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Roviditések jegyzéke

BDNF agyi neurotrophicus factor

BMI testtomeg index

BOLD blood oxigen level dependent - vér oxigén szint fliggd
CBz karbamazepin

CK kreatin kinaz

CNBP CCHC-tipusu cink-ujj nukleinsavat koto fehérje génje
COX-SDH cytochrome-c oxidaz + szukcinat dehidrogenaz
CUGBP1 CUG-kot6 fehérje 1

dACC dorsalis anterior cingularis cortex

DM dystrophia myotonica

DM1 dystrophia myotonica 1 tipusa

DM2 dystrophia myotonica 2 tipusa

DMPK dystrophia myotonica protein kinaz

DNS dezoxiribonukleinsav

EKG elektrokardiografia

ELISA enzim-kapcsolt immunszorbens vizsgalat

EMG elektromiografia

FGF-21 fibroblaszt novekedési faktor 21

fMRI funkcionalis méagneses rezonancia képalkotas

FSHD facio-scapulo-humeralis izomdisztrofia

GDF-15 Growth-differentiation factor 15 (ndvekedési differencialodasi faktor 15)
GGT gamma-glutamil-transzferaz

hnRNS heterogén nuklearis RNS
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1. Bevezetés

crer

mely soran az idegi strukturdk megkiméltek maradnak. A betegségcsoportot szimmetrikus
izomgyengeség- ¢s atrophia jellemzi, ennek jellegzetességei alapjan legtobbszor lehetové valik
a betegségek elkiilonitése is. A modern éraban mar nem csak a betegségek klinikai jellemzdi,
hanem az azok hatterében 4all6 molekularis genetikai defektusok ¢és kovetkezményes
patogenezis képezi a fé tudomanyos iranyvonalat, igy osztalyozasuk is leggyakrabban
molekuléris hatteriik alapjan torténik. A kozelmult kutatasai megalapoztdk, hogy méltan

tekintsiink bizakodoan a jovobeli genetikai és molekularis terapiak felé.

A dystrophidk leggyakoribb gyermekkori formaja az X-kromoszémahoz kotott oroklodesii
Duchenne betegség mely soran a dystrophin fehérje struktiraja karosodik. A felnéttek korében
azonban egy masik, myotonidval jaré dystrophia, az autosomalis dominans 6roklédésii
dystrophia myotonica (DM) a leggyakoribb, amit a facioscapulohumeralis izomdystrophia
(FSHD) kovet gyakorisagban [1, 2].

Az izomdystrophidk diagnozisa a klinikum mellett az izombiopszia és molekularis
genetikai vizsgalatokra tamaszkodik. Az utdbbi évtizedekben tobb kutatdcsoport tett
erofeszitéseket, arra iranyuléan, hogy az izombetegségekben konnyen kimutathato
biomarkereket talaljanak. A fibroblast novekedési faktor-21 (FGF-21) a lipid és gliikoz
metabolizmus egyik regulatora. TObb vizsgalatban felmeriilt Szerepe, mint lehetséges
biomarker a mitochondrialis és mas izombetegségek esetében. Ennek alapjat az a megfigyelés
képezi, mely szerint a mitochondrialis érintettségben a FGF-21 szint megemelkedik a mar
kialakult metabolikus deficit ellenstilyozasara [3]. E feltételezés mentén tobb izombetegségben
(mitochondrialis myopathia, DM, FSHD) vizsgaltuk az FGF-21 szérumszintjét, melyet jelent

munkank els6 részében targyalunk.

Munkank masodik részében a funkciondlis mégneses rezonancia képalkotas (fMRI) felé
fordulunk, mely segitségével a DM pacienseknél jelentkez6 myotonia soran aktivalédo agyi

teriileteket vizsgaltuk.



1.1. A dystrophia myotonica

A dystrophia myotonica a leggyakoribb felndttkori izom dystrophia. Elsé alkalommal
1909-ben Steinert irta le, mint a kongenitalis myotonia egyik formaja, azonban Batten és Gibb

roviddel ezutan felismerték a betegség egyedi klinikumat.

A betegség prevalencidja a vilag kiilonb6z6 régidiban eltér. A legtobb vizsgalat Eurdpaban
10-20/100.000 esetet talalt [4-8], azonban ez az adat valoszintileg alabecsiilt, a betegek jo részét
nem ismerjiik fel. Erre utal egy New York allamban végzett sziir6program is, melynek soran a

betegség prevalenciajat 48/100.000-re becsiilték [9].

A betegséget progressziv izomgyengeség és atrophia, valamint myotonia jellemzi. A
myotonia egy adott izom erdkifejtést kovetd atmeneti relaxacios képtelensége. A jelenség
leggyakrabban a kézszoritas, idonként a beszéd vagy az allkapocs nyitas kovetkeztében alakul
ki, de ez magyarazza a gyors alternald mozgasokat kivano futas képtelenségét is a betegek

tobbségében.

