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BEVEZETES
A mitochondrium

A mitochondrium az eukarita szervezet kis ,energiatermeld” gépezete. Eredetét,
valamint azt, hogy hogyan valhatott az eukaridta sejt egyik fontos kettds membranu
sejtszervecskéjévé, az endoszimbionta-elmélettel magyarazzak.

A mitochondriumok legfébb 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, ammonia detoxikalds, neurodegeneracio.

A mitochondriumok genetikaja

A humén mitochondriumok kettdsszalu cirkularis DNS (mtDNS) molekuldja 16.569 bp-
bol 4ll, 13 proteint kddolé gént tartalmaz, az altaluk kédolt fehérjék az OXPHOS
komponensei, ezeken kiviil még két riboszémélis RNS (12S rRNS, 16S rRNS) gén és
22 transzfer RNS (tRNS) gén is kédolddik az mtDNS-ben. A mitochondridlis genom
szamos tulajdonsdgdban kiilonbozik a nukledris genomtol.

Az mtDNS sajatos jellemzdi: materndlis oroklodés, kivétel azon ritka esetek, ahol
paterndlis 6roklédésrdl szamoltak be; polyplazmia: minden sejtben az mtDNS tobb,
100-1000 képidban fordul eld. A koros és egészséges mtDNS egyiittes eldforduldsat
nevezzilk heteroplazmidnak; kiiszob - (treshold) effektus: a heteroplazmia ardnynak egy
bizonyos mennyiséget el kell érnie ahhoz, hogy a sejt funkcidja kdrosodjon; mitotikus
szegregdcios és bottleneck effektus: a vad €s a mutans mtDNS molekuldk a sejtosztédas
soran az egyes lednysejtekbe véletlenszeriien jutnak be.

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

mutagén hatdsokra, ezért muticios ritdja 10-szerese a nukledris genoménak.

Mitochondrialis betegségek

A mitochondridlis betegségek (MB) a mitochondriumok funkcidjdnak primer
karosoddsa miatt jonnek létre. Az MB-ek hétterében mind a mitochondridlis, mind a
nukledris genom rendellenessége dllhat. A tiinetek nagyon heterogének, kiilonosen
mtDNS betegségek esetén. Az mtDNS betegségek jellegzetessége, hogy a

mitochondridlis genom ugyanazon muticidjdhoz kiilonboz6 koérképek is tarsulhatnak.



Egy klinikai tiinet viszont szamos mtDNS mutédcidval asszocidlhat. Nem csak az egyes
betegek fenotipusai kozott nagy a variabilitds, hanem egy csalddon belill is
megfigyelhet6 ez a jelenség. Az mtDNS-ben fellépd hibak kb. 500 monogénes betegség
1étrejottéért felelosek. Az mtDNS asszocidlt korképek altaldban egyszerre tobb szervet,
szervrendszert is érintenek.

Az MB-ek prevalencidja a tiineteket mutaté betegek esetében 6.57-9.2 / 100.000-re
becsiilték.

Az mtDNS-ben tobb mint 200 patogén muticiét és szdmos polimorfizmust (SNP)
azonositottak, melyek valtozatos klinikai tiineteket, szindrémakat eredményezhetnek. A
patogén szubsztiticidk eloszldsa nem egyenletes a cirkuldris molekuldban, vannak tn.
mutacios ,,hot spot”-ok.

A leggyakoribb mitochondridlis genom asszocidlt korképek: MELAS (Mitochondriélis
Enchephalopathia Laktacid6zis Stroke-szeri tiinetekkel), MERRF (Myoclonus
Epilepszia Ragged-Red rostokkal), NARP (Neuropathia Ataxia és Retinitis Pigmentosa),
LHON (Leber-féle optikus neuropdtia), PEO (Progressziv Ophthalmoplegia Externa).

