatos fenotipusokat eredményeznek. Egyetlen bazis
cseréje adott pozicidban kiilonbozd tiinet egyiitteseket tud okozni, mig sok esetben
ugyanazt a fenotipust kiilonb6zé pontmutaciok is okozhatjak (DiMauro és Davidson
2005).

A mitochondrialis DNS mutacioi érinthetik a protein kodold géneket, mint az MT-ND
(NADH dehidrogendz) gének hibai LHON (Leber-féle herediter optikus neuropathia)
esetében (Howell és mtsai 1991, Wallace és mtsai 1998, Brown és mtsai 1992), vagy a
MT-ATP6 gén m.8993 T>G pontmutacioja NARP (neuropathia, ataxia, retinitis
pigmentosa) szindromaval tarsulva (Tatuch és Robinson 1993).

A patogén eltérés lokalizalodhat proteint nem kodold génekben, mint a tRNS, rRNS
gének. A leggyakrabban eldforduld ilyen betegségek a MELAS (mitochondridlis
encephalopathia laktat-acidozissal €s stroke-szert tiinetekkel), melynél m.3243 A>G
mutaci6 az MT-TL1 (tRNS leucinl) génben (Goto ¢s mtsai 1990), a MERRF
(myoclonusos epilepszia ragged red rostokkal) m.8344 A>G mutacio pedig az MT-TK
(tRNS lizin) génben lokalizalodik. A gyakori tRNS mutaciok kovetkeztében tobbféle
fehérje mitkodése is karosodhat. Egy pontmutacié sokféle tiinetet okozhat 6nmagaban

is. Riboszomalis RNS mutacié kovetkeztében manifesztalodik az amino-glikozid
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indukalta siiketség, az m.1555 A>G pontmutacio miatt az MT-RNR1 (12S rRNS)
génben.

A nagyobb atrendezédéseket (deléciok, inszerciok) korabban sporadikusnak tartottak. A
PEO, Kearns-Sayre szindroma (KSS), Pearson-szindroma a de novo common deléciok
leggyakoribb fenotipusos megnyilvanulasi formaja. A Kearns-Sayre szindroma
kronikus progressziv kiilsé szemizombénulassal, ataxiaval, retinitis pigmentosaval és
ritmuszavarokkal jar. A Pearson-szindroma jellegzetességei: pancreas diszkfunkcio és
stlyos vashianyos anaecmia (a vas nem tud beépiilni a protophorphyrin vazba és
felhalmozdodik a mitochondriumban, Kkovetkezménye a malabszorpcios szindroma:
felszivodasi zavarok, fejlddésbeni lemaradas). A PEO a kiilsé szemizom gyengesége,
legjellemzdbb tiinete a ptosis, de egyéb izmokban is jelentkezhet a myopathia. A PEO
megjelenhet egyéb mitochondridlis betegségek részjelenségeként is. Hatterében
leggyakrabban, de nem kizardlagosan mitochondrialis tRNS mutécié vagy kiilonb6zo
intergenomialis kommunikacioban szerepet jatsz6 gének mutacioi allhatnak, aminek
kovetkeztében a betegség materndlis vagy autoszomalis domindns/recessziv
oroklésmenetet is mutathat.

A mtDNS mutécidinak sok esetben farmakogenetikai jelent6sége is van, bizonyos
gyogyszerekre érzékenyen reagalhat az adott SNV-t (single nucleotid variant) hordozo
szervezet (pl. valproat toxicitds bizonyos POLG mutaciokkal dsszefliggésben, vagy az
aminoglikozid-indukalta siiketség).

A mitochondrialis genom mindségbeli hibain kiviil szt kell ejtenem a mennyiségi
defektusrol, a Mitochondrialis Deplécids Szindromardl (MDS), amely soran a tiineteket
a mitochondriumok szamanak csokkenése okozza. A MDS autoszomalis recessziv
oroklésmenetet mutat, altalaban csecsemdkori, kisgyermekkori a kezdet, legtobb
alkalommal letalis a kimenet. Tipusai: hepatocerebellaris (korai majelégtelenség),
myopathids (hypotonia, progressziv izomgyengeség, légzési elégtelenség) és
cardiomyopathias forma (progressziv szivizom problémak), az alabbi tiinetekkel:
hypotonia, megkésett fejlédés, mentalis retardacio, epilepszia, hallaskarosodas, PEO

(Shoubridge és Molnar 2002).
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11/5.2. Nuklearis mitochondrialis betegségek

A mitochondrium miikddését befolydsold nuklearis gének funkciondlisan csoportositva

a kovetkezok:

e OXPHOS alegységeket kodolo gének (Komplex I-V. defektusok, sok esetben

Leigh-szindromat okozva)

e mitochondrialis dinamikat befolyasolo gének (OPAL: optikus atrophia 1, a
mitochondrium belsé membranjanak fuzids fehérjéje; MFN2: mitofusin 2, a
mitochondrium kiils6 membranjanak fuzids fehérjéje), tarsuld fenotipusaik a

CMTII (Charcot-MarieTooth II) és HSP (herediter spasztikus paraparesis)

e lipid anyagcserében szerepet jatszo gének (Barth-szindroma, Mohr-Tranebjaerg-

szindréma)

e cgyéb anyagcserezavarokat befolyasoldo gének: B-oxidacio, kreatin/karnitin

anyagcsere

e intergenomialis szignalizacioban részt vevé gének (Molnar és Pentelényi 2015)

11/5.3. Intergenomialis kommunikaciés zavarok

A tobbes (multiplex) deléciok tobbnyire masodlagosan, nDNS mutaciok kovetkeztében
jonnek létre az intergenomidlis kommunikécios zavarok megnyilvanulasaképpen. Az
egyes szerveket, szervrendszereket érintd, jellemzd tiineteket az alabbi tablazatban

foglaltam Gssze (2. Tablazat).
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2. Tablazat. Intergenomialis kommunikacios zavarok jellemzo (elofordulo) tiinetei

(CIPO: kronikus interstinalis pseudo-obstructio, GERD: gastroesophagealis reflux)

idegrendszer szem/fiil izomzat
myoclonus retinitis pigmentosa myopathia
generalizalt rohamok ophthalmoplegia hypotonia
ataxia kettéslatas spasticitas
tremor ptosis atrophia
nystagmus cataracta
dyslexia glaucoma
vegetativ idegr.
érintettség szin-/térlatasbeli zavarok
pszichiatriai tliinetek sensorineuralis hallasvesztés
mentalis retardacid
demencia
neuropathia
Gl traktus Sziv egyéb
dysmotilitas cardiomyopathia extrém gyogyszerreakciok
GERD szivbillenty(i-zavar fogyas
CIPO brady/tachycardia faradékonysag
hanyinger hyper/hypotonia immunhianyos allapot
székrekedés/hasmenés osteoporosis

pancreas diszfunkcio
majelégtelenség

anaemia
hormonzavar
megkésett fejlodés

Néhany jellegzetesebb szindroma: a leggyakoribb POLG gén mutacidinak fenotipusos
megjelenési formaja az Alpers-Huttenlocher szindroma (AHS), mely autoszomalis
recessziv betegség, altalaban mar kisgyermekkorban megjelennek a tiinetek: epilepszia,
myoclonus, pszichomotoros regresszio (mentalis képességek €s a mozgas karosodasa),

crer

antiepileptikumot hasznalnak a rohamok kezelésére. A valproat nodvelheti a
majelégtelenség kockéazatat, az erre hajlamositoé polimorfizmusokat fontos megvizsgalni
a POLG génben.

Az ataxia-neuropathia spektrum betegségek kozé sorolhatdé MIRAS (mitochondrialis

recessziv ataxia szindroma) és SANDO (szenzoros ataxias neuropathia, dysarthria és
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ophthalmoparesis), ill. a MNGIE (mitochondrialis  neurogastrointestinalis
encephalopathia), mely egy timidin-foszforilaz (TYMP) defektus (karosodasa
kovetkeztében a timidin felhalmozodik a szervezetben) multiplex deléciokkal tarsulo

gyakori tiinetegyiittesek.

11/5.4. Komplex betegségek mitochondrialis diszfunkciéval

11/5.4.1. A mitochondrium szerepe a neurodegenerativ betegségekben

A mitochondriumok karosoddsa fontos szerepet jatszik a neurodegenerativ
betegségekben (Alzheimer-kor, Garcia-Escudero és mtsai 2013; ALS, Keeney és
Bennett 2010; Huntington-kér, Quintanilla és mtsai 2013). A mitochondrium
karosodasa kovetkeztében csokken az energiatermelés, nd a ROS (reaktiv oxigén
szabadgyok) mennyiség, karosodik a membran és a mtDNS (masodlagos mutéaciok
alakulnak ki). Munkam soran az Alzheimer-kor kialakuldsdban szerepet jatsz6 aKGDH
(alfa-ketoglutaratdehidrogenaz) enzimet vizsgaltam, mely a mitochondrium matrixaban
a Krebs-ciklus fontos résztvevdéje, az
alfa-ketoglutarat + CoA-SH + NAD = szukcinil-CoA + NADH + H + CO2

irreverzibilis reakciot katalizalja.

A progressziv memoriazavart okozd Alzheimer-kor (AD) diagnosztikus kritériumait a
DSM-5 (Diagnostic and Statistic Manual of Mental Disorders, American Psychiatric
Association, 2013) tartalmazza. Az Alzheimer-kor a primer demenciak leggyakrabban
el6forduld formaja (60-80%; Gaugler és mtsai 2014). A betegség altalaban komplex,
multifaktorialis, bar ismertek monogénes formai is. A multifaktoridlis AD hatterében a
genetikai rizikotényezok mellett tobb patofiziologiai eltérést is leirtak, mint pl. a
mitochondrialis diszfunkcidt, oxidativ stressz hatast, sejtciklus problémakat é&s
neurovaszkularis diszfunkciot (Blennow és mtsai 2006). AD-vel kapcsolatos kutatasaink
fokuszaban a Krebs-ciklus fontos enzime, az aKGDH allt. Az aKGDH nagyon
érzékenyen reagdl a reaktiv oxigéngyokok karositd hatasara, igy kiemelkedden fontos
szerepet kaphat az Alzheimer és mitochondrialis betegségek kutatasi teriiletén. Az

Alzheimer-korban régota ismert tény, hogy az aKGDH aktivitasa csokken (Sheu 1994).
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Az agyban az enzim viselkedése eltér a tobbi szovethez képest, itt szerepet jatszik a
glutamat lebontasban, mely a neurotoxicitas vonatkozasaban egy fontos tényezé (Sheu
¢és Blass 2006). Az aKGDH eloszlasa az agyon beliil nem egyenletes, a kéregben van
jelen a legnagyobb, a fejlédéstanilag korabbi régidkban, kisebb mennyiségben (Tretter
és Adam-Vizi 2005). Az agyi kolinerg neuronok gazdagok akGDH komplexekben, igy
kiilondsen érzékenyek a defektusaira (Sheu és Blass 2006). Egyes kutatasok szerint az
aKGDH-aktivitas csokkenésének mértéke Osszefligg a demencia sulyossagaval (ezt a
CDR érték jelzi: clinical dementia rating) (Shi és mtsai 2008). A kolinerg neuronok
lokalizacioja megfeleltethetd az Alzheimer-korra jellemzé sejtpusztulassal, és ezen
agyteriiletek sériilése kovetkeztében megjelend tiinetekkel (Tretter és Addm-Vizi 2005).
A TII. és az V. neuron réteg a leggazdagabb aKGDH-ban, itt talaljuk a legfokozottabb
sejtveszteséget AD esetében (Sheu és Blass 2006).

11/5.4.2. A mitochondrium szerepe a neurodevelopmentalis betegségekben

Az autizmus spektrum betegségben szenveddk leggyakrabban leirt metabolikus
karosodasanak alapja a mitochondrialis diszfunkci6é (Lerman-Sagie €s mtsai 2004). A
mitochondrium nagyon sok metabolikus utvonalba bekapcsolodik a gliikkdz- vagy a
zsirsav-anyagcserébe. ASD-ben az OXPHOS kérosodasat irta le Valenti (Valenti és
mtsai 2014). A MD biomarkerek (laktat, piruvat, karnitin, ammonia, keratin-kinaz)
szignifikans emelkedést mutattak ASD-ben és ez korrelaciot mutatott a betegség
stlyossagaval. Sok MD tiinet ASD-asszocialt fenotipusként talalhato meg, mint a
megkésett fejlodés, epilepsia, ataxia myopathia (Pentelényi-Varga 2016, Kozlés alatt).
Feln6tt ASD betegek izomrostjaiban sokszor ragged red rostok talalhatoak, melyek
egyértelmiien jelzik a mitochondrialis diszfunkcidt. Gyermekek esetében ilyet még nem

tudtak azonositani (Persico és Napolioni 2013).
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11l. CELKITUZESEK

Az elmult években kutatasaim fokuszaban a mitochondrium, a mitochondrialis DNS,
valamint a mitochondrialis és a nuklearis genom kapcsolata allt. A mitochondriumnak
vitathatatlanul fontos szerepe van az egészséges sejtmiikodésben, karosodasanak sokféle
fenotipusos megnyilvanulasi formajaval talalkozhatunk. Kutatdsaim soran leginkabb
azokat a nuklearis géneket vizsgaltam, melyek jelentés befolyassal birnak a
mitochondrium muikddésére replikacios, transzkripcios, transzlacios szinten. Célom volt
a monogénes intergenomialis kommunikacids zavarok genetikai hatterének alaposabb
megismerése mellett a multifaktoridlis neurodegenerativ  (Alzheimer-kér) és

crer

diszfunkcio elemzése, és az ok-okozati viszonyok feltarasa.

A mitochondrialis DNS deléci6 jelenléte nem ritka jelenség a mindennapi rutin mtDNS
diagnosztikai vizsgalatok soran. Mivel a mtDNS hiba nuklearis genom csirasejt mutaciod
kovetkeztében is kialakulhat, de szomatikus mutacioként is jelentkezhet, kutatdsaimmal
arra probaltam valaszt kapni, hogy mikor mely nuklearis gének vizsgélata indokolt
ahhoz, hogy megfeleld informécioval rendelkezziink a mtDNS delécio jelentOségeét
illetden. E kérdés elemzéséhez az elmult idészakban elérhetévé valt ujgeneracids
szekvenalasi technologiat (NGS) valasztottuk, melynek segitségével nagyobb
génpanelek vizsgalata is gyorsan kivitelezhetd. Egyidejiileg 6ssze tudtuk hasonlitani az

NGS és klasszikus Sanger szekvenalas hatékonysagat és megbizhatdsagat.

crer

kelet-azsiai  antropologiai marker, melynek klinikai ¢és populaciogenetikai

jelentdségének elemzését tiiztiik ki célul a magyar populacidban.
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IV. MODSZEREK

IV/1. Vizsgalt betegek

IV/1.1. Neurodegenerativ betegek

Post mortem agyszovetmintakat vizsgaltunk 11 Alzheimer beteg esetében (6 nd, 77+8
év és 5 férfi 69,549 év) valamint 22 Alzheimer-kéros beteg vérmintait elemeztiik (6
férfi, 63+4,6 év és 16 no, 55,810 év), akiknél a DSM-IV kritériumok alapjan allitottuk
fel az Alzheimer-kor diagnozisat. Az agyszovetmintdk a Semmelweis Egyetem Human
Agyszovet Bankjabol szarmaztak, Dr. Palkovits Miklos Professzor Ur bocsatotta
rendelkezésiinkre. Az Alzheimeres betegek DNS mintdit a Genomikai Medicina és
Ritka betegségek Intézetének NEPSYBANK-jabol (http://molneur.webdoktor.hu)
szelektaltuk.