A betegségnek két altipusa ismert. Az 1-es tipus (DM1) a klasszikus Steinert dystrophianak
fel meg, mig a 2-es tipust (DM2) 1994-ben irtak le elészor. Itt az izomérintettség proximalis
tulsalyd, egyéb tiinetei hasonloak, de enyhébbek, mint a DM1 tipusanak. Prevalenciajara
vonatkozdan jelenleg nincs egyértelmii adat, azonban tgy tlinik Eurdépdban a betegség
eléfordulasa a DM1-éhez hasonl6 [10]. Az enyhébb klinikum miatt a diagndzis gyakran késik,

a betegség valoszintileg aluldiagnosztizalt.

Az izomtiinetek mellett a dystrophia myotonica-t multiszisztémas érintettség jellemzi

(szem, agy, sziv-érrendszer, bels6 elvalasztasa mirigyek stb.).
1.1.1. Genetikai hattér és patogenezis

A dystrophia myotonica nagy variabilitast mutat, ami a tiinetek stlyossagat, lefolyasat és a
betegség kezdetét illeti. A multiszisztémas érintettség €s a klinikai tlinetek heterogenitasaért
mindkét altipusndl egy valtozd hosszlisagu repeat expanzidja a felelés. A DMI1 esetében a
dystrophia myotonica protein kinaz (DMPK) vagy myotonin génen a 19q13.3 16kuszon, egy
instabil ,,DM-kritikus régioban” CTG repeat expanzido kovetkezik be (1. abra) [11].
Egészségeseknél a repeat-ek szama 5-37 kozott van és kb. 50-es repeat szamig (pre-mutalt allél)
a betegség tiinetmentes. 50 repeat felett az allél penetranciaja teljes, szinte minden esetben

manifesztalodik a betegség. A DMI1 enyhe formajaban szenvedéknél 50-150, a sulyosabb



eseteknél 150-1000, congenitalis formaban pedig 2000-nél hosszabb CTG repeat-eket taldlunk.
Az expanzié hosszusagaval ardnyos a betegség stilyossaga és az elso tiinetek megjelenésének
idépontja. Szintén a repeat expanzidé magyarazza a DM1-ben jellegzetes anticipacio jelenséget
iS. A generaciok kozotti instabilitasra a hordozo sziilé neme is hatéast gyakorol, kimutattak, hogy
anyai atorokités esetében a CTG repeatek szamanak novekedése sokkal kifejezettebb. Ez lehet
a magyarazata annak a megfigyelésnek, miszerint a congenitalis formak leggyakrabban anyai

atorokitést kovetden fordulnak el [12].

A dystrophia myotonica 2-es tipusért egy citozin-Citozin-timin-guanin (CCTG)
tetranukleotid expanzio felelés. (A

DM1 DM2 ,
repeatszdm egészségeseknél kb. 26,

betegeknél atlagosan 5000.) Ez a
3921.3 16kuszon talalhatdé ZNF9, mas
P néven CNBP génben helyezkedik el.

NP (1. abra) [13]. A vizsgalatok arra

o St utalnak, hogy a DM1-el ellentétben a
191

q 9 DM2-ben a repeat expanzié hossza

nem korrelal a betegség sulyossagaval

[14].

E http://www.geneticsémedics.com/myotonic-dystrophy.html

1. .abra. A DM1 és DM?2 genetikai hdttere.
A betegség mindkét altipusanal az

1-6 repeatbdl allo, neutralis, nem kodold tn. mikroszatellita, masnéven short tandem repeatben
(STR) kovetkezik be az expanzid. Hasonld jelenséghez mar tobb mint két tucat neurologiai
betegség kothetd (pl. Fragilis X szindroma, Kennedy szindroma, spinocerebellaris ataxiak
egyes tipusai, stb.). A mikroszatellita expanzié kovetkeztében a kapcsolédd géneken
funkciovesztés vagy 0j funkcid megjelenése kovetkezhet be, emellett az abnormalis fehérje
aggregatumok lerakodhatnak a sejtben, karositva annak funkcioit [15]. A kiilonb6z6 genetikai
hattér ellenére DM1 és DM2 esetében sok tekintetben hasonld klinikai kép alakul ki, mely a
patologias RNS molekula toxicitasanak tudhato be [16].

DM1-ben a trinukleotid repeat transzkripcidjanak kovetkeztében megvaltozott szerkezetii
RNS-ek jonnek létre, melyek alapvetd sejtfunkciokat karositanak, beleértve az RNS processing,
-lokalizaci6 és transzlacié folyamatat. A DM-ben ezt a toxikus hatast els6sorban az RNS-kotd
fehérjék modulécidja valtja ki. Ezen RNS kotd fehérjék diszfunkcidja karositja az RNS

crer

kiilonosen érzékeny ez ilyen, RNS-t érinté defektusokra. Az érintett fehérjék a sejtben
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lerakodva ribonuklearis inkluzidkat hoznak létre, melyek ellendllnak a degradéacionak - ezt

stabil szerkezetiik, vagy a hozzajuk erdsen k6tddo fehérjék okozhatjak [17].

