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2. Bevezetés

A mitochondrium az eukaridta szervezet kis ,.energiatermeld” gépezete. Eredetét,
valamint azt, hogy hogyan valhatott az eukaridta sejt egyik fontos kettds membrand
sejtszervecskéjévé, az endoszimbionta elmélettel magyardzzak. A legujabb kutatdsok
szerint a mitochondriumok legkozelebbi 0se egy a-proteobaktérium volt (Davidov és
mtsai 2006), mely a legnagyobb homoldgiat a Rickettsia-félékkel mutatja (Fitzpatrick és
mtsai 20006).

A mitochondrium a citoplazmédban helyezkedik el, kb. 7 pm hosszu, 0.5-2 pum széles.
Széma 4ltalaban att6l fiiggden valtozik, hogy az adott szOvetnek mekkora az
energiasziikséglete (Shoubridge é€s Molnar 2002). Kettds membran hatdrolja, a belsd
membran veszi koriil a métrixot, a matrixba nyomulé bels6 membran krisztdkat alkot. A
kiils6 és bels6 membrin kozott helyezkedik el az intermembrian tér, mely
kompartmentalizdlédik (Manella és mtsai 1997). A bels6 membran alakitotta
krisztdkban helyezkednek el az elektronszallité 1égzési lanc elemei: (komplex I-1V), az
FoF; ATP szintiz komplex (komplex V) (Taylor és Turnbull 2005), valamint egyéb
transzporter molekuldk. A transzporter molekuldk egyik f0 feladata a citoszol és a
matrix kozotti kommunikacié biztositasa (Dimauro és Davidson 2005). A kiilso
membranban fesziiltségfiiggd anion csatorndk helyezkednek el (VDAC vagy porin),
melyek szabad diffiziét engednek kb. 3 kDa molekulasilyig (Colombini 2004), emiatt
az intermedier anyagcsere szdmos molekuldja szdmdra dtjarhatok. Szerkezete
viszonylag egyszerti, kozel egyenld ardnyban tartalmaz lipidet és fehérjét, bakterialis
jellege miatt a kiils6 membran lipidosszetétele eukaridta vondsokat mutat (De Pinto és
mtsai 2008; Shoshan-Barmatz és Ginzel 2003). A mitochondrium matrixaban
helyezkedik el szamos anyagcsere-folyamat enzimrendszere: a citrat-ciklus, a piruvat-
dehidrogendz komplex, a zsirsav (B-oxidéacid) és aminosav oxidacid, hem-szintézis, és
részben az ornitin-ciklus, a szteroidszintézis enzimei is, valamint itt vannak a
riboszémak és a mitochondrialis DNS molekula (mtDNS).

A mitochondriumok legfobb szerepe a cellularis ATP szintézis az oxidativ-
foszforilacion (OXPHOS) keresztiil. Az ATP szintézis mellett a mitochondrium szamos

egyéb folyamatban is szerepet jatszik, mint az apoptdzis, dregedés, ROS védelem,



szteroid bioszintézis, ammoénia detoxikdlds (Shoubridge ¢és Molndr 2002),

neurodegeneracio (Federico és mtsai 2012).

A mitochondrialis diszfunkciok klinikai tiinetei altalaban azokban a szdvetekben,
szervekben manifesztdlédnak, melyek nagy energiaigényliek, mint a kozponti
idegrendszer, vazizomrendszer, szivizom, endokrin rendszer, gasztrointesztinalis
rendszer, valamint a szem szovetei. A mitochondrium miikddészavara lehet primer, azaz
herediter betegség kovetkezménye, de kialakulhat madasodlagosan is, a
mitochondriumokat karosité kornyezeti tényezok kovetkeztében (pl. UV-sugarzas). A
neurodegenerativ betegségekben, mint az Alzheimer-kér (Garcia-Escudero és mtsai

2013), az ALS (Amyotrophic lateral sclerosis) (Keeney és Bartlett 2010), vagy a

Huntington-kér (Quintanilla és Johnson 2009) patogenezisében is

mitochondridlis miikodészavart figyeltek meg.

madsodlagos

1. tablazat: A nuklearis és a mitochondrialis genom 6sszehasonlitasa

(Forras: Taylor és Turnbull 2005)

Jellemzo

Nuklearis genom

Mitochondrialis genom

Méret

~3.3x 10’ bp

16.569 bp

DNS molekulédk szdma / sejt

23 egy haploid sejtben, 46

Tobb ezer kopia sejtenként

diploid sejtben (poliploid)
Kédol6 gének szama ~20.000 — 30.000 37 (13polipeptid, 2 rRNS, 22
tRNS)
Géndenzités ~1/40.000 bp 1/450 bp
Intronok Majd minden génben Nincsenek
Ké6dolé DNS %-os ardnya ~3% ~93%

Kodon hasznalat

Univerzalis genetikai
kodonszo6téar

Eltérések az univerzalis
kodonszoétartdl: AUA-Met,
TGA-Trp, AGA és AGG-
STOP

Asszocialt fehérjék

Hiszton és nem hiszton
fehérjék

Hiszton fehérjék, hidnya, de
asszocidlt fehérjék vannak

Autoszomalis €s X-hez kotott

Oroklédés médja mendell, kodomindus, Materndlis 6roklédés
kapcsolt, Y-hoz kotott
paterndlis
Replikacid DNS polimeraz o és 6 DNS polimerédz y
Transzkripci6 Mindeg gén kiilon irodik at Policisztronos, két promoter
sajat promoterrol
Rekombindcid Meiozis profazisaban Nukledris genom dltal

irdnyitott
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2.1. A mitochondriumok genetikaja

2.1.1. A mitochondrialis genom altalanos jellemzo6i

A humén mitochondriumok kettdsszali cirkuldris DNS molekuldja 16.569 bp-bdl dll, és
tobb képidban van jelen (1-10 képia). Az mtDNS 13 proteint kédold gént tartalmaz, az
altaluk kédolt fehérjék az OXPHOS komponensei, ezeken kiviil még két riboszomaélis
RNS (12S rRNS, 16S rRNS) gén és 22 transzfer RNS (tRNS) gén is kodolédik az
mtDNS-ben (Wong 2010). Az mtDNS replikdciéja fiiggetlen a sejtmagban zajld
replikaciotol. A mitochondridlis genom szdmos tulajdonsagédban kiilonbozik a nuklearis

genomtol, ezeket a kiilonbségeket foglalja 6ssze az 1. tdblazat.

Az mtDNS sajatos jellemzoi:

1., Maternalis 6roklodés (Giles és mtsai 1980), kivétel azon ritka esetek, ahol paterndlis
0roklodésrdl szamoltak be (Schwartz €s Vissng 2003).

2, Polyplazmia: minden sejtben az mtDNS tobb, 100-1000 képidban fordul eld. A kéros
és egészséges mtDNS egyiittes el6forduldsat nevezziik heteroplazmidnak.

3.) Kiiszob- (treshold) effektus: a heteroplazmia aranynak egy bizonyos mennyiséget el
kell érnie ahhoz, hogy a sejt funkcidja karosodjon. Ezen kiiszob érték eltér6 a
kiillonb6z6 szovetekben, szervekben, ez az adott szOvet oxidativ metabolizmusanak
mértékétol fiigg. A klinikai tiinetek sulyossdga igy Osszefiiggésben dllhat a
heteroplazmia arannyal, azaz minél nagyobb a heteroplazmia ardnya, anndl stulyosabb az
adott szervrendszer érintettsége (Levinger €s mtsai 2004).

4.) Mitotikus szegregdcids €s palacknyak- (bottleneck) effektus: a vad és a mutédns
mtDNS molekuldk a sejtosztddds sordn az egyes lednysejtekbe véletlenszeriien jutnak
be (Shoubridge 2000).

A mitotikus szegregicié miatt a mutdns mitochondridlis genom ardnya az egyes
leanysejtekben eltéro lehet (1. dbra).

Mivel az mtDNS repair rendszere fejletlen, a mitochondriumok érzékenyek a kiilonb6z6

mutagén hatdasokra, ezért mutdcids ratdja 10-szerese a nukledris genoménak.
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Sejtosztodas Maturicié Megtermékenyités

Alacsony heteroplazmia
=+ ariny. Az utédok nem
érintettek

Magas heteroplazmia
ariny. Az utédok
érintettek

.

Ossejt
Intermedier dllapot. Az
s utodok érintettsége
kérdéses

° Mutans mitochondrium

° Vad-tipusi mitochondrium
. Sejtmag

1. dbra: A mutans mitochondriumok megoszlasa (heteroplazmia aranya) az

osztédas soran az oocytakban
(Forras: http://www.mitochondrialncg.nhs.uk/pa_genetics.html)

Primer oocyta Fejlodo oocyta

mr-tv  1555A>G 15243G
. ; . 15243G>A MHCM :
323%53&&@%/0 1 506 FA D 00p 15498G>A Histiocytoid cardiomyopathy

3254C>T CPEO
3255G>A MEHRSF-O-KSS

14709T>C MM+DMDF/EM 12706T>C MILS
14710G>A EM+retinopathy 13513¢>A MECASMILS

MT-ND§
>A LDYTMILS
LHON

MT-TL1 - e
MT-ND1 | 14487T7> %stonialMlLS MT-TL2
3460G>A LHON 14568C>T LHON 12297T>C D

M
12315G>A CPEO

4269A;ﬁal o';myf MT-Ta 4332G>A MELAS/Encephalopathy
S8 GPERKM it
42986>A gPCE oo MERRF MELAS
4320(:)1. HCM MT-TC 5814T>C Encephalopathy MT-ND4
— 7472C>insC PEWAMOF HEEeA VLS,

5537A>insT MILS

7512T>C EM[MERRF+MELAS

oL
MT-CO1 m ND3
7443A>G DEAF 101 58T>C MILS
7444G>A LHONJSNHUDEAF 10191T>C ESOC/MILS
T445A> 10197G>A MILS/Dystonia/
T445A> SNHL 3 p 2 Stroke
ERRF - MT-ATP&/S MT-TG 9997T>C MHCM
g%»g Gardiomyopathy METK  g993T>C Nggl;/,w% EUaGICE
8363G>A MERRF/MICM+DEAF/Autism 91751',8 FBSN/MIL

2. abra Az mtDNS szamos patogén mutacidinak lokalizacidja, valamint a veliik

asszocialt betegségek, szindromak
(Forras: http://mtdnatest.com)
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2.2. Mitochondrialis betegségek

A mitochondridlis betegségek (MB) a mitochondriumok funkcidjanak primer
karosoddsa miatt jonnek l1étre. Az MB-ek hétterében mind a mitochondriélis, mind a
nukledris genom rendellenessége dllhat. A tiinetek nagyon heterogének, kiilonosen
mtDNS betegségek esetén (2. tablazat). Az mtDNS betegségek jellegzetessége, hogy a
mitochondridlis genom ugyanazon muticidjdhoz kiilonboz6 koérképek is tarsulhatnak.
Egy klinikai tiinet viszont szdmos mtDNS mutdcidéval asszocidlhat (DiMauro és
Davidson 2005). Nem csak az egyes betegek fenotipusai kozott nagy a variabilitds,
hanem egy csalddon beliil is megfigyelhetd ez a jelenség. Az mtDNS-ben fellépd hibdk
kb. 500 monogénes betegség (2. dbra) 1étrejottéért felelosek (Calvo és mtsai 2010). Az
mtDNS asszocidlt korképek dltaldban egyszerre tobb szervet, szervrendszert is

érintenek.

2.2.1. A mitochondrialis betegségek epidemiolégiaja

A mitochondridlis betegségek eddig leirt epidemioldgiai vizsgdlatai kiillonbozd
szempontok szerint elemezték a betegségek prevalencidjat. Az északkelet-angliai
lakossdg korében a minimum prevalenciat 1 / 2500-ra (Schaefer és mtsai 2004), a
kockézati prevalenciat 16.5 / 100.000-re becsiilték gyermekeknél és fiatal felndtteknél
(Schaefer és mtsai 2008). A tiineteket mutat6 betegek prevalencidjat 6.57-9.2 / 100.000-
re becsiilték, a ,,veszélyeztetett” csalddtagokat is beleszamolva ezen érték mar 12.48 /
100.000-re ndtt egy masik angliai tanulméany szerint (Chinnery €s mtsai 2000; Schaefer
és mtsai 2008). Egy svéd kozlemény a gyermekkori mitochondridlis
enchephalomyopathidk frekvencidjat 4.7 / 100.000-re becsiilte (Darin és mtsai 2000),
mig egy ausztrdl vizsgilat a gyerekkori 1égzési lanc betegségek epidemioldgidjanak
vizsgalata sordn a minimum sziiletési prevalenciat 13.1 / 100.000 —nek hatirozta meg a
teljes populdcidra nézve (Skladal és mtsai 2003). Mindkét tanulmany figyelembe vette
mind az mtDNS, mind pedig a nukledris genom defektusai dltal okozott MB-ket.

Az Orphanet (a ritka betegségek €s a ritka betegségekben haszndlt gyogyszerek
referencia-portdlja) osszesitett prevalencia adatai: MELAS 16 / 100.000; MERRF 0.9 /
100.000; NARP 8.5 / 100.000; LHON 6.5 / 100.000 (www.orpha.net).
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2. tablazat: A mitochondrialis betegségekben érintett szervek
(Federico és mtsai 2012 utan modositva)

SR Jellemz6 tiinetek
szervrendszer
Kozponti . Ataxia, epilepszia,. migrén., strf)ke—sz?rﬁ tiipetek, .
. izomgyengeség, dystonia, dyskinesia, pszichdzis, mentalis
idegrendszer Py
retardacio
; dl:*;?efiflljzser Myopathia, polyneuropathia
Terhelési intolerancia, hypotdnia, izomgyengeség,
[zom atrophia, laktat aciddzis, faradékonysdg, izommerevség,
izomgorcsok
Sziv Cardiomyopathia, vezetési zavarok
Szem Nervus opticus atrophia, retinopathia, glaucoma, cataracta
Fiil Nagyothallds, periférids szédiilés
Bél Anorexia, ismétl6dd héanyas, ha}smenés, felszivodasi zavar,
pseudo ileus
M3j Hepatopathia
Vese Rendlis tubulopdtia, vese cysta
Endokrin Megkésett quertés, amengrrhea, medddség, DM,
. pajzsmirigy diszfunkcid, alacsony termet,
mirigyek . o
hypogonadizmus, hypoglikémia,
Csontvel0 Vashidnyos anémia

2.2.2. Az mtDNS mutacidi okozta betegségek

Az mtDNS-ben tobb mint 200 patogén muticiét és szdmos polimorfizmust (SNP)
azonositottak, melyek véltozatos klinikai tiineteket, szindromékat eredményezhetnek (3.
abra). A patogén szubsztiticiok eloszldsa nem egyenletes a cirkuldris molekuldban,
vannak un. mutdcios ,hot spot”-ok. A legfrekventdltabban érintett gének a tRNS-ek,
melyek koziil a legtobb mutéci6 a tRNS™" VUR _pan taldlhatd, ezt kovetik a tRNS™® és
tRNS" gének. Ezeken til gyakran taldlunk muticiékat a NADH dehidrogendz
alegységeit, a citokrom és az ATPaz alegységeket kodolé génekben. Az mtDNS
mutdcidkra jellegzetes, hogy egy szubsztiticid kiillonbozd fenotipust is eredményezhet.
A kovetkez6 fejezetekben a leggyakoribb mitochondridlis genom asszocidlt kérképeket

részletezem.
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2.2.2.1. Mitochondrialis Enchephalopathia Laktacid6zis Stroke-szerii tiinetekkel
(MELAS, MIM # 540000)

Az mtDNS-ben a tRNS™"V"® 1 3243 A>G muticidja a leggyakoribb. Ezt elészér a
MELAS hatterében irtdk le (Goto és mtsai 1990). A MELAS Kklinikai tiineteivel jar
esetek kb. 80%-dban ez a muticié okozza a betegséget, de ezt a korképet tovabbi kb. 40
mtDNS szubsztiticidval is Osszefliggésbe hoztdk (www.mitomap.org). A korkép
kezdete gyermekkorra és fiatal felndttkorra tehetd. A betegségre altaldban a materndlis
oroklodést migrén és DM mellett az ischeamids stroke-ra emlékeztetetd tiinetek hivjak
fel a figyelmet. Alacsonynovés, epilepszids rohamok, nagyothallds, epizodikus hanyas,
terhelési intolerancia, ptosis is gyakori tarstiinetek (Finsterer és mtsai 2007, G4l és mtsai

2008; Inczédy-Farkas és mtsai 2011).
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3. abra: Az mtDNS génjeiben fellép6 defektusok miatt kialakult korképek
(Forras: DiMauro és mtsai 2013)
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2.2.2.2. Myoclonus Epilepszia Ragged-Red rostokkal (MERRF, MIM # 545000)

A misodik leggyakrabban eléfordulé patogén mtDNS muticié a tRNS™® génben
taldlhaté m.8344 A>G, melyet a MERRF szindromdval asszocidltan irtak le (Shoffner
1990). A MERRF nevét az izomszovetben megfigyelhetd ,,rongyos vorés” rostok
jelenléte miatt kapta. A legjellegzetesebb tiinet az in. myoclonus epilepszia, emellett az
ataxia, hypacusis, dysarthria, jdrdsi bizonytalansig, szemmozgdszavar, kognitiv

funkcidk hanyatldsa is kialakulhat. Gyakran lipémék keletkeznek a bor alatt.

2.2.2.3 Neuropathia Ataxia és Retinitis Pigmentosa (NARP, MIM # 600750)

Az mtDNS ATP szintdz enzim 6-os alegységét koédolé (MTATP6) génjében taldlhatod
m.8993-as pozicidnak két patogén varidnsa is lehetséges: C>T és C>G. Az m.8§993 T>C
a NARP szindromat eredményezi (Tatuch and Robinson 1993), az m.8993 C>G
mutici6 MILS-t (Materndlis 6roklodésti Leigh szindroma, MIM # 516060) okoz
(Degoul és mtsai 1995). Az m.8993 T>C mutdcié magas heteroplazmia aranya (70 -
90%) is NARP szindrémat eredményez, ennél magasabb heteroplazmia ardny esetén
akdr fatdlis kimeneteltit MILS-szel asszocidlhat a mutdcié. A mutdcidk hatdsiara az ATP
szintdz szerkezete megvdltozik, funkcidja karosodik, mely kovetkeztében az ATP
szintézis csokken (Santorelli és mtsai 1996). A T>G mutacié homoplazmikus formédban
az ATP termelést 50-70%-kal csokkenti sejttipustol fiiggéen (Mattiazzi €s mtsai 2004).
Jellemz6 tiinetek: sensomotoros neuropathia, torzs €s végtag ataxia, valamint retinitis
pigmentosa. A gyermekeknél fejlodésbeli elmaradds és tanuldsi nehézségek is
jelentkezhetnek. Idésebb korban a beteg dementdlédhat. Térstiinetként megjelenhet

epilepszia, hypacusis és sziv-ingeriiletvezetési rendellenességek is.

2.2.2.4. Leber-féle optikus neuropathia (LHON, MIM # 535000)

Az mtDNS fehérjét kodolo génjeiben lokalizalddé mutaciok kovetkeztében alakul ki a
Leber-féle optikus neuropathia (LHON), mely az el6z8 szindromakhoz képest igen jol
karakterizalt, kizar6lag a nervus opticus kérosoddsat eredményezi. Tizennégy
szubsztiticiot, és 18 ritka alterdciét hoztak eddig Osszefiiggésbe a LHON-nal,
(http://mitomap.org/bin/view.pl/MITOMAP/MutationsLHON). A leirt szorosabb
asszocidciot mutatd 14 mutacio koziil 3 elsddlegesnek mindsiil, azaz a LHON diagnézis

felallitaisahoz ezek koziil legaldbb 1-nek a jelenléte elengedhetetlen. A tobbi tarsuld
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muticié a fenotipust modifikélja, ezek jelenléte onmagaban nem elegendé a LHON
diagnézishoz. A 3 elsddleges mutdcid, melyek a NADH dehidrogendz (ND)
alegységeiben taldlhatéak a kovetkezok: m.3460G>A (ND1) (Howell és mtsai 1991),
m.11778G>A (ND4) (Wallace és mtsai 1998) és m.14484T>C (ND6) (Brown és mtsai
1992).

A betegség dltaldban 10 és 20 éves kor kozott kezdddik, gyakrabban érinti a férfiakat,
mint a néket. Az elsd tiinet a homalyos latds, mely kezdddhet csak az egyik, vagy
mindkét szemen egy idoben. A latdsromlds gyorsan progredidl, a szinlatas is romlik, a
nervus opticus sorvaddsa miatt gyakran fiatalon elvesziti a beteg a latasat. A latdsromlas
mellett ritkdn el6fordulhatnak egyéb tiinetek, mint mozgdszavar, tremor, sziv
ingeriiletvezetési zavarok, melyet LHON plus-nak neveznek (Nikoskelainen és mtsai

1995).

2.2.2.5. Az anyai agon 6roklodé diabetes és nagyothallas (MIDD, MIM # 520000)

A diabetes mellitus (DM) kialakuldsanak hétterében mind kornyezeti tényezOok, mind
genetikai faktorok is szerepet jatszanak. A DMI kialakuldsdban genetikai tényezok, a
DM2-ben kornyezeti okok domindlnak (Hu 2011). A szénhidrat héztartas megfeleld
fenntartdsaban, a gliilkdz-anyagcsere normdlis miikodésében a mitochondriumoknak
fontos szerepilk van (Kim és mtsai 2008). A mitochondridlis betegségek egyik
leggyakoribb, de nem specifikus tiinete a DM. A mar kordbban emlitett m.3243 A>G
szubsztiticiét nem csak a MELAS, hanem az anyai dgon 0roklodé diabetes és
nagyothallds (MIDD) hatterében is leirtdk (Ouweland és mtsai 1992). Az MIDD-t az
mtDNS 10,4 kbp-os egyes delécidjaval is Osszefliggésbe hoztdk (Ballinger és mtsai
1992). Ezen kiviil a tRNS®™ génben lokaliz4l6dé m.14709 T>C patogén mutdciot is
leirtdk DM-ben, mint okozati tényez6t. Jelenléte csokkenti a mitochondridlis komplex I
és IV aktivitasat (Petrucca-Lostanlen €s mtsai 2002). Az MIDD-el nemcsak patogén
mutdcidkat, hanem homoplazmikus polimorfizmusokat is Osszefliggésbe hoztak az
mtDNS kiilonb6zd génjeiben: m.1888 G>A, m.3396 T>C, m.3421 G>A, m.4216 T>G,
m.4917 A>G, m.8381 A>G (www.mitomap.org, Petrucca-Lostanlen és mtsai 2000). A
DM2 esetek 0.5-2.8%-at teszik ki az MIDD esetek (Guillausseau és mtsai 2001). A
MIDD kezdddhet méar gyermekkorban is. A DM mellett a nagyothallés is gyakori.
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2.2.2.6. Mitochondrialis DNS egyes és tobbes deléciok, duplikaciok

A mitochondridlis genomban nem csak pontmutdciok vannak, kialakulhatnak bizonyos
mtDNS delécidk és duplikaciok is (Wallace és mtsai 1995; Poulton €s mtsai 1989). A
deléciok lehetnek egyes deléciok, melyek kozt a leggyakoribb az un. ,,common”
delécio, de eléfordulhat kettd vagy tobb szakasz egyidejli delécidja is (Servidei és mtsai
1991). A ,,common” deléci6 (4977 bp kiesése az mt genomban) az mt8470 és mt13447
kozotti szakasz hidnyat eredményezi (4. dbra). Az egyes delécids esetek kb. 50%-aban
fordul eld a 4977 bp kiesése az adott mt régidban (Sadikovic és mtsai 2010). A
,common” deléciét leggyakrabban a Kearns-Sayre-szindromdban (MIM # 530000), a
Pearson-szindrémaban (MIM # 557000) és a progressziv ophthalmoplegia externa-ban
(PEO) (MIM#157640) firtdk le. A Pearson-szindroma a hasnyalmirigy exocrin
funkciézavara mellett stilyos anaemiéat is eredményez. Idonként tubulopathia és ptosis is
tarsul hozza (de Toni-Debré-Fanconi szindroma MIM # 134600) (Niaudet és mtsai
1994).