Az agy tobb kiilonb6zd régidibol (prefrontalis Brodman 9, temporalis Brodman 20-21,
parietalis és parahippocampalis lebenyek) allt rendelkezésiinkre minta. Részletes
neuropathologiai vizsgalat igazolta az Alzheimer-kért minden esetben. A talalt
mutaciok patogenitasanak bizonyitasara, ill. kizarasara Kontroll agyszdvet mintakat is
vizsgaltunk (5 ndé és 4 férfi, 6215 ¢év). A kontroll személyeknél a szdvettani

feldolgozas nem igazolt neurodegenerativ betegséget.

1VV/1.2. Mitochondrialis diszfunkciot mutaté betegek

1V/1.2.1. Mitochondrialis deléciés betegek

A Genomikai Medicina ¢és Ritka Betegségek Intézetében mitochondrialis betegség
gyantja miatt az elmult 18 évben vizsgalt betegeknél (N=1477) minden esetben
minden esetben izomszovetbdl izolalt mtDNS-t vizsgaltunk, azokban az esetekben, ahol
egyértelmii volt az autoszomalis Oroklésmenet, a vizsgéalat vérbdl izolalt DNS-en

tortént).

23


http://www.google.com/url?q=http%3A%2F%2Fmolneur.webdoktor.hu&sa=D&sntz=1&usg=AFQjCNH4r1IwIbbPqWz8xTICXN_vi-0Tlw

Az intergenomialis kommunikaciéban szerepet jatsz6 POLG gént 131 betegben
vizsgaltuk (47 férfi, 84 n6, 40+22 év). A betegek szelekcioja soran fontos szempont volt
a posztmitotikus szovetben a mtDNS delécio jelenléte, illetve az autoszomalis dominans
modon torténd Oroklés. Ezen betegcsoporton beliill a klinikai tlinetektdl fliggden
alcsoportokat képeztiink, melyekben tovabbi intergenomialis kommunikacidért felelés

géneket vizsgaltunk (TWINKLE, TK2, RRM2B, ANT1) Sanger szekvenalassal.

1IV/1.2.1.1. Intergenomialis kommunikaciés zavarok vizsgalataban részt vett

betegek

NGS intergenomialis panel vizsgalatot (51 nuklearis gén) 46 beteg esetében végeztiink
(a vizsgalt gének listajat az 1. Tablazat tartalmazza). A betegek bevalogatasa soran -
hasonloan a POLG gén vizsgalatihoz - a posztmitotikus szdvetben a mtDNS
delécid/deplécio jelenléte, illetve az autoszomalis Oroklodés volt a bevalasztasi

kritérium; a mitochondriélis diszfunkciot jelz6 klinikai és laboratoriumi adatok mellett.

1V/1.2.1.2. Autista betegek

A mitochondrialis diszfunkcio szerepének igazolasara ASD gyermekekben (54 fit, 6
lany, 10.4+7.3 ¢év) vizsgaltuk a mtDNS delécio el6fordulasi gyakorisagat; ezzel
parhuzamosan fiatal egészséges kontroll csoportot is teszteltiink (26 n6, 34 férfi,
28.5+7.4 év). Valamennyi esetben részletes csaladi anamnézist vettiink fel, rogzitettiik a
kornyezeti és szocidlis hattér informacidkat a SMARTBANK adatbéazisban
(http://asd.sotebiobank.com). Az autista gyermekek részletes klinikai vizsgalatban
részesiiltek: altalanos és neurologiai vizsgalat, valamint diagnosztikai tesztek is
késziiltek (ADI-R/ADOS tesztek). A gyermekek sziilei beleegyezé nyilatkozatot
toltottek ki (Helsinki Declaration 1975). Az ASD diagndzis a standardizéalt ADI-R
(Autism Diagnostic Interview) teszt alapjan sziiletett (Autizmus Alapitvany, Kapocs
Kiad6). Az ADI-R hatarértékek a kovetkezOk: A>10 (szocialis interakcidk), B>7
(kommunikaci6), C>3 (repetitiv sztereotipiak), D>1 (abnormalis fejlédés 36 honapos

kor el6tt). A kontroll csoportot a NEPSYBANK-bol valasztottuk ki
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(http://molneur.webdoktor.hu), 45 év alatti, szenvedélyektdl mentes (csokkentve a
potencidlisan negativ kornyezeti hatdsokat, mint az alkohol, dohdnyzas, drogok)

egészséges embereket.

1V/1.2.2. A 9-bp delécios betegek

Mitochondrialis betegség gyantjaval diagnosztizalt 1073 pacienst (647 nd, 44,3+18,5
év, 426 férfi, 39,919 ¢év) és 468 egészséges kontroll személyt (301 nd, 38,7+14,4 és
167 férfi 42,7+18,1) valasztottunk be a 9-bp delécié kelet-azsiai antropologiai marker
jelentéségének meghatarozasara iranyuld vizsgalatba. A MD populacid vezetd tiinetei a

kovetkezOk voltak: ataxia, myopathia, epilepszia, hypacusis, myalgia és laktat acidozis.

1V/2. Alkalmazott modszerek

1V/2.1. PCR-alapu metodikak (long-PCR, PCR-RFLP)

A DNS izolalasa vérbdl, illetve izom-/agyszovetbol “QIAamp DNA blood/tissue kit”-tel
tortént a gyart6 altal megadott metodika szerint (QIAgen, Hilden, Germany). A mtDNS
egyes ¢és tobbes delécioit long PCR-rel vizsgaltuk 20 pl végtérfogatban, 20-20 pmol
primerrel, 0.2 ul Phusion DNA Polymerase-zal (Finnzymes, Vantaa, Finland), 4 pl
Phusion GC Reaction Buffer-rel (Finnzymes, Vantaa, Finland), 0.4 pl ANTP és 12.4
pIRNéaz-mentes viz (qQPCR grade water, AMBION) hozzaadasaval. A kovetkezd
primereket €s PCR programokat hasznaltuk 30 cikluson keresztil: Fw 5’-
TAAAAATCTTTGAAATAGGGC-3°, Rev 5’-CGGATACAGTTCACTTTAGCT-3’,
kezdeti denaturacio 98°C 30 sec, majd 98°C 10 sec, annellacié 63°C 10 sec, szintézis
72°C 3 illetve 8 min, végso szintézis 72°C 7 min. Az amplifikaitumokat 2%-os agar6z
gélen futtattuk, etidium-bromiddal vizualizaltuk és QuantityOne Software (Bio-Rad
Corp. Hertfordshire, UK) segitségével determinaltuk a deléciok méretét.

Az egyik leggyakoribb mitochondridlis pontmutacio (m. 8344 A>QG) szlirését PCR-
RFLP-vel végeztik (GeneAmp PCR System 9700, AppliedBiosystem) 20 ul
végtérfogatban: 20-20 pmol primer, 10 pl ImmoMix (Bioline USA Inc, Taunton, MA), 7
pl RNéaz-mentes viz. A MERRF (myoclonusos epilepszia ragged red rostokkal) mutacid
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régiojat 5’-GGTATACTACGGTCAATGCTCT-3’ forward és 5’-
TTTCACTGTAAAGAGGTGTGGG-3’ reverz primerekkel amplifikaltuk a kovetkezd
PCR program segitségével: kezdé denturaciéo 94°C 5 min, majd 35 ciklus denaturacio
94°C 30 sec, anellacid 50°C 30 sec, szintézis 72°C 30 sec, majd a végso szintézis 72°C
7 min. Az emésztés 20 unit Banll endonukleazzal (New England Biolabs, Ipswich, MA,
USA) tortént 3 oran keresztiil 37°C-on. A fragmenteket 4%-os agardéz gélen futtattuk,
ethidium-bromiddal vizualizaltuk, QuantityOne Software segitségével értékeltiik. A
gélelektroforézis soran tobb esetben 9-bp deléciot detektaltunk, melynek jelenlétét
Sanger szekvendldssal megerdsitettiik. A tRNS lizin régié szekvenaldsa a Fw 5°-
GCAATTCCCGGACGTCTA-3> ¢és Rev 5-GCGAACAGATTTTCGTTCAT-3’
primerekkel tortént (300 nmol/L) a kdvetkezd6 PCR programmal: denaturacié 94°C 5
min; majd a kovetkezé 35 ciklusban 30 sec, annellacié 60°C 30 sec, szintézis 30 sec

72°C; végso szintézis 72°C 7 min.

1V/2.2. Real time PCR alapu metodikak

Az mtDNS mennyiségét izombdl hataroztuk meg Tagman proba segitségével. A
citokrom B (cytB) volt a mitochondrialis target géniink, az albumin (alb) a nuklearis.
Ezek egymashoz viszonyitott mennyisége (ddCt moédszer, ref: Livak és Schmittgen,
2001) alapjan tudtuk meghatarozni a depléciot. TagManUniversal Master Mix
(AppliedBiosystems) és az alabbi primerek segitségével amplifikaltuk parhuzamosan a
két genom referencia génjeit: alb-fw TGTTGCATGAGAAAACGCCA, alb-rev
GTCGCCTGTTCACCAAGGAT, cytB-fw TGATCCTCCAAATCACCACA, cytB-rev
GCGGATGATTCAGCCATAAT.

1V/2.3. Sanger szekvenalas

Az intergenomialis kommunikacioban szerepet jatszo gének szekvenalasahoz sziikséges
primerek adatai a fiiggelékben tekinthetok meg (POLG, TK2, RRM2B TWINKLE és
ANT1). Az aKGDH alegységeinek vizsgalatahoz sziikséges primerek a 3. és 4.
Téablazatban lathatoak. 35 ciklusos PCR programmal végeztiik az amplifikaciot, kezdeti
denaturédcio 94 fokon 4 percig, majd 94 fok 30 sec, Tm 30 sec, 72 fok 1 min, végso
szintézis 72 fokon 4 percig.
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3. Tablazat. Az aKGDH OGDH és DLST alegységeinek

vizsgalatdahoz tervezett primerek

Gén, exon, irany Szekvencia Tm (°C) Gén, exon, irany Szekvencia Tm (°C)
OGDH1fw gggagggctacgtgttgac 50 OGDHLSfw ccacatgccccagaagact 59
OGDH1rev ctttaccgcgatctccaace 59 OGDH19rev cccacctagctaaccecaag 59
OGDH2fw ggatctagtagecttgtetect 50 OGDH20w gecttgettttgaccttect 59
OGDH2rev caacacaccaacatgaggca 59 OGDH20rev atgtcagtecatgageigt 59
OGDH3fw atggtagacttgccttgect 50 OGDH21fw cttgaaagctgegtetectg 59
OGDH3rev ctaaggaacactgcaccct 59 OGDH21rev caaggetgticigtgaagge 59
OGDH4fw gtgtgtgtecttcectetca 59 OGDH22-23fw ccttgctggatcttgectg 59
OGDH4rev taagagcctttcectectge 59 OGDH22-23rev ggacgacagcctaactecta 59
OGDH5fwW atccctectcatctggettg 59 DLST1fw ctgccagtggttegetee 56
OGDHSrev ctcaaagccatectgcecaat 59 DLST1rev gtcccagtgeccttggtg 56
OGDH6fwW ttcattcagccaggectgt 59 DLST2fw attcacctgtcaccaccact 56
OGDH6rev ggaatgtetgecccatgg 59 DLST2rev tecteacatactgetetgee 56
OGDHTfw tggccagaatcccctctttt 59 DLST3fw tatccgttgecgttgatect 56
OGDH7rev tctcagtgectttacctggt 59 DLST3rev taacccgtggecacatatct 56
OGDH8fwW aacaccctcatctgecatct 59 DLSTA-5fw cectggtcaagagteactgt 56
OGDH8rev taagtiggggetatgetgga 59 DLST4-5rev cegagateataceactgeac 56
OGDHOfw agactgagcatctccttgge 59 DLST6fw tggottttgtggctactgga 56
OGDH9rev gectetetctgggecttac 59 DLST6rev acaatggttaagtcccetgtttct 56
OGDHI10fw tgcatttcctctgtttaccttgt 59 DLST7fw tgcctggcttcattggagat 56
OGDH10rev tcagaaaacagtgaacgtcct 59 DLST7rev gggaacactggagaccttga 56
OGDH11fw ttggggtacgtactcagagt 59 DLST8fw atttcagacagtgeeagtgg 56
OGDH11rev caagaggggtgggtcagatg 59 DLST8rev tggectgttcagaaccatca 56
OGDH12fw tgcctgaacagcacticttc 59 DLSTOfw ggcacaaactcagcagatgt 56
OGDH12rev tttctagtcatcgccagece 59 DLST9rev caccacacccatactccact 56
OGDH13fw gtggctgtcagaaagtgtgg 59 DLST10fw actacacggggaatgcttga 56
OGDH13rev tgcctegttacatcagatect 59 DLST10rev taaggagtggggcaagttcg 56
OGDH14fw ccaaaatcacgtgtctgeca 59 DLST11fw aatgcaggctttgtggtcag 56
OGDH14rev ccccaacatttccacaggtc 59 DLST11rev gctcatacacctacctccca 56
OGDH15fw agtaaagaaggcteegetet 59 DLST12-13fw ccteattagtettggecttee 56
OGDH15rev ageetgagageaatgtgact 59 DLST12-13rev ctetteectegeetgettag 56

OGDH16-17fw gcttgtcaagtcagagctce 59 DLST14fw aagcgctgggattatggact 56
OGDH16-17rev caagtcctaggtctggcagg 59 DLST14rev teectttcatcgagacctage 56
OGDH18fw ttggttgaggaggaacagca 59 DLST15fw tgggctgtgctaaatctect 56
OGDH18rev agattgctcttccccaggtt 59 DLST15rev ggaacttaatcacatggtecce 56
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4. Tabldzat. Az aKGDH DLD alegységének

vizsgalatahoz tervezett primerek

Gén, exon, irdny Szekvencia Tm (°C) Gén, exon, iriny Szekvencia Tm (°C)
DLD1fw gecetegtgeggtagaace 58 DLDSfw tgcaagtagttcctatgetgt 62
DLD1rev gccagcccaacacggtta 58 DLD8rev aagtcccttccaactccaag 62
DLD2fw gcttctgtgtggcaatggaa 58 DLD9fw cagggtcaattttaaacctcgga 58
DLD2rev gcctggaacacactagctca 58 DLD9rev tgttttgcttaaagagacaggga 58

DLD3-4fw cgggttatttgtttgetcttce 58 DLD10-11fw cacttgagaaattgctggect 58
DLD3-4rev tecatecttctagtiggteget 58 DLD10-11rev gcacaactcacacattggct 55
DLDSw tgggcaataagaacgaaactce 62 DLD12fw tgcgaacaattcecttcttgg 58
DLD5rev agagccaagtcaagcagtct 62 DLD12rev agcaacctcagactaacacca 58
DLD6-7fw aatgatgttggccttttgtcaa 58 DLD13-14fw gcttecectcaacaattget -
DLD6-7rev cccaaagctgaatgaccatea 58 DLD13-14rev acttctacaaaagctcccagga -

Az amplifikdtumok tisztitdsa Sureclean® -nal tortént, majd a szekvenald reakcio
BigDyeTerminatorSequencing Kittel. A végsoé tisztitds NucleoSeq® (BIOLINE) kittel.
A szekvenalas ABI PRISM 3100 GeneticAnalyzer-rel kapillaris gél-elektroforézissel
tortént. Az adatokat a 3100 Data Collection Software segitségével analizaltuk. A
szekvenogrammokat a SequenceScanner (v.1.0) program segitségével elemeztiik, az
NCBI BLAST adatbazis (National Center for Biotechnology Informatin, Basic Local

Alignment Search Tool; http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) human genom

referencia szekvenciajahoz illesztettilk. Az eltéréseket a www.ensembl.org adatbazis

alapjan azonositottuk.