Intergenomialis kommunikacié

A mitochondridlis gének 4ltal kodolt fehérjéken kiviil a nukledris genom kddolja a
megfeleld miikodéshez sziikséges mitochondridlis proteomot, ebben kb. 1500 gén vesz
részt. Ezen génekben torténd defektusok okozzdk a két genom kozti intergenomidlis
kommunikicié zavardt, mely megjelenhet az mtDNS mennyiségi -eltérésében:
mitochondridlis deplécids szindroma (MDS), mely stlyos csecsemOkori betegségekként
nyilvanul meg; valamint mtDNS mindségi szintjén: az mtDNS multiplex deléciok
megjelenésével, az ezzel leggyakrabban 0sszefiiggo tiinet a PEO.

Az mtDNS biogenezisében egyik kulcsszerepet jatsz6 gén a POLGI (polimerdz
gamma), melynek defektusai egyes és multiplex delécidkat is okozhatnak az mtDNS-
ben. A POLGI muticidk altal okozott betegségek legtobbszor autoszomaélis recessziven
oroklodnek, legjellegzetesebb betegségek pl.: az Alpers-Huttenlocher szindroma vagy a
krénikus ophthalmoplegia externa. Farmakogenomikailag jelentdsek a POLGI egyes
szubsztiticidi (L304R, A467T, G588D, Q879H, T885S, E1143G, Q1236H), melyeket

Osszefiiggésbe hoztdk a valproat (VPA) okozta majkarosodassal.
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A mitochondridlis aszpartil-tRNS szintetdz enzim kodolaséért felelos a DARS2 gén egy
nem oly régéta tanulményozott intergenomidlis kommunikicié résztvevd, melynek
muticiéi az autoszomalis recessziven oOroklédo LBSL (agytorzsi és gerincveldi

érintettséggel, emelkedett laktat szinttel jaré leukoenchephalopathia) hétterében allnak.

Az mtDNS, mint antropolégia marker

A mitochondridlis genom sajitsagos jellemvondsa a kddol6 szakaszok magas ardnya,
van azonban egy kb. 1000 nukleotid hosszisagu hipervariabilis régid, ahol nincsenek
gének (D-loop). Az itt felelheté SNP-k a torzsfejlodés sordn rogziiltek, nincs fenotipikus
kovetkezményiik, viszont a populdcidgenetikai vizsgilatokban fontos szerepet jatszanak.
Ezen hipervaridbilis szakasz bazissorrendje meghatdrozza, hogy mely mitochondridlis
haplocsoportoba tartozunk.

A molekuléris biolégiai mddszerek alkalmazdsdval ma 8 szuperhaplocsoportot és
ezeken beliil 25 haplocsoportokat kiilonboztetiink meg. A mai magyarok tobbsége az R

szuperhaplocsoportba tartozik.



CELKITUZESEK
Vizsgélataink céljaként a kovetkezoket tliztiik ki:
1. Aleggyakoribb mtDNS pontmutaciok (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 el6forduldsi gyakorisdgdnak vizsgélata a magyar

populécidban

2. Az mtDNS mutécidk és deléciok fenotipus-genotipus korrelaciéjanak

meghatdrozasa

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

rendellenességek egyiittes eléforduldsanak vizsgalata

4. Az mtDNS és a POLGI gén farmakogenomikai szerepének elemzése

5. A ,MitoChip” microarray technika klinikai diagnosztikai célokra val6

hasznalatanak elemzése



ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalt betegek

Osszesen 1568, klinikai tiinetek és laboreredmények alapjan feltételezett
mitochondridlis beteg mtDNS-ét vizsgédltuk, melyek koziil 543 eset a Pécsi
Tudoményegyetemrdl (Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Klinikai Koézpont, Orvosi
Genetikai Intézet) szdrmazik, mig 252 esetet az Orszdgos Kornyezetegészségiigyi
Intézet Molekuldris Genetikai és Diagnosztikai Osztdlya bocsétotta rendelkezésiinkre.
Intézetiinkben a mintdk gyljtése: 1999 januarjatél 2014 maérciusdig tartott. Az észak-
keleti, valamint a k6z€p-magyarorszagi régiokbol is érkeztek mintdk.