A multiplex deléciok masodlagosan jonnek létre. Kialakuldsukat az intergenomidlis
kommunikicié zavara (nukledaris és mtDNS) és/vagy kornyezeti tényezdok
eredményezhetik. Az intergenomidlis kommunikdcié zavara kovetkezményeként
kialakul6 betegségek mendeli médon oroklddnek, mert hatteriikben azoknak a nukledris
géneknek a hibdi dllnak, melyek az mtDNS replikdcidt, transzkripcidt, transzlaciét
szabdlyozzdk (Schroder és Molnar 1997). Az é€let soran kéarosité kornyezeti tényezok
kovetkeztében (UV-sugarzds, genotoxikus anyagok, gyulladds) mtDNS muticiok

jonnek 1étre.
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4. abra: A ,,common” delécio lokalizalodasa az mtDNS-ben
(Forras: Andreu és mtsai 2003)

2.3. Intergenomialis kommunikacié

A mitochondridlis gének 4ltal kddolt fehérjéken kiviil a nukledris genom kddolja a
megfeleld miikkddéshez sziikséges mitochondridlis proteomot (kb. 1500 gén) (Calvo és
mtsai 2010). A nukledris genom a felelds egyes OXPHOS fehérjék szintetizdlasaért és
Osszeszereléséért, az mtDNS fenntartdsdért, transzlaci6jaért, a mitochondridlis
dinamikéért, valamint a membrin védelemért. A nukledris génekben fellépd defektusok
okozta mitochondridlis betegségek klinikai-genetikai szempontbdl tobb csoportba
sorolhatok: i) a 1égzési lanc alegységeit kodolé gének hibdi, ii) lipid milieu-ért felelds
gének hibdi, iii) egyéb fehérjéket kodolé gének hibdi, iv) intergenomidlis
kommunikéciéban részt vevd gének hibdi, v) a mitochondridlis dinamikét befolyasold
gének hibai (Spinazzola és Zeviani 2007). A nukledris genom defektusai a legtobb
esetben mtDNS depléciét és multiplex deléciokat eredményeznek a mitochondridlis
genomban (Wong 2010). Az altaluk okozott szindrémdk igen varidbilisak (3. tablazat).
Az intergenomidlis kommunikdcié zavara megjelenhet az mtDNS mennyiségi
eltérésében: mitochondridlis deplécids szindroma (MDS), mely sulyos csecsemokori
betegségekként nyilvanul meg. Az MDS-k fenotipusai heterogén csoportot alkotnak,
érintheti pl. a gastrointestindlis rendszert (mitochondridlis neurogastrointestinalis

encephalomyopathia (MNGIE MIM # 612075)). Szamos nukledris gén defektusdhoz
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kotott az MDS kialakuldsa, mint a TK2, SUCLA2, SUCLGI, RRM2B, DGUOK, TYMP,
POLGI, Cl0orf2 vagy MPV17 (El-Hattab és Scaglia 2013).

Az mtDNS mindségi szintjén megjelend intergenomidlis kommunikéacié zavarat az
mtDNS multiplex delécidk megjelenése mutatja, az ezzel leggyakrabban Osszefiiggd
tiinet a progressziv ophthalmoplegia externa (PEO). Az mtDNS biogenezisében egyik
kulcsszerepet jatsz6 gén a POLGI (polimerdz gamma), melynek defektusai egyes és
multiplex delécidkat is okozhatnak az mtDNS-ben (Wong és mtsai 2008). 2001 6ta tobb
mint 160 szubsztiticiot azonositottak ebben a génben

(https://www.tools.niehs.nih.gov/polg/). A POLGI mutéicidk altal okozott betegségek

legtobbszor autoszomadlis recessziven 0Oroklddnek, de tobb esetben is leirtak
autoszomalis domindns transzmissziot. Ezekben az esetekben a muticiok a polimerdz
katalitikus doménjére lokalizdlédnak. A gén patogén mutacioi széles spektrumu klinikai
tiineteket okozhatnak, tobb szervet, szervrendszert érintve. Legjellegzetesebb
betegségek:  Alpers-Huttenlocher szindréma (Naviaux és  Nguyen 2004),
spinocerebelldris ataxia és epilepszia (SCAE MIM # 607459) (Naimi és mtsai 2006),
krénikus  ophthalmoplegia externa (CPEO) (Van Goethem és mtsai 2001),
mitochondridlis neurogastrointestinalis encephalomyopathia (MNGIE) (Tang és mtsai
2012), sensoros ataxia neuropathia dysarthria és ophthalmoplegia (SANDO MIM #
607459) (Spinazzola és Zeviani 2005), mitochondridlis enchephalopathia laktacidozis
stroke-szert tiinetekkel (MELAS) (Deschauer és mtsai 2007) és a mitochondrialis
depléciés szindromak (MDS). Farmakogenomikailag jelentések a POLGI egyes
szubsztiticidi (L304R, A467T, G588D, Q879H, T885S, E1143G, Q1236H), melyeket
Osszefiiggésbe hoztak a valprodt (VPA) okozta mdjkarosoddssal. Ez akar fatélis
kimenetell is lehet (Pronicka és mtsai 2011).

A mitochondridlis aszpartil-tRNS szintetdz enzim kodoldsaért felelés a DARS2 gén,
mutdcidinak hatdsdra az enzim aktivitisa csOkken, melynek kovetkeztében az
aszparaginsav nem tud kotddni a mitochondridlis fehérjékhez. A DARS2 gén mutacioi
az LBSL (Leukoencephalopathy with brainstem and spinal cord involvement and lactate
elevation, MIM # 611105) betegség hatterében allnak, mely autoszomalis recessziv

modon 6roklodik, az agy és a gerincveld érintettségével jar (Scheper és mtsai 2007).
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3. tablazat: Az intergenomialis kommunikaciéban résztvevé legfontosabb gének,
klinikai manifesztaciéjuk, valamint funkciéik
(Forras: Almeida és mtsai 2012)

Gén Klinikai fenotipus Funkcié Referencia
PEO, Alpers szindréma, SCAE,
POLG1 SANDO, OXPHOS deficiencia, mtDNS replikaci6 Copeland 2008
ataxia, epilepszia, komplex I
deficiencia
POLG2 PEO, halldsvesztés mtDNS biogenezis Copeland 2008
SL:;%?“ / PEO, MM, HCM ADP-ATP transzlokacid Copeland 2008
SLC25A3 Hipoténia, HCM transzport folyamatok Mayr és mtsai 2011
PEO, MDS, SCA, kolesztatikus
C10orf2/ . . .
TWINKLE hepatitis, demencia, komplex I mtDNS metabolizmus Copeland 2008
deficiencia, PEO
TYMP MNGIE timidin-szint fenntartas Taanmza(r)loegs misai
TK2 MDS, MDS ha'llasve:sztessel, PEO, mtDNS szintézis Copeland 2008
epilepszia
purin
DGUOK MDS dezoxiribonukleozidok Copeland 2008
foszforilacié (mt matrix)
RRM2B MDS, PEO, MNGIE, KSS DNS szintézis Copeland 2008
Hepatocerebralis MDS, gyermekkori mitochondridlis
MPV17 majkarosodds, LHL homeosztazis Copeland 2008
ATP-fiiggd szukcinat-
koenzimA - szukcinil-
SUCLA2 MDS KoenzimA atalakulds Copeland 2008
katalizalasa
Laktat /a'cw.l.o%ls mtD/NS .de/pllecmval, ATP, - vagy GTP- fiiged
Ujszilott laktat aciddzis szukcindt-koenzimA -
SUCLG1 | metilmalonsav acidiridval, szukcinil- . . Rivera és mtsai 2010
. . J S szukcinil-koenzimA
koenzim A-szintetdz deficiencia, . P R
atalakulas katalizdlasa
MHE
MM szideroblasztos anémidval, . s Bykhovskaya és
PUSI szideroblasztos anémia RNS struktirdk stabilitdsa mtsai 2004
TRMU Gyermekkori majkédrosodds, 1égzési mtDNS tRNS-ek Gaignard és mtsai
lanc rendellenességek modifikdcié 2013
LRPPRC Leigh szindréma nukledris és 1}1t gének Debray és mtsai
reguldldsa 2011
. C mt COI transzlacio Weraarpachai és
Tacol Leigh szindroma aktivalds mtsai 2009
MRPS16 MRC betegség mitochondrialis riboszéma | Miller és mtsai 2004
RARS2 Pontocerebelldris hipopldzia mt tRNS**® szintetdz Cassandzr(l)nll;S misal
DARS2 LBSL, epizodikus ataxia mt tRNS*? szintetdz Wong 2012
YARS2 MLASA szindréma katalizdlja a tirozin Riley és mtsai 2010

hozzako6t6dését a tRNS-hez
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2.4. Az mtDNS, mint antropologia marker

A mitochondridlis genom sajitsdgos jellemvondsa a kodold szakaszok magas ardnya,
van azonban egy kb. 1000 nukleotid hosszisagu hipervaridbilis régid, ahol nincsenek
gének (D-loop). Az itt felelheté SNP-k a torzsfejlodés sordn rogziiltek, nincs fenotipikus
kovetkezményiik, viszont a populdcidgenetikai vizsgdlatokban fontos szerepet jatszanak
az mtDNS materndlis oroklodése miatt. Ezen hipervaridbilis szakasz bézissorrendje
meghatdrozza, hogy mely mitochondridlis haplocsoportba tartozunk. Az mtDNS
variansok hasonldésdgi vizsgalatai alapjan egy matriarchdlis csaladfat lehet felallitani,
ezen alapul a human leszarmazdstan, a filogeogréfia. A D-loop-ban 50 — 500 nukleotid
kiilonbség van két nem rokon ember kozott. Ezen szakasz bazissorrendjébdl nyert
informdciokbol foldrajzi régidkba sorolhatéak az emberek: eurdpai, dzsiai €s afrikai
populdciokra. E bazissorrendbdl meg lehet allapitani, hogy a vizsgalt egyének kozott
mekkora a genetikai tdvolsag és egy Un. leszdrmazasi fét dllithatunk fel. Maternalis 4gon
legkorébbi Osiinkig, a ,,mitochondriélis Evéig” visszavezetheto.

Huszonot haplocsoportot kiillonboztetiink meg (van Owen és Kayser 2009), jellemzd
markereik a torzsfejlodés sordn egyszer kovetkeztek be az mtDNS-ben. A legdsibb
haplocsoport az afrikai L, melybdl az Osszes tobbit szdrmaztatjdk. Ebbol kovetkezik,
hogy a mitochondrialis Eva Afrikabdl szarmazik (kb. 160-200 ezer éve). A molekuldris
biologiai mddszerek alkalmazdsidval ma 8 szuperhaplocsoportot és ezeken beliil
haplocsoportokat kiillonboztetiink meg. A nyolc szuperhaplocsoport: L, L3, M (ezen
beliil: C, E, G, Q, Z), D, N (ezen belil:A, I, O, S, W, X, Y), R (ezen beliil: B, F, J, P, T),
RO (ezen beliil:HV, H, V), U (ezen beliil:K) (www.phylotree.org).
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5. abra: A mitochondrialis haplocsoportok migracios térképe

(Forras: http://www.roperld.com/mtdna.htm)

A mai magyar populdcié nagy része - mint a legtobb eurépai - az RO
szuperhaplocsoportba tartozik, de a migraci6 miatt az egyéb szuperhaplocsoportok is
képviseltetik magukat, (K, U, EI, I). A legdsibb haplocsoport az L, mely az afrikai
kontinensre jellemzd, ezen haplocsoportb6l szarmaztathaté az Osszes tobbi. A mai
emberek az intenziv migracié miatt igen heterogénen alakitottdk ki a kontinensek
haplocsoport megoszlasat (5. dbra). Szdmos vizsgélat kimutatta, hogy a kiilonboz6
haplocsoportok riziké tényezOként szerepelnek bizonyos kérképek kialakuldsdban, vagy
esetenként csokkentik az adott betegség rizik6jat. Néhany jellegzetes korkép

asszocidcidjat osszegzi a 4. tdblazat (4. tablazat).
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4. tablazat: A mitochondrialis haplocsoportokkal asszocialt korképek
(Roviditések: LHON - Leber-féle optikus neuropathia, AIDS - szerzett immunhianyos betegség,
DM2- 2-es tipusu diabetes mellitus, na — nincs adat)

Kockazatot novel (+)

Odds ratio

Haplocsoport | Asszocialt korkép | Kockazatot csokkent (-) Referencia
it * (OR)
Védo szerep (*)
Alzheimer-kor + 185 Santoro és mtsai
’ 2009
. , Khusnutdinova e
H Parkinson-kor + 258 és misai 2008
Asthenozoospermia - 2.97 Feng és mtsai
) 2013
Szepszis + Baudouin és
P 0.95 mtsai 2005
Hossza élet + 112 Rea és mtsai
’ 2013
J LHON - Udar és mtsai
3.66 2009
Alzheimer-kor * na Coskun és mtsai
2004
Parkinson-kor * 0.59 Ghezzi és mtsai
) 2005
Mellrak + Fang és mtsai
0.39 2010
LHON - 5 Udar és mtsai
2009
T Szivkoszoruér _ 236 Kofler és mtsai
betegség ' 2009
Elhizas - Nardelli és mtsai
1.94 2013
AIDS - Hendrikson és
2.02 mtsai 2008
U Idéskori o
+ 1.12 Mainwaring és
hallasvesztés ) mtsai 2007
X DM2 - ) Chinnery és
1.1-1.2 mtsai 2007
Mellrak - 311 Fang és mtsai
D ] 2010
Nyeldcsorak - 2.69 Li és misai 2011
M Mellrdk - 177 Fang és mtsai

2010
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2.5. Az mtDNS diagnosztikai lehetéségei

A leggyakoribb mtDNS szubsztiticiok detektdldsara a legelterjedtebb modszer a PCR-
RFLP (restrikciés fragment hossz polimorfizmus). Emellett Sanger és tjgeneracids
szekvendlds is alkalmas az mtDNS illetve a nukledris genom bazissorrendjének
megismeréséhez. A szekvendldsi technikdk mellett a MitoChip microarray technika is
alkalmazhat6. A DNS microarray alapja, hogy a szilird hordozén meghatarozott
elrendezésben taldlhatéak az ismert nukleotid-szekvencidk, mig az ismeretlen
szekvencia szolubilis (ill. jelzett) formdban van jelen. Az elemstiriisége a microarray-
eknek igen nagy: 100 préba elem/cm?, a hagyomdnyos array-cké ennél kisebb. A
hagyomdanyos array-knél porézus hibridizdciés membrint hasznéltak, mig ezt a
microarray-knél mar nem-porézus iiveg vagy szilikon alaptra cserélték, igy a
megnovekedett reakcidsebesség és csokkent reakcid-térfogat miatt lecsokkent a
reakci6idd. A microarray-eknél fluoreszcens jelolést haszndlnak, mely 4ltal a
jelfeldolgozas igen nagyfoku lett, igy mennyiségi analizisre is alkalmas, sot kettd vagy
tobb flourofor egyidejii alkalmazdsdval egyszerre tobb minta is futtathatd egy
microarray-en. A DNS microarray-ek igy alkalmassd valtak az egy idében tobb szézezer
molekuldris vizsgalat kivitelezésére, igy széles korben alkalmazhat6ak fehérje szinten,
genomiélis, valamint farmakogenomikai vizsgalatoknal (Petrik 2001).

A koépiaszdm véltozdsok Real-time PCR-el azonosithatdak, az egyes €s tobbes deléciok
kimutatdsara a long PCR a legalkalmasabb. Régebben ezek azonositdsdra Southern blot

technikat hasznaltak.
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3. Célkitiizések

Vizsgalataink céljaként a kovetkezoket tliztiik ki:
1. A leggyakoribb mtDNS pontmuticiok (m.3243 A>G; m.8344 A>G;
m.8993 T>C,G; m.3460 G>A, m.11778 G>A és m.14484 T>C) és
mtDNS delécidk el6fordulasi gyakorisdganak vizsgalata a magyar

populadciéban

2. Az mtDNS mutécidk és delécidk fenotipus-genotipus korrelaciéjanak

meghatarozasa

3. Gén-gén interakciok vizsgalata: egyes mtDNS ill. nuklearis DNS

rendellenességek egyiittes el6forduldsanak vizsgalata

4. Az mtDNS és a POLGI gén farmakogenomikai szerepének elemzése

5. A ,MitoChip” microarray technika klinikai diagnosztikai célokra valo

hasznalatanak elemzése
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4. Anyagok és médszerek

4.1. A vizsgalt betegek

A disszertdcioban 0Osszesen 1568 klinikai tiinetek és laboreredmények alapjan
feltételezett mitochondridlis beteg genetikai vizsgdlatanak eredményét foglaljuk Ossze.
Az 1568 betegb6l 543 eset a Pécsi Tudomdnyegyetemrdl (Altaldnos Orvostudomdnyi
Kar, Klinikai Kozpont, Orvosi Genetikai Intézet) szarmazik, mig 252 esetet az Orszagos
Kornyezetegészségiigyi Intézet Molekuldris Genetikai €s Diagnosztikai Osztilya
bocsdtott rendelkezésiinkre. Intézetiinkben a mintdk gyQjtése: 1999 januarjatol 2014
marciusdig tartott. Az észak-keleti, valamint a kozép-magyarorszagi régiokbol is
érkeztek mintdk.

A vizsgélt betegek két alcsoportba sorolhatéak: az elsd, 1082 betegbdl all6 kohort,
akiknél az mtDNS hot spot régiok (az m.3243A > G, m.8344A > G, m.8993T > C,
m.8993T > G patogén mutéicidk), valamint az egyes és multiplex deléciok analizise
zajlott, mig a masodik alcsoport 486 beteget foglal magaba, akiknél a 3 primer LHON
mutaciok (m.3460 G>A, m.11778 G>A, m.14484 T>C) detektalasa tortént.

Az 1082 betegbdl all6 alcsoport dtlag életkora: 38.6+18.2 év volt (1-75 év). A nemek
megoszlasi ardnya: 595 nd (atlag életkor: 38.1£14.6 év), 487 férfi (atlag életkor:
32.8+16.7 év). A felndtt/gyermek (kiskord) ardny: 908/174. A betegeket genetikai
vizsgdlatra a tiineteik és laboreredményeik, valamint csalddi halmozdédast mutatd
anamnézisiik alapjan kiildték. A bevalasztasi kritériumndl a jellemzd tiinetek kiillonbozd
kombinacidja lett figyelembe véve, mint az alacsony termet, epilepszia, ataxia,
myopathia, PEO, hypoacusis, terhelési intolerancia, izomfajdalom, visszatérd
ischaemids stroke szindroma, kognitiv diszfunkcid, pszichidtriai vagy endokrin
betegség. A betegek kb. 70%-andl tobb mint 5 szervrendszer érintett. A vezetd tiinetek:
myopathia, terhelési intolerancia, ataxia, PEO és pszichidtriai betegségek voltak.
Kizéaréasi tényezOt jelentett az elOrehaladott kor és/vagy az autoimmun betegségek.
Kisgyermekeknél a mitochondridlis betegség gyanujat vetik fel a kovetkezd tiinetek:
izom hypotonia, késleltetett pszichomotoros fejlodés, laktat acidézis €s epilepszids
rohamok kombindcidja.

A mdsodik, 486 betegbdl all6 alcsoport atlag életkora: 34.91£17.5 év (7-63 év). A
nemek megoszldsa: 248 nd (atlag életkor: 36.98+17.56), 238 férfi (atlag életkor:
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32.64+18.33). A 486 betegbdl 398 felndttet és 88 gyermeket vizsgaltunk a harom
primer LHON muticiéra. Ezen betegek tiinetei igen karakterisztikusak: latéideg
sorvadds, gyorsan kialakul6 latasvesztés, makula degeneracio és scotoma.

A vizsgélatok elvégzése elott részletes felvildgositds kaptak a betegek, amely alapjan
beleegyezd nyilatkozatot irtak ald a genetikai vizsgélat elvégzésére, a mintdk tovabbi
kutatasi céld megOrzésére €s az eredmények szakirodalmi megjelentetésére. A mintdk
taroldsa az Eurdopai Unié kovetelményi rendszerének megfeleléen a Semmelweis
Egyetem Genomikai Medicina és Ritka Betegségek Intézet NEPSY biobankjdban

valamint a PTE Orvosi Genetikai Intézet Biobankjaban tortént.

4.2. DNS izolalas

Genetikai vizsgédlatokra a betegektdl a periférids vért etilén-diamin-tetraecetsavas
(EDTA) csovekbe gytjtottiikk 1206 esetben, mig 352 paciensnél izomszovetbdl nyertiik
az mtDNS-t. Az izoldlast Qiagen Blood Mini kittel (Qiagen, Valencia, CA, USA),
valamint szovet esetében a Qiagen Tissue kittel (Qiagen, Valencia, CA, USA) végeztiik.
Az EDTA-s csoveket feldolgozasig 4°C-on, a maradék vért pedig -20°C-on tdroltuk, az
izolalashoz 200 pl-nyi térfogattal dolgoztunk. A kivont DNS koncentracidjit és
tisztasdgdt  fotometrids  modszerrel  hatdroztuk meg  Nanodrop  2000-rel
(Spektrophotometer, Thermo Scientific, NYSE, USA). A kapott DNS tisztasagi fokat a
260 nm-en, valamint a 280 nm-en mért abszorbancia értékek hanyadosaval hatiroztuk

meg.

4.3. A DNS mintak tarolasa - Biobank

A kinyert DNS mintdk -20°C -ra, hosszi tdvd tdroldsra -70°C -os ultramélyhiitébe
keriiltek. A mintdk a SE Genomikai Medicina és Ritka Betegségek Intézetében és a PTE
Orvosi Genetikai Intézetében hasznalt regisztricionak megfeleléen reverzibilisen,
anonimizalt médon kertiltek taroldsra.

A vizsgalt betegek bioldgiai mintdit és a hozza tartozd adatokat munkacsoportunk a
NEPSYBANK-ban tarolta. A NEPSYBANK egy olyan betegség-alapu biobank, mely
fenotipusos és kornyezeti adatokat egyardnt tartalmaz. Bioldgiai mintdk gyljtésén
alapszik, melyek lehetnek DNS, RNS, vér, plazma, gerincveld-folyadék, izom-, ideg-,

bor biopszidb6l szarmazé mintdk, agyszovet és fibroblaszt. Az adatok, mint pl.
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gyermekkori fejlddés, csalddi anamnézis, egészségiigyi allapot, neuroldgiai statusz,
EKG, elektorfizioldgiai feljegyzések, képalkotok, laboratériumi eredmények, patologias
elvaltozasok, 1égzési lanc enzimaktivitds, gyogyszerelés és genetikai eredmények is

rogzitésre keriilnek a biobankban (http://molneur.webdoktor.hu).