IV/2.4. Ujgenericiés szekvenalas

Az 1)) generacids szekvendlds nagy ateresztOképességii (high-throughput), lehetdséget
nytjt sok minta egyidejii szekvendldsdra. A Sanger vs. Ujgeneracidos szekvenalds

Osszehasonlitasa lathato az alabbi tablazatban (5. Tablazat).
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5. Tablazat. A Sanger szekvendlas és NGS paramétereinek osszehasonlitisa

Sanger NGS
egyidejiileg
szekvenalhat6 max 1000 nt | tobb millié nt
pontossag nagy Kisebb
kapacitas Kicsi oOriasi
fajlagos ar nagy Kicsi
munka és idoigény nagy automatizalhato
elektroforetikus elvii igen nem
multiplexezhetd nem igen

Az intergenomialis kommunikécioban szerepet jatszo gének koziil 51 fontosabb gént (1.
Tablazat) terveztem egy NGS (next-generation sequencing) panelbe a Sure Design
szoftver segitségével (https://earray.chem.agilent.com/suredesign/). A konyvtarkészitést
SureSelect QXT kittel végeztem a gyartd altal megadott protokoll szerint (Agilent
Technologies). A futtatast Illumina MiSeq késziiléken végeztiik. A vizsgalt gének a
kovetkezok: AARS2, APEX1, ATP5A1, C10orf2, C100rf65, DARS2, DGUOK, EARS2,
ERCC6, FARS2, GFM1, HARS2, IARS2, LRPPRC, MARS2, MFN2, MGME1, MICUL1,
MICU2, MIRO1/RHOT1, MIRO2/RHOT2, MPV17, MRPL3, MRPS16, MRPS22,
MSTO1, MTO1, MTEMT, MTPAP, POLG, POLG2, PUS1, RADS51, RARS2, RMND1,
RRM2B, SARS2, SCO1, SLC25A3, SLC25A4/ANT1, SUCLA2, SUCLG1, TACO1,
TFAM, TK2, TRMU, TSFM, TUFM, TYMP, WARS2 ¢s YARS2. A magas (>100)
lefedettség elérése érdekében 16 mintat futtattunk (MiSeq reagent kit v2, 300 cycles,

Illumina).

Az Illumina (Solexa) szekvenalas soran a DNS-t 100-150bp-os darabokra
fragmentaljuk, melyeket parhuzamosan szekvenalunk. A tobbszordsen atfedd read-ek
folyamatos szekvencidt adnak eredményiil. A hibdk csokkentése érdekében egy
nukleotid sok-sok read-ben kell, hogy szerepeljen (minimalis elfogadott lefedettségi
érték: 30). A DNS fragmentalasa lehet fizikai, kémiai vagy enzimatikus, a SureSelect
QXT kittel enzimatikus hasitast végeztiink transzpozdz segitségével. A fragmentekhez
adaptereket ligalunk (melyek a flow cell-re horgonyzott szekvenald primerek
szekvenalas alapja a Sanger metodikahoz hasonldan szintézis. A templathoz primert

ligalnak, hozzaadjak a négyféle fluoreszcensen jelolt reverzibilis terminétor
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nukleotidokat. A beépiilt nukleotid fluoreszcens jelét CCD kameraval detektaljak,
levagjak a fluorofort és a 3' blokkolot.

Kiértékelés: Az intergenomialis panel futtatasa soran kapott fastq file-okat Sure Call
szoftverrel analizaltuk (Agilent Technologies). A 20 read alatt lefedett régiokat a QC
report kilistazza (1d. fliggelék: SureCall QC report minta). A fastq file-ok illesztése a
BWA MEM algoritmus alapjan tortént, a varianshivas SNPPET SNP caller
programmal. A minimalis térképezési mindség a read-ekre, nuleotidokra: Q30 (0.1% az
esélye, hogy rossz bazist azonositottunk). Annotacid v2 adatbazissal: clinSNP_260912,
ClinVarAnnotations, cosmic_v61 260912, gwasV1 ucsc 260912, Hs hgl9 Gene
20110426 cds.

Az analizalt mintakbdl kisziirtiik az exoni mutdciokat, majd ezekbdl kizartuk a
samesense eltéréseket. A megmaradt missense mutéaciok koziil kisziirtiik az adatbazisok
alapjan (Alamut, ensembl.org, PubMed, HGMD, RGD, ftp.expasy.org, DMDM), illetve
tobb predikcios szoftver alapjan (Polyphen2, dbSNP, SIFT, Mutation Tester)
benignusnak mindsitett varidnsokat, illetve amelyek a mintdk min. 50%-aban jelen
voltak. Kerestiik a ritka variansokat (MAF<0.5%, minor allél frekvencia), és azokat az
eltéréseket, melyek hatasarol vagy jelenlétér6l nincs klinikailag mindsitett adat.
Eredményeinket az ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics)
ajanlasai szerint mindsitettiik (Richards és mtsai 2015).

A patogénnek feltételezett mutaciokat Sanger szekvenalassal validaltuk, amennyiben
lehetdséglink volt rd, szegregacids vizsgalatokat végeztiink. Az érintett génekre
tervezett primereket és PCR beallitasokat az 6. Tablazatban foglaltam 0ssze.

Az ASD panel (Betancur 2011) konyvtarkészitése TruSight Autism Rapid Capture Kit-
tel (lllumina), eredményeinek analizdlasa a VariantAnalyzer program segitségével

tortént (Gézsi Andras fejlesztése) (Pentelényi-Varga és mtsai 2016, kozlés alatt).
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1V/2.5. Statisztikai analizis

Az egyes kohortokban talalt eredmények szignifikanciaszintjének meghatarozasara a

Yates altal

korrigalt

chi-négyzet

(http://www.quantpsy.org/chisg/chisg.htm).

probat

6. Tablazat. NGS visszavalidaldashoz tervezett primerek

hasznéaltuk

Gén Mutacié Irany Szekvencia Tm (°C)
c200rf72 c.86 fw GCCTTCGACCGTTGCAAATA 57
c200rf72 c.86 rev AAAGCATCTTCCTCCACCGA 57

WARS2 c.452 fw tcagatttcttccectectcte 55
WARS?2 c.452 rev ccttgcccatgaaccaagtc 55
APEX1 c.605 fw TTTGACTCGTTTGTGCTGGT 55
APEX1 c.605 rev GTAATTCCCCGAAGCCTTGG 55
LRPPRC c.38 fw ACATGCTCCTCCTGTCCTTC 57
LRPPRC c.38 rev GCAGATAGGAGGCGGCAT 57
c200rf72 c.532 fw atatcgcccactacactcca 55
c200rf72 c.532 rev.  GCTGGACACTTTCAATGTAACC 55
SUCLG1 c.236 fw cttttgcttctcttgggcettac 54
SUCLG1 c.236 rev tcaaatagcaagtgactctacca 54
IARS2 c.23 fw CTCTTACTCGGCTCCCCTTG 57
IARS2 c.23 rev TCGGCTGGTGGTTACTGG 57
MTO1 c.922 fw agcaaatcagtattgcatctggt 55
MTO1 .922 rev ACCTGATGTAGACGGTTTGGA 55
RHOT2 c.229 fw tgctacctgtgagcttctgg 57
RHOT2 c.229 rev acgggttgggtgaaggtc 57
EARS2 c.367 fw gagaacgagcgctgtgtg 57
EARS2 c.367 rev gttcttacCGGGGCGTCT 57
c200rf72 c.794 fw aatggtgaataagagcaatggtc 54
c200rf72 c.794 rev tttaagtaaaggctcagtgtcct 54
CHD7 Fs fw gaagtcccattcgaacacct 60
CHD7 Fs rev atggcttcaaagccctgtaa 60
DHCR7 W119* fw agccaagctcctcactge 58
DHCR7 W119* rev ttctcagtgctcagggcettt 58
GABRB3 E122* fw cgcaacctccatgttaatga 60
GABRB3 E122* rev gcacattttgtcactccagtc 60
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1VV/2.6. Haplocsoport analizis

A haplocsoport meghatarozast az Archeogenetikai Laboratérium végezte (MTA,
Régészeti Intézet) a hipervariabilis 1 régio (L16024/H16401) 401 bp-os részének
bidirekcionalis szekvenalasaval a kovetkezd primerekkel: Fw 5 CTC CAC CAT TAG
CAC CCA AAG C3’,Rev 5’ TCT GTT CTT TCA TGG GGA AG 3°. A szekvencidkat
a cambridge-i referencia szekvencidhoz illesztették (mely a leggyakoribb H
haplocsoportba tartozik). Amennyiben az illesztett szekvenciak teljes egyezést mutattak
(Andrews ¢és mtsai 1999) harom mutacids helyet hataroztunk meg: a hipervariabilis
régio 1I. 73. nukleotidja (Fw 5° CAG GTC TAT CAC CCT ATT AAC CA 3°, Rev 5’
GGA TGA GGC AGG AAT CAA AG 3°); a 7028-as nukleotidja (Fw 5 TTT TCA
CCG TAG GTG GCC TG 3’, Rev 5 TGA AAT GGA TTT TGG CGT AGG 3’); és a
14766-as nukleotidja (Fw 5’ACC CCA CAA ACC CCA TTA CT 3’, Rev 5° AGG AGT
GAG CCG AAGTTT CA 3°).
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V. EREDMENYEK

V/1. Alfa-ketoglutaratdehidrogeniaz mutaciok és a demencia kapcsolata

A vizsgalt 11 AD beteg agyszoveteinek kiilonb6zd régidiban az aKGDH alegységeiben
3 missense mutacidt taldltunk, melyeket patogénnek feltételeztiink a Polyphen2
kerestiik, hogy jelentdségiiket értékeljiik. A betegekben patogénnek tind mutaciok
koziil egyet azonositottunk egy 74 éves kontroll személyben, igy ezt polimorfizmusnak
mindsitettiik.

Az OGDH génben (aKGDH 1. alegysége) a 2. exonban Ser55Leu (c.164 C>T,
rs2230445) mutéciot (Polyphen 0.89, MAF 0,002) talaltunk, mely valdsziniileg patogén.
Az eltérést csak a temporalis régioban tudtuk kimutatni, a frontalis régioban nem volt
jelen. Nem talaltuk meg a vizsgalt kontroll mintakban sem ezt a mutacioét. Ugyan
evolucidosan nem konzervalt nukleotidrol van sz, a MutationTester program joslata
szerint is betegséget okozhat ez az eltérés. A tovabbiakban 7 szinonim varianst, 4
esetben pedig a Polyphen score-ok alapjan benignusnak prediktalt missense mutaciokat
azonositottunk (7. Tablazat).

7. Tablazat. Az OGDH génben talalt SNV-K

(zold:benignus missense eltérés, piros: patogén(gyaniis) missense mutdcio)

Exon Varians AS-csere Jelentdség Polyph. MAF ID
2 [ oot | sl | misemse puogen [ 089 [ oooz [ rszzsoess

3 €.345 A>G E115E samesense 0.03 rs11557280
3 c.317 C>T A106V missense, benignus 0 n/a rs373615811
3 €.396 G>A S132S samesense 0.02 rs41280648
6 €.682 C>T L228L samesense n/a rs200177390
10 €.1275 C>T H425H samesense 0.0002 | rs527318063
11 c.1412 C>A P471P samesense n/a n/a
14 €.1809 C>A C604M missense, benignus 0.04 n/a n/a
22 €.2988 C>T T996T samesense 0.046 rs61756583
23 c.3052 G>A V1018l missense, benignus 0.016 0.047 rs2070607
23 c.3063 C>T N1021N samesense n/a n/a
23 c.3064 T>A N1022F missense, benignus 0.015 n/a n/a
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A DLST génben (aKGDH 2. alegysége) a 9. exonban Pro204Leu (c. 611 C>T,
rs142872233) mutaciot talaltunk heterozigota formaban, melyet patogénnek
feltételeztiink a kiilonb6zd predikcios szoftverek alapjan (Polyphen2: 0.96, Alamut:
konzervalt aminosav, phyloP: 4.81, Grantham: 98, SIFT ¢és MutationTester alapjan
betegség okoz6d mutdcid), azonban megtaldltuk egy kontroll mintdban is, igy
polimorfizmusnak mindsitjik. A kontroll minta egy 74 évesen akut keringési
elégtelenségben exitalt férfi agymintaja, neuropatholédgiai elvaltozdsok nélkiil. A
tovabbiakban 2 szinomin polimorfizmust talaltunk: GIn192GlIn (exon 8) és Gly366Gly
(exon 14) (8. Tablazat).

8. Tablazat. DLST génben talalt SNV-k (*kontroll mintaban is megtaldltuk)

Exon Varians AS-csere Jelentéség Polyphen MAF ID
8 c.576 G>A Q192Q samesense 0.38 rs2230237
9 c.611 C>T P204L missense, benignus* 0.96 0.01 rs142872233
14 €.1098 C>T G366G samesense 0.29 rs20578

A DLD gén (aKGDH 3. alegysége) 9. exonjaban Arg263His (c.788 G>A, rs145670503)
mutaciot talaltunk heterozigdta formaban, melyet a kontroll mintdkban (N=9) nem
talaltuk meg. A mutécié az agy frontalis, temporalis és parahippocampalis lebenyeibdl
izolalt DNS mintdkban ugyantgy jelen volt. Kiilonb6zd predikcidos szoftverek
eldrejelzése alapjan patogénnek gondoljuk (Polyphen2: 1, Alamut: konzervalt
aminosav, phyloP: 4.73, Grantham: 29, SIFT és MutationTester: betegség okozo
mutacid). A Biokémiai Intézetben (Ambrus Attila munkacsoportja) sikeriilt az
Arg263His mutéans fehérje eldallitasa, az aktivitdismérés - patogenitdsanak bizonyitdsara

- folyamatban van. A tovabbi talalt eltéréseket az 9. Tablazat tartalmazza.
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9. Tablazat. DLD génben talalt SNV-K

Lokalizacio Varians AS-csere Jelentéség Polyph. | MAF ID
IVS3-4 €.199-108 T>C - introni varians - 0.28 rs10250718
€.199-127 199-
1IVS3-4 121 del - introni varians - 0.30 rs71522853
ATTTTAG
1VS6-7 c.438+83 G/A - introni varians - 0.30 rs17412104
IVS6-7 c.439-7 T/C - introni varians - 0.28 rs10263341

A vizsgalt 22 AD vérmintaban nem talaltunk egyetlen patogén mutaciot sem, kizarolag

introni variansokra deriilt fény, melyeket az 10. Tablazatban mutatok be.

10. Tablazat. A vérben taldlt introni variansok (DLD gén)

Lokalizacio Varians MAF Esetek szama Jelen!ét !mntroll
mintaban
IVS3-4 €. 199-108 T>C 0.28 11 +
IVS3-4 €. 199-127_199-121 del ATTTTAG 0.30 10 +
IVS6-7 c. 438+83 G/A 0.30 17 +
1IVS6-7 c.439-7T/C 0.28 18 +
IVS6-7 €. 338-81 T>A 0.01 1 -
1VS8-9 C. 685-14T>A 0.02 1 -
IVS12-13 c. 1375-45 AIT n/a 1 -
IVS13-14 c. 1465-29 G/T n/a 1 -
3'UTR C.*18A>T 0.30 1 -
3UTR C.*20A>T <0.01 1 -
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V/2. Intergenomialis kommunikaciés zavarok (deléciés és deplécios szindromak)

vizsgalatai

V/2.1. Sanger szekvenalas eredményei

Mitochondrialis betegség diagndzisi 1477 betegbdl 267 esetben talaltunk mtDNS
deléciot, amely kohort kiillonbdzé alcsoportjaiban kerestiik az egyes intergenomialis
gének patogén eltéréseit. Sanger szekvendldsra azoknak a géneknek az elemzését
valasztottuk, melyekben az irodalmi adatok alapjan, a klinikai tiinetet is figyelembe
véve a legnagyobb volt a valoszinilisége az érintettségnek. A szelekcidt segitette a

pozitiv familiaris anamnézis.
A POLG (polimeraz gamma) gén vizsgalata soran (N=131) 7 patogénnek feltételezett
mutaciot talaltunk 6 betegben. A kontroll csoportban (N=5, 2 férfi, 3 nd, 43+-18 év)

nem taldltuk meg ezeket az eltéréseket (11. Tablazat).

11. Tabldzat. A POLG génben talalt missense eltérések Sanger szekvendlas sordn

Mutacio AS-csere ID, Jelentoség Bet,e gek | Eléfordulis

(rs-szam) szama | kontrollban
c.53C>T Prol8Leu n/a polimorfizmus 1 -
c.718 T>C Ser240Pro n/a kérdéses 1 -
€.1094 G>A Gly365Glu n/a kérdéses 1 -
€.1399 G>A Alad67Thr | 113994095 patogén 1 -
c.2072 C>T Ala676Val | 376306906 | polimorfizmus 1 -
€.2243 G>C Trp748Ser | 113994097 patogén 1 -
€.2254 C>T Leu752Leu | 41564016 | polimorfizmus 6 +
€.2492 A>G Tyr831Cys | 41549716 | polimorfizmus 3 -
€.2864 A>G Tyr955Cys | 113994099 patogén 1 -
€.3198 G>A Thr1066Thr | 61752780 | polimorfizmus 1 -
€.3244 G>A Alal082Thr n/a kérdéses 1 -
€.3428 A>G Glul143Gly | 2307441 | polimorfizmus 13 -
€.3589 T>C Cys1197Arg n/a kérdéses 1 -
€.3597 C>A Thr1199Thr | 2307443 | polimorfizmus 1 -
c.3708 G>T GIn1236His | 3087374 | polimorfizmus 23 +
c.*49 50 InsG - 3087377 | 3'UTR varians 77 +
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A (valoszintileg) patogén mutaciok predikcios adatait az 12. Tablazatban mutatom be.

12. Tablazat. A POLG génben taldlt patogén eltérések score-jai

Beteg AS-csere | PolyPh | SIFT | Mut.Tester | PhyloP Grantham- Nt- AS-
tavolsag konzerv. konzerv.
POLG_P1 Ser240Pro 0.93 artalmas patogén 2 74 gyenge kozepes
POLG_P2 Gly365Glu 1 toleralhatd | patogén 6.1 98 magas magas
POLG_P3 Trp748Ser 1 toleralhato patogén 5.69 177 magas kozepes
POLG_P4 Tyr955Cys 1 artalmas patogén 4.48 194 magas magas
POLG_P5 Alal082Thr 0.8 artalmas patogén 4 58 kozepes magas
POLG_P6 Alad67Thr 1 toleralhaté | patogén 5.86 58 magas magas
Cys1197Arg 1 artalmas patogén 4.89 180 magas magas

A POLG_P1 69 évesen exitalt mitochondridlis myopathids ndbetegben Ser240Pro
patogén mutaciot talaltunk heterozigbta formaban a GIn1236His polimorfizmussal
asszocialva. Az utobbi SNV valproat toxicitdsra hajlamosité genetikai biomarker
(Stewart ¢és mtsai 2010). A proband tiinetei 46 éves koraban kezddédtek: PEO,
dysarthria, dysphagia, dysphonia, hypacusis, ataxia, dystonia és sulyos depresszio.
Familiaris anamnézise pozitiv: édesanyjanal dysphagia és ptosis, lanyainal pajzsmirigy
diszfunkcio, agyvérzés, depresszid, ill. majcirrhosis fordult eld.

A POLG_P2 (43) nobetegben heterozigota Gly365Glu mutaciét detektaltunk, vezetd
tiinetei ataxia, hypacusis, depresszid, anxietas ¢és cerebellaris atrophia voltak. A
familiaris anamnézis pozitiv, az ataxias €édesanyaban is megtalaltuk a mutaciot. Ezt a
beteget az NGS panel vizsgalatba is bevalasztottuk, ami ugyancsak igazolta ezt a
mutaciot mas SNV-k mellett (Id. 1V/2.2. fejezet).

A POLG_P3 (46) nébetegben heterozigdta formaban talaltuk meg a Trp748Ser patogén
mutaciot (Hakonen és mtsai 2005) és a Glul143Gly modifikalo faktort (Chan és mtsai
2006), mely eltérések minden érintett csaladtagban egyiitt szegregaltak és kiilonboz6
tiinetegylitteseket eredményeztek. A proband tiinetei: myopathia, myalgia, depresszid,
latasproblémak. Két érintett testvére depresszidos és arthritis-es, lanya a depresszid
mellett Schonlein-Henoch purpura-ban szenved.

A POLG_P4 (42) férfibetegben heterozigdta Tyr955Cys mutacidt talaltunk, mely ismert

patogén mutacio (Van Goethem ¢és mtsai 2001). Harminckét éves koratdl fokozddo
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késdbbi kezdettel, enyhébb formaban hasonl6 tiinetei voltak.

A POLG_P5 (42) férfibetegben Alal082Thr mutaciot talaltunk. Kisgyermekkora ota
alsé végtagi gyengeség, labfej deformitas jellemezte, mely hatterében axonélis tipusu
neuropathiat igazoltunk. A betegség a csaladban sporadikusan jelentkezett.

A POLG_P6 (3) kisfiuban heterozigota formaban Ala467Thr ismert patogén mutaciot
detektaltunk, melyet kordbban homozigota formaban irtak le (Naviaux ¢és Nguyen
2004). A patogén mutacié mellé heterozigota Cys1197Arg ismeretlen jelentGségii
mutacid tarsult. A gyermek fenotipusa Alpers-szindroma. A muticiok kozil az
Ala467Thr egyértelmiien dsszefiiggésben all a valproat toxicitassal. A kisfiu epilepszias
lanytestvérét sajnos valproat okozta hepatotoxicitas miatt elveszitette a csalad. Ezt
kovetden keriilt sor a POLG_P6 gyermek genetikai vizsgalatara. Az egészséges sziilok
¢és a testvér vizsgalata azt igazolta, hogy a két mutaco transz helyzetben fordul eld, és

compound heterozigéta formaban hordozza azokat a kisfiu.

A TWINKLE (c100rf2) gén vizsgalata soran (N=48) a Perrault-szindroma hatterében
sikeriilt a vilagon madasodikként igazolni a gén <érintettségét. A talalt compound
heterozigdta mutaciok koziil az Asn399Ser egy nemrégiben leirt patogén mutacio,
melyet szintén Perrault-szindromaval asszocialtak (Demain ¢és mtsai 2015); esetiinkben
az Argd53GIn ismeretlen jelent6ségli mutacioval tarsult. A két mutacid compound
megtaldltuk az Asn399Ser mutdciot az édesanyanal és az Argd453GIn mutaciot az
édesapanal. A sziilok tiinetmentesek. A beteg tiinetei a klasszikus Perrault-szindroma
tiinetei: sensorineuralis hallascsokkenés, ataxia, ovarium dysgenesis, pszichiatriai

tiinetek. Az eset kozlése folyamatban van.

A TK2 gén vizsgalata 14 betegb6l minden esetben negativ eredménnyel zarult. A
timidin-kinaz vizsgalata tobbnyire mitochondrialis mtDNS deplécid pozitivitas esetén
ajanlott. A 47 vizsgalt mtDNS deplécio-gyanus betegbdl (4 év alatti korcsoport) 14
esetben taldltuk csokkentnek a mitochondriumok szamat. A hattérben allé lehetséges

karosodott gének tovabbi vizsgalatat NGS-sel terveztiik. Mindezidaig 9 beteget sikeriilt
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ujgeneracids szekvenalassal analizalnunk, az eredményeket az 1V/2.2. fejezetben

mutatom be.

Az RRM2B vizsgalata 41 betegb6l munkacsoportunk egy csalad esetében talalt.
heterozigota formaban ¢.979 C>T mutaciot, mely adPEO (autoszomalis dominans
oroklésmenetti PEO) fenotipusként jelent meg. Az adPEO hatterében eddig SLC25A4,
POLG, POLG?2, PEO1 és OPAl mutaciokat irtak le. Az altalunk talalt SNV
kovetkeztében korai stop kodon alakul ki, a fehérje termék (p53R2) 25 aminosavval

rovidebb lesz (R327X).

Az ANTL1 vizsgéalata 37 pozitiv csaladi anamnézissel bir6 PEO betegben negativ

eredménnyel zarult.

V/2.2. NGS eredmények

A mitochondridlis deléciok ¢és a deplécid okanak feltardsara egy hatékonyabb
modszerhez folyamodtunk, ujgeneracids szekvenalast végeztink 36 betegnél (27
MtDNS delécios ¢és 9 deplécids esetben), mivel a Sanger szekvenalas soran relative
alacsony volt a pozitiv taldlatok szama. Az NGS vizsgalat (51 gén parhuzamos
vizsgélata) 0j tavlatokat nyitott meg az intergenomidlis kommunikéciés zavarok
genetikai hatterének felderitésében. Az NGS soran az atlagos lefedettség 241 volt, az
esetek 98% -ban értiik el a 60x lefedettséget. A vizsgalt 36 betegb6l 12 esetben nem
talaltunk patogén eltérést, a betegek 2/3-dban azonositottunk olyan mutaciokat,
(13. Tablazat). A talalt mutaciokat Sanger szekvenalassal validaltuk. Jelentéségiik

meghatarozasara lehetdség szerint szegregacios vizsgalatokat végeztiink.
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13. Tablazat. NGS eredmények delécio hatterében - elsé megkozelitéssel, az adatbazisok és szakirodalom alapjan
Megjegyzés: SIFT>0.05 benignus (idedlis érték: 2.75-3.5);
B= Benignus, P=possibly damaging, D=probably damaging

Beteg Fenotipus Gén Muticié AS-csere 1D SIFT | PolyP. | Zigécia | Jelentdség: szakirodalomban | Referencia
Del_P1 Ataxia WARS2 C.452A>G His151Arg rs150022801 0.02 B HET bizonytalan jelentéségii -
Mitochondrialis
Del_P2 | encephalomyopathia APEX1 €.605G>C Arg202Pro nla 0.01 B HET bizonytalan jelentéségli -
TWINKLE | ¢.1196A>G Asn399Ser n/a 0.09 B HET patogén (Perrault-sz.) Demain, 2015
Del_P3 | Perrault-szindroma TWINKLE | c.1358G>A Arg453GIn n/a 0.27 B HET bizonytalan jelent6ségii -
MGME1 ¢.532C>T Argl78Trp rs143417446 0.01 P HET patogén Taylor, 2014
Del_P4 Myopathia TFAM €.298C>G GIn100Glu rs151097728 | 1.0 B HET bizonytalan jelentdségii -
TRMU c.28G>T Alal0Ser rs11090865 0.0 D HET rizikofaktor (siiketség) Guan, 2006
Del_P5 Infarktusok, MTO1 | ¢.1702C>G Pro568Ala rs200759516 | 0.77 B HET bizonytalan jelentéségii -
psychosis, hypacusis sco1 €.22C>T Pro8Ser rs370809239 | 0.5 B HET bizonytalan jelent8ségi -
Del_P6 Myopathia MRPS22 | ¢.617C>T Thr206lle rs76148008 | 0.41 B HET bizonytalan jelent8ségii -
YARS2 c.572G>T Gly191Vval rs11539445 0.01 B HET patogén ensembl.org
Myoclonus, demecia,
Del_P7 epilepszia MTO1 C.922A>G Thr308Ala rs145043138 0.1 P HET feltehetéen patogén(légz.lanc def) | Baruffini, 2013
RHOT2 €.229G>A Val77Met n/a 0.0 D HET bizonytalan jelentéségii -
Del_P8 PEO, COPD MGMEL | ¢532C>T | Argl78Trp | rs143417446 | 0.01 P HET patogén Taylor, 2014
TRMU c.28G>T Alal0Ser r$11090865 0.0 D HET rizikofaktor (siiketség) Guan, 2006
Del P9 Myopathia YARS2 ¢.572G>T Gly191Val rs11539445 | 0.01 B HET patogén ensembl.org
WARS2 €.799G>C Ala267Pro rs3790549 0.1 B HET bizonytalan jelentoségii -
PEO, rheumatoid
Del_P10 arthritis YARS2 c.572G>T Gly191Vval rs11539445 0.01 B HET patogén ensembl.org
Del_P11 IARS2 .23G>T Arg8Leu rs149324758 | 0.02 B HET bizonytalan jelentségii -
Spasticus
tetraplegia MRPL3 C.224G>A Ser75Asn rs151331067 0.34 B HET patogén (Tourette-szindroma) Guo, 2012
Mitochondrialis
Del_P12 encephalopathia ATP5A1 C.517A>G lle173Val rs77958705 0.1 B HET bizonytalan jelentdségli -




v

Beteg Fenotipus Gén Muticio AS-csere 1D SIFT | PolyP. | Zigécia Jelentéség Referencia
Myopathia
Del_P13 yop SUCLGL | c236G>A | Gly79Asp | rs143030960 | 0.0 D HET valdszinii patogén dbSNP
Recurrald stroke
Del_P14 | szindréma MGMEL | ¢532C>T | Argl78Tp | rs143417446 | 0.01 P HET patogén Taylor, 2014
YARS2 c.572G>T Gly191Val rs11539445 0.01 B HET patogén ensembl.org
Del_P15 SCA, IARS2 ¢.23G>T Arg8Leu 1s149324758 | 0.02 B HET bizonytalan jelentéségi =
cerebellaris atrophia | pGBD3 | ¢.1552C>T | Arg518Cys nfa 0.2 B HET bizonytalan jelentdségii -
POLG c.1094G>A Gly365Glu n/a 0.0 D HET valoszinii patogén -
Del_P16 PEO YARS2 | c572G>T | Gly191val rs11539445 | 0.01 B HET patogén ensembl.org
Del_P17 Myopathia YARS2 | ¢572G>T | Glyl9lval | rs11539445 | 0.01 B HET patogén ensembl.org
Myopathia
Del_P18 yop YARS2 | c572G>T | Gly191val 1s11539445 | 0.01 B HET patogén ensembl.org
Del_P19 flzRatl MTO1 | c.1549G>A | Val517Met | rs139608228 | 0.01 B HET bizonytalan jelentéségii -
YARS2 ¢.572G>T Gly191Val rs11539445 0.01 B HET patogén ensembl.org




Mitochondrialis delécio hatterében aminoacil-tRNS-szintetdz mutécidkat talaltunk 12
esetben heterozigota formaban (YARS2, IARS2, WARS2), melyeknek az érintett
aminosavakkal kapcsolatos fehérjeszintézisben van nélkiilozhetetlen szerepiik. A YARS2
(tirozin-tRNS szintetaz) génben a Gly191Val aminosavcsere patogénnek leirt eltérés
(dbSNP adatbazis, Riley és mtsai 2013) 8 esetben is el6fordult (a deplécids és autista
kohortokban is nagy gyakorisaggal volt jelen, 1d. késébb), tobb csalad szegregécios
vizsgalata alapjan azonban polimorfizmusnak tartjuk.
A mitochondridlis genom integritdsanak fenntartasaért felelés exonukleaz (MGMEL,
és mtsai 2014) irtuk le 3 esetben heterozigéta formaban. Az Argl78Trp mutacid
patogenitasat mindharom esetben ala tudtuk tdmasztani szegregacids vizsgalattal. A
szakirodalomban ismert patogén mutaciokat talaltunk a Krebs-ciklust katalizalo
SUCLG1 (Gly79Asp, ref.: dbSNP) génben és a fehérjeszintézisben szerepet jatszo
MTO1 (Thr308Ala, ref.: Baruffini és mtsai 2013), ill. MRPL3 mitochondrialis
riboszomalis protein (Ser75Asn, ref.: Guo ¢és mtsai 2012) génekben heterozigota
forméaban.
Az irodalomban mindezidaig ismeretlen jelentéségii, de predikcios szoftverek alapjan
patogénnek feltételezett mutaciok, melyek koziil csak az elsé SNV esetében kaptunk
egymasnak megfeleltethetd score-okat (szegregacios vizsgalatra nem minden esetben
volt lehetdséglink):
» A RHOT2 (MIRO2) GTPazban detektalt Val77Met
(SIFT: 0; PolyPhen2: D; MutationTester: betegség okozo)
A szegregacios vizsgalat aldtdmasztotta patogenitasat.
» A DNS repair-ben szerepet jatszo apex endonukleazban (APEX1) detektalt
Arg202Pro (SIFT: 0.01; )
A szegregacios vizsgalat aldtdmasztotta patogenitasat.
» ATP5A1-ben Ile173Val aminosavcsere
( MutationTester: betegség okozd)
Szegregacids vizsgalat folyamatban van.
» A fehérjeszintézisben szerepet jatszo MTOL1-ben Pro568Ala
( MutationTester: betegség okozo)

Szegregacids vizsgalatra nem volt lehetdség.
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» Ugyancsak az MTO1-ben Val517Met
(SIFT: 0.01; )

Szegregacios vizsgalatra nem volt lehetdség.

Tovabbi talalt missense eltérések, melyeket benignusnak tartunk a predikcios
programok alapjan:
» TFAM transzkripcios faktorban a GInl00Glu (SIFT:1; PolyPhen2: B;
MutationTester: polimorfizmus)
» SCO1 citokrom oxidazban a Pro8Ser csere (SIFT: 0.5; PolyPhen2: B;
MutationTester: polimorfizmus)
» MRPS22-ben a kevéssé konzervalt Thr206Ile (SIFT: 0.41; PolyPhen2: B;
MutationTester: polimorfizmus)
» A DNS repair nukleotid excizids enzimében (PGBD3/ERCC6) Arg518Cys csere
(SIFT: 0.2; PolyPhen2: B;

Két esetben siiketségre hajlamositd rizikofaktort talaltunk a tRNS-modifikalo TRMU

génben.

A POLG és TWINKLE génekben detektalt patogén eltéréseket Sanger szekvenalas soran
mar megtalaltuk:  Gly365Glu  (Del_P15) polimeraz gamma mutacid, ¢és
Asn399Ser/Argd53GIn compound heterozigota (Del_P3) mutaciok a TWINKLE génben
(Id. IV/2.1. fejezet). A NGS technologia vizsgalataink alapjan az altalunk alkalmazott
min 60x lefedettség mellett (a vizsgalt régiok 98%-ban) megfeleld szenzitivitastinak
tlnik a Sanger szekvenalashoz viszonyitva. Ennek a megallapitasnak fontossaga a

klinikai diagnosztika kapcsan kiemelendo.
Az analizalt mintdkban nagysagrendileg kb. 150 eltérés volt, melyek 20%-a exoni

mutacid, és ezeknek a fele missense eltérés. Az 14. Tablazatban bemutatom az NGS-sel

talalt aminosav-cserét okozo variansokat és ezek jelentdségét.
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14. Tablazat. Az ujgeneracios szekvendlas soran talalt missense eltérések és

besorolasuk az adatbazisok, irodalom és sajat vizsgalataink alapjan

(*tobb mint 50%-ban fordult el6 a kohortunkban)

Mutécié ID Gén Jelentoség Referencia
rs1037699 RRM2B Polimorfizmus DMDM adatbazis
rs1047991 MTPAP Benignus Sajat kohort vizsgalat*
rs1048945 APEX1 | Polimorf., tumor rizikéfaktor EXPASy
rs11090865 TRMU Siiketség rizikofaktor ClinVar adatbazis
rs11243011 FARS2 Benignus Ensembl

rs112723255 TYMP Benignus Ensembl
rs1130409 APEX1 Benignus Sajat kohort vizsgalat*
rs1139897 RHOT2 Benignus Sajat kohort vizsgalat™*

rs11479 TYMP Valoszinii benignus Ensembl
rs11539445 YARS2 Polimorfizmus Szegregacios vizsgalat
rs11550103 RMND1 Benignus Ensembl
rs11551768 MGME1 Polimorfizmus Ensembl
rs11557858 RHOT2 Polimorfizmus Ensembl
rs116567033 FARS2 Benignus Ensembl

rs139608228 MTO1 ? n/a

rs141265144 MSTO1 Benignus Sajat kohort vizsgalat®

rs141298312 DARS2 Benignus ClinVar adatbazis
1s1427463 POLG2 Benignus Ensembl
rs143030960 SUCLG1 Valészinii patogén ClinVar adatbazis

rs143417446 MGME1 Patogén Taylor és mtsai 2014

rs143811282 MGME1 Polimorfizmus Szegregacios vizsgalat

rs145043138 MTO1 Patogén, 1égzési lanc defektus Baruffini és mtsai 2013
rs1468138 EARS2 Benignus Sajat kohort vizsgalat*

rs147713038 MSTO1 Polimorfizmus DMDM adatbazis

rs149324758 IARS2 ? n/a

rs150022801 WARS2 Benignus Szegregacios vizsgalat

rs151097728 TFAM Benignus 3 predikcios szoftver alapjan

rs151331067 MRPL3 Patogén, Tourette szindroma Guo és mtsai 2012
rs17850455 POLG2 Benignus Ensembl

rs1937 TFAM Benignus Sajat kohort vizsgalat®
rs200490327 MARS2 Benignus canSAR

rs200759516 MTO1 ? n/a
rs2073951 EARS2 Benignus Sajat kohort vizsgalat™
rs2228526 ERCC6 Benignus Sajat kohort vizsgalat™
rs2228527 ERCC6 Benignus Sajat kohort vizsgalat™
rs2228528 ERCC6 Benignus ClinVar adatbazis
rs2228529 ERCC6 Benignus Sajat kohort vizsgalat™
rs2291381 MRPL3 Polimorfizmus ExXPASy
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Mutécié ID Gén Jelentoség Referencia
rs2303909 GFM1 Benignus Sajat kohort vizsgalat™
rs2307441 POLG Benignus Ensembl
rs3087374 POLG Benignus Ensembl
rs3177338 RHOT2 Benignus Sajat kohort vizsgalat®

rs324136 AARS2 Benignus Sajat kohort vizsgalat®
rs35623954 AARS2 Benignus Ensembl
rs35862137 RARS2 Benignus Ensembl
rs370809239 SCO1 Benignus 3 predikciods szoftver alapjan
rs3734800 RMND1 Benignus Ensembl
rs3757370 RARS2 Benignus Ensembl
rs3790549 WARS2 Benignus Szegregacios vizsgalat

rs41549716 POLG Polimorfizmus Barthelemy és mtsai 2002
rs4253072 PGBD3 Benignus Sajat kohort vizsgalat*
rs4253211 ERCC6 Tumor rizikofaktor Berndt és mtsai 2006

rs543213250 MSTO1 ? n/a

rs564555725 MARS2 Benignus canSAR

rs61752783 POLG Benignus Ensembl
rs6497671 EARS2 Benignus Sajat kohort vizsgalat™*
rs6934360 RMND1 Polimorfizmus ExPASy
rs7187920 EARS2 Benignus Sajat kohort vizsgalat™*
rs7320366 SUCLA2 Benignus Sajat kohort vizsgalat™
rs74874677 DGUOK Benignus Ensembl
rs76148008 MRPS22 Benignus 3 predikcios szoftver alapjan

rs76599088 MGME1 Patogén Taylor és mtsai 2014

rs77958705 ATP5A1 ? n/a

rs78770848 I1ARS2 Polimorfizmus DMDM adatbazis

rs |D-vel nem rendelkezd SNV-K:

€.1552C>T PGBD3 Benignus 3 predikcios szoftver alapjan

€.1094G>A POLG Patogén Szegregacios vizsgalat

€.1196A>G C100rf2 | Patogén, Perrault-szindroma Demain és mtsai 2015

c.1358G>A C10orf2 ? n/a
€.605G>C APEX1 Patogén Szegregacios vizsgalat
c.38G>C LRPPRC Polimorfizmus Szegregacios vizsgalat
C.229G>A RHOT2 Patogén Szegregacios vizsgalat
¢.367C>G EARS2 Polimorfizmus Szegregacios vizsgalat
€.38T>C POLG2 ? n/a

c.2174C>T POLG ? n/a
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A deplécio hatterében talalt eltérések:

A mtDNS deplécios gyermekek koziil 9 gyermeket valasztottunk be az NGS-sel
vizsgalandd kohortba. Koziiliik 4 esetben nem talaltunk patogén eltérést. A delécios
kohortban is 8 esetben megtalalt YARS2 Gly191Val mutacié két esetben volt jelen
homozigota forméaban, melyet a szegregécids vizsgdlatok alapjan polimorfizmusnak
tartunk, ugyanis a tiinetmentes sziilok is hordoztdk a mutaciot. Négy betegben
azonositottunk homozigéta Argl78Trp MGMEL mutaciot, melynek patogenitasat egy
esetben szegregacios elemzéssel ala tudtuk tamasztani (a tobbi esetben a szegregacios

mintazet elemzésére nem volt lehetdségiink).

V/2.3. Autizmus sepktrum betegségben a mitochondrialis diszfunkcio hatasanak

vizsgalata a betegség patomechanizmusaban

A vizsgalt kohortban a 60 gyermekbdl (6 lany, 54 fia, 10,4+7,3 év) 29 sporadikus eset
volt. Csaladi anamnézis két esetben nem volt felvehetd, mert ezek a gyermekek nem a
biologiai sziilokkel élnek. Az esetek 48%-aban pozitiv volt a csaladi anamnézis (29
eset): 20 esetben pszichiatriai betegségek (bipolaris betegség, depresszio,
schizophrénia), 4 esetben mitochondrialis betegség gyanu tekintetében (MD asszocialt
multiszisztémas tiinetek mint migrén, latas/hallas problémak, epilepszia, endokrin
betegségek, carcinoma), 5 esetben pedig mindkét betegségcsoportba tartozd érintettség
volt a csaladban. A gyermekeknek elkésziilt az ADI-R (és legtobb esetben az ADOS)
diagnosztikali tesztje, az ICD-10 (http://apps.who.int/classifications
/icd10/browse/2016/en#/F84.0) alapjan ASD diagnozist kaptak. Az ASD-MD betegek

részletes klinikai, familiaris adatait és a tarsbetegségeket a 15. Tablazatban mutatom be.

A mtDNS mutdciok keresése: 60 ASD betegbdl 10 esetben talaltunk mtDNS deléciot.
Két gyermekben multiplex deléciot, 8 esetben 7.9 kb egyes major deléciot. A
heteroplazmia ardny minden esetben >20% volt (15. Tabldzat). Az egészséges
kontrollok vizsgélata soran 98 esetbdl 4-ben taldltunk delécidt. A vizsgalt betegek
16.6%-4ban taldltunk mtDNS eltérést, az autista és kontroll csoport kozotti kiillonbség

szignifikans (Yates’ chi-négyzet 4.5; p=0.03; odds ratio 5.8; 95% CI: 1.2132-27.7289).
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A hot spot régiok vizsgalata: m. 3243 A>G, m. 8993 T>C,G és m. 8344 A>G mutéciok,
negativ eredménnyel zarult 60 ASD betegben.
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15. Tablazat. Az ASD-MD betegek adatai
(HP: heteroplazmia, CMV: cytomegalovirus, OCD: obszessziv-kompulziv megbetegedés, PD: Parkinson, AD: Alzheimer)

es e . . . . Minor - . Laktat szint
Beteg Kor | Nem Familidris anamnézis Tarsbetegségek anomalisk CNS érintettség ASD mellett (norm.:<1.6mmol/l) mtDNS (HP)
Anyai és apai agon: mentalis . . Hypacusis, orofacialis dyspraxia, - "
ASD_P1 14 f retardacio Krénikus otitis * mentélis retardacio, ataxia, tremor 36 Multiplex delécio
ASD_P2 12 f Anyai dgon: aut0|_mmun Glutén szenzitivitas + Figyelemzavar, e'ny!le mentalis 06 Egyes delécio
hypothyreosis retardacio (80%)
Anvai 4eon: epilenszia Kongenitalis anomaliak, coloboma, Eaves delécio
ASD_P3 10 f yaiag s priepsz Fog problémak + latasi és 1égzési problémak, hypotonia, 1.9 9
Apai agon: szorongas ataxia (20%)
S , Gastro-oesophagealis Postnatalis novekedési defektus, Egyes delécio
ASD_P4 || 5 | T | Anyaidgon: pinik betegség reflux * mentalis retardacio 13 (65%)
ASDP5 | 4 | f Negativ Dermatitis ; Nincs 0.9 Egygs‘};l)ecm
El6z6 gyermek abortalt,
Apai agon: vizfejliség,
fejlédési rendellenesség . Microcephalia, latasproblémak, Egyes deléciod
ASD_P6 4 n Anyai dgon: depresszio, Strabismus * hypotonia 23 (20%)
szorongas. ptosis, OCD,
carcinoma
ASD_P7 5 f Negativ Nincs + Enyhe ataxia 1.2 Egyzzgss(i/eol)emo
Anyai dgon: bipolaris zavar Dermatitis, CMV, . . Egyes delécio
ASD_P8 5 n (3 rokon) hepatitis + Hypacusis, enyhe myopathia 15 (85%)
Mindkét 4gon: PD, AD, Eoves delécié
ASD_P9 21 f mentalis retardacio Nincs + Enyhe ataxia, lab hypertrophia 15 gy(goo/)
Apai agon: ASD gyanu 0
ASD_P10 5 f Negativ Nincs + Nincs 1.2 Multiplex delécid




A nDNS mutdciok keresése: A vizsgalt 60 ASD betegbdl egy esetben tudtunk
szindromas format azonositani. Az ASD P3 esetben heterozigéta patogén mutacid
igazolodott a CHD7 génben az ASD-vel asszociaciot mutaté 103 gént tartalmazo panel
NGS vizsgalata soran. A CHD7 gén mellett egy ismeretlen jelentdségli heterozigota
TSC2 mutaciot is talaltunk. A beteg fenotipusa €s a csaladi szegregacié alapjan az ASD
hatterében a CHD7 mutacié kovetkeztében kialakulo CHARGE-szindréma igazolddott.
Korabban ezt a szindromat Zentner és mtsai irtak le (Zentner s mtsai 2010). A talalt
TSC2 mutacid jelentésége kérdéses, mivel a kisgyermeknek még nincsenek sclerosis
tuberosara jellegzetes tiinetei.
Jelen munkéaban a mtDNS delécidval rendelkez6é ASD esetekre fokuszaltunk (MD-ASD
betegek). A betegek NGS eredményeit a 16. Tablazatban mutatom be (csak a patogén,
valodszinli patogén és kérdéses mutaciokat tiintettem fel).
A 10 MD-ASD esetiinkb6l 4 betegben ismert patogén mutacidkat azonositottunk
heterozigota formaban ASD asszocialt génekben vagy a mtDNS fenntartasaért felelos
génekben (16. Tablazat). Ismeretlen jelentdségi eltéréseket talaltunk 6 esetben. A
Harom esetben a mar kordbban emlitett patogénnek leirt YARS2 Gly191Val mutéciot
detektaltuk, melyet a szegregacids vizsgalatok alapjan polimorfizmusnak mindsitettiink
(14. Tablazat). Egy esetben a MGME1 Ser29Cys aminosavcseréjét talaltuk, melyet a
szegregacios vizsgalat ugyancsak polimorfizmusnak mindsitett.
Az intergenomidlis panel génekben 3 gyermeknél talaltunk patogén (gyanus) eltérést:
patogén Thr265lle MGME1 mutaciét (Taylor és mtsai 2014), ismeretlen jelent6ségii
POLG mutaciot és egy valoszinii patogén SUCLGL mutaciot (dbSNP adatbazis) (16.
Tablazat). A tobbi autista gyermek esetében csak ASD-asszocialt eltéréseket
detektaltunk, melyek mitochondridlis vonatkozéasai magyarazhatjak a delécio jelenlétét.
A 16. Téblazatban bemutatott patogén/valdszinii patogén mutaciok (MGMEL],
GABRB3, CHD7, SUCLG1) a szegregacios vizsgalatok sordan a DHCR7 kivételével

(melyet megtalaltunk az anyaban) de novo-nak bizonyultak.
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16. Tablazat. ASD-MD betegekben taldlt eltérések NGS-sel

(*dbSNP, Charge szindréma, *Taylor és mtsai 2014, *schizophrenia, autismKB, >szegregdcids vizsgalataink alapjdn)

Beteg Gén Mutacio  Zigécia Jelentoség Polyphen2 SIFT NGSpanel Mt-Korrelacié

ASD_P1 FOXP2  A280T HET bizonytalan jelent8ségii 0.99 0.23 Autista +

AUTS2 L433P HET bizonytalan jelentOségii 1 n/d Adtista +

ASD_P2  CHDS8 H2219P HET bizonytalan jelent6ségii 0.96 0.04 Autista +
YARS2 G191V HET polimorfizmus® 0.6 0.01 Intergenom

ASD P3 TSC2 K22N HET bizonytalan jelent6ségli 1 0.42 Autista A

a CHD7 Fs HET patogén’ n/d n/d Autista
RELN L496P HET bizonytalan jelent6ségii 0,98 0.02 Autista

ASD_P4 KATNAL2 R1382S HET bizonytalan jelent6ségii 0,99 0.14 Autista -

MGME1 S29C HET polimorfizmus® P 0.02 Intergenom +

ASD_P5 MGME1  T265I HET patogén’ P 0.25 Intergenom +

ASD P6 YARS2 G191V HET polimorfizmus® 0.6 0.01 Intergenom +
POLG  Q53RSK HET bizonytalan jelent6ségii n/d n/d Intergenom

ASD P7 RELN P1703R HET rizik6faktor” 1 0.11 Adtista =

RAI G1070R HET bizonytalan jelentdségl 0.99 0.01 Autista +

DHCR7  W119* HET patogén’ n/d 0.12 Autista +

ASD_P8  NHS R409Q HET bizonytalan jelentéségfi 1 0.31 Autista -

GABRB3  E122* HET valdszinii patogén n/d 1 Autista +

ASD._P9 YARS2 G191V HET polimorfizmus® 0.6 0.01 Intergenom +

SUCLG1 G79D HET valoszinii patogén® 0.99 0 Intergenom +

ASD P10 PDE10A  P477A HOM bizonytalan jelentségii 0.99 1 Autista +

- NLGN3 T449P HET bizonytalan jelentéségii 0.95 0.15 Adtista +



V/3. A kelet-azsiai antropologiai marker jelentosége

A MtDNS 9-bp deléciot 14 esetben talaltuk meg 1073 mitochondridlis diszfunkcié miatt
vizsgalt betegben (PCR-RFLP). Az elektroforézis soran a normalisan 41-bp fragmens
kisebbnek bizonyult, melynek oka az mt. 8272-8281 9-bp delécio jelenléte a NC7
intergénikus régioban (COII-tRNAIys). A human referencia mitochondrialis genomban
két tandem repeat (CCCCCTCTA) van ebben a régioban, a delécid
kovetkezményeképpen azonban ez csak egy kopiaban van jelen. A vizsgalt kontroll
populacidoban (N=468) csak egy esetben talaltunk 9-bp deléciot. Frekvencidja 1.3%, a
kontroll csoportban 0.2%. A kiilonbség nagy a két csoport kozott, statisztikailag
mégsem szignifikas (p=0.085; Yates’ chi-négyzet 2.97). Az 1073 betegbdl 203 esetben
tudtuk a mitochondrialis betegséget genetikailag is aldtdmasztani (azaz a patogén
MtDNS mutaciot azonositani). Ebben a subkohortban tiz 9-bp delécios paciens volt. Ha
a genetikailag bizonyitottan mitochondrialis betegeket hasonlitjuk 6ssze a kontroll
csoporttal, a delécio eldforduldsa szignifikdnsan magasabb (p=0.00004; Yates’ chi-
négyzet 16.69). A vizsgalni kivant kohort megfelel6 kivalasztisa nagyban befolyasolja a
nullhipotéziseinkre kapott valaszokat. A genetikailag bizonyitott MD kohortban a 9-bp
gyakorisdga majdnem 5%. A 9-bp delécidt hordozd betegek mtDNS stabilitasat
vizsgalando, végigszekvenaltuk a teljes mtDNS-t. Homoplazmikus m. 8270 C>T
szubsztitucio tarsult a delécié mellé 11 esetben. Ezt a polimorfizmust (COII-tRNSIys
intergénikus régioban) ischaemias szivbetegségben irtak le (Ruppert és mtsai 2004).
Egy csalad 3 tagjaban ezek mellett az eltérések mellett egy 0) patogén muticidt
talaltunk heteroplazmikus formaban (m.8332 A>QG) a tRNS™* anticodon karjan (Gal és
mtsai 2010). Nagyobb mtDNS deléciok is tarsultak a 9-bp delécioval: 5 esetben 7.9 kb
common deléciot, 1 esetben multiplex deléciot talaltunk. Egy betegben frame shift
mutaciot mutattunk ki a D-loopban, 4 esetben azonban semmilyen patogénnek

feltételezheto eltérést sem tudtunk azonositani.

A 9-bp deléciot hordozok haplocsoport analizisének eredménye:

Egy csaladban (két beteg) és egy kontroll személyben hataroztuk meg a B
haplocsoportot (17. Tablazat).
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17. Tablazat. 9-bp deléciot hordozo betegek és az egészséges kontroll haplocsoportja

16217C

. Osztalyozo Haplo- (. .
Minta | Nem . Y P Eredet MtDNSalteracio Fenotipus
polimorfizmusok csop.
Fiatalkori stroke, ataxia
16126C-16140C-16183C-16189C- . . e
9bp_P1 n 16209C-16294T-16296T-16311C ™ Eurépa m.8332A>G hypa_cu3|_s, dysarthria,
hyperkinesis, alacsony 1Q
16126C-16140C-16183C-16189C- - . Fiatalkori stroke,
Sop_P2 | f 16209C-16294T-16296T-16311C T Eurépa m.8332A>G hyperkinesis, alacsony 1Q
16126C-16140C-16183C-16189C- - . Fiatalkori stroke, stilyos
%p P3| T 65000 16294T-16296T-16311C | | Europa m.8332A>G dystonia
16126C-16182C-16183C-16189C- . - Myalgia, myopathia, DM,
Sop_P4 | n 16294T-16296T-16298C ™ Eurépa 7.9Kb deléci6 hepatopathia
16126C-16140C-16189C-16294T- - . - . .
9bp_P5 n 16295T-16296T-16311C T Eurépa D-loop frame shift Kéz tremor, gyengeség
gbp po | | 10126CIGIRCIOMBCIONC | | | vl deleis i
, Spaszticitas, tremor,
9bp_P7 f 16126C-16294T-16296T-16324C T4 Europa - myalgia, myopathia
9p_Ps | f 7028T-14766C HV Europa - Dysarthria, spaszticus
paraparesis, ataxia
9bp_P9 n 16192T-16256T-16270T-12308G Ubal Europa - Dysarthria, paraesthesia
9bp_P10 f 16256T-16270T-16362C-16399G USala Eurépa - Epilepszia, stroke-ok
9bp_P11 f 16129A-16224C-16311C K Eurépa 7.9kb delécio Spaszticitas, myopathia
161117-16129A-16140C-16153A-
9bp P12 | f 16183C-16189C-16193+1C- B Azsia 7.9kb deléci6 Myopathia, DM
16234T-16243C
16111T-16129A-16140C-16153A- )
9bp P13 | f 16183C-16189C-16193+1C- B Azsia 7.9kb deléci6 Myopathia, DM
16234T-16243C
16126C-16182C-16183C-16189C- . .y :
9bp_P14 f 16294T-16296T-16298C ™ Eurépa 7.9kb delécio Ataxia
9bp_K1 f 16092C-16182C-16183C-16189C- B Azsia - Egészséges kontroll

Az Osszes tobbi beteg eurdpai haplocsoportokba sorolhatd, sok esetben ritka tipusokba.

A legtobb vizsgalt beteg (N=8) T* és T4 subhaplocsoportba tartozott a besorolas

alapjan (a magyar populacioban a T haplocsoport frekvencidja 7.8%, ref.: Bogacsi-

Szabd és mtsai 2008). Két esetben a hasonldan ritka U5, egy esetben a K haplocsoportot

tudtuk definidlni. Taldltunk egy beteget, aki pedig a nagyon ritka HV haplocsoportba

tartozik.

52




VI. MEGBESZELES

VI/1. Az aKGDH deficiencia hatterében all6 genetikai variaciok és az Alzheimer-

kor kapcsolatanak vizsgalata

Patogénnek feltételezett aminosaveserét okozéd mutaciot az aKGDH-t kodold gének
vizsgalatakor 2 esetben taldltunk heterozigota forméban szdvettanilag bizonyitottan
Alzheimer-koros betegek agyaban. Az OGDH Ser54Arg mutacié nagy valdszintiséggel
patogén mutacié (ftp.nectarmutation.org), mely kozvetleniil az altalunk azonositott
aminosavcsere (Ser55Leu) el6tt lokalizalodik. Emellett figyelembe véve a predikcids
score-okat, és azt, hogy a kontroll mintadkban nem volt jelen, az éltalunk talalt mutaciot

is patogénnek feltételezzik. A DLD Arg263His aminosavcsere az enzim

ey

crer

patogén. A DLST-ben taldlt muticiot polimorfizmusnak mindsitettiik a kontroll
agymintaban val6 jelenléte miatt, ahol semmi nyoma nem volt neuropatholdgiai
elvaltozasnak, az érintett 74 évesen heveny keringési elégtelenségben exitalt.

Az Alzheimer-kor hatterében altalunk talalt aKGDH alegységek génjeinek heterozigota
eltérései feltételezéseink szerint genetikai rizikod tényezoként szolgalnak az AD korban,
mig a homozigdta muticiok sulyos, csecsemékorban kezdddd letdlis aKGDH-
deficienciat okozhatnak. Az a kérdés, hogy hanyszorosdra emelik a betegség
kialakulasanak rizikdjat ezek a genetikai biomarkerek, még nem valaszolhat6 meg jelen
vizsgalat kis elemszaml volta miatt. Nagyobb kohorton érdemes lenne ezeknek a
genetikai tényezdknek a tovabbi vizsgalata.

Az OGDH-ban talalt eltérést a temporalis lebenyben azonositottuk, a frontalis
lebenyben azonban nem volt jelen. Ez alatamaszthatja a feltételezést, hogy az életiink
soran keletkez6 szomatikus mutaciok is karositjak az agyban az aKGDH miikodését,

mely ROS felhalmozodashoz és idegrendszeri karosodashoz vezethet.
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V1/2. A mitochondrialis DNS és a nuklearis genom kozotti kommunikacioért

felelos gének rendellenességei

VI1/2.1. Az intergenomialis kommunikacioért feleléos gének Sanger szekvenalasi

eredményei

Munkank sordan azokat a géneket clemeztiik Sanger szekvenalassal, melyekben az
irodalom alapjan leggyakrabban irtak le az altalunk talalt fenotipusokkal kapcsolatos
eltéréseket. A legtobb esetben a POLG gént szekvenaltuk, hiszen ennek hibai relative

gyakoriak és nagyon valtozatos a klinikai megjelenése. A taldlati aranyunk az ANT1 és

crer

rrrrrrrr

Osszesen vizsgalt 131 esetb6l. Mindezek alapjan konkluzidként levonhatdo az a
megallapitds, hogy olyan betegségcsoportok esetében, ahol a klinikai tlinetek és a
biomarkerek alapjan nem specifikalhaté a betegség és a tiinetek hatterében szamos gén
allhat, eredményesebb az NGS panel vizsgalat.

A POLG génben talalt 7 eltérés koziil 4 eddig nem leirt valdsziniileg patogén mutacio,
melyeknek jelentdségét predikcios szoftverek segitségével ¢€s szegregacios
vizsgalatokkal igyekeztiink alatamasztani. Az Ala467Thr (Chan és mtsai 2005),
Trp748Ser (Hakonen és mtsai 2005) és Tyr955Cys (Van Goethem és mtsai 2001) mas
betegekben mar leirt patogén mutaciok. Négy eltérést azonban mi talaltunk meg eldszor:
Ser240Pro, Gly365Glu, Alal082Thr ¢és Cys1197Arg (12. tablazat), szegregacios
vizsgalatok alapjan patogénnek feltételezziik dket. A POLG mutéaciok kovetkeztében
manifesztalodo fenotipusok nagy variabilitast mutatnak, autoszomalis dominans (PEO,
pszichiatriai korképek) és recessziv (PEO, Alpers, SCA, neuropathia, myopathia)
oroklésmenetet is talaltunk. Nagyon gyakran tarsulnak pszichiatriai tiinetek a POLG
mutéciokhoz, altaldban multiszisztémas betegség részként, de néha izolalt formaban is.
A patogén mutaciok mellett el6forduldé modifikald faktorok (polimorfizmusok) is
befolyasolhatjadk a fenotipust, de lathatunk példat arra is, hogy ugyanaz a genotipus
(POLG_P3 csalad) kiilonb6z6 tiineteket produkal. Egyes esetekben a patogén mutaciok

vagy modifikalo faktorok valprodat toxicitasra hajlamositd genetikai markerek is egyben.
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VI1/2.2. Intergenomialis NGS eredmények megbeszélése mitochondrialis

paciensekben

A 36 vizsgalt beteg koziil 19 delécios és 5 deplécios esetben taldltunk missense
eltéréseket. Jelen tanulmanyban csak azokat a missense mutdciokat részletez(t)ik,
melyeket adatbazisokban, szakirodalomban nem talaltunk benignusnak besorolva (azaz
patogének, vagy jelentdségiilk mindezidaig ismeretlen). Mitochondrialis delécids
betegek esetében a talalt mutaciok heterozigéta formaban voltak jelen, mig a deplécios
gyermekeknél a patogén MGMEL1l mutaciok homozigota formaban voltak
detektalhatoak.

A mtDNS deplécio hatterében az eddig olvashaté irodalom adataival (Alston és mtsai
2013) ellentétben nem talaltunk egy esetben sem TK2 mutaciét; viszont MGME1
mutaciokkal, egy esetben pedig WARS2 His151Arg heterozigdta mutacidval tarsulva
talaltunk deplécios szindromat. A His151Arg eltérést két predikcios szoftver (SIFT és
MutationTester) patogénnek mindsiti.Az aminoacil-tRNS szintetaz csalad (ARS2)
enzimei a meghatarozott aminosavak mt tRNS-hez val6 kotddését biztositjak, mutacidik
kiilonboz6 tiinetegytitteseket okoznak szdvetspecifikus érintettséggel. A DARS2, EARS2
¢és MARS2 mutaciok  leukoencephalopathiat okoznak, a RARS2 mutaciok
pontocerebellaris hypoplasiat, HARS2 és LARS2 mutaciok ovarium diszgenezist és
sensorineuralis  hallasvesztést, AARS2 muticiok csecsemdkori cardiomyopathiat,
SARS2 mutaciok  hyperuricemiat, tiidé  hypertenziot és  veseproblémakat,
FARS2 mutaciok pedig mitochondrialis encephalopathiat (Riley és mtsai 2013). Sajat
kohortunkban a gyakori heterozygota YARS2 polimorfizmuson kiviil WARS2 és IARS2
eltéréseket taldltunk missense patogén(gyanus) formaban, melyek a triptofan és az
izoleucin tRNS-hez vald kapcsolodasaért felelések. A YARS2 Glyl191Val eltérés 8/27
delécios és 2/9 deplécids esetben fordult eld, ezen gén defektusat homozigdta formaban
1égzési lanc elégtelenség, myopathia, laktat-acidozis €s sideroblastos anaemia-val irtak
le (Riley és mtsai 2010). Ugyanez a munkacsoport 3 évvel késébb compound
heterozigota formaban Glyl91Asp-t talalt, mely kovetkeztében az enzim Katalitikus
hatékonysaga 38-ad részére csokkent (Riley és mtsai 2013). Kohortunkban az
eléfordulasi gyakorisaga magasabb, mint az irodalmi értékek, >25% (MAF: 0.1266),

szegregacidos elemzéssel kizartuk patogenitasat, polimorfizmusnak tartjuk. Az
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adatbazisokban a kétféle eltérés (Glyl91Asp és Glyl91Val) egy azonositd szdm
(rs11539445) alatt szerepel, és jelentdségét, eléforduldsi gyakorisagat is kozosen
hatarozzak meg (dbSNP: ,patogén”), holott a kétféle aminosavcsere kozott nagy a
kiilonbség. A glicin €s valin k6zotti kiilonbség 1ényegesen kisebb €s nem okoz akkora
valtozast a fehérjeszerkezetben, mint a glicin-aszpartat csere. Vizsgalataink alapjan azt
gondoljuk, hogy az adatbazisban szerepld patogenitasra vonatkozo adat a Glyl91Asp
eltérésre vonatkoztathatd, mig az altalunk talalt gyakori Gly191Val polimorfizmusnak
bizonyul. A WARS2 Hisl51Arg eltérést a szegregacios vizsgalatok elvégézése utan

benignusnak soroltuk be.

A MGME1l gén Argl78Trp és Thr265lle feltételezetten patogén mutacioit egy
kozlemény PEO-val kisért myopathias betegben irtak le, akinél a 1égzési lanc defektusa
igazolodott (Taylor és mtsai 2014). A szerzok Kornblum és mtsai 2013 munkéjara
hivatkozva hoztdk meg a kovetkeztetést a patogenitdsra vonatkozdan, amelyben az
MGMEL kimagaslo szerepét irjak le a mtDNS fenntartasaban. Harom izombeteg
csalddban taldltak MGME1 mutaciokat. A MGMEL egy mitochondridlis RecB-tipust
exonukleazt kodol, az egyszala DNS-t hasitja, esszencialis a mtDNS szintézis¢hez és
repair-hez (Kornblum és mtsai 2013). Kohortunkban az Arg178Trp MGMEL mutaciot
heterozigota formaban 3 mtDNS delécidos esetben, homozigdota formaban 4 deplécios
esetben talaltuk meg (tovabbi MGMEL mutaciokat ASD-MD betegekben irtam le: 1d.
IV/2.3. fejezet). Heterozigota formaban PEO/COPD, MELAS/TIA fenotipust
eredményezett betegeinkben, mig homozigota forméaban stlyos gyermekkori deplécios
szindromaval tarsult az eltérés. Perrault-szindromas betegiinkben compound
heterozigbta TWINKLE mutaciokkal (Del P3) egyiitt fordult eld. Szegregécios
vizsgalatot négy esetben tudtunk végezni az MGMEL mutaciora, egyik esetben sem

talaltuk meg az egészséges sziildkben az eltérést, mely a patogenitasat tamasztja ala.

Egy tipikus mitochondrialis tiinetekkel rendelkezé (epilepszia, myoclonus, kognitiv
hanyatlas) paciensiinkben (Del_P7) a Thr308Ala MTO1 mutacio feltételezett
patogenitasat (Baruffini és mtsai 2013) megerdsithetjiik, ugyanis az irodalmi adatok
alatamasztjak a mutaci6 kovetkeztében kialakul6 OXPHOS defektust. Ugyanezen beteg
RHOT2 génjében is talaltunk egy Val77Met aminosavcserét, mely 3-féle predikcios
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szoftver értékelése alapjan egyértelmiien patogén besorolast kapott. A RHOT2 (MIRO2)
egy mitochondridlis GTPéazt koédol, melynek a mitochondridlis homeosztazisban,
apoptozisban van szerepe (Fransson ¢és mtsai 2003). Feltételezziik, hogy a 2
heterozigdta mutacié gén-gén kolcsonhatasa eredményezi a beteg klinikai tiineteit. Mind
a MTOI mind a RHOT2 szegregacios vizsgalata ezen SNV-K patogenitasat

alatdmasztja.

A Ser75Asn MRPL3 mutaciét kordbban Tourette-szindromaval 6sszefiiggésben irtak le
egy OFCCL1 eltéréssel egyiitt (Guo és mtsai 2012). A mi kohortunkban az MRPL3
mutacioét egy spasticus tetraparesisben szenvedd betegben (Del P11) talaltuk meg
IARS2 missense eltéréssel egyiitt (SIFT score 0.02, MutationTester alapjan betegség
okozo eltérés). Az IARS2 defektusat neuropathia, sensoneuralis hallasvesztéssel és
novekedési hormon deficienciaval Osszefiiggésben irtdk le (Schwartzentruber és mtsai
2014). A szegregacios vizsgalat folyamatban van.

Az IARS2 Arg8Leu eltérés hallasvesztéses tiinettel tarsulva detektalhatdo volt egy
spinocerebellaris ataxias betegiinkben is, akinél egyidejileg a POLG Gly365Glu
aminosavcserét is megtalaltuk. A klinikai tiinetek valoszinlileg itt is a gén-gén

interakciok kovetkeztében alakulnak ki.

Az ATP5A1 gén defektusait OXPHOS és ATP-szintaz defektus hatterében irtak le, mely
a progressziv encephalopathia sulyos letalis formdjat okozta az Arg329Cys mutacid
(Jonckheere és mtsai 2013) és a Tyr321Cys (Lieber és mtsai 2013) homozigéta
formaban. Az altalunk talalt heterozigota Ilel73Val SNV betegiink tiineteit
(mitochondrialis encephalopathia) magyarazhatja abban az esetben, ha a szegregacios

vizsgélat is megerdsiti azt.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a mtDNS delécioval és deplécioval jard
mitochondrialis betegeinkben MGMEL eltéréseket talaltunk (Argl78Trp, Thr265lle)
leggyakrabban, igy ez a gén a POLG gén mellett kozponti jelentéségi lehet az
intergenomialis kommunikacios defektusok genetikai hatterének igazoldsa soran.
Kohortunkban az Argl78Trp csere el6fordulési gyakorisaga magas, majdnem 20%, de

az 1000 genom projekt alapjan szamolt MAF (minor allél frekvencia) érték alacsony
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(MGME1 Argl78Trp 0.0022; Thr265lle 0.0044). Szegregacios vizsgalatokkal ala
tudtuk tdmasztani ennek az eltérésnek a patogenitasat.

Az intergenomialis kommunikacié hatterében allo gének sokfélesége és variabilis
fenotipusos megnyilvanulasi formai miatt sok jdonsagot rejt még ez a teriilet, melynek
csak egy kis szeletébe tudtam tobb éves munkadm soran belepillantani. A NGS-sel
vizsgalt génpanel Osszetétele erdteljesen befolyasolja az eredményeket, talalati
aranyokat (Vasta ¢és mtsai 2012), az altalam 0Osszedllitott panel egyedi mivolta miatt
mindenképpen Uj informécidkat nyajt a mitochondridlis defektusok hatterének

felderitéséhez.

V1/2.3. Az mtDNS delécié és az ASD osszefiiggései

Els6 alkalommal végeztink komprehenziv, tobb mint 150 gén egyidejii atfogd
vizsgalatara Kkiterjedd vizsgalatot ASD-MD betegek kohortjaban. Munkank soran
kizardlag azon ASD betegekre fokuszaltunk, akik mitochondrialis deléciot hordoznak.
Kimutattuk, hogy az ASD kohortban szignifikansan nagyobb a mitochondrialis deléciok
eléfordulasa, mint az egészséges kontroll populdcidban, annak ellenére, hogy a kontroll
csoport joval iddsebb volt (a kor elérehaladtaval a mtDNS egyre tobb mutaciot
akkumulalhat magaban, a kdrnyezet karositd hatasainak egyre jobban ki van téve). Az
ASD-MD kohortban a 106 ASD génen kiviil 51 intergenomialis gént vizsgaltunk. A
mitochondridlis betegségek hatterében sok esetben mtDNS deléciok allnak (nDNS
mutaciok kovetkezményeképpen), a szomatikus mutaciok pedig nem Orokletes
neurodegenerativ betegségeket okozhatnak. Az ASD betegek mitochondriuma sokkal
sebezhetébb a magasabb ROS termel¢s €s alacsonyabb antioxidans szint miatt (Frye és
Rossignol 2011). Munkam soran nem csak a deléciok jelenlétét, genetikai hatterét
vizsgaltuk, hanem az elvaltozast mutatd6 ASD-asszocialt gének mitochondriummal valo

kapcsolatat is.

Tobb mint 30 éve tudjuk, hogy az ASD mitochondrialis diszfunkcioval jar (Coleman és
Blass 1985), genetikai hattere aranylag mégis kevéssé kutatott teriilet. Felmeril a
kérdés, hogy a MD elsédleges vagy masodlagos; a tiinetek kivaltoja, vagy a tlinetek

stlyosbito tényezdje, szerepet jatszik-e a patomechanimzusban vagy downstream hatas,
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esetleg csak epifenomén?! Rossignol és Frye munkajaban az ASD-MD betegek 79%-
aban nem tudtdk tisztazni a genetikai hatteret, ami a Szekunder mitochondrialis
karosodasra irdnyitja a figyelmiinket (Rossignol és Frye 2012). Egy kis mintaszamu
vizsgalatban a 12 ASD betegbdl 8 esetben allapitottak meg a mtDNS deléciot (Smith és
mtsai 2009). Az ASD-MD betegek tiinetei nagyon karakterisztikusak, Rossignol és Frye
Osszehasonlitotta az ASD-MD kohortot a sima ASD, ill. sima MD kohortokkal
(Rossignol és Frye 2012). Az 6 ASD-MD betegeikben az emelkedett laktat, piruvat,
megkésett motoros fejlodés €s gastro-interstinalis tiinetek szignifikansabban gyakrabban
fordultak eld, mint az altaldnos ASD kohortban. ASD-MD betegek kozott a fiu/lany
arany kiegyenlitettebb volt. A mi eredményeink megfelelnek ezeknek a
megfigyeléseknek, a legtobb péciensiinknek volt mitochondridlis-asszocialt tiinete:
izomgyengeség, megkésett motoros fejlddés, hypoacusis, ataxia. A klasszikus delécios
szindroméak (PEO, Pearson-, Kearns-Sayre-szindroma) fenotipusai nem jelentek meg

kohortunkban.

V1/2.3.1. ASD-asszocialt gének és az intergenomialis kommunikacioban résztvevo

gének komplex elemzése a mitochondrialis miikodéssel osszefiiggésben

A 10 esetbdl 3 gyermekben talaltunk patogén vagy valdszinlileg patogén
intergenomialis génmutaciokat. 7 esetben patogén (gyanus) eltérést nem tudtunk
azonositani a vizsgalt 51 intergenomialis kommunkacidért felelés génben, azonban
hordoztak valdsziniileg patogén eltéréseket ASD-asszocialt génekben: RELN, DHCR?,
GABRB3, CHD7, CHDS8 és eddig nem leirt bizonytalan jelentdségii mutaciokat a
FOXP2, RAI, NHS, PDE10A és NLGN3 génekben. Ezek a gének szerepet jatszanak a
sejtszabalyozasban, szignal  transzdukcioban,  ill. kiilonboz6  jelatviteli
mechanizmusokban, melyek a mitochondrium miikodését is szabalyozhatjak. A DHCR7
protein a koleszterol termelést szabalyozza, defektusa Smith-Lemli-Opitz szindromat
okoz (SLOS). A magas 7DHC (dehydro-koleszterol) szint mitochondrialis
diszfunkcidhoz vezet (Chang és mtsai 2014). A szinaptikus kapcsolatokban valo

abnormitésok is befolyasolhatjak a mitochondriumot, GABRB3 mutacio kovetkeztében

59



felborulhat a glutamat/GABAerg rendszer, a megndvekedett glutamat szint ROS-t
termel, mely gétolja a beta-oxidaciot. Az evollcidsan konzervalt FOXP2 transzkripcios
faktor sokféle gént szabalyoz, mutacioi SPCHI-et okozhatnak (speech-language
disorder 1). A RAIl a mitochondriumban lokalizalodik, foként idegszdvetben
expresszalodik, a kromatin remodeling transzkripciondlis reguldtora, szerepe van a
neuronalis differencidcidban, az embrionalis és postnatalis fejlédésben. A PDE10A gén
mutacioi a ciklikus nukleotid koncentraciot befolyasoljdk, a foszfodiészteraz a 3'
ciklikus foszfat-kotést hidrolizalja cAMP vagy cGMP-16l. A foszfodiészterazok ezaltal
szabdlyozzak ezeknek a masodlagos hirvivd molekulaknak a szintjét, lokalizaciojat,
aktivitasat. Sokféle sejtszintli transzdukcids utvonalnak résztvevdi, szerepiikk van a

tanulasi és memoria folyamatokban.

Az MD-ASD betegek 30%-aban talaltunk az intergenomialis kommunikacioban érintett
génekben patogén (gyanus) mutéciot. Jelen kutatas keretei kozott csak 51 gént volt
lehetdségiink vizsgélni, ennél nagységrendekkel tobb gén allhat a mitochondridlis
defektus hatterében, nem beszélve a masodlagos karosodasrol, melynek okait nem
genetikai szinten, hanem a kornyezeti hatasokban kell keresniink. A leggyakrabban

érintett gén vizsgalatom soran ebben a kohortban is a MGMEL volt.

POLG ¢és SUCLG1 mutaciokat 1-1 esetben talaltunk. A POLG mutacidkat pszichiatriai
korképekben (pl. schizophrenia) leirtak, autizmussal kapcsolatban azonban nincsenek
adatok. SUCLG1 homozigdta vagy compound heterozigbta mutaciokat kiilonbozo
tiinetekkel hoztak Osszefliggésbe: laktatacidozis, hypotonia, akaratlan mozgasok, hallas
problémak, megkésett fejlédés (Rouzier és mtsai 2010). Erdekes médon a patogén
(gyanlis) missense mutdciok minden esetben heterozigéta formdban fordultak eld,
feltételezziik hogy a gének/géntermékek kozotti kolesonhatasok bonyolultabbak. Ezek
hatdsanak elemzését komplex, parhuzamosan még tobb gén bevonasaval érdemes

tovabb vizsgalni.

Egy szindromas esetben (ASD P3) sikeriilt azonositani az egyértelmli genetikai
hatteret: egy CHD7 mutaciot, mely CHARGE szindromat (Coloboma, Heart defect,
Atresia, Retardation, Genital defect, Ear anomalies) okoz, emellett egy TSC2 mutaciot.
A CHD7 (chromodomain helikaz DNS-koté fehérje) a kromatin  remodelinget
szabalyozza. A TSC2 mutaciok aktivalni tudjadk az mTORCI1-et, ami megnovekedett
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mtDNS expresszidohoz és mitochondridlis denzitdshoz vezet. A TOR egy Ser/Thr kinaz,
kiilonbozd proteinekkel komplexet alkotva szabdlyozza a sejtciklust, mitochondriélis
membranpotencialt és az ATP-szintézist (Koyanagi és mtsai 2011).

Osszefoglalva azt gondoljuk, hogy a mtDNS deléciok az ASD-ben maésodlagos
jelenségnek mindsithetéek, melyek vagy a betegséggel elsddlegesen asszocidlt ASD
gének karosodasanak kovetkezményeként, vagy kiils6 kornyezeti hatdsok kovetkeztében

alakulnak ki.

VI1/3. NGS-sel talalt kérdéses, ij mutaciok jelentosége, besorolasa

A kérdéses muticiokat az ACMG standard-ek (Richards és mtsai 2015) alapjan
probaltuk besorolni.

Az irodalomban mindeziddig nem ismert jelentdséglii mutaciok, melyek predikcios
szoftverek alapjan patogénnek tiintek: WARS2 (His151Arg és Ala267Pro), IARS2
(Arg8Leu), RHOT2 (Val77Met), APEX1 (Arg202Pro), ATP5A1 (llel73Val), MTO1
(Pro568Ala), melyek koziill az APEX1, RHOT2 és 1ARS2 eddig nem leirt eltérések
patogenitasat szegregacios elemzéssel ala tudtuk tamasztani. A heterozigdta formaban
vald elofordulds jelentdsége kérdéses. A WARS2 eltérések a szegregacids vizsgalatok

alapjan polimorfizmusnak tiinnek.

Ismeretlen jelentdségli mutaciok, melyek a predikcids szoftverek alapjan benignusak:
TFAM (GIn100Glu), SCO1 (Pro8Ser), MRPS22 (Thr206lle), PGBD3 (Arg518Cys).
Ezen eltéréseket 3 program (SIFT, PolyPhen2, MutationTester) egyontetli predikcioja
alapjan benignusnak gondoljuk.

Szegregacios vizsgalat soran polimorfizmusnak mindsitettiik a kovetkezd eltéréseket: az
EARS2 génben ¢.367 C>G (Leul23Val) és a LRPPRC génben ¢.38 G>C (Argl3Pro)
mutaciok, melyeket eddig nem irtak le az irodalomban; és a YARS2 génben gyakran
eléforduld Gly191Val eltérést, MGMEL génben a Ser29Cys aminosavcserét.

Az ismeretlen jelentdségli mutaciok tobb esetben mas leirt patogén vagy feltételezett
patogén mutaciokkal tarsultak, mely Osszhangban all feltételezésiinkkel, hogy a

mitochondrium mikodését befolyasold gének direkt/indirekt moédon hatassal vannak
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egymasra ¢és Osszehangolt miikddéslik sziikséges a mitochondrium normalis

mukodéséhez.

VI1/4. A mtDNS 9-bp deléciojanak klinikai jelentosége

Kutatasaink eredményeképpen els6ként hataroztuk meg a 9-bp delécio eldfordulasi
gyakorisdgat a magyar populdcioban, amely magasabbnak bizonyult, mint ahogy
feltételezték Europaban (Watkins és mtsai 1999). Az eurdpai populacioban csak harom
esetben irtak le: két skot (Thomas és mtsai 1998) és egy spanyol esetben (Barrientos és
mtsai 1995). A 9-bp deléci6 foként Azsiaban és a Pacifikus régioban fordul eld, foként a
B haplocsoporttal asszocialtan. A mi kohortunkban a B haplocsoport 3 esetben fordult
el6 (két beteg és egy kontroll). Eseteink tobbségében a 9-bp delécié a T haplocsoporttal
asszocidlva fordult eld, amely nem egy gyakori haplocsoport Eurdpaban. Néhany

esetben mas, Eur6paban ritka haplocsoportokkal fordult €16, mint az U5, K és HV.

Eredményeink alapjan azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a 9-bp delécid jelenlétét a
magyar populdcioban magyarazhatja a magyarok vandorlasa, de lehet recurrens delécid
is, melyet Redd feltételezett (Redd és mtsai 1995). Thomas és munkatéarsai szerint a 9-
bp delécio a mtDNS replilacidja soran SSM (slipped-strand mispairing) kovetkeztében
keletkezik (Thomas és mtsai 1998). Ez az evolucid soran tobbszor is megtorténhet
oka lehet egy repetitiv szekvencia (Schon és mtsai 1989).

Mivel a 9-bp delécid asszociaciot mutat a mitochondrialis betegségekkel, azt gondoljuk,
hogy az adott mtDNS régio instabilitdsat okozza, ndveli, és mas patogén mutaciok
kialakuldsara hajlamosit (Pentelényi és mtsai 2014). Hasonl6 jelenséget tapasztalt Liu
Azsiaban: a 9-bp delécid prevalenciaja taiwani kontrollokban 21% volt, mig m.8344
A>G szubsztiticioval rendelkezd betegekben 67% és m.3243 A>G mutansoknal 39%
(Liu és mtsai 2005). Kohortunkban a 9-bp delécid sok esetben nagyobb delécidkkal
tarsult (14 esetbdl 6-ban). A major deléciok eléfordulasa a magyar MD populacioban
21% (Reményi ¢és mtsai 2015), ennél magasabb aranyt mutat a 9-bp delécios
kohortunkban. Egy orosz 9-bp deléciot hordozo csalad egy tagjaban (Sokolova és mtsai
2002) 5.5 kb mtDNS deléciot detektaltak nagyon kozel a 9-bp delécidhoz (mt 8278-
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13770), mely a 9-bp delécid instabilitast provokald hatasat tamasztja ald. Mivel a
mtDNS alteraciok nem csak a 9-bp delécio kozvetlen kdzelében alakulnak ki, a pontos
patogenezishez tovabbi vizsgalatok sziikségesek. A 9-bp delécid jelenléte nem csak
mtDNS betegségek prediktiv biomarkere lehet, asszocidciot mutattak ki hepatocellularis
carcinomaval a kinai populacioban, foként az alkoholistak korében (Jin 2012).
Szamitogépes szimulacidval modellezték, hogy a 9-bp delécio egy micro-RNS
kotohelyen lokalizalodik, ami a mitochondrialis metabolizmust szabalyozza.

A 9-bp delécid eloforduldsanak kiilonbsége a teljes MD kohort és a genetikailag
alatamasztott mtDNS betegek ko6zot azzal magyarazhatd, hogy a mitochondridlis
betegségek nem csak mtDNS mutaciok kovetkeztében alakulhatnak ki, hanem nDNS
hibak miatt is. A 9-bp delécio csak a mtDNS stabilitasat befolyasolja. Kimutattuk, hogy
a 9-bp delécio bar az 4zsiai és Pacifikus régidra jellemzd, jelen van a magyar
populécioban is, nem csak dzsiai hanem eurdpai tipusu haplocsoportokban is
(Pentelényi ¢és mtsai 2014). Jelenléte nem csak a magyarok vandorlasaval
magyarazhato, keletkezhetett tobbszor kiilonb6z6 agakon az evolicié soran “slipped-
strand mispairing” miatt. A MtDNS betegek kozotti gyakori el6fordulasabol arra
kovetkeztetiink, hogy instabilitdst okoz a régidban ¢és mas patogén mutdciok

kialakuldsara hajlamosit.
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VIl. KOVETKEZTETESEK

Kutatdsainkkal a mitochondridlis  diszfunkci6 kiilonb6z6 human betegség

vonatkozasait vilagitottuk meg.

Eredményeimet a kovetkezokben foglalom Gssze:

1. Vizsgéltuk egy klasszikusan multifaktorialis betegség, az Alzheimer-kor
aKGDH genomikai eltéréseit, mely soran azt talaltuk, hogy az aKGDH
egyes alegységeinek genetikai variansai hajlamosithatnak AD kialakulasara,
de ez a genetikai rizikd tényezé nem tekintendd vezetd tényezdnek, egy a
szamos genetikai riziko fakor kozott.

2. A mitochondrialis betegségek etiopatogenezisének kutatdsa soran az
intergenomialis kommunikécioban részt vevd azon génekre fokuszaltam,
melyek human betegség asszocidcioirdl meg csak korlatozott mennyiségii
informécio allt rendelkezésiinkre. Megallapitottuk, hogy a mtDNS
delécioval rendelkezd betegek intergenomidlis kommunikacidban részt vevo
génjei koziil a leggyakrabban karosoddo POLG mellett a MGME1 gén is
gyakran hordoz eltéréseket.

3. Egy betegnél a nagyon ritka Perrault-szindroma hatterében compound
heterozigdta mutaciot irtunk le a vilagon masodikként. Megfigyelésiinkkel
alatamasztottuk azt a feltételezést, miszerint a TWINKLE gén hibai is
eredményezhetnek Perrault-szindromat. Igy bévitettiik a Perrault-szindroma
hatterében all6 gének sorat.

4. lIgazoltuk, hogy az intergenomidlis kommunikacioban résztvevd gének nem
csak egyféle oroklodéssel okozhatnak human betegségeket, hanem egyes
gének hibai autoszomalis domindns modon 6roklédve enyhébb fenotipust,
autoszomalis  recessziv. ~moddon  o6roklédve  sulyosabb  fenotipust
eredményeznek (pl. RRM2B heterozigota mutacoja PEO-t eredményezett az

altalunk megfigyelt csalddban, a POLG mutacioknal a felnétt betegek
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heterozigdta formaban hordoztdk a mutaciot, a gyermekkori kezdet azonban
compound heterozigéta statuszhoz kotddott).

Az intergenomidlis gének NGS vizsgalata sordn de novo patogén MGMEI1
mutaciokat talaltunk betegeinkben, mely homozigota formédban MIDNS
deplécios szindromat eredményezett, heterozigdta formaban pedig mtDNS
deléciot és sokkal enyhébb klinikai fenotipust. Tobb 0j, eddig ismeretlen
eltérést irtunk le, illetve ismert eltérések jelentdségét hataroztuk meg,
értékeltiik at.

Elsé alkalommal végeztiink komprehenziv, tobb mint 150 gén egyideji
analizisére kiterjedé vizsgalatot MD-ASD betegekben. Megallapitottuk,
hogy a mitochondridlis deléciok szignifikdnsan gyakrabban fordulnak eld
ASD betegekben, mint az egészséges populacioban. Minden altalunk
vizsgalt MD-ASD esetben talaltunk direkt vagy indirekt mitochondriummal
Osszefliggd génhibat. Az érintett ASD-asszocialt géneknek szerepe van a
sejtszabalyozasban, szignal transzdukcidban, kiilonbozé  jelatviteli
folyamatokban. Kimutattuk, hogy a mitochondridlis deléci6 a betegek
tobbségében nem primer intergenomialis kommunikaciézavar kovetkeztében
kialakulo csirasejt mutacio miatt alakultak ki, hanem vagy a betegséggel
elsddlegesen asszocidlt ASD gének karosoddsanak kovetkezménye, vagy a
kiilsé kornyezeti tényezdk hatasa.

Els6ként hataroztuk meg a 9-bp delécid kelet-azsiai antropologiai marker
gyakorisdgat a magyar populacidban, melynek atfogd tanulmanyozasara
Europadban még nem volt példa. Eredményeinkkel aldtdmasztottuk azt a
feltételezést, miszerint a delécid instabilld teszi a MIDNS-t, ez alapjan MD
rizikofaktornak tartjuk. A Kelet-dzsiai antropoldgiai marker gyakori
eléfordulasanak magyarazata a magyar populacioban lehet a magyarsag
torténelme, de nem zarhato ki a recurrald mutacio kialakulasanak lehetdsége

sem.
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V1. OSSZEFOGLALAS

A mitochondrium irdnyitasaért, mukodéséért, fennmaradasaért nagyobb részt a
nuklearis DNS-ben koddolt informéciok feleldsek. Diszfunkcidja szerepet jatszik a
neurodegenerativ  €s neurodevelopmentalis betegségekben. A mitochondrium
karosodasa kovetkeztében csokken az energiatermelés, né a ROS képzddés. Kutatdsaim
soran azon nuklearis géneket kerestem ¢és vizsgaltam, melyek jelentds befolyassal
birnak a mitochondrium mukodésére; mitochondrialis delécid, ill. deplécio hatterében
allhatnak. Célom volt kozelebb keriilni a neurodegenerativ (Alzheimer-kor) és
neurodevelopmentalis  (autizmus)  betegségek  patomechanizmusaban  fontos
mitochondrialis diszfunkciéo genetikai hatterének megértéséhez, és az ok-okozati
viszonyok feltarasahoz. A rutin diagnosztika soran talalt mtDNS 9-bp delécio (kelet-
azsiai antropoldgiai marker) jelenlétének és szerepének azonositasat tliztem ki célul a
magyar populdcidban. Az tjgeneracids szekvenaldssal kutatdsom utolsd évében
lehetdségem nyilt targetdlt génpanelek vizsgalatara, aminek segitségével az
intergenomialis kommunikaciéban szerepet jatszo gének atfogobb tanulmanyozasara
volt médom, mint kordbban a Sanger szekvenalassal.

Alzheimer-korral diagnosztizalt post mortem agyszovetekben aKGDH mutaciokat
azonositottunk. Ez az enzim a mitochondriumban zajlé6 Krebs-ciklus kulcsfontossagu
résztvevdje. Mindharom alegységben talaltunk 1-1 missense mutaciot, melyekbdl kettot
patogénnek feltételeziink. Autista gyermekekben kimutattuk a mitochondrialis delécio
eléfordulasanak szignifikansan magasabb értékét az egészséges populacidhoz
viszonyitva. A mtDNS delécidk jelenléte ASD-ben tobb esetben szekundernek tiinik,
mely az ASD-vel asszocialt gének defektusainak masodlagos hatasaként alakulhat ki, de
a kiils6 kornyezeti tényezOk hatdsa sem zarhato ki.

Sanger szekvenalassal 7 patogén POLG mutaciot azonositottunk (N=131), melybdl 4 1,
eddig nem leirt patogén eltérés. NGS vizsgalattal (N=46) tobb nem kozolt missense
mutacioét azonositottunk kiilonboz6 génekben, in silico analizis és szegregacios
vizsgalatok alapjan ismeretlen jelentdségu eltérések hatasat hataroztuk meg.

Az europai populaciok kozott elsoként hataroztuk meg a 9-bp delécid kelet-azsiai
antropologiai marker gyakorisagat hazankban. Eredményeinkkel aldtdmasztottuk azt a

feltételezést, miszerint a delécid instabilla teszi a MtDNS-t; MD rizikofaktornak tartjuk.
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IX. SUMMARY

Information encoded by nuclear DNA is mainly responsible for the regulation, function
and survival of mitochondrium, and mitochondrial dysfunction is implicated in
neurodegenerative and neurodevelopmental diseases. Damage to the mitochondrium
decreases energy production and increases ROS formation.

The aim of my research was to identify and investigate such genes that heavily
influence the function of mitochondrium and could be in the background of
mitochondrial deletion or depletion. Furthermore, | aimed to get a better understanding
of the background of mitochondrial dysfunction of neurodegenerative (Alzheimer’s
disease) and neurodevelopmental (autism) diseases, and to reveal any possible cause-
effect relationship. | was able to to determine the presence and function of an mtDNA 9-
bp deletion (East Asian anthropology marker) in the Hungarian population, which was
discovered during routine diagnostics. In the last year of my research | had the
opportunity to examine gene panels using NGS technology to study genes responsible
for intergenomial communication more thoroughly than perviously done using Sanger
sequencing.

We also investigated aKGDH mutations in post mortem brain tissues diagnosed with
Alzheimer’s disease. This enzyme plays a major role in the Krebs cycle in
mitochondrium. We detected 1-1 missense mutation in each of three subunits, two of
them are a hypothesized pathogen. Compared to healthy controls, we found a
significantly higher incidence of mitochondrial deletion in autistic children, and the
underlying MD/ASD associated genes were examined. The presence of a mtDNA
deletion seems to be secunder. We identified 7 pathogenic POLG mutations (N=131) by
Sanger sequencing, four of which are novel, undescribed variations. We also identified
unpublished missense mutations in different genes using next generation sequencing
(N=46), and we described predictions for many unknown variations based on in silico
and segregation analysis.

Among European populations we firstly determined the incidence of a 9-bp deletion
East-Asian anthropology marker in Hungary. Our findings confirmed the hypothesis
that the deletion makes mitochondrial DNA instable, and we interpret it to be a MD risk

factor.
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