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1. Bevezetés

A genetikai tuddsanyag boviilésével egyre tobb betegség/betegségcsoport molekularis
patomehanizmusa keriil felismerésre. Igy azonosithatok egyrészt a gyakori, felnéttkori
kronikus betegségek hatterében allé genetikai varidnsok, masrészt az un. ritka betegségek
pontos diagnosztizaldsa ¢és differencidldiagnosztizaldsa is lehetdvé valik. A ritka betegség
meghatdrozasa nem egységes, az Eurdpai Uniodban a definicio szerint a ritka betegség az életet
veszélyeztetd, kronikusan senyvesztd, alacsony prevalencidju koérkép. Az alacsony
prevalencia a késdbbiekben 5/10000-ben lett megadva, igy az EU-ban ez hozzavetdlegesen
25-30 millio érintettet jelent. Jelen ismereteink szerint 5000-8000 ritka korkép 1étezik, és igy
a vildg népességének 6-8 szdzalékat érinti valamelyik. A ritka betegségek 75%-a
gyermekeben fordul eld, akik 30%-a nem éri meg az 6todik életévét. E betegségek altalaban
genetikai eredetliek, egyes becslések szerint kb. 80%-ukban azonositottak a genetikai hatteret.
A ritka korképek molekularis mechanizmusainak vizsgélata jelentds hatast fejtett ki a gyakori
betegségekkel kapcsolatos ismereteinkre is a korokok felderitése, a patomechanizmusok

megértése €s a komplexitas megfejtése tekintetében.

2. Irodalmi attekintés

Intézetliinkben néhany, orszagos egyediilalld6 molekuldris genetikai vizsgalat érhetd el,

ami lehetdséget ad a ritka betegségek bizonyos csoportjainak vizsgalatara

2.1.CDG szindroma

A kongenitalis glikozilacios defektus (CDG) az oligoszaharidok N-glikozilacids
szintézisében, képzddésében és processzalasban szerepet jatszé 21 enzim barmelyikének
hianya miatt fellépd, abnormalis oligoszaharid glikozildci6 miatt kialakuld anyagcsere
rendellenesség. Mivel a testfehérjéknek kb. a fele tartalmaz szénhidrat lancot és az emberi
genom kozel 1%-a (200-300 gén) szerepet jatszik a glikozilacios folyamatokkodolasaban,
ezért a klinikai manifesztacio is rendkiviil véltozatos.

A CDG diagnosztikus tesztje a transzferrin izoelektromos fokuszalas, ennek mintazata
alapjan kiilonithetd el e két f6 csoport: az I-es tipusdban az N-oligoszacharid prekurzorok

szintézisének egy korabbi szakaszdban, mig a II. tipusban a szintézis terminalis szakaszaban,



az oligoszacharidok processzalasaban fellépd hiba miatt alakul ki a betegség. A biokémiailag

megoldatlan eseteket Ix jelzéssel kiilonitjiik el az ismert formaktol.

2.2. Rett szindroma

A Rett szindroma (OMIM 312750) egy, féleg lanyokban jelentkezd stulyos, a kdzponti
idegrendszer szilirkedllomanyat érintd, korai fejlodési zavar, klasszikus formaja mellett tobb
varidnsa is ismert.

A betegség eléfordulasi gyakorisaga 1/10000-15000 lanyokban, 6roklédése X-hez
kotott dominans mintat mutat. A korkép hatterében az Xq28 régioban elhelyezkedd metil-
CpG-kotd fehérje 2 gén (MECP2) mutacioit irtdk le korokozoként, ez a klasszikus format
mutatd betegek 80-96%-ban, az atipusos format mutatd betegek kb. 40-50%-ban talalhato
meg . Mivel néhany esetben klinikailag jol meghatarozhatdan Rett szindrémas betegekben az
MECP2 gén mutaciéi nem voltak kimutathatoak, ezért felmeriilt mas gének szerepe is a
korkép létrejottében. Igy deriilt fény a ciklin-fiiggé-kinaz-szerti 5 (CDKLS5) és a forkhead box
protein Gl (FOXG1l) gének korokozd szerepére a szindroma atipusos formdinak

kialakuldsaban.

2.3. Mitokondrialis betegségek

A mitokondridlis betegségek altalaban ritka, multiszisztémas korképek, klinkailag,
genetikailag és biokémiailag nagyon kiilonb6zoek. A klinikai tiinetek alapjan szindrémas és

nem szindrémas formakra oszthatoak.

2.3.1. Genetikailag determinalt hallaskarosodas

A hallaskarosodas a leggyakoribb velesziiletett érzékszervi rendellenesség, 1000
Ujsziilottbdl egyet érint. A fellépés ideje alapjdn pre- és posztlingualisra oszthatod, attol
fliggden, hogy mas tiinetekkel tarsul-e, szindromds és nem-szindromas hallaskarosodas
kiilonithetd el, illetve csoportosithatd a sulyossag alapjan is. Oka lehet genetikai vagy nem
genetikai eredetli. A mitokondridlis DNS mutécioi is allhatnak a hallaskarosodas hatterében,

ezek szintén szindrémas és nem-szindromas formaban fordulhatnak eld.

2.3.2. Leigh szindréma

Az egyik legismertebb mitokondridlis szindroma elnevezését elsd leirdjarol, Denis
Leigh-r6l kapta, aki 1951-ben kozolte, és az észlelt elvaltozasok alapjan — agytorzsi kapillaris
proliferacié és fokalis nekrozis - szubakut nekrotizaldo enkefalomielopatidanak nevezte el. A

korkép altalaban gyermekkorban kezdddd neurodegenerativ betegség, jellemzden a kdzponti



idegrendszer, ezen beliil is az agytorzs, a talamusz, a bazélis ganglionok, a cerebellum és a
gerincveld teriiletén észlelhetd fokalis, bilaterdlis 1ézidival, ami demielinizacio, glidzis,
nekrozis, spongiozis vagy kapillaris proliferacié lehet. A korkép eléfordulasi gyakorisaga kb.
2,05/100000, ami 6 éves kor eldtt 1/32000-re tehetd. A tiinetek leggyakrabban két éves kor
elétt jelennek meg (infantilis forma), azonban el6fordul, hogy késobbi gyermekkorban
(juvenilis forma), illetve felnétt korban Iépnek fel.

szomatomentalis késés, izomhipotonia, laktat acidozis, epilepszids rohamok altalaban a

klinikai kép részét képezik.

3. Célkitiizés

A laboratériumi technikdk fejlédésének koszonhetéen a molekularis eltérések és
mechanizmusok feltdrasa egyre gyorsabba valt. Fontos feladat, hogy ezekhez a felfedezett
eltérésekhez minél pontosabban meg tudjuk hatarozni a fenotipusbeli jellegzetességeket. Ezért
alapvetd célkitlizéslink volt, hogy kiilonb6z0d, ritka betegségcsoportokban klinikai adatokat
gyljtsiink a jellegzetes tiinetek és a korlefolyas minél részletesebb meghatarozasara.

1. A CDG Ix csoportba tartozd betegek klinikai adatait 0sszehasonlitva a leggyakoribb
dizmorfias jelek, neuroldgiai és klinikai tiinetek alapjan a diagnosztizalt betegek gondozasa
soran javasolt vizsgalatok meghatdrozésa.

2. A Rett szindroma tiineteit mutatd magyar betegekben meghatarozni a genetikai eltérést,
az MECP2, a CDKLS5 ¢és a FOXG1 gének vizsgalataval.

Az adatok ismeretében a genotipus-fenotipus Osszefliggések feltarasa, ennek ismeretében
pedig egy diagnosztikus algoritmus feléllitasa.

3. A mt7445A>G mutacié miatt kialakult hallaskarosodads és esetleges kisérd tiinetek
részletes feltarasa sajat betegeinkben.

4. A mtl1777C>A mutacio detektalasat kovetden a leletek és korlefolyds ismeretében

egy, az eddig ismerttdl eltérd Leigh szindroma fenotipus részletes meghatarozasa.

4. A vizsgalatban résztvevé betegek

Az Eurdpai Unid javaslata alapjan a ritka betegségek ellatdsaban orszagos kézpontok
l1étrehozasa sziikséges. Magyarorszdgon intézetilink latja el ezt a feladatot, ami a koordinéléasi
munkak mellett diagnosztikai feladatot is jelent. Uj, orszagosan egyediil 4ll6 moédszerek

beallitasaval, majd ezekrél szakmai korben tortént tajékoztatast kovetden kerililnek a betegek



intézetiink genetikai jarobeteg ellatasara. Ebbol adoddan egy-egy ritka betegséggel is relativan
gyakran talalkozunk, és igy

a fenotipusos variaciok detektaldsdban nagyobb lehetdségekkel rendelkeziink.

A CDG-s betegcsoportban 10 olyan beteg fenotipusat elemeztiik, akiknél a vizsgalatok
soran a CDG Ix diagnozisat allitottuk fel.

A vizsgalat masodik részének beteganyagit azon betegek alkottdk, akiket a PTE
Orvosi Genetikai Intézetben Rett szindroma fenotipusa miatt, annak aldtdmasztasa, illetve
differencialdiagnosztikaja miatt vizsgaltunk. Ebben a csoportban 158 beteg részletes fizikalis
¢s dizmorfologiai vizsgalatat kdvetden elsd 1épésben az MECP2 gén analizisét végeztiik el.
Akiknél ebben a génben eltérést nem talaltunk, a kovetkezd lépésként a CDKL5 gén
vizsgalata tortént meg. Azokban a betegekben, akiknél a fenti két gén vizsgélata soran
koérokozo eltérést nem tudtunk kimutatni, a FOXG1 gén vizsgalatat is elvégeztiik.

A hallaskarosodas vizsgalata soran egy harom generacids csaladot vizsgaltunk, két
érintett egyeddel. Mivel a hallaskarosodas hatterében, magyar betegek koziil ebben a
csaladban mutattuk ki el8szor a mt7445A>G mutaciot, fenotipusukat az eddig ismertetett
betegekével hasonlitottuk Gssze.

Leigh szindromas betegiinknél a genotipus meghatarozasa utan keriilt sor a fenotipus
pontos elemzésére a rendelkezésre allo korleirdsok, eszkozds vizsgalatok (koponya MR,
kardioldgiai vizsgalatok, BERA, VEP) leletei alapjan. A genotipust kiilonbozd szovetekbol
nyert mintdn is meghataroztuk. A gyermek tovabbi hat csaladtagjanal végeztiik el a mutécio
meghatdrozasat. Az igy nyert adatainkat itt is a korabban mar ismertetett betegek adatival

vetettuk 0ssze.

5. Alkalmazott modszerek

5.1. Transzferrin izoelektromos fokuszalas

A vizsgalat elvégzéséhez 10 ul szérum minta sziikséges, amelyet elsé 1épésben vassal
szaturalunk: a szérumot 10 mM Fe(Ill)citrat (SIGMA) és 0,5 M NaHCO; (MERCK) 2:1
aranyu elegyébdl vett 3 pl mennyiségli oldattal Osszekeverve 30 percig inkubaljuk
szobahOmérsékleten. Ezutan a mintat 6x-osra higitjuk desztillalt vizzel, majd vortexeljiik.

A szaturaci6 utan elvégezziik az izoelektromos fokuszalast: 5-8 kozti pH gradienst tartalmazé

poliakrilamid gélt 15 °C-ra hutott szeparald feliiletre helyeziink (PHASTSYSTEM;



Pharmacia). Az elOkészitett mintakbol 1 pl-t a gélre felvisziink, majd elvégezziikk az
elektroforézist (2000 V, 5.0 mA, 3.5 W, 15 °C kondicidk mellett 130 Vh ideig).

Az elektroforézis utdn a gél felszinén 60 pl anti-transzferrin antitestet (RABBIT ANTI-
HUMAN TRANSFERRIN, DAKO, A0061) closzlatunk. Az antitest a gélben jelenlévo
transzferrinhez kotédve azt immobilizalja. Az elvalasztott, immobilizalt transzferrin formakat
(asialo-transzferrin -> hexasialo-transferrin) Coomassie blue festéssel tessziik lathatova. Az
egyes mintdk kiilonféle sialo-transzferrin formdinak mintdzatat egy koros és egy normal

kontroll mintdhoz viszonyitva értékeljiik.

5.2. Polimeraz lancreakcio (PCR)

Munkank soran alkalmazott genomi DNS mintat etilén-diamin-tetra-acetattal (EDTA)
alvadasgatolt periférias vér fehérvérsejtjeibol nyertiik rutin kis6zasos modszerrel (Miller
1988). A rendelkezésiinkre all6 DNS mintakbol a vizsgalni kivant szakaszokat altalunk
tervezett polimeraz lancreakcidval amplifikaltuk fel. A reakcidelegyet minden vizsgalatunknal
50 ul végtérfogatra allitottuk Gssze, melyhez 200 uM dNTP oldatot, 1 U Taq polimeraz
enzimet (10 U/ul), 5 ul puffer oldatot (500 mM KCI, 14 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI; pH
9,0), 0,2 mM megfeleld primerpart (Metabion International AG, Martinsried, Germany) és 1
ng DNS templatot hasznaltunk.

5.3. Restrikcios fragmentum hossz polimorfizmus (RFLP) modszer

A restrikcids endonukledzokkal torténd hasitashoz 10-15 pul PCR terméket hasznaltunk
fel. A reakcidhoz minden esetben 1 U megfeleld restrikciés endonukleazt (Fermentas Inc.,
Burlington, ON, Canada), az enzim mikodéséhez sziikséges 10x puffert és steril desztillalt
vizet hasznéltunk, majd a reakcidelegyet a restrikcidos enzimnek megfeleldé homérsékleten
inkubaltuk. A restrikcids hasitds tervezésénél minden esetben arra torekedtiink, hogy az
enzimnek a felsokszorozott DNS szakaszban a genotipustol fiiggetleniil legyen egy obligat

hasitasi helye, amely segitségével meggydzodhetiink az enzim megfeleld mitkodésérdl.

5.4. DNS szekvencia meghatarozas és analizis

Mutécidanalizis céljabdl illetve RFLP eredményeink alatdmasztasa érdekében mindkét
iranybol torténd direkt szekvenaldssal hatdroztuk meg mintdink nukleotidsorrendjét. A
vizsgalatot ABI Prism 3100 Avant tipust automata szekvenal6 késziiléken végeztiik (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA). A kapott szekvenciak referencia-szekvenciaval torténd



Osszehasonlitasat a Winstar genetikai programcsomaggal végeztik (DNASTAR Inc.,
Madison, WI, USA).

Az MECP2, CDKLS5 ¢és FOXG1 gének vizsgalata direkt szekvenalassal tortént. Az
MECP2 gén 3 kodold szakaszanak (2-es, 3-as és 4-es exon) amplifikdldsdhoz az altalunk
tervezett 9 primer part hasznaltuk. A CDKL5 gén esetében részben az irodalomban korabban
publikalt, részben altalunk tervezett primerekkel analizaltuk a 22 kodold szakaszt, mig a

FOXG1 gén vizsgalatanal sajat tervezésii primereket alkalmaztunk.

5.5. Multiplex ligaciofiiggoé préoba amplifikacio

Az MECP2 ¢s a CDKLS5 gén nagyobb atrendezddéseit a SALSA MLPA kit PO15
MECP2 kitek segitségével vizsgaltuk a gyart6 MRC Holland (Amszterdam, Hollandia)
ajanlésa szerint probamix az MECP2, CDKLS5, ARX és NTNGI génekre specifikus probakat
tartalmaz.

A multiplex ligaciofiiggé amplifikdciohoz 100ng genomialis DNS-t 16 oOran at
hibridizaltunk a specifikus probakkal, majd a ligaciot kovetden fluoreszcensen jeldlt primerek
jelenlétében PCR amplifikacidt alkalmaztunk. A PCR termékeket ABI Prism 310 Genetic
Analyzer automata szekvenatoron, fragment analizis sordn szeparaltuk és kvnatifikaltuk. Az
adatok kiértékelése sordn a fragmentek csucsmagassagat vettiik figyelembe, és normalizaltuk
ugy, hogy a kontroll fragmentek csucsmagassaganak Osszegével osztottuk el az egyes
csticsmagassagokat. Ezek utan az 6t kontroll minta atlagos normalizélt csticsmagassagaval
osztottuk el a kapott értéket. Ezzel a modszerrel a kapott eredmények az adott allélok
kopiaszamat adjak meg normal kontrollokhoz viszonyitva. Azon mintdkat, amelyek
valamilyen kopiaszambeli eltérést mutattak, 1jbdl alavetettiik az analizisnek, és csak akkor
tekintettiik a deléciot vagy duplikaciot igazoltnak, amennyiben azt a két fiiggetlen mérés

eredménye egyhangulag alatamasztotta.

6. Eredmények

6.1. A CDG Ix klinikai spektruma

Azokndl a betegeknél, akik esetében a CDG Ix diagnodzisat allitottuk fel, a két
meghatarozo tiinet a fejlodésbeli késés és az axialis hipotdnia volt. Elobbit a betegek 91,

utobbit 82%-aban észleltiik. Emellett nem-specifikus tlineteket, mint dizmorfids jelek,



rendellenes alvadasi faktorok, hipoalbuminémia, méjbetegségek, kiilonb6zd audioldgiai €s
szemészeti rendellenességek, figyeltiink meg. strabizmus és nisztagmus ritkdbban forrdult elo.

A klinikum szdméra fontosnak tartunk kiemelni néhany olyan beteget, akiknél a

tiinetek szokatlan, azonban CDG Ix-re jellegzetes tarsuldsa volt megfigyelhet6:

- Négy betegben optikus atrofia ¢és ennek kovetkeztében kialakuld vaksag
extrapiramidalis tiinetekkel tarsult, ebbdl két betegnél kisagyi atrofia, egynél
polineuropatia is tarsult a klinikai képhez, illetve egynél majkarosodas jelei és
véralvadasi rendellenességek volt megfigyelhetdek.

- Két betegben katarakta és epilepszids rohamok tarsultak majkarosodassal.

- Egy — egy betegben nefrozis szindroma, mikrokefalidval, epilepszias rohammal,
aszcitesszel ¢és hepatomegalidval, illetve artrogripdzis makrokefalidval,

polineuropatiaval és vesecisztaval jart egyiitt.

A klinikai tiinetek alapjan jol elkiilonithetd a korkép két alcsoportja: a kizarolag
neurologiai tiinetekkel, illetve a neurologiai és tobbszervi manifesztacioval jaré forma.
Anyagunkban a korkép kizarolagosan neurologiai prezentacidja 6 betegnél volt észlelhetd. A
sajat 10 beteglink és az irodalomban kozolt 13 beteg részletes tlinettanat az 1. tdblazat

mutatja.

6.2. A fenotipus-genotipus vizsgalata Rett szindromaban

Ebben a betegcsoportban elsd 1épésben elvégeztiik az MECP2 gén mutacioszlirését,
majd azokban a betegekben, akiknél ennek soran eltérést nem talaltunk a CDKL5 gén
vizsgalata tortént. Utolsod 1épésként azoknal, akiknél mindkét gén vizsgalata negativ volt, a
FOXG1 gént analizaltuk.

Az MECP2 vizsgalata sordn 22 kiilonbozd ismert eltérést észleltiink 42 betegnél: 7
frameshift delécid, 4 nonsense és 10 missense mutaciot, egy betegben pedig egy nukleotid
inzerciot talaltunk. Az észlelt mutaciok megoszlasat a 2. tablazat foglalja 6ssze.

Egy betegben a Rett szindroma patogenezisében eddig még nem tisztazott szerepet
jatszd ¢c.925C>T (p.Arg309Trp) missense mutaciot észleltiik, amit eredetileg egy,
beszédelmaradas és fejlodésbeli késés miatt vizsgalt 7 éves fiuban irtak le el6szor.

Ezen kiviil egy 18 bazisparos deléciot (c.1162 1179del18) talaltunk egy beteglinkben
¢s az édesapjaban is. Mivel az apa egészséges volt, és a probanda hordozott még egy, a
leolvasasi keret eltolodasat okozo inzerciot (c.276 277insQ) is, azt feltételeztiik, hogy — bar a

RettBASE: IRSF MECP2 Variation Database szerint nem egyértelmiien eldonthetd, hogy ez a



deléci6 mutacié vagy polimorfizmus - betegiinkben nem a 18 bazisparnyi delécio felelds a
Rett fenotipusért.

Az MECP?2 vizsgalata soran nyert genotipus-fenotipus dsszefliggéseket részletesen a
2. tblazat mutatja, néhany adatot azonban fontosnak tartunk kiemelni: az MECP2 negativ
betegek mindossze 17%-a mutatta a RTT klasszikus formdjat, 8% esetében az RTT
kongenitalis formaja volt valoszintisithetd, és 12%-uk fia volt.

A vizsgalat kovetkez6 1épéseként a CDKL5 gén mutéciosziirését végeztiik el azokban
a betegekben, akikben az MECP2 tesztelés soran korokozo eltérést nem taldltunk. Ennek
kapcsan 8 betegben megtalaltuk ¢.2327A>C (p.GIn791Pro), 1-1 betegben pedig a ¢.3003C>T
(p.-His1001His) ¢és ¢.3084G>C (p.Thr1708Thr) ismert polimorfizmusokat, valamint két
betegben 1-1, eddig még nem ismert mutaciot, a c.607G>T (p.Glu203Stop) és a ¢.536C>T
(p-Ser179Phe).

6.3. A mt7445A>G mutacio miatt kialakult hallaskarosodas

A fenti mutaciot eddig minddssze hat csaladban észlelték a hallaskarosodas hatterében
(Reid, 1994). Az éltalunk vizsgalt csalad és az irodalomban eddig leirt csaladok

eredményeinek Osszevetését a 3. tablazat mutatja.

6.4. A mt11777C>A mutacio kovetkeztében kialakult Leigh szindroma fenotipusa

A vizsgéalt gyermek kezdeti tiinetei - negativ csaladi- és terhességi anamnézist
kovetden - a korai perinatalis iddszakban fellépd nyugtalansag, hdnyds majd az 6todik
¢letnapon fellépd mioklonusok voltak. Hét honaposan fizikalis statuszaban spaszticitas,
konvulzi6, és cerebral parézis volt észlelhetd, az elvégzett EEG vizsgalat hipszaritmiat
véleményezett. West szindroma diagnozisat allitottdk fel, és antiepileptikus kezelést kezdtek,
a gyogyszer beallitasat kovetden 16 honapos koraig gorcsmentes volt, EEG vizsgalat negativ
lett. A megismételt 1,5-T MR vizsgalat az egész nyultagy és kozépagy teriiletén fokozott
szignalintenzitadst mutatott, a proton spektrometria emelkedett laktat szignalt detektalt. Bar a
gyermeknek ,.stroke-like” tiinetei nem voltak, a klinikai kép mitokondridlis enkefalomiopatiat
valdszinisitett. Ezt kdvetden a betegség gyorsan progredialt, a gyermek szomnolens lett,
gyakran hanyas jelentkezett, a kardiologiai vizsgalat hipertrofias kardiomiopatiat észlelt. A
légzés- és keringés ledllasa miatt 17 honaposan exitalt. A beteg vérébol, majabol és

vazizmabol izolalt DNS-en a leggyakoribb, Leigh szindrémat és MELAS-t okozé mutaciok



vizsgélata negativ eredményt adott. Ezt kdvetden a mtl1777C>A mitokondrialis mutéciot
vizsgaltuk, amit a beteg minden mint4jaban heteroplazmias forméaban detektaltunk. RFLP
agardz gél denzitometrids analizise az 11777A allél aranyat vérben 50%-nak, izomban és
majban 60%-nak mutatta. Beteglinkben észlelt eltérések Osszevetését az irodalomban eddig

ismertetett betegek tiineteivel a 4. tAblazat mutatja

7. Az eredmények megbeszélése

7.1. CDG Ix

A 10 altalunk diagnosztizalt és a 13 korabban kozolt CDG Ix szindromdas beteg klinikai
adatait attekintve a kovetkez6 megallapitasokat tehetjiik:

- A CDG Ia szindromara jellegzetes invertalt emlébimbodt és abnormalis zsireloszlast mas
CDG formakban is megfigyelhetjiik, bar sokkal ritkdbban.

- A betegekben leggyakrabban észlelt dizmorfias tiinetek- nem specifikus tiinetek, gyakran
kisérik a kdzponti idegrendszer kongenitalis anomaliait

- Az abnormalis alvadasi paraméterek gyakran fordulnak elé CDG Ix altipusban, néha
tiinetmentesen. Ezért mindig, CDG gyantja esetén épp ugy, mint konkrét diagndzisnal, az
alvadasi paraméterek ellendrzése sziikséges.

- Szemészeti elvaltozasok koziill CDG Ix alcsoportban jellegzetes a latéideg sorvadas,
valamint kissé ritkdbban a kétoldali katarakta és glaukoma tarsulasa.

Vizsgalataink alapjan minden izomhipotonias, dizmorfids gyermekben, akinél katarakta is
fennall, CDG irdnyaba torténd vizsgalatok elvégzését javasoljuk.

Latoideg sorvadas disztonids mozgéassal torténd tarsuldsa Leber optikus neuropatiaban
észlelhet6, azonban CDG eddig még nem tisztazott altipusaban is leirasra keriilt. Ezért
javasoljuk LHON esetén, amennyiben a mitokondrialis vizsgéalatok negativ eredményt adnak,
CDQG tesztelés elvégzését.

A klinikai tlinetek és a korlefolyas alapjan a CDG Ix-es betegek tisztdn neuroldgiai és
neuroldgiai-tobbszervi tiineteket mutatd csoportra oszthatok. A csak neurologiai tiineteket
mutatd betegek korlefolydsa enyhébb, mig a masik csoportba tartozoknal korabbi kezdet,

gyorsabb korlefolyés észlelhetd.
7.2. Rett szindréma

A szindroma klasszikus forméjdban szenvedd betegek kb. 60%-aban lehetett az

MECP2 gén mutécidit kimutatni, irodalmi adatok alapjan. Mi a beteganyagunkban minddssze
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27,6%-ban talaltuk meg ebben a génben az eltérést. Ennek két magyarizata lehetséges:
egyrészt az MECP2 gént érintd nagyobb genomi atrendezddések, amik a szekvenalassal nem
detektalhatok, és amelyek a klasszikus esetek kb. 37%-aban, mig az atipusos formak 7,5%-
aban koérokzok. A viszonylag alacsony arany masik magyarazatat a fenotipus elemzés adja,
hisz az MECP2 negativ betegek minddssze 16,2%-a mutatta a szindroma klasszikus formd;jat.
soran a CDKLS5 gén koroki eltérését két atipusos Rett fenotipust mutatod betegiinknél talaltuk
meg, mig a FOXG1 génben egy esetben sem talaltunk eltérést. Ennek hatterében szintén két
okot talaltunk: egyrészt a FOXG1l gén 4ltaldban alacsony aranyban észlelhetd Rett
szindromasokban, a masik ok, pedig, hogy betegeink kdzott minddssze kb. 8%-ban észleltiik a
kongenitalis forma tiineteit.

A génatrendezédések kimutatdsidra alkalmas vizsgéalati modszer az MLPA, ami
nemrég keriilt beallitdsra intézetiinkben. Azoknal a betegeknél, akiknél a fentebb leirt
vizsgalatok soran eltérést nem észleltiink, folyamatban van az MECP2 és a CDKLS5 vizsgalata

ezzel a moédszerrel, eddig 1 betegnél észleltiink eltérést.

7.3. A mt7445A>G mutacio miatt kialakult hallaskarosodas

crcr

talaltunk. A 7445G varians eddig mindossze hat csaladban keriilt felismerésre, néha
palmoplantéris keratodermaval kombindlodva, néha anélkiil. A betegség penetrancidja és
expresszivitasa csaladon beliil is valtozo volt. Az altalunk talalt magyar csaldd vizsgalata
kapcsan ugy gondoljuk, hogy mas mitokondridlis és nukleéris faktorok, valamint kornyezeti
agensek is — nagy valdszinliséggel - szerepet jatszanak a hallaskarosodas kialakuldsdban. Az
érintett mutacié a vizsgalt csaladokban homoplasztikus és heteroplasztikus formdban is
el6fordult, azonban eddig olyan csalddot, ahol egyszerre mindkét - homo- és heteroplasztikus
— forma kimutathat6 volt, rajtunk kiviil még nem észleltek. Amellett, hogy a heteroplazmia
aranyaban igen jelentds kiilonbségek észlelhetdk csaladon beliil, a csalad mindkét 4gaban
klinikailag érintett (hallaskarosodott) csaladtagok talalhatok. Ez alapjan azt a megallapitast
tehetjlik, hogy a mutans mtDNS aranya Oonmagaban nem hatarozza meg sziikségszeriien a
klinikai tiinetek kifejlodését. Fontosnak tartjuk kihangsulyozni azt is, hogy az mt7445A>G
eltérés analizise, ebben ¢€s a korabbi vizsgalatokban is, csak a vér leukocitdkban tortént meg.
A normal és a mutans allélek ardnya a kiillonb6zd szovetekben, pl. a hallészerv sejtjeiben
eltérd lehet, mindamellett, hogy a mutacio altal kérositott fehérje még nem azonositott. Az

azonban mindenképpen Iényeges adat, hogy egészséges kontrollokon a mt7445A>G mutacio
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alapos vizsgalata soran kizardlag a normal allélt lehetett kimutatni. Ez alatamasztja a vizsgalt

csaladban észlelt eltérés patoldgids szerepét.

7.4. A mtDNS 11777C>A mutacié kovetkeztében kialakult Leigh szindroma

A Leigh szindroma genetikai hattere igen heterogén, ennek megfeleléen szamos
mtDNS mutacid6 is allhat a hatterében. Ugyan a mt11777C>A mutaci6 egy gyakorinak tartott
elvaltozas, mindossze négy betegben azonositottak az irodalomban. Az irodalmi adatokat
Osszevetve a tiinetek az altalunk ismertetett betegnél jelentkeztek a legkorabban (7 honapos
korban), és ezek a tobbi beteg tiineteitdl jelentsen eltértek (West szindroma, toxikus hanyéas
¢s hipertrofids obstruktiv kardiomiopatia). A betegség progresszidja az O esetében igen
agressziv volt, ami korai fatalis kimenetelhez vezetett. Mindezek alapjan betegiink a tobbi
ismertetett esettdl jelentOsen eltér, ezzel is alatdmasztva, hogy rendkiviil széles a talalt

mutécio altal okozott fenotipusos spektrum.

8. Osszefoglalas

Tanulméanyunkban a kovetkezd genotipus-fenotipus asszociaciokat figyeltiikk meg:
1. CDG Ix szindromas betegek vizsgalata kapcsan:

- meghatarozo tiineteknek a fejlodésbeli késést és az axialis izomhipotoniat tartjuk,
emellett a betegek kb. felében nem specifikus kraniofacialis dizmorfia észlelhetd
(mikro/retrogndtia, hipertelorizmus, nagy ¢és alacsonyan iild fiil).

- magas a véralavadasi rendellenességek eléforduldsi ardnya, ami esetenként csak
kéros laboreredmények formdjaban észlelhetd, ezért javasolt az alvadasi
paraméterek ellendrzése ezekben a betegekben.

- a klinikai képhez gyakran tarsul szemészeti rendellenesség, ami leggyakrabban
latoideg sorvadas.

- néhany esetben a tiinetek szokatlan tarulasa alapjan meriil fel a CDG Ix diagnozisa.

2. A Rett szindroma tuneteit mutatd betegekben:

- részletesen meghataroztuk az MECP2 génben észlelt mutaciok megoszlasat és
frekvenciajat.

- pontos megfigyeléseket tettlink a fenotipusos jegyekkel és a Dbetegség

progressziojaval kapcsolatban a genotipus viszonylataban.
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- a CDKL5 génvizsgalata soran két betegben egy-egy 1j mutaciot irtunk le, amihez
meghataroztuk a pontos klinikai képet.

- eredményeink alapjan javasoljuk a korai terdpiarezisztens epilepsziaval jaro6 RTT
betegekben a CDKL5 gén vizsgalatanak elvégzését az MECP2 gén negativitasa
esetén, vagy akar elsé vizsgalatként is elvégezni.

3. A mtDNS 7445A>G mutaciot hordozo csalad vizsgalata soran:

- els6 alkalommal észleltiik magyar csaladban ezt a ritka mutaciot

- a koros forma megoszlasaban jelentds kiillonbségeket taldltunk az érintett és a
klinikailag egészséges tagok kozott, ezzel aldtdmasztottuk azt a tényt, hogy a
klinikai kép szempontjabdl — akar egy tiinet sulyossagat, akar egyéb tarsuld
tinetek jelenlétét tekintve - a vérben észlelhetd koros mtDNS ardny nem
meghatarozo.

4. A mtl1777C>A mutacidja kovetkeztében kialakult Leigh szindroma esetén:

- 4j fenotipust irtuk le, mivel egyrészt betegiinkben I1épett fel a legfiatalabb életkorban
a betegség. A vezetd tiinetek - West szindroma, toxikus hanyas és hipertrofids
obstruktiv kardiomiopatia — szintén eltértek az eddig ismertetett betegektdl, a
korlefolyds pedig a tobbi beteggel 0Osszehasonlitva lényegesen gyorsabb
progressziot mutatott.

- a sajat és az irodalomban ismertetett betegek fenotipusat vizsgalva megfigyeltiik,
hogy a mt11777C>A mutéacié kovetkeztében kialakuld korképek széles klinikai

spektrumot dlelnek fel.
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1. tablazat CDG Ix betegek klinikuma

Tiinet

Beteg

33

11-13

14

16-17

18

20-21

22-23

Dizmorfias jelek

Izom hipoténia
Pszihomotoros retardacid
Retinitisz pigment6za
Glaukoma

Katarakta

Optikus atroéfia
Extrapiramidalis tiinetek
Stroke-like epizodok
Epilepszias roham
Kardiomiopatia
Izomgyengeség, emelkedett CK
Polineuropatia

Kisagyi atrofia
Artrogripozis
Novekedési zavar
Cisztas vesebetegség
Légzési elégtelenség
Hasmenés/hanyas
Majkarosodas
Hipoalbuminémia
Alvadasi rendellenesség
Trombocitopénia
Visszatér6 infekciok
Idegrendszeri prezentacio

Ideg+ tobbszervi prezentacio

+ o+ +

+ o+ o+ | s

+ o+ +

+

+ o+ +

+ o+ +

+ o+ +

+
+
+/-

? tranziens majfunkcios rendellenesség
Késobbi diagnozis. CDG Ik.

11-13: De Lonlay et al (2001). 14: Mention et al (2001). 15: Prietsch et al (2002). 16-17: Acarregui et al (1998). 18: Zentilin et al (2003). 19: Assmann et al (2001). 20-21: Cohn et al

(2006). 22-23: McKenzie et al (2007)
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Mutacio (43)

Polimorfizmus (8)

Negativ (74) — 9 fiu

I. stadium
eseménytelen
lasst fejlodés

izomhipotonia

44.,2%
51,2%

4,65%

50%
37,5%

12,5%

27,39%
71,23%

1,36%

I1. stadium kezdete

19,9 honap (6-48)

14,6 honap (8-24)

21,39 honap (3-66)

Nem meghatarozhat6 25% 19,17%
Dizmorfias jelek

mikrokefalia 74,4% 37,5% 41%
kis 1ab 46,5% 12,3%
arc aszimmetria 34,8%

szkoliozis 32,5% 23.2%
diszkrania 15%
negativ 4,65% 12,5% 17,8%
Neurologiai jelek

Sztereotipia/kényszeres mozgas 76,7% 62,5% 49%
Gorcs 44,1% 42,4%
koros reflex 37,2%

izomhipotonia 34,8 % 50% 50,6%
autisztikus jelek 37,5%

neuroradiologiai eltérések 21,9%
negativ 4%
enyhe fenotipus 4,65%

klasszikus fenotipus 16,2%
Elekor a vizsgalat idején 6,8 év (2-21) 5,5 év (2-9) 5,3 év (0,75-18)

2. tablazat. Genotipus-fenotipus osszefiiggések az MECP2 gén kapcsan
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Vizsgalt csalad Vizsgalt/érintett Mutaci6 eléfordulasa Hallaskarosodas Egyéb Mas lelet Vizsgalt gén
nemzetisége beteg megjelenésének ideje tiinet
Skot 14/13 homo/heteropl 3-18 év - Polimorf. MT-CYB
Uj-zélandi 10/18 Heteroplasztikus 2.évtized - Két szek. MT-ND
Leber mut.
Japan 3/17 homoplasztikus gyermekkor PPK - -
francia 2/4 homoplasztikus >6 év PPK nem vizsg. -
Ukran 57 homoplasztikus 6-15 év - - -
portugal 8/10 homoplasztikus nincs adat PPK Nem vizsg. -
magyar 5/2 homo/heteropl. gyermekkor - Polimorf. 16S rRNS,
MT-ND,
Mt-CYB,
MT-COI-II

3. tablazat. A mt7445A>G mutacié miatt kialakult hallaskarosodas fenotipusai
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beteg vizsgalt 11777C>A elsd tiinetek egyéb tiinetek egy¢éb lelet
nemzetisége/neme szovet mutacié megjelenésének
ardnya (%) | idopontja Mitokondridlis mutécié haplotipus
japan /nél1 izom 83 3 év 5 ho (alacsony | Exotropia (jobb szem) 73A>, 150C>T, 151C>T, 263A>G, 303delC, 310insC, D5
vér mioblaszt | 40 noves) mérsékelt izomtonus csokkenés 489T>C, 527C>G, 1107T>C, 1438A>G, 2706A>G,
fibroblaszt 78 vér és liquor: emelkedett laktat 3106delC, 4200A>T, 4216T>C, 4317A>G, 4769A>G,
57 MRI: a k6zépagy és a talamusz 4833A>G, 4985G>A, 5178C>A, 5301A>G, 5442T>C,
teriiletén bilateralisan koros 5554C>T, 7028C>T, 7129A>G, 7669C>T, 8580C>T,
jelintenzitas 8860A>G, 10397A>G, 10398A>G, 10400C>T,
10873T>C, 11394T>C, 11719G>A, 12705C>T,
12810A>G, 13984C>T, 14783T>C, 14927A>G,
15043G>A, 15301G>A, 15326A>G, 15622T>C,
15737G>A, 16184insC, 16190delC, 16233C>T,
16291C>T, 16311T>C, 16316A>G, 16362T>C
japan /n6 2 izom 76 3 év (disztonia) Exotropia (bal szem), alacsony névés, | 73A>G, 143G>A, 152T>C, 204T>C, 263A>G, 489T>C, HV-N-L3
vér mioblaszt | 52 fokozott mélyreflexek, disztonia 709G>A, 1438A>G, 3106delC, 3426 A>G, 4769A>G,
76 vér/liquor: enyhén emelkedett laktat 4833A>G, 4985G>A, 5108T>C, 7028C>T, 7621T>C,
MRI: bazalis ganglionok, substancia 8701A>G, 8854G>A, 8860A>G, 9540T>C, 10398 A>G,
nigra és gerincveld teriiletén 10400C>T, 10873T>C, 11335T>C, 11719G>A,
bilateralisan koros jelintenzitas 12705C>T, 14569G>A, 14766T>C, 15043G>A,
15301G>A, 15326A>G, 15746A>G, 16233C>T,
16274G>A, 16362T>C
olasz/né izom 60 6 év (kétoldali Leigh szindroma -szerii tiinetek, ND
latéideg sorvadas) | normal laktat
MRI: bazalis nukleuszok teriiletén
koros jelintenzitas
angol/férfi izom 93 67 év (bal oldali Hemiparézis, epilepszia, pankreatitisz, ND
agy 67-81 nyugalmi tremor) vér/liquor: emelkedett laktat,
MRI: Frontélis és parietalis lebenyben
és a kisagyi hemiszfériumban
hiperintenz 1éziok
magyar/férfi izom 60" 7 hoé (spaszticitas, hipszaritmia, West szindroma 4216T>C, 11719G>A, 12453T>C, 13708G>A, J
vér 50° 60" | hipotdnia, MRI: frontalis atrofia és kamratagulat, | 15452C>A
maj cerebralis parézis) | fokozott jelintenzitas a teljes

mezenkefalon és a nytltagy teriiletén
agyban emelkedett laktat

Toxikus hanyas, hipetrofias obstruktiv
kardiomiopatia

4. tablazat. A mtDNS11777C>A mutacié kovetkeztében kialakult Leigh szindroma fenotipusai
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