4.4. Myopatholdégiai vizsgalatok

Izomszovettani vizsgdlat 352 esetben tortént. A fénymikroszkdépos vizsgalatok sordn az
esetek kb. 30%-aban taldltunk a metszetekben ,;ragged red / blue” rostokat, valamint
COX negativ rostokat, illetve kéros mitochondriumokat elektronmikroszképpal. A
mitochondridlis rendellenességek vizsgélatira a modositott GOmori trikrom festés
(Gomori 1950) mellett, mely a ,,ragged red” (voros) rostokat vizualizédlja, a kovetkezd
hisztokémiai festéseket alkalmaztuk: moédositott szukcinat dehidrogendz (SDH) festés
(Lillie és Fulmer 1976) a ,,ragged blue” (kék) rostok azonositdsara, a citokrém-oxidaz
(COX) festést (Lillie és Fulmer 1976) a COX negativ rostok, valamint a COX aktivitas
egyenetlenségek detektdlasara alkalmaztuk. Az ultrastrukturdlis vizsgalatokat JEOL

JEM EXII tipust elektronmikroszkdppal végeztiik, a felvételek 80 kV-nal késziiltek.

4.5. PCR-RFLP vizsgalat

Az mtDNS hot spot-jaiban lokalizdl6d6 leggyakoribb patogén pontmuticidkat (mit.
3243 A>G (MELAS); mt. 8344 A>G (MERRF); mt. 8993 T>C,G (NARP); mt. 3460
A>G; mt. 11778 A>G, mt.14484 C>T (LHON)) PCR-RFLP mddszer segitségével
vizsgaltuk. A PCR reakciét (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystem) 20 ul
Ossztérfogatban mértiik 0ssze: 20-20 pmol az egyes primerekbdl, 10 pl ImmoMix (2x
PCR reaction mix, Bioline USA Inc, Taunton, MA), a reakciéelegyet 7 ul RNaz-mentes
desztillalt vizzel (RT-PCR grade water, AMBION) egészitettiik ki. A reakcidok soran
haszndlt primerek adatait az 5. tablazat foglalja 6ssze (5. tabldzat). A PCR reakcidk
sordn 35 ciklussal dolgoztunk és a denaturdcid, annelédcid, szintézis szakaszokra
kiilonbozd bedllitdsokat haszndltunk (6. tablazat). Az emésztésig a PCR termékeket 4

°C-on taroltuk.
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5. tablazat: Az mtDNS hot spot-jaiban lokalizalodo patogén mutaciok vizsgalatara

(roviditések: Mt — mitochodrialis; Fw — Forward; Rev — Reverse; bp — bazispar; Ta — Annelaciés

hasznalt primerek és adataik

hémérséklet)
Termé
Primer M,t . s Szekvencia Régio6 (mt.) k ;I‘ 4
mutacio . °C)
meérete
MELAS-Fw 5’ AGCGCCTTCCCCCGTAAATG3’
m.33243 3160-3296 | 137bp | 55
MELAS-Rev A>G 5’ AGAGGAATTGAACCTCTGAC3’
MERRF-Fw m.8344 5"GGTATACTACGGTCAATGCTCT3’ 8155-8367 | 213bp | 50
MERRF-Rev A>G S"TTTCACTGTAAAGAGGTGTGGG3’
NARP-Fw m.8993 5’CCAACACCTCTTTACAGTGA3’
8345-10011 | 1666 bp | 50
NARP-Rev T>C, G 5’ ACTATTTATACTAAAAGAGT?3’
LHONI1-Fw m.3460 5*GCGCCTTCCCCCGTAAATGAT3’
) 3161-3600 | 380 bp 50
LHON1-Rev G>A 5’GAGGTTGACCAGGGGGTTGGGTA3’
LHON2-Fw m.11778 5*GCCACATAGCCCTCGTAGTA3’ 11634-
316bp | 50
LHON2-Rev G>A 5’CCTGTAAGTAGGAGAGTGAT3’ 11949
m.14484 , , 14364-
LHON3-Fw g 5" GCACCAATCCTACCTCCAT3 14636 323bp | 50

AZ RFLP sordn a PCR-termékeket 20 egységnyi, az adott muticiora specifikus
restrikciés endonukledzokkal (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) emésztettiik
3 6ran keresztiil 37°C-on (7. tablazat). Az igy kapott hasitott band-eket vizualizaltuk
etidium—bromiddal, majd elektroforetizaltuk TAE pufferrel higitott 3 illetve 4%-os

agar6z gélen. A gélképen elkiiloniilt band-ek nagysagit, Quantity One Software (Bio-

Rad Corp. Hertfordshire, UK) segitségével hatdroztuk meg.
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6. tablazat: A PCR beallitasok osszefoglalasa a patogén mutaciok keresésére

9 Kezdetl, .s Denaturacio Annelacio Szintézis Yeg§o.

hodenaturacio szintézis
T(°C)| I1d6 | T(C)| Id6 |T(C)| Ids (Og )| 16 | T(C)| 1ds

MELAS | 94 | Smin | 94 | 1min| 55 | 0 | 7o [Imin} o, | 4
sec 40 sec min

MERRF 94 5 min 94 30 sec 50 30 72 | 30 sec 72 7
sec min

NARP | 94 | 5min| 94 |30sec| 50 | O | 7o | 1min| o 7
sec 15 sec min

LHON | 94 | Smin | 94 |45sec| 50 | P | 72 [Imin| 55 7
sec 15 sec min

7. tablazat: A vizsgalatok soran hasznalt restrikciés endonukleazok, valamint

hasitasi helyeik
Pontmutacio Restrikcios enzim L EULES ]
helyek
5...GGCC...3
m.3243 A>G Haelll 3...CCGG...5
5 ..GRGCYC...3
m.8344 A>G Banll 3...CYCGRG...5
5...CCGG...3
m.8993 T>C Hpall 3...GGCC...5
5. ..CYCGRG...%
m.8993 T>G Aval 3...GRGCY.C...5
5 ..GACGYC...%
m.3460 G>A BsaHI 3...CYGCRG...5
5 .. GCATC(N)...3
m.11778 G>A SfaNI 3...CGTAGN),...5
5 . CCATC(N)Y.. 3
m.14484 T>C Beel 3...GGTAG(N),...5

31




8. tablazat: A teljes mtDNS szekvenalasahoz hasznalt primerek fontosabb adatai

(a primerek altal érintett mitochondrialis szakaszok)

Részlegesen
. . . Régio vagy teljesen
Primer | Iran Szekvencia
y (mt.) lefedett mt
gének
HV2, HV3, CSB1
5’"CCCACACGTTCCCCTTAAAT?’ s V3, ’
Mito-1 Fw cc 3 16536- | CSB2,CSB3, OH,
Rev 5’GTCTTTGGGGTTTGGTTGGT3' 566 | TFX, TFY, mt4H,
mt3H, PL
. Fw 5’TTATCTTTTGGCGGTATGCAC3’ mt4H, mt3H, PL,
Mito-2 399-987 | PHI, PH2, F, HV3,
Rev 5* TCAGGTGAGTTTTAGCTTTATTGG3’ tRNS™
Mito-3 Fw 5" CACGGGAAACAGCAGTGATT3’ Q061404 125 tRNS
- - r
1o Rev 5" TTTCATAAGGGCTATCGTAGTTTT3’
Mito-4 Fw 5" ACCACCTCTTGCTCAGCCTA3’ 1229- | 12S rRNS, tRNS",
o Rev 5" TCCTTGCTATATTATGCTTGGTT3’ 1832 16S rRNS
. Fw 5" TGACCGCTCTGAGCTAAACC3’ 1659- val
- tRNSY*, 16S rRNS
Mito-5 Rev 5 GGAGTTCAGTTATATGTTTGGGATTT3’ 2255 f
. Fw 5" AGAACCCTCTAAATCCCCTTG3’ 2062- val
- tRNSY*, 16S rRNS
Mito-6 Rev 5 AGAGACAGCTGAACCCTCGT3’ 2660 f
. Fw 5" GCCTGTTTACCAAAAACATCA3’ 2492- val
- tRNS¥, 16S rRNS
Mito-7 Rev 5" CCTGGATTACTCCGGTCTGA3’ 3091 r
Fw 5" ACCAACGGAACAAGTTACCC3’ 2910. 16S RN,
ito- tRNS™"! NC1,
Mito-8 Rev 5 TAGATGTGGCGGGTTTTAGG3’ 3505 ND1
. Fw 5 TCCTCATTGTACCCATTCTAATC 3’ ]
Mito-9 : : 3329 NDI
Rev 5 CTAGTTCGGACTCCCCTTCG 3 3928
Mito- Fw 5 TGAAGTCACCCTAGCCATCA3’ 3730- RNS'
10 Rev 5" GCACGGAGAATTTTGGATTC3’ 4379
Mito- Fw 5" GATTCCGCTACGACCAACTC3’ 4142- (RNSS" NC2,
11 Rev 5" GGGGCTATTCCTAGTTTTATTGC3’ 4798 tRNSM!
Mito- Fw 5" GCTTTTATTCCAGTTCTAACCAAAA3’ 4584- ND2
12 Rev 5 GAGAGGAGGGTGGATGGAAT3’ 5218
Mito- Fw 5" GCATACTCCTCAATTACCCACA3’ 5007- RNS™ NC3
13 Rev 5> GTGGGGTTTTGCAGTCCTTA3’ 5606 ’
tRNS*, NC4
. 5 CATT ’ » NC4,
Mito- Fw CCTCCCCACACTCATC3 5440 RNS™ OL.
Cys Tyr
14 Rev 5" AGCTCGGCTCGAATAAGGAG3’ 6025 | tRNS N’élgNs ,
Mito- Fw 5" TTTACAGTCCAATGCTTCACTCA3’ 5852- cor
15 Rev 5 GAAGAGGGGCGTTTGGTATT3’ 6455
Mito- Fw 5 TGAACAGTCTACCCTCCCTTAG3’ 6289- cor
16 Rev 5" GGCGAGTCAGCTAAATACTTTGA3’ 6878
Mito- Fw | 5CCATATTGTAACTTACTACTCCGGAAA3 | 6668- cor
17 Rev 5 TGCTGTTAGAGAAATGAATGAGC3’ 7295
Mito- Fw 5" AGACCAAACCTACGCCAAAA3’ 7118- COI, tRNS*",
18 Rev 5" GGGCATACAGGACTAGGAAGC3’ 7709 NC6, t(RNS*?
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Mito- | Fw 5" GAAAAACCATTTCATAACTTTGTCA3 | 7527

19 Rev 5" GTTTAGACGTCCGGGAATTG3’ 8121 cot
Mito- |__Fw 5’ CCCCCATTATTCCTAGAACCA3’ 7055, NC7. (RNS™.

20 Rev 5" AAGCGAACAGATTTTCGTTCA3’ 8548 NCS, ATP4z8
Mito- | Fw 5" TACTACCGTATGGCCCACCA3’ 8380-

21 Rev 5 TGAGTAGGCTGATGGTTTCG3’ 8977 ATPaz8
Mito- | Fw 5" CATTTACACCAACCACCCAACS’ 8708.

22 Rev 5" CGCCATCATTGGTATATGGTT3’ 9382 ATP4z8, COII
Mito- Fw 5" CCTCTACCTGCACGACAACA3’ 9183- al

23 Rev 5 GGAAGCCTGTGGCTACAAAA3’ 9797 COIIL tRNS™
Mito- | Fw 5" TCAATCACCTGAGCTCACCA3’ 9633 o

24 Rev | 5 ACTAAGAAGAATTTTATGGAGAAAGG3 | 10231 COIIL, (RNS™
Mito- | Fw | SAAAAAGAGTAATAAACTTCGCCTTAAT3 | 10049-

25 Rev 5" GGCACAATATTGGCTAAGAGG3’ 10648 ND3
Mito- | Fw 5" TTTACCAAATGCCCCTCATT3’ L0462 N

26 Rev | 5 TGGCTGTGAATGTTATAATTAAGGA3’ 11096 | RNS™ ND4L
Mito- | Fw 5’CCAAATCAACAACAACCTATTTAGCY | 10888-

27 Rev 5" CCATAGCCGCCTAGTTTTAAG3’ 11484 ND4
Mito- | Fw 5" TCAAACTCCTGAGCCAACAA3’ 11318

28 Rev 5" CACAGAGAGTTCTCCCAGTAGG3’ 11902 ND4
Mito- | Fw 5" TTCTGCCTAGCAAACTCAAACS’ 11738-

29 Rev 5" CTTTTATTTGGAGTTGCACCA3’ 12334 ND4
Mito- | Fw 5" CCGGGTTTTCCTCTTGTAAA3’ 12125. o

30 Rev 5 TCTCAGCCGATGAACAGTTG3’ 12770 (RNS
Mito- | Fw 5" AACCCAAACAACCCAGCTCT3’ 12546 -

31 Rev 5 TGGTGATAGCGCCTAAGCATS3’ 13189 | RNSTIRNS
Mito- | Fw 5" CAGGCAAATCAGCCCAATTA3’ 13017-

32 Rev 5" CAGGGAGGTAGCGATGAGAG3’ 13590 ND>
Mito- | Fw 5’ GGAGGACTACTCAAAACCATACC3’ 13436-

33 Rev 5’ GGTTAGGTCTAGGAGGAGTAGGG3’ 14004 ND5
Mito- | Fw 5" CCCTCGCTGTCACTTTCCTA3’ 13805-

34 Rev 5" AGGAGTATCCTGAGGCATGG3’ 14447 NDo
Mito- | Fw 5" CCAATAGGATCCTCCCGAAT3’ 14250 o

35 Rev 5’ TTCATCATGCGGAGATGTTG3’ 14840 RNS™, NC9
Mito- | Fw 5" TCTCGCACGGACTACAACC3’ 14695-
36 Rev 5" GTGTGAGGGTGGGACTGTCT3’ 15275 Cytb
Mito- | Fw 5" CGGCATTATCCTCCTGCTT3’ 15100- -
37 Rev 5" TGCTTTGTTGTTTGGATATATGG3’ 15690 Cytb, (RNS
Mito- | Fw 5" CCCTAGCCAACCCCTTAAACS’ 15516. -

38 Rev 5 TGGCTGGCAGTAATGTACGA3’ 16113 RNS, ATT
Mito- | Fw 5" CCTTTTTCCAAGGACAAATCA3’ 15055 | NCIO, (RNSPro,

39 Rev 5 TGACCCTGAAGTAGGAACCAG3’ 16522 CTRAIS,V 1111;57,Sm]t)§]1_18’
Mito- | Fw 5" CCTCACCCACTAGGATACCAA3’ 16261-

40 Rev 5 AGGATGAGGCAGGAATCAAA3’ 152 meL, Hv2
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4.6. Az mtDNS delécidok vizsgalata
Az mtDNS egyes és multiplex deléciok meghatdrozasdra long PCR metodikat

alkalmaztunk. A PCR reakcié 6sszemérésénél 20 ul végtérfogattal dolgoztunk: 20-20
pmol az egyes primerekbdl, 0.2 pl Phusion DNA Polymerase (Finnzymes, Vantaa,
Finland), 4 pl Phusion GC Reaction Buffer (Finnzymes, Vantaa, Finland), 0.4 ul dNTP,
valamint a reakcidelegyet 12.4 ul RNaz-mentes desztillalt vizzel (RT-PCR grade water,
AMBION) egészitettiik ki. A long PCR-nél haszndlt primerek: Del_Long Fw 5’
TAAAAATCTTTGAAATAGGGC 3, Del_Long Rev 5
CGGATACAGTTCACTTTAGCT 3’. A long PCR-ek soran két kiillonb6zd programot
hasznaltunk, mindketténél 30 ciklussal dolgoztunk: a kezdeti hddenaturaci6: 98 °C 30
madsodperc, denaturacié: 98 °C 10 masodperc, anellacié: 63 °C, 10 mésodperc, szintézis:
72 °C 3 illetve 8 perc, a végsd szintézis 72 °C-on tortént 7 percig. Az igy kapott
amplifikdtumokat TAE pufferrel higitott 2%-os agaréz gélen futtattuk meg. A kapott
terméket etidium-bromiddal vizualizaltuk és az igy kapott band-ek nagysdgat, valamint
a heteroplazmia aranyt Quantity One Software (Bio-Rad Corp. Hertfordshire, UK)
segitségével hatdroztuk meg. Az alkalmazott metodikdndl a 8 perces amplifikdcié a

nagyobb, mig a 3 perces amplifikaci6 a kisebb mtDNS deléciok kimutatasara szolgal.

4.7. Az mtDNS bidirekcionalis szekvenalasa

A teljes mtDNS vizsgélatét, illetve a microarray altal felmeriilt mutdciok validaldsat
bidirekciondlis szekvenalassal végeztik. A PCR soran alkalmazott primerek (8.
tdblazat) az mtDNS-t teljes egészében lefedik. A PCR reakcié utin a termék
ellendrzését kovetéen megmaradt 15-17 pul PCR termékbdl a felesleges DNS-t és a
primer dimereket SureClean PCR tisztité kittel (BIOLINE, Taunton, MA, USA)
tdvolitottuk el a gyartd altali dtmutatds szerint. A procedura végén 70%-os alkohollal
kicsapatott DNS-hez kiszaritds utdn 10-15 ul steril desztillalt vizet adtunk, majd ezt a
tovabbi felhaszndldsig 4°C-on taroltuk. A megtisztitott termékhez 1 egység 3.1. Big
Dye Terminator enzimet adtunk (Big Dye Terminator v 3.1 cycle sequencing RR-24,
Thermo Fisher Scientific), valamint ugyanennyi térfogati Big Dye puffert, amely
tartalmazza a fluoreszcensen jelolt dideoxinukleotidokat. A szekvendland6 szakaszra
specifikus Forward és Reverse primereket haszndltunk. A szekvendl6 PCR sordn 25
ciklussal dolgoztunk a kovetkezd bedllitdsokkal: kezdeti hodenaturacié: 95 °C 2 perc,

denaturicié: 95 °C, anelldcié: 51°C 15 masodperc, szintézis: 60 °C 4 perc, a kész
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termékeket tovabbi felhaszndldsig 4°C—on taroltuk. A szekvendld reakcié6 20 pl
végtérfogatban zajlik: 1 ul BigDye terminator 3.1 enzim, 2 ul szekvendl6 puffer, 1 ul
oligo (10 pmol/ul koncentracidéban), 2 ul tisztitott PCR termék és 4 ul RNaz-mentes
desztillalt viz. A szekvendlé PCR sordn feleslegesben maradt BigDye enzimet BigDye
XTerminator® Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével tavolitottuk el.
A kérdéses mtDNS szakaszok szekvenalasit ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer
szekvendtorral (Applied Biosystem) végeztilkk. A szekvendlds sordn kapott
szekvencidkat a  cambridge-i humdn  mitochondridlis referencia  genom

bazissorrendjéhez illesztettiik (www.blast.ncbi.nlm.nih.goc /Blast.cgi ; NC_012920.1).

4.8. A teljes mtDNS reszekvenalasa (MitoChip v2.0)

Az mtDNS vizsgalatdhoz az GeneChip® Human Mitochondrial Resequencing Array
v2.0 (MitoChip v2.0) egycsatornds microarray-t (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA)
hasznaltuk. Az egycsatornds microarray-ek zart rendszerek, a hibridizdcids és a mosasi
koriilmények allandéak. A rendszer alapja 4x4x25mer-es szekvencia beépiilése a chip-
re reverz-forward irdnyban (32 pozicid), igy hatdrozva meg 4 bazisbdl all6 szekvenciét.
A teljes mtDNS-t MitoChip-re val6 felvitel eldtt hdrom részletben (4116 bp-os, 5614
bp-os €s 8200 bp-os mtDNS szakaszokat) long PCR segitségével amplifikaltuk. Az
amplifikdtumokat enzimatikusan fragmentéltuk, a fragmentumokat jeloltiik, igy egy
hibridizaciés mixet készitettiink, amit a chipre feltoltottiink (egy chip/ egy minta) és
ezutdn kovetkezett a hibridizaci6: 45 °C-on 16 6rdn keresztiil inkubdltuk a feltoltott
chip-eket Affymetrix GeneChip® Hybridization Oven 640 késziilékben. A hibridizalt
chip-eket mosdsnak és floureszcens festésnek (streptavidin-phycoerythrin, SAPE)
vetettiik ald Affymetrix GeneChip Fluidics Station 450 késziilék segitségével. Végiil a
chip-ek szkennelése kovetkezett Affymetrix GeneChip Scanner 3000-el. A szkennelés

soran kapott adatokat az Affymetrix honlapjarol (http://www.affymetrix.com) letdlthetd

szoftver segitségével elemeztiik: Sequence Analysis Software 4.1 (GSEQ 4.1), mely az
adatokat bdazissorrendre, valamint szekvenogramokra forditotta, amelyeket a human

mitochondridlis referencia genomhoz illesztettiink (www.mitomap.org). Mivel a

MitoChip v2.0 a HVSI és a HVSII régi6 varidnsait is tartalmazta, ezért haplotipizélasra

is hasznalhato.
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4.9. Haplotipizalas az mtDNS segitségével

A mitochondridlis haplotipusok haplocsoportba torténd soroldsa a HVSI (401
bazisparbol allé hipervaridbilis szegment 1) haplocsoport specifikus szekvencia
polimorfizmusai alapjan torténik a phylotree.org honlap segitségével. Nem minden
esetben elegendd a haplocsoport megéllapitasdndl a HVSI polimorfizmus-mintédzata,
ilyenkor a HVSII (315 bazisparbdl ll6 hipervariabilis szegment 2) és a kodold régiok
polimorfizmus vizsgdlata is sziikséges. A haplotipizdlasban az MTA Régészeti Intézet -
Archeogenetikai Laboratériumdban Mende Baldzs Gusztdv munkacsoportjatél és a

Szegedi Tudoményegyetemen Raské Istvdn munkacsoportjatdl kaptunk segitséget.

4.10. Statisztika

Az mtDNS leggyakoribb muticidéinak eléforduldsi gyakorisdganak (frekvencia)
értékeléséhez a patogén muticiot hordozd betegek (beleértve az index betegeket és a
muticiét hordozé csalddtagokat is) szdmat elosztottuk a teljes vizsgalt betegek
szamaval. A 95%-os konfidencia intervallumot (95% CI) a standard modszer szerint

szamitottuk ki (6. abra).

e =" 9504 CI=p + SE

6. abra: A 95%-os konfidencia intervallum kiszamitasanal hasznalt képletek.
(Jelolések: SE — a standard hiba, p — a mutécié frekvencia értéke, n — elem szam)
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5. Eredmények

5.1. Epidemiologiai vizsgalatok
5.1.1. Az m.3243 A>G pontmutdcio

A leggyakrabban vizsgélt m.3243 A>G szubsztiticiét a tRNS™" (VR

génben 16 index
betegben (12 nd és 4 ffi) és tovdabbi 13 csalddtagban taldltuk meg heteroplazmikus
formaban, az 1082 vizsgélt betegbdl (Gal és mtsai 2008, Komldsi és mtsai 2005,
Komlési és mtsai 2004, Inczédy-Farkas és mtsai 2011). A heteroplazmia ardnya 22% és
80% kozott volt. Az mtDNS-t 25 esetben vérbdl €s 4 esetben izomszovetbdl izolaltuk.
Két betegnél a muticidt csak izombdl tudtuk kimutatni, mig vérbdl nem. A mutéciét
hordozé betegeknek, valamint csalddtagjaiknak is egyarant voltak klinikai tiineteik,
melyek koziil kiemelendd a szenzorineurdlis halldscsokkenés (SNHL) és a DM. A
stroke, mint ezen mutdcidval asszocidlt tiinet minddssze 5 esetben, mig pszichidtriai
tiinet 6 esetben szerepelt a betegek klinikai tiineter kozott. Az m.3243 A>G patogén
muticié frekvencidja az altalunk vizsgédlt kohortban 2.68%. A 95%-os konfidencia

intervallum (95% CI): 0.0219 — 0.0317.

5.1.2. Az m.8344 A>G pontmutdcio

Az mtDNS tRNS™* génjében lokalizalt m.8344 A>G pontmuticié heteroplazmikus
formaban 8 index betegnél (2 no és 6 ffi) és 5 csalddtagndl volt jelen az 1082 betegbdl
all6 szubkohort vizsgdlatindl (Molndr és mtsai 2009, Vastagh és mtsai 2011). A
heteroplazmia ardnya 25% és 82% kozott valtozott. A muticiot 8 esetben mutattuk ki
vérbdl, 5 esetben pedig izomszovetbol. Két esetben a mutéciét csak izomszovetbol
tudtuk detektdlni. A muticiét hordozé betegek klinikai fenotipusa is igen véltozatos,
viszont a klasszikus myoclonusos epilepszia tiinete a legtobbnél nem szerepel az
anamnézisben. Az m.8344 A>G pontmuticié el6forduldsi gyakorisdga a vizsgélt 1082

beteg esetében: 1.20% volt, a 95 % CI: 0.0087 — 0.0153.

5.1.3. Azm.8993 T>C és G pontmutdciok
Az mtDNS proteint kédold génjei koziil az ATP szintdz 6-os alegységét kodold génben
(MTATP6) lokalizélt 8993-as pozicié két patogén eltérését vizsgaltuk. Az m.8993 T>C-

t 3 férfi index betegnél és egy ndi csalddtagnal detektdltuk, mig az m.8993 C>G
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muticiot egy ndbetegnél taldltuk meg. Minden érintettnél heteroplazmikus forméban
volt jelen a mutdci6. A két mutdciét 3 esetben vérbdl, 2 esetben izomszovetbdl
mutattunk ki, egy beteg estében mind vérbdl, mind izomszovetbdl magas heteroplazmia
ardnnyal detektdltuk a T>C cserét. A HP ardnyok vérbol: 58% és 95%, mig
izomszovetbol 85% és 99% kozott véltoztak. A vezetd tiinet a mutdcidval rendelkezd
betegnél a cerebelldris ataxia volt. A mutéiciét hordozd ndi csalddtagnak a magas
heteroplasmia ardny ellenére (80%) egyértelmiien az mtDNS mutdciéval magyardzhat6
klinikai tiinetei nincsenek. A két mutacié egyiittes eléforduldsi gyakorisdga a vizsgalt
1082 betegnél 0.46% volt (m.8993 T>C frekvencidja: 0.37%; m.8993 T>G
frekvencigja: 0.09%). A 95% CI (mindkét muticiora): 0.0025 — 0.0067 (m.8993 T>C
CI: 0.0019 — 0.0055; m.8993 T>G CI:0.0000 -0.0018).

5.1.4. A harom primer LHON mutdcio: m.3460 A>G, m.11778 A>G, m.14484 T>C
Az mtDNS NADH dehidrogendz (ND) alegységeit kodolé génekben taldlhaté 3
elsédleges LHON mutéciot: m.3460G>A (ND1), m.11778G>A (ND4) és m.14484T>C
(ND6) osszesen 486 betegnél vizsgaltuk. A betegek klinikai tiinete a gyors
progresszioji  materndlisan  0roklodo fiatalkori latasvesztés nagyon homogén
szubkohortjanak 0sszedllitasat tette lehetové. A szubkohorton beliil dsszesen 81 esetben
(39 no és 42 ffi) talaltuk meg a 3 mutdciét homoplazmikus formaban vérbdl izolalt
mtDNS vizsgélataval.

Az m.3460 A>G mutdciét 9 betegnél (3 n6 és 6 ffi) detektéltuk, az m.11778 A>G-t
talaltuk meg a legtobb 67 esetben (32 nd és 35 ffi), mig az m.14484 T>C altericiét a
legkevesebb 5 betegnél (3 no és 2 ffi) azonositottuk.

Az egyiittes el6forduldsi gyakorisdguk a 486 beteg estében: 16.68%, a 95% CI: 0.1501
—0.1839. Az m.3460 A>G frekvencidja: 1.85%, 95% CI: 0.0124 — 0.0246; az m.11778
A>G frekvencidja: 13.8%, 95% CI: 0.1223 — 0.1535; az m.14484 T>C frekvencigja:
1.03%, 95% CI: 0.0058 — 0.0148.

5.1.5. Az mtDNS dtrendezédései (egyes és tobbes deléciok)

Az mtDNS-ben eléfordulé egyes és tobbes (multiplex) delécidk ardnya viszonylag
magas. Az 1082 beteg vizsgélata sordn 185 esetben detektdltunk egyes delécidkat, a
frekvencidja 17%, 95% CI: 0.1588 — 0.1814. A 185 mtDNS delécidval rendelkezd beteg
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40%-aban azonositottuk az un. ,,common” deléciét, mely egy 4977 bp-os szakasz

kiesését jelenti. A 185 pozitiv esetben az mtDNS 103 esetben szarmazott
izomszovetbdl, mig 82 esetben vérbdl.

Az mtDNS multiplex deléciéjat 65 betegnél azonositottuk, 34 esetben izomszovetbol,
31 esetben vérszovetbdl. A tobbes delécidk frekvencidja: 6%, 95% CI: 0.0528 — 0.0672.
Az esetek tobbségénél csaladi halmozddés figyelhetd meg (63.1%, 41/65). Az 1082
beteg koziil 68 esetben rendelkeztiink vér- és izomszovettel is. Ezen 68 esetbdl 6
betegnél vérben €s izomszovetben is azonositottuk az egyes mtDNS deléciot, mig 31
esetben a vérbdl izoldlt mtDNS analizise negativ lett, viszont izomszdvetben ott volt a
deléci6 (16 esetben ,,common” delécid; 15 esetben multiplex delécid). Az egyes és a
multiplex mtDNS delécidk egyiittes eléforduldsi gyakorisdga 23%, 95% CI: 0.2172 —

0.2428.

5.1.6. A leggyakoribb mtDNS rendellenességek vizsgdlatinak osszefoglaldsa
Az mtDNS leggyakoribb patogén pontmuticidinak, valamint egyes és tobbes
delécidinak vizsgdlata sordn 377 esetben (24.04%) taldltunk eltérést az 1568 beteg

mtDNS-ének elemzése soran (9. tablazat).

9. tablazat: A leggyakoribb mtDNS alteraciok vizsgalatanak osszegzése

MtDNS VAR Pozitiv Frekvencia Betegscg Le.gt:obl.)
Y betegek kezdete klinikai
alteraciok P esetek (%) , . .
SZama (atlag év) tilnetek
SNHL,
m.3243 A>G 1082 29 2.68 17.06£12.87 PEO, DM,
epilepszia
M.8344 ASG 1082 13 1.20 31.18+10.23 | Myopathia,
ataxia
m.8993 T>C.G | 1082 5 0.46 31.32421.39 | Ataxia,
neuropathia
m.3460 G>A, Nervus
m.11778 G>A, 486 81 16.7 42.15+9.85 opticus
m. 14484 T>C érintettség
mtDNS egyes .
és multiplex 1082 250 23.0 34.25+11.47 | Myopathia,
oy PEO
deléciok
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5.2. Fenotipus-genotipus korrelaciok az mtDNS betegekben

5.2.1. Az m.3243 A>G patogén mutaciot hordozé betegek klinikai variabilitasa

A legfrekventdltabb mtDNS mutdcidhoz az m.3243 A>G-hez eseteinkben szadmos
klinikai tlinet asszocidlt, mint neuropszichidtriai tiinetek (depresszid, mentalis
hanyatlds) (6/29 esetben), idegi jellegli halldscsokkenés (6/29 esetben), fiatalkori stroke
és stroke-szerli epizdédok (5/29 esetben), DM (6/29 esetben), az epilepszia (5/29
esetben), valamint myopathia (4/29 esetben) (10. tabldzat, 7. dbra). Ezen eredményekbdl
is latszik, hogy a mutdcié milyen varidbilis tiinetek, tiinetegyiittesek hatterében éllhat,
valamint az, hogy a mutdcidval elsdként asszocidlt stroke szindroma a betegeink nagy

részében nem jelentkezett.

Myopathia

Epilepszia

Stroke, stroke-szerii epizodok
Maternalis DM

SNHL

Ll

Neuropszichiatriai tiinetek

0,00% 5,00% 10,00% 15,00% 20,00% 25,00%

7. abra: A leggyakoribb tiinetek szazalékos megoszlasa az m.3243 A>G
pontmutaciot hordozé betegeknél

A muticiét hordozé betegek koziil csak két esetben 4llt rendelkezésiinkre mind vér,
mind pedig izomszovet. A heteroplazmia ardnyokbdl ldtszik, hogy ezen eseteknél
izomszovetben magasabb az ardny, ami aldtdmasztja a posztmitotikus szovet
jelentdségét. Megjegyzendd, hogy két esetben csak izomszovetben lehetett kimutatni a

mutaciot.
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10. tablazat: Az m.3243 A>G mutaciot hordozé betegek klinikai tiinetei
(roviditések: HP — heteroplazmia, cst — csalddtagok, nv — nincs vizsgdlva, nvj —nem volt jelen, PEO —
progressziv ophtalmoplegia externa, DM - diabetes mellitus, SNHL — szenzorineurdlis halldsvesztés)

Betegség alI‘;I’lII’I alI‘;I’lII’I Hordoz6 cst-ok /
Beteg | Nem | kezdete any | Y Klinikai tiinetek tiinettel
(év) veEisdl | D) rendelkezo cst-ok
(%) (%)
1 né 17 35 45 DM, PEO, hypacusis, 1/3
myopathia, myalgia
) n6 35 35 nv Stroke, depresszio, nv
pszichozis
3 ffi 13 40 nv SNHL, myalgia 2/2
Stroke, laktat
4 ng 2 70 nv acidozis, progressziv 211
mentdlis hanyatlés
DM,
5 | né 3 nvj 22 hypogonadizmus, 0/0
ataxia, mentalis
retardacio
6 no 30 30 nv SNHL, migrén nv
Epilepszia, myalgia,
7 nd 3 35 nv (Iijysalzﬂthria, st};okge, 22
anémia
Stroke-szerl
8 nd 6 35 55 epizédok, mentilis 272
retardacio, hanyds
Terhelési
9 | né 10 60 nv intolerancia, 1/0
faradékonysag,
SNHL, epilepszia
Stroke-szert
10 ffi 4 48 nv epizodok, mentdlis 0/0
retardacid, DM,
epilepszia
11 n6 25 42 nv Memoriazavarok, 2/2
depresszio
12 ffi 20 nv 55 SNHL nv
13 né 35 nvj 15 DM, ptosis, nv
faradékonysag
14 nd 34 nv 30 Stroke-szer( nv
epizédok, SNHL
15 | nd 31 38 nv Diplopia, dysphagia nv
terhelési intolerancia
16 ffi 5 50 nv SNHL 1/0
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5.2.2. Az m.8344 A>G patogén mutaciot hordozé betegek klinikai variabilitasa

Az m.8344 A>G mutici6 4altal determindlt MERRF legjellegzetesebb tiinete a
myoclonus epilepszia egy csalddndl volt jelen. Az altalunk vizsgdlt esetekben az ataxia
€s a myopathia volt a mutdciét hordozék szubkohortjdban a leggyakoribb tiinet.
Emellett terhelési intolerancia és két betegnél tranziens ischaemids attack is el6fordult,
melyet az irodalom sokkal inkdbb az m.3243 A>G mutécidval hoz kapcsolatba. (11.

tablazat).

5.2.3. Az m.8993 T>C és m.8993 T>G patogén mutaciokat hordozé betegek klinikai
variabilitasa

A két muticid két szindroma hatterében all, az m.8993 T>C-t leggyakrabban a NARP-
pal asszocidl, fiiggden a heteroplazmia aranytdl, a betegség klasszikus tiinetei a nevébol
adodo retinitis pigmentosa, az ataxia, valamint a szenzomotoros neuropathia. Az
m.8993 T>G-t a materndlisan 0roklddé Leigh Szindromédval (MILS) hozzak
Osszefiiggésbe, melyre jellemzé szimptomdk tobbek kozott az ataxia, nystagmus,
dystonia, pszichomotoros regresszid, retinitis pigmentosa.

A legmagasabb heteroplazmia ardnnyal detektalt T>C cserét hordoz6 férfi beteg mutatja
a klasszikus tiineteket, mig az édesanyja 80%-os heteroplazmia ardnnyal (vérbdl)
aszimptomas. A mdsik két férfi beteg kissé alacsonyabb HP ardnnyal hordozza a
muticiot, tiineteik nem jellegzetesek, hiszen laktat acidézisuk mellé pszichidtriai
tiinetek (hallucindciok) tarsultak, myoclonus epilepszia a csalddban nem fordult eld. Az
m.8993 T>G muticiét hordozé nd betegnél viszonylag késon kezdddtek a tiinetek, a
cerebellaris ataxia, dysphagia, hyperthyreosis, nem kdvetve a MILS klasszikus tiineteit

(12. tablazat).

42



11. tablazat: Az m.8344 A>G mutaciot hordozé betegek klinikai tiinetei

(roviditések: HP — heteroplazmia, cst — csalddtagok, nv — nincs vizsgdlva, na — nincs adat, TIA - tranziens
ischaemic attak (dtmeneti ischaemids roham), CPEO — kronikus progressziv ophtalmoplegia externa)

p HP HP Hordozo cst-
Betegscg aran aran ok/tiinettel
Csalad | Nem | kezdete any | y Klinikai tiinetek Csaladi anamnézis -
(év) vérbél | izombol rendelkezd
(%) (%) cst-ok
Myopathia, Mater: hypacus.ls/.
. . sulyos depresszid,
cardiomyopathia, myopathia, ataxia
1 Ffi 35 58 79 ataxia, depresszi6, yopathia, ¢
) . Ikertestvére:
szorongds, kognitiv L .
) depresszi6, anxietas,
hanyatlés e
fébia
Mater: hypacusis,
sulyos depresszid,
myopathia, ataxia;
1 Ffi 35 44 63 Sulyqs depre/ss'mo, Ikertestyer: Myopgthla, 3/3
anxietas, fébia cardiomyopathia,
ataxia, depresszid,
szorongas, cognitiv
hanyatlas
Ikerfiai: Myopathia,
Stulyos hypoacusis, cardiomyopathia,
1 N6 48 46 82 depresszio, ataxia, cognitiv
myopathia, s ataxia | hanyatlds, depresszid,
szorongas
Myoclonus
epilepszia, Ikertestvére:
fejtremor, myoclonusos
2 Ffi 28 40 45 dysarthria, ataxia, epilepszia, ataxia, 3/2
kognitiv hanyatlds, depresszid,
depresszio, thrombocytopenia
thrombocytopenia
Myoclonus M}_loclonus epllepsz.la,
epilepszia, ataxia fejtremor, dysarthria,
2 Ffi 25 40 nv p > ataxia, ataxia, kognitiv
depresszid, p -
thrombocytopenia hanyatlds, depresszio,
thrombocytopenia
Ikerfiai: Myoclonus
epilepszia, fejtremor,
dysarthria, ataxia,
2 N6 - 30 nv Tiinetmentes kognitiv hanyatlas, 2/2
depresszio,
thrombocytopenia
epilepszia
Materndlis 4gon: colon
3 N6 48 30 nv TIA tumoﬂr, DM’ , na
csecsemoOhalélozas,
vesebetegség
Materndlis 4gon
4 Ffi 22 30 nv Ischaemids stroke unokatestvér: 0
epilepszia
. Ptosis, myopathia, p
5 Ffi 35 40 nv CPEO. Negativ na

43




hypothyreosis
Ffi 41 35 nv Myopathia, Negativ na
1izomgorcsok
,, . Mater: mutaciot
N6 16 45 35 Myalgia hordozd, tiinetmentes 2/1
N6 - 32 nv Tiinetmentes Lanya: myalgia
Migrén, depresszio,
Ffi 30 38 v polyneuaop.athla, Anyai dgon ,haln.loz/odo na
besziikiilt depresszid, migrén
vesefunkcid
12. tablazat: Az m.8993 T>C vagy G mutaciot hordozé betegek Kklinikai tiinetei
(roviditések: HP — heteroplazmia, cst — csalddtagok, nv — nincs vizsgdlva, DM - diabetes mellitus)
Hordozoé
2 HP HP
Betegség P P e o . £ e cst-ok /
arany arany Klinikai Csaladi ..
Beteg | Nem | kezdete £ 2 . . .. . . tiinettel
! vérbol | izombol tiinetek anamnézis =
(év) (%) (%) rendelkezo
0 0
cst-ok
Dysdiadochokinesis | DM, mentélis
1 ffi 17 95 99 , ataxia, retardacio, 1/0
T>C polyneuropathia, cataracta,
kognitiv hanyatlds, demencia
2 ffi 48 65 nv ¥ - - ny
ToC Avt-i paresis, ataxia nv
3 ] Pszichotikus HI\}/IIP (;H:S:;ED
ffi 36 nv 85 allapot, dadogés, N S nv
T>C kvphoscoliosis szivbetegség
yp schizofrénia
) Dysphagia,
no 68 58 nv cerebelldris ataxia, nv nv
T>G .
hyperthyreosis

5.2.4. Az autoszomalis dominans 6roklodést mutaté mtDNS egyes delécié de Toni-
Debré-Fanconi szindrémaban

Az egyes deléciok dltalaban sporadikusak, csak nagyon ritkdn szdmol be az irodalom
familidris formédkrdl. A 9 éves fit beteg ovulatio indukcids kezelést kovetden fogant,
veszélyeztetett, toxaemids terhességbdl, mely az 5. gesticids honapig zavartalan volt. A
30. gestacios héttdl az UH vizsgélat intrauterin dystrophiat észlelt. A 33. héten
fenyegetd magzati asphyxia miatt siirgds sectio caesareaval alacsony (1395 g) sziiletési
sullyal jott a csecsemd a vildgra. Az tjsziilottkori hasi UH bal oldali pyelectasiat talalt.
Anaemidja miatt vaspotld kezelésben is részesiilt. Két honapos koratol két éves kordig
Osszesen 12 alkalommal kapott vért silyos aplasticus anaemidja miatt. Két éves koraban

csontveld 4tiiltetést terveztek, de a kontroll vizsgdlatok javulé eredményei miatt a
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beavatkozds elmaradt, transzfiziéra nem szorult tobbet, csak thrombocytopenidja
maradt fenn (60-100 G/1). Két éves koratdl észlelték novekedésben elmaraddsat,
melynek hatterében a GH hidnya igazolddott. A csontkor 1-1.5 évvel elmaradott,
viszont mozgds-, beszéd- €s, szellemi fejlddése normalis volt. 2009-ben, 4 éves kordban
a laborvizsgalataiban a K, P, Mg értékek alacsonyak voltak, a hasi UH mindkét oldali
vese kéregallomanyédnak hyperreflektivitasait mutatta. Ekkor meriilt fel a komplett
tubulus-funkcié zavarral jar6 vesebetegség gyanidja. Négy éves kordban kezdddott jobb
oldali tdlsullyal kétoldali ptosisa. Edesanyja kényszeres cselekedetekrél szamolt be.

Az eldzmények és a szemészeti eredmények alapjan eleinte Pearson szindroma
igazolddott, mely atment de Toni-Debré-Fanconi szindroméba. 2011-ben intenziv
osztalyra keriilt akut anyagcsere felborulds miatt, ketogén diéta mellett dllapota lassan
javult.

Csaladi anamnézis: édesanyjanak 20 éves kora Ota migrénes fejfdjdsai vannak,
koleszterinszintje sziilése 6ta magas (5.6 mmol/l), évek 6ta gondozzdk szorongds miatt,
neuroldgiai vizsgdlata jelzett kétoldali ptosist taldlt. Fiutestvére egészséges. Anyai
nagyanyjanak hypertensioja, szivbetegsége és generalizalt szorongdsa van. Mind az
anyai, mind pedig az apai nagyapjdnak végbéldaganata volt. Anyai nagynénjének
masfél éves koraban bélelzaréddsa volt, azéta is folyamatosan vannak hasi panaszai. Ot
panik szindroma miatt pszichiatridn kezelik. A kisfit genetikai vizsgélata sordn a vérben
35% HP arinnyal az mtDNS common deléciéjat detektiltuk. Edesanyjdndl ez a
rendellenesség 25% HP ardnnyal, nagynénjének 20 % HP aranyban, nagyanyjanak 15 %
HP aranyban igazolddott.

PV

nDNS eltérések

A mutaciot hordozé betegek fenotipusa rendkiviil varidbilis, sok szervrendszert érintett.
Ez a mitochondridlis betegség egyik fontos jellemzdje. Befolyasol6 tényezd lehet, hogy
esetenként nem egy, hanem egyszerre tobb genetikai hibat (gén-gén interakcid) is
hordozhat a beteg, mely eltérések lehetnek az mtDNS-ben valamint az nDNS-ben is.
Tobb esetet is bemutatunk a kovetkezOkben, melyeknél az mtDNS hiba egy masik

mtDNS hibaval, vagy egy nuklearis gén mutacioval tarsul.
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Az egyes mtDNS deléciokkal az irodalmi adatok szerint leggyakrabban szemészeti
tiilnetek tarsulnak, mint a PEO, ptosis. Az altalunk detektalt egyes deléciét hordozé
érintettek koziil 46 betegnek (24.9%) PEO-ja, mig 70 betegnek (37.8%) myopathidja
volt szemtiinetek nélkiil. Mindezek mellett az altalunk vizsgalt kohortban ischaemids
stroke, ataxia, DM, migrén, depresszié tarsult ehhez az mtDNS hibdhoz (8. dbra).
Betegeink 30 %-éban jelentkezett a betegség multiszisztémds tiinetek formdjaban, a

leggyakrabban a vdzizomzat volt érintett.
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8. abra: A leggyakoribb tiinetek szazalékos megoszlasa az egyes deléciot hordozo
betegeknél

Az aldbbiakban néhany érdekes esetet mutatunk be:

5.2.5.1. Egynél tobb patogén mtDNS mutdcio egyiittes jelenléte
Hérom beteg esetét mutatjuk be, akiknél az mtDNS kettds hibat is hordoz (13. tdblazat).

Az m.3243 A>G patogén mutéciét hordozé betegek koziil két esetben taldltunk még a

szubsztitdcion kiviil mtDNS-beli eltérést.
a) Egy 43 éves nobetegnél izomszovetbdl 38%-os HP ardnnyal detektaltuk az m.3243

A>G mutécidt, valamint alacsony HP ardnnyal multiplex mtDNS deléci6 is jelen volt az

izomszovetben. Az anamnézisében a 30-as évei elején kezd6d6 diplopia szerepelt,
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melyhez késébb terhelési intolerancia is tdrsult. Az alsé végtagokban gyengeséget
érzékelt, combizmai sorvadtak. Nyelési panaszai vannak, nyelve zsibbad, a beszéd is
nehezére esik. A csalddi anamnézisében materndlisan 6rokl6dé DM szerepel, valamint
édesanyjanak, anyai nagynénjének és mindkét nagysziiléjének struma nodosa-ja volt.
Edesapjanak szivritmuszavara van, mig anyai 4gd unokatestvérénél sclerosis
multiplexet gyanitottak. Két gyermeke van, akik egészségesek. A beteg izmdénak
szovettani elemzésénél a moddositott SDH készitményben subsarcolemmadlisan enyhe
enzimaktivitds fokozodast lehetett latni illetve egy-egy a tobbinél intenzivebben festddo

»ragged blue”’-ra emlékeztetd rost is feltlint a vizsgalt mintaban.

b) Egy 42 éves nd, akinél szintén detektaltuk az m.3243 A>G mutécidt, alacsonyabb HP
ardnnyal (15%) és vérbdl, emellett egy egyes deléciot: 7,9 kbp-os kiesést taldltunk
viszonylag magas 40%-os HP ardnnyal. A betegnek 39 évesen igazolédott a DM-a, egy-
két éve romlik a halldsa, mindkét oldali ptosisa van, faradékonysdgrél panaszkodik.

Testvére és 10 éves kisfia egészséges.

¢) Az mtDNS tRNS-einek vizsgélata sordn a tRNS Izoleucint k6doldé génben (tRNS™)
m. 4298 G>A heteroplazmikus patogén mutédcidt detektdltunk, melyet 65%-os HP
ardnnyal taldltuk meg az izomszovetben egy 54 éves afrikai férfi betegnél. Az ismert
muticié mellett kis HP ardnnyal multiplex deléciét is azonositottunk long PCR
technikdval. A taldlt multiplex deléci6 felvetette az intergenomidlis kommunikaci
zavardt ezért tovabb vizsgdltuk a mintdjat, de patogén eltérésre nem leltiink a POLGI,
Cl0orf2 / TWINKLE, RRM2B és a TK2 génekben.

A betegben taldlt m.4298 G>A szubsztiticidt kordbban CPEO-val, sclerosis multiplex-
szel (Taylor és mtsai 1998), rhabdomyolissel myoglobinuridval, myalgidval
Osszefiiggésben irtdk le (Crimi és mtsai 2004). Betegiinknek 47 évesen kezdddtek
panaszai hyperCKaemidval, izomfajdalommal. Statin indukélta hiperCKaemia volt
ekkor a diagnézisa, a statin elhagydsa utdin a CK értéke csokkent, de nem
normalizdlédott teljesen. Izomfdjdalmakra most is panaszkodik, féleg a proximalis
izomcsoportokban. Hideg-meleg urticaridja van. Csalddi anamnézise: édesanyjanak
egyik ldbat amputaltak, 4 testvére van (3 fid és 1 ldny), az egyik batyja DM miatt

exitalt, mig egy mdsik batyjanak stroke-ja volt. Lanytestvére és annak gyermekei
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egészségesek. Az izommintdban a moédositott Gomori trikréom festéssel ,,ragged red”,
mig mobdositott SDH  festéssel ,ragged blue” rostokat azonositottunk
fénymikroszképpal, valamint a COX készitményben ezek a rostok COX negativak
voltak. Az elektronmikroszképos vizsgdlattal 1athaté volt, hogy subsarcolemmalisan a
mitochondriumok  szdma felszaporodott, illetve degenerativ jelenségek is
megfigyelhetéek voltak. Intermyofibrillarisan enyhe mitochondrium-szaporulatot
identifikaltunk, valamint a mitochondriumok mellett nagy lipid vakudlak dbrazolédtak.
A szovettani kép mind fény-, mind elektronmikroszképpal egyértelmiien alatdmasztotta

a mitochondriélis betegség gyanujat, igy vizsgalva tovabb a beteg mtDNS-€t (9. dbra).

9. abra: Az mt 4298 A>G mutaciét hordozo6 beteg mitochondrialis betegség
gyanujat igazolo szovettani képei
a: Ragged blue rostok (nyilak) moédositott SDH festéssel( x 100); b: COX negativ
rostok (csillag) COX festéssel ( x 100)

13. tablazat: Az mtDNS tRNS patogén mutaciot és mtDNS egyes vagy multiplex
deléciokat hordozo betegek Osszesitése

Betegség | | (DNS(RNS| HP | mtDNS | HP
Beteg Nem kezdete Y P _y p
(év) mutacio arany delécio arany
1 NG 31 m.3243 A>G 38% Multiplex 17%
tRNS-UUR) (izom) delécié (izom)
7,9 kbp-os
2 N6 39 m'32ﬁu{%§g 15% (vér) egyes 40% (vér)
tRNS " .
delécid
3 i 47 m.4298 G>A 65% Multiplex 19%
tRNS' (izom) deléci6 (izom)
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5.2.5.2. Az mtDNS delécio és mds nukledris gének mutdcioinak egyiittes eldforduldsa

5.2.5.2.1. Az mtDNS deléco és a PMP22 gén delécio/duplikdcio egyiittes jelenléte

Az mtDNS drendezddések dltaldban mdsodlagosan alakulnak ki. Legtobb esetben a
nukledris és mitochondridlis genom intergenomidlis kommunikacié zavara eredményezi
a mitochondridlis DNS karosodésat, de sériilhet az egyéb nagy mennyiségii szabadgyok
felszabaduldssal jar6 folyamatokban is, mint pl.: autoimmun betegségek, UV sugarzas,
degenerativ folyamatok (pl. inclusios testes myositis). A periférids idegek egyik
leggyakoribb genetikai eredeti betegségét okoz6 PMP22 gén duplikicidk/deléciok,
megfigyeléseink szerint szintén egyiitt jarnak mds gének érintettségével, valamint
autoimmun betegségekkel (Pal és mtsai 2009; Reményi és mtsai 2014). Célkitlizésiink
az volt, hogy vizsgaljuk meg milyen gyakran tarsul az mtDNS delécié a PMP22 gén
delécidjaval / duplikdcidjaval. A PMP22 deléciéja a HNPP-t (Herediter neuropathia
pressure palsy), mig a duplikdcidja CMT1-et (Charcot-Marie-Tooth 1) eredményez.
Széaz beteg (47 no, 53 ffi) vérbdl izoldlt mtDNS-ében kerestiik az mtDNS delécidkat
long PCR metodikaval. Az étlag életekor: 34.78+12.17 év volt. A vizsgalatbol kizartuk
az 55 évnél idosebb PMP22 delécidval vagy duplikicioval rendelkezd betegeket, mivel
az mtDNS delécidk a kor el6rehaladtaval is kialakulhatnak. Igy igyekeztiink elkeriilni a
szomatikus mutaciokat.

Az elemzést 43 PMP22 deléciét és 57 PMP22 duplikdciét hordozo beteg esetén
végeztiik el. Osszesen 12 betegnél taldltunk eltérést, 11 esetben egyes delécidt, egy
esetben alacsony HP ardnyd multiplex deléciot detektaltunk. Mindegyik egyes delécids
pozitiv esetben egy 7.8 kbp-os szakasz esett ki 17% - 75% kozotti heteroplazmia
arannyal. Nyolc esetben (1 nd,7 ffi) a betegek PMP22 deléciot hordoztak, a HP arany
30% és 75% kozott volt. Az atlag életkor: 38.56+£9.11 év volt. A PMP22 duplikaciét
hordoz6 betegek koziil 3 férfindl taldltuk még meg az egyes delécidt, mindannyian 40
év felettiek (41 éves, 43 éves, 46 éves; az dtlag életkoruk: 43.34+2.52 év). A HP
aranyuk a 17% és 75% kozott volt. Egy esetben alacsony heteroplazmia ardannyal (15%)
multiplex deléciét taldltunk egy 49 éves férfi betegnél. Osszegezve: a 100 f6s PMP22
duplikaciéval / deléciéval rendelkezd esetek 12%-dban taldltunk mtDNS deléciodt,

véltozatos HP ardnnyal (10. dbra) (95% CI: 0.0875-0.1525).
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10. abra: A HNPP-s és CMT1-es betegekben talalt mtDNS deléciok heteroplazmia
aranyanak (%) eloszlasa

5.2.5.2.2. Az mtDNS delécio eldforduldsi gyakorisdga neurodegenerativ
betegségekben

A legtobb neurodegenerativ betegségben a mitochondriumok szekunder mddon
karosodnak még abban az esetben is, ha a primer, a betegséget kivalté ok nem a
mitochondridlis DNS-ben van (Johri és Flint 2012). Vizsgélataink soran egy klasszikus
monogénes neurodegenerativ betegségben voltunk kivdncsiak arra, hogy a
neurodegeneraciot indité primer muticié kovetkeztében kialakul6 biokémiai folyamatok
milyen hatdssal vannak az mtDNS-re.

Az autoszémélis domindnsan 6roklédé monogénes Huntington-kor kialakuldsdhoz a
huntingtin (HTT) gén 1. exonjdban tortén0 CAG repeat expanzid vezet. A
megnovekedett CAG repeat szdm poliglutamin szintet eredményez a huntingtin
proteinben, ami a molekuldris és cellularis kaszkddok patomechanizmusat befolyasolja
(Nithianantharajah és Hannan 2012). A normdl CAG repeat szam 28-nél kevesebb, ha
29-35 kozotti, akkor intermedier, 4tmeneti (nem érintett), ha 36 és 39 kozotti a repeat
szam, az a csOkkent penetrancia tartoményét jelenti, melynél mar van esély a betegség

kialakuldsara, és 40 CAG repeat szam felett alakul ki mindenképp a kérkép.

50



Pilot vizsgdlatunkban szdz Huntington-kéros beteg vérmintdjabol izolalt DNS-ét
analizdltuk mtDNS delécidkra. A vizsgalt betegek (58 nd és 42 ffi) CAG repeat szdma
minden esetben 40 feletti volt (41 és 56 kozotti). Az atlag életkor 52.35£12.56 év volt
(32 és 76 éves kor kozott). A vizsgédlat sordn hét beteg (5 nd és 2 ffi) esetében
detektdltunk egyes nagy deléciét, mely sordn egy 7.9 kbp-os szakasz esett ki, 13% és
75% kozott valtoz6 HP ardnnyal, multiplex deléciot egy esetben sem taldltunk. A

vizsgélt esetek 7%-dban taldltunk mtDNS egyes deléciét (95% CI: 0.0445-0.0955).

5.3. Nuklearis gén altal meghatarozott Gj mitochondrialis betegség fenotipus-
genotipus korrelacidja

A technoldgia fejlédésének koszonhetden évente tobb szdzzal nd az dj betegségek
szama. Igy van ez a mitochondridlis betegségek teriiletén is. Minddssze néhdny éve
ismerjiik az agytorzsi és gerincvelOi érintettséggel, emelkedett laktat szinttel jard
leukoenchephalopathidt az LBSL (Leukoencephalopathy with brainstem and spinal cord
involvement and lactate elevation) nevii betegséget, melyet kohortunkban is sikeriilt
azonositanunk.

Esetbemutatds:

Huszonnégy éves index férfi betegiink jardsa 15 éves koratdl kacsdzd, vadlijdban és
bokdjdban fokozddo gyengeséget érez, ldbujjhegyre és sarokra nem tud allni. Az alsé
végtagi izmokban fasciculatio észlelhetd. Distalis tilsilyd kozepesen sulyos spasztikus
paraparesise volt vizsgalatakor piramis jelekkel. Iziileti helyzetérzése megtartott, de
kiesett a vibracio, a graphaesthesidban pedig tévesztett. Kétoldali Friedreich laba volt.
Laboreredményei enyhén emelkedett CK értéket mutattak: 313 U/l (normal - tartomany:
24-195 U/ 1). Az EMG vizsgélata myogen karosodést taldlt, az ENG nem mutatott
eltérést. SSEP vizsgdlata mindkét oldali alsé végtagon sulyos fokd demyelinisatios
jellegli corticospinalis funkciézavart mutatott ki. A koponya MRI a periventricularis
fehéradllomanyban a capsula interna, a coronaria radiata és a centrum semiovale
teriiletén szimmetrikus kétoldali 3-15 mm nagyséagu, helyenként konfludld 1ézidkat
talalt, melyek a pedunculus cerebelli superiorban is lathatdak voltak (12. abra). A C és a
Th gerinc MRI a craniospinalis dtmenettdl a conusig kovethetd hyperintenzitds irt le
savszerlien. Neuropszichol6giai vizsgédlata szubklinikus depressziét valamint dtlagos
intelligenciat  (IQ=101 VQ=108 PQ=92) Adllapitott meg. Izomszovetében

fénymikroszképpal szdmos kisebb-nagyobb csoportos elrendezddésben anguldris
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atrophids rostok mellett, szintén csoportosan elhelyezkedd lekerekitett atrophids
rostokat detektaltunk. A centrdlis magok szdma a szokottnédl nagyobb. A mintdban COX
negativ, ragged blue/red rostokat nem lattunk. Az elektronmikroszképos vizsgélat sordn
a szokottndl nagyobb mitochondriumok voltak l4thaték, mellettiik helyenként Orids

vakuolak tiintek fel (11. 4bra).

11. abra: Az LBSL beteg izombiopsziajanak elektronmikroszképos képei
a: izomrost subsarcolemmalis szerkezete (x 15.000) 6rids lipid vakudlak (csillag) és
elongélt mitochondriumok (nyilak); b: megnagyobbodott mitochondrium (x 60.000)

A beteg ndvérének libfejei kissé excavaltak, igen enyhe bal és distalis tdlsulyd alsé
végtagi paresise volt, pyramis jelek nélkiil. A névér koponya MRI-je a corticospinalis
palydk mentén, a paraventricularis fehérallomdnyban mérsékelt (legkevésbé occipitalis)
a pedunculus cerebellaris superiorokban €s inferiorokban, valamint a nervus trigeminus
agytorzsi lefutdsa mentén a T2 jellegli képeken kifejezetten fokozott jelintenzitdsu,
csaknem szimmetrikus elvdltozdsokat taldlt. A vizsgdlat a laktit egyértelmi jelenlétét
mutatja egy paraventriculdris fehérdllomanyi gocban. A gerincveld felsé szakaszén is a
fehéralloméany kiterjedten érintett. Az 1ddsebb lanytestvér elektrofizioldgiai
vizsgalatdnak eredménye a testvérével azonos volt (12. dbra). Mindkét sziilonek késziilt
koponya MRI vizsgdlat, mely sem az édesanydndl sem az édesapdndl nem taldlt

fehérallomény laesiot.
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A koponya €s gerinc MRI jellegzetes képe azonban felvetette az agytorzsi és gerincveldi
érintettséggel, emelkedett laktit szinttel jaré leukoenchephalopathiat (LBSL), mely
hatterében kordabban a nukledris DARS2 gén mutéciot irtdk le (Scheper és mtsai 2007).
A gén szekvendldsa sordn egy splice site patogén muticié igazolddott az Intron 5-6-ban:
c. 492+2 T>C (rs142433332; IVS5+2 T>C) heterozigéta formaban (Centogene,
Rostock, Germany), melyet kordbban patogénnek mindsitettek. A mdésik allélon a
patogén muticiét nem sikeriilt azonositanunk a kédolé és az exon hataron 1€vé introni
szakaszok vizsgélatival. A csalddi szegregicid sordn ez a muticidé heterozigéta
formaban az édesanyjandl és a lanytestvérénél is igazolddott. Mivel csak a lanytestvér
rendelkezik klinikai tiinetekkel és fehérallomdny laesidval, feltételezziik, hogy olyan
autoszomalis recessziv betegségrol van sz6, ahol compound heterozigéta mutéicid
eredményezi a klinikai képet, csak a madsik allél mutdcidéja olyan nem kédold vagy
szabdlyozé régioban helyezkedik el, amely nincs a rutin genetikai diagnosztika

fokuszaban.
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12. abra: Az LBSL férfi beteg (a, c) és lanytestvérének (b) koponya MRI felvételei
a és b: mindkét T2 jellegli (hyperintens szignal) felvételen: az agytorzsi coronaris
szeleteken fehérallomanyi laesio a piramis palya érintettségével; c: T2 jellegli
(hyperintens szigndl) felvétel: sagittalis metszet a fej-nyak régiordl, a nyultagy és a felsd
gerincvelOben piramispélya laesio
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5.4. A mitochondrium és a farmakogenomika

A mitochondrium miikodését biztosité gének varidcié6i nem csak kiilonb6zo
betegségeket eredményezhetnek, hanem tobb gydgyszer mellékhatdsért is feleldsek
lehetnek. Ezek a gének lehetnek az mtDNS-ben és a nukledris genomban is.
Létezhetnek olyan genetikai varidcidk is, melyek azon tdl, hogy bizonyos klinikai

tilnetekkel asszocidlnak, még farmakogenomikai jelentdséggel is birnak.

5.4.1. Az mtDNS homoplazmikus SNP-k farmakogenomikai szerepe

Az mtDNS patogén mutéaciéi mellett a homoplazmikus polimorfizmusok is allhatnak
kiilonboz6 betegségek hatterében. Mig az mtDNS egy, legtobb esetben heteroplazmikus
patogén alterdci6ja 6nmagédban meghataroz egy korképet, addig tobb homoplazmikus
SNP egyiittes el6forduldsa hajlamosithat bizonyos kérképek kialakuldsara.

A kovetkez6 esetiinkben egy olyan gydgyszer mellékhatdsra szeretnénk felhivni a
figyelmet, mely alapjat véleményiink szerint a mitochondridlis genom varidcidja képezi.
Egy 58 éves férfi betegiinknek a harmincas éveiben diagnosztizdltak 2-es tipusu
diabetes mellitust. Az anamnézisében szerepel magas vérnyomads, fiatalkori ischaemids
stroke (47 éves), 2 myokardidlis infarktus, és stent beiiltetés a szivkoszorderekbe. 2008
Ota ismert struma nodosa-ja. Csalddi anamnézisében: édesanyjdnak magas vérnyomasa,
apjanak DM-a, magas vérnyomdsa és szivbetegsége szerepel. Anyja testvérei
egészségesek voltak. Lanytestvérének zsibbad a karja, valamint két lanya egészséges.

A beteg intézetiinket 2009-ben altaldnos izomfdjdalmak, fesziild bor és izom panaszok
miatt kereste fel. Mar az enyhe fizikai aktivitds is sdlyos izomfdjdalmat provokélt a
végtagjaiban. 2010-ben a betegnek silyos 4tmeneti bal oldali hypacusisa lett, mely
vazoaktiv infuzidk hatdsira halldsa javult. A beteg a panaszok kezdete eldtt egy évvel,
2008-ban kezdett el metformint szedni. A metformin terdpia kezdetét kovetden 2-3
hoénappal 8-10 kg-ot hizott. A jobb diabetes kontroll miatt inzulinterdpidra tértek at
néhany hénap mulva, az inzulin sziikséglete azonban egyre ndvekedett, egy év alatt 300
egységre kellett azt felemelni. A CK értéke enyhén emelkedett 311 U/l (normél -
tartomany: 24-195 U/ 1). Izomfdjdalma €s inzulinrezisztencidja hétterében lactacidozis
igazolddott, nyugalmi laktat szintje igen magas 6.6 mmol/l (normdl - tartomdany: 0,5 -
2,2 mmol / 1) volt. Az ENG vizsgalat mindkét oldali carpalis alagut szindrémat igazolt,

az EMG a m. tibialis anteriorban myogen laesio-kat detektalt. Az izom myopatholégiai
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vizsgélata sordn az izomrostok oedemdsan fellazultak és a modositott SDH festés tobb
fragmentalt szerkezetli ,,,,ragged” blue” rostot taldlt. Az elektronmikroszkdpos vizsgalat
mind subsarcolemmalisan, mind intermyofibrillarisan a mitochondriumok kozelében
oridsi lipid vakudlédkat taldlt. A mitochondriumok szdma kissé emelkedett, tobb helyen
lipofuscin szaporulat is lathatd volt. A metformin elhagydsa utdn a laktdt szintje
Iényegesen lecsokkent 4.4 mmol/l-re, izomfdjdalmai jelentdsen enyhiiltek, valamint az
inzulin napi adagjat 97 egységre lehetett redukdlni. A beteg mtDNS-ének vizsgalta
sordn az izomban 12% HP ardnnyal ,,common” delécié igazolddott. A teljes mtDNS,
reszekvendldsaval 32 homoplazmikus SNP-t detektédltunk (14. tdblazat), melyek kozott
az irodalom tdbbet is asszocidlt kiilonbozd betegségekkel (15. tdblazat). A talalt SNP-k

koziil tobb mutat a MIDD-del asszociaciot.

14. tablazat: A MitoChip v2.0 microarray-jel detektalt homplazmikus SNP-k

Erintett mitochondridlis Szubsztitiicié
gén
Hipervaridbilis szegment 2 m.41C>T, m.73A>G
H-ko6t6 origd m.150C>T
Nem kédol6 régid m.263A>G
12S rRNS m.709G>A, m.750A>G,
m.1438A>G
16S rRNS m.1888G>A, m.2706A>G
NDI m.3335T>C, m.4216T>C
ND2 m.4769A>G
CoOl1 m.7028C>T
ATPaz6 m.8697G>A, m.8856G>A,
m.8860A>G
tRNS""® m.10463T>C
ND4 m.11251A>G, m.11719G>A,
m.11812A>G
ND6 m.14180T>C, m.14233A>G
m.14766C>T, m.14905G>A,
Cytb m.15326A>G, m.15452C>A,
m.15607A>G
tRNS™ m.15928G>A
Hipervaridbilis szegment 1 m.16126T>C, m.16153G>A,
m.16294C>T
Nem kodol6 régid m.16519T>C
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15. tablazat: Az 58 éves férfi betegiink homoplazmikus mtDNS SNP-khez
asszocialt korképek az irodalmi adatok alapjan

SNP Asszocialt korkép Referencia
m.73A>G AMD Udar és mtsai 2009
m.263A>G Mellrdk Czame;léi gs mtsal
m.709G>A SNHL Wei és mtsai 2009
m.1438A>G Schizophrenia Rollins és mtsai 2009
Perucca-Lostanlen és
m.1888G>A MIDD nisai 2000
m.2706A>G Linezolid md/uk.alta laktat Carson és mtsai 2007
acidozis
MIDD, LHON Perucca-Lostanlen és
m.4216T>C Inzulinrezisztencia mtsai 2000
MIDD, LHON, p Lostanlen &
m.4917A>G Inzulinrezisztencia, erucrcr:;:— iozsoaonoen ©s
AMD 54
m.16126T>C AMD Udar és mtsai 2009
m.16519T>C Mellrdk, ciklikus hanyds | .\ <o icai 2009
szindrOma migrénnel

5.4.2. A POLGI gén szubsztitiicioinak farmakogenomikai jelentdsége mitochondridlis
betegekben

A multiplex mtDNS delécidkkal rendelkezd betegeknél, felvetddik az intergenomidlis
kommunikécié zavara, ezért ezekben az esetekben a két genom kommunikécidjdban
legfontosabb géneket is vizsgaltuk. Ezek koziil a gének koziil a legtébb hiba a POLG1
génben szokott eldfordulni az irodalmi adatok alapjan, ezért a tobbes deléciét hordozd
65 betegnél elsOként a POLGI gén teljes kdédold szakaszit és hatarolé régidit
analizaltuk. A vizsgélt 65 beteg (45 nd és 20 ffi) dtlag életkora: 39.02+18.36 év (nd:
42+424.84, tfi: 30.5+£21.63). A betegek kb. 50%-andl volt pozitiv a csaladi anamnézis.

A POLGI gén vizsgdlata sordn szamos eltérést - ismert €s Uj patogén muticiokat -

taldltunk valamint, szdmos exoni és introni SNP-t, viltozé hosszisiagi CAG repeat
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expanzidt, és 3° UTR varidnsokat (Kékesi és mtsai 2014). Jelen munkdban csak a

farmakogenomikai jelent6ségli szubsztiticiok jelentdségét elemezziik.

A POLGI gén variacio koziil eddig 7-et irtak le a valproat toxicitdssal asszocidltan az
irodalomban (L304R, A467T, G588D, Q879H, T885S, E1143G, QI1236H)
(http://tools.niehs.nih.gov/polg/). Ezek koziil a kohortunkban 3-at taldltunk meg, melyek

a kovetkezok:

Az Exon 7-re lokalizal6d6 c¢.1399 G>A, p.Ala467Thr (rs113994095) patogén
muticiét egy esetben taldltuk meg compound heterozigéta formdban egy 5 éves
kisfiindl, akinek testvére valprodt toxicitds miatt meghalt. Az dltalunk vizsgalt
kisfiinak myoclonus epilepszidja, kronikus intestindlis pseudoobstrukcidja,
myopathidja és opthalmoplegidja (CIPO) volt. Tizennégy hénapos kordban
adenovirus fert6zést kovetden kezdddott a sidlyos myoclonus epilepszidja,
melyet valprodttal (VPA) kezeltek. Ekkor méjenzim értékei hirtelen
megemelkedtek. NOvérének 18 honapos kordban hasonld tiinetei voltak, 6 is
kapott akkor VPA-ot és ezt kovetden a gydgyszer hepatotoxicitdsa miatt exitalt.
A VPA toxicitdssal asszocidciot mutatd, de ugyanakkor patogén mutéicid
szegregicids elemzése sordn ugyanezt a szubsztiticidét az édesapdndl és
tilnetmentes Occsénél is megtalaltuk, szintén heterozigéta formaban. A muticid
frekvencidja 1.54 % (95% CI. 0.0001 — 0.0307). A kisfia esetében a masik
allélen az édesanyja 4ltal is hordozott Exon 21-ben: ¢.3589 T>C
(p-Cys1198Arg) nagy valdsziniliséggel patogén muticié is igazolédott. Az

Alpers szindromét a két mutdci6 egyiittes jelenléte okozta.

A VPA toxicitassal osszefliggésben az Exon 21-ben: ¢.3428 A>G p.Glul143Gly
(rs2307441) polimorfizmus 9 esetben volt jelen (7 nd és 2 ffi) heterozigéta
formdban. Az atlagéletkor: 44 + 19,68 év volt. Egy 48 éves ndbetegnél az SNP
compound heterozigétaként volt jelen, mivel az Exonl2-ben egy ismert
heterozigéta patogén muticiot detektdltunk: c.2243 G>C (p.Trp748Ser). A beteg
anamnézisében vesetumor, lipomdk, myopathia, myalgia, hypothyreosis,

valamint depresszié szerepel. Csalddi szegregicids vizsgdlata sordn, mind a
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modifikdlé faktort, mind pedig az ismert patogdn mutdciét megtalaltuk, az
édesanyjandl, két fiatestvérénél és a lanyanal is.

A c.3428 A>G p.Glul143Gly SNP az irodalom szerint modifikdlé faktorként
ismert. A modifikal6 faktor frekvencidja a multiplex delécids kohortban: 13.85%

(95% CI: 0.0957 — 0.1813).

e A POLGI gén 23-as exonjdban 1év6 ¢.3708 G>T, p.GIn1236His (rs3087374)
polimorfizmust detektéltuk a legtobb, 12 esetben (9 nd, 3 ffi). Az SNP csak két
esetben igazolddott homozigéta formdban, a tobbi 10 betegnél heterozigéta
formaban volt jelen. Azon két beteg estében, akiknél az SNP-t homozigéta
formdban taldltuk meg, a klinikai tiinetek hasonldak voltak: cerebellaris ataxia és
myopathia. Az SNP-t heterozigéta formaban hordozé 10 betegnél a klinikai
fenotipus igen valtozatos volt: PEO, ptosis, hypacusis, dysarthria, dysphagia,
ataxia, myopathia, migrén, depresszid, mentdlis retardacid. Négy beteg esetében
a csalddi anamnézis is egyértelmlien mitochondridlis betegség lehetOségét
vetette fol. A 12 beteg dtlagéletkora: 42.02+23.75 év volt. Az SNP el6forduldsi
gyakorisdga a vizsgélt kohortban: 18.46% (95% CI: 0.1365 — 0.2327).

A VPA toxicitdssal asszocidlt szubsztiticiokat dsszesen 22 esetben taldltuk meg a 65
multiplex deléciéval rendelkezd betegeknél. Osszesitve a farmakogenetikai jelentéségii
patogén mutdciét 1 betegnél (1.54%), nem patogén modifikdlé faktort 9 esetben
(13.85%), mig a polimorfizmusnak mindsitett Q1236H-t 12 betegnél (18.46%) (13.
abra) talaltuk meg. A hdrom szubsztituci6 egyiittes elofordulasi gyakorisaga viszonylag

magas: 33.85% volt (95% CI: 0.2798 — 0.3972) (13. abra).
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H A467T (patogén)

E E1143G (modifikalo
faktor)

4 Q1236H (SNP)

13. abra: A VPA toxicitassal asszocialt POLGI1 szubsztitaciok eloszlasa az érintett
betegeknél

5.5. Uj metodika validalasa mtDNS betegekben diagnosztikéra és haplotipizalasra

Az mtDNS teljes bazissorrendjének meghatdrozdsa sok esetben fontos diagnosztikai
feladat. A hagyomdnyos Sanger szekvendlds azonban koltség- és iddigényes. Annak
vizsgdlatdra, hogy microarray technika konnyitheti-e ezt a diagnosztikai tevékenységet
egy Osszehasonlité vizsgélatot terveztiink. Tizenot beteget vizsgaltunk MitoChip v2.0
microarray-jel, melyek koziil 4-nek ismert mtDNS eltérése volt az m.8344 A>G
(monozigéta férfi ikerpar) és az m.8993 C>T (édesanya €s fia) mutdciok. A tovabbi 11
beteg mtDNS hot spot-jainak analizdldsa sordn nem taldltunk patogén eltérést, de
klinikai tiineteik, laboreredményeik, myopatoldgiai vizsgalataik (izomszovet esetén) €s
csaladi anamnézisiik mitochondriélis betegségre utaltak. A 15 beteg (9 nd €és 6 ffi) atlag

életkora: 39.4+15.51 év volt (16. tablazat).

60



16. tablazat: A MitoChip v2.0 microarray-jel vizsgalt betegek klinikai tiinetei

Nem Eletkor Klinikai tiinetek

1. beteg nd 62 Myopathia, bipoldris affektiv betegség

2. beteg no 27 Sulyos hypacusis, dysarthria, ataxia

3. beteg né 62 Alacsony novés (144 cm), hormonalis

diszfunkcid, myopathia
4. beteg n6 46 Axondlis neuropathia, hypothyreosis, bipolaris
affektiv betegség

5. beteg né 42 Schizophrenia, epilepszia

6. beteg né 45 Végtagtremor, ataxia, cognitiv hanyatlds

7. beteg ffi 24 Szemmozgészavar, axondlis tipusd neuropathia,

distalis paresis az avt-ban, hallucindciok

8. beteg nd 40 Cardiomyopathia, kognitiv hanyatlés, szorongas
9. beteg né 25 Generalizalt dystonia
10. beteg ffi 6 Congenitélis ptosis, generalizalt hypotonia,

mentdlis retardicid
lble' téz. Myoclonusos epilepszia, fej tremor, dysarthria,
(monozig o ffi 39 dysphagia, izom atrophia, ataxia, kognitiv

ikrek’)c” diszfunkci6

13. beteg ffi 28 Dysdiadochokinesis, ataxia, kognitiv diszfunkcid,
distalis tipusi hypaesthesia

14. beteg no 48 Aszimptémés
15. beteg ffi 58 II-es tipusu diabetes mellitus, inzulinrezisztencia,

laktacidozis, izomfdjdalom, izomhypertrophia

5.5.1 A MitoChip v2.0 microarray-jel detektalt eltérések

Egy kivétellel valamennyi esetben izombdl izoldlt mtDNS-t vizsgdltunk azon

megfontoldsbdl, hogy a posztmitotikus szévetben a HP ardny minél nagyobb legyen.

Egyid6ben 5 microarray-t tudtunk lefuttatni (1 beteg / 1 chip), igy harom korben kaptuk

meg a 15 beteg eredményét. A chip altal adott szekvencidkat a GSEQ 4.0 ingyenesen

letolthet6 software-rel (www.affymetrix.com) analizaltuk és a human mtDNS referencia

genomjahoz hasonlitottuk (www.mitomap.org). A patogénnek vélt mutacidkat Sanger

szekvenalassal validaltuk.

A Mitochip microarray segitségével 6 betegben taldltunk patogén heteroplazmikus

mutaciot, a 4 ismerten kiviil még két esetben: ¢.12770 A>G az mtDNS ND5-ben ismert
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patogén és a c.14771 C>T az mtDNS Cytb génben feltételezett patogén muticiot. A HP
ardny 25-95% kozott mozgott. A patogén muticiok 66 %-at sikeriilt Sanger
szekvendldssal validdlni. Minden beteg esetében szamos eltérést tapasztaltunk, mely
felvetette a szubsztiticiok jelenlétét, akar 12 kiilonb6z0 pontjan az mtDNS-nek, de
azokat bidirekciondlis szekvendldssal nem minden esetben tudtuk megerdsiteni (17.
tdblazat). A betegeknél a homoplazmikus SNP-k szdma (17. tabl4zat) igen széles
tartoményt olelt fel (9-32 db SNP / beteg), melyek koziil szdmos a hipervaridbilis
régidba esett, igy a haplotipizdlasban adtak tdmpontokat. A taldlt szinonim €és nem
szinonim SNP-k koziil tobb asszocidl kiillonboz6 korképekkel, melyet a 18. tdblazatban

foglaltunk Ossze.

17. tablazat: A microarray-jel vizsgalt 15 beteg mtDNS-ében talalt SNP-k,

valamint a fals pozitiv szubsztitiiciok szamanak osszesitése
(roviditések: nsz — nonszinonim; sz — szinonim; nc — nem kodold)

Beteg | TSNP | NooSNPrk | S2SNPc | Lt gy | F L 0E
szama szama
1. beteg 9 1 2 6 2
2. beteg 24 3 12 9 4
3. beteg 15 7 3 5 6
4. beteg 29 6 9 14 4
5. beteg 29 10 11 8 11
6. beteg 21 6 6 9 7
7. beteg 31 8 6 17 3
8. beteg 24 7 8 9 5
9. beteg 25 5 11 9 8
10. beteg 29 7 6 15 7
11. beteg 29 7 10 12 9
12. beteg 29 7 10 12 9
13. beteg 11 1 2 8 12
14. beteg 11 1 2 8 12
15. beteg 32 7 10 15 10
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18. tablazat: A MitoChip v2.0 microarray-jel detektalt homoplazmikus SNP-kkel

asszocialt korképek

(roviditések: AMD — idéskori makula-degenerdcio; ND — NADH dehidrogendz; MIDD - anyai dgon
0roklédo diabetes és nagyothallds; LHON - Leber-féle optikus neuropathia; Cytb — citokréom b)

Irodalom altal

Beteg SNP An:;rel:esav L?Il;?llzé?lc)w asszocialt Referencia
g korképek
Khusnutdi
1. beteg | m. 8343A>G - tRNS™* Parkinson-kér nova és
mtsai 2008
Hipervaridbilis Udar és
m. 73A>G i szegment 2 AMD mtsai 2009
Navaglia
m. 152T>C - Hoj:r‘i‘r‘:d Hanyalmirigyrdk | 6s mtsai
£ 2006
2. beteg Linezolid- Carson €s
m. 2706A>G - 16S rRNS asszocialt laktat .
. mtsai 2007
acidozis
m.16519T> Nem kodolg | etk ciklikus -} ;oo
- . hanyés szindréma .
C régio - mtsai 2009
migrénnel
3. beteg | m. 5460G>A | Ala-Thr ND2 Parkinson-kor Schnppp ©s
mtsai 1996
Perucca-
m.4216T>C | Tyr-His NDI MIDD Lostanlen
€s mtsai
2000
MIDD, LHON, fssr;‘;‘ﬁn
m.4917A>G | Asn-Asp ND2 Inzulinrezisztencia, ) .
AMD és mtsai
2000
4. beteg | m.10398A> . Rohan és
G Thr-Ala ND3 Mellrak misai 2010
m.13368G> Udar és
A Gly-Gly ND5 AMD mtsai 2009
Hipervaridbilis Udar és
m.16126TC i szegment 1 AMD mtsai 2009
m.16519T> Nem kédols | ~ellrdk, ciklikus 70 oo
- L. hanyds szindréma .
C régio .y mtsai 2009
migrénnel
Hipervaridbilis Udar és
m. 73A>G i szegment 2 AMD mtsai 2009
Linezolid- Carson és
m. 2706A>G - 16S rRNS asszocialt laktat .
s mtsai 2007
5. beteg acidézis
m.10398A> . Rohan és
G Thr-Ala ND3 Mellrak mtasi 2010
m.10400C> Bipolaris Kazuno és
T Thr-Thr ND3 betegségek mtsai 2005
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m.11696G>

De Vries és

A Val-Ile ND4 Siiketség, LHON misai 1996
m.14783T> Pszichiatriai Rollins és
C Leu-Leu Cytb betegségek mtsai 2009
m.15043G> Pszichiatriai Rollins és
A Gly-Gly Cytb betegségek mtsai 2009
. ‘. Rollins és
6. beteg | m.1438 A>G - 12S rRNS Schizofrénia misai 2009
Hipervaridbilis Udar és
m. 73A>G i szegment 2 AMD mtsai 2009
Perucca-
7.beteg | m4216T>C | Tyr-His NDI MIDD Lostanlen
és mtsai
2000
Hipervaridbilis Udar és
m.16126TC i szegment 1 AMD mtsai 2009
Girald-
8. beteg | m. 5004T>C | Leu-Leu ND2 Vastagbél daganat Rosa és
mtsai 2004
o, becg | M 16319T> _ Nem kédol6 | oiraro SIKIKUS 1} 7,45
’ g C régid yas 5z mtsai 2009
migrénnel
Perucca-
10- 1 m4216T>C | Tyr-His NDI MIDD Lostanlen
beteg €s mtsai
2000
Nem kédold . Tan és
m. 263A>G - régi6 Mellrak misai 2002
. L. Rollins és
11.-12. m.1438 A>G - 12S rRNS Schizofrénia misai 2009
Delee | 1) 4769A>G | Met-Met ND2 Schizofrénia | ROMINS €8
(monozi mtsai 2009
gbta Hipervaridbilis Udar és
ikerpdr) m.-16126TC ] szegment 1 AMD mtsai 2009
m.16519T> Nem kédolg | Mellrak, ciklikus 7 ;o
- . hanyés szindréma .
C régio - mtsai 2009
migrénnel
Navaglia
m.152T>C - H-ko6t6 origé | Hasnyalmirigyrdk €s mtsai
2006
13-14. | m.263A>G : Nem kodol Mellrak Tan &
régid mtsai 2002
beteg Wei és
(fités | m.709 G>A - 12S rRNS Hallasvesztés .
< mtsai 2009
édesany . -
2) Linezolid- Carson &s
m. 2706A>G - 16S rRNS asszocialt laktat .
s mtsai 2007
acidozis
m. 5460G>A | Ala-Thr ND2 Parkinson-kor Schnppp ©s
mtsai 1996
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) Bai és
m.7028 C>T | Ala-Ala COlI Mellrdk misai 2008
m.16519T> Nem kodolg | Mellrak. ciklikus -} =5 o
- . hanyés szindréma .
C régio - mtsai 2009
migrénnel

A 15. beteget mar kordbban ismertettem, a metformin indukdlta laktacid6zis

esetbemutataskor (15. tdbldzat), igy a 18. tdblazatban mar nem szerepel.

5.5.2. Haplotipizalas - MitoChip v2.0 microarray altal detektalt homoplazmikus
SNP-kel

A vizsgalt 15 beteg koziil, 10 esetben nyilt lehetdségiink a részletes haplotipizéldsra
Raské  Istvdn  munkacsoportja  (Szegedi Tudomdnyegyetem)  segitségével.
Meghataroztuk a haplocsoportokat mind a teljes mtDNS szekvencidra nézve, mind
pedig kiilon csak a hipervaridbilis régidkat figyelembe véve (19. tdbldzat), igy kaptunk
pontos, részletes haplotipusokat. A 10 betegb6l 9, az Eurdpiara jellemzd R
szuperhaplocsoportba tartozé haplocsoportokba tartozik (H, U, T, J). Az 5. beteg,
akinek schizophrenidja és epilepszidja van, a D4j haplocsoportba tartozik, mely D ma
Azsidban gyakori haplotipus, Eurépara nem jellemzd. A teljes mtDNS szekvencia és a
nem koddolé régiok alapjan megallapitott haplocsoportok kozott szinte nincs eltérés,
csak még specifikusabb4 tette a haplotipizalast, ha az egész mtDNS-t vettiik alapul.

A tovabbi 5 beteg haplocsoportjat Mende Baldzs Gusztav és munkacsoportja (Régészeti
Intézet - Archeogenetikai Laboratérium) kozremikodésével hatiroztuk meg a
phylotree.org  honlap  alkalmazdsdval, hipervaridbilis  régiokban  taldlhaté
homoplazmikus SNP-k segitségével, ezen esetekben a teljes mtDNS szekvencidjat nem
vettiik figyelembe. A harmadik sorozatban futtatott chip-ekhez tartoz6 6t beteg koziil a
monozigéta ikerpar esetében W haplocsoportot hatdroztunk meg, mely Eurdpéra
jellemzd. Az m.8993 T>C patogén mutaciot (NARP) hordozé édesanya és fia az egyik
leggyakoribb eurdpai haplocsoportba tartoznak a H-ba, mig a 15. beteget, akinek
metformin indukalta laktacid6zisa volt, a TS5 haplocsoportba soroltuk a hipervaridbilis

régidban detektdlt homoplazmikus SNP-i alapjan, ami szintén eurépai haplocsoport.
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19. tablazat: Tiz beteg részletes haplotipus elemzése, a teljes mtDNS szekvencidn
valamint csak a hipervariabilis régiékat alapul véve

A teljes mtDNS
szekvencian alapulé

A kontroll régié
szekvenciajan alapulé

Beteg

SNP-k

Teljes
talalat

Nem
teljes
talalat

Hianyzo6

Teljes
talalat

Nem
teljes
talalat

Hianyzé

236 456 8343 12771 13434 16294
16304

HS

nincs

HS

nincs

73 152 195 235 499 1811 2706
3672 4646 5294 5999 7028 7705
11332 11339 11467 11719 12308
12372 14620 14766 15693 16356

16519 498 4647 12770

U4bl

nincs

U4

nincs

262 3866 5060 5460 10124 14118
14433 14952 15617 72 558 1085
2058 6292 14772

HV0

16298

HV0

16298

73 709 1888 2706 4216 4917
7028 8697 10398 10463 11251
11719 11812 13368 13965 14233
14687 14766 14905 15452 15607
15928 16126 16209 16294 16295
16296 16519 16355

T2al

nincs

T2

nincs

73 489 2706 3010 4883 5178
5460 7028 8414 8701 9540 10398
10400 10873 11696 11719 12705
14668 14766 14783 15043 15301
15323 16171 16223 16311 16362

1838 14784

D4;j

nincs

D4;j

nincs

263 456 750 1438 4769 8860
15326 16167 16304 16311 6317
8080 10939 12997 13950 14771
14932 14948 15263 15625 16330

HS

nincs

HS

nincs

73 111 185 188 228 239 263 295
462 489 750 1438 2706 3010
4216 4769 7028 8860 9591 10398
11251 11422 11719 12612 14766
14798 15326 15452 16069 16111
16126 103 106 107 234 235 302
461 463 7029 13707

Jic2

nincs

J1ic2

nincs

263 326 538 750 1438 3992 4024

4769 4691 5004 8269 8860 9123

14365 14582 15326 15734 16093
146 3999 4772 5005 8270 8278

H4al

nincs

Hlh;
Hiln

nincs

263 750 1438 3010 4769 5460
7897 8512 14902 15326 16519 77
95 3897 5447 5911 5912 6878
7864 8080 8083 8275 8905 12549
16093

Hlel

nincs

RO

nincs

10.

73 185 228 263 295 462 489 750
1438 1958 2706 3010 4216 4769
7028 8860 9632 10398 11251
11719 12083 12612 14766 14798
15326 15450 16067 16124 463

J1lc4

nincs

Jlc

nincs
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6. Megbeszélés

6.1. Az mtDNS leggyakoribb eltéréseinek vizsgalata a magyar populaciéban

Az mtDNS muticiés ratdja magas, mely elsdsorban fejletlen repair-rendszerével
magyardzhat6. Ezek a patogén muticiok elszortan helyezkednek el a kettdsszalda
cirkuldris mtDNS-en beliil, de vannak tn. muticids ,,hot-spot”-ok, melyek frekventalt
helyek a patogén mutaciokra nézve. Ezen ,hot- spot”-okat minden olyan betegben
megvizsgéltuk, akiknek a klinikai tiineteik, anamnézisiik alapjan mitochondridlis
betegséget gyanitottunk. Munkacsoportunk foglalta 6ssze legeldszér Magyarorszdgon,
egy retropsektiv tanulmany keretein beliil ezeknek a muticidknak (m.3243 A>G ,
m.8344 A>G , m.8993T >C m.8993 T>G , m.3460 G>A, m.11778 G>A és m.14484
T>C, az egyes €s tobbes mtDNS delécidk) a frekvencidit a magyar betegek korében,
(Reményi és mtsai 2014).

A legtobb eddig publikdlt vizsgalat kozéppontjdban az m.3243 A>G mutécio 4ll, mely a
leggyakrabban el6fordul6 mtDNS hiba azokndl a mitochondridlis betegeknél, akik
izomszovetében mitochondridlis diszfunkcidkat igazol a myopatholdgiai vizsgalat
(Sternberg és mtsai 2001). Kibdvitett bevalasztdsi kritériumok mellett, (a klasszikus
mitochondridlis multiszisztémas tiinetek mellett, Snmagdban SNHL és DM is szerepelt
szelekcids kritériumként az irodalomban). Ennek a muticiéonak az el6fordulasi
gyakorisdga a vizsgalt kohortokban 0.07 és 44.33% kozott mozgott (20. tdblazat). Az
altalunk vizsgélt 1082 beteg esetében az m.3243 A>G mutécié frekvencidja 2.68% volt.
Egy korabbi tanulmanyunkban kisebb kohort (631 beteg) elemzésekor az eléfordulasi
gyakorisdg: 2.22% volt (Géal és mtsai 2010). A mi munkacsoportunkhoz hasonld
bevdlasztédsi kritériumokkal a muticiés frekvencidk 6.17% és 22.35% kozottiek voltak
(Chae és mtsai 2004; Sternberg és mtsai 2001; Rodriguez- Herndndez és mtsai 2000;
Majamaa és mtsai 1998; Marotta és mtsai 2004) mds orszdgokban. A kubai
munkacsoport altal taldlt kiilondsen magas frekvencidt azzal magyardzzuk, hogy kicsi
volt az elemszdmuk és kizdr6lag izomszovetbdl izolalt mtDNS-t vizsgaltak (Rodriguez-
Hernandez és mtsai 2000). Ezzel szemben a tobbi kutatécsoport a mi munkinkhoz
hasonléan az periférids vérbdl és / vagy izomszovetbdl nyert mtDNS-en végezte a
genetikai vizsgélatokat. FeltehetOen a jobb klinikai dtvizsgélds eredményezett magasabb

taldlati ardnyt.
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20. tablazat: Az m.3243 A>G mutacio el6

fordulasi gyakorisaga a nemzetkozi

irodalomban
m.3243
. Vizsgalt A>SG P P
LS T e betegek mutaciot mtDNS eredete Bev-al 2 s‘ztas1 Orszag Referencia
(%) p . Kritérium
szama hordozék
szama
Periférias vér és Mitochondridlis . Wang és
44.33 7 43 izomszovet encephalomyopathia Kina mtsai 2008
Mitochondridlis
encephalomyopathia,
pszichomotoros
Periférids vér regresszio, Chae &s
22.35 85 19 és/vagy cardiomyopathia, Dél-Korea .
. ° . e mtsai 2004
izomszovet visszatéro stroke-
szerli epizédok,
SNHL, DM,
vesebetegség
N Morfoldgiai és
Periférids vér, biokémiai Sternber és
12.65 166 32 ﬁbroblaﬁzt és mitochondridlis Franciaorszag mitsai 2001
1zomszovet < P . .
elvéltozasok jelenléte
Feltételezett Rodrigez-
11.11 9 1 Izomszovet mitochondridlis . Kuba H,ernandG.:Z
encephalomyopathia, és mtsai
PEO 2000)
DM, SNHL,
epilepszia, stroke, .
Periférias vér és PEO, ataxia, . . N,IaJ am“?a
6.50 615 40 . - . . Finnorszag és mtsai
szajnyalkahartya cardiomyopathia, 1998
intracranialis
meszesedés
NS Feltételezett )
6.17 1184 73 Periférids ver. mitochondridlis Ausztrdlia | Marota es
izomszovet, haj . mtsai 2004
encephalomyopathia
cpgis g . p Lévéque és
3.45 29 1 Periférids vér SNHL Franciaorszag mtsai 2007
Periférids vér, .
vizelet, korom Iwanicka-
2.29 1482 34 h’a' ’ SNHL Lengyelorszdg | Pronicka és
Lok mtsai 2012
szdjnydlkahdrtya

A legmagasabb frekvencia értéket: 44.33%-ot publikdlé kinai tanulmdny (Wang és

mtsai 2008) szintén periférids vérbdl és/vagy izomszovetbol nyert mtDNS-bdl vizsgalta

a mutécio jelenlétét, azonban a bevalasztasi kritériumaik a publikdcidjuk alapjan nem

jOl definiéltak.

Tobb olyan kozlemény is sziiletett, melynek bevalasztasi kritériuma mindossze a DM

volt (Martin-Kleiner és mtsai 2004; Ohkubo és mtsai 2001; Lechto és mtsai 1999; Salles

€s mtsai 2007; Wang és mtsai 2013; Duraisamy és mtsai 2010; Bouhaha és mtsai 2010;

Francisco és mtsai 2005; Klemm €és mtsai 2001). Ezek, két értekezés kivételével relative

kisszdmu beteget vizsgdltak (99-280). Ennek ellenére ezekben a csoportokban a mutécié
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frekvencidja idonként relative magasnak bizonyult: 0.72% - 9.09% (21. tdblazat). Ezek
az adatok arra utalnak, hogy, a DM az m.3243 A>G-vel gyakran asszocidlt klinikai

manifeszticid. Osszességében azonban azt mondhatjuk, hogy a bevélasztasi kritériumok

és a klinikai

vizsgalatok

betegcsoportban a muticids frekvenciat.

alapossdga nagymértékben befolydsolja egy adott

21. tablazat: Az m.3243 A>G mutacio eléfordulasi gyakorisaga kiilonb6zo
orszagokban diabetes mellitus-szal kezelt betegek esetében

m.3243
. Vizsgalt A>G p andl
Frekvencia betegek | mutaciot | mtDNS eredete Bev.a l)as.ztas1 Orszag Referencia
(%) P . kritérium
szama hordozok
szama

spgis g g Martin-

9.09 2 2 Periférids vér és DM2 Horvétorszdg | Kleiner és
szdjnyalkahartya misai 2004
cpees DM1, DM2, . Ohkubo és

2.92 240 7 Periférids vér terhességi DM Japan mitsai 2001
P Korai kezdetii Svédoszag és Lechto és
2.61 115 3 Mijszovet DM Finnorszdg mtsai 1999

cpcis g - Salles és
2.03 148 3 Periférias vér DM2 Portugélia mtsai 2007

1.69 770 13 Periférids vér DM Kina Wang €
mtsai 2013
Duraisamy

1.33 150 2 Nincs adat DM India és mtsai

2010

1.07 280 3 Periférids vér | DMI, DM2 Tunézia | Bouhahaés
mtsai 2010

Francisco

0.72 138 1 Periférids vér DM Spanyolorszag és mtsai

2005
cpcis g P . Klemm és
0.07 1460 1 Periférias vér DM Németorszag mtsai 2001

A masodik leggyakoribb patogén mutaciot az m.8344 A>G-t ritkdbban tanulmanyoztak.
Az altalunk idézett hét kozleményben a frekvencia értékek 1.20% és 6.18% kozott
mozogtak (22. tablazat) (Wang és mtsai 1999; Kwon és mtsai 2004; Chinnery és mtsai
2000; Marotta €s mtsai 2004; Scaglia és mtsai 2004; Cao €és mtsai 2010; Stenberg és
mtsai 2001). A magyar betegek frekvencia értéke az alsé intervallumba esett (1.20%). A
bevalasztési kritériumok a legtobb esetben igen hasonléak voltak a mi vizsgalatunkhoz,
de harom tanulmanyban az mtDNS-t csak egyfajta szovetbdl nyerték, a dél-koreai és

kinai esetében (Kwon és mtsai 2004; Cao és mtsai 2010) periférids vérbol, mig a
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texasindl (Scaglia €s mtsai 2004) izomszovetbol. Az m.3243 A>G esetében mar emlitett

kinai tanulmany (Wang és mtsai 2008) igazolta a legmagasabb frekvencia értéket, az

m.8344 A>G mutdci6 esetében is megjegyzendd, hogy a bevalasztasi kritérium itt sem

volt j6l definidlt. Az m.8344 A>G mutdcié vonatkozasdban kiemelend6 egy finnorszagi

kozlemény is, melyben 621 beteget vizsgdltak, az mtDNS periférids vérbdl szarmazott,

a bevdlasztasi kritérium igen széles skalat olelt fel: ataxia, epilepszia, lipoma,

myopathia, PEO, optikus atrophia, neuropathia, és hypacusis. Ennek ellenére nem

talaltdk meg egyetlen esetben sem ezt az mtDNS mutaciét (Remes és mtsai 2003).

22. tablazat: Az m.8344 A>G mutacio elofordulasi gyakorisaga a
nemzetkozi irodalomban

m.8344
Frekvencia Vizsgalt A>G p mtDNS Bevalasztasi ) .
betegek mutaciot P Orszag Referencia
(%) a p eredete kritérium
szama hordozok
szama
Periférias . A )
6.18 97 6 Vér és Mitochondridlis ‘ Kina Wapg és
. e encephalomyopathia mtsai 2008
1zomszovet
Feltételezett
Periférias mitochondridlis Kwon és
4.73 63 3 & encephalomyopathia, Dél-Korea misai 2004
v MERRF-re jellemz6
tiinetekkel
Periférias Feltételezett . . .
2.26 265 6 vér és mitochondridlis Esliflkll‘ie;et ;?ggfgf)yog;
izomszovet (mtDNS) betegség £
Per‘lféf;rlas Feltételezett Marotta és
2.21 1184 27 . > mitochondridlis Ausztrilia .
izomszovet, . mtsai 2004
haj encephalomyopathia
Meghatarozott
mitochondridlis Scaclia és
2.00 102 2 Izomszovet betegség (a Texas, USA mtsa% 2004
modositott Walker
kritérium szerint)
Feltételezett
mitochondridlis
betegség az
1,50 930 14 Penf}erlas emel}&ede/tt laktat és Kina Cao és mtsai
vér piruvdt szint, 2010
valamint az
abnormdlis koponya
MRI alapjan
Periférias Morfolégiai és
vér, biokémiai Sternber és
1.20 166 2 fibroblaszt mitochondrialis Franciaorszag .
P . . mtsai 2001
és elvéltozasok
izomszovet jelenléte
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Felvetddik a gondolat, hogy vajon az egyes népcsoportokban eltéré mutécids frekvencia
(dzsiai vs. eurdpai populédcid) Osszefiiggésben van-e mds antropoldgiai genomikai
markerek jelenlétével. Az m.8344 A>G mutdcid dzsiai tanulmdnyokban leirt magas
eléforduldsi gyakorisdga egy Azsidban igen gyakori, az mtDNS 9 bazisparos
deléci6janak (mt8272 - mt8280) jelenlétével Osszefiiggést mutathat, mivel feltételezziik,
hogy ez a polimorfizmus sériilékenyebbé teszi az mtDNS-nek kozeli régidjat
(Pentelényi és mtsai 2014, publikdlds alatt). A mi eseteink kozott ez ugyan egy
alkalommal sem fordult elo, de taldltunk a kozvetlen kozelében az m.8332
lokalizacioban egy uj, mdsok altal kordbban még le nem irt muticiét, mely a csalad
Osszes €rintett tagjaban szegregdlddott (Gal és mtsai, 2010).

Epidemioldgiailag igen ritkan tanulmanyozott mutdcidok az m.8993 T>C és az m.8993
T>G. Egy tajvani kozleményben 177 betegbdl 1-nél T>C, 2-nél T>G szubsztituciot
taldltak (Pang és mtsai 1999). Két kinai értekezés a két mutdciét 2-2 betegben
azonositotta, azonos bevalasztdsi kritériummal: mitochondridlis enchephalopathia és
Leigh vagy Leigh-szerli szindroma, a frekvencidk: 2.06% (Wang és mtsai 2008) és
1.61% (Zhang és mtsai 2007) voltak. A mar kordbban emlitett 2010-es kinai tanulmany
(Cao és mtsai 2010) 10 esetben taldlta meg ezeket a mutéacidkat (1.07%) periférids
vérben. Az ausztrdl vizsgédlat 0.32%-os eldforduldsi gyakorisdggal detektdlta a két
muticiét 1184 beteg bevondsaval (Marotta és mtsai 2004). Spinocerebellaris ataxia
(SCA) volt a bevdlasztasi kritérium egy tajvani vizsgédlatban, melyben 265 beteg
mtDNS-ét elemezték €s egy esetben sem taldltdk meg az m.8993 szubsztiticidit (Lee és
mtsai 2007). A mi kohortunkban is hasonléan alacsony volt ezeknek a mutacidknak az
eléfordulési gyakorisaga.

A fentiekkel ellentétben a hdrom elsddleges LHON muticié: m.3460 G>A, m.11778
G>A, m.14484 T>C vizsgalatandl a karakterisztikus tiinetek miatt a bevalasztdsi
kritériumok egységesek és jol definidltak. igy nem meglepd, hogy sokkal magasabbak a
muticiés frekvencidk. A mi kohortunkban taldlt 16.7% nagyon hasonlé a kaukazusi
népcsoportban mds munkacsoportok daltal kapott eredményekhez. A LHON betegek
95%-4nal jelen van valamely elsddleges patogén muticié (Man és mtsai 2002). Ot
eurdpai orszagot magaba foglalé meta-analizis alapjan a harom mutécié prevalencidjat 1
/ 45.000-re becsiilték Eurépdban (Mascialiano és mtsai 2012). Az irodalmi adatok

alapjan a legtobb esetben az m.11778 G>A muticiot detektdljdk, melyet a mi
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tanulmanyunk is aldtdmasztott, mivel a 81 pozitiv esetbdl 67 betegnél ezt a muticidt
azonositottuk. Az elsé populdcié-alapd LHON tanulmény Eszakkelet-Anglidban tortént,
mely a minimum pont prevalenciat 11.82 / 100.000-re becsiilte (Man és mtsai 2003).
Néhany példa a mutécidk eléforduldsi gyakorisdgara: az 1184 beteget vizsgalo ausztrél
tanulméany 0.29% (m.3460 G>A), 6.60% (m.11778 G>A) és 5.76% (m.14484 C>T)
értékeket kapott (Marotta és mtsai 2004), mig egy kinai kozlemény, mely 903
feltételezett LHON betegbdl all6 csoportot analizalt: 0.44% (m.3460 G>A), 34.55%
(m.11778 G>A) és 3.32% (m.14484 C>T) (Jia és mtsai 2006). Osszehasonlitva ezen
tanulmanyokkal vizsgdlatainkat, az m.3460 G>A és az m.14484 T>C mutaciok
gyakorisagat forditott ardnnyal kaptuk meg (m.3460 G>A: 1.85%; m.14484 T>C:
1.03%). Nem csak ndlunk ritkdbb az m.14484 T>C muticié jelenléte, hanem
Finnorszagban és az Egyesiilt Kirdlysagban is (Chinnery és Turnbull 2001).

A mitochondridlis delécidkat viszonylag nagy szamban 250 esetben detektdltuk a
vizsgalt 1082 f6s kohortban. A mitochondridlis betegségekben a nagy delécidk a
legfrekventaltabb mtDNS alteracidk, incidencidjuk 1 / 8000 (Tonska és mtsai 2012),
ezzel jol korreldlnak a mi adataink is. A felnétt finn populédciéban 1.6 / 100.000
prevalencia értéket kaptak a nagyméretli mtDNS delécidkra (Remes és mtsai 2005), mig
ugyancsak a felnétt lakossdg vizsgdlata sordn Eszakkelet-Anglidban a nagyméretii
deléciok prevalencigjat 1.2 / 100.000-re becsiilték (Shaefer és mtsai 2008). Az irodalmi
adatokat megerdsitve, igen magas 40%-ban taldltuk meg az egyes deléciok kozott a
4977 bp hosszu un. ,,common” delécidt, mely az m.8470 és az m.13.447 kozott
helyezkedik el.

Magyarorszaghoz legkdzelebb es6 Csehorszagban a vizsgalatba bevont betegcsoportot
szigordan stratifikaltdk: 180 biokémiailag igazolt Citokrém c oxid4z hidnyban szenvedd
gyermek vizsgdlata sordn 15 esetben igazolddott mtDNS betegség (az m.3243 A>G
mutdcidt 6 esetben, az m.8344 A>G-t 1, mig a nagy egyes delécidkat 8 betegnél
detektaltak) (Bohm és mtsai 2006).

Az egyes mutdciok vonatkozdsdban a HP ardnyok az egyes szovetekben nagyon
véltozdéak voltak. Az m.3243 A>G muticiét két esetben csak izomszovetbdl tudtuk
kimutatni (HP:15% és 22%), vérbdl a HP ardnyok 35% - 70% kozott valtoztak, az
izomszovetbol: 15% - 55% HP ardnyt kaptunk. Sajnos nem minden beteg esetében volt

lehetdségiink a vizsgdlatot izomszovetbdl is elvégezni. Azon betegnél, akiknél mindkét
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szOovetbdl meg tudtuk nézni a mutdcidt, az izomszovet HP aranya magasabb volt, mind
az m.3243 A>G, mind az m. 8344 A>G esetében. Az m.8993 T>C mutédcional kaptuk a
legmagasabb HP ardny értékeket, az izomszovetben majdnem homoplazmikus
formaban volt jelen a szubsztiticid, mely az el6z6 alteraciokkal korreldl. A HP arany
leginkabb a vérben és az izomszovetben az mtDNS deléciok vonatkozdsaban
kiilonbozott, hasonléan nemzetkdzi tanulmanyokhoz (Carozzo és mtsai 1999; Tonska és
mtsai 2012). A mi eredményeinknél 31 esetben a vizsgilt 68 betegnél (akiknél a
delécios vizsgélat eltéré eredményt hozott vérbol és izomszovetbdl) nem volt jelen a
deléci6 a vérben, az izomszovetben pedig nagy HP ardnyban detektaltuk azt. Ez az adat
arra hivja fel a figyelmet, hogy kritikus jelent6ségili az, hogy mely szovetet vizsgéljuk a
genetikai diagnosztika sordn. Az mtDNS mutdcié hidnya nem posztmitotikus szévetben

nem tudja biztonsaggal kizarni az mtDNS betegségeket.

6.2. Fenotipus-genotipus korrelaciok az mtDNS betegekben
Az m.3243 A>G mutdcioval asszocidl6 klinikai tiineteknek igen széles palettdja ismert

(www.mitomap.org). Azt a legtobb esetben a MELAS szindréma hétterében irtak le, igy

a prezentécios tiinete a mutacionak a fiatalkori stroke / stroke-szerii epizédok. Szdmos
tanulmdany, esetismertetés taglalja ezen mutdcié sokfajta fenotipusos megjelenését,
melyet a sajdt vizsgdlatink is aldtdmasztanak. A mutéciét Osszesen 29 esetben (16 index
beteg és 13 csaladtag) taldltuk meg. A klinikai tiinetek igen varidbilisak voltak. A
leggyakrabban el6fordul6 tiinetek azon betegeink kozott, akik ezt a mutdcidt hordoztak:
1.) a neuropszichidtriai tiinetek (6/29), 2.) depresszid (2/29), 3.) pszichoézis (1/29), 4.)
mentdlis retardacié (3/29), 5.) a sensorineuralis hypacusis (6/29); 6.) diabetes mellitus
(6/29) volt. A betegek kb. felében fordult eld életiikben legaldbb egy alkalommal
ischaemids stroke vagy epilepszids roham. Az érintettek tobbségében a fentieken kiviil
még egyéb szervet, szervrendszert érintd tiinetet is taldltunk, mint pl. PEO (2/29),
myopathia (4/29). Az mtDNS muticidkat hordozé betegek klinikai tiineteinek
variabilitdsa adédhat a kiilonbozé HP ardnyokbdl is, mely az eltéré szovetekben is
kiilonbozoé. Példaul az m.8344 A>G mutdciét hordozd egyik csalddunkban a
tinetmentes édesanya vérében detektdlt 30%-os HP aranya nem okozott klinikai

tiineteket, mig egy masik csalddban szintén az édesanya vérében mért 46% HP arany
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kifejezett klinikai tiineteket eredményezett. Betegeink koziil kiemelendd egy
monozigéta férfi ikerpar. Mindketten hasonlé HP arannyal (vérben 40%) hordozzdk a
mutdciot, klinikai tiineteik mégis kiilonboznek. Az egyikiiket elveszitettiik progressziv
myoclonus epilepszia és sulyos ataxia miatt, mig testvérét még most is gondozzuk, igaz
gyakran vannak metabolikus krizisei. Ezek a kiilonbségek valosziniileg az epigenetikai
hatasok kovetkezményei. Mas gének mutacidjdnak esetén is figyeltek meg hasonld
jelenséget, amit epigenetikai hatdsokra vezettek vissza. Egy PMP22 duplikicidval
rendelkez0 monozigéta ikerpar esetét kozolték spanyol szerzok, akiknél a mi
betegeinkhez hasonldan, eltérd fenotipus alakult ki (Garcia és mtsai 1995).

A mitochondridlis ,,common” delécidkat legtobb esetben a PEO, a Kearns-Sayre és a
Pearson szindrdma hétterében irtdk le (Zeviani és mtsai 1988). A nagy egyes delécidk
okozta PEO prevalencidjat egy északnyugati finn tanulmany 0.66 / 100.00-re becsiilte
(Martikainen és mtsai 2012). Az altalunk vizsgalt betegek - akik egyes delécidkat
hordoztak - vezet6 tiinete a myopathia (37.8%) volt és csak utdna kovetkezett a PEO
(24.9%). Az irodalomban szamos sporadikus esetet taldlhatunk, de vannak familidris
formak is. Az egyes mtDNS deléciét hordozé betegeink kozel 38%-aban fordult el
csaladi halmozdédds. Véleményiink szerint az mtDNS deléciok jelenléte esetén nagyon
kritikusnak kell lenni a kezeldorvosnak, ugyanis ismert, hogy ezek a delécidok
szomatikus mutdcioként is kialakulhatnak genotoxikus anyagok, szabad oxigén gyokok
kérosité hatdsara (Schroder és Molnar 1997). Ezért egy ilyen genetikailag determindlt
betegség epidemioldgiai vizsgdlatakor azon eseteket mindig ki kell zarni, ahol a beteg
anamnézisében szomatikus mutdcidkra hajlamosité kornyezeti hatdsokrdl tudomast

szerzink.

6.3. Autoszomalis dominans 6roklodésii de Toni-Debré-Fanconi szindroma

Gyermekeknél az mtDNS ,,common” delécidja leggyakrabban Pearson szindrémiét
okoz, melynek vezetd tiinetei a hasnyédlmirigy exocrin funkciézavara, és silyos
anaemia. Ha mindezek mellett proximalis renalis tubulopathia is megjelenik, akkor de
Toni-Debré-Fanconi szindromédnak hivjuk a koérképet (Niaudet és mtsai 1994).
Felndttkorban az mtDNS ,,common” delécidjdhoz leggyakrabban tarsuld szindromdk a
Kearns-Sayre szindroma (KSS) és a progressziv ophthalmoplegia externa (PEO). A

gyermekkori Pearson szindroma felndttkorban atalakulhat KSS-be vagy PEO-ba. Ezek a
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korképek gyakran sporadikusak. Valamennyi mtDNS delécidval jaré korkép esetén
raritdsnak szamit a csalddi halmozddds. Az dltalunk ismertetett 9 éves fiu beteg esetéhez
hasonléan, mar egy 1994-es publikdcio is Osszefiiggésbe hozta a ,,common” delécidt a
de Toni-Debré-Fanconi szindromaval, melyet kordbban sporadikusnak irtak le (Niaudet
€s mtsai 1994). Egy francia tanulmany 30 Pearson szindromds beteg vizsgalata sordn
két gyermeket irt le még de Toni-Debré-Fanconi szindromdval, akiknél szintén mtDNS
egyes delécid igazolddott, bar nem a ,,common” delécié (4799 bp), hanem egy 3.5 kbp-
os és egy 4.9 kbp-os delécié volt jelen (Atale és mtsai 2009). Ezek az esetek is
sporadikusak voltak. Nem csak Pearson, hanem Kearns-Sayre szindrémaval
diagnosztizalt betegeknél is irtak le veseérintettséget és mtDNS delécidt (Mihai és mtsai
2009). Jelen esetinkben a de Toni-Debré-Fanconi szindrémadas kisfiinak mtDNS
deléci6éja materndlis dgi vagy autoszomdlis domindns transzmissziot sejtetett, ugyanis
édesanyjdnak, anyai nagymamdjanak és anyai nagynénjének is voltak neuroldgiai
tiinetei, mely els6sorban PEO-ban és generalizdlt anxietasban nyilvanult meg.
Val6szintileg nukledris gén karosoddsa okozta a kérképet, ennek vizsgalata teljes exom

analizissel folyamatban van.

6.4. Komplex mtDNS rendellenességek (mtDNS deléciok egyiittes eléfordulasa
tRNS mutaciokkal)

Héarom esetben taldltunk az mtDNS delécidkkal egyszerre eléfordulé patogén
mitochondridlis tRNS pontmutaciokat. Az irodalomban nem raritds a mitochondridlis
betegekben tobb mtDNS alterdcié egyiittes jelenléte. A mi kohortunkban az m.3243
A>G muticié két ndbeteg esetében fordult eld6 mtDNS delécidkkal egyiitt. A 43 éves

ndbeteg esetében a 38%-os HP ardnyd tRNS™" VU0

muticié mellett multiplex deléciét
detektaltunk. Az irodalomban mindOssze egy esettanulmdnyt taldltunk ezzel a
kombindcidval, egy 52 éves betegnél, akinek anamnézisében DM2, hypertensio, SNHL,
stroke, dezorientacid szerepel. A multiplex delécié miatt analizéltdk a POLGI gént is,
de eltérést nem detektaltak (Aharoni és mtsai 2010). A POLGI gén elemzése nalunk is
megtortént beteglinknél €s mi sem taldltunk benne patogén mutdciét.

A 42 éves betegiinknél, akinek DM-a, minkét oldali ptosisa, hypoacusisa, enyhe

myopathidja van, az m.3243 A>G mutéciét egyes delécidval egyiitt (7.9 kbp) taldltuk
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meg. Az irodalomban egy hasonld esetet taldltunk, akinél egy sokkal kisebb méretii:
2.532 kbp-os egyes delécio tarsult az m.3243 A>G-mutdcidhoz (Ohno €s mtsai 1996).
Az m.3243 A>G-mutéciét vérben €s izomban is azonositottdk, mig a deléciét csak
izomszovetben taldltdk meg. Ennél a betegnél ismétlod6 hanyasok, cachexia,
myopathia, hyperthyreoidizmus, insomnia a vezetd tiinetek. Csalddi szegregacidja sordn
vérben édesanyjanak csak az m.3243 A>G-t detektéltdk, a deléciét nem. Az anyai
nagymamadjanal egyik eltérést sem taldltdk meg a vérében. Ez felveti azt a lehetdséget,
hogy az m.3243 A>G mutédcié utdn johetett 1étre az egyes delécid, azdltal, hogy a
patogén pontmutacié befolydsolta az mtDNS replikacidjat, igy segitve eld a deléciot, de
természetesen nem zarhaté ki annak az esélye sem, hogy a két eltérés egymastol
fiiggetleniil alakult ki véletlenszertien (Ohno és mtsai 1996).

A harmadik esetiinkben az 54 éves férfi betegnél egy heteroplazmikus tRNS™ patogén
mutaciot: az m. 4298 G>A-t detektaltuk a multiplex delécié mellett. Ezt a pontmutédciét
CPEO-val és sclerosis multiplex-szel asszocidltdk (Taylor és mtsai 1998). Az
irodalomban ezt a mutaciét nem taldltuk mds mtDNS delécidval egyiittesen leirva. Azt
valészintsitjiik, hogy az egyiittesen jelenlevd tun. ,,double hit” jelenség hatterében az
mtDNS eleve fejletlen repair rendszeréért felelds nuklearis gének hibai allnak. Ezirdnyu

vizsgélataink folyamatban vannak.

6.5. Az mtDNS deléciok és nuklearis gének rendellenességeinek koegzisztenciaja

Az mtDNS delécidkat nem csak a mitochondridlis genom egyes pontmuticidival egyiitt
taldltuk meg, az a nukledris genom génjeinek muticidjdhoz is tarsult.

A PMP22 gén kvantitativ eltérései (delécidja vagy duplikdcdja) relative gyakoriak, ez a
genetikai hiba all leggyakrabban a CMTla és/vagy a HNPP hatterében. A mi 100
PMP22 deléciot / duplikaciot hordozé betegiink mtDNS-ének vizsgédlata sordn 12%-ban
taldltunk mtDNS deléciét. Az irodalomban a PMP22 gén és az mtDNS kapcsolatara
nem taldltunk hivatkozast, a mi pilot jellegli vizsgélatunk felveti annak a lehetdségét,
hogy a DNS replikdciéért felelds mechanizmusok hibdja dllhat mindkét genetikai hiba
hatterében. Természetesen nem zarhat6 ki az sem, hogy a két kiilonb6z6 helyen torténd
eltérések egymastol fiiggetleniil jottek 1étre.

Egy kozponti idegrendszeri neurodegenerativ betegségben, a Huntington-korban,

melyet a HTT génben taldlhaté kérosan megnovekedett CAG repeat expanzidja okoz, is
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vizsgéltuk az mtDNS delécié jelenlétét. Ebben a korképben a felszabadulé szabad
oxigén gyokok miatt szekunder modon is kialakulhatnak mtDNS delécidk (Horton és
mtsai 1995). Pilot vizsgalatunkban a betegek 7%-aban taldltunk periférids vérben egyes
nagy (7.9 kbp) deléciét, mig tobbes / multiplex, vagy a gyakori ,,common” deléciét egy
esetben sem. A szekunder szomatikus mutdciok 4ltaldban multiplex delécidk
formdjéban jelentkeznek, igy azt feltételezziik, hogy a taldlt egyes deléciok nem a
szabad oxigén gyokok hatdsara alakultak ki a vérben.

A tény, hogy mindkét vizsgdlt nukledris genom dltal meghatarozott betegségben mtDNS
deléciokat taldltunk, arra enged kovetkeztetni, hogy esetleg a betegségben primernek
gondolt DNS hiba, mint PMP22 deléci6 / duplikicid, valamint a HTT gén CAG repat
expanzidja és az mtDNS delécié eredete kozos, esetleg a DNS replikécié sordn a DNS
repair-ért felelos gének valamelyikének hibdja miatt alakulhat ki. Munkacsoportunk
ezen pilot vizsgalatok alapjdn kezdte meg ezekben a tobbes genetikai hibakat
(kopiaszam rendellenességeket) hordozo betegekben ez egyes DNS replikdcios hibdkat

javité gének vizsgélatat.

6.6. Uj nuklearis mitochondrialis gén, a DARS2 muticié azonositisa magyar
csaladban

Az LBSL (leukoencephalopathy with brainstem and spinal cord involvement and lactate
elevation) szindréma egy 2007-ben leirt monogénes betegség, mely autoszomdlis
recessziv médon 0roklddik (Scheper és mtsai 2007). A korkép dltalaban gyermekkorban
manifesztilodik, legjellegzetesebb tiinetei: az ataxia, spastikus paresis és enyhe kognitiv
zavar. A betegség oka a DARS2 gén hibdja. Eddig 60 kiillonbozé DARS2 mutéciot irtak
le 78 betegben (van Berge és mtsai 2014). A patogén mutidciok egy része introni
szakaszra lokalizalédik. Az azonositott DARS2 muticiok szdmédnak emelkedése varhato,
mivel a jellegzetes MRI elvaltozds nagymértékben segiti a klinikust a megfeleld
genetikai vizsgélat kivdlasztdsdhoz, amennyiben ismeri a betegséget (14. dbra).

A mi betegiinknél azonositott patogén splice site varidns az 5. exont kovetd introni
részben talalhaté: c. 492+2 T>C (rs142433332; M134_K165del). A muticié az
irodalomban patogénnek ismert Kelet-Eurépaban, Németorszagban, Oroszorszdgban,

Torokorszagban és az USA-ban (Scheper és mtsai 2007).
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Esetiink érdekessége, hogy csak az egyik patogén mutécidt sikeriilt megtaldlni a kédold
régiok és az azt hatdrol6 introni régidk vizsgalata sordn. Ennek ellenére nem gondolunk
autoszomalis domindns Oroklésmenetre, mivel nOvérének is vannak tunetei és 6 is
hordozza az egyik allélen a patogén muticiét. Az O tiinetei a hiszas évei elején is
nagyon enyhék, azonban a koponya MRI mar mutatja a jellegzetes elvaltozasokat. A
DARS2 gén altal kodolt mitochondridlis aszpartil-tRNS szintetdz —aktivitdsa
nagymértékben meghatarozza a klinikai képet (van Berge és mtsai 2014). A beteg sziilei
koziil is az egyik hordozza a patogén mutaciét, azonban sem klinikai tiinetei nincsenek,
sem a képalkoté vizsgdlatok nem igazoljdk a fehérdllomény laesiét. Igy igen nagy
val6szinliséggel a masik patogén mutécid is vagy introni lokalizacidju, vagy szabalyozé

régiéban van.
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14. abra: Az azonositott DARS2 mutaciok szamanak novekedése az évek soran
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6.7. Az mtDNS SNP-k és a POLGI gén szubsztiticidinak farmakogenomikai
jelentosége

Ma mar szdmos kozlemény bizonyitja, hogy az mtDNS homoplazmikus SNP-k egyiittes
eléforduldsa asszocidlhat egyes betegségek kialakuldsaval, valamint farmakogenomikai
és filogenetikai jelent6séggel is birhat.

Az 58 éves DM-os férfi betegiinknél az mtDNS SNP-k farmakogenomikai jelentdségére
utalt a metformin szedés mellett kialakult sulyos laktat acid6zis. Dykens és
munkacsoportja biguanidokon: metforminon, butforminon, phenforminon végzett
kisérleteik sordn azt tapasztaltdk, hogy ezen hat6anyagok a komplex I aktivitdsanak
csOkkentésével rontjdk a mitochondrium funkcidjat és igy ATP depléciot, ennek
kovetkeztében laktat acidozist eredményeznek (Dykens és mtsai 2008). A metformin és
a laktat acidozis Osszefiiggését legeldszor 1979-ben vizsgaltdk, de nem taldltak szoros
asszociaciot (Hermann 1979). Egy tj-zélandi 6sszefoglalé viszont 1998-ban fatélis
kimenetelti laktat acid6zisr6l szamolt be metformin szedés mellett. Ezeknek a
betegeknek sulyos vese-, vagy szivbetegségiik volt, vagy nagy miitéten estek at
(Gowardman és Havill 1995). Egy 2003-as meta-analizis 56.692 DM2-ben szenvedd
betegnél vizsgalta a metformin €s laktdt aciddzis Osszefiiggését. A metforminnal kezelt
€s nem kezelt alcsoportokban a laktdt acidézis incidencidja a kezeltek esetében
8.1/100.000, mig a nem kezeltek csoportjanél 9.9/100.000 volt, ami nem igazolt szoros
asszociaciot a meformin szedés és a laktat acidézis kozott. Felhivjuk viszont a figyelmet
arra, hogy a vizsgalatnal a bevalasztasi kritérium egyediil a DM2 volt és nem tortént a
DM2 hitterében 4116 etioldgiai faktorok alapjan tovéabbi stratifikacid (Salpeter és mtsai
2003).

A mi betegiink teljes mtDNS-ének vizsgdlata sordan 3 olyan SNP-t taldltunk (m.1888
G>A, m4216 T>C, a m.4917 A>G), melyek az MIDD-al asszocidltak. Ezen
asszocidciot kordbban Petrucca-Lostanlen €és munkacsoportja kozolte (Petrucca-
Lostanlen és mtsai 2000). Megfigyeléseink alapjan azon betegek esetében, akiknél a
metformin szedés laktat acidézist eredményez, érdemes a mitochondridlis betegségre is
gondolni, vagy méar diagnosztizdlt mitochondridlis betegnél ajanlott ezen SNP-k
jelenlétét vizsgdlni metformin terdpia megkezdése eldtt (Reményi és mtsai 2014,

publikélés alatt).
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A natrium-valproat (VPA) vilagszerte széles korben alkalmazott készitmény az
epilepszia, migrén, bipolaris zavarok kezelésére. A hatdanyag mellékhatasaként fellépd
madjelégtelenség kialakuldsanak valdszinlisége felndtteknél 1 / 37.000, mig gyermekek
esetében ez a szdm: 1 / 500 (Dreifuss és mtsai 1989). Eddig a POLGI gén 7 eltérését
(L304R, A467T, G588D, Q879H, T885S, E1143G, Q1236H) hoztik Osszefiiggésbe
VPA toxicitéds kialakuldsdval. A POLGI gén az egyik kulcsszerepld az intergenomidlis
kommunikéciéban, ezért azon betegek esetében vizsgédljuk elsésorban, akiknél az
mtDNS multiplex delécidjanak jelenléte felveti a mitochondridlis és a nukleéris genom
kozotti kommunikdcid zavardt. Az éltalunk vizsgélt kohortban a 7 eltérés koziil 3-at
(A467T, E1143G, Q1236H) sikeriilt detektdlnunk a betegek 33.85%-daban (22/65). E
harom eltérés koziil az egyik egyben patogén muticié is (A467T). A patogén mutéciét
hordozé Alpers szindromads 5 éves kisfid esete jol tiikkrozi, hogy szoros asszocidcié van
a mutdcio jelenléte és a fatalis kimenetelli VPA okozta hepatotoxicitds kozott, melyet az
irodalom is megerdsit (Kollberg és mtsai 2006). Azon betegeknél, akiknél az mtDNS-
ben multiplex delécié igazolddott, €s klinikai tiinetei alapjan intergenomidlis
kommunikécié zavart feltételeziink, pl. PEO, cerebelléris ataxia, pszichiatriai tiinetek,
érdemes legalabb a POLGI gén VPA toxicitdsra hajlamosité6 SNP-it megvizsgalni.
Eddig a POLGI gén E1143G szubsztitucidjat csak heterozigéta forméban irtdk le, mint
ahogy az dltalunk vizsgélt betegek esetében is. Ezt a nagy valdszinliséggel mas
mutaciok hatdsat modifikdlé faktort az irodalmi adatok alapjan relative gyakran
figyelték meg a W748S patogén mutacidval egyiitt (Chan és mtsai 2006), ahogy azt mi
is megtaldltuk egy 48 éves betegiinknél és négy csalddtagjanal. A W748S patogén
mutacid csokkenti a DNS polimerdz aktivitasét, de az E1143G jelenléte kompenzdlja a
patogén compound heterozigdta mutdcié hatdsat. Az altalunk legtobb esetben detektalt
SNP-t, a QI1236H-t az irodalomban is a POLGI gén egyik leggyakrabban detektélt
eltérésének firjdk le szerte a vildgban. Elesztokon végzett kisérletek sordn azt
tapasztaltdk, hogy noveli az mtDNS mutdcids ratajat (Stewart és mtsai 2010). Ezt az
SNP-t eddig Alpers szindréméban, homozigéta formaban (Horvath és mtsai 2006), egy
sokkal enyhébb klinikai tiinetekkel jar6 koérképben a PEO-ban (Di Fonzo és mitsai
2003), és a VPA toxicitassal 0sszefiiggésben heterozigéta formdban irtdk le (Stewart és
mtsai 2010). Az altalunk vizsgalt multiplex deléciét hordozé betegekben, akiknél az

SNP-t heterozigéta formaban detektaltuk, tobb esetben is PEO volt az elsé prezentacids
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tilnet. Az eltérések magas ardnydnak detektdldsa miatt a mitochondridlis betegeknél a
VPA adésa éltalanosan keriilendd lenne. Ha erre nincs méd, akkor a multiplex mtDNS
delécioval rendelkezd betegeknél a POLGI gén ismert VPA toxicitdsra hajlamositd

SNP-inek analizise mindenképpen ajanlott.

6.8. MitoChip v2.0 microarray elényei és hatranyai, sajat vizsgalataink soran

A microarray technika elénye, hogy egy iddben tobb beteg teljes mtDNS-ének
analizdlasara képes, valamint a homoplazmikus mtDNS polimorfizmusok detektdlasara
jOl hasznilhat6 a gyéarté ajdnldsa szerint a modszer. Ezt a véleményt egy kanadai
munkacsoport vizsgalata is aldtdmasztja, mely soran MitoChip microarray segitségével
sikeresen azonositottdk a mellrakkal asszocialt mtDNS SNP-ket és mutacidkat,
aspirditum folyadékbdl nyert mtDNS-en (Jakupciak és mtsai 2008). A GSEQ 4.1
software a microarray-jel kapott jeleket leforditja egy szekvencia sorrendre, mely
megegyezik a humdn mtDNS referencia szekvenciaval (15. abra). Vizsgdlataink sordn
mi arra voltunk kivancsiak, hogy a metodika alkalmas-e heteroplazmikus patogén

mtDNS mutaciok azonositasara.
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15. abra: A GSEQ 4.1 Software-rel szekvencia sorrendre leforditott microarray
jelek
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Mint ahogy a 15. dbrabdl is l4thatd, egy rovid szakaszon is szdmos eltérést nem ismert
fel a program, ezeket ,,n”-nel jeldlte. A software altal készitett szekvenogramok alapjan
tobb pozicidban is felmeriilt az esetleges szubsztiticiok megléte. Ezeket a pozicidkat
bidirekciondlis Sanger szekvendlassal validéltuk, és azt tapasztaltuk, hogy a keresett
pozicidkon szdmos helyen nincs eltérés (16. abra). Ez alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a microarray technika a heteroplazmikus mtDNS mutacidk kimutatdsara
nem minden esetben megbizhaté mddszer. Annak alkalmazdsat haplotipizdlasra tudjuk

csak biztonsagosan ajanlani.

azo
2500 2500 AAACACCCC TCCCCATC

2000 2000

1500 1500

1000 1000

500 500

16. abra: A GSEQ 4.1 altal készitett szekvenogram és a bidirekcionalis
szekvenalassal kapott szekvenogram, a kérdéses poziciorodl (piros nyil)
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7. Kovetkeztetések

A mitochondridlis betegségek hdétterében 4ll6 mtDNS és nukledris DNS

rendellenességek vizsgélata sordn a kovetkezd megallapitasokat tettiik:

1. Els6 alkalommal végeztiink genetikai epidemioldgiai vizsgalatot mtDNS hibak
kovetkeztében kialakulé mitochondridlis betegségekben Magyarorszagon.
A vizsgalt betegekben a leggyakoribb mtDNS pontmuticiok, valamint az
mtDNS deléciok eléforduldsi gyakorisdgdnak értékei: m.3243 A>G 2.68%,
m.8344 A>G 1.20%, m.8993 T>C,G 0.46%, m.3460 G>A, m.11778 G>A és
m.14484 T>C egyiittesen 16.7%, mtDNS deléciok 23.0%, hasonléak mas
kaukézusi népcsoport adataival annak ellenére, hogy a magyar betegekben egy

kelet-dzsiai antropoldgiai marker jelenléte is igazolhatd.

2. A genetikai epidemioldgiai vizsgalat sordn rendkiviil fontosnak tartjuk, hogy a
genetikai diagnosztikai vizsgdlat ne csak vérbol, hanem lehetdség szerint

posztmitotikus szovetbdl is torténjen.

3. Az egyes mtDNS muticidk és deléciok genotipus-fenotipus korreldciéjanak
vizsgélata sordn egy mutdcidhoz esetenként nagyon szokatlan fenotipus is
tarsulhat, a csaladtagok kozott is 1ényegesen kiilonbozhetnek a szimptémak.
Egyes mutédcidkndl pl. m.8993 T>C relative magas vérben mért HP ardny se
okoz klinikai tiinetet. Mds mutécié esetén, mint pl. az m.8344 A>G a HP arany
mellett epigenetikai hatdsok is nagymértékben befolyésoltdk a klinikai képet és a
betegség korlefolyasat.

4. Elsoként figyeltiik meg, hogy az mtDNS delécidk sok esetben tarsultak mas, az
mtDNS-ben, vagy a nukledris genomban 1évé patogén mutdciokhoz. Ennek
hatterében a DNS replikdciés hibdkat javit6 mechanizmusok elégtelenségét

véljiik és ezt a teriiletet tovabb vizsgaljuk.

5. Az mtDNS homoplazmikus SNP-inek farmakogenomikai jelentdségét igazoltuk

metformin asszocialta mellékhatas hatterében.

83



6. A POLGI gén bizonyos SNP-i sziirésének fontossagit igazoltuk a multiplex
mtDNS deléciéval rendelkezé mitochondridlis betegeknél a valproat kezelés

megkezdése elott.
7. A MitoChip v2.0 microarray-t alkalmasnak mindsitettik az mtDNS

homoplazmikus SNP-k detektdlasara, haplotipizdlasra, azonban nem javasoljuk

ennek hasznalatat az mtDNS betegségek genetikai diagnosztikdja soran.
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8. Osszefoglalas

A mitochondridlis betegségek hatterében allhatnak mind az mtDNS hibdi, mind pedig a
nukledris genom mitochondrium mukodéséért felelds kb. 1500 génjének defektusai. Ma
mar tobb mint 200 patogén mtDNS mutdcidt ismernek, mely az mtDNS magas mutacids
ratdjaval magyardzhat6. A patogén muticiok mellett szamos homoplazmikus SNP is
rogziilt az mtDNS-ben, melyek egyiittesen tobb korképre hajlamosité tényezdk is
lehetnek, de filogenetikai szempontbdl fontos markerek.

Vizsgalataink fokuszdban a kovetkezOk alltak: [7.) az 1568 feltételezetten
mitochondridlis betegségben szenvedd egyén vérébdl ill. izomszovetébdl nyert mtDNS
elemzése a leggyakoribb mtDNS patogén pontmutiaciokra (m.3243 A>G; m.8344 A>G;
m.8993 T>C,G; m.3460 G>A, m.11778 G>A és m.14484 T>C) és mtDNS delécidkra;
2.) az mtDNS SNP-k és a POLGI gén szubsztitucioinak farmakogenomikai szerepe; 3.)
a teljes mtDNS szekvencia analizise MitoChip microarray technikaval.

Osszegezve munkank eredményeit:

- meghataroztuk a leggyakoribb mtDNS patogén muticiok és deléciok eléforduldsi
gyakorisagdt, frekvencia értékeit a magyar populdcioban, melyek illeszkedtek mas
kaukézusi népcsoport adataihoz, annak ellenére, hogy a magyar betegekben egy kelet-
azsiai antropoldgiai marker jelenléte is igazolhato.

- vizsgalataink aldtdmasztottdk, hogy a mitochondridlis betegségek hatterében allo
mtDNS mutécidk igazoldsara a posztmitotikus szovet haszndlata a legbiztonsagosabb.

- egy mtDNS mutdciéhoz igen heterogén tiinetek tarsulhatnak, melyek a HP arany
mellett a gén-gén interakcidk és az epigenetikai hatdsok kovetkeztében alakulhatnak ki.
- az mtDNS deléciok gyakran tarsulhatnak még patogén mtDNS, és nukledris
génhibdkkal is.

- a metformin egyes mellékhatdsdnak hatterében jelentds befolydsold tényezdként
ismertiik fel a mtDNS egyes homoplazmikus SNP-it.

- a VPA toxicitds hétterében a POLGI gén szubsztiticidinak farmakogenomikai
szerepét igazoltuk mitochondridlis betegségekben.

- a MitoChip microarray technikdt homoplazmikus mtDNS SNP-k detektdlasara, igy
ezen adatokbdl nyert haplotipizdldsra megbizhaté mddszernek talédltuk, de ismeretlen

heteroplazmikus eltérések vizsgalatdra, mar nem.
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9. Summary

Mitochondrial disorders can be caused by mutations of the mtDNA or of the 1500
different nuclear genes that code for mitochondrial proteins.

The high number of known mtDNA mutations (~200) is explained by the high mutation
rate of the mtDNA. These pathogenic mutations, together with a number of
homoplasmic SNPs, may predispose to a number of different disorders and they also
serve as phylogenetic markers. The focus of our studies were: 1. Testing of mtDNA
samples of 1568 individuals with presumed mitochondrial disorder for point mutations
(m.3243 A>G; m.8344 A>G; m.8993 T>C,G; m.3460 G>A, m.11778 G>A and
m. 14484 T>C) as well as mtDNA deletions 2. Elucidating the pharmacogenomic role of
certain mtDNA and POLG1 gene SNPs 3. Sequence analysis of the entire mtDNA using
MitoChip microarray technology.

Based on our studies, we can conclude:

- The frequency rates for the most common mtDNA pathogenic mutations and
deletions in the Hungarian population are similar to those published in other
Caucasian populations despite the fact that Hungarians also harbor an East Asian
anthropological marker.

- The use of postmitotic tissue is recommended when looking for pathogenic
mtDNA mutations.

- Due to heteroplasmy, gene-gene interactions and epigenetic effects, a variety of
different symptoms can be associated to a given mtDNA mutation.

- MtDNA deletions are frequently associated with pathogenic mtDNA point
mutations or nuclear DNA mutations.

- Certain homoplasmic mtDNA SNPs play an important pharmacogenomic role in
the pathomechanism of the adverse effects of metformin.

- Valproate toxicity associated to POLGI gene substitutions play also an
important role in mitochondrial diseases.

- The MitoChip microarray technique has been found to be a reliable method in
detecting and haplotyping homoplasmic mtDNA SNPs but not in studying

heteroplasmic changes.
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