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Bevezetés

A mitochondriumok a baktériumokhoz hasonld eredetii  sejtorganellumok
(endoszimbionta elmélet). Az oxidativ foszforilacio és ATP (adenosine trifoszfat)
termelés mellett olyan sejt-specifikus funkciokkal is birnak, mint a szteroid- ¢és
aminosav  szintézis, neurotranszmitter metabolizmus, intracellularis calcium
homeosztazis és apoptdzis regulacio. A mitochondriumok sajat, 16.6 Kb méretd,
cirkularis genommal rendelkeznek (mitochondrialis DNS, mtDNS), mely bar a
nukledris DNS-tdl elszeparalt, de azzal complex interakcidban all [intergenomidlis
kommunikaci6]. Tovabba, a MtDNS minddssze 37 génbol all; a mitochondridlis
proteinek tobbségét a nuklearis genom kodolja; ezért mitochondralis betegségeket
mindkét genom mutécioi okozhatnak.

Bar a prevalencia-becslések széles skalan mozognak, a mitochondrialis diszfunkcid
valoszinilileg a leggyakoribb metabolikus abnormalitds, a mitochondriumok sokréti, a
sejt miikodése szempontjabol alapvetd funkcidja miatt.

Tobb, mint 200 kiilonféle mutaciot irtak mar le a mitochondrialis betegségek hatterében.
A mMtDNS-re jellemz6 poliplazmia, heteroplazmia, kiiszobeffektus és bottleneck
effektus miatt a klinikai tiinetek jellege €s sulyossdga nagyon nagy variabilitast
mutathat, akér egy csalddon beliil is. A magas OXPHOS-dependenciaju sejtekben mar
kis aranyt mutans mtDNS is diszfunkciot okozhat; ezért a kozponti idegrendszer (KIR),
a sziv és a harantcsikolt izomzat a leggyakrabban érintett szervek. A neuronok normal
funkcionalitasa - a metabolizmus, membran excitabilitds, a neurotranszmisszié €s a
plaszticitds - nagymértékben fligg a mitochondriumoktol. Egyre novekvo
pharmakologiai, genetikai, biokémiai ¢és morfologiai evidencia all rendelkezésre a
mitochondriumok pszichiatriai és neurodegenerativ betegségekben betoltott fontos
szerepérél. A mitochondriumok, és a KIR kovetkezményes diszfunkcidja neurologiai,
pszichiatriai és neuropszicholdgiai tiineteket, illetve ezek kombinécidjat egyarant
eredményezheti. Ennek ellenére nagyon kisszaml, e tiinetek el6fordulasat

szisztematikusan felmérd vizsgalat tortént eddig mitochondrialis betegek korében.



Célkitiizések

1. A leggyakoribb mitochondrialis mutacidk frekvenciajanak felmérése egy 882 beteget

magaban foglalo kohorton.

2. Egy 19 mitochondridlis betegbdl all6 szubkohort részletes klinikai vizsgalata és a
pszichiatriai tiinetek eléfordulasanak felmérése, PMP22-es mutacidét hordozo, hasonld
sulyossagu fizikalis tilinetekkel bird, herediter neuropathias betegekkel valo

0sszehasonlitasban.

3. Ugyanezen szubkohort atfogd neuropszicholdgiai vizsgalata, illesztett egészséges

kontrollokkal vald 6sszehasonlitasban.

4. Egy ndbeteglink részletes esettanulmanyanak kozlése annak érdekében, hogy

felhivjuk a figyelmet a mitochondrialis betegségekre.

5. Biobank- és regiszterépités [NEPSYBANK, SCHIZOBANK]



Betegek és modszerek

Epidemiologiai vizsgalat

Osszesen 1328 beteget vizsgaltunk, akik Szabolcs-Szatmar-Bereg, Borsod- Abauj-
Zemplén, Hajdu-Bihar, Baranya és Pest megye megyei korhazainak, illetve Budapest
egeészseégligyl intézmeényének neurologiai szakrendeléseirdl keriiltek beutalasra. Koziiliik
882 beteget (485 n6, 397 férfi; 740 felnbtt, 142 gyerek, atlagéletkor 38.8+£19.1 év)
vizsgaltunk az mtDNS hot spot mutaciokra, 446 beteget (229 nd, 217 férfi, 366 felndtt,
80 gyerek, atlagéletkor 35.82+18.47 pedig) a harom leggyakoribb LHON mutaciora. A
tovabbi kivizsgalast €és genetikai vizsgalatot a Genomikai Medicina Intézeten kiviil a
Pécsi Tudomanyegyetemen, illetve a Kornyezetegészségiigyi Intézetben végezték.
Felnott betegek esetében multiszisztémas tiinetegylittes — epilepszia, ataxia, myopatia,
myalgia, lipomatosis, ophthalmoplegia externa, hypoacusis, terhelési intolerancia,
kognitiv-, pszichiatriai és endokrin dysfunkcié kiillonb6z6 kombinacidinak — fennallasa,
gyerekeknél hypotonia, mentalis- vagy motoros fejlddésbeli elmaradés, lactacidosis,
epilepszia voltak azok a jelek, melyek alapjan a mitochondrialis zavar lehetOsége
felvet6dott. LHON-ra utald jelek az unilateralis vagy bilateralis latasélesség-romlas,

illetve latasvesztés voltak. A betegek beleeegyezd nyilatkozatot irtak ala.

Pszichiatriai és neuropszichologiai vizsgalat

Egy 19, primer mitochondrialis mutaciot hordozo betegbdl (Patient 1-19, 13 nd, 6 férfi,
atlagéletkor 34+8.43 ¢év, iskolazottsag 12.84+1.21 év) allo szubkohorton végeztiik el a
részletes pszichiatriai és neuropszichologiai vizsgalatot. Kontrollként a pszichiatriai
vizsgalatba 10 herediter neuropathias, PMP22-es mutaciot hordozd beteget (HN
patients, Patient 20-29, 4 n6, 6 férfi, atlagéletkor: 40+10.99, iskolazottsag 14.2+3.85
years), a neuropszichologiai vizsgalatba 13 illesztett egészséges kontrollt vontunk be (9
nd, 4 férfi, atlagéletkor 33.77+9.19, iskolazottsag 14+0.9 years). A vizsgalat minden
résztvevdje a kaukdzusi rasszhoz tartozott. Minden résztvevd beleegyezd nyilatkozatot

irt ald. Kutatdsaink megfeleltek a Helsinki Deklaracionak és eldzetesen jovahagyasra



keriiltek a Semmelweis Egyetem Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs Tudoméanyos és

Kutatésetikai Bizottsaga (ETT-TUKEB) altal.

Modszerek

A hisztopathologiai vizsgalatot standard médszerek szerint végeztiik. A mitochondrialis
betegségre a ragged blue, ragged red, illetve COX (cytochrom oxidaz) negativ rostok
jelenléte utalt. A DNS extrakciot vérbdl (570 esetben), illetve, ha a vérmintabol nem
sikerlilt mutaciot kimutatni, harantcsikolt izombol (312 esetben) végeztik QIAamp
DNA Blood or Tissue Kit-tel, a gyartd (QIAgen, Hilden, Germany) el6irasainak
megfeleléen. Az A3243G, A8344G és T8993C/G mutaciokat a korabban leirt, PCR
amplifikaciot kovetd restrikciés fragment hossz polimorfizmus (RFLP) modszerrel
detektaltuk.

A teljes mtDNS tRNS-t megszekvenaltuk 200 esetben (120 nd, atlagéletkor: 30.8+11.3,
80 férfi, atlagéletkor: 29.9+13.5), melyekben — a klinikai tiinetek és a myopathologiai
vizsgalat alapjan — nagy volt a mitochondridlis betegség fennallasanak esélye, de nem
talaltuk hot spot mutaciot

A heteroplazmia aranyat Quantity One Szoftverrel (Bio-Rad Corp. Hertfordshire, UK)
szamoltuk. A mtDNS delécidkat hosszit PCR metodikaval kerestiik, Phusion DNA
Polymerase (Finnzymes) felhasznalasaval. A PMP22 deléciokat és duplikaciokat
korabban leirt (Aarskog et al, 2000) real time PCR metodikaval detektaltuk. Az
S5HTTLPR (serotonin-transporter-linked polymorphic region) genotipusokat szintén
korabban leirt (Heils et al, 1996) modszerrel allapitottuk meg.

A 19, tovabbi vizsgalatra kivalasztott beteg ¢letmindségét a Stanford Health Assessment
Questionnaire 20-item Disability Index (HAQ-DI) magyar validalt valtozataval mértiik
fel. A betegség fennallasanak idGtartamat, a betegek altal szedett gyogyszereket, illetve
a képalkotd vizsgalatok eredményeit a betegek dokumentacidja alapjan allapitottuk
meg.

Pszichiatriai vizsgalatunkban a Symptom Checklist-90-Revised (SCL-90-R), Beck
Depresszio Kérddiv (Beck Depression Inventory-Short Form, BDI-SF) o6nkitolté

kérdbiveket, valamint a 21 kérdésbol allo, klinikus altal felvett Hamilton Depresszid



Skalat (Hamilton Depression Rating Scale, HDRS) ¢és Strukturalt Klinikai
Diagnosztikus Interjikat (SCID-I, SCID-I1) hasznaltuk.

A neuropszichologiai tesztek koziil a Rey Auditoros Verbalis Memoria Tesztet
(RAVLT), a Stroop Color (Stroop C) és Color-Word (Stroop CW) teszteket, a Trail
Making Tesztet (TMTA, TMTB), a kategoria- (szemantikus) és betlifluencia teszteket
¢s a Wechsler Intelligencia Teszt magyar validalt valtozatat (MAWI) hasznaltuk.

Statisztika

A mutaciok frekvenciajanak kiszamitasahoz a pozitiv eseteket elosztottuk a vizsgalt
Ossz-esetszammal. A 95%-0s konfidencia intervallumot (CI) standard modszerek
alapjan szamoltuk. A GSI, BDI, HDRS ¢s HAQ-DI pontszamok ko6zotti korrelaciot
Pearson's korrelacioval szdmoltuk. A beteg- és kontrollcsoportok kozotti kiillonbséget
kategorikus valtozok esetében khi négyzet probaval, folytonos valtozok esetében
paraméteres (t-teszt) és nem-paraméteres (Wilcoxon Mann-Whitney-teszt) probakkal
allapitottuk meg.

Az adatok normalitasat Shapiro-Wilk teszttel ellendriztiikk. Minden teszt kétszélii volt,
¢és szignifikansnak a p < 0.05 értékeket tekintettiik. Az SCL-90-R tesztet a Windows
SAS System-mel (Release 9.1 TS Level 1 M3, Statistical Analysis System, SAS-
Institute USA) értékeltiik ki.



Eredmények

Epidemiologia

A leggyakoribb mtDNS mutaciok — A3243G, A8344G, T8993C and T8993G tRNS
mutaciok és mtDNS deléciok — frekvenciajanak felmérését elsoként végeztiik el Kozép-
Kelet-Europaban. Az A3243G szubsztiticiot 11 index beteg ¢és tovabbi 15 csalad
esetében talatuk meg, ami 2.71 % (95% CI: 0.0207-0.0315). Az A8344G mutacio 13
betegnél volt jelen, 1.45%-o0s frekvenciat adva (95% CI: 0.0106-0.0187). A tRNS
szekvencia-analizisével 200 beteget vizsgalva 6 tovabbi patogén mutaciot — T3250C,
G4298A, A7445G, T7510C és A8332G — azonositottunk Osszesen 17 betegnél,
Osszesen 8.5%-ban, az §ssz kohorthoz viszonyitva 1.67%-ban. A tRNS-ek Gsszesitett
frekvenciaja 6.35% volt a vizsgalt betegek korében.

A protein-kodolo gének mutacioi koziil a T8993C és T8993G szubsztiticiok 4 esetben
voltak jelen (0.45%, 95% CI: 0.00038-0.0086).

A primer LHON mutaciok koziil azA3460G-t 9, a G11778A-t 66, a T14484C-t pedig 5
esetben mutattuk ki, ami 2.02% (95% CI: 0.0135-0.0269), 14.8% (95% CI: 0.1312-
0.1648), illetve 1.12% (95% CI: 0.0062-0.0162). A harom mutacié Osszesitett
frekvenciaja 17.94% (95% CI: 0.1612-0.1976).

Az egyes deléciokat 132 esetben (14.97%, 95% CI: 0.1377-0.1617), a multiplex
delécidkat 53 esetben (6.01%, 95% CI: 0.0521-0.0681) detektaltuk.

Pszichiatriai és neuropszichologiai vizsgalat

crer

hordozta (4-4 esetben az A3243G, illetve az A8344G, 1 esetben az A8332G mutaciot).
Harom betegnek proteinkodold génben volt mutacidja; kett6jilk a T8993G, egy beteg
pedig az A12770G szubsztituciot hordozta. Harom beteg mtDNS deléciot hordozott,
tovabbi 4 pedig a mtDNS nonszinkron SNP-it.

A HN csoporthan 9 betegnél a PMP22-es gén duplikaciojat (Charcot-Marie-Tooth
phenotype, CMT), 1 betegnél pedig annak deléciojat (Hereditary Neuropathy with
Liability to Pressure Palsy phenotype, HNPP) talaltuk.
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Az MTD csoportban 5 beteg 2 hosszi (long-long, L/L), 10 beteg hosszu/rovid
(long/short, L/S), mig 4 beteg 2 rovid (short-short, S/S) allélt hordozott. A HN
csoportban 3-3 betegnél volt L/L, illetve L/S, 4 betegnél pedig az S/S polymorphizmus
jelen.

Az atlag HAQ-DI pontszam 0.82 volt az MTD (tartomany: 0 - 1.625) és 0.71 a HN
csoportban (tartomany: 0 - 1.625), ami nem kiilonb6zott szignifikansan, a két csoport
hasonlo fokii mozgaskorlatozottsagara utalva. Hypoacusis, ataxia, myopathia,
neuropathia, terhelési intolerancia voltak a MTD csoport leggyakoribb tiinetei. A HN
betegeket a disztalis tipusu paresis €s izomatrophia érintette leginkabb. Néhdny beteg
pszichiatriai gyogyszereket is szedett a vizsgalat idején. Képalkotd vizsgélattal tobb
beteg esetében talaltuk eltérést, leggyakrabban cerebralis vagy cerebelldris atrophiat.

A MTD ¢és HN csoportok BDI-SF és HDRS pontszamai szignifikans kiilonbséget
mutattak (12.85 vs 4.40, p<0.031, and 15.62 vs 7.30, p<0.043), csaktgy, mint az SCL-
90-R skala GSI (1.44 vs 0.46, p<0.013) és alskala pontszamai, kivéve a szomatizaciot.
Az S/S genotipust hordozok alacsonyabb depresszio pontszammal birtak a MTD
csoportban (BDI: 4.5 vs 11.8). A SCID-I interjaval tobb pszichiatriai betegséget
detektaltuk az MTD csoportban, jelenleg fennalld diagnozist 6 (31%), multbeli
diagnézist 8 (42%), élettartam prevalenciat Osszesen 9 (47%) esetben.
Személyiségzavart 8 esetben talaltunk, ami a csoport 42%-a.

A HN csoportban magasabb depressziopontokat kaptak az SHTTLPR 2 rovid alléljat
hordozo betegek (BDI: 6.75 vs 2.83). Harom betegnél (30%) volt jelen fennalld vagy
multbeli pszichiatriai diagndzis. Az élettartam prevalencia 20% (2 beteg) volt
dysthymiara, 10%-10% (1 beteg) major depressziora, bipolaris II, altalanos egészségi
allapot miatti hangulatzavarra és alkohol abuzusra egyarant (Table 11).

Személyiségzavart ebben a csoportban nem detektaltunk.

A RAVLT teszten pozitiv korrelacid volt a probak és a felidézett szavak szama kozott,
ami a kontroll csoportban volt erésebb (r=0.603, p<0.0001 for patients vs. r=0.748
p<0.0001 for controls). A lathato tanulasi hatas ellenére szignifikans csokkenést
mutattunk ki a betegek azonnali- (RAVLT1, mean of patients = 5.46 + 2.1062, mean of
controls = 8.0 = 1.354, p = 0.0015) és késleltetett felidézésében (RAVLTE, mean of
patients: 7.15, mean of controls = 12.15, p = 0.0001) egyarant. Az elolvasott szavak
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szama szignifikansan kiilonbozott a két csoportban a Stroop C és Stroop CW teszten is
(Stroop C_60 beteg: 65.77+27.7, kontroll: 87.08+8.36, p = 0.018, Stroop CW_60 beteg:
42.77+£22.9, kontroll: 61+£11.68, p = 0.021) A TMT teszten a betegek teljesitménye nem
érte el a normal tartomanyt (TMTA: 96.39 vs. 86 (1. percentilis), TMTB: 186.08 vs.
155 (10. percentilis). Bar a betegek hiba nélkiil teljesitették a feladatot, a motoros
funkciok karosodasa a feladat lassu teljesitésében megmutatkozott (TMTA time beteg:
96.39 + 62.5 msec, kontroll: 34.15 + 8.1 msec, p = 0.0016). A TMTB motoros és
exekutiv  funkciokat egyarant mérd, komplexebb feladatdban még jobban
megmutatkozott a betegek lemaradasa (TMTB id6 beteg: 186.08 + 109.3 msec, kontroll:
64.39 + 26.8 msec, p = 0.0007). Mindkét csoport a kategoriafluencia-teszten teljesitett
jobban (beteg: 48.77 + 21.8 vs 23 = 11.9 (p = 0.0001), kontroll 67.77 + 12 vs 38.8 +
10.1 (p = 0.0001). A két fluenciateszt atlagainak szignifikans kiilonbsége hasonlo
mintazatra utalt a két csoportban.

A WALIS teszt a normal tartomany als6 hataran 1évé intelligenciat mutatott (FSIQ beteg:
95.2 + 22.8, kontroll: 123.7 + 8.6, p = 0.0003, a betegek teljesitménye a kontrollok
szazalékaban 76.9%). Mind a VQ, mind a PQ szignifikans kiilonbséget mutatott a két
csoportban, utébbi nagyobb mértékben (VQ beteg: 97.00 + 15.7, kontroll: 117.62 + 9.9,
p = 0.0007, betegek teljesitménye 82.5%-a a kontrollokénak), PQ beteg: 94.1 + 28.8,
kontroll: 127.23 + 8.3, p = 0.0006, betegeké 73.9%-a a kontrollokénak).

A hosszit TMTA idejii (>100 sec) betegek alcsoportjanak szignifikansan alacsonyabb
volt a WAIS Block Design pontszima (71.6 vs 96.25, p = 0.0497). Az életkor
szignifikans pozitiv korrelacidjaban allt mind a StroopC_60 pontszammal (r = 0.601, p=
0.029), mind a TMTA idével (r = 0.609, p = 0.027). A HAQ-DI pontszam az FSIQ-val
allt negativ korrelacioban (r = -0.594 p = 0.032). A tRNS mutacioét hordozod betegek
teljesitménye szignifikdnsan rosszabb volt a MTD betegcsoport tobbi tagjatol mind a
RAVLTS (p = 0.01), mind a betiifluencia (p = 0.009) teszteken. A normal képalkotod
vizsgalattal rendelkez6 betegeknek magasabb volt az FSIQ (110 vs 91.33), VQ (103.25
vs 94.22) és PQ (115.75 vs 84.44) pontszamuk. A cerebellum strukturalis karosodasa
mellett alacsonyabb PQ pontszamokat (68 vs 105, p = 0.042), és nagyobb VQ-PQ
kiilonbséget (22 vs 5, p = 0.029) mértiink). Egy ndbetegiink esetében 6 honap
kiilonbséggel meg tudtuk ismételni a neuropszichologiai vizsgalatot, ami a tiinetek

progresszidjat mutatta.



Esetbemutatas

Most 52 éves ndbetegiink tiinetei gyakori gyerekkori hanyasokkal kezdddtek, késobb
ataxia, egyensulyzavar, hallascsokkenés, gastrointestinalis gyulladasok és dysthymia
uraltdk a klinikai képet. Multisystemas tiinetei nehezen szintetizalhatd, idében valtozo
képet mutattak. Fahr szindroma, CADASIL, pseudohypoparathyreosis, majd
szomatizacids zavar diagnozisokat kapott, ez utobbi évekkel késleltette leszazalékolasat.
Centrumunkban magas nyugalmi laktat (4 mmol/l), kreatin-kinaz (305 U/l) és laktat-
dehydrogendz (490 U/l) értékek mellett bilateralis ptosist, dysarthridt, diffiz hypotroph
izomzatot, hypoesthesiat, generalizalt areflexiat €s markans tdrzsataxiat talaltunk,
szubklinikus depresszid €s kognitiv karosodas mellett. A mitochondrialis betegségre
utald szamos jel alapjan elinditott myopathologiai és genetikai vizsgalat igazolta a

MELAS diagnozisat.

Regiszter- és biobank épités

A NEPSYBANK-ot tobb mas neurodegenerativ betegség mellett a mitochondrialis
betegek adataival bévitettiik. A betegségalapii biobankban fenotipus és kornyezeti
adatok mellett DNS, RNS, teljes vér, plazma, liquor, kiilonb6z6 bioptatumok és
fibroblaszt-kulturak tarolasara van Iehet0ség. Klinikai adatok, mint anamnézis,
gyerekkori fejlodés, statusz, EKG, elektrofiziologiai- és 1€gzési lanc aktivitdas mérések,
képalkotd — és laborvizsgalatok eredményei, gyodgyszerelés is bevitelre keriilnek. A
NEPSYBANK koordinalja a hazai neurologiai és pszichiatriai centrumok biobank
tevékenységét, fokuszaban a mitochondridlis betegségek mellett stroke szindromak,
demencidk, motoneuron betegségek, mozgiszavarok 4llnak. Masik fokuszunk a
SCHIZOBANK volt, melybe 2009 és 2013 kozott az 6t hazai centrumban 6sszesen 535
schizophren beteget vontunk be. A mitochondrialis dysfunkcié és a schizophrenia
kozotti szoros kapcsolatot egyre szaporodd irodalmi adat tdmasztja ala. E biobank
erdssége a részletes fenotipizalas, nagyszamu klinikai adat és bioldgiai minta felvétele

(www.schizobank.hu).

10


http://www.schizobank.hu/

Osszefoglalas

Kozép-Eurdpa elsd, a leggyakoribb mtDNS mutaciok — A3243G, A8344G, T8993C,
T8993G — ¢és mtDNS deléciok frekvencidjat felmérd epidemioldgiai vizsgalatat
végeztik el. Eredményeink megegyeznek a mds kaukazusi populacidkban mért
frekvenciakkal. A kozolt frekvencia adatok nagy variabilitasa a szelekcids kritériumok
¢s a vizsgalt szovet kiilonbozéségeinek tudhatd be. A prevalencia-vizsgalatoknak fontos
szerepe van a mitochondridlis betegségek jelentdségének felbecslésében €s az érintett
betegek megfelelé gondozasaban.

Atfogd pszichiatriai vizsgalattal mutattuk ki, hogy a pszichiatriai tiinetek,
kiilonosképpen az aftektiv zavarok, gyakrabban fordulnak eld a mitochondrialis betegek
korében, mint a hasonld stlyossagu szomatikus tiinetekkel €16 herediter neuropathias
betegeknél.

A mitochondridlis betegek egy jol definialt csoportjanak vizsgélata alapjan bemutattuk
az e betegekre jellemzé kognitiv hanyatlas eddig ismeretlen aspektusait.
Vizsgéalatunkban csokkent, de kiegyenstlyozott intelligenciaprofilt, elsdsorban
nonverbalis funkciok karosodéasat, szamos fokalis tlinetet taldltunk. A kognitiv
hanyatlds mértéke meghaladja a klinikailag, illetve képalkotd vizsgéalatok alapjan
megbecsiilhetd mértéket, a mtDNS barmely tipusi mutacidja mellett fennallhat és az
alapbetegségtdl fliggetlen progressziot mutat.

Annak érdekében, hogy az orvostarsadalom figyelmét felhivjuk a mitochondridlis
betegségek, a megfeleld €¢s minél koraibb diagnozis jelentOségére, egyik betegiink
esettanulmanyat részleteiben kozoltiik. Nala a szomatizacidos €és konverzids zavar
tiineteihez hasonlo klinikai kép mellett mitochondrialis betegségre utald laboreltérések
¢s pozitiv csaladi anamnézis volt jelen, diagndzisa mégis évtizedeket késett.

Regiszter- ¢és biobanképité tevékenységiink a neurodegenerativ betegségek
(NEPSYBANK) ¢és a schizophrenia (SCHIZOBANK) orszdgos biobankjanak

felallitasara, illetve bovitésére terjedt ki.
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