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BEVEZETES

A neuroimmunoldgia targykorébe azon kozponti- és periférias idegrendszeri
korképek tartoznak, melyek patomechanizmusaban az immunologiai mechanizmusok
fontos szerepet jatszanak. A neuroimmunoldgiai betegségek jelentés csoportjat az
autoimmun korképek alkotjak. Ezek felosztasa, csoportositasa tobb szempont szerint
torténhet - alapul vehetjuk a patomechanizmust, oszthatjuk a betegségeket primer,
kizar6lag az idegrendszert érint6 immunologiai betegségekre, ill. szisztémas
immunbetegségek idegrendszeri manifesztacidjarél beszélhetliink, masrészrél az
idegrendszeri strukturak érintettsége szerint |éteznek kozponti idegrendszeri,
neuromuscularis junctiot, vagy a periférias idegrendszert érint6 immunmedialt
betegseégek.

Az osztalyozas, a koérképek pontos definialasa a terapias lehetéségek
tukrében nyer jelentdséget, hiszen hasonld tunetekkel jar6, de kulonb6zé
patomechanizmusu betegségekben a potencidlisan hatékony terapiak eltéréek
lehetnek.

Jelen dolgozat alapjat képez6 vizsgalatainkat harom iranyba inditottuk el: Mar
ismert terapiak hatasait, ill. a terapia elhagyasanak kovetkezményeit elemeztik; a
kezelés hatékonysagat potencialisan befolyasolé hattér-tényezéket, molekularis
markereket vizsgaltunk, ill. a korképek egyes fontos differencial-diagnosztikai
szempontjait elemeztik.

CELKITUZESEK

1. A kombinalt immunmodulalé kezelés biztonsagossaganak, toleralhatésaganak
vizsgalata nagyszamu myasthenia gravisban (MG) szenvedd beteg hosszu tavu
kezelése soran, a mellékhatas-spektrum részletes elemzése.

2. Hosszu tavu kombinalt immunmodulalé kezelés hatasanak vizsgalata a
myasthenias betegek krizis-ratajanak alakulasara.

3. Annak vizsgalata, hogy az immunmodulans (IM) kezelés tartés megszakitasanak
milyen negativ hatasai vannak sclerosis mulitplexes betegekben.

4. Csaladi halmozédasu sclerosis multiplex (SM) epidemioldgiai vizsgalata
hazankban.

5. SM és Leber-féle herediter optikus neuropathia (LHON): differencial-diagnosztikai
szempontok elemzése, a két korkép egyulttes el6fordulasanak felmérése és
biokémiai eltérések vizsgalata LHON-ban.

6. Molekularis markerek vizsgalata, azok jelentésége neuroimmunolégiai betegségek
diagndzisaban, differencial-diagnosztikajaban és  terapiajaban: ellenanyag
vizsgalatok myasthenia gravisban, az autoimmunitasban kulcsszerepet jatszé gének
polimorfizmusanak vizsgalata; szovet és DNS bank kialakitasa SM-ben és MG-ban
szenvedd betegektél.



EREDMENYEK

1. KOMBINALT IMMUNOSZUPRESSZIV KEZELES HOSSZU TAVU MELLEK-
HATASAINAK VIZSGALATA MYASTHENIA GRAVISBAN

Generalizalt MG-ban szenved6 163 beteget kovettlink atlagosan harom éven
keresztul, akik 1996 januarja és 2002 decembere kozott kombinalt azathioprin-
methylprednizolon (PRE-AZA) kezelésben részesultek a Jahn Ferenc Dél-pesti
Koérhazban. A diagndzis feldllitasa a tipusos klinikai tinetek és a pozitiv EMG
eredmények alapjan tortént, az anti-AchR ellenanyag (AchR EA) kiegészit
vizsgalataval (a betegek 84,6%-ban szeropozitivak, 15,4%-ban szeronegativak
voltak; MuSK EA vizsgalat akkor még nem torténhetett). A kombinalt immunmodulalo
terapia beallitdsara magas doézisu kolineszteraz-gatlé (pyridostigmin-Mestinon)
terapia mellett is kifejezett, életmin6séget rontd myasthenias tinetek miatt, vagy
myasthenias krizis kapcsan kerilt sor. A betegek klinikai besorolasa a Myasthenia
Gravis Foundation of America (MGFA) Klinikai Klasszifikacioja alapjan tortént. A
megfigyelési idészak elteltével a betegeket két csoportra osztottuk: az egyik
csoportba kerultek azok, akiknél nem fordult el6 mellékhatas a vizsgalat soran, a
masik csoportba pedig azok, akiknél mellékhatas jelentkezett. A mellékhatasokat
tovabb bontottuk ,AZA mellékhatasokra®, ,szteroid mellékhatasokra” és ,AZA +
szteroid mellékhatasokra”.

A betegek a kovetés soran 3 havonként jelentkeztek klinikai és laboratériumi
kontrollra. A vizitek soran a betegek részletes kérddivet toltdttek ki a potencidlis
mellékhatasokra vonatkozé kérdésekkel, célzottan rakérdeztink mindkét gyogyszer
ismert mellékhatasaira, ill. arra, hogy észleltek-e valami szokatlan, Uj jelenséget a
kezelés ideje alatt. A laborvizsgalatok mennyiségi és minéségi verképbdl, majfunkcio,
vércukor, ionok, karbamid-kreatinin vizsgalatabdl és rutin vizelet-vizsgalatbdl alltak.
Ezen vizsgalatokat a kezelés kezdetén 2 hetente, majd harom honap elteltével 4
hetente elvégeztettik (lakdhelyhez legkdzelebb esé laboratériumban), és elemeztik.

Megbeszélés:

Prospektiv, nyilt vizsgalatunkban 163 beteg hosszu tavu kovetésével
vizsgaltuk a kombinalt AZA+ PRE terapia biztonsagossagat, mellékhatas profiljat.
Osszességében magas aranyban fordultak el6 mellékhatasok (61,4%), de ezek
dontd tobbsége szteroid mellékhatas volt, és reverzibilisnek bizonyult a szteroid
kezelés leépitése utdn. A szteroid elhagyasa a betegek 76,7%-anal lehetségessé
valt 12-18 hénap eltelte utan. lzolalt AZA mellékhatdas 20%-ban fordult eld.
Ugyanakkor sulyos, a kezelés felfuggesztését igénylé mellékhatas csak 10 betegnél
fordult elé. Elsésorban hematoldgiai mellékhatast észleltink, leukopenia, anémia,
pancytopenia kialakulasat, ill. majfunkci6 rosszabbodast. A mellékhatasok
kialakulasa nem tlnik doézisfiggdnek, mivel a mellékhatassal biré ill. mellékhatas-
mentes csoportban nem volt kildnbség az AZA ddézisa kozott. Fontos kiemelni, hogy
a PRE-AZA terapia egyik ,rettegett” mellékhatasat, a sulyos fertézések aranyat igen
alacsonynak talaltuk: 1.8% volt. A mellékhatasok kialakulasanak latenciaja is emlitést
erdemel, mivel igen valtozo volt, de késdi melléekhatasként elsésorban hematoldgiai
eltéréseket észleltunk. A malignus tumorok kialakulasanak aranya nem volt
gyakoribb, mint a varhatd, életkorhoz tarsul6 gyakorisag. A legérdekesebb
megfigyelés az volt, hogy a mellékhatasok kialakulasanak valoszinisége korrelal a
betegség sulyossagaval a terapia megkezdésének idépontjaban: a mellékhatassal
bir6 betegek MGFA klinikai klasszifikacidéja szerint szignifikdnsan sulyosabb
allapotban voltak a kombinalt PRE-AZA kezelés beallitasakor.



2. A KOMBINALT IMMUNOSZUPPRESSZIV KEZELES HATASA A MYASTHENIAS
BETEGEK KRizIS-RATAJANAK ALAKULASARA

A vizsgalatba 69 beteget valasztottunk be, akik valamennyien myasthenias
krizisen (MC) estek at, és korhazunk Intenziv osztalyan (ITO) alltak kezelés alatt
1990-1996, ill. 1997-2004 kodzott. Az elsé idészakban nem tortént rutinszerten tartos
immunoszuppressziv kezelés beallitasa, igy 27 olyan beteget tudtunk azonositani,
akikrol tartdés kovetési adatok (atlagosan 80 hodnap) alltak rendelkezésre, és a
kdvetési idé soran nem kaptak immunoszuppressziv kezelést. Ok képezték a nem-
kezelt kontrollcsoportot. 1997-t61 valamennyi myasthenias krizisen atesett beteget
szisztematikusan beallitottunk kombinalt PRE-AZA kezelésre, és a betegeket
prospektiven kovettuk. 42 beteget gyUjtottink Ossze, akiket atlagosan 64 hodnapig
kovettink (legaldbb 6 hoénapig, az ennél rovidebb ideig kovetett, ill. myasthenias
krizis kapcsan elhalalozott betegek nem kerultek be a vizsgalatba).

A két betegcsoport kdzott nem volt szignifikdns kilonbség az alapvetd
demografiai és klinikai jellemz6k vonatkozasaban. Megvizsgaltuk, hogy a klinikai
tlnetek és jellemzdk a kiindulasi krizis idépontjaban eltértek-e a kezelt és kezeletlen
csoport kozott, de ebben a vonatkozasban sem talaltunk kulonbséget.
Osszehasonlitottuk a kombinalt PRE-AZA kezelés hatasat a MC-ek alakulasara. A
recidiv krizisek el6fordulasi aranya 59,3% volt a kezeletlen és 19% a kezelt
csoportban (p<0.001). Mivel az AZA+PRE kezelés hatasanak kialakulasa az irodalmi
adatok szerint késleltetett, azt is megvizsgaltuk, hogyan alakultak a krizisek a
kezelés beallitasa utani elsé hat hénapban, ill. az azt kovetd idészakban max. 126
honapos kovetés soran. A kezelés beallitasat kovetd 6 hdénapon belul nem volt
szignifikans kulonbség a két csoport krizis-ratajaban, tehat a markansan szignifikans
kilonbségért a hat hénapon tuli krizis-csdkkentd hatas volt felelés. A kezelt
csoportban sokkal kevesebb volt az ITO felvétel a kovetési id6szakban, mint a
kezeletlen csoportban, és ezzel parhuzamosan a lélegeztetési alkalmak szama is
szignifikansan kulonbo6zott. Az atlagos, egy krizisre esé ITO tartézkodasi id6 azonban
nem rovidult le a kezelés hatasara, nem volt kulonbség a két betegcsoport kozott. A
plazmaferezisek szamaban és a pyridostigmin ddzisaban sem volt kulonbség a két
csoport kozott. Nem volt érdemi kulonbség a betegek allapotaban a krizis kezdetétél
szamitott egy honap elteltével.

Megbeszélés:

Eredményeink szerint a kombinalt PRE-AZA kezelés 6 honapon bellul még
nem védi ki egyértelmien a recidiv krizist. Eredményeink azonban egyértelmiien
bizonyitjak, hogy hat hdénapon tul a kombinalt PRE-AZA kezelés dramai modon
csOkkenti a recidiv krizis esélyét. A krizis kezelésében sincs hatasa a kombinalt
PRE-AZA terapianak, hiszen sem a krizisek idétartamaban, sem a plazmaferezisek
szamaban, sem a betegek funkcionalis pontértékeiben (egy hénap elteltével) nem
talaltunk kulonbséget a kezelt és kezeletlen csoport kdzaott.

3. AZ IMMUNMODULANS TERAPIA MEGSZAKITASANAK KOVETKEZMENYEI
SCLEROSIS MULTIPLEXBEN

Magyarorszagon 1999-2001 ko6zo6tt finanszirozasi okokbdl sajatos helyzet
alakult ki: a korabban GA-tal kezelt betegek (1996. 6ta) kezelése hirtelen
megszakadt, a kezelést csak 2001-ben tudtak folytatni. A 16 hdénapos kezelés
megszakitas ideje alatt a betegek rendszeres neurologiai kontroll alatt alltak,
allapotukat prospektiven kovettik. A masik betegcsoportot az INFB-1b-vel 1996 6ta
folyamatosan kezelt betegek alkottak.



A multicentrikus vizsgalatban 6 SM kdzpont betegei vettek részt, tdbbek kozott
a Jahn Ferenc Dél-pesti Kérhaz betegei is. Valamennyi beteg relapszald-remittalo
korformaju SM-ben szenvedett, a két csoport demogréfiai eloszlasa homogén volt. A
betegek EDSS pontértékkel (0-10 funkcionalis skala, mely a mozgaskorlatozottsagot
jelzi) egybekotott neuroldgiai vizsgalata haromhavonta, relapszus gyanuja esetén
soron kivul tortént. A GA-tal kezelt csoportban 1996-1999 kdzott az éves relapszus-
rata a kezelés el6tti 2 éves periddushoz viszonyitva szignifikdnsan csokkent. A 16
hénapos gydgyszermentes id6szak utan az éves relapszus-rata szignifikans
emelkedését észleltik a kezelés alatti periodushoz viszonyitva. Osszehasonlitva a
GA-tal és az INFB-1b-vel kezelt csoportokat, nem talaltunk szignifikans kulonbséget a
két csoport kdzott, sem a kezelést megel6zb két év relapszus-ratajaban, sem a 3 éves
kezelési periodus alatt. Ezzel szemben 1999-2001 ko6zott a korabban GA-tal kezelt,
majd a kezelést megszakité betegek csoportjaban szignifikansan magasabb volt az
éves relapszus-rata, mint a tovabbra is kezelt csoportnak mindsulé INFB-1b
csoportban. Az EDSS értékekben nem taldltunk szignifikdns kulonbséget a két
betegcsoport kozott.

Megbeszélés:

Vizsgalati eredményeink azt bizonyitjak, hogy hasonl6 atlagos éves relapszus-
rataval bird, éveken keresztll (1996-1999) immunmodulalé kezelésben részesuld
betegeknél a kezelés elhagyasa utan mar 16 hénapon bellul érzékelhetd a negativ
irAnyu valtozas. A kezelést elhagyo, korabban GA-tal kezelt betegek relapszus-rataja
szignifikansan magasabb lett az adott betegcsoport kezelés alatti sajat értékeihez, és
az INFB-1b-vel kezelt betegcsoport relapszus-ratajahoz viszonyitva is.

4. A FAMILIARIS SCLEROSIS MULTIPLEX HAZAI EPIDEMIOLOGIAJA

A familiaris halmozdédasu sclerosis multiplex prevalencidja 5-10% kozott
mozog a magas SM rizikju teriileteken. Ot SM kozpont 1500 betege kozott
vizsgaltuk a familiaris esetek el6forduldsanak gyakorisagat. A diagnozist a
McDonald-féle kritériumoknak megfeleléen allitottuk fel, voltak kozottik RR,
szekunder progressziv (SP) és benignus kérformaban szenved6 betegek. Tizenot
csaladban talaltunk familiaris el6fordulasu SM-et, 33 beteggel, kozottik egy
monozigota ikerparral. A férfi/né arany 1:2.75 volt, ami hasonlé a magyar SM-es
populacié epidemioldgiai adataihoz. Az ikrek egyikének sulyos SP SM-e volt 8-as
EDSS értékkel, a masik azonban benignus koérformaban szenved. Egy dizigbta
ikerpar édesapja 20 évvel korabban SM-ben halt meg. Egy harmadik csaladban
harom generacién keresztul felbukkant a betegség (anya, fia, lanyunoka). A tobbi
csaladban valtozatos modon fordult el6 elsé foku rokonok kozoétt a betegség.

Megbeszélés:

Betegeink korében (ez a betegszam a magyar SM betegek megkdzelitéen
25%-at reprezentalja) a familiaris esetek el6fordulasi gyakorisagat 2%-osnak talaltuk.
A monozigéta ikerpar markansan eltéré fenotipusa a kornyezeti faktorok hatasara
hivja fel a figyelmet.



5. LEBER-FELE HEREDITER OPTIKUS NEUROPATHIA (LHON) ES SCLEROSIS
MULTIPLEX

5.1. Genetikailag definitiv LHON-hoz tarsulé SM-re utalé neurolégiai tiinetek
vizsgalata

Bilateralis optikus neuropathiaban szenvedd 72 betegnél végeztik el a patogén
mt-DNS mutaciok analizisét. Kozuluk 12 betegnél igazoldédott a LHON-ra jellemzé
valamelyik mutacié. Ezutan a 12 beteg 27 anyai agu, egészseéges csaladtagjat
teszteltuk, mint az varhato volt, valamennyitknél homoplazmikus mutaciét talaltunk
ugyanarra a mt-DNS mutaciéra, amit korabban mar igazoltunk beteg hozzatartozojuknal.
A 39, genetikailag definitiv, patogén mutaciét hordozé egyénben vizsgaltuk az SM-
szerl korképek el6fordulasi gyakorisagat. A betegek kozll két nébetegnél a bilateralis
optikus lézion kivul multifokalis neuroldgiai tineteket észleltink. Egyikik homoplazmikus
G11778A mutaciot, a masik T14484C mutaciot hordozott.

Megbeszélés:

Genetikailag igazolt LHON mutaciot hordozo 39 egyént, koéztik 12 LHON-ban
szenvedd beteget és 27 tunetmentes hozzatartozot vizsgaltunk klinikailag, hogy az
egyéb tarsuld neurolégiai tunetek, elsésorban SM-re utalé Kklinikai tlunetek
el6fordulasi gyakorisagat megallapitsuk. Két esetben igazolodott SM-re utalo
neuroldgiai tunetegyuttes. Mindkét esetben a multicentralis neuroldgiai goctinetek
mellett koponya MRI vizsgalat is alatamasztotta a KIR érintettségeét.

5.2. LHON biokémiai hatterének vizsgalata

A LHON biokémiai hatterét az ismert mt-DNS mutacio kdvetkeztében kialakulo, a
légzési lancban fontos szerepet jatszé |. l[égzési komplex mikddészavara képezi. Az |.
komplex a mitokondriumok belsé membranjaban talalhaté, az elektron-transzport és az
oxidativ foszforilacié lebonyolitasaban jatszik szerepet, a NADH — CoQ elektron
transzportot katalizalja. Mivel a LHON-ban ismert harom pontmutacié mindegyike az |.
komplex alegységeit érinti, feltételezhetd, hogy ezen enzim mikodészavara
kdvetkeztében alakul ki a betegség, bar a folyamat patogenezise nem ismert. Ami
biztos, hogy a mt-DNS mutaciok LHON-ban a komplex-I katalitikus aktivitasanak
mintegy 60%-0s csokkenését eredményezik a kulonbdzbé szdvetekben. Ennek
kovetkeztében a mitokondriumok energia termelése részben csokken, a szabadgyok
képzddés fokozddik, és beindul a lipid peroxidacid. A sejtek rendelkeznek endogén
védekezési rendszerrel, melynek segitségével az oxigén-szabadgyokoket, vagy az
altaluk okozott karosodasokat kikliszobolhetik. A legfontosabb hidrofil gydkbefogd, mely
a citoszolban, a mitokondriumban és a nukleuszban talalhato, a redukalt glutathion
(GSH), ill. hidroféb megfelel6je, mely a membranokban talalhato, az a-tokoferol. A GSH
és az a-tokoferol is hatékonyan gatoljak a lipid peroxidaciot, a GSH a szabad-gyok
képzddés kezdeti szakaszat gatolja, mig az a-tokoferol a lancreakcio el6rehaladasat
akadalyozza meg. Mindezen elméleti megfontolasokbdl kiindulva megvizsgaltuk hogy a
LHON-ban szenvedd betegeknél, és a mutacié egészséges hordozoinal kimutathato-e a
fontosabb antioxidativ rendszerekben eltérés. 9 LHON betegben, 7 egészséges
hordozoban és 15 kontrollban meghataroztuk a GSH, a-tokoferol és néhany egyéb
antioxidans koncentraciojat. Valamennyi betegben és hordozéban homoplazmikus
11778 pontmutacié igazolddott. Az a-tokoferol:lipid arany a LHON betegekben és a
mutacid hordozéiban szignifikansan kisebb volt (p<0.05) mint a kontroll csoportban.

Megbeszélés:

Az alacsony a-tokoferol plazma-koncentraciéo nagy valdszinliséggel azt jelzi,
hogy az érintett szovetek nagyobb mértékben hasznaljak fel az antioxidans hatasu



a-tokoferolt. Masrészrél az eredmények azt latszanak alatdmasztani, hogy az
a-tokoferol a primer gyokbefogd molekula, mely az |. légzési komplex deficiencia
kovetkeztében kialakuld fokozott szabad-gyok eltakaritadsban szerepet jatszik.

6. MOLEKULARIS MARKEREK VIZSGALATA MYASTHENIA GRAVISBAN ES
SCLEROSIS MULTIPLEXBEN

6.1. Sclerosis multiplex és myasthenia gravis szovet- és génbank

A PTE Neuroldgiai Klinika és a Jahn Ferenc Dél-pesti Kérhaz Neurolégiai
Osztalyanak egyuttmikodésével sclerosis multiplex szovetbankot hoztunk létre, mely
a betegek klinikai adatait, genomikus DNS-t és liquormintat tartalmaz. Jelenleg 282
betegtdl allnak rendelkezésre adatok és mintak.

A Dbetegek tdbbségében, 244 betegnél a HLA-DRB1*1501 genotipus
meghatarozas is megtortént. Osszesen 96 beteg, vagyis a vizsgalt magyar SM
populacié 40 %-a hordozza a kaukazusi rasszba tartoz6 SM populacié egyetlen
konzisztens fogékonysag alléljat.

Ugyancsak megtortént a myasthenia gravis bank kialakitasa: jelenleg 186
betegtdl rendelkezink DNS és szérummintaval.

6.2. Szerolégiai alcsoportok a magyar myasthenia gravis betegpopulaciéban

Kulfoldi intézetekkel kollaboracidban a myasthenia szdvetbankunkat fehasznalva
megvizsgaltuk az anti-AchR, anti-titin és részben az anti-MuSK ellenanyagok
megoszlasat 100 myasthenia gravisban szenvedd magyar beteg szérumaban.

Megbeszélés, az eredmények 6sszefoglalasa:

Acetilkolin-receptor ellen 72 betegnél észleltink ellenanyagot, vagyis a
betegek kb. 72 %-a volt ,szeropozitiv’. Az izom titin fehérjéje ellen 16 betegnél
tudtunk kimutatni ellenanyagot. Ismert, hogy MuSK ellen csak azokban a betegekben
termel6dik ellenanyag, akiknél az acetilkolin-receptor ellen nincs antitest
(,szeronegativ’ betegek). Ezért a MuSK ellenanyagot csak 40, AchR EA negativ, ill.
ismeretlen antitest statuszu betegnél vizsgaltuk. Végul 29 szeronegativ beteg kozul 4
betegnél talaltunk ellenanyagot MuSK ellen.

A kovetkez6 kérdés az volt, hogyan kombinalédnak az ellenanyagok az egyes
betegek vérében? El6sz6r megvizsgaltuk, hogy az AchR EA pozitiv (szeropozitiv
betegek) betegekben van-e ellenanyag a titin és a MuSK ellen is? Azon betegek
szérumaban, akiknél az AchR ellen termelédik ellenanyag - és ilyen a betegeink nagy
része, 70 %-a - kb. 20 %-ban az izom titin fehérjéje ellen is kimutathato6 ellenanyag, a
MuSK ellen azonban nem.

Ezt kovetben megvizsgaltuk azokat a betegeket, akik az AchR ellen antitest
nem termelddik (,szeronegativ”). A 29 betegbdl csak egynél talaltunk ellenanyagot a
titin ellen, viszont négy betegnél jelen volt a MuSK ellenes ellenanyag. Vagyis titin
ellenanyag els6sorban azoknal a betegeknél talalhato, akik az acetilkolin-receptor
ellen mar termelnek ellenanyagot, mig a MuSK ellenanyag azoknal, akik acetilkolin-
receptor ellenanyagot nem termelnek.

Megvizsgaltuk, hogy azok a betegek, akik a titin és MuSK fehérje ellen
termelnek ellenanyagot, milyen eséllyel rendelkeznek ellenanyaggal az acetilkolin-
receptor ellen. Erdekes moddon, a titin ellenanyagot termeld 16 betegbél 15
rendelkezett acetilkolin-receptor ellenanyaggal, de MuSK ellenanyaggal egy sem.
Ugyanakkor a MuSK ellenanyagot termeld 4 beteg egyikében sem lehetett kimutatni
mas ellenanyagot.



Osszefoglalva, a titin ellen termel6dd ellenanyagok rendszerint acetilkolin-receptor
ellenanyagokkal egyutt fordulnak eld; a MuSK ellenanyagok onalléan vannak jelen; az
acetilkolin-receptor ellen termel6dd ellenanyagok pedig dontéen onalldan termelédnek, de
a betegek kozel egyharmadaban titin ellenanyag is kimutathatd. Nem fordulnak el6
azonban az acetilkolin-receptor ellenanyagok MuSK ellenanyagokkal egyutt.

6.3. CTLA4 polimorfizmus vizsgalata német, magyar és lengyel sclerosis
multiplex betegek korében

A kdzOs autoimmun gének egyik lehetséges jeldltie a CTLA4, mely a T sejt
kostimulacié egyik legfontosabb molekuljat (CTLA-4) kodolja. A 3'UTR-ban lévé
CT60 polimorfizmus tdbb autoimmun betegséggel asszocialodik. Sclerosis multiplex
vonatkozasban tobb kisebb tanulmany ellentétes adatokat kozolt. Ezért
megvizsgaltuk az esetleges CT60, valamint egy masik CTLA4 polimorfizmus
betegben és kontrollban. A harom populacid nem kulonbozott egymastdl sem
genotipus, sem allél frekvenciak vonatkozasaban. Az elvégzett meta-analizis nem
igazolt asszociaciot az SM és a CT60 ill. +49A/G allélek frekvencigja kozott. A
CT60*G/G genotipus az SM betegek kdérében mindharom populaciéban magasabb
aranyban reprezentalddott, bar nem ért el a statisztikai szignifikanciat

Megbeszélés:

Nem tudtunk kimutatni dsszeflggést az SM szuszceptibilitassal, a kulonb6zé
klinikai korlefolyasi formakkal, betegség progresszidval és betegség kezdettel. A
CT60*G/G genotipus kissé magasabb aranyban fordult el6 mind a harom populacio
SM betegeiben. A német betegekben a +49A/G*g-CT60*G haplotipus ugyancsak
némileg gyakoribb volt, mint az egészséges populaciéban, ugyanez a kuldnbség
azonban nem volt kimutathaté a magyar és a lengyel populacioban. Egyik kilénbség
sem bizonyult statisztikailag szignifikdnsnak, és a polimorfizmus funkcionalis
kovetkezménnyel (sejtfelszini kostimulans CTLA-4 és ICOS expresszid) nem jar.

6.4. Az IL-23 receptor (IL23R) gén 3’UTR C2370A allélje és a relapsing-remitting
sclerosis multiplex asszociacidja

Szamos citokin szerepe feltételezhet6 az autoimmun betegségek
kialakulasaban. Az utébbi idészak uj felfedezése volt, hogy az IL-23 és IL-17
alapvet6 szerepet jatszik az autoimmun betegségek, tdbbek kozoétt az SM
kialakulasaban. Az IL-23 receptoron haté IL-23 hatasara IL-17-et termelb sejteket uj,
Th17 alcsoportként, és autoimmun T sejtként definialtak.

Tobb IL23R polimorfizmust azonositottak az utobbi években, melyek
gyulladasos bélbetegséggel asszocialodtak. Az egyik leggyakoribb asszociaciéo a

mel. 223 RR betegtdl (kozulik 45-nél mar SP korlefolyas alakult ki, az RR fazist
kovetben) vettink vért a vizsgalat céljabdl a megfeleld beleegyezd nyilatkozatok és
etikai engedély birtokaban. Valamennyi betegnél teljestiltek a McDonald kritériumok.
A kontroll csoportba 200 egészséges szemely tartozott.

Az AA genotipus szignifikansan gyakrabban fordult el6 a 223 SM-es betegnél,
mint a 200 egészséges emberben (10.8% ill. 5.5%, p<0.05). Szignifikdnsan
gyakoribb volt ugyanez a genotipus azokban az esetekben, ahol a liquor
vizsgalataval intrathecalis immunvalaszt (oligoclonalis gammopathia, OGP) tudtunk
kimutatni. Regresszios analizissel mind az SM, mind az OGP rizikéjat kétszeresnek
talaltuk AA genotipus esetén. Ha kulonvalasztottuk a HLA-DRB1*1501 pozitiv
betegeket és Osszehasonlitottuk a 84 HLA-DRB1*1501 pozitiv, ill. 132 negativ
beteget az egészségesekkel, nem talaltunk ilyen kualdnbséget. Nem volt szignifikans



kilonbség akkor sem, ha a ndébetegeket kulon analizaltuk, és a szekunder
progressziv betegség lefolyassal sem talaltunk asszociaciot.

Megbeszélés:

Az eredmények arra utalnak, hogy a RR SM és az IL23R gén C2370A
polimorfizmusa ko6zott gyenge genetikai asszociacié mutathato ki, az AA homozigéta
genotipus kétszeresére noveli az SM és a kozponti idegrendszeri lokalis B-sejtes
immunvalasz rizik6jat. A fogékonysag fuggetlennek bizonyult a HLA-DR15
konstellaciétol. Az egyéb betegségekkel kapcsolatos asszociaciot is figyelembe véve
az IL23R k6zos autoimmun gén lehet.

6.5. Koros transzkripcios szabalyozasi halézat a T-sejtekben sclerosis multiplexben

Egypetéji ikrekben az SM konkordancidja 25-30%-ra tehet6, mig
kétpetéjlekben 2-5% korul mozog (45). Ez arra utal, hogy az SM kialakulasaért
vélhetéen nem egy, hanem tobb szuszceptibilitdas gén felelés. A potencialis
szuszceptibilitds gének vizsgalata a genetikai vizsgalatok egyik fontos kutatasi iranya
sclerosis multiplexben. A tObbszo6ros fogékonysag gének szabalyozasa azonban
multiplex jelatvitelt, és transzkripcids faktorokat feltételez, melyek gén-hal6zatokat
alkotnak. A gén-halézatok komplex vizsgalatan keresztul kozelebb juthatunk a
szuszceptibilitds gének azonositasahoz.

A potencidlis szuszceptibilitas gének egyik csoportjat az immunfunkciokat
befolyasold gének alkotjak. Ezért periférias veérbél izolalt CD3" T-sejtek geén-
expressziojat vizsgaltuk nemzetkdzi kollaboracié keretében magyar szarmazasu
monozigota konkordans és diszkordans SM-es ikerparokban DNS microarray
technikaval, majd a differencialtan expresszaldodé gének transzkripcidos haldzati
szabalyozasat elemeztik molekularis adatbazis alkalmazasaval.

A 4 monozigéta ikerpar kdziul haromnak mindkét tagja beteg volt (konkordans
ikerpar), egy ikerpar egyik tagja beteg, a masik pedig egészséges volt (diszkordans
ikerpar). Valamennyi vizsgalt alany 33+5 éves n6 volt atlagos 615 év betegség
idétartammal. RR lefolyasu betegségben szenvedtek, kivéve egy klinikailag izolalt
szindromas (CIS) beteget; EDSS pontszamuk 1.3x0.8 volt, ami enyhe érintettséget
jelent. A vizsgalat els§ fazisaban az izolalt T sejtek génexpresszidos mintazatat
hasonlitottuk O0ssze a négy ikerpar tagjai kozott, és azonositottuk az 50-100
differencialtan expresszaldédd gént. Ezt kovetben Osszehasonlitottuk e géneket a
diszkordans és konkordans ikerparok kozott, és azt a 34 geént elemeztuk tovabb,
melyek csak a diszkordans ikerparban expresszalodott differencialtan. Vagyis
homogén genetikai hattéren vizsgaltuk a kizarélag SM-re jellemz6 génexpressziot. A
34 gén kozul olyan 20 gént vizsgaltunk a tovabbiakban, melyek expresszidjaban
legalabb kétszeres kuldnbség volt. Adatbazis alapjan a 20 gén segitségével tovabbi
43 kapcsolt gént, és molekularis halézatokat azonositottunk 39 csoméponttal. E
csomopontok kozott az 5 legszignifikansabb eltérés olyan transzkripcios faktorokat
azonositott, melyek az immunszabalyozasban alapvetéek: Ets csalad, NF-«xB,
Myc/Mad csalad, IRF és EF csalad.

Megbeszélés:

Az adatok a génexpresszié szabalyozasanak valtozasat jelezhetik sclerosis
multiplex betegek T sejtjeiben: olyan kulcsmolekuldk differencialt expresszidja
mutathato ki, melyek szamos gén aktivalodasat vagy gatlasat szabalyozzak. Az ETS
csalad a proliferacié, differencialodas és apoptozis kontrolljaban jatszik szerepet. Az
NF-xB az 6si és adaptivimmunvalasz egyik kdzponti szabalyozé molekulaja, mely a
sejtosztdédasban, és a sejthalalban is alapvetd, kdzel 150 célgénen hat, az SM
plakkok makrofagjaiban és oligodendrocytaiban tulexpresszidja mutathaté ki. Az IRF
(interferon regulatory factors) az NF-kB-vel egyutt az IFN-B gén enhancome része,
az immunvalasz, sejtndvekedés, apoptodzis fontos regulalé faktora.
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UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA (TEZISEK)

. Generalizalt, MGFA Kilinikai Klasszifikacié szerint IlI-IV-V csoportba tartozé,
azaz kdzépsulyos és sulyos myastheniaban szenved6 betegeknél a kombinalt
prednisolon-azathioprin (PRE-AZA) immunmodulalé kezelés hosszu tavu
alkalmazasa jol toleralhatd, biztonsagos és jelentés klinikai javulast
eredményez. Nagy beteganyagon igazoltuk a hosszutavu PRE-AZA kezelés
biztonsagossagat és hatékonysagat. Az AZA tartdos adasa lehetéveé teszi a
szteroid adagjanak csoOkkentését, az esetek tulnyomdé részében annak
elhagyasat, ami igen fontos, mivel a kezelés mellékhatasainak tulnyomo
tobbsége a szteroid kezelés kdvetkeztében alakul ki.

. Els6ként vizsgaltuk és igazoltuk nagy beteganyagon, hosszu tavu kovetés
soran, hogy a PRE-AZA kezelés hatékonyan csOkkenti az ismételt krizisek
kialakulasanak gyakorisagat. Ez a megfigyelés azt tamasztja ala, hogy
myasthenias krizis utan indokolt a hosszu tavu immunoszuppressziv kezelés
(PRE-AZA kombinacio) beallitasa, mivel ez a kezelés alkalmas a krizisek
ismétlédésének kivedésére.

. A LHON differencial-diagnosztikai jelent6éséggel bir SM-ben, ugyanakkor
LHON és SM, ill. SM-szer( tlunetek egyuttesen is eléfordulhatnak. A LHON
biokémiai hatterének vizsgalata tovabbi adatokat szolgaltathat a genetikai
hatter(i korkép patogenezisének tisztazasahoz. Elséként vizsgaltuk a magyar
LHON betegek korében az egyéb neurologiai, SM-szeri tunetek el6fordulasat.

. Sclerosis multiplexben az immunmodulalé kezelés tartds, folyamatos
alkalmazasaval érhetd csak el a betegség aktivitasanak és progresszidjanak
mérséklése. Kimutattuk, hogy a kezelés elhagyasat kovetéen a betegek
relapszus rataja visszatér a kiindulasi szintre.

. Els6ként végeztink epidemioldgiai vizsgalatot a magyarorszagi familiaris SM
eléfordulasanak feltérképezésére. A familiaris SM el6fordulasi gyakorisaga
eddigi vizsgalataink alapjan 2% korul mozog. A familiaris esetek felkutatasa
lehet6séget ad tovabbi genetikai vizsgalatokra.

. Az autoimmun neuroimmunoldgiai korképek szerteagazd  genetikai
vizsgalataiban az iker-vizsgalatok és a potencidlis szuszceptibilitas gének
vizsgalata kiemelkedd jelentéségl. Utdbbiak fontos csoportjat alkotjak az
immunfunkciokat befolyasold gének, melyek SNP-i asszocialédhatnak SM-mel
€s myasthenia gravis-szal, és szerepet jatszhatnak a korképek kialakulasaban.
Ennek komplex vizsgalatara SM és MG szovet- és génbankot alakitottunk ki.

. A magyar SM populacioban els6ként vizsgaltuk a HLA-DRB1*1501 genotipus
gyakorisagat. Kimutattuk, hogy a CTLA4 CT60 SNP nem asszocialédik SM-
mel, az IL-23 receptor gén 3J'UTR C2370A allélje viszont kb. kétszeres
kockazatot mutat RR-SM, és kb 2,5-szeres kockazatot intrathecalis
immunvalasz kialakulasara. SM ikerparok vizsgalataval kéros transzkripcids
szabéalyozasi korok, molekularis halozatok meglétét igazoltuk CD3* T
sejtekben.
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KOSZONETNYILVANITAS

Rendhagydé mddon mindenekelbtt  kdszdnetet szeretnék  mondani
Edesapamnak, mert az 8 biztatasa, bizakodasa és a neki tett igéretem nélkiil soha
nem vagtam volna bele a jelen dolgozathoz vezetd hosszu munkaba. lllés Zsolt
docens témavezetdm hatékony segitsége, szerteagazé és mindenre Kkiterjed6
tudasa, alapossaga nélkul nem valdsulhatott volna meg ez a munka. Komoly
Samuel professzor urtél tanultam szinte mindent, amit a gydgyitasrdl,
neuroldgiardl, klinikai kutatasrdl tudok, az 6 emberi, szakmai hozzaallasa egész
palyamat meghatarozta. Halas koszoOnettel tartozom neki ezért! Sokan masok is
hozzajarultak munkajukkal a dolgozat alapjat képezé tudomanyos kutatasokhoz.
Koszonet illeti: Péterfalvi Agnest, Szereday Laszl6t, Pal Joézsefet, Melegh Bélat
(PTE), Rajczy Katalint (Budapest), Bernhard Grevet, Arthur Melmst (TuUbingen),
Angela Vincentet (Oxford), Takashi Yamamuat (Tokyo), Tordai Attilat (Budapest),
Karcagi Veronikat, Horvath Ritat (Budapest), Bencsik Krisztinat, Fricska-Nagy
Zsanettet és Klivényi Pétert (SZOTE). Férjem, Panczél Gyula nem csak biztatasaval
és tdmogatasaval, hanem effektiv segitségével, szakmai és szamitastechnikai
kozremUkodésével is hozzajarult a dolgozat megszuletéséhez, halas kdszonetem
illeti 6t ezért. Gyermekeimtdl ezuton szeretnék bocsanatot kérni az idéért, amit a
munkara, nem pedig rajuk forditottam, ugyanakkor kdszonom a meghatd biztatast,
amit t6lik kaptam. Edesanyam ,hattér’ segitsége, az otthoni terhek megosztasa
ugyancsak hozzajarult a munka elkésziléséhez. Kdszéném dr. Gerdé Gabor
féigazgatd ur tamogatd hozzaallasat, a tudomanyos tevékenységhez biztositott idét,
mellyel lehetbve tette szamomra, hogy a kdzkdérhazi munkaval jard, megterhel6 napi
rutin mellett, ill. annak ellenére elkészUlljon ez a dolgozat. Kész6ndm valamennyi
kollegamnak, els6sorban Kasa Krisztiannak, Lovas Gabornak, Matolcsi Juditnak,
Jakabné Margonak, Fornadi Laszlénak és Szabd Gyodrgyinek, hogy segitették
munkamat, ill. dolgoztak helyettem is, amikor a dolgozattal kapcsolatos munka miatt
tavol voltam, és toleraltak tudomanyos tevékenységemet. Kdszondm Bérczy
lldikénak a dolgozat nyelvi lektoralasat. Végul, de nem utolsésorban koszOnettel
tartozom betegeimnek, hisz réluk szél, és értik tortént ez a munka, igy nélkulik
nem valosulhatott volna meg.
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CNS

MS

RR

SP

PP

EDSS
EAE

MAG

MG

MC

AchR
AchR Abs
MuskK R
MusK Abs
Anti-Ti Abs
AZA

PR

GA
INFB-1b
INFB-1a
LHON
Mt-DNS
CoQ
NADH
GSH
CTLA4
JUTR
ON

LIST OF ABBREVIATIONS

central nervous system

multiple sclerosis

relapsing-remitting

secondary progressive

primary progressive

Expanded Disability Status Scale
experimental autoimmune encephalomyelitis
myelin associated glycoprotein
myasthenia gravis

myasthenic crisis

acetylcholine-receptor

acetylcholine receptor antibodies

Muscle specific Kinase Receptor

MusK Receptor antibodies

titin antibodies

azathioprin

methylprednisolone or prednisolone
glatiramer acetate

interferone beta 1-b

interferone beta 1-a

Leber’s hereditary optic neuropathy
mitochondrial DNA

coenzyme Q

reduced nicotinamide adenine dinucleotide
reduced glutathione

cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4
3’ untranslated region

optic neuritis
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INTRODUCTION

Neuroimmunology covers diseases of central and peripheral nervous system
with immunological involvement. Most of the neuroimmunological diseases are of
autoimmune origin. Such diseases can be classified according to their pathogenesis,
they can be primary diseases of the nervous system or systemic diseases with
nervous system involvement. On the other hand, immune-mediated processes can
affect different neurological structures: the central nervous system, the peripheral
nerves or the neuromuscular junction.

The exact definition of the syndromes plays an important role in the selection
of the exact therapy: since diseases with similar symptoms can be of different
pathophysiological origin therefore the potentially effective treatments can be distinct.

The studies that underlie these theses were conducted in three directions: we
observed and analysed the effects of well known therapies and the effects of
cessation of some therapies; we studied the background factors and molecular
markers which have a potential effect on the efficacy of these therapies; and we also
analysed important differential diagnostic aspects.

AIMS

1. To analyze the safety and tolerability profile of the combined
immunosuppressive treatment in myasthenia gravis (MG) by long-term
observation of a great number of patients and with detailed evaluation of
adverse events.

2. To evaluate the effect of the combined immunosuppressive treatment on the
recurrence of myasthenic crisis.

3. To analyze the negative impacts of the cessation of immunomodulatory

treatment on multiple sclerosis.

To study the epidemiology of familial MS in Hungary.

To examine differential diagnostic issues in MS and Leber’s hereditary optic

neuropathy (LHON); analysis of the coexistence of the two diseases and

investigation of biochemical processes in LHON.

6. Analysis of molecular markers, their importance in diagnosis, differential
diagnosis and therapy of neuroimmunological diseases: antibody spectrum in
myasthenia gravis, genetic associations of autoimmune diseases;
establishment of DNA- and tissue bank from Hungarian patients with MS and
MG.

ok

15



RESULTS

1. SAFETY OF LONG-TERM COMBINED IMMUNOSUPPRESSIVE TREATMENT
IN MYASTHENIA GRAVIS.

163 patients with generalised myasthenia gravis were followed for three years
in average, who were treated with combined azathioprine-methylprednisolone (PRE-
AZA) medication in the Jahn Ferenc Hospital between 1996-2002. The diagnosis of
MG was based on typical clinical symptoms, associated with positive EMG and with
or without seropositivity of antibodies to acetylcholine receptors (AchR). 84,6% of our
patients were seropositive, 15,4% were seronegative (MuSK antibodies were not
examined). Immunosuppressive treatment was introduced only to patients with
generalized MG, who were poor responders to the high dose cholinesterase inhibitor
monotherapy or suffered previous myasthenic crisis. The patients were classified
according to the Myasthenia Gravis Foundation of America (MGFA) Classification.
After the observation period, we divided the patients in two groups: patients in the
first group didn’t experience adverse effects (AEs) in contrast to patients with AEs in
the other group. The second group was further divided to “AZA AEs”, “steroid AEs”
and “AZA+ steroid AEs”.

The patients visited our out-patient department every 3 months for clinical and
laboratory assessment. They filled a detailed questionnaire regarding the potential
AEs of the treatment. We asked specifically for the usual AEs of both drugs and
inquired the patients if they had experienced any new signs or symptoms during the
treatment course. Laboratory tests (complete blood count and differential, platelet
count, liver enzymes, urinalysis, serum glucose, ionogram, urea and creatin) were
carried out every 2 weeks for the first 3 months of the treatment, every 4 weeks for
the first year of treatment, and every second month afterwards.

Discussion:

In our prospective, open, observational long-term study of 163 patients the AE
profile and safety of the combined AZA+ PRE therapy was analysed. The overall
proportion of AEs in our study was high (61.4%), however most of the AEs could be
attributed to steroids and were reversible following the discontinuation of the steroid
treatment, which was possible in 76.7% of the patients after 12-18 months. The
overall proportion of AEs due to AZA treatment was 20%. Serious AEs resulting in
treatment discontinuation were observed in only 10 patients. Hematological
alterations were the most frequently observed AEs of the AZAA treatment:
leukopenia, anemia, pancytopenia as well as hepatotoxicity were observed. AZA AEs
were not dose-dependent, there was no significant difference in the dose of AZA
between the group of patients with and without AEs. We emphasize that in contrast
to previous reports, we found a substantially lower proportion of severe infections
(1.8%). The latency of the AZA-related AE development was variable, but tended to
be longer in patients with hematologic AEs. The frequency of malignant tumors was
not higher than expected in an age-matched population. Probability of developing
AEs correlated with the severity of MG at the beginning of the treatment. The
proportion of patients, who began the treatment immediately after a myasthenic crisis
or who were in a severe class |V, had significantly higher risk of developing AEs.
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2. LONG-TERM EFFECTS OF COMBINED IMMUNOSUPPRESSIVE TREATMENT
ON MYASTHENIC CRISIS

Sixty-nine patients with consecutive episodes of MC between 1990-1996 and
1997-2004 were treated and followed prospectively in our study. In the first period,
between 1990-1996, patients were not regularly treated with immunosuppressants on
long term in Hungary. We could identify 27 patients without immunosuppressive
treatment with long-term observational data (in average 80 months) during this
period. They comprise the untreated (non-IM) historical control group. From 1997 all
patients, who suffered a MC were uniformly treated on long-term with PR-AZA and
were prospectively followed. We had 42 such patients: they were followed for 64
months (at least 6 months) in average. Patients with shorter follow-up or patients who
died during the MC were not eligible for the study.

There were no significant differences between the study groups regarding the
basic demographic and clinical data. The clinical symptoms and characteristics of the
baseline crisis were also similar in the two groups. Next, we analysed the effect of
combined PR-AZA treatment on the recurrence of MCs. Recurrent crisis occurred in
59.3% in the non-treated and 19% in the treated group (p<0.001). Since a delayed
effect of PR-AZA has been suggested, we also examined the number of crisis
throughout the first 6 months and beyond, up to a maximum of 126 months. Indeed,
a reduced frequency of recidive crises beyond half a year (p<0.001) explained the
observed statistical difference, as the number of repeated crises within 6 months
after the baseline crisis did not differ between the two groups. There were
significantly fewer admissions to the ICU in the treated group during the follow-up
period, compared to the untreated group, and the number of occasions of mechanical
ventilation was also lower. However, we did not find any significant difference in the
length of mean ICU stay and duration of mechanical ventilation per crisis between the
two groups. The number of plasma exchanges during the crisis and the dose of
pyridostigmine were also similar in the two groups. There was no difference in the
functional outcome one month after the onset of baseline MC, either.

Discussion:

Our results suggest that combined PR-AZA treatment does not prevent the
recidive crises before 6 months after the first crisis. In contrast, or data indicate a
highly significant decrease in the frequency of recidive MCs beyond 6 months: the
risk of a recidive crisis was much lower in the treated group. This treatment has no
effect on the MC itself as it did not influence the duration of the crisis, nor the
functional outcome after one month.

3. EFFECTS OF INTERRUPTED IMMUNOMODULANT THERAPY ON THE
NEUROLOGICAL STATE OF MULTIPLE SCLEROSIS PATIENTS

Between 1999 and 2001, there was a special situation in Hungary. The
patients who had received GA therapy from 1996, were forced to stop treatment in
1999 and were able to resume it only from 2001. During this 16-month period these
patients were regularly examined and prospectively followed. In contrast, patients on
INFB-1b could continue treatment without cessation. Due to this special situation we
were able to analyze the effect of halting treatment on the course of the disease.

Six MS centres in Hungary including the Jahn Ferenc Hospital MS centre
participated in this multicentric study. All patients had relapsing-remitting MS and the
demographic data of the two study groups were homogenous. The EDSS score,
which indicates the grade of disability (scores 1-10), was obtained during a
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neurological examination every three months, or more often if the symptoms
suggested exacerbation. In consequence of the continuous GA therapy from 1996 to
1999, the annual relapse rate decreased significantly as compared with the 2-year
period prior to the immunomodulatory treatment. The annual exacerbation rates in
the 2-year period prior to the beginning of the study did not differ between the patient
groups treated with GA and INFB-1b. However, we found a significant increase in the
annual exacerbation rate relative to the treatment period after the 16-month therapy-
free period. In addition, the annual relapse rate was significantly higher in patients,
who were forced to stop GA compared to patients treated continuously with INFB-1b.
EDSS scores were not different.

Discussion:

Due to the interrupted therapy, negative trends in the disease course could be
already seen after 16 months. The annual relapse-rate increased significantly
compared to the course while on treatment and also to the continuously treated
INFB-1b treated group.

4. EPIDEMIOLOGY OF FAMILIAL MULTIPLE SCLEROSIS IN HUNGARY

The prevalence of familial MS is between 5-10% in high-risk areas. By
analyzing data of 1500 patients in five MS centres, familial aggregation of MS in
Hungary was examined. The patients were diagnosed according to the McDonald’s
criteria and had relapsing-remitting (RR), secondary progressive (SP) or benign MS.
We found aggregation of MS in 15 families involving 33 patients, including a
monozygotic twin pair. The male/female ratio was 1:2.75 similar to sporadic MS in
Hungary. One patient of the concordant monozygotic twin pair suffered of SPMS
(EDSS score of 8), while the other had a benign form of the disease. We also found a
dizygotic twin pair, whose father had died of MS 20 years previously. In another
family, three generations were affected (mother, son and granddaughter).

Discussion:

In our cohort represening 25% of all MS patients in Hungary, we found a 2%
familial rate. The significant difference in the phenotype of the monozygotic twin pair
underlines the importance of environmental factors.

5. LEBER’S HEREDITARY OPTIC NEUROPATHY (LHON) AND MULTIPLE
SCLEROSIS

5.1. LHON presenting as multiple sclerosis-like disease of the CNS

DNA were isolated from 72 patients with bilateral optic neuropathy and tested
for the three pathogenic mtDNA LHON point mutations. Pathogenic LHON mutations
were found in 12 patients. In addition, 27 maternal relatives were examined. As
expected, all maternal relatives were homoplasmic for the LHON mutation found in
the related patients. All 39 genetically defined carriers were examined neurologically
to determine the frequency of MS-like diseases. Two LHON patients (women)
presented multifocal neurological symptoms. One was homoplasmic for the G11778A
and the other for the T14484C mutation.

Discussion:

We examined 39 patients with genetically defined LHON mutations, 12
patients with LHON and 27 symptom free carriers, to determine the frequency of
multicentral neurologic manifestations, especially MS like symptoms. We found two
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patients with MS-like diseases. In both cases, the CNS involvement was also
indicated by brain MRI.

5.2. Investigation of the biochemical background of LHON

The primary atiological event in LHON is a mutation in the mtDNA affecting in
most cases mMiDNA-encoded subunits of the respiratory chain. Complex | is
embedded in the mitochondrial inner membrane mediating electron transport and
oxidative phosphorylation. It catalyzes electron transport from NADH to coenzyme Q.
All three pathogenic LHON mutations involve complex | subunits, therefore it is
assumed that they affect some functional properties of this enzyme complex.
However, the relation between complex | dysfunction and disease pathogenesis is
unclear. The various mtDNA mutants are associated with up to 60% reductions in the
catalytic activity of complex | in different tissues in patients with LHON. The impaired
complex | activity leads to a decline in mitochondrial energy production, enhances the
generation of free radicals and initiates lipid peroxidation. The cells have their
endogenous defence systems to neutralise reactive oxygen species or the damage
elicited by these toxic species. The main hydrophilic scavenger found in cytosolic,
mitochondrial, and nuclear compartments is reduced glutathione (GSH), whereas its
hydrophobic equivalent localised in membranes is a-tocopherol. Both GSH and a-
tocopherol are potent inhibitors of lipid peroxidation; GSH prevents the initiation of
radical formation, a-tocopherol inhibits the propagation of the chain reaction. Due to
these theoretical considerations, we wanted to determine whether patients with
LHON, and carriers, display any alterations in these main antioxidant systems
pointing to enhanced free radical reactions. The concentration of GSH, a-tocopherol,
and some other antioxidants were determined in the blood samples from nine
patients, seven carrier maternal relatives and 15 control subjects All of the patients
with LHON and the carriers had the homoplasmic 11778 point mutation in the
mtDNA. The a-tocopherol/lipid ratio was significantly reduced (p<0.05) in patients
with LHON and carriers compared with control subjects.

Discussion:

The marked reduction in the plasma a-tocopherol/lipid ratio most probably
reflects the high consumption of the scavenger molecule by affected tissues. Our
data suggest that the primary antioxidant against free radicals elicited by complex |
impairment is a-tocopherol.

6. MOLECULAR MARKERS IN MYASTHENIA GRAVIS AND MULTIPLE
SCLEROSIS

6.1. Multiple sclerosis and myasthenia gravis tissue- and gene bank

With collaboration of Department of Neurology of University of Pécs and
Department of Neurology of the Jahn Ferenc Hospital we established a multiple
sclerosis tissue bank. This bank includes clinical data, genomic DNA and CSF
samples. Data and samples from 282 patients have been collected so far.

The HLA-DRB1*1501 genotype was examined altogether in 244 patients.
Fourty percentage (96 patients) of the Hungarian MS population carries this single
consistent susceptibility allele of the Caucasian MS.

The myasthenia gravis databank comprises clinical data, DNA and serum
samples of 186 myasthenic patients.
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6.2. Serological subgroups in the Hungarian myasthenia gravis patient
population

In collaboration with foreign institutes we examined the distribution of anti-
AchR-, anti-Titin- and anti-MuSK antibodies in 100 patients with myasthenia gravis.

Summary of results and Discussion:

We detected AchR Abs in 72 patients i.e. 72% of our patients were
“seropositive”. Sixteen patients had Abs against the muscle Titin protein. It is
established that MuSK Abs are present only in seronegative myasthenic patients.
Therefore we tested the MuSK Abs only in AchR Ab negative and in patients with
unknown AchR Ab status. We had 40 such patients. Twenty-nine of them turned out
to be AchR Ab negative, and 4 of them were anti-MuSK positive.

We examined the combination of various antibodies. We checked weather the
AchR Ab positive patients have Abs against Titin and MuSK. In 20%, of patients with
AchR Abs in the sera, Abs against the muscle Titin protein were also present but
anti-MuSK Abs were not found. When analysing the AchR Ab negative patients, only
one out of the 29 anti-Titin Ab-positive belonged to this group, but 4 of them were
anti-MuSK positive. We concluded that Titin Abs are present mostly in patients who
are AchR Ab positive while MuSK Abs are present exclusively in AchR Ab negative
patients. We also examined the frequency of AchR Abs in anti-Titin positive and anti-
MuSK positive patients. Sera of 15 out of the 16 anti-Titin positive patients also
contained anti-AchR Abs, but none of them had MuSK Abs. MuSK Abs were not
associated with other antibodies.

In summary, the anti-Titin Abs are usually present together with anti-AchR
antibodies while anti-MuSK Abs are present alone. Anti-AchR Abs are associated
with anti-Titin ABs in one third of the patients. AchR Abs and MuSK Abs do not
appear together.

6.3. Multiple sclerosis and the CTLA4 autoimmunity polymorphism CT60 in
German, Hungarian, and Polish patients

One possible candidate for shared autoimmunity genes is the CTLA4 gene,
the gene of one of the most important T-cell costimulatory factor, the cytoxic T-
lymphocyte-associated antigen-4 (CTLA-4). The CT60 polymorphism in the 3UTR
region is associated with several autoimmune diseases. Data about association with
MS are conflicting. Therefore, we decided to examine the potential association of
CT60 and one other CTLA4 polymorphysm (+49A/G) in a great number of German,
Polish and Hungarian MS patients. The three populations were of similar genotypes
and allele frequencies. The meta-analysis showed no association of MS with CT60 or
+49A/G allele frequencies. The CT60*G/G genotype was overrepresented among
MS patients in all three populations, however this finding did not reach statistical
significance.

Discussion:

We could not demonstrate association with MS susceptibility, with age of
onset, progression and disease course in these patients. The CT60*G/G genotype
was slightly overrepresented in all three populations. The frequency of +49A/G*g-
CT60*G haplotype was also slightly higher in German, but not Hungarian or Polish
MS patients. No difference reached statistical significance, and these polymorphism
does not cause functional changes in CTLA-4 and ICOS expression. In summary, it
was not possible to demonstrate an association of this common autoimmune
polymorphism with multiple sclerosis in these large cohort of MS.
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6.4. 3’UTR C2370A allele of the IL-23 receptor gene is associated with
relapsing-remitting multiple sclerosis

Cytokines play an important role in the development of autoimmune diseases.
IL-23 and IL-17 have recently been suggested to play an important role in the
pathogenesis of autoimmune diseases such as MS. One of the Th17 differentiation
pathways is IL-23-dependent and IL-23 is necessary for the survival and expansion
of IL-17 producing autoimmune Th17 cells.

Several polymorphisms recently identified in the IL23R gene are associated
with inflammatory bowel disease (IBD). The C2370A allele in the 3’UTR showed one
of the most significant associations with IBD. Here, we examined the association of
this SNP with MS. Patients with RRMS (n=223) were involved in the study, 45
patients have progressed into a secondary progressive phase following a relapsing-
remitting course. The control population consisted of 200 clinically healthy subjects.

The AA genotype was significantly over-represented in the 223 MS patients
compared to 200 healthy controls (10.8% vs 5.5%, p<0.05). The AA genotype was
also significantly over-represented among patients exhibiting OCB in the CSF.
Multiple regression analysis revealed that presence of the AA genotype provides a
two-fold risk for the development of MS and for the presence of oligoclonal bands in
the CSF. No such differences were observed when HLA-DR15-positive (n=84) or
negative (n=132) subgroups were separated and compared to healthy subjects. Nor
did we find any significant differences when female patients were separately
analyzed, and no association was found with secondary progressive disease course.

Discussion:

Our data indicate that a genetic association exists between relapsing-remitting
MS and the C2370A polymorphism of the IL23R gene. The AA genotype provides a
two-fold risk for developing MS and oligoclonal bands in the CSF. The susceptibility
was independent from HLA-DR15 status. Since association of the A2370A genotype
with other autoimmune diseases was also described, our data also suggest that the
IL23R may represent a novel common autoimmunity gene.

6.5 Aberrant transcriptional regulatory network in T cells of multiple sclerosis

Concordance rate in MS for monozygotic (MZ) twins is 25-30%, while it is 2-
5% for dizygotic (DZ) twins suggesting the possible involvement of not a single but
multiple susceptibility genes in development of MS. Regulation of multiple
susceptibility genes is controlled through the combinatorial action of multiple
signalling and multiple transcription factors that form molecular network of genes. We
performed microarray analysis of peripheral blood T cells isolated from the
genetically homogeneous population of Hungarian monozygotic concordant and
discordant MS twins. Molecular network of the differentially expressed genes was
than analyzed by a comprehensive information platform.

In 3 of the 4 monozygotic twin-pairs both siblings were ill (concordant twins), in
one case we had discordant twins with one MS patient and one healthy subject. All
subjects were females, 33t5 years old and the mean disease duration of 65 years.
All patients exhibited a typical RR disease course, except for one patient who had
CIS. The patients showed a relatively mild EDSS score of 1.3£0.8. By microarray
analysis, we identified 50-100 differentially expressed genes (DEG) in T cells
between each MS twin pair. Then, we compared the genes of the discordant and
concordant twins, and selected a panel of 34 genes that were listed in 50
differentially expressed genes of the discordant twin (MR/healthy subject) but were
not included in 100 DEG of the concordant (MS/MS) twin pairs. In that way we
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investigated in the genetically homogeneous population the gene expression typical
for MS. We further extracted a set of 20 DEG by a cut-off point greater or equal to
two-fold difference between the discordant pair. Further 43 genes were identified,
that are directly linked to 20 DEG, with the computer-analysis. The search of 43
genes illustrated a complex molecular network composed of 39 nodes. By statistical
analysis, the generated network showed the most significant relationship with gene
regulation by the Ets transcription factor family, the gene regulation by the nuclear
factor NF-kB, the Myc/Mad family, the IFN-regulatory factor (IRF), and the estrogen
receptor (ER) family.

Discussion:

Our data propose the logical hypothesis that aberrant regulation of the
complex transcriptional regulatory network might contribute to development of
pathogenic T cells in MS. The Ets family transcription factor controls the expression
of a wide range of target genes essential for cell proliferation, differentiation,
transformation, and apoptosis. The NF-kB family acts as a central regulator of innate
and adaptive immune responses, cell proliferation and apoptosis. It has more than
150 target genes, and is overexpressed in macrophages and oligodendrocytes of MS
plaques. The IRF (interferone regulatory factors) together with NF-«kB is part of the
IFN-B gene enhancome, an important regulatory factor of the immune response, cell
growth and apoptosis.
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CONCLUSIONS

. The long-term combined (PRE-AZA) therapy in moderately severe and severe
generalized myasthenia gravis (MGFA Class IlI-V) is well tolerated, safe and
effective treatment. The long-term treatment with AZA has a steroid sparing
effect: steroid treatment could be discontinued in the majority of our cases.
The adverse effects were due to steroid treatment in most of the patients.

. We examined and proved for the first time that the number of recidive crises
decreases in patients treated with PRE-AZA on long-term. This observation
supports the necessity of long-term immunosuppressive treatment (PRE-AZA)
after a myasthenic crisis.

. LHON can be differential-diagnostic issue in MS, and can occur with MS or
MS-like syndromes.

. The decrease in disease activity and halt of progression in MS can be
achieved only with long-term, continuous disease modifying treatment. We
proved that after the discontinuation of treatment results in an increase of
relapses.

. Our study is the first epidemiological study of Hungarian familial MS cases.
According to our data the prevalence of familial MS is about 2%.

. The twin and association studies are of great importance in the genetic
research of autoimmune neuroimmunological diseases. To address this issue
we established DNA and tissue banks in MS and MG.

. We studied for first time the frequency of the HLA-DRB1*1501 genotype in the
Hungarian MS population.

. We showed that the CTLA4 CT60 SNP is not associated with MS, while the
3'UTR C2370A allele of the IL-23 receptor gene doubles the risk of RRMS and
of OGP in the CSF.

. We identified aberrant transcriptional regulatory networks in CD3+ T cells of
MS twins.
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