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Roviditések jegyzéke

CACT.....ccoiiiiin, karnitin-acilkarnitin transzlokaz
CAT..co, karnitin acetiltranszferaz
CPTI......coooiiia, karnitin-palmitoiltranszferaz I.
CPTIH.......oooiiiii karnitin-palmitoiltranszferaz II.
DR death receptor

EF..coi ejekcios frakcid
ESI/MS/MS................. elektrospray tandem tomegspektrometria
HLA........o, human leukocyta antigén
H&E..........oooo haematoxylin-eozin festés
IBD.ooooi, gyulladasos bélbetegség
OCTNI....cooiiiiiin, organikus kation transzporter 1
OCTN2.....coviiiiiinns organikus kation transzporter 2
PAS....coo perjodsavas Schiff-bazis jeloles
PCR......coo polimeraz lancreakcio
PPAR-a.......ccceell. peroxiszoma proliferator aktivalt receptor-o,
RA....oo rheumatoid arthritis
RFLP.................. restrikcios hossz polimorfizmus meghatarozas
RUNXI.....coeviiin, Runt-related transzkripcios faktor 1
SIDS....cooiiii sudden infant death syndrome
SLC22A4.........ccoiii. solute carrier 22 fehérje csalad 4. tagja
SLC22AS5....ccciiiini. . solute carrier 22 fehérje csalad 5. tagja
SLE. ..o, szisztemas lupus erythematosus
SNP....coii single nucleotide polymorphism



1. Bevezetés

A karnitin egy vizoldékony molekula, amely emberben, a legtobb
allatfajban, szdmos mikroorganizmusban €s novényben megtalalhato. Elsddleges
fiziologiai szerepét a hossz szénlancu zsirsavak égetésében ¢és ezaltal a
ketogenézisben fejti ki, de szamos mas anyagcsere- ¢€s sejtfunkcidja is ismert. A
human szervezet foleg a taplalkozéassal biztositja megfeleld karnitinszintjét, bar
ismert, hogy valamilyen fokl endogén szintézis is torténik a majban és a vesében
metionin €s lizin prekurzorokbol. A sejtek karnitinszintjiikket aktiv transzport
segitségével, egy jelentds plazma/szovet gradienssel szemben biztositjak.

A magas affinitasti huméan karnitin transzporter génjét (SLC22A5) a Human
Genom Projekt keretén beliil megismerték, de annotaldsa, mint karnitin
transzporter fehérje (OCTN2) 1998-ban tortént meg. A transzporter génjének
direkt mutéacidi primér karnitinhidnyhoz vezetnek, mely betegség elsdédlegesen a
sziv, a m4dj és a harantcsikolt izomzat érintettségével jar, de a fenotipus rendkiviil
sz¢les variabilitasa is elé6fordulhat. Munkénk soran primér karnitinhianyos magyar
roma csaladokat vizsgéltunk, melyben egy csalddon beliil is kiilonb6z6 klinikai
megjelenést, valamint Ujdonsagként, igazoltan SLC22A5 mutacidval tarsult
hirtelen bolcs6halal eseteket is taldltunk. A talalt szervi eltérések részletes
szOvettani jellemzése 0j adatokkal gyarapitotta a meglévd irodalmat.

A bolcs6haldlban elhunyt érintett csaladtagok nyirokszoveteinek részletes
elemzése lehetové tette a karnitin klasszikus anyagcsere-szerepétol eltérd
sejtfunkcidjanak vizsgalatat, és egyuttal fényt deritett az immunvalaszban betoltott
jelentds kozremiikodésére.

Laboratoriumunkban az elmult négy évben keriilt bevezetésre a tandem
tomegspektrometria, mint nagy hatékonysdgi 1j analitikai ¢és diagnosztikus

technika. A modszer rendkiviili eldnyeit kihasznalva részletes elemzésnek vetettiik



ala a karnitin homeostasis eltéréseit homozigota ¢és heterozigdta primér
karnitinhidnyban.

Erdeklédésiinket a primér karnitinhianyos allapot jellemzésérdl
kiterjesztettiik a karnitin transzporter gének ¢€s variansaik mas korképekben, egyes
multifaktorialis betegségekben felmeriilt szerepének tanulményozasara. Az elmult
évek kisérletes és klinikai vizsgalodasai Osszefliggést talaltak az OCTN2 ¢és
OCTNI karnitin transzporter gének és varidnsaik, mint hajlamositd tényezok és
szdmos inflammatorikus autoimmun korkép (pl. IBD, RA, SLE) kozott. Magyar
rheumatoid arthritises, Crohn-beteg ¢és colitis ulcerosas betegcsoportban végeztiink
ez iranya molekularis genetikai, valamint a karnitin-anyagcsere eltéréseire

iranyul6 tandem tomegspektrometrias elemzéseket.



2. Irodalmi attekintés
2.1. A karnitin szerepe az emberben

2.1.1. A karnitin szerepe az anyagcserében

A karnitint, mely nevét a latin caro (hus) szobol kapta, elészor 1905-ben
fedezték fel izom extraktumban (Guleweitsch et al., 1905; Kutscher F., 1905).
Nem sokkal utana meghataroztdk kémiai 6sszetételét: C;H;sNOs; majd 1927-ben
pontos  szerkezetét (Tomita M. et al, 1927): 3-hidroxi-4-N,N,N-

trimetilaminobutirat (1. abra).

4 oH

{CH3}3N\/I\/COO_

1. abra: Az L-karnitin molekula szerkezete

Az L-karnitin molekula sajatos biokémiai képessége, hogy enzimatikus
reakciok segitségével észtereket tud képezni szerves savakkal (2. abra) (Bieber,

1988).
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2. abra: A karnitin-aciltranszferazok altal katalizalt reakcio. (Vaz et al., 2002)



Klasszikus élettani szerepe is ezen biokémiai képességébdl fakad: a karnitin
regulatoérikus szerepet jatszik az aktivalt hosszl szénlanct zsirsavak citoszolbol a
mitokondridlis matrixba, a B-oxidacid helyszinére torténd szallitasaban (3. abra)
(Bieber, 1988; McGarry, 1995). A hosszi szénldnci zsirsavak ugyanis sem
magukban, sem pedig aktivalt, koenzim-A-val észterezett formaban nem képesek
atjutni a bels0 mitokondrialis membranon, szallitasuk karnitinészter formaban
torténik. A mitokondridlis kiils6 membran citoszolikus oldalan a karnitin-
palmitoiltranszferdz 1. enzim (CPTI) katalizdlja a zsirsavlancok transzferjét a
koenzim-A ¢és a karnitin molekula 3-hidroxil-csoportja kozott. Az igy létrejovo
hosszu szénlancu acil-karnitinésztert egy specifikus carrier, a karnitin-acilkarnitin
transzlokaz (CACT) juttatja 4t a belsé mitokondridlis membranon. A membran
matrix oldalan a karnitin-palmitoiltranszferaz II. enzim (CPTII) segitségével a
zsirsavlancok atkeriilnek az intramitokondrialis koenzim-A-ra, s a felszabadulo
karnitin a CACT révén visszakeriil a citosz6lba, hogy részt vehessen egy ujabb

zsirsavmolekula szallitdsaban (McGarry et al., 1997).
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3. abra: A karnitin szerepe a hosszil szénlancu zsirsavak mitokondrialis szallitasaban

(Vazetal., 2002).
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A hosszt szénlancu zsirsavak égetésében ¢és a ketogenézisben betdltott
elsddleges szerepe mellett a karnitin egyéb anyagcsere-folyamatokban is részt
vesz. A karnitin hozzajarul a sejtekben egy megfelelo szabad koenzim-A
koncentraci6 fenntartdsahoz, mely elengedhetetlen szdmos anyagcsere-
folyamatban, igy a citratciklusban, ketogenézisben ¢és glukoneogenézisben
(Ramsay et al., 2004). A mitokondridlis matrixban mikodé Kkarnitin-
acetiltranszferaz (CAT) enzim katalizalja a rovid és kozepes szénlanct acil-
koenzim-A vegyiiletek acil-karnitinészterré vald alakulasat intramitokondrialis
karnitin felhasznaldsaval. Ezen reverzibilis acilacié révén képes a karnitin az
intracellularis szabad koenzim-A ¢és acil-koenzim-A koncentraciot befolyésolni.
Egyes kutatasok szerint ez a mechanizmus azt a célt is szolgélja, hogy az acetil
egységeket acetil-karnitinként tarolja a sejt, melyek energiahiany esetén konnyen
visszaalakithatok  acetil-koenzim-A-va. Ezt a  mechanizmust  fOleg
szivizomsejtekben €s spermiumokban figyelték meg (Bremer, 1983).

A karnitin masik kiemelked6 szerepe, hogy képes modulalni a részlegesen
metabolizalt acil-csoportok toxikus hatasat. A karnitin ugyanis részt tud venni
xenobiotikus eredetli szerves savak (pl. pivalatsav és valproat), valamint az
anyagcsere-zavarokban  felhalmoz6dd  szerves savak (pl. propionsav,
metilmalonsav stb.) metabolizmusdban is. Mivel ezek a toxikus vegyiiletek
koenzim-A észterekké alakulnak, depletaljak a sejt szabad koenzim-A raktarait. A
koenzim-A észterek acilcsoportjanak transzferje a karnitinre, majd a keletkezd
acil-karnitinészterek sejtbdl valo kijuttatdsa visszadllitja a sejt szabad koenzim-A
raktarat, valamint eltavolitja a toxikus intermedier metabolitokat (Duran et al.,
1990; Melegh et al., 1993; Rebouche et al., 1998).

Végiil a peroxisomalis B-oxidacid termékeinek mitokondriumokba torténd
szallitasaban 1s részt vesz a karnitin (Verhoeven et al., 1998). A nagyon hosszl
szénlancu zsirsavak (>C,,) és egyes elagazd lancu zsirsavak részleges lebontéasa a
peroxisomdkban torténik, majd a keletkezd termékek karnitinészter formaban

jutnak a mitokondriumokba tovabbi lebontésra.



2.1.2. A Kkarnitin bioszintézise

Az emberi szervezet Kkarnitinforrasa elsodlegesen a taplalkozasbol
szarmazik: hus, hal és tejtermékek fogyasztasa altal. Mai elképzelésiink szerint
azonban bizonyos mértékli endogén szintézis is torténik a majban €s a vesében (4.
abra). A fehérjelebontasbol szdrmazd e-N-trimetillizinbdl indul ki a szintézis,
mely  B-hidroxi-e-N-trimetillizin, y-trimetilamino-butiraldehid vegytileteken
keresztiil y-butirobetainné alakul. A butirobetain irreverzibilis reakcidoban

karnitinné hidroxilezédik (Vaz et al., 2002).
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4. abra: A karnitin-bioszintézis vazlatos 1épései (Melegh, 2004).

Mivel a méj- és vesesejteken kiviil a tobbi sejt nem képes karnitint
szintetizalni, 1igy ezen sejtek aktiv transzporttal, egy nagyon jelentds
plazma/szévet gradienssel szemben veszik fel a karnitint a keringésbdl. Ez a
szallitorendszer felelos a karnitin tubularis reabszorpcigjaért (Tamai et al., 2001)

¢s az intestindlis felszivodasaért is. A karnitin homeostasist a megfeleld kiilsé
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bevitel, egy mérsékelt belsd szintézis és egy effektiv tubuléris reabsorptio tartja
fenn. Bar elfogadott, hogy a humdan szervezetben is zajlik a karnitin teljes
szintézise, mértéke ¢és jelentdsége még vita targyat képezi, hiszen szadmos
koréllapotban karnitinhidnyos allapot alakul ki, melyet a feltételezett endogén

szintézis nem képes kompenzalni (Melegh, 2004).

2.1.3. A karnitin-anyagcsere szabalyozasa

Szamos vegyiiletrdl, igy a karnitin szintézis metabolitjairol, hormonokrél
(pajzsmirigy hormon, nemi hormonok) és a hiperlipidaemiat csokkentd
gyogyszerekrdl kimutattdk, hogy befolyasoljdk a karnitin homeostasisat, de a
mechanizmus legtobb esetben még ismeretlen (Pande et al., 1980; Rebouche,
1983; Opalka et al., 2001). Az inzulin hatdsa a karnitin-anyagcserére pl.
kiilonb6z6 a majban és a vazizomzatban: mig a vazizomzatban stimulalja a
karnitin felvételét, a majban épp a csokkent inzulin koncentracidé hatisara n6 a
karnitin szintje (McGarry et al.,, 1975; Stephens et al., 2006). A PPAR-a
(peroxiszéma proliferator aktivalt receptor o) egy ligandfiiggd transzkripcios
faktor, melynek fontos szerepet tulajdonitanak az energia haztartas
szabalyozasaban, szintén befolyasolja a karnitin-anyagcserét (Gloerich et al.,

2005; Lefebvre et al., 20006).

2.1.4. A karnitin egyéb sejtfunkcioi

A karnitin klasszikus energiahdztartasban betoltott anyagcsere-szerepe
mellett felvetddott, hogy szamos egyéb sejtfolyamatban is funkcionalisan
résztvesz. TOobb tanulmany szamol be a karnitin immunvalaszban betdltott
szerepérol, azonban sokszor ellentmondoak az eredmények, mely természetesen
fakadhat az immunrendszer ismert komplexitasabol is (Athanassakis et al., 2001;

Athanassakis et al., 2003; Famularo et al., 2004; Cress et al., 1989; Kurth et al.,
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1994). A primér karnitinhidnyos betegek klinikai tiinettanaban mutatkoz6 fokozott
infekcidhajlam is arra enged kovetkeztetni, hogy a karnitin funkcionalis szereppel
bir az immunfolyamatokban.

Emellett szamos eredmény demonstralja a karnitin szerepét az apoptdzis
folyamataban (Di Marzio et al., 1999; Andriecu-Abadie et al., 1999; Mutomba et
al., 2000; Vescovo et al., 2002; Mosca et al., 2002; Pillich et al., 2005; Abd-Allah
et al., 2005). A programozott sejthalal kaszkadjat két tvonal indithatja be: az
extrinsic €s az intrinsic folyamat (Green, 2003; Defrance, 2005). Az extrinsic
utvonalat a plazmamembran halél receptorainak (DR: death receptors) ligandokkal
valo telitédése inditja be, mely végso soron a 8-as €s 10-es kaszpazok, valamint a
3-as, 6-0s és 7-es végrahajtdé kaszpazok aktivalodasat vonja maga utan. A DR
csalad egyik legjobban vizsgalt tagja a Fas receptor. In vitro kisérletek kimutattak,
hogy a karnitin megvédte a sejteket a Fas-kozvetitette apoptozistol és gatld
hatassal volt a 3-as, 7-es és 8-as kaszpazok aktivitdsara (Mutomba et al., 2000).
Kisérletesen bizonyitott, hogy a programozott sejthaldl megnovekedett ceramid
képzddéssel jar (Jarvis WD et al., 1994); a sphingomyelin-lebontas gatlasa révén
pedig kimutattdk, hogy a karnitin csokkenti a ceramid képzddését (Andrieu-
Abadie et al., 1999).

Az intrinsic Utvonalat sejten beliili vagy kiilso stressz szignalok valtjak ki,
melyek végsé soron a mitokondriumokon hatnak, kivaltva a citokrom C
kidramlésat, valamint az iniciator kaszpdz 9 és a végrehajto kaszpazok 3, 6 és 7
aktivalodasat. A Bcl-2 mitokondrialis fehérje jelen ismereteink szerint gétolja a
mitokondrium-fiiggd apoptdtikus utvonalat (Defrance, 2005). Patkanyok szdjon at
adott karnitin kezelése megdvta a vazizomsejteket az apoptozistodl, ennek soran a
3-as és 9-es kaszpazok expresszioja csOkkent, mig a Bcl-2 fehérje expresszidja
novekedett. Ezek alapjan az intrinsic utvonal soran is feltételezheté a karnitin
befolyasa (Vescovo et al., 2002).

Amellett, hogy a karnitin befolyasolja a programozott sejthalal két {6

utvonalat a sejtben, a karnitin egyéb olyan hatdsokkal is bir, melyek szintén
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megvédhetik a sejteket az apoptozistol. Kimutattdk, hogy a karnitin kapcsolatba
Iépve a kardiolipinnel befolyasolja a mitokondridlis membran permeabilitast €s
megveédi a mitokondriumok funkciodjat (Arrigoni-Martelli et al., 2001). Egy masik
tanulmany szerint a novekedési hormon-inzulinszerli ndvekedési faktor I (GH-
IGF-1) tengely aktivacidja lehet az egyik lehetséges mechanizmus, mely a karnitin

antiapoptotikus hatasanak a hatterében all (Di Marzio et al., 1999).