Az MBNL fehérjék fontos szerepet jatszanak a DM patogenezisében. Mindharom
izoformajuk a sejtmagban szekvesztralodik, mert az mRNS-ben hajtii szerkezetet kialakitd
expandalt reapeat megkoti, €s ezaltal mikddésképtelenné teszi dket. Az MBNL fehérjék
(MBNL 1, 2 és 3) nagy mennyiségben vannak jelen a vaz- és szivizomban, és szerepiik van az

alternativ splicing szabalyozasaban. Ujabb kutatasok ramutattak az MBNL fehérjék mellett

DM1 = DM2
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protein l protein l
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2. abra. A DM1 és DM?2 patomechanizmusa. Az alapvetd patologias mechanizmus az RNS funkcionyerés modelljén alapul.
Ennek soran a DMPK és CNBP mRNS-ek 3 -végi, nem kodolo régidjaban lévé (CTG)n vagy (CCTG)n expanzio (megvdltozott
szerkezetti, toxikus RNS) kétszalu, hajtiikanyar-szerti konformdciot vesz fel. Ez a mRNS a sejtmagban halmozodik fel, és
kiilb'nbb'zo" az RNS—ek érésében szerepet ja'tszo' fehérjét (pl MBNL -zold ko"ré’k— CNBP) kit meg. Ez az alternatt’v splicing és

CCUGBPI (szintén az alternatzv splicing egyik fehérjéje) hiperfoszforilaciojahoz ezaltal mukodesenek fokozdsahoz vezet.

tobb RNS kot6 fehérje diszregulatiojara is, ezek a CUGBP1, hnRNP H és Staufenl fehérjék. A

CUGBP1 szintén az alternativ splicing reguldtora, valamint szerepet jétszik az mRNS

crer

Bebizonyosodott azonban, hogy in vitro kotédik az RNS CUG repeatekhez. Klasszikus
felnéttkori DM 1-ben kimutattak a CUGBP1 PKC-medialt hiperfoszforilacidjat, azonban DM2

betegek izombiopsziéiban ez nem volt kimutathato. Ez arra utal, hogy a MBNL1

crer

melyhez DM1-ben hozzdadodik a CUGBP1 overexpresszidja is. A CUGBP1-nek az mRNS
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crer

miatt sok foszforilalatlan CUGBP1 halmozodik fel a sejtben, mely inaktiv komplexumokat

c sy

alkot, ezzel is befolyasolva a myoblast differentiatiohoz sziikséges MRNS-ek transzlaciojat.

Ezek az adatok megerdsitik azt a hipotézist, miszerint a pre-mRNS poszt-transzkripcionalis

folyamatainak kéarosodasa lehet a DM paciensek valtozékony fenotipusanak alapja (2. abra)
[10].

A splicing-ban bekovetkez6 rendellenesség (spliceopathia) okozhatja a DMI1
vazizomsejtben kimutatott inzulin rezisztenciat is. Ennek hatterében az allhat, hogy a CUG
melynek eredményeképpen csokkent szignalkapacitast inzulinreceptor-fehérje jon Iétre [18].
Emellett a betegségben kimutathat6 az aerob sejtlégzésben résztvevd Coenzyme Q10 csokkent
szintje [19] mely mitochondrialis diszfunkciora utal, ennek szerepe a DM1-ben egyelére nem
tisztazott. Szintén mitochondridlis diszfunkcio figyelhetd meg inzulin rezisztencidban, 2. tipust
diabetesben is, valamint a sejtoregedéssel is dsszefiiggésbe hozhat6. Bar az eddigi vizsgalatok
nem tisztaztak egyértelmiien, hogy a mitochondrialis diszfunkci6é oka vagy kovetkezménye
ezen metabolikus eltéréseknek [20], megfigyelheté azonban, hogy mind az inzulin rezisztencia

mind a korai sejtéregedés gyakran fordulnak elé DM-ben [21] [22].

Mint ismert az izomdystrophidk esetében a kronikus izomkarosodas és regeneracio
fibrozishoz és az izomgyengeség fokozddasdhoz vezet. Ehhez az emelkedett oxidativ stressz
szintén hozzajarulhat [23], igy ez a folyamat is azon patogenetikai faktorok egyike lehet, mely
befolyasolja a betegség sulyossagat [24, 25]. Clarissa M és mtsai DM 1 betegeknél alacsonyabb
szérum SOD (szuperoxid-dizmutaz) aktivitast talaltak, valamint magasabb volt az interleukin
(IL)-1B és alacsonyabb az IL-10 szintjiik. Ennek hatterében a betegség kovetkeztében 1étrejott

pro-inflammatérikus allapot és az anti-inflammatorikus ellensulyoz6 folyamatok allhatnak

[26].

A DM2 leukocita DNS-ben vizsgalt CCTG repeatszam ugy tlnik, elsésorban a beteg
¢letkoraval korrelal, kevésbé a tiinetek sulyossagaval. A DM mindkét altipusara jellemz6 az
élethosszig tartd szomatikus instabilitas kovetkeztében kialakul6 sejttipusok kozotti variabilitas
és szomatikus mozaicizmus. A DM2-ben bekovetkezd mutédcid altalaban Osszehuzodik a
kovetkez6 generacioban, igy a gyermekben az expanzid rovidebb lesