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BEVEZETES

A mitochondrium

A mitochondium a sejt energiatermeld szerve. Sajat cirkularis DNS-sel rendelkezik,
mely maternalisan 6roklédik. A sejtmagtol fliggetlen miikodésre az evolicid soran
képtelenné valt. A miikodéséhez sziikséges proteineket nagyrészt mar a magi DNS
kodolja: kb. 1000 mitochondrialis proteint.

A mitochondrialis betegségeket a mtDNS és a nDNS mutécioi is okozhatjak. A mtDNS
replikaciojaban ¢és transzkripcidjaban szerepet jatszo gének a nDNS-ben vannak
kodolva, minddssze két rRNS genetikai kodja talalhatdé a mtDNS-ben. A transzlacio
molekularis résztvevdéi koziil mar nagyobb aranyban taldlunk mitochondriumban
kodoltakat, de a vezetd szerepet itt is a mag vette at az evolucié soran. Mig a mtDNS
mutacidk anyai 6roklodést mutatnak, a nDNS defektusai AD, AR vagy X-hez kototten
oroklédnek. A mtDNS mutacios rataja 10-20x nagyobb, mint a nDNS-¢, az oxidativ
karosodasnak jobban ki van téve, mint a NDNS.

A mitochondridlis betegségek kb. 80%-a nuklearis defektus kovetkeztében alakul ki,
ilyen esetekben altalaban sulyosabb a betegség, és korabban manifesztalédnak a
tiinetek. A mitochondridlis betegségek egy kiilon csoportjat alkotjak a munkam soran
vizsgalt intergenomialis kommunikacios zavarok, mely kovetkeztében a MtDNS
mindségileg (egyes, tobbes deléciok) vagy mennyiségileg (deplécid) karosodik.
Hatterében a replikacids, transzkripciés mechanizmusok, ill. a mitochondrium
integritdsanak karosodasa all.

A  mtDNS bizonyos evoluciésan rogziilt polimorfizmusainak, delécidinak
populdcidgenetikai jelentésége van. Vannak bizonyos népcsoportokra jellegzetes
variacok, mint pl. a 9-bp delécid, mely egy Kkelet-azsiai antropoldgiai marker.
Legmagasabb eldfordulasi gyakorisaga DK-Azsidban, Indonézidban és a Pacifikus

régioban tapasztalhatd. Europaban eddig csak harom esetben irtak le.



A mitochondrialis diszfunkcio kovetkeztében kialakul6 betegségek

A mitochondrialis betegségek prevalenciaja 1:5000, az érintettek 50%-a gyermek. A
multiszisztémas betegségek heterogén csoportjat alkotjak, leggyakrabban a vazizom és
az idegrendszer érintett. Mitochondridlis betegségben leginkabb a nagy energiaigényt
szovetek karosodnak (agy, retina, izom, vese). A mitochondrium karosodasa
kovetkeztében megvaltozik az apoptozis folyamata is. A tobbes (multiplex) deléciok
tobbnyire masodlagosan, nDNS mutéciok kovetkeztében jonnek 1étre az intergenomialis
kommunikécidos zavarok megnyilvanulasaképpen. A klinikai kép nagyon szines,
leggyakrabban  epilepszia, ataxia, demencia, neuropathia, ophthalmoplegia,
hallasvesztés, myopathia, hypotonia, atrophia és pszichiatriai tiinetek alakulnak ki.

A mitochondriumok miikodészavara fontos szerepet jatszik a neurodegenerativ
betegségek patomechanizmusaban is: csokken az energiatermelés, né a ROS (reaktiv
oxidativ szabadgyok) mennyiség, karosodik a membran és a mtDNS.

A neurodegenerativ betegségek mellett egyes neurodevelopmentalis korképekben is
fontos patogenetikai faktor lehet a mitochondrialis diszfunkcio. Az autizmus spektrum
betegségben (ASD) szenveddk leggyakrabban leirt metabolikus abnormitdsa a 1égzési
lanc zavara. OXPHOS karosodast és a mitochondrialis biomarkerek szignifikans
emelkedését mutattak ki ASD-ben. Sok mitochondrialis tiinet ASD-asszocialt fenotipus,

mint a megkésett mentalis és motoros fejlédés, mentalis hanyatlas és a laktacidozis.



CELKITUZESEK

Célkitlizéseim a mitochondrialis karosodas hatasanak elemzésére iranyultak mind ritka,

mind gyakori betegségekben. Az aldbbi {6 célokat fogalmaztam meg:

1.

3.

Neurodegenerativ (Alzheimer-kor) betegségekben a Krebs-ciklus egyik fontos

...........

elemzése.

Neurodevelopmentalis  (autizmus spektrum betegség) betegségekben a

mitochondrialis genetikai eltérések elemzése.

A mtDNS deplécioval ill. delécioval jard korképekben az intergenomialis

kommunikécio zavarok hatterében 4ll6 nuklearis gének azonositasa.

Egy kelet-azsiai antropologiai marker, a 9-bp mtDNS delécio el6fordulasi
gyakorisdganak elemzése a magyar populdcidban és a mutacidé hatdsanak

elemzése.



MODSZEREK

Vizsgalt betegek

Alzheimer-kor (AD):

A Krebs-ciklus aKGDH enzim genetikai eltéréseinek elemzése céljabol a Semmelweis
Egyetem Huméan Agyszévet Bankjabol szarmazd post mortem agyszovetmintakat
vizsgaltunk 11 Alzheimer betegben (6 nd, 77+8 év és 5 férfi 69,59 év) és 9 kontroll
egyénben (5 nd és 4 férfi, 62+15¢v). Egy egyénbdl az agy tobb kiilonbdzd régiojabal is

tudtunk vizsgélatokat végezni.

Mitochondrialis betegségek:

Az intergenomidlis kommunikaciéban szerepet jatsz6 POLG gént 131 betegben
vizsgaltuk (47 férfi, 84 nd, 40+£22 ¢év). Ennek szubkohortjaiban tovabbi géneket
vizsgaltunk (TWINKLE, TK2, RRM2B, ANT1) Sanger szekvenaldssal. NGS

intergenomalis panel vizsgalatot 46 beteg esetében végeztiink.

A kelet-azsiai antropologiai marker jelentdségének meghatarozasara 1073 pacienst (647
nd, 44,3£18,5 ¢év, 426 férfi, 39,919 ¢év) ¢és 468 egészséges kontroll személyt
vizsgaltunk (301 nd, 38,7+14,4 és 167 férfi 42,7+18,1).

Autizmus spektrum betegség (ASD):

A mitochondrialis diszfunkciot 60 ASD gyermekben (54 fiu, 6 lany, 10.4£7.3 év) és 60
egészséges kontroll egyénben vizsgaltuk (26 nd, 34 férfi, 28.5+7.4 év).



Alkalmazott modszerek

A DNS izolalasa vérbdl, illetve szovetekbdl “QIAamp DNA blood/tissue kit”-tel tortént
a gyarto altal megadott metodika szerint. A mtDNS egyes ¢€s tobbes delécidit long PCR-
rel vizsgaltuk. Az egyik leggyakoribb mitochondrialis pontmuticié (m. 8344 A>Q)
sziirését PCR-RFLP-vel végeztik. Az emésztés Banll endonukledzzal tortént. A
fragmenteket 4%-os agar6z gélen futtattuk, ethidium-bromiddal vizualizaltuk,
QuantityOne Software segitségével értékeltiik. A gélelektroforézis soran tobb esetben 9-
bp deléciot detektaltunk, melynek jelenlétét Sanger szekvendldssal megerdsitettiik. A
mtDNS mennyiségét (deplécid vizsgalat) izombol hatdroztuk meg Tagman proba
segitségével. A citokrom B volt a mitochondrialis target géniink, az albumin a nuklearis.
Ezek egymashoz viszonyitott mennyisége (ddCt modszer) alapjan hataroztuk meg a
depléciot.

Az intergenomidlis kommunikacidban szerepet jatszo POLG, TWINKLE, ANT1, TK2 ¢és
RRM2B gének, illetve az aK GDH alegységeinek Sanger szekvenalasa ABI PRISM 3100
GeneticAnalyzer-rel 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) human genom referencia szekvenciajahoz
illesztettiik.

Az intergenomialis kommunikécioban szerepet jatszd gének koziil 51 fontosabb gént
terveztiink egy NGS (Next-Generation Sequencing) panelbe a Sure Design szoftver
segitségével. A konyvtarkészitést SureSelect QXT kittel végeztem a gyartd altal
megadott protokoll szerint (Agilent Technologies). A futtatdst Illumina MiSeq
késziiléken végeztiik. Az intergenomialis panel futtatasa soran kapott fastq file-okat
Sure Call szoftverrel analizaltuk. A fastq file-ok illesztése a BWA MEM algoritmus
alapjan tortént, a varianshivds SNPPET SNP caller programmal. A patogénnek
feltételezett mutaciokat Sanger szekvenalassal validaltuk.

Statisztikai analizisre, a szignifikanciaszint meghatarozasara chi-négyzet probat

hasznaltunk (Yates altal korrigalt).



EREDMENYEK

Az alfa-ketoglutaratdehidrogenaz mutaciok és a demencia kapcsolata

A vizsgélt 11 AD beteg agyszoveteinek kiillonbozd régidiban az aKGDH génekben
Osszesen 3 missense mutacidt taldltunk. Az OGDH génben (aKGDH 1. alegysége)
Ser55Leu (c.164 C>T, rs2230445) mutaciot (Polyphen 0.89, MAF 0,002) detektaltunk.
A kontroll mintakban és a beteg frontalis lebenyében nem volt jelen ez az eltérés. A
DLST génben (aKGDH 2. alegysége) Pro204Leu (c. 611 C>T, rs142872233) mutaciot
detektaltunk, melyet megtalaltunk egy kontroll mintaban is, igy polimorfizmusnak
mindsitettiik. A DLD génben (aKGDH 3. alegysége) az Arg263His (c.788 G>A,
rs145670503) mutaciot azonositottuk, melyet a kontroll mintakban nem talaltunk meg.
Ez a mutacid az agy frontalis, temporalis és parahippocampalis lebenyeibdl izolalt DNS

mintakban is jelen volt.

Intergenomialis kommunikacios zavarok - Sanger szekvenalas

A klinikai adatok €s az izomszOvettani vizsgalat alapjan mitochondridlis betegségben
szenvedd 1477 betegbdl 267 esetben talaltunk mtDNS deléciot. A 47 vizsgalt deplécio-
gyanus betegbdl 14 esetben talaltuk csokkentnek a mitochondriumok szdmat. Kerestiik
az intergenomialis gének patogén eltéréseit. A POLG gén vizsgalata soran 131 betegbdl
7 patogénnek feltételezett mutaciot talaltunk 6 betegben: Ser204Pro, Gly365Glu,
Trp748Ser, Tyr955Cys, Alal082Thr, Ala467Thr és Cys1197Arg. A TWINKLE gén
vizsgalata soran a vizsgalt 48 esetbdl egy ritka betegség, a Perrault-szindroma
hatterében (sulyos sensorineuralis hallascsokkenés, ataxia, ovarium dysgenesis,
pszichiatriai tiinetek) sikeriilt patogén mutaciot igazolni. A TWINKLE gén és a Perrault-
azonos volt (Asn399Ser) a leirt mutacioval, a masik allélon talalt mutacié (Arg453Glin)
azonban ismeretlen eltérés. A két mutacié compound heterozigdta formaban felelds

rrrrr

mutdciét az édesanyanal és az Argd53GIn mutdciot az édesapanal. A sziilok



tinetmentesek. Az RRM2B vizsgalata 41 esetbdl egy csaladnal lett pozitiv. Szokatlan
autoszomalis dominans Oroklodésti heterozigota ¢.979 C>T mutaciot talaltunk a
progressziv ophthalmoplegia externa (PEO) hatterében. Az adPEO hatterében eddig
RRM2B mutaciot nem irtak le, a korabban kozolt esetek autoszomalis recessziv

c sy

rendelkeztek. Az altalunk talalt SNV korai stop kodont eredményezett (R327X).

Intergenomiailis kommunikaciés zavarok - Ujgeneracios szekvenalas

Ujgeneracios szekvenalassal elemeztiik 36 beteg (27 delécios és 9 deplécids esetben)
intergenomialis kommunikacioban résztvevo génjeit. A mtDNS delécios esetek koziil
12 betegnél nem talaltunk karos eltérést, a paciensek 2/3-aban azonban sikerdilt
valésziniileg patogén mutacidkat azonositanunk. A  mitochondridlis genom
integritasanak fenntartasaért felelds exonukleaz (MGMEL, mitochondrial genome
irtuk le 3 esetben heterozigota formaban. Sajat szegregacios vizsgalataink is
alatamasztottdk a patogenitasat. A szakirodalomban ismert patogén mutdciokat
talaltunk heterozigéta formaban: a Krebs-ciklust katalizalo SUCLGL (Gly79Asp) és a
fehérjeszintézisben szerepet jatsz6 MTO1 (Thr308Ala), ill. MRPL3 mitochondrialis
riboszomalis protein (Ser75Asn) génekben. T6bb 0j mutaciét talaltunk, melyeknek
jelent6ségét  szegregacios  vizsgalatokkal, predikcios szoftverekkel —probaltuk
meghatarozni.

A mtDNS deplécié hatterében 9 gyermekbdl 4 betegben homozigota formaban
azonositottuk az Argl78Trp MGME1 mutéciot.

Autizmus spektrum betegségben a mitochondrialis diszfunkcio vizsgalata

A 60 ASD beteg vérében 10 esetben talaltunk mtDNS deléciot. Az egészséges
kontrollok vizsgalata sordn 60 esetbdl 2-ben talaltunk deléciot. Az autista és kontroll
csoport kozotti kiilonbség szignifikans (Yates’ chi-négyzet 4.5; p=0.03). A vizsgalt
betegek 16.6%-aban volt jelen a mtDNS eltérést. A vizsgalt kohortbdl egy esetben

tudtunk szindromas autizmust azonositani, ahol a CHD7 gén patogén mutacidja okozta



a CHARGE-szindromat. A CHD7 mutaci6 mellett egy ismeretlen jelentdségii
heterozigota TSC2 mutacio is igazolodott. A beteg fenotipusa megfelelt a CHARGE-
szindroménak.

A 10 MD-ASD esetb6l 4 betegben ismert patogén muticiokat azonositottunk.
Ismeretlen jelentdségii eltéréseket talaltunk 6 esetben. Az intergenomialis panel érintett
génjei: MGME1L, POLG és SUCLG1. A betegek nagy részében nem talaltunk eltérést az
intergenomialis génekben, azonban az érintett ASD-asszocidlt gének direkt vagy

indirekt modon 0sszefiiggésbe hozhatok a mitochondrialis diszfunkcidval.

A kelet-azsiai antropologiai marker jelentésége

miatt vizsgalt betegben. A vizsgalt kontroll populacioban (N=468) csak egy esetben volt
jelen ez a 9-bp delécié. Frekvenciaja 1.3%, a kontroll csoportban 0.2%. Az 1073
betegbdl 203 esetben tudtuk a mitochondridlis betegséget genetikailag is alatdmasztani.
Ebben a subkohortban tiz 9-bp delécids paciens volt. Ha a genetikailag bizonyitottan
mitochondrialis betegeket dsszehasonlitjuk a kontroll csoporttal, a delécid eléfordulasa
szignifikansan magasabb (p=0.00004; Yates’ chi-négyzet 16.69). Egy csalad 3 tagjaban
ezek mellett az eltérések mellett egy 0j patogén mutéciot talaltunk heteroplazmikus
formaban (m.8332 A>G) a tRNS™® anticodon karjan. Nagyobb mtDNS delécidk is
tarsultak a 9-bp delécioval 6 esetben. Egy betegben frame shift mutaciét mutattunk ki a

D-loopban, 4 esetben azonban semmilyen patogén eltérést sem tudtunk azonositani.



KOVETKEZTETESEK

Kutatasaimban a mitochondrialis diszfunkcié Alzheimer-korral, primer mitochondrialis
betegségekkel és az autizmus spektrum betegséggel vald Osszefiiggéseit vizsgaltam,

melynek eredményeit az aldbbiakban foglalom ossze.

Alzheimer-korban az aKGDH enzim genomikai eltéréseinek vizsgalata alapjan
azt talaltuk, hogy az aKGDH egyes alegységeinek genetikai varidnsai hajlamosithatnak
ugyan az AD kialakulasara, de ez a genetikai rizikd nem tekintendd a vezetd genetikai
rizikdtényezonek. Kovetkeztetésiinket azzal a megfigyeléssel tdmasztjuk ald, hogy két,
valosziniiséggel patogén mutéaciot azonositottunk heterozigota formaban az OGDH és
DLD génekben.

Ismeretlen jelentdségli és eddig nem leirt eltérések jelentéségét hataroztuk meg
az intergenomialis kommunikacioban szerepet jatszo génekben. Compound heterozigota
TWINKLE gén mutacidkat asszociadltunk egy nagyon ritka korképpel, a Perrault-
szindromaval. Igazoltuk, hogy az intergenomialis kommunikacioban résztvevd gének
(POLG, RRM2B, MGME1) nem csak egyféle oroklodéssel okozhatnak human
betegségeket, hanem egyes gének hibai autoszomalis dominans modon oroklédve
mtDNS deléciot és enyhe fenotipust, autoszomalis recessziv modon 6roklédve pedig
mtDNS depléciot és stlyos fenotipust eredményezhetnek. Az altalunk vizsgalt
mitochondrialis tiinetegylittes hatterében. A szegregécids vizsgalatok alapjan ez a
mutacid tobb esetben is de novo eltérésnek bizonyult.

Elsé alkalommal végeztiink komprehenziv, tobb mint 150 gén egyidejii
analizisére kiterjed6 vizsgalatot MD-ASD betegekben. Megallapitottuk, hogy a
mitochondrialis deléciok szignifikdnsan gyakrabban fordulnak elé ASD betegekben,
mint az egészséges populacioban. Minden altalunk vizsgalt MD-ASD esetben talaltunk
direkt vagy indirekt mitochondrialis miikodéssel dsszefiiggd génhibat. Kimutattuk, hogy
a mitochondrialis delécié nem 6nmagaban, fiiggetleniil megjelend eltérés az MD-ASD
esetekben. Szindromas és nem szindroméas ASD betegek mitochondriuma egyarant

érintett lehet elsddleges vagy masodlagos modon a patobiokémiai folyamatok soran.



Elséként hataroztuk meg a 9-bp delécio, egy kelet-azsiai antropologiai marker
gyakorisdgat a magyar populdcidban, melynek atfogd tanulményozasara Eurdpaban
még nem volt példa. Eredményeinkkel aldtdmasztottuk azt a feltételezést, miszerint a

delécio instabilla teszi a mtDNS-t, ez alapjan MD rizikofaktornak tartjuk.
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