A vizsgdlt betegek két alcsoportba sorolhatéak: az elsd, 1082 betegbdl (595 nd, 487
férfi; atlag életkor: 38.6+18.2 év) dll6 kohort, akiknél az mtDNS hot spot régidk (az
m.3243 A>G , m.8344 A>G , m.8993 T>C, m.8993 T>G patogén mutéicidk), valamint
az egyes és multiplex deléciok analizise zajlott, mig a masodik alcsoport 486 beteget
(248 no, 238 férfi; atlag életkor: 34.91+17.5 év) foglal magdba, akiknél a 3 primer
LHON mutéicidk (m.3460 G>A, m.11778 G>A, m.14484 T>C) detektéldsa tortént. A
betegek kb. 70%-andl tobb mint 5 szervrendszer érintett. A vezetd tiinetek: myopathia,
terhelési intolerancia, ataxia, PEO és pszichiatriai betegségek voltak. Kizarasi tényezot
jelentett az eldrehaladott kor és/vagy az autoimmun betegségek.

A LHON-ra vizsgélt betegek tiinetei igen karakterisztikusak: 1atéideg sorvadds, gyorsan
kialakul¢6 latasvesztés, makula degeneréacid €s scotoma.

A vizsgdlatok elvégzése elott részletes felvildgositds kaptak a betegek, amely alapjan

beleegyez6 nyilatkozatot irtak ala.

DNS izolalas és tarolas (Biobank)

Genetikai vizsgalatokra 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 ill. Tissue kittel (Qiagen, Valencia, CA,
USA), végeztiik, a gyartd utasitdsai szerint.

A kinyert DNS mintdk -20°C-ra, hosszd tavi tdroldsra -70°C-os ultra mélyhiitébe
keriiltek. A vizsgdlt betegek bioldgiai mintdit és a hozzd tartoz6 adatokat a

NEPSYBANK-ban, egy betegség-alapu biobankban taroljuk.



Myopatholégiai vizsgalatok

[zomszovettani vizsgédlat 352 esetben tortént. A ,,ragged red” (vOros) rostokat Gomori
trikrém festéssel, mig a ,,ragged blue” (kék) rostokat modositott szukcinat dehidrogenaz
(SDH) festéssel azonositottuk. A COX negativ rostok, valamint a COX aktivitds

egyenetlenségek detektdldsara citokrom-oxiddz (COX) festést alkalmaztunk.

PCR-RFLP vizsgalat

Az mtDNS hot spot-jaiban lokalizal6dé leggyakoribb patogén pontmutacidkat (m. 3243
A>G (MELAS); m. 8344 A>G (MERRF); m. 8993 T>C,G (NARP); m. 3460 A>G; m.
11778 A>G, m.14484 C>T (LHON)) PCR-RFLP moédszer segitségével vizsgaltuk. A
PCR reakciét kovetden PCR-termékeket, az adott mutdcidra specifikus restrikcids
endonukledzokkal (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) emésztettiik. (m. 3243
A>G: Haelll; m. 8344 A>G: Banll; m. 8993 T>C,G: Hpall, Aval; m. 3460 A>G:
BsaHI; m. 11778 A>G: SfaNI; m.14484 T>C: Bccl ). Az igy kapott hasitott band-ek
nagysagit és a heteroplazmia ardnyokat Quantity One Software (Bio-Rad Corp.

Hertfordshire, UK) segitségével hataroztuk meg.

Az mtDNS deléciok vizsgalata

Az mtDNS egyes és multiplex deléciok meghatarozasara long PCR metodikat
alkalmaztunk, melynél a szintézist két idotartamon végeztiikk (3 és 8 min). A kapott
termékek nagysdgat, valamint a heteroplazmia ardnyt Quantity One Software (Bio-Rad
Corp. Hertfordshire, UK) segitségével hataroztuk meg. Az alkalmazott metodikandl a 8
perces amplifikacié a nagyobb, mig a 3 perces amplifikacié a kisebb mtDNS deléciok

kimutatdsara szolgal.

Az mtDNS bidirekcionalis szekvenalasa

A teljes mtDNS vizsgélatét, illetve a microarray altal felmeriilt mutdciok validaldsat
bidirekciondlis szekvendldssal végeztiikk. A kérdéses mtDNS szakaszok szekvendldsat
ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer szekvenatorral (Applied Biosystem) végeztiik. A
szekvendlds sordn kapott szekvencidkat a cambridge-i human mitochondridlis referencia
genom  bazissorrendjéhez  illesztettik  (www.blast.ncbi.nlm.nih.goc  /Blast.cgi;

NC_012920.1).



A teljes mtDNS reszekvenalasa (MitoChip v2.0)

A teljes mtDNS vizsgélatdhoz az GeneChip® Human Mitochondrial Resequencing
Array v2.0 (MitoChip v2.0) egycsatornds microarray-t (Affymetrix, Santa Clara, CA,
USA) hasznaltuk. A kapott eredményeket Sequence Analysis Software 4.1 (GSEQ 4.1)
szoftver segitségével elemeztik, mely az adatokat bazissorrendre, valamint
szekvenogramokra forditotta, amelyeket a humédn mitochondridlis referencia genomhoz

illesztettiink (www.mitomap.org). A feltételezett eltéréseket Sanger szekvenadldssal

validaltuk.

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.

Statisztika

Az mtDNS leggyakoribb muticidinak eléforduldsi gyakorisdganak (frekvencia)
értékeléséhez a patogén mutéiciét hordozd betegek (beleértve az index betegek és a
mutdcidt hordoz6 csalddtagokat is) szamat elosztottuk a teljes vizsgalt betegek szamaval.

A 95%-o0s konfidencia intervallumot (95% Cl) a standard mdodszer szerint szamitottuk Kki.



EREDMENYEK

Epidemiolégiai vizsgalatok

A mutécids ,,hot spot”’-okban lokalizdl6dé leggyakoribb mtDNS mutédcidkat és mtDNS
deléciokat 6sszesen 377 esetben (24.04%) taldltuk meg az 1568 magyar beteg vizsgalata
sordn. Az mtDNS tRNS-ekben elhelyezkedd m.3243 A>G (MELAS) mutaciét 16 index
betegben és tovédbbi 13 csalddtagban taldltuk meg 2.68%-os frekvencia értékkel (95%
CI: 0.0219 - 0.0317); mig az m.8344 A>G (MERRF) 8 index betegnél és 5 csaladtagnal
detektaltuk, frekvencia: 1.20% (95 % CI: 0.0087 — 0.0153). A proteinkédolé génekben
lokalizal6dé mutacidkat a kovetkezd eléfordulési gyakorisagokkal taldltuk meg: m.8993
T>C, G (NARP, MILS) a két muticiét 5 beteg esetében 0.46%-o0s frekvencia értékkel
(95% CI: 0.0025 — 0.0067); a hirom elsédleges LHON muticiét m.3460G>A,
m.11778G>A, m.14484T>C, a 486 betegbdl 0Osszesen 81 esetben detektaltuk a
frekvencia értéke: 16.68%, a (95% CI: 0.1501 — 0.1839).

Az mtDNS egyes és multiplex delécidkat az 1082 betegbdl Osszesen 250 esetben
talaltuk meg (23%). Az 1082 beteg koziil 68 esetben rendelkeztiink vér és izomszovettel
is. Ezen 68 esetbdl 6 betegnél vérben €s izomszovetben is azonositottuk az egyes
mtDNS delécidt, mig 31 esetben a vérbdl izoldlt mtDNS analizise negativ lett, viszont
izomszovetben ott volt a deléci6é (16 esetben ,,common” delécid; 15 esetben multiplex

delécio).

Genotipus-fenotipus korrelacio

Az m.3243 A>G mutacidval leggyakrabban asszocialo klinikai tiineteknek a stroke és a
stroke-szerli epizddok, azon betegeink kozott, akik ezt a mutaciét hordoztdk: a vezetd
szimptomdk a neuropszichidtriai tiinetek (depresszid, pszichdzis, mentdlis retardiciod),
valamint a sensorineuralis hypacusis €s a diabetes mellitus volt. Az m.8344 A>G
mutacid prezentacids tiinete a myoclonus epilepszia, mely a hordozé betegek koziil csak
egy csaladndl volt jelen, a leggyakoribb tiinetek a kohortunkban az ataxia és a
myopathia volt.

Az mtDNS mutéicidkat hordozé betegek klinikai tiineteinek variabilitdsa adodhat a
kiilonbozo heteroplazmia (HP) aranyokbdl is, mely az eltér6 szdvetekben is kiilonbozo.

Példaul az m.3243 A>G mutdciét hordozok koziil méar a 15%-os HP ardny is okozhat



tiineteket, mig az m.8993 T>C esetében a 80%-os HP arany mellett a hordozé lehet
tiinetmentes.

A mitochondriélis ,,common” delécidkat legtobb esetben a PEO, a Kearns-Sayre-, és a
Pearson-szindroma hatterében irtdk le, mig az altalunk taldlt pozitiv eseteknél a vezetd
tiinet a myopathia volt. Az mtDNS delécidk éltaldban sporadikus esetek egy 9 éves de
Toni-Debré-Falconi szindromds kisfii esetében azonban familidris materndlis agi
mtDNS ,,common” deléciét taldltunk (beteg: 35% HP, édesanya: 25% HP, anyai
nagynéni: 20% HP, anyai nagymama: 15% HP).

Koegszisztalo mtDNS eltérések

Az mtDNS delécidk tobb esetben is tarsultak egyéb mtDNS hibdkkal. Az m.3243 A>G
patogén mutaciét hordozo betegek (2 nd beteg) koziil két esetben egyiittes eléfordulds
detektaltunk egy egyes nagy (7.9 kbp) mtDNS delécidval valamint egy multiplex
deléciéval. Az m.4298 G>A (tRNS™) patogén mutaciot hordozoé férfi betegnél esetében

a szubsztiticié mellett multiplex deléciét is talaltunk.

Az mtDNS és nuklearis gén defektusok egyiittes el6fordulasa

Az mtDNS deléciok mds kopia szdm elvéltozdsokkal egyiitt is el6fordultak. Sziz
PMP22 duplikiciét / deléciét (43 PMP22 delécié és 57 PMP22 duplikicié) hordozé
beteg vizsgalata sordn az esetek 12%-dban taldltunk mtDNS deléciét, (95% CI: 0.0875-
0.1525). Tizenegy esetben 7.8 kbp-os egyes delécidt (17% - 75% kozotti heteroplazmia
arannyal), és egy esetben alacsony heteroplazmia ardnyd multiplex delécidt detektaltunk.
Szintén 100 a huntigtin génben kéros CAG repeat szammal rendelkez6 Huntington-
koros beteg vizsgdlata sordn 7 beteg (5 nd és 2 ffi) esetében detektdltunk egyes nagy
delécidt, mely sordn egy 7.9 kbp-os szakasz esett ki, 13% és 75% kozott valtozé HP
ardnnyal, multiplex deléciot egy esetben sem talaltunk. A vizsgilt esetek 7%-aban

talaltunk mtDNS egyes deléciot (95% CI: 0.0445-0.0955).

Nuklearis gén altal meghatarozott Gj mitochondrialis betegség fenotipus-genotipus
korrelacidja
Magyarorszagon elsoként taldltuk meg az LBSL (agytorzsi és gerincveldi érintettséggel,

emelkedett laktéat szinttel jar6 leukoenchephalopathia) betegség hatterében allo6 DARS2
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muticiot, egy 24 éves férfi beteg esetében kinek tiinetei 15 éves kordban kezdddtek
jarasnehézségekkel. Az MRI felvételének igen karakterisztikus képe vetette fel az LBSL
betegség lehetdségét, mely genetikailag igazolddott, a DARS2 vizsgdlata sordn egy
splice site patogén mutacié igazolddott az Intron 5-6-ban: c. 49242 T>C (rs142433332;
IVS5+2 T>C) heterozigta formdban. A mutdciét a szegregicids vizsgdlat soran
megtaldltuk még a lanytestvérénél és az édesanyjandl. A testvére tiinetei enyhébbek

édesanyja viszont tiinetmentes.

Az mtDNS farmakogenomikai szerepe a metformin mellékhatasa szempontjabol

Az mtDNS tobb homplazmikus SNP-inek egyiittes el6forduldsa hajlamosithat bizonyos
korképek kialakuldsara. Egy 58 éves férfi betegiink esete kapcsdn olyan gyogyszer
mellékhatiasra szeretnénk felhivni a figyelmet, mely alapjat véleményiink szerint a
mitochondridlis genom varidcidja képezi. A betegnek a harmincas éveiben
diagnosztizaltak 2-es tipusu diabetes mellitust, melynek kezelésére 2009-t0] metformint
kapott, melynek megkezdését kovetd 2-3 honap alatt 8-10 kg-ot hizott. A jobb diabetes
kontroll miatt inzulinterdpiat is kapott, de néhany honap milva, az inzulin sziikséglete
azonban egyre novekedett, egy év alatt 300 egységre kellett azt felemelni. A CK értéke
enyhén emelkedett 311 U/l volt. A beteg intézetiinket 2009-ben altaldnos
izomfédjdalmak, fesziil6 bor és izom panaszok miatt kereste fel. Mar az enyhe fizikai
aktivitds is sulyos izomfdjdalmat provokdlt a végtagjaiban. Izomfdjdalma és
inzulinrezisztencidja hatterében lactacidozis igazolddott, nyugalmi laktit szintje igen
magas 6.6 mmol/l volt. A metformin elhagydsa utdn 2 nappala laktét szintje lecsokkent
4.4 mmol/l-re, majd néhdny hénap milva 2,2 mmol/l-re. Az izomf4jdalmai a laktatszint
csokkenéssel szinkronban jelentdsen enyhiiltek, az inzulin napi adagjat 97 egységre
lehetett redukdlni. A beteg mtDNS-ének vizsgélta sordn az izomban 12% HP arannyal
,common” deléci6 igazolddott. A teljes mtDNS, reszekvendldsaval az azonositott 32
homoplazmikus SNP koziil harom (m.1888G>A, m.4216T>C, m.4917A>G) az anyai

agon 6rokl6do diabetes és nagyothallassal (MIDD) asszocial.
A POLGI gén farmakogenomikai szerepe

A multiplex mtDNS deléciét hordozé betegeinknél (65 beteg) felvetddik az

intergenomidlis kommunikacié zavara, akiknél el6szor a POLG1 gént analizaljuk, mivel

11



a legtobb hiba ebben a génben szokott el6fordulni az irodalmi adatok alapjan. A POLG1
gén varidcio koziil eddig 7-et irtak le a valproat toxicitdssal asszocidltan az irodalomban
(L304R, A467T, G588D, Q879H, T885S, E1143G, QI1236H). Ezek kozil a
kohortunkban 3-at taldltunk meg: egy patogén muticiét (A467T), egy modifikdld
faktort (E1143G) és egy polimorfizmust (Q1236H), ezen szubsztiticiokat dsszesen 22
esetben azonositottuk a 65 betegbdl ( frekvencia: 33.85%; 95% CI: 0.2798 — 0.3972). A
farmakogenetikai jelent0ségli patogén mutéaciot 1 betegnél (1.54%), a nem patogén
modifikdl6 faktort 9 esetben (13.85%), mig a polimorfizmus-t 12 betegnél (18.46%)
taldltuk meg.

MitoChip v2.0 microarray

A microarray haszndlataval egy 0sszehasonlité vizsgalatot terveztiink, melynek sordn az
1d6-, és koltséghatékonysagat vetettiilk 0ssze a Sanger szekvendldssal. Tizenot beteget
vizsgéltunk MitoChip v2.0 microarray-jel, melyek koziil 4-nek ismert mtDNS eltérése
volt az m.8344 A>G (monozigéta férfi ikerpar) €s az m.8§993 C>T (édesanya és fia)
muticiok. A tovabbi 11 beteg mtDNS hot spot-jainak analizdldsa sordn nem taldltunk
patogén eltérést, de klinikai tiineteik, laboreredményeik, myopatologiai vizsgélataik
(izomszovet esetén) és csalddi anamnézisiik mitochondridlis betegségre utaltak. A chip
altal adott szekvencidkat a GSEQ 4.1 ingyenesen letolthetd software-rel

(www.affymetrix.com) analizdltuk és a humdn mtDNS referencia genomjdhoz

hasonlitottuk (www.mitomap.org). A patogénnek vélt mutdciokat Sanger szekvenaldssal

validaltuk. A patogén muticiok 66%-at sikeriilt Sanger szekvenaldssal validalni.
Minden beteg esetében szamos eltérést tapasztaltunk, mely felvetette a szubsztiticidk
jelenlétét. A validdlasok eredményei alapjan azt tapasztaltuk, hogy hogy a keresett
poziciokon, szdmos helyen nincs eltérés, igy heteroplazmikus mtDNS muticiok
kimutatdsdra nem minden esetben megbizhat6 mddszernek tartjuk.

A taldlt homoplazmikus SNP-k segitségével haplotipizaltuk a betegeket, a 15 beteg
koziil egy haplocsoportja (D) a mai Azsidra jellemz6, mig a tobbi beteget eurépai (H, U,

T, J) haplocsoportba soroltuk.
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KOVETKEZTETESEK

A mitochondridlis betegségek hdétterében 4ll6 mtDNS és nukledris DNS
rendellenességek vizsgélata sordn a kovetkezé megallapitasokat tettiik:

1. Elsé alkalommal végeztiink genetikai epidemioldgiai vizsgalatot mtDNS hibdk
kovetkeztében kialakul6 mitochondridlis betegségekben Magyarorszdgon egy
retrospektiv tanulmany keretin beliil.

Az Osszesen 1568 vizsgalt betegekben a leggyakoribb mtDNS pontmuticidk, valamint
az mtDNS deléciok eléforduldsi gyakorisdganak 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 mds kaukdzusi népcsoport
adataival. A genetikai epidemioldgiai vizsgélat sordn rendkiviil fontosnak tartjuk, hogy
a genetikai diagnosztikai vizsgédlat ne csak vérbdl, hanem lehetdség szerint
posztmitotikus szovetbdl is torténjen.

2. Az egyes mtDNS muticidk és deléciok genotipus-fenotipus korreldcidjanak
vizsgélata sordn egy mutdciohoz esetenként nagyon szokatlan fenotipus is tarsulhat, a
csaladtagok kozott is 1ényegesen kiillonbozhetnek a szimptoémék. Egyes mutdcioknal pl.
m.8993 T>C relative magas vérben mért HP ardny se okoz klinikai tiinetet. Mas
mutdcié esetén, mint pl. az m.8344 A>G a HP arany mellett epigenetikai hatasok is
nagymértékben befolydsoltdk a klinikai képet és a betegség korlefolyasat.

3. Elséként figyeltiik meg, hogy az mtDNS deléciok sok esetben tarsultak més az
mtDNS-ben, vagy a nukledris genomban 1év0 patogén muticiékhoz. Ennek hatterében a
DNS replikécids hibdkat javitdé mechanizmusok elégtelenségét véljiik €s ezt a teriiletet
tovabb vizsgaljuk.

4. Az mtDNS homoplazmikus SNP-inek farmakogenomikai jelentdségét igazoltuk
metformin asszocidlta mellékhatds hatterében.

5. A POLGI gén bizonyos SNP-i sziirésének fontossdgit igazoltuk a multiplex
mtDNS deléciéval rendelkez6 mitochondridlis betegeknél a valprodt kezelés
megkezdése elott.

6. A MitoChip v2.0 microarray-t alkalmasnak mindsitettik az mtDNS
homoplazmikus SNP-k detektdldsdra, haplotipizdldsra, valamint ismert muticiok
azonositdsdra, azonban nem javasoljuk ennek hasznalatit az mtDNS betegségek

genetikai diagnosztikdja soran.
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