2.2. Karnitinhianyos allapotok

A karnitinhiany eredete alapjan primér- és szekunder karnitinhianyt kiilonit
el az irodalom. Primér karnitinhidnyban elsédlegesen a karnitin szoveti felvétele
karosodott, a szekunder karnitinhidnyos allapotokban a karnitinhiany egyéb
korfolyamat vagy koriilmény masodlagos kdvetkezménye (Stumpf et al., 1985).
Egyes esetekben nem karnitin deficiencidrél, hanem karnitin inszufficienciarol
beszéliink, ha a szdveti szabad/észter karnitin arany egy adott szint ala csokken
(Stumpf et al., 1985). Ilyen esetekben valtozatlan Gsszkarnitinszint mellett relativ
karnitinhidny alakul ki, mert a rendelkezésre all6 szabad karnitin nem képes

normalis funkci6it betolteni.

2.2.1. Primér karnitinhiany

Primér karnitinhidnyos 4llapotot, vagy madsnéven primér szisztémas
karnitindeficiencia szindromat okoznak (OMIM 212140) az SLC22A5 génben
bekovetkezett mutaciok, melyek az OCTN2 karnitin transzporter fehérje
funkcidjanak karosodasdhoz vezetnek és autoszomalis recessziven oroklddnek
(Tamai et al., 1998; Wu et al, 1998). Az OCTN2-hiany elofordulasi
gyakorisagarol sem FEuropara, sem hazankra vonatkozéan nincsenek pontos

adatok. Ismert azonban, hogy bizonyos japan szubpopuldcidoban a homozigéta
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defektus gyakorisaga 1:40 000 ¢élvesziilés, a hordozas pedig az adott populécio kb.
1%-ban talalhaté meg (Koizumi et al., 1999). A genetikailag kéarosodott vagy
hianyz6 transzporter nem képes a keringésbdl felvenni és a sejtekbe juttatni a
karnitint, igy a szoveti karnitinszint jelentdsen csokken. Mivel a karnitin renalis
reabszorpcioja is OCTN2-fiiggd folyamat (Tamai et al., 2001), a vese is elveszti
karnitin visszaszivo képességét, kovetkezésképpen a keringd karnitin mennyisége
is nagyon alacsony. A keringd és szOveti karnitinhidny miatt karosodik a
hosszliszénldnct zsirsavak mitokondrialis hasznositasa, igy energiahidny, ¢hezés
soran hypoketotikus hypoglycaemia alakul ki. Mivel a szivizomsejtek &s
vazizomsejtek, valamint a maj- és vesesejtek elsddleges energiaforrasat ¢hezés
alatt a hosszuszénlanci zsirsavak biztositjdk, ezen szovetek karosoddsa a

legszembet{indbb.

2.2.2. Szekunder karnitinhianyos allapotok

Ezekben az allapotokban a karnitin deficiencia egyéb fennallé korfolyamat
masodlagos kovetkezménye, azonban klinikailag a karnitinhidny tiinetei
jelentkeznek: hypotonia, izomgyengeség, hyperbilirubinaemia, majelégtelenség,
hyperammonaemia, sorvadas, visszatéro infekciok, encephalopathia,
hypoketotikus  hypoglycaemia,  metabolikus  acidosis, cardiomyopathia,
cardiomegalia, szivelégtelenség.

Szekunder karnitinhidnyos allapottal tarsulnak bizonyos velesziiletett
anyagcsere-betegségek, igy az organikus aciduridk egész spektruma, valamint
egyes mitokondridlis betegségek (Stumpf et al., 1985; Ogier et al., 2002). A
szervessav  aciduridkban a  hidnyzé vagy karosodott enzim okozta
anyagcsereblokdd miatt felszaporodd toxikus szerves savak karnitinészterként
elimindlodnak a szervezetbdl. A fokozott karnitinészter-vesztés a vesén keresztiil
karnitinhidnyhoz vezet. Ez a biokémiai jelenség a diagnosztikdban is jol

hasznosithato: az egyes organikus aciduridk jellegzetes és specifikus karnitinészter
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spektrumot eredményeznek, igy a profilszeri karnitinészter-meghatarozas
elektrospray tandem tomegspektrometriaval indirekt modon felvilagositast ad a
specifikus anyagcsere-zavarrdl (Vreken et al., 1999; Chace et al., 2003).

Szamos korallapotban alakulhat ki szerzett karnitin deficiencia. A csokkent
szintézis renalis vagy hepatikus elégtelenség, korasziilottség, vitamin- ¢&s
kofaktorhidny miatt elégtelen bevitel esetén karnitindeficiencidhoz vezethet.
Hasonloképpen, a megnovekedett renalis vesztés €s a hemodializis kezelés, a
csokkent felszivodas: pl. rovid bélkacs-szindroméban; a csokkent bevitel bizonyos
koérallapotokban: pl. olyan anyatejes csecsemdknél, ahol az anya karnitinstatusza
nem megfeleld, csokkent karnitintartalmt tapszeren €16 csecsemdknél vagy
hosszutavi karnitinmentes parenteralis téplalasban részesiiloknél szintén a
karnitinraktarak kimeriilését okozhatja (Crill et al., 2007).

Végiil ismert a xenobiotikumok vagy gyogyszerek 4altal indukalt
deficiencia: pl. a pivalat (trimetil-acetat), a valproat és a zidovudin kiilonb6z6
mechanizmusokkal okoznak karnitinhidnyt (Melegh et al., 1987; Crill et al., 2007).
A pivalat esetében ismert, hogy a meglévé endogén karnitinkészlettel észtert
képezve a vesén keresztiil eliminalodik, igy itt is a fokozott karnitinvesztés vezet

masodlagos karnitinhidnyhoz (Melegh et al., 1987; Melegh et al., 1993).

2.3. A karnitin transzporterek és mutacioik

2.3.1. A human karnitin transzporterek

Mivel a szoveti karnitin koncentracid 20-50-szerese a plazma karnitin
karnitinszintjét. A plazmalemmalis karnitin transzporteren végzett kinetikus
tanulmanyok hasonlo K, értékeket (2-60 uM) mutattak a karnitin szallitdsara
vazizomsejtekben, szivizomsejtekben, placentdban és fibroblastokban, jelezvén,

hogy kozos karnitin transzportert hasznalnak (Rebouche, 1977; Willner et al.,
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1978; Rebouche et al., 1982; Bohmer et al., 1977; Prasad et al., 1996; Treem et al.,
1988; Tein et al., 1996). Ez a magas affinitast karnitin szallitd rendszer felelds a
transzporter tanulméanyozasa soran kideriilt, hogy a folyamat Na'-ionok jelenlétét
igényli (Sandor et al., 1985; Kispal et al., 1987; Tein et al., 1996).

Az organikus kation transzporter csalad (OCT) uj tagjanak cDNS
szekvenciajat és genomialis organizaciojat tették kozz¢ 1998-ban Wu ¢és
munkatarsai organikus kation transzporter 2 (OCTN2) néven (Wu et al., 1998).
Ezt kovetéen a kutatdcsoport bebizonyitotta, hogy az OCTN2 transzporter génje,
az SLC22A5 gén egy magas affinitast (K., ~ 4.3 pM ), Na'-ion fiiggé karnitin
transzporter fehérjét kodol (Tamai et al., 1998). Mai tudasunk szerint ez a
fiziologias, elsddleges plazmamembran karnitin transzporter, amely a szoveti
karnitin felvételéért felelds.

A szabad karnitin mellett az OCTN2 szdmos kvaterner tartalmi szerves
vegyliletet képes szallitani, jelentdsen eltérd kinetikai paraméterekkel. Northern
blot vizsgélatokkal valamennyi zsirsavat oxidalé emberi szovetben kimutattdk a
gén mRNS-¢t, de kiilonbozo jelintenzitassal, azaz az egyes szdvetekben eltérd az
OCTN2 fehérje mennyisége (Wu et al, 1999). Nagyobb mennyiségben
expresszalodik a gén a vese proximalis és distalis tubulussejtjeinek apikalis
membranjaban, valamint a glomerulusokban (Tamai et al., 2001), a
myocardiumban, a sziv billentyliiben ¢és arterioldiban, a placentaban ¢és a
cerebellumban, a hippocampusban és a cortexben (Tamai et al., 1998; Wu et al.,
1999).

Az SLC22A5 gén megkozelitdleg 30 kb nagysagu ¢és az 5q31-es
kromoszomarégiora lokalizalodik (Wu et al., 1998; Tamai et al.,, 1998).
Szekvencigja nagyfoku  homologiat (75,8%-0s) mutat az  organikus
kationtranszporter csalad egyik korabban megismert tagjaval, az OCTNI1-gyel

(génje az SLC22A4), az egyezés elsddlegesen a fehérjelancok C-terminalisaiban

nagy.
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Az OCTN2 fehérjét 557 aminosav alkotja, molekulatomege 63kDa. Az
aminosav szekvencia analizise alapjan 12 putativ transzmembran domain
feltételezhetd strukturajaban (5. abra). A karboxi- ¢és aminotermindlisok a
membran citoplazmatikus felszine felé nyllnak, az els6 két transzmembran
domain kozott egy 107 aminosavbol allo extracellularis hurok valoszintisithetd. Ez
az extracellularis szakasz fontos regulaciés pont lehet, mivel harom potencialis N-
glikozilacios hely talalhaté itt (Asn-57, Asn-64, Asn-91 pozicidkon). Az
intracellularis lancszakaszon 6t proteinkindz C foszforilacios hely (Ser-164, Ser-
225, Ser-280, Ser-322 ¢és Ser-323), valamint egy proteinkindz A foszforilacios
0todik transzmembran domain kozotti intracellularis hurkon egy ATP/GTP-ko6td

motivum (GTEILGKS) talalhato a fehérjén (Amat di San Filippo et al., 2003).

OCTN2 (557 AA)

fucose transporte

Nucleoside
hinding site

5. abra: Az OCTN2 fehérje feltételezett szerkezete, bal oldalon az N-termindlis, jobb
oldalon a C-terminalis vég (Amat di San Filippo et al., 2003).

Mivel a human majszovetben és az agyban a karnitin szallitidsara sokkal
magasabb K, értékeket talaltak (500 uM a majban, >1000 uM az agyban), egy
alacsony affinitasti karnitin transzporter létezesét is feltételezték (Bieber, 1988).
Két masik transzportert is azonositottak az elmult évtizedben: az OCTNI ¢és az
ATB"" fehérjét, melyek képesek a karnitin szallitasara. Az OCTN]1 transzporter az
OCTN2 fehérje fentebb emlitett homologja, elsédlegesen majban, vesében és a
vékonybélben expresszalédik, de trachedban, csontveldben, kiilonb6zo

immunszovetekben és periférias leukocytdkban is kimutattdk (Yabuuchi et al.,
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1999; Wu et al., 2000). Bar az elmult években fény dertilt arra, hogy a transzporter
elsddleges szubsztratja az ergothionein (Grundemann et al., 2005), az OCTN1
fehérje szabad karnitint és egyes karnitin észtereket is szallit alacsony affinitassal.
Az eltérd fehérjecsaladhoz tartozé6 ATB®" aminosav transzportert, amely magas
K., értékkel (0.83 mM) szallitja a karnitint, egérbélben azonositottak (Nakanishi et
al., 2001). Ezek alapjan az ATB"" fehérje az OCTNI-hez hasonléan egy
aspecifikus karnitin szallitd fehérje szerepét toltheti be a majban és az agyban.

Az aspecifikus karnitin transzporterek jelenlétét tamasztja ald az a
megfigyelés 1is, miszerint OCTN2 defektus esetén, magas karnitin
koncentracioknal mind a homozigétak, mind a heterozigotak karnitin szallitasa

normalizalddik in vitro koriilmények kozott (Tein et al., 1990).

2.3.2. A OCTN2 mutaciok klinikai megjelenése

Az OCTN2 szerepét a karnitin felvételében 1998-ban bizonyitottdk (Wu et
al., 1998; Tamai et al., 1998), de a primér karnitinhidny fogalmat mar kordbban is
ismerte a szakirodalom (Karpati et al., 1975). Ma primér karnitinhianyos
allapotként (OMIM 212140) csak az SLC22A5 génben verifikalt mutacidkkal
tarsult klinikai tiinetegytittest fogadjuk el (Wu et al., 1998; Tamai et al., 1998).

Az irodalomban eddig prezentalt esetekben a kialakul6 fenotipust altaldban
a sziv, a vazizomzat ¢és a mdj funkcionalis karosodasa dominélja (Burwinkel et al.,
1999; Nezu et al., 1999; Vaz et al., 1999; Wang et al., 2000; Lamhonwah et al.,
2002; Tang et al., 2002; Cederbaum et al., 2002; Melegh et al., 2004), ugyanakkor
az eddig kozolt esetek széles fenotipusos variabilitdst mutatnak (Wang et al.,
2001; Lamhonwah et al., 2002; Makhseed et al., 2004; Rijlaarsdam et al., 2004). A
klinikai tiinetek megjelenése altalaban az 1-6 éves kor kozott a leggyakoribb, bar
kozoltek mar felnéttben diagnosztizalt OCTN2 defektust is (Spiekerkoetter et al.,

2003). Az ujszilottkori tandem tomegspektrometrids anyagcsere-szlirés
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elterjedésével egyre gyakoribb jelenség, hogy az 1jsziilottben mért alacsony
karnitinszintek deritenek fényt a még tiinetmentes gyermek OCTN2 defektusara,
vagy esetleg az egyebként tiinetmentes édesanya karnitin transzporter defektusara
(Schimmenti et al., 2006).

A szivizomzat ¢s a maj azok a szervek, melyek elsodlegesen €és csaknem
minden esetben, illetve a betegség egy adott stddiumaban mindig érintettek. A
nyugalmi szivmunka elsddleges energiaforrdsat a zsirsavak jelentik, igy a sziv
fokozottan érzékeny a szoveti karnitinhidny miatt karosodott mitokondrialis
zsirsavoxidaciéra ¢és az ebbdl fakadd energetikai inszufficienciara. A sziv
karosodasabol fakado funkciondlis kovetkezmények hatarozzak meg a klinikai
tiineteket: teljes manifesztacid esetén cardiomyopathia 1€ép fel, ami altalaban
dilatativ jellegli, de ez valdszinlileg fligg a betegség stadiumatol. Enyhébb
érintettségnél diszkrét EKG- vagy ultrahangjelek jelentkeznek. A cardiomyopthia,
mint a primér karnitinhidny potencialisan letalis manifesztacioja, dramai javulést
mutat magas dézisu karnitinkezelésre: 100 mg/ttkg/nap hatdsara a gyors klinikai
javulas mellett normalizdlédnak az EKG- és UH-eltérések is.

A zsirsavak karosodott B-oxidacioja a majban hepatopathidhoz vezet, mely
elérehaladottabb allapotban mar megmutatkozhat majfunkcid eltérésekben is.
Stlyosabb manifesztaci6 esetén a m4a) ¢érintettsége Reye-szindréma-szerli
epizdédokban nyilvanul meg: a gatolt zsirégetés miatt 1étrejovo fokozott szénhidrat
felhasznalas sulyos hypoglykaemidt eredményez, mely kozponti idegrendszeri
tiinetekhez vezet (Stumpf et al., 1985).

Hasonléan a m4jszovethez, az izomszOvetben is megfigyelhetd a
microvesicularis lipid lerakodas (Tein et al.,, 1990). A myopathids tiinetek
jelentkezhetnek 1zolaltan, mint hypotonia, izomgyengeség, fizikai aktivitasra
jelentkezd izomfaradékonysag, melyek felléphetnek akar késobbi életkorban is,
vagy tarsulhatnak az egy¢b szisztémas manifesztaciokhoz (Garavaglia et al., 1991;

Wang et al., 2001).
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A tipusos hepatocardialis ¢és myopathids manifesztaciok mellett
eléfordulhat anaemia is a betegekben, mely legtobbszor vashianyos microcyter
anaemia. Emellett gyakori tiinet a halmozott infekciok el6fordulasa OCTN2
deficiens betegekben, melyek azonban latvanyos javulast mutatnak a
karnitinkezelés bevezetését kovetden. A fenti klinikai megfigyelések alapjan az
immunvalasz bizonyos foku zavara is feltételezheté OCTN2 defektusban, azonban
ennek sulyossaga ¢és gyakorisdga kiilonb6z6 az egyes betegekben.

A fenotipusvariabilitds igen sokréti OCTN2 defektusban, a kialakuld
tiinetegylittes még ugyanazon mutacio esetében is kiillonb6zo lehet, sét ugyanazon
csaladon beliil is eltérd klinikai kép alakulhat ki. Az eddig kozolt esetek alapjan
nem allithatd fel egyértelmii genotipus-fenotipus korrelacio az SLC22A5 gén
mutacioi tekintetében (Lamhonwah et al., 2002).

Molekularis szinten az eddig megfigyelt mutaciok lehetnek egyszeri, egy
bazist érintd deletidk, insertiok, misszensz vagy nonszensz mutaciok, de lehetnek
tobb bazist is érintd deletiok vagy insertiok is. A baziseltérések a splicing
mechanizmus  befolydsoldsaval vagy a fehérjelanc  megvaltoztatisaval
funkcidesokkent transzporter szintéziséhez vezetnek; vagy pedig egy 1d6 eldtti
stop kodon keletkezése esetén egyaltalan nem képzédik OCTN2 fehérje. A
mutaciok funkcionalis kovetkezménye a betegbdl izolalt fibroblast sejtek karnitin
felvételével vizsgalhatd. Valamennyi eddig megismert patogén mutacio vagy a
transzportfunkcio teljes elvesztését eredményezi, vagy, ha marad is detektalhato
rezidualis aktivitds az nagyon alacsony (a normal aktivitas <5%-a). A rezidudlis
aktivitas és a kialakul6 tlinetegyiittes kozott sincs korrelacio. Eddig nem lehetett a
génen egy mutacios hot-spot régiot kijeldlni, a leirt eltérések szinte a teljes génen
egyenletesen oszlanak el, esetleg az V. exon halmozott muticidi jelezhetnek egy
fokozottan érzékeny régiot (Tein, 2003).

Szamos eddig megismert autoszomalis recessziven Oroklodo genetikai
betegségben koztudott tény, hogy bar a mutacid hordozoiban az érintett enzimek

aktivitdsa csokken - gyakran a normalis aktivitas kozel 50%-ara - a csokkenés nem
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jar funkcionalis kovetkezményekkel, a heterozigdtdk klinikailag tiinetmentesek
maradnak. Egyes zsirsavoxidacids zavarokban azonban a heterozigotak esetében is
beszamolnak tlinetekrél. Hasonldan, primér karnitinhidnyban is leirtdk, hogy a
hordozdk is mutathatnak epizodikus szivmanifesztaciot (Garavaglia et al., 1991),
japan csalddok vizsgalata szerint a heterozigotakban egy felndttkori-idéskori
cardiomyopathias hajlam figyelhetd meg (Koizumi et al., 1999). Intézetiinkben is
azonositottunk enyhe cardiomyopathia tiineteit mutato, 45 éves korban sulyos
infarktuson atesett betegben egy heterozigdta mutaciot az SLC22A5 génben (V.
exon 15. bazisparjanal egy C—T tranzicid, mely szerin-280-fenilalanin cserével
jar, és a fehérje egyik putativ proteinkindz C foszforilacios helyére esik) (Melegh,
2004). Transzgenikus egerekben is izomhypertrophiara utal6 eltéréseket figyeltek
meg a heterozigotakban (Zhu et al., 2000).

Ugyanakkor nemcsak a klinikai tiinetekben manifesztalodik a
heterozigotasag, hanem a csokkent plazma— és szoveti karnitinszintekben is. A
primér karnitindeficiencia egér modelljében, a juvenalis visceralis steatosis (jvs)
egerekben, szignifikdnsan csokkent szabad- €s Osszkarnitinszintet detektaltak a
heterozigota egerek maj-, sziv- és vazizomszovetében (Lahjouji et al., 2002).
Human vonatkozasban is igaz ez a megallapitas: két esettanulmany (Garavaglia et
al., 1991; Scaglia et al., 1998) is beszamol arr6l, hogy a heterozigota
csaladtagokban a plazma szabad- és O0sszkarnitin koncentracié a normal kontroll
értekekekhez képest csokkent, az egyik esetben kozel 50%-nak felelt meg
(Garavaglia et al., 1991). Emellett mindkét tanulmany kimutatta, hogy a
heterozigota egyénekbdl szarmazd sejtek karnitinfelvétele is karosodott:
megtartott K, értékek mellett (K, =3-9 uM) a V. értékek a kontroll értékek
felének feleltek meg, a heterozigota sejtek nem tudtak normdl mennyiségii
karnitint felhalmozni. A hordozokban talalt csokkent plazma karnitinszinteket
részben az is magyarazhatja, hogy a heterozigotakban magasabb renalis

karnitinvesztést mutattak ki a normal egyénekhez képest (Scaglia et al., 1998).
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2.3.3. A karnitintranszporter gének, mint suszceptibilitasi faktorok
multifaktorialis betegségekben

Egyre tobb komplex klinikai szindromér6l és multifaktorialis betegségrol
deriil ki, hogy 0Osszetett genetikai hattere van, mely hajlamositd tényezdként
hozzédjarul a betegség patogenézis¢hez. Szdmos gyulladasos betegséggel, igy
tobbek kozott a gyulladdsos bélbetegségekkel (IBD) és rheumatoid arthritisszel
kapcsolatos kutatasok fokuszaban olyan hajlamositd gének azonositasa all, melyek
a betegség rizikd faktorainak tekinthetOk (Rioux et al., 2001; Peltekova et al.,
2004; Dieude et al., 2005; Yamamoto et al., 2005; Turesson et al., 2006). Egy
ilyen, érdeklodésre szamot tartd, sokat vizsgalt régid, az 5q31 citokin cluster
kromoszomarégié (6. abra), mely szdmos, az immun- ¢és gyulladasos
folyamatokban szerepet jatszé gént tartalmaz. Tobb gyulladdsos betegség és a
fenti régi6 kozott talaltak aszociaciot az elmult években (Rioux et al., 2001;
Peltekova et al., 2004; Tokuhiro et al.,, 2003). A karnitin homeostasist
meghatarozd két organikus kation transzportert kodold gén is erre a régiora

lokalizalodik.
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6. abra: Az 5931 citokin cluster régi6 vazlatos géntérképe (Tokuhiro et al., 2003)
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A rheumatoid arthritis (RA) egy kronikus gyulladasos betegség, mely a
vilag lakossadganak 0.5-1.0%-at érinti (Jarvinen et al.,, 1994), beleértve
Magyarorszagot is (Kiss et al., 2005). Szdmos tanulmany bizonyitja, hogy
et al., 2006; Dieude et al., 2005; Yamamoto et al., 2005; van der Helm-van Mil
AH et al., 2005; Barton et al., 2002). A RA kialakulasaban legvalosziniibben a
kiilonb6z6 gének hajlamositd alléljainak kombinacidja jatszik szerepet. A human
leukocyta antigén (HLA) régio génjeinek és a RA kialakuldsdnak kapcsolatat mar
régbta tanulmanyozzak. Ma mar tisztazott, hogy bar a HLA-DRB1 locus az egyik
f6 genetikai determinans a betegség kialakuldsaban, a HLA-DR allélok egyrészt
nem nélkiilozhetetlenek, madasrészt Oonmagukban nem elegendéek a betegség
létrejottéhez (Dieude et al., 2005). Ujabban szamos nem-HLA gén, mint
szuszceptibilitasi faktor szerepét felvetették, igy a TNFR2, PADI4, PTPN22, IL-
1B, GSTML1, SLC22A4 ¢s RUNX1 gének szerepét (Barton et al., 2001; Suzuki et al.,
2003; Begovich et al., 2004; Tokuhiro et al., 2003; Arman et al., 2006; Morinobu
et al., 2006).

Egy munkacsoport (Tokuhiro et al., 2003) a japan populacidoban végzett
nagy pontossagi linkage diseqilibrum térképezéssel (high-accuracy linkage
disequilibrum mapping) asszocidciot talalt a RA és az SLC22A4 gén kozott, mely
az OCTNI ergothionein- és alacsony affinitdst karnitin-transzportert kodolja. Egy
eset-kontrolll tanulmany sordan egy olyan SNP-t azonositottak a gén elsd
intronjaban sIc2F2 (C6607T) néven, ami asszociaciot mutatott rheumatoid
arthritissel. Mobility shift és luciferaz vizsgalatokkal azt talaltak, hogy az slc2F2
SNP hajlamositoé T allélje szorosabban koti meg a RUNXI transzkripcids faktort,
mint a vad tipusu C allél (a TF felismerési és kotddési szekvencidja: TGTGGT vs
TGTGGC). A RUNXI1 (Runt-related transzkripcids faktor-1) az SLC22A4 gén
expresszidjat gatolja. gy a hajlamositonak talalt T allél esetén erésebb a RUNX1
transzkripcids faktor gatld hatdsa az OCTNI1 fehérje kifejezédésére. Emellett egy
masik SNP a RUNXI transzkripcidés faktort kddold gén 6-os intronjaban, az
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el6z6tdl fliggetleniil erds asszociaciot mutatott rheumatoid arthritissel (Tokuhiro et
al., 2003).

Mind az OCTNI, mind az OCTN2 transzmembran karnitin transzporter
fontos szerepet tolt be a normal karnitin homeostasis fenntartasdban. Mindkét
transzporter génjében szdmos RUNXI1 kotohely talalhato. Az OCTNI1 fehérje
tovabbi szerepére utal, hogy SLC22A4 expressziot talaltak hematologiai
szOovetekben, vesében, valamint RA-s betegek synovidlis szoveteiben. A gén egér
homoldgja kollagén-indukalta arthritises egerek gyulladt iziileteiben 1is
expresszalodott. Masrészrél, az OCTNI1 fehérje indukalhaténak bizonyult
proinflammatorikus stimulusokkal, igy valoszinlisithetd bizonyos szerepe a
gyulladasos folyamatokban is (Tokuhiro et al., 2003).

A rheumatoid arthritis mellett a gyulladasos bélbetegségek (IBD) komplex
hajlamositd szerepe. Az 5q31-es kromoszoémarégio és az IBD kozott asszocidciot
talaltak, az IBD5-nek nevezett régiora lokalizalodik a citokin gén cluster (6. abra),
igy attraktiv hajlamosit6 régionak tiint az IBD kialakuldsaban. Az IBDS5 régiot
ujraszekvendlva Peltekova ¢és munkatarsai (Peltekova et al.,, 2004) két uj
polimorfizmust talaltak az SLC22A4 és SLC22A5 génekben (SLC22A4 C1672T és
SLC22A5 G-207C), melyek kozosen egy két-allélos rizikoé haplotipust (OCTN-
TC) jelolnek ki, mely asszociacidot mutatott Crohn betegséggel. A C1672T
misszensz szubsztitiicid az SLC22A4 gén 9-es exonjaban az OCTNI transzporter
aktivitdsadban jelentds valtozést okoz, mig a G-207C transzverzio az SLC22A5 gén
promoter régidjdban az OCTN2 promoterének funkciondlis karosodasat
eredményezi. Eddig szdmos tanulmany vizsgalta a rizikd haplotipus jelentOségét
IBD-ben, azonban az eredmények ellentmonddak (Gazouli et al., 2005; Newman
et al., 2005a; Noble et al., 2005; Russell et al., 2006; Vermeire et al., 2005). Crohn
betegség mellett az irodalomban felvetették a haplotipus hajlamosité szerepét

ulcerativ  colitisben is (Palmieri et al.,, 2006; Waller et al., 2006).
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3. Célkitiuzések

1. Magyar primér karnitinhidnyos betegek, csalddtagjaik és bolcsdhalalban elhunyt
testvéreik mintaibol az SLC22A5 gén molekularis genetikai analizisének

elveégzése.

2. A bolcs6halalban elhunyt betegekbdl rendelkezésiinkre allo6 OCTN2 deficiens

autopszias mintdk részletes szivizom- és majszdvettani vizsgalata.

3. Az OCTN2 deficiens betegek ¢és mutdcidhordozok karnitin homeostasisanak

elemzése tandem tomegspektrometrids karnitinészter profil vizsgélattal.

4. A karnitin immunvélaszra gyakorolt hatasanak vizsgalata autopszias

immunszovetek hisztologiai és immunhisztologiai analizise révén.

5. Az SLC22A4 gén, valamint a gént szabalyoz6 RUNXI transzkripcios faktor
génjének hajlamositd polimorfizmusainak vizsgélata magyar rheumatoid

arthritises populacidban és egészséges kontrollokban.

6. Az SLC22A4 és RUNX1 génekben kijelolt szuszceptibilitasi allélok lehetséges
funkcionalis kovetkezményének tanulmanyozasara a keringd szérum karnitinészter
szintek 0Osszehasonlitaisa magyar rheumatoid arthritises betegcsoportban ¢€s

egészséges kontrollokban.
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4. Betegek és modszerek

4.1. Betegek

4.1.1. Primér karnitinhianyos betegek

A primér szisztémas karnitindeficiencia szindroma fenotipusos, biokémiai
¢s genetikai vizsgdlata sordn szdmos OCTN2 transzporter defektust hordozé
homozigéta és heterozigota egyént diagnosztizaltunk. Kutatdsaink két kiterjedt

magyar roma csalad érintett egyéneinek vizsgalatara 6sszpontosultak.

Az els6 altalunk vizsgalt csalad egy kiterjedt roma csalad Kelet-
Magyarorszagrol (7. abra). A csalad 26 tagjatél nyertiink DNS mintat ¢€s
végeztiink genetikai analizist. A csaladban 2 bolcsohalal (III/5 és II1/8) és egy
perinatalis halaleset (I1I/11) volt ismert.

SEBHUBHLD ST
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O Std - Opf

8
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7. abra: Az elsO altalunk vizsgalt primér karnitinhidanyos magyar csalad. Fekete
szimbolum: homozigdta egyén, fehér szimbolum: normal genotipus, csikozott jeldlés:
heterozigota egyének. N: nem vizsgalt egyének. P: az altalunk jelenleg is kezelt

probandust jeloli.
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A csaladfan III/5-tel jelzett beteg kortorténete klinikailag tipusos
bolcsOhalal esetnek felel meg. A perinatalis iddszak eseményteleniil zajlott,
semmilyen tliinet nem utalt szisztémas megbetegedésre. Szomatikus és
pszichomotoros fejlodése normalis volt. Hat honaposan enyhe felso 1éguti infekcio
miatt korhazi felvételre keriilt, a felvétel masnapjan halva talaltak agyaban.

A masik hirtelen bolcséhalalban elhunyt gyermek (III/8) az el6zd beteg
unokatestvére, 31. hétre 1750 g sullyal sziiletett, a perinatalis €s korai postnatalis
periddus azonban eseménytelen volt. Féléves koratol kezdddden visszatérd felsod
léguti infekcidi zajlottak. Egyéves koratol ismétldddéen normal transzaminazok
mellett hepatomegaliat (2 cm), valamint cardiomegaliat diagnosztizaltak a
betegnél, melyhez normal vagy hatarérték funkcionalis paraméterek tarsultak az
UH vizsgalatok soran. Egy tjabb fels6 1éguti infekciot kdvetden ismételt korhazi
felvételre keriilt sor 2 év és 9 hodnapos koraban. Egyhetes eseménytelen
bennfekvést kovetden kardidlis dekompenzacidban exitalt.

A TII/11-gyel jelzett beteg az édesanya uterusrupturajat kovetden rossz
altalanos allapotban jott a vilagra, reszuszcitacidjat kovetden intracranialis vérzés
alakult ki sulyos agyalloményi érintettséggel ¢és elhtizodd convulsiokkal. Gépi
I¢legeztetés mellett valdszinlileg a stlyos perinatalis események eredményeként
exitalt. Ettdl a betegtdl sajnos nem 4llt rendelkezéslinkre DNS minta a genetikai
vizsgalatok elvégzéséhez.

A I11/7-tel jelzett beteg cardiomyopathidja 3 honaposan kertilt felsimerésre:
egy mellkasi Rtg-felvétel deritett fényt cardiomegalidjara. Az EKG-n magas T-
hullamok jelentkeztek, az echocardiographia nem-obstruktiv hypertrophias
cardiomyopathiat mutatott 30%-os ejekcios frakcioval (EF). Tovabbi
kivizsgalasakor hepatomegaliat és mérsékelten emelkedett majenzim emelkedést
talaltak. A klinikai kép valamint a csaladi anamnézis felvetette a primér
karnitinhidny lehetOségét, ezért a karnitin transzporter defektus verifikalasat

kovetden a betegnél karnitin szubsztiticios terapia keriilt bevezetésre (Biokarn
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oralis oldat, Sigma Tau Pharmaceuticals, Roma/Pomezia, Olaszorszag): 1 g/nap 3
hénapig, majd 2 g/nap, azaz 167 mg/ttkg négy egyenld adagra elosztva. Két
honappal a karnitin terapia bevezetését kovetden az EKG eltérés eltlint, a sziv
EF=33.5%-ra emelkedett ¢és a mdajenzimeltérések is normalizalédtak. A
szubsztiticio bevezetése eldtt a csecsemd apatias volt, spontan aktivitdsa stlyosan

csokkent volt, a terapiat kovetden azonban markans javulés volt észlelhetd.
A masodik kiterjedt csalad (8. abra) az elsd altalunk vizsgalt csaladdal

nem all rokonsagban. Az orszag &asik sarkdban laknak mar legalabb héarom

generacio oOta. A csaladon beliil azonban eléfordul a consanguinitas.

O——1 O——101
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8. abra: A masodik primér karnitinhidnyban szenvedd magyar csalad csaladfdja az
¢érintett egyénekkel beleeértve a hirtelen bolcsohalal eseteket és a hordozokat.

Csillaggal jeloltik az altalunk vizsgalt csalddtagokat. Fekete szimbolum: homozigéta
egyén, fehér szimbolum: normal genotipus, csikozott jelolés: heterozigota egyének. P: az

altalunk jelenleg is kezelt probandokat jeldli.
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A IV/11-gyel jelzett ledny karnitin transzporter defektusara 5 éves koraban
deriilt fény. Novekedési elmaradas (<5% suly- és hossz-percentilis értékekek),
enyhe izomfaradékonysag, visszatérd infekciok, valamint enyhe cardialis
dekompenzacio jellemeztek a klinikai képet. Laborvizsgalat soran vashianyos
anémia mutatkozott, a transzaminaz, ammonia, laktat, piruvat értékek ismételten
normal eredményt adtak. Echokardiographia ¢és mellkasi Rtg-felvétel
hypertrophids cardiomyopathiat véleményezett, az EKG hullamokon éles, magas
T-hullamok jelentkeztek. A primér karnitinhidny verifikalasat kovetden karnitin
szubsztitucios terapia keriilt bevezetésre (Biokarn oralis oldat, Sigma Tau
Pharmaceuticals, Roma/Pomezia, Olaszorszag): 1g/nap karnitin egy éven at, majd
3x1 g/nap, azaz 150 mg/ttkg a mai napig. A terapia hatasara a klinikai tiinetek
dramai javulast mutattak, az EKG ¢és echokardiographids eltérések
normalizalédtak, a halmozott infekcidhajlam megsziint ¢és szignifikans
sulygyarapodas volt mérheto.

A beteg ndvére (IV/10) 5 honaposan hirtelen csecsemdhalélban halt meg,
negativ anamnézissel. A beteg batyja (IV/9) szdmos infekcion esett at, de
egyébkeént egészséges csecsemd €s gyermek volt. Hat évesen hirtelen exitalt az
o6vodaban, minden figyelmeztetd tiinet nélkiil. Mindkét bolcsdhalal esetben a
patologiai vizsgalat dilatalt cardiomyopathidt és majsteatosist talalt. Sajnos csak a
fiagyermektol (IV/9) sikeriilt mintahoz jutnunk, a kapott autopszias tiidoszovetbol

végeztiink genetikai analizist.

A harmadik altalunk vizsgalt €s jelenleg is kezelt beteg gyermekrdl (IV/8)
utolag deriilt ki, hogy a IV/11-es beteglink masodfokt unokatestvére (8. abra). A
30 hoénapos betegiink (IV/8) két egészséges, elsd fokon unokatestvér sziilo (IT11/5
¢s 111/6) nyolcadik gyermeke. 40. hétre 3600 g sullyal per vias naturales sziiletett.
A neonatalis periodus és a psziochomotoros fejlddése normalisan zajlott. 1zolalt

major malformacioként a jobb kéz I. ujjanak kettdzottsége volt szembetling.
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Anamnézisében szamos visszatérd felsd 1éguti infekcidval tarsult hanyésos
epizdd szerepelt. Els6 korhazi felvételére 10 honaposan keriilt sor akut felsé léguti
infekci0o, hepatomegalia €s anaemia miatt. Emelkedett szérum ammoénia (112
pumol/L) €s tarsuld emelkedett transzamindz értekeket (GOT: 620 U/L, LDH: 2549
U/L, GPT: 658 U/L, yGT: 63 U/L, ALP: 445 U/L) talaltak nala. Ezen felvétel
soran még nem sziiletett genetikai diagnozis. 18 honapos koraban, egy ujabb
infekcid kapcsan, emelkedett majenzim értékekkel (GOT: 211 U/L, LDH: 1123
U/L, GPT: 190 U/L, yGT: 160 U/L, ALP: 324 U/L) tarsult hepatomegalia
valamint hypoglycaemids hypoketotikus encephalopathia alakult ki a betegnél.
Color Doppler- és 2-D-s mellkasi szivultrahang vizsgalat enyhe fokua
hypertrophias cardiomyopathiat talalt bal kamrai kidramlasi zavar nélkiil. A beteg
testvéreinél (IV/2-IV/7) elvégzett echokardiographias vizsgalat valamennyitiiknél
normal szivmiikodést igazolt, az egyik fiutestvérnél enyhe mitralis regurgitatiot
talaltak. A klinikai kép alapjan felmeriilt primér karnitinhiany betegség
diagnézisat az SLC22A5 gén direkt szekvenalasaval a beteg 23 honapos koraban
igazoltuk. A karnitinterapia (Biokarn oralis oldat, Sigma Tau Pharmaceuticals,
Réma/Pomezia, Olaszorszag: 50 mg/ttkg/nap) alatt a beteg szomatikus fejlodése
megindult, fizikai és szellemi aktivitasa fokozodott, hepatomegalidja megsziint,
szérum ammonia szintje, majenzim eltérései €s a szivultrahang-eltérések
normalizalédtak, valamint jelentésen csokkent a rekurrens infekciok szama.

A karnitinészter profil meghatarozasdhoz ¢éhgyomri plazma mintékat
vettiink a betegtél a karnitin terapia bevezetése eldtt, majd 2 honappal és 13
hoénappal a terapia megkezdése utan. A két heterozigota sziilotol (III/5 és 6)
valamint harom heterozigdta testvértdl (IV/2, 5 és 6) szintén kaptunk ¢éhgyomri
plazma mintékat.

A beteg legidosebb ndvére (IV/1) 7 évesen otthondban hirtelen exitalt, két
hetes tonsillitises tiineteket kovetden fejfajasa jelentkezett, majd 24 6ran beliil
agyoedema kovetkeztében exitalt. A beteg tobbi testvére, valamint sziilei

tiinetmentesek.
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4.1.2. Rheumatoid arthritises betegcsoport az SLC22A4 gén C6607T és a
RUNX gén G24658C polimorfizmusanak és a Kkarnitinészter profil
vizsgalatara

A PTE OEKK Immunolégiai és Reumatologiai Klinika beteganyagabol 209
rheumatoid arthritises beteg vér €s szérum mintait vizsgaltuk. A 209 beteg 81%-a
no, atlagos életkorts.d.: 57.3£14.6 ¢év, 73%-uk rheumatoid faktor pozitiv. A
vizsgalatban résztvevd valamennyi beteg sporadikus rheumatoid arthritisben
szenved, klinikailag eleget tettek az Amerikai Rheumatologiai Tarsasag
rheumatoid arthritisre vonatkoz6 kritériumrendszerének (Arnett et al., 1988).

A kontroll mintdkat (n=217, 44% nd, atlagos ¢letkor+s.d.: 36.5+10.4 év) a
PTE OEKK II. sz. Belgyogyaszati Klinikdjan gyujtottik, mind egészséges
onkéntesektol szarmaznak, melyek kortorténetében nem szerepel gyulladasos

arthritis.

4.1.3. Etikai iranyelvek

Az altalunk vizsgalt betegek, sziileik és kontroll egyének részletes
felvilagositast kovetden beleegyezésiiket adtak kutatasunk itt leirt minden
vizsgalatahoz. Vizsgdlataink soran mindvégig a Pécsi Tudomdnyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Karanak Etikai Bizottsaga altal kijelolt iranyelveket és

szabalyozasokat kovettiik.
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4.2. Biokémiai modszerek

4.2.1. A plazma és szérum karnitinészterek mérése ESI triple quadrupol

tandem tomegspektrometriaval

A karnitinészter profil meghatdrozdsahoz minden beteg és kontroll egyéntdl
egy 12 oras ¢hezést kovetden plazma, illetve sz€érum mintat gytiijtottiink reggel
8:00 és 8:30 kozott.

A szérum, illetve plazma acilkarnitin-észtereket derivatizalast kovetden
butilészterként mértiik egy izotép diltcids tomegspektrometridas modszerrel
Micromass Quattro Ultima ESI triple quadrupol tomegspektrométerben.
Oldészerek és reagensek: A HPLC tisztasdgi metanol, propanol, i-butanol-HCL
¢és acetonitril oldoszereket Riedel-deHaén cégtdl vasaroltuk. Belsd standardként
deutériummal jelolt acilkarnitin-észtereket alkalmaztunk (Cambridge Isotope
Laboratory).

Mintaelokészités: Minden szérum ¢és plazma mintdbol 10 pl mennyiséget
szlirOpapirra cseppentettiink (Schleicher&Schiiell, 2992), majd két 6ras beszaritast
kovetden a kicseppentett foltot pontosan kivagtuk, és Eppendorf csdbe tettiik. A
karnitinészterek metanolos kivonasahoz a bels6 deuterizalt standardokat
tartalmazo metanolos torzsoldatbol (mely 0.76 umol/L [*H;]-szabad karnitint, 0.04
umol/L [*Hs]-propionilkarnitint, 0.04 pmol/L [*Hs]-oktanoilkarnitint and 0.08
umol/L [*Hjs]-palmitoilkarnitint tartalmazott) 200 pl-t adtunk az Eppendorf
csovekbe. Husz perces enyhe razogatast kovetden a kivonatokat 40°C alatt
mérsékelt nitrogen aramlat alatt beszaritottuk. A metanolos kivonas utdn sosavas
kozegben terc-izobutanol szarmazékképzés tortént, melyhez 100 ul 3 mol/L
butanolos HCI-t pipettaztunk minden Eppendorf csobe majd a mintakat enyhe
razogatas mellett 15 percig inkubaltuk 65°C-on egy hibridizacios kamraban. A

butanolos HCI foloslegét 40°C alatt mérsékelt nitrogén aramlattal elparologtattuk.
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A keletkezé karnitinészter-szarmazékokat 100 pl acetonitril:viz (80:20 v:v%)
eluensben oldottuk fel.

Tandem tomegspektrometrias mérés: Mintabeviteli rendszerként egy Waters
2795 Alliance HPLC eszkozt hasznaltunk, mely egy 0.1 ml/perces acetonitril:viz
(80:20 v:v%) oldoszeraramlast tartott fenn. A mintdbol 10 pl-s adagokat
injektaltunk 4 perces 1id6kozonként az oldoszerdramba. Mivel az acilkarnitinek
jellemz6, 85 Da tomegvesztést produkalnak az iitkdzési cellaban, a szabad
karnitint és az O0sszes acilkarnitin-észtert ESI-MS/MS analizissel hataroztuk meg
az m/z 85-0s fragmens pozitiv anyaion pasztazasaval, mely sordn a pasztazasi
tartomanyunk 200-550 m/z volt. A mérést a kovetkezd paraméterek mellett
végeztiik: az optimalizalt kapillaris fesziiltség, conus fesziiltség és iitkdzési energia
2.50kV, 55V and 26¢V értékekre volt allitva.

Mérési eredmények: Minden mintat haromszor mértiink meg az injektalassal
kezdddden, és a megadott eredmények a harom mérés atlagat tikrozik. A
szamszerli eredményeket a Micromass cég Masslynx és Neolynx szoftver-

csomagjainak segitségével szdmoltuk és értékeltiik.

4.2.2. Karnitinmérés hagyomanyos radiokémiai modszerrel

Az els6 csalad II1/7 (7. abra) és a masodik csalad I'V/11 betege (8. abra) esetében
a szabad és Osszkarnitin-szint mérése hagyomanyos '*C-izotop médszerrel tortént.

A modszer részletes leirdsat lasd Melegh ¢és tsai. Xenobiotica, 1993-as

kozleményben (Melegh et al., 1993).
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4.3. Molekularis genetikai modszerek

4.3.1. Az OCTN2 mutaciok vizsgalata direkt szekvenalassal és RFLP
analizissel

A molekuléris genetikai vizsgalatokhoz a DNS izolalasa periféridss EDTA-
val alvadéasgatolt vérbdl rutin kis6zasos modszerrel tortént. Az autopszids mintak
esetében a bedgyazott mintak paraffinos metszeteibdl egy xilan-alapa rutin
deparaffinizacios eljarast kovetden nyertiik ki a DNS mintat (Man et al., 2001).

Az SLC22A5 gén 10 exonjanak felerdsitéséhez és szekvenalasdhoz intronba
nyul6é primerparokat terveztiink (1. tablazat) DNASTAR software (DNASTAR
Inc., Madison, WI) segitségével. A tervezéshez a gén GenBank adatbazisbol
letoltott szekvenciait vettiik alapul (a genomidlis szekvencidhoz: az accession no.
ABO016625, a mRNS szekvencidhoz NM 003060 szekvencidkat hasznaltuk). A
gén 1. exonjanak felerdsités¢hez két atfedd primerpart haszndltunk. A PCR
felerdsitéseket MJR PTC 200 thermal cycler gépeken végeztiik, valamennyi exon
esetében hasonlo koriilményeket alkalmaztunk.

Az inkubacios elegylink 50 pl végtérfogatban kb. 10-20 ng DNS-t, 3 pmol
forward és reverse primert, 5 pl 10x higitast reakcios puffert, 2 U Taq polimeraz
enzimet, 0.2 mM koncentraciéban mind a négy dNTP-t és 1.5-2.5 mM MgCl,-t
tartalmazott. A 10x higitdsu reakcios puffer Osszetétele a kovetkezd volt: S0mM
KCl, 10 mM Tris-HCI (pH 9.0) és 0.1% Triton X-100. A polimeraz lancreakcid
koriilményeit az aldbbiak szerint valasztottuk meg: kezdeti denaturacié 95°C-on 2
percig, primerkotédés 58°C-on 1 percig, ezt kovetden polimerizacido 40-44
cikluson keresztiil. A polimerizacio feltételei: denaturacidé 94°C-on 1 percig,
primerkotédés 58°C-on fél percig, majd elongacidé 72°C-on fél percig. A reakciot
egy végso extensidval zartuk le 72°C-on 10 percig hagyva a reakcioelegyet.

Azokban az esetekben, amikor a bedgyazott metszetekbdl izolalt DNS
mindsége nem volt megfeleld, az 5. exon felerdsitéséhez egy nested (beagyazott)

PCR rendszert alkalmaztunk, melynek lényege, hogy a 5. exonra specifikus
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normal primerparokkal valo felerdsitést kdvetden, a kapott amplifikdtumot tovabb

erdsitettilk OCES és OCESe primerparokkal (1. tablazat).

1. tablazat: Az SLC22A5 gén 10 exonjanak felerdsitéséhez alkalmazott primerek
(a roviditésekben hasznalt szam az exont jeldli; F: forward, R: reverse primer).

OCElaF CCAAGCCCGCCGCGTTCC

OCElaR GCAGCCGCAGTGGGACAGTG

OCEIbF CCTGTCCTCCGTGTTCCTG

OCEIbR GTTCAAGGACCGCGACAG

OCE2F TGAATGATACACCCCCTTTGCTCATC
OCE2R CACGCTTCTTCCTCAGTGCTGAGGTC
OCE3F GCTGCCCTTTTCCAGCTGGTTAT

OCE3R TCAACTCCAACCTGATGGCCATA

OCEA4F TGCTAACTCGACCTCCCTTGTTTT

OCE4R GACAGAAATCATCCTGCCAGTGG

OCESF GAGGCCTCACTGAGATTGGACCTT
OCESR TCACGGTCAGTCTGTCCCTCTCA

OCESeF CCTTATTCCCACCTATGG

OCESeR GACGATTTGAAGAGGCAG

OCE6F TCTCTGACCACCTCTTCTTCCCATACACTT
OCE6R GTCTGGAAGCCTCAGGCAGGTCTCTTTTA
OCE7F CCAGCTTTCTTCTGCACTCTGTTT

OCE7R CCCAAACCATAGATGCACATGGT

OCES8F GTTGGTACCTACTCCTACCCTCTTTCCT
OCES8R CTCTAGTGTGCCCTTGGCTCATG

OCE9F GGGTAGATGAGAGACCAAGTCTAAC
OCE9R ACACTGACAGAGGAGGTCTTCTT

OCEIOF TGTTTGTTTGGAGACTGGGAGGCATCTTTT
OCEIOR TGGCCATTTCTGGCAAGACAGTCTTTC

A PCR soran kapott termékeket (mind a 10 exon amplifikdtumat) ABI
Prism 310 Genetic Analyzer automata szekvenaloval festék terminacios
technikaval szekvenaltuk mindkét irdnyban a gyart6 utasitasa szerint (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

A szekvenalassal a betegekben azonositott mutdciora RFLP (restriction
fragment length polymorphism) mddszert dolgoztunk ki. A csalddtagok tovabbi
mintainak szlrését mar ezzel a modszerrel végeztiikk, igy célzottan csak a

csaladban halmozddd mutaciot detektaltuk. Az RFLP mutéaciovizsgélathoz az 5.
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exon amplifikdtumét (az OCESF és OCESR primerek altal felerdsitett 206 bp
hosszusagu terméket) Bsl I enzimmel emésztettiik, mely normal esetben 48, 55 és
103 bp nagysagu termékekre hasitja az amplifikatumot. Az altalunk detektalt
mutacid jelenléte megsziintette az egyik hasitasi helyet, igy egy 48 bp és egy 157

bp hosszisagu szakaszt detektaltunk agaréz gélelektroforézis soran (9. abra).

250 bp —
206 bp —
158 bp—

103 bp —

55bp—

9. abra: RFLP analizis gélelektroforézis képe a masodik csaldd tagjainak mintdival.
l.sav: DNS-marker, 2: apa, 3: anya, 4: homozigota beteg, 5: normal kontroll, 6:

emésztetlen PCR termék.
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4.3.2. Az OCTNI1 hajlamositéo polimorfizmusanak vizsgalata direkt
szekvenalassal és RFLP analizissel

A molekularis genetikai vizsgalatokhoz a genomialis DNS izolalasa
periférids EDTA-s vérbdl rutin kisd6zasos modszerrel tortént. Az SLC22A4 gén 1.
intronjanak  C6607T  polimorfizmusanak [sIc2F2, GenBank rs3792876]
felerdsitéséhez specifikus primerpdrokat terveztiink: forward primer 5'-
AGGCTAAAGGAGCAGGAAG-3’ ¢s reverse primer 5'-
TCTCAGTGCCTCCCAGAAGT-3". Az inkubacidos elegyiink 50 pul
végtérfogatban 1 ug DNS-t, 0.2 uM forward és reverse primert, 5 pl reakcids
puffert (500 mM KCl, 100 mM Tris-HCI (pH 9.0) és 15mM MgCl,), 2 U Taq
polimeraz enzimet és 200 pM koncentracidban mind a négy dNTP-t tartalmazta. A
polimeraz lancreakcié koriilményeit az aldbbiak szerint optimalizaltuk:
elédenaturacié 95°C-on 2 percig, majd amplifikadcido 35 cikluson keresztiil az
alabbi ciklusokkal: denaturacidé 95°C-on 30 masodpercig, primerkotddés 60°C-on
30 sec-ig, ¢és lanchosszabbitds 72°C-on 30 sec-ig, majd végsé lanchosszabbitas
72°C-on 5 percig. A PCR reakciot egy MJ Research PTC-200 thermal cycler
gépen végeztiik.

A PCR soran kapott termékeket ABI Prism 3100 Genetic Analyzer
automata szekvendloval festék terminacids technikaval szekvenaltuk mindkét
iranyban a gyart6 utasitasa szerint (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

A moddszer bedllitasat kovetéen a rheumatoid arthritises beteg- és a
kontrollcsoport mintainak sziiréséhez csak RFLP moédszert alkalmaztunk. Az
RFLP mutacidvizsgalathoz (10. abra) a 620 bp nagysagia amplifikatumot Hph I
enzimmel emésztettiik majd a kapott termékeket 1%-o0s agardz gélen futattuk meg.
A PCR termék egy obligat hasitasi helyet tartalmazott a restrikcidos emésztés
hatékonysaganak ellendrzésére. A C allél esetén egy 208 és 412 bp hosszisagu
fragmenset detektaltunk a gélelektroforézis soran, mig a T allél esetében 44, 208

¢s 368 bp nagysagl termékeket kaptunk.
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10. abra: Az slc2F2 polimorfizmus vizsgalata RFLP analizissel. TC: a heterozigdta
allélkombinacid képe, CC: vadtipusi homozigo6ta allél, TT: hajlamosité homozigota allél,

jobb oldali sav: DNS-marker

4.3.3. A RUNX1 polimorfizmus vizsgalata direkt szekvenalassal és
RFLP analizissel

A runxl genotipusok meghatarozdsa az OCTNI polimorfizmusok
meghatarozasanal leirt modszerrel hasonldé modon tortént. A RUNX1 gén 6.
intronjanak G24658C polimorfizmusanak felerdsitéséhez [runxl, GenBank
rs2268277] specifikus primerparokat terveztiink: forward primer 5'-
TACAGCCAATCTCCACTGTGCT-3’ és reverse primer 5-
CACCTGTGTGGAACAGAT-CTCC-3’. A polimeraz lancreakcido koriilményeit
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az OCTNI1 moddszernél leirtak szerint valasztottuk meg. A PCR sordn kapott
termékeket ABI Prism 3100 Genetic Analyzer automata szekvenaloval festék
terminacios technikdval szekvenaltuk mindkét irdnyban a gyartd utasitasa szerint
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

A modszer beallitasat kovetéen a rheumatoid arthritises beteg- és a
kontrollcsoport mintainak sziiréséhez csak RFLP modszert alkalmaztunk. Az
RFLP mutéicidvizsgalathoz (11. abra) a 311 bp nagysagu amplifikdtumot BstN I
enzimmel emésztettiik majd a kapott termékeket 1%-o0s agardz gélen futattuk meg.
A PCR termék egy obligat hasitasi helyet tartalmazott a restrikcids emésztés
hatékonysaganak ellendrzésére. A G allél esetén egy 138 ¢és 173 bp hossziisagu

fragmenset detektaltunk a gélelektroforézis soran, mig a C allél esetében 39, 99 és

173 bp nagysagl termékeket kaptunk.

11. abra: A runxl polimorfizmus vizsgalata RFLP analizissel. st: DNS-marker, CC:
hajlamositd homozigdta allél, GG: vadtipusi homozigota allél, GC: a heterozigota

allélkombinaci6 képe
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4.4. Hisztopatologiai modszerek

(A primér Kkarnitinhianyos bdolcsohalal esetek autopszias szoveteinek

hisztologiai és immunhisztologiai kiértékelése)

A kiilonb6z6 lymphoreticuldris szervek, mint csontveld, 1€p, tonsilla,
nyirokcsomo és thymus haematoxylin-eosinnal (H&E) festett metszeteit szovettani
jellegzetességek ¢€s altalanos szoveti organizacid szempontjabol vizsgaltuk.

Az immunhisztokémiai vizsgdlatokat egy DAKO autostainer eszkozzel
(DAKO, Glostrup, Denmark) végeztiik egy standard indirekt avidin-biotin
peroxidaz detekcios protokollal. Az immunhisztokémiai vizsgéalatban hasznalt
reagensek szintén a DAKO cég termékei.

Minden szovet blokkjaibol 3-4 um vastagsagl szeleteket metszettiink le
szilannal bevont tiveglapra majd 56°C-on inkubaltuk 30 percig. A metszeteket
viaszmentesitettiik, majd hidrataltuk higitott etanol oldatokban és desztillalt
vizben. Minden metszetet antigén elvonasnak vetettiink alda 10mM citratpufferben
kuktaban fézve 30 percig.

A metszeteket bcl-2 (1:50 higitas), IgD (1:200 higitas) é¢s MIB-1 (1:150
higitas) immunfestésnek vetettiik ald; ellenjelolésként Giemsat alkalmaztunk. Az
IgD festést a kdpenysejtek specifikus indikatoraként hasznaltuk, a MIB-1 festés a
nyiroktiiszOkon beliili proliferalé ¢és funkciondlisan aktiv sejtek markereként
szolgélt. Az anti-apoptotikus bcl-2 immunreakcid6 a thymusban 1évd sejtek
megjelenitését célozta meg. Az immunhisztokémiai eredmények kiértékelése
soran a sotétbarna pozitiv jel eloszlasat vizsgaltuk, a nyiroktiisz6kon beliili
halmozddasat valamint a thymus cortex ¢és medulla kozti eloszlasat. A
betegiinkben kapott minden egyes antigén jelolési mintdzatot egy normal
kontrollban kapott jelolésekhez viszonyitottuk. Az immunhisztokémiai jelolést

egymastol fliggetleniil két patologus értékelte.
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4.5. Statisztikai modszerek

A genotipusok eloszlasat a y* probaval elemeztiik. A szérum karnitinészter
értekek 0sszehasonlitasara paratlan t-probat alkalmaztunk. Az értékeket mindvégig
atlag + SEM formaban fejeztiik ki, harom tizedig megadva az eredményt a
karnitinészterek esetében, tekintettel a hossziiszénldncu karnitinészterek alacsony

koncentraciodira.
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5. Eredmények

5.1. Vizsgalatok primér karnitinhianyban

5.1.1. A vizsgalt csaladok molekularis genetikai eredményei

Az altalunk vizsgalt mindharom beteg gyermek (7. abra: 1. csalad: I11/7 és
8. abra: 2. csalad IV/8 ¢és IV/11) molekularis genetikai vizsgalata soran az
SLC22A5 gén 5. exonjaban egy homozigodta citozin bazisdelécidt talaltunk:
844delC a cDNS szekvenciaban ¢és 17081 delC a genomialis szekvencidban
(Melegh et al., 2004; Komlosi et al., 2007). A mutaci6 az olvasasi keret
eltolodasahoz vezet €s igy a delécios hely utani 13. tripletben egy korai stop kodon
keletkezik: R282D aminosavcserét, illetve V295X trunkaciot eredményezve a
fehérjében (részletesen lasd 12. abra). Az elsé csalad III/7 és a 2. csalad 1V/11
betege esetében a bazisdelécid mellett semmilyen mas eltérést nem talaltunk az
SLC22AS5 gén egyetlen exonjdban sem a referencia szekvenciahoz (GenBank

ABO016625) viszonyitva. A 2. csalad IV/8 betegénél azonban a fenti mutacid

«yey

s

talaltunk homozigota formaban, mely eltérések azonban nem valtoztatjak meg az
aminosavszekvenciat.

Az elsé csaladban (7. abra) 24 csaladtag periférias vérébdl, valamint a
csalad két bolcsdhalal esetének paraffinba dgyazott szoveti metszeteibdl kinyert
DNS mintdibol végeztiink mutdcio analizist. A két bolcsOhalal eset szintén
homozigdtanak bizonyult a fenti mutaciora, a csaladban tovabbi 12 hordozot
azonositottunk.

A masodik csaladban (8. abra) 12 csaladtagtol nyertiink vérmintat mutacid
analizisre, ennek soran a két sziilopar €s 3 gyermek bizonyult hordozonak a
mutaciora. A 1V/9-es bolecsohalalban elhunyt gyermek esetében a tiidoszovetbol

kinyert DNS-bdl tudtuk elvégezni a genetikai vizsgalatot, mely homozigota
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muticiot igazolt. A csalddtagok genotipusat a két csaladfan tiintettiik fel (7. és 8.

abra).

C (bp 20)
CCCT G AgT CCCCCGAT GG CT
20 30

A Wi

aminosav 282 295
pozicid

normal GAG TCC CCC CGA TGG CTC ATC TCT CAG GGA CGA TTT GAA GAG GCA GAG GTG
szekvencia

aminosav E S P R W L 1 S Q G R F E E A E \%
szekvencia

a beteg GAG TCC CCC GAT GGC TCA TCT CTC AGG GAC GAT TTG AAG AGG CAG AGG TGA
szekvencidja

aminosav E S P D G S S L R D D L K R Q R °
szekvencia

12. abra: OCTN2 5. exonjanak forward szekvenalési (5°-3”) képe homozigdta mutacio
esetén. A deletalt C bazis helyét nyil jelzi a szekvencia felett. Az OCTN2 fehérje

aminosavszekvencidjaban bekdvetkezett valtozast jelzi az also dbrarészlet.
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5.1.2. Az OCTN2 R282D mutaciojanak fenotipusos jellegzetességei
magyar csaladokban: a maj- és szivizomszovet hisztologiai elemzése

Az altalunk vizsgalt OCTN2-defektusos csaladokban eléfordult harom
hirtelen halal eseteinek autopszids mintaibol a mdj, a szivizomszovet €s a
tiidészovet hisztologiai elemzését végeztiik el (Melegh et al., 2004).

A  majszovetben az egymastol kiilonb6z6 nagysagu vakuolumok
lipiddepoziciéra utalnak, melyek elsédlegesen a lobulusok széli részein
figyelhetdk meg, a centrolobularis részek alig vagy kevésbé érintettek (13. abra,
H&E festés az A és B oszlopokban). A fiatalabb beteg méjszovetében, (1. csalad
I11/5) aki 6 honapos korban exitalt, stilyosabb foku a lipiddepozicid, (13. abra 2.
sor) mint az idésebb beteg (1. csalad I11/8, 13. abra 1. sor) esetében.

A szivizomszdvetben a kiilonbozo méretii és alaki nucleusok jelenléte
izomhypertrophiara utal. Mindkét beteg szivizomzataban fokalis lipidvakuolumok
lathatok (I1I/8 beteg: 3. sor, I1I/5 beteg: 4. sor). A lipidlerakodés tilnyomo része a
subendocardialis részre koncentralodott (13. abra: A oszlop, 3. és 4. sor). A sziv
mas részein, példaul a kamrafalban, kisebb zsircsepp-aggregatumok voltak
lathatok, a vakuolumokat lathatdlag membranok hataroltadk (13. abra: B oszlop, 3.
¢s 4. sor).

A masodik csalad 1V/9 betegének (8. abra) autopszids tiidoszovet
mintdjaban egyediil emphysema jeleit lattuk, semmilyen mas karakterisztikus
patologias elvaltozast nem talaltunk. A m4j- és szivizomszovet mintdk PAS-
festése (perjodsavas Schiff-bazis) a glikogénraktarak stlyos kimertilését jelezte
(13. abra: C oszlop). Osszehasonlitiasképpen PAS-festéssel vizsgaltunk hasonld
kord és nemii egyénektdl szadrmazd autopszids szovetblokkokat. Kalorikus
depressziot kovetden elhunyt betegek mintdiban még lathatdo volt limitalt
mennyiségli PAS-pozitiv granulum (13. abra: C. oszlop, jobb alsé betét). Olyan
egyének autopszias szovetmintaban, akik nem ¢hezést kovetdéen hunytak el,
szembetlind a kiilonbség az erds PAS-pozitiv festodést illetden (13. abra: C.

oszlop, jobb felsd betét).
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13. abra: A maj- és szivizomszovet hisztologiai jellegzetességei OCTN2 defektusban
Az 1. és 3. sorok mdj- és szivizomszoveti képe az 1. csalad I1I/8 betegétdl szarmazik, aki
2 ¢év 9 honaposan halt meg bdlcsOhalalban; alatta (2. és 4. sor) a III/5 beteg szdvettani
képe lathato, aki 6 honaposan halt meg tipusos bdlcsOhalél esetként (H&E festés az A-B
oszlopokban, PAS festés a C oszlopban). A PAS-festésti metszetekben a jobb felsd betét
nem ¢hezett kontrol autopszias mintdkbol szdrmazik, a jobb alsé betét ¢éhezést kdovetden
elhunyt betegek mintaibdl szarmazik.
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5.1.3. A szabad Kkarnitin és a karnitinészter profil eltérései OCTN2
mutaciora homozigota és heterozigota egyénekben

Az éltalunk vizsgalt primér szisztémds karnitinhianyban szenvedd
csaladokban Osszesen harom olyan homozigota beteget identifikaltunk, akiknél
idében el tudtuk kezdeni a karnitin szupplementéaciot. Mindharom beteg esetében a
kezelés megkezdése eldtt sulyosan csokkent szabad karnitin- €s Osszkarnitin
szinteket mértiink. Az els6 csalad III/7 betege €s a 2. csalad IV/11 betege esetében
még nem allt modunkban tandem tomegspektrometrids modszerrel karnitinészter
profil vizsgalatot végezni, igy eredményeinket a hagyomdnyos radiokémiai
karnitinméréssel kaptuk (Melegh et al., 2004). A 2. csalad IV/8. betegének és
hordoz6 csaladtagjainak tandem tomegspektrometrids modszerrel hataroztuk meg
a plazma karnitinészter profiljat (Komlosi et al., 2007). Kontrollként 6 egészséges
gyermek karnitinészter profil meghatarozasat végeztik el (4 fia és 2 lany,
¢letkoruk alapjan parositva dket a harom heterozigota testvérhez (IV/2, 5 és 6).

Az els6 csalad kezelt homozigota OCTN2 defektusos betegében (7. abra:
II/7) a kezelés megkezdése el6tt a kovetkezd postprandidlis szabad- és
Osszkarnitin-szinteket mértiik: 3.8 és 6.2 pumol/L (kontroll értékek: 22.4+4.81
umol/L a szabad karnitinre és 36.2+7.21 umol/L az Osszkarnitin-szintre, n=24). A
karnitin szupplementaci6 megkezdését kovetéen az ért¢kek novekedtek: 6.2
szabad-€s 12.5 umol/l 6sszkarnitinszint, de nem érték el a normal tartomanyt.

A masodik csalad 1V/11 leanybetegénél (8. abra) a kezelés megkezdése
elott postprandialisan 5.4/7.4 umol/l szabad/6sszkarnitin szintet mértiink, mely a
terapia bevezetését kovetden 6.0/10.5 pmol/l-re emelkedett.
tagjainak (8. abra) plazma karnitinészter profiljat hatarozuk meg, a mérések
eredményét a 2. tablazat mutatja. A kezelt IV/8 beteg plazmajaban a szabad
karnitin dramai csokkenése (1.38 pmol/l szemben 32.8 +4.2 umol/l egészséges
kontrollokban) mellett az 6sszes keringd karnitinészter stilyosan csokkent. Az 9ssz

karnitinészter-szint a kontrollok 17.9%-nak felelt meg. A harom heterozigéta
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gyermek szabad karnitinszintje a normal kontrollok 62.2%-a volt, mig az egyes
karnitinészterek szintje a normalhoz képest 21.6% ¢és 76.1% (atlag 48.4%) kozott
mozgott. Hasonld mintazatot talaltunk a heterozigota sziilok karnitinészter
profiljaban.

A karnitinterapia bevezetése utan 2 honappal a szabad karnitin 12.8 pmol/I-
re emelkedett (a kontrollok 39 %-a ), az Gsszes tObbi észter szintje is ndvekedett,
de igy is a kontroll érték 5.8-78.6 %-a (4tlagban 41.2%-a) kozott mozogtak. A
kezelés 13. honapjaban a szabad karnitin tovabbi novekedése volt megfigyelhetd
(15.9 umol/l), hasonldan az egyes karnitinészter szintek is tovabb novekedtek,
értékiik a kontrollok 10.1%-138.5%-4nak (atlagban 47.6%-anak) felelt meg,
ugyanakkor, a koncentraciok nem érték el a kontroll értékeket.

A kezelés eldtt a hasonld szénlanchossziisagu karnitinészterek Osszegének
sorrendje a kovetkezo volt: kdzepes<hosszi <rovid szénlancu; mig kezelés utan a
sorrend valtozott: hosszi<kdzepes<rovid szénlancii észterek. A legjobban az

acetil-karnitin szintje novekedett a kezelés hatésara.
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2. tablazat: Karnitinészter profil homozigéta és heterozigota OCTN2 defektusban. 1: harom parhuzamos mérés atlaga+SEM, 2: a mintak atlaga=SEM

szabad karnitin

rovid szénlancu acilkarnitinek

C2-Kkarnitin
C3-Kkarnitin
C4-Kkarnitin
C5-karnitin
C5:1-karnitin

kdzéplancu-acilkarnitinek

Co6-karnitin
C8-karnitin
C8:1-karnitin
C10-karnitin
C10:1-Kkarnitin
C10:2-Kkarnitin
C12-karnitin
C12:1-karnitin

hosszu szénlancu
acilkarnitinek
C14-karnitin
C14:1-Kkarnitin
C14:2-karnitin
C16-karnitin
C18-karnitin
C18:1-karnitin
C18:2-Kkarnitin

0ssz karnitinészter
0ssz karnitin

kezelés elott

1,377

3,847
0,010
0,060
0,027
0,013

0,037
0,010
0,007
0,007
0,057
0,003
0,020
0,010

0,010
0,020
0,010
0,040
0,033
0,050
0,020
4,290
5,667

+

H oW WKW

H oW W WO KK

H oW W W WK K K H

0,050

0,083
0,001
0,012
0,007
0,003

0,003
0,001
0,007
0,003
0,012
0,003
0,006
0,006

0,001
0,006
0,001
0,001
0,007
0,012
0,001
0,055
0,043

%
4,2

17,9
3,1
30,8
6,8
26,4

34,4
6,8
9,2
3,8

44,0
16,7

36,7
16,2

24,7
32,4
26,9
28,1
42,3
23,0
16,1
17,9
10,0

beteg'

kezelés utan 2
honappal

12,790 + 0,129

19,753
0,133
0,153
0,053
0,013

0,080
0,023
0,037
0,010
0,010
0,007
0,033
0,013

0,013
0,027
0,010
0,060
0,043
0,050
0,030

20,553

33,343

H oW H W W

O o e L

H oW OH KKK KK

0,296
0,003
0,015
0,003
0,003

0,010
0,003
0,003
0,001
0,000
0,003
0,003
0,003

0,003
0,003
0,001
0,006
0,009
0,006
0,006
0,357
0,464

%
39,0

92,0
41,0
78,6
13,6
26,4

75,0
15,9
50,8
5,8
7,7
33,3
61,2
21,6

32,9
43,2
26,9
42,2
54,9
23,0
24,1
86,0
58,8

kezelés utan 13
honappal

15943 + 0,233

11,027
0,233
0,270
0,167
0,030

0,117
0,040
0,023
0,027
0,017
0,010
0,033
0,023

0,020
0,017
0,013
0,067
0,043
0,040
0,013
12,230
28,173

+
+
+
+
+

HoH K H KKK

B WK H KKK KK

0,324
0,009
0,026
0,003
0,000

0,012
0,010
0,003
0,003
0,003
0,006
0,003
0,003

0,000
0,003
0,003
0,009
0,003
0,010
0,003
0,349
0,586

%
48,6

51,3
71,7
138,5
42,7
59,3

109,7
27,3
31,8
15,6
13,1
50,0
60,6
37,3

49,3
27,6
34,9
47,1
54,5
18,4
10,4
51,2
49,7

heterozigota

testvérek’ (n=3)

20,390 + 1,154

10,072
0,248
0,059
0,194
0,029

0,053
0,046
0,042
0,043
0,047
0,011
0,017
0,013

0,014
0,017
0,014
0,071
0,044
0,078
0,056
11,169
31,559

H W H W W

H W H W W H KW

H KWWK KKK

0,097
0,044
0,010
0,021
0,001

0,003
0,006
0,001
0,008
0,015
0,002
0,002
0,004

0,001
0,005
0,005
0,008
0,001
0,005
0,005
0,201
1,343

%
62,2

46,9
76,1
30,2
49,7
57,1

50,0
31,1
58,5
25,0
36,1
55,6
30,6
21,6

35,6
27,0
38,8
50,0
56,3
35,7
44,6
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55,8
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20,203 + 2,230

10,682
0,170
0,047
0,113
0,028

0,052
0,078
0,045
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0,088
0,012
0,032
0,027

0,017
0,027
0,020
0,083
0,057
0,115
0,095

11,873

32,077

H W H W W
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1,045
0,007
0,027
0,030
0,002

0,022
0,018
0,002
0,030
0,012
0,005
0,005
0,000

0,003
0,007
0,003
0,003
0,000
0,012
0,025
1,060
1,170

%
61,63

49,74
52,22
23,93
28,98
56,04

48,44
53,41
62,31
50,00
68,24
58,33
58,16
43,24

41,10
43,24
53,73
58,59
71,83
52,81
76,34
50,17
56,75

kontrollok®

(n=6)

100%

32,782 + 4,218

21,477
0,326
0,195
0,391
0,051

0,107
0,147
0,072
0,173
0,129
0,020
0,054
0,062

0,041
0,062
0,037
0,142
0,079
0,218
0,124
23,906
56,688

H oW W WK

H oW W WO KK

H oK W OH K K K H

2,893
0,050
0,032
0,051
0,005

0,007
0,022
0,009
0,038
0,020
0,002
0,010
0,015

0,004
0,013
0,008
0,019
0,009
0,034
0,015
3,113
6,792
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5.1.4. A lymphoreticularis szervek hisztopatologiai eltérései primér
karnitinhiAnyban

Az altalunk vizsgalt primér karnitinhidnyos els6é csaldd egyik bolcséhalal
esetébdl (7. abra: II1/8) rendelkezésiinkre allo6 autopszids lymphoreticularis
szovetek hisztologiai €s immunhisztologiai elemzését végeztiik el. A csontveld,
1ép, tonsilla, periférids nyirokcsoméd és thymus elemzése jelentds strukturalis
eltéréseket tart fel (14. abra), melyek celluléris diszfunkciora utalnak (Komlosi et
al., 2007). A csontveldben (14. abra, 1. sor) szamos megnagyobbodott
masodlagos nyiroktiiszd volt lathato, egymastdl 100-500 pm tavolsagra, melyek
normalisan ebben az életkorban (1. csalad III/8 beteg: 2,9 év) nem lathatok,
rdadasul a méretiik és struktirdjuk alapjan bizonyosan patologias nyiroktiiszoknek
feleltek meg (14. abra., A1l kép). A csontveld mellett (1. sor) zondkra elkiiloniild
nyiroktliszok voltak jelen a nyirokcsomodkban (2. sor) és a Iépben (3. sor) is. A
kopenyzona szépen elkiiloniilt a nyiroktiiszOk germinalis centrumétdl az Gsszes
fenti szovetben, IgD pozitiv sejtek voltak detektalhatok a csontveld (Bl),
nyirokcsomdé (B2) és a 1ép (B3) kopenyzondjadban. A germindlis centrumokban
patologids jelek mutatkoztak, igy csokkent proliferacios kapacitast talaltunk a
csontveldben (C1), a nyirokcsomokban (C2) és a 1épben (C3), melyre a MIB-1
immunhisztokémiai festés sotét jelolésének csokkenése utal.

Ezzel szemben a tonsilldban (4. sor) a H&E metszet (A4) minimalis
karosodast jelzett, a kopenyzoéna minimalis hyperplasiat mutatott (B4) és a MIB-1
festéssel jelolt sejtek eloszlasa is majdnem normalisnak volt mondhaté (C4), azt
jelezvén, hogy a B sejtek proliferacios aktivitasa ebben a szdvetben csak enyhe

karosodast szenvedett.
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14. abra: A csontveld, nyirokcsomo, lép, tonmsilla és thymus hisztopatologiaja
OCTN2 defektusban

1. sor: csontveld, 2. sor: nyirokcsomd, 3. sor: 1ép, 4. sor: tonsilla pharyngealis, 5. sor: a
patologias germinalis centrum reakciok kiilonbozé stadiumai, AS és B5: 1ép, CS5:
csontveld, 6. sor: thymus (részletes leiras a szovegben)

Festések és immunhisztokémiai festések: az A oszlop 0sszes képe, a B5 €s CS5 oszlopok
H&E festések. B1 — B4 képek: IgD; C1 — C4 és C6 metszetek: MIB-1; és a B6 blokk:
bcl-2 immunreakeid. Az 6sszes immunreakcioban a pozitiv szignal s6tét barna.

Nagyitas: minden kép 40x nagyitasu, kivéve az AS (100x) és B5 és C5 (400x) képeket.

A pérhuzamosan jelenlévé morfologiai eltérések szemléltetésére a lépet
valasztva (A5 and BS5) szembet{ind, hogy szdmos nyiroktiiszében szignifikdnsan
megndvekedett az apoptosis, melyre a nagy mennyiségii apoptotikus test jelenléte
utal (basophil, szovettormelék-szerli anyag; vékony nyilak a B5 képen). Az
apoptotikus testek extracellularis lokalizacidja az intrafollicularis macrophagok
telitett fagocitikus aktivitasara utal (B5, vastag nyilhegyek). Ez a jelenség a tobbi
lymphoreticuldris szerv nyiroktiiszéiben is megfigyelheté volt, igy a
nyirokcsomokban, csontveldben ¢és enyhe formaban a tonsilldban (nincs
prezentalva). A sejtkarosodds kovetkezd allomdsaként a proliferacio és az
apoptozis nagyrészt eltiint: az ebben a stddiumban lathaté nyiroktiiszokben
hypocellularitas és homogén, eosinofil fibrin-szeri anyag lerakodasa volt jellemz6
(C5 kép, nyilak). Ez a morfolédgia jellemezte az atrophids, ,,kiégett” nyiroktiiszoket
(1-3. sor és C5 kép); melyek mind a csontveldben (1. sor és C5 kép), mind a
Iépben, nyirokcsomokban ¢és sokkal kisebb eldfordulasban a tonsillaban is (nincs
abrazolva) reprezentalva voltak.

A thymus ultrastrukturdja nem mutatott semmilyen morfologiailag
szembetling eltérést (14. abra, 6. sor); H&E festéssel normal széveti mintazat
mutatkozott (A6). Normal bcl-2 expresszios profilt talaltunk (B6): kevesebb, mint
5% festodést lattunk a corticalis és tobb, mint 50% festodést a medullaris
thymocytdkban. Ehhez egy normal MIB-1 expresszids profil tarsult (C6): a
proliferald sejtek tobb, mint 50%-a a corticélis, az aktiv sejtek kevesebb, mint 5%-

a medulléris thymocytaknak felelt meg.
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5.2. A karnitin transzporter és regulalé gének, mint szuszceptibilitasi
faktorok polimorfizmusainak vizsgalata komplex betegségekben

5.2.1. Az SLC22A4 gén és a RUNX1 gén polimorfizmusainak vizsgalata
rheumatoid arthritises betegekben

A 209 rheumatoid arthritises beteg ¢és 217 kontroll egyén vérmintaibdl az
SLC22A4 gén 1. intronjanak C6607T polimorfizmusat (SIc2F2) és a RUNX1 gén 6.
intronjanak G24658C polimorfizmusat (runxl) vizsgaltuk (Komlosi et al., 2008).
A kiilonbozo genotipusok eloszlasat a betegekben és a kontrollokban a 3. tablazat
szemlélteti. A vizsgalt csoportokban valamennyi genotipus mindkét SNP esetében
Hardy-Weinberg equilibriumban volt. A betegek ¢€s a kontrollok genotipus
megoszlasaiban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget sem az SIC2F2, sem a
runxl polimorfizmus esetében. Hasonld eredményt kaptunk, amikor a két SNP
egyes alléljainak eloszlasat (C vagy T az sIc2F2 és G vagy C a runxl

polimorfizmusban) vizsgéltuk a beteg ¢s kontroll csoportokban.

3. tablazat. Az sIc2F2 ¢és runxl genotipusok és allélfrekvenciak eloszlasa a
rheumatoid arthritises betegcsoportban €s a kontrollcsoportban.

SNP betegek kontrollok
n=209 n=217
slc2F2
CC 180 (86.1%) 181 (83.4%)
genotipus CT 28 (13.4%) 35 (16.1%)
TT 1 (0.5%) 1 (0.5%)
allélok C 92.8% 91.5%
T 7.2% 8.5%
runxi
GG 81 (38.8%) 98 (45.2%)
genotipus GC 100 (47.8%) 94 (43.3%9
CC 28 (13.4%) 25 (11.5%)
allélok G 62.7% 66.8%
C 37.3% 33.2%
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6. Diszkusszio

A karnitin transzporterek szerepének vizsgdlata sordn munkank els6
részeként az OCTN2 magas affinitdsi karnitin transzporter defektuséara
visszavezethetd primér karnitinhidnyos allapot molekuléris genetikai, fenotipusos
¢s metabolikus jellemzését végeztik el magyar primér karnitinhidnyos

csaladokban.

6.1. Az OCTN2 deficiens csaladok molekularis genetikai és fenotipusos

jellemzése

Az SLC22A5 gén molekularis genetikai analizise két kiterjedt magyar roma
csalad (7. és 8. abra) betegeinek, csaladtagjainak és a bolcs6halalban elhunyt
gyermekek mintdibodl egy k6z6s mutaciora deritett fényt. A mutans gének 6t nem-
vérrokon nagysziiléi vonalrol erednek a két csaladban, s mivel a nagysziilok az
orszag kiilonbozo teriileteirdl szdrmaznak, feltételezhetd a mutacid6 magas
elterjedése a magyar roma populdcioban.

Az altalunk vizsgalt mindharom beteg (7. abra: 1. csalad: 11I/7 és 8. abra:
2. csalad IV/8 és 1V/11) molekuléris genetikai vizsgélata soran az SLC22AS5 gén 5.
exonjaban egy homozigoéta citozin bazisdelécidt talaltunk: 844delC a cDNS
szekvenciaban és 17081 delC a genomialis szekvencidban (Melegh et al., 2004). A
mutacid az olvasasi keret eltolodasdhoz vezet és igy a delécids hely utani 13.
tripletben egy korai stop kodon keletkezik: R282D aminosavcserét, illetve V295X
trunkaciot eredményezve a fehérjében (részletesen lasd 12. abra). Az OCTN2
funkcionélis domainjeit vizsgald kisérletek szerint (Amat di San Filippo et al.,
2003) a transzporter N-terminalisa valdszinilileg a Na+-kotohely része, kiesése a
karnitin transzport csokkenéséhez, de nem a megszinéséhez vezet, mig a C-

termindlis feltehetdleg a Nat-karnitin komplex hatékony transzmembran
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transzferjéhez sziikséges, kiesése esetén a karnitin transzport gyakorlatilag
megszinik.

Az altalunk azonositott mutacid eredményeképpen Iétrejovo trunkalt
OCTN2 fehérje 295 AA-bol all a teljes 557 helyett (5. abra), a mutacio blokkolja
a VII-XII transzmembran domainek szintézisét, de nem érinti a feltételezett
ATP/GTP kotohely kodolasat (AA 218-225 ). A mutacié vagy egy instabil mRNS
képzOddéséhez, vagy a szintetizalt trunkalt fehérje gyors lebomlasahoz vagy
funkcioképtelenségéhez vezet (Lamhonwah et al., 2002). Mivel fdleg a fehérje C-
terminalisa esik ki, a fent emlitett kisérletes adatokbol (Amat di San Filippo et al.,
2003) feltételezhetd, hogy a mutans fehérje karnitin transzport aktivitasa
nagymértékben karosodik. Ezt tdimasztja ald az az in vitro adat, miszerint a R282D
mutaciot hordozo fibroblastok karnitin-felvétele a kontrollok 1%-nak felelt meg
(Lamhonwah et al., 2002).

Az altalunk detektalt mutacidot mar masok is leirtdk korabban (Lamhonwah
et al., 2002), valamint elézetes eredményként laboratoriumunk is publikélta (Bene
et al., 2002). Az irodalombol mar régéta ismert, hogy egyazon mutacio is eltérd
klinikai képpel tarsulhat OCTN2 defektusban. Lamhonwah és kollegai betege
horvat nemezetiségli volt, a mi betegeink magyar roma nemzetiségiick, ¢és a
fenotipusaik 1s némileg kiilonboztek: mig a horvat betegnek nem volt detektalhato
plazma szabad karnitinje, a mi betegeink plazmajaban jelentosen csokkent, de még
mérhetd szabad karnitin-szinteket talaltunk. Bar egyik altalunk vizsgalt betegnél
sem jelentkezett hypotonia sziiletéstél fogva, nekiink is volt olyan beteglink,
melyben visszatéré hypoglykaemias hypoketotikus rohamok jelentkeztek (8. abra
IV/8).

Az SLC22A5 844delC mutacio elsddlegesen szivizom- és majtiinetekben
manifesztalodott: mindharom betegiiknek kiilonb6z6 foki, nem obstruktiv
hypertrophids cardiomyopathidja alakult ki, a két fiibetegben hepatomegalia is
jelentkezett emelkedett méjenzim-értékekkel, az iddsebb fitbetegben (8. abra

IV/8) rdadasul infekciok kapcsan hypoglykaemids hypoketotikus encephalopathia
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is kialakult. Mindhdrom betegnél jellegzetesek a visszatérd infekciok és a
vashidnyos anaemia. Novekedési elmaradas ¢és izomfaradékonysag a
leanybetegben manifesztalodott, akinél a legkésébb, 5 évesen dertilt fény a primér
karnitinhidnyra. A fenotipusos spektrum megfelel az irodalomban eddig kozolt
manifesztacioknak.

A karnitin terapia bevezetése (50-100 mg/ttkg/nap oralis oldat formajaban)
mindharom betegnél dramai javulashoz vezetett: mind a mdjenzim-eltérések, mind
a szivizomeltérések normalizalodtak, a visszatérd infekciok megsziintek vagy
nagymértékben csokkentek. In vitro kisérletekbdl ismert, hogy még a homozigdta
betegek fibroblast sejtjeinek karnitinfelvétele is normalizdlodik nagyon magas
karnitin koncentracioknal (100 uM-ImM) (Tein et al., 1990; Garavaglia et al.,
1991), mely feltehetdleg alternativ aspecifikus karnitin transzporterek (OCTNI,
ATB"") mitkodésbe 1épését jelentheti a betegek karnitin szupplementécioja esetén.

Az altalunk vizsgalt mindharom bolcs6halal eset (7. abra I11/5 és 11I/8, 8.
abra IV/9) homozigétinak bizonyult a R282D OCTN2 muticidra. Az eddig
megjelent igazoltan OCTN2 deficiens esetek leirasabol (Lamhonwah et al., 1998;
Burwinkel et al., 1999; Koizumi et al., 1999; Nezu et al., 1999; Tang et al., 1999;
Vaz et al., 1999; Wang et al., 1999; Wang et al., 2000; Wang et al., 2001;
Mayatepek et al., 2000; Bene et al., 2002; Cederbaum et al., 2002; Lamhonwah et
al., 2002; Tang et al., 2002; Rahbeeni et al., 2002) kitlinik, hogy szamos betegben
talaltak microvesicularis lipiddepoziciot izolaltan a majban (Wang et al., 2001)
vagy Reye-szerli szindroma részeként (Wang et al., 1999; Nezu et al., 1999;
Mayatepek et al., 2000; Lamhonwah et al., 2002), azonban szivizomban még senki
nem irta le a lipidlerakodas jelenlétét. Rdadasul, az egyik esetben a madjsteatosist
glikogén felhalmozodas kisérte (Wang et al., 2001), mig a mi betegeinknél a
glikogén raktarak stlyos kimeriilését észleltiik.

Az eddig megjelent esetekkel Osszevetve ugy tiinik, a betegeinkben
el6forduld hirtelen bolcsdhaldl egy 1) és valamelyest elkiiloniild fenotipusos

variansnak felel meg, egy letalis hepatocardidlis szindroménak. A talalt mutécio
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mellett a betegek egyéb genetikai konstiticidja is biztosan befolydsolta a
fenotipust, hiszen kiilonb6z6 mértékli majsteatosist és kiilonbozo korlefolyast
lattunk a harom bolcséhalal esetben.

A betegek maj- és szivizomszovetében taladlt lipiddepozicid a sejtek
karnitindeplécidjanak ¢és kovetkezésképpen a kérosodott zsirsavoxidacio
eredménye (Stumpf et al., 1985). Hasonloképpen, a glikogén raktarak kimertilése a
szénhidratok, mint alternativ tdpanyagok tulzott felhasznalasat jelzi. A szivben
mikroszkdoposan sejthypertrophia volt megfigyelhetd, mely egy ismert €és Gjabban
molekuléris szinten is vizsgalt jellegzetesség karnitinhidnyban (Fukumaru et al.,
2002). A lipideseppek nagy részének subendocardidlis felhalmozddasa a tertilet
normadlisan is csokkent oxigén-ellatottsagat és nagyobb sebezhetdségét jelezheti.

A hirtelen bolcséhalal (SIDS) Osszefiiggése a karnitindeficiencidval mar
régota ismert (Legge, 1985; Bennett et al, 1994). A klasszikus definicio
értelmében hirtelen boleséhalalrdl csak akkor beszéliink, ha semmilyen adekvat
okot nem tudunk azonositani a halal hatterében. Bar a lipidvakuolizaci6 jelenlétét
a majban mar régebben is anyagcsere-zavar jeleként értelmezték (Bennett et al.,
1994), a korlatozott diagnosztikus lehetdségek miatt szamos ilyen esetet tartanak
szamon hirtelen bolcsOhalal esetként mind a nemzetk6zi, mind a hazai
irodalomban (Toro et al., 2001). Lucey allitasa szerint (Lucey, 1999) a SIDS egy
kizarasi diagnodzis, igy minél tobbet tudunk, és minél tobb ritka anyagcsere-
betegséget azonositunk (Boles et al., 1998; Saudubray et al., 1999; Chace et al.,
2001), annal kevésbé lesz hasznos ez a fogalom, mint diagnoézis. Ebben az

értelemben, az altalunk leirt fenotipus a jovOben elkiilonithetd az ismeretlen

cyey

6.2. A karnitinészterek profilszerii vizsgalata primér karnitinhianyban

Laboratoriumunkban az elmult négy évben keriilt bevezetésre az

elektrospray ionizacidés tandem tomegspektrometria (ESI/MS/MS), mint nagy
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hatékonysdg 1j analitikai és diagnosztikus technika. A moddszer rendkiviili
elényeit kihasznalva részletes elemzésnek vetettilk ald a karntitin homeostasis
eltéréseit a homozigdta ¢€s heterozigota primér karnitinhidnyos betegeinkben
(Komlosi et al., 2007). Bar a keringd plazma karnitinek ESI/MS/MS analizise a
szabad karnitin mellett szamos karnitinészter mérését jelenti, a primér
karnitinhidnyt bemutat6 publikaciok nem foglalkoztak eddig a karnitinészter profil
eltéréseivel.

Az altalunk vizsgélt masodik csaldd IV/8 betegének (8. abra) plazma
karnitinészter profiljat vizsgaltuk a karnitin szupplementacié megkezdése elott. A
szabad karnitin stilyos csokkenése mellett a tobbi karnitinészter is jelentOsen
csokkent, a kontrollok értékének 3.1-44%-ra; (atlagban 22.3 %-ban). A lecsokkent
karnitin raktarak kovetkezményeként az Osszes karnitinészter szintje csokkent.
Mivel a karnitin kozponti szerepet jatszik az észterifikéalt/szabad koenzim-A arany
fenntartdsdban (Ramsay et al., 2004), mely szamos intracellularis folyamat
modulatora, a szabad karnitin raktdrak sulyos kimeriilése az abnormalis
karnitinészter profillal valdsziniileg stulyos anyagcsere-kovetkezményekkel jar.
Ugyanakkor, nem tudtunk semmilyen specifikus mintdzatot felfedezni a
karnitinészter profilban, mely esetleg Osszefliggésben allhatott a beteg klinikai
prezentacioival.

Az  eddigi esettanulmédnyok a plazma  karnitinszintek lassu
normalizalddasardl szamolnak be a karnitin terapia soran (Cederbaum et al., 2002;
Longo et al., 2006). Betegilinkben a karnitin potlas bevezetése utan két honappal a
szabad karnitin jelentésen megemelkedett, hasonloképpen az Gsszes karnitinészter
szintje novekedett, a legszembetiindbb az acetil-karnitin emelkedése volt. Bar
mind a szabad karnitin, mind a karnitinészterek szintje tovabb emelkedett a terapia
soran, az emelkedések 13 honap szupplementacié utan sem érték el a kontroll
szinteket. Ugyanakkor, a klinikai javulds egyértelmii volt, a majenzimértékek ¢és
echokardiografids paraméterek normalizalodtak, a visszatérd infekciok

gyakorisdga csokkent.

57



A heterozigota csaladtagok (testvérek és sziildk) plazmajaban mind a
szabad karnitin, mind a karnitinészterek szintje csokkent volt a normal
kontrollokhoz képest. Bar klinikailag mind tiinetmentesek voltak, szamos
indikdcio van arra, hogy a heterozigotasag vagy a transzporter funkcionalis
diverzitasa patologias folyamatokkal tarsul sejtszinten (Garavaglia et al., 1991;
Scaglia et al., 1998). Klinikai vonatkozasban pl. leirtdk, hogy a hordozok is
mutathatnak epizodikus szivmanifeszticiot (Garavaglia et al., 1991), japan
csaladok vizsgalata pedig kimutatta, hogy a heterozigotakban egy felndttkori-
1doskori cardiomyopathids hajlam figyelheté meg (Koizumi et al.,, 1999).
Intézetiinkben is azonositottunk korabban egy heterozigdta mutaciot az SLC22A5
génben (V. exon 15. bazisparjanal egy C—T tranzicid, mely szerin-280-fenilalanin
cserével jar, és a fehérje egyik putativ proteinkindz C foszforilacids helyére esik)
egy enyhe cardiomyopathia tiineteit mutatd, 45 éves korban sulyos infarktuson
atesett betegben (Melegh, 2004). Transzgenikus egerekben is izomhypertrophidra
utal6 eltéréseket figyeltek meg a heterozigdtdkban (Zhu et al., 2000).

Ebben az ¢értelemben felvetddik, hogy az eltér6 karnitinészter profil
heterozigotakban esetleg tarsulhat-e vagy eldrejelezhet-e patoldgids folyamatokat,
melyek kimutatdsara az alkalmazott diagnosztikus eszk6zok még nem elég

érzékenyek vagy megfeleldek.

6.3. A karnitin szerepe a B sejtek érésében

A karnitin klasszikus energiahédztartasban betoltott anyagcsere szerepe
mellett felvetddott, hogy egyéb sejtfolyamatokban is funkcionalisan részt vesz.
Szamos tanulmany szamol be a karnitin immunvalaszban betolttt szerepérol,
azonban sokszor ellentmondodak az eredmények, ami természetesen fakadhat az
immunrendszer ismert komplexitasabol is (Cress et al., 1989; Kurth et al., 1994;

Athanassakis et al., 2001; Athanassakis et al., 2003; Famularo et al., 2004).
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Emellett szamos eredmény demonstralja a karnitin szerepét az apoptdzis
folyamataban (Di Marzio et al., 1999; Andrieu-Abadie et al., 1999; Mutomba et
al., 2000; Vescovo et al., 2002; Mosca et al., 2002; Moretti et al., 2002; Pillich et
al., 2005; Abd-Allah et al., 2005).

Az els6 OCTN2 deficiens csalad egyik bolcsohalal esetébol (7. abra I11/8)
rendelkezésiinkre allé csontveld, nyirokcsomo, 1ép, tonsilla és thymus autopszias
mintak elemzése lehetdvé tette a karnitin immunvalaszban betdltott szerepének
vizsgalatat (Komlosi et al., 2007).

A tipusos hepatocardidlis manifesztaciok mellett gyakran jelentkeznek
visszatérd infekciok OCTN2 deficiens betegekben. Betegilink klinikai tiinetei
kozott 1s elsOdlegesen a klasszikus maj- és szivizomtiinetek dominaltak, de
gyakori visszatérd léguti infekcidk is szerepeltek anamnézisében, egy bizonyos
fokt immundeficienciat jelezve. Egy hasonldan sulyos esetben csaknem havonta
jelentkeztek 1éguti fertdzések egy 9 éves fitban, akinél az SLC22A5 génben egy
homozigoéta insertiot talaltak (845 insG a cDNS-ben, E291X korai stop codont
eredményezve, betegiinkben 844delC homozigota mutacid volt, V295X korai stop
codont eredményezve). A karnitin terapia bevezetését kovetden megsziintek a
visszatérd infekciok a szivmanifesztaciok dramai javulasa mellett (nem publikalt
eredmények). A fenti klinikai megfigyelések az immunvalasz valamilyen foku
zavarara utalnak OCTN2 deficienciaban, bar a zavar sulyossaga ¢és gyakorisaga
sz¢les skalan mozog a betegekben.

Az immunszovetek hisztopatoldgiai elemzése (14. abra) jelentOs
struktaralis eltéréseket mutatott, melyek cellularis dysfunkciora utalnak (Komlosi
et al., 2007). A Ilymphoreticularis szovetek B sejtes régidiban volt
legszembetlindbb az eltérés. Mig a masodlagos nyiroktiiszOk rétegzddése
megtartott maradt, a germinalis centrumokban patologias jelek mutatkoztak, igy
csokkent proliferacios kapacitast talaltunk csokkend sorrendben a Iépben (C3), a
nyirokcsomékban (C2) ¢és a csontvelében (Cl), melyre a MIB-1

immunhisztokémiai festés sotét jelolésének csokkenése utalt (14. abra. C oszlop).
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A tonsillaban (C4) majdnem normdl proliferaciot talaltunk, jelezve, hogy a
karosodas eltérd stilyossagu volt ebben a szovetben.

Egy masik jellegzetes eltérés, hogy szamos nyiroktiiszOben szignifikansan
megndvekedett az apoptozis, amire a nagy mennyiségli apoptotikus test jelenléte
utalt (basophil, szovettormelék-szerli anyag; nyilak a B5 képen), ennek
karakterisztikus példéja a 1épben lathatd (BS). Az apoptotikus testek extracellularis
lokalizacioja az intrafolliculdris macrophagok telitett fagocitikus aktivitdsara hivta
fel a figyelmet (BS5, nyilhegyek).

A sejtkarosodas kovetkezd allomasaként atrofids, ,.kiégett” nyiroktiiszoket
(1-3. sor ¢és C5 kép) lattunk, melyekben a proliferacid €és az apoptdzis nagyrészt
eltlint. Az ebben a stddiumban lathaté nyiroktiiszokben hypocellularitas ¢€s
homogén, eosinofil fibrin-szerii anyag lerakodésa volt a jellemz6 (C5 kép, nyilak).
Osszességében a germinalis centrumokban talalt histopathologiai eltérések a B
tiiszOkben, ezaltal indirekten utalva a karnitin szerepére ezekben a folyamatokban.
Ezzel szemben a thymus ultrastrukturdjanak megtartottsaga (14. abra, 6. sor) a T
sejtes valasz érintetlenségét jelezheti.

A B sejtek plazmasejtté érése €s az immunglobulin termelés egy komplex,
szorosan szabalyozott folyamat. Az antigén vezérelte affinitds maturaciod
folyamata szomatikus hipermutaciok sorozatan keresztiil megy végbe, melyek a
variabilis immunglobulingéneket érintik. A nem megfeleld vagy alacsony antigén-
kotd affinitdssal rendelkezd B sejtek apoptdzis aldozatava valnak (Defrance,
2005). A sejtszintli karnitinhidny a plazmasejt érés szamos molekularis allomasat
megzavarhatja. A csokkent proliferacios kapacitds és a megnovekedett apoptozis
hatterében allhat egy tilzott szomatikus hipermutacio nem megfeleld alacsony-
affinitasi B sejt klonokat eredményezve, melyek apoptdzisra vannak itélve.
Masrészt, karosodhat az antigén prezentacio folyamata is, vagy egy nem megfeleld

CDA40-CDA40L T-helper jelatviteli kapcsolat is felelds lehet a B sejtek rendellenes
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érési folyamataért. Az is lehetséges, hogy gatolt a tiisz6k kopenyzondjabdl a naiv
B sejtek belépése a germindlis centrumba (Defrance, 2005).

Egy masik magyardzat a karnitinhianyos beteglink lymphoreticularis
sejtjeiben észlelt fokozott apoptozisra Osszefliggésben allhat azzal, hogy kiesik a
karnitin antiapoptotikus hatasa, melyet mas szdvetekben leirtak (Di Marzio et al.,
1999; Andrieu-Abadie et al., 1999; Mutomba et al., 2000; Vescovo et al., 2002;
Mosca et al., 2002; Moretti et al., 2002; Pillich et al., 2005; Abd-Allah et al.,
2005). In vitro kisérletek eredményei szerint a karnitin mind az extrinsic, mind az
intrinsic uton beinditott apoptozissal szemben megvédte a sejteket (Mutomba et
al., 2000), (Vescovo et al., 2002). Ezenkiviil mas olyan karnitin hatasokat is
leirtak, melyek szintén protektiv hatastiak az apoptdzissal szemben, igy pl. azt
talaltak, hogy kapcsolatba 1épve a cardiolipinnel befolyasolja a mitokondrialis
membran permeabilitdst és megvédi a mitokondriumok funkcidjat (Arrigoni-
Martelli et al., 2001).

Az altalunk észlelt szovettani eredmények egyértelmii morfoldgiai
bizonyitékot szolgéltatnak arra, hogy a karnitin funkcionalis szereppel bir a
plazmasejt érés folyamataban, habar a pontos molekularis mechanizmusok ma

meég nem ismertek.

6.4. A karnitintranszporterek vizsgalata multifaktorialis betegségekben

Napjainkban egyre tobb komplex klinikai szindromarol és multifaktorialis
betegségrol deriil ki, hogy Osszetett genetikai hattere van, melyek hajlamosito
tényezoként hozzajarulnak a betegség patogenéziséhez. Szadmos gyulladasos
betegséggel, igy tobbek kozott a gyulladasos bélbetegségekkel (IBD) és
rheumatoid arthritisszel kapcsolatos kutatdsok egyik fokuszaban olyan hajlamositd

gének azonositdsa all, melyek a betegség rizikéd faktorainak tekinthetdk (Rioux et
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al., 2001; Peltekova et al., 2004; Dieude et al., 2005; Yamamoto et al., 2005;
Turesson et al., 2006). Egy ilyen érdeklddésre szdmot tartd, sokat vizsgalt régid,
az 5q31 citokin cluster kromoszomarégi6 (6. abra), mely szdmos, az immun- ¢és
gyulladasos folyamatokban szerepet jatszo gént tartalmaz. A karnitin homeostasist
meghataroz6 két organikus kation transzportert kodold gén is erre a régidra
lokalizalodik.

A RA kialakuldsaban legvaldsziniibben a kiilonb6z6 gének hajlamositd
alléljainak kombinacidja jatszik szerepet. Bar ma mar elfogadott, hogy a HLA-
DRB1 locus az egyik f6 genetikai determinans a betegség kialakulasaban, a HLA-
DR allélok sem nélkiilozhetetlenek, sem pedig 6nmagukban nem elegenddek a
betegség létrejottéhez (Dieude et al., 2005). Ujabban szamos nem-HLA gén, mint
szuszceptibilitasi faktor szerepét felvetették, igy a TNFR2, PADI4, PTPN22, IL-
1B, GSTM1, SLC22A4 ¢s RUNX1 gének szerepét (Barton et al., 2001; Suzuki et al.,
2003; Begovich et al., 2004; Tokuhiro et al., 2003; Arman et al., 2006; Morinobu
et al., 2006). Mivel jelentds fOldrajzi kiilonbségek lehetnek a hajlamositd
allélfrekvencidkban, ezért igen fontos Osszehasonlitd vizsgéalatokat végezni
kiilonb6z6 populacidkban.

Magyar rheumatoid arthritises betegpopulacidban végzett vizsgalatunkban
két olyan SNP eloszlasat elemeztiikk, melyeket a RA hajlamositd tényezdjének
talaltak a japan populacioban (Tokuhiro et al., 2003). Az egyik SNP (sIc2F2) az
OCTNI génjének, az SLC22A4 gén elsd intronjaban taldlhatdo (C6607T), a
RUNXI1 transzkripcids faktor felismerési szekvencidjaban. A hajlamositd T allél
szorosabban koti meg a RUNXI1 transzkripcios faktort, mint a vad tipusu C allél,
igy csokkent SLC22A4 expressziot eredményezve. SLC22A4 expressziot talaltak
hematoldgiai szovetekben, vesében, valamint RA-s betegek szinovialis
szoveteiben 1s. A gén egér homologja kollagén-indukaélta arthritises egerek
gyulladt iziileteiben is expresszalodott. Masrészrél, az OCTNI1 fehérje
indukélhatonak bizonyult proinflammatorikus stimulusokkal, igy valosziniisithetd

bizonyos szerepe gyulladdsos folyamatokban (Tokuhiro et al., 2003). Ugyanakkor
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tisztazatlan még, hogy a csokkent SLC22A4 expresszid miként jatszik szerepet a
RA patofizioldgidgjdban. A madasodik polimorfizmus (runxl) a RUNXI
transzkripcios faktort kodold gén 6-os intronjaban (G24658C), az eldzotdl
fiiggetleniil er6s asszocidciot mutatott rheumatoid arthritissel ugyanazon japan
tanulmanyban (Tokuhiro et al., 2003).

Az slc2F2 polimorfizmus allélfrekvenciai a magyar populacioban eltértek
az eredetileg kozo6lt japan populacids adatoktol, de hasonléak voltak egyéb
kaukézusi mintakban talalt adatokkal (Newman et al., 2005b; Barton et al., 2005).
A runxl SNP esetében hasonl6 allélfrekvenciat kaptunk a magyar populédcioban,
mint amit a japan populacidban és egyéb kaukazusi populaciokban kozoltek
(Tokuhiro et al., 2003; Orozco et al., 2006).

Mind az slc2F2, mind a runxl polimorfizmus esetében egyik allélvarians
halmozodasat sem tudtuk kimutatni a rheumatoid arthritises betegcsoportban az
egészséges kontrollokhoz képest. A két polimorfizmus allélfrekvencidi nem
kiilonboztek egymastél a két vizsgalt csoportban. Ez azt is jelenti, hogy
altalanossagban barmelyik allélvarians hajlamositd faktornak tekintheté a
rheumatoid arthritis kialakuldsaban. igy, hasonléan mas betegségekhez, e két
polimorfizmus nagy valdszinliséggel populacid specifikus, de nem univerzalis
szuszceptibilitasi faktornak tekinthetd. Ezt tamasztja ald szdmos egyéb kozlemény
is, mely a kaukazusi populacioban szintén nem talalt asszociaciot e két hajlamosito
polimorfizmus és a RA kialakuldsa kozott (Orozco et al., 2006; Newman et al.,
2005b; Barton et al., 2005).

Az SLC22A4 ¢és SLC22A5 gének rendkiviil homolog tagjai az organikus
kation transzporter csaladnak. Mig az SLC22A5 gén a magas affinitdsu fiziologias
karnitin transzportert, OCTN2-t kédolja, az SLC22A4 gén az OCTNI1 fehérjét
kodolja, mely priméren ergothionein transzporterként miikddik (Grundemann et
al., 2005), azonban szabad karnitint és egyes karnitinésztereket is szallit kisebb
affinitassal. fgy mind az OCTN2, mind az OCTNI zavart mitkddése befolyasolja a

karnitin €s a karnitinészter homeostasist. Masrészrol, a RUNXI transzkripcids
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faktor gatolja az SLC22A4 expresszidjat (Tokuhiro et al., 2003), és mivel szamos
RUNXIT kotohely talalhaté az SLC22AS5 génben is, feltételezhetd, hogy az OCTN2

Az slc2F2  és  runxl polimorfizmusok lehetséges funkcionalis
kovetkezményeként laboratoriumunkban vizsgaltuk a RA-s betegek és kontrollok
¢hgyomri szérum karnitinészter szintjeit (az eredmények nem képezik jelen
értekezés targyat, igy nem keriiltek itt bemutatisra). Azonban, a
tomegspektrometrids méréseinkkel nem tudtunk eltérést kimutatni a keringd
karnitinészter koncentracidkban, sem amikor a betegcsoportot hasonlitottuk a
kontrollcsoporthoz, sem amikor a genotipusoknak megfeleld alcsoportokat
hasonlitottuk 6ssze (Komlosi et al., 2008).

A RA-s betegcsoportban végzett genetikai vizsgalatunk nem tdmasztja ala
az SLC22A4 C6607T és RUNX1 G24658C variansok univerzalis és populacio-
fliggetlen szerepét rheumatoid arthritisben. Emellett tomegspektrometrias
méréseink alapjan azt talaltuk, hogy a RA betegség valdszinilileg nem gyakorol
szisztémas hatast a karnitinészter anyagcserére. Igaz, az egyes genotipusokhoz
kapcsolddo specifikus lokélis hatdsok a porcsejtek sejtfelszinén vagy az iziiletek
szinovidgjan nem zdarhatok ki. Hasonloképpen, nem zarhaték ki a genotipus
specifikus hatdsai a fenotipusra, melyek pl. a betegség sulyossigdban vagy a
progresszid egy¢b klinikai paramétereiben nyilvanulhatnak meg.

Mivel a rheumatoid arthritis mellett a gyulladasos bélbetegségek (IBD)
OCTN?2) hajlamosito szerepe, laboratériumunk szdmos tanulméanyban vizsgalta a
két hajlamositd polimorfizmus (SLC22A4 C1672T ¢és SLC22A5 G-207C) szerepét
magyar IBD-s betegpopulaciokban (Bene et al., 2006b; Bene et al., 2006a; Bene et
al., 2007; Magyari et al., 2007). Mivel sem gyermek ¢és feln6tt Crohn, sem felnott
colitis ulcerosas betegpopulacioban nem detektaltuk a hajlamosito tényezonek vélt
,»1C haplotipus” halmozddésat a kontrollokhoz képest, a RA-hez hasonloan itt is

elmondhatd, hogy a szuszceptibilitdsi varians ezen koérképekben sem tekinthetd
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univerzalis, populdcio-fiiggetlen hajlamositd tényezoének (Bene et al., 2006b;
Magyari et al., 2007). Nagyobb populacidos mintdn végzett tanulmanyok

sziikségesek ahhoz, hogy egy adott populacioban talalt hajlamositd varidns valodi

etiopatologiai szerepét tisztazzak.
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7. Kovetkeztetések

1. Az OCTN2 magas affinitast fizioldgias karnitin transzportert kodoldé SLC22A5
gén molekularis genetikai analizise két kiterjedt magyar roma csaladban egy kozos
mutéciora, az R282D aminosavcserével jar6 844delC mutaciora deritett fényt. A
mutéacio vagy egy instabil mRNS képzddése, vagy a szintetizalt trunkalt fehérje
gyors lebomlasa vagy funkcioképtelensége révén vezet szisztémas

karnitinhidnyhoz.

2. A mutécid elsddlegesen szivizom- és majtiinetekben manifesztalodik, visszatérd
infekciokkal és vashianyos anaemiaval tarsulva, azonban egy csaladon beliil is
variabilis fenotipus bontakozhat ki. Az oralis karnitin kezelés a tlinetek dramai

javulédsat eredményezi.

3. A csaladokban el6fordult harom bdlcsOhalal esetben verifikaltuk a fenti
homozigdta mutaciot. Klinikailag egy ) és valamelyest elkiiloniilé fenotipusos
varianst talaltunk, mely egy letdlis hepatocardidlis szindroémanak felel meg. Az
autopszias mintak részletes szovettani elemzése soran elsdként mutattuk be primér

karnitinhidnyban a lipiddepoziciot szivizomszdovetben.

4. A karnitin homeostasis eltéréseit vizsgalva homozigota és heterozigota primér
karnitinhidnyban megallapitottuk, hogy homozigétdkban a szabad karnitinszint
dramai csokkenése mellett az Osszes karnitinészter szintje is csokkent, mely
valoszinlileg sulyos anyagcsere-kovetkezményekkel tarsul. Masrészt, a
heterozigotakban detektalt jelentdsen csokkent szabad karnitin és karnitinészter
koncentraciok utalhatnak arra, hogy a heterozigdtasag vagy a transzporter

funkcionalis diverzitasa patologias folyamatokkal tarsulhat sejtszinten.
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5. A bolcs6halalban elhunyt OCTN2 deficiens gyemekek nyirokszoveteinek
részletes elemzése soran a nyirokszovetek germindlis centrumaiban talalt
hisztopatholdgiai eltérések a B- sejtek stlyosan kdrosodott antigén vezérelte
szolgaltatnak arra, hogy a karnitin funkcionalis szereppel bir a plazmasejt érés

folyamatéban, habar a pontos molekularis mechanizmusok ma még nem ismertek.

6. A kiilonb6z6 nem vérrokon nagysziildi vonalakban detektdlt mutacid
valoszinlileg a génhiba magas elterjedését jelzi a magyar roma populdcioban. A
primér karnitinhiany potencidlisan letalis manifesztaciol (cardiomyopathia,
bolcsohalal), elérhetd és hatékony kezelése oralis karnitin szupplemetacioval,
mindenképpen aldtdmasztjak a szlirés kiemelkedd jelentdségét. Hatékony és gyors
szlirést biztosit az intézetiinkben is kidolgozott tandem tomegspektrometrias
karnitinprofil meghatarozas, melynek szakértd elemzésével vizsgalataink alapjan a

heterozigdta egyének is kisziirhetdk.

7. A Kkarnitin transzporter gének és variansaik multifaktorialis betegségekben
felmeriilt szerepének tanulmanyozdsira munkam soran magyar rheumatoid
arthritises betegcsoportban végeztiink molekularis genetikai elemzéseket. Az
altalunk vizsgalt SLC22A4 C6607T ¢s RUNX1 G24658C polimorfizmusok
univerzalis és populacio-fiiggetlen szerepét rheumatoid arthritisben eredményeink
nem tamasztjdk ala. Nagyobb populdciés mintdn végzett tanulmanyok
sziikségesek ahhoz, hogy egy adott populdcioban talalt hajlamositd varidns valodi

etiopatologiai szerepét tisztazzak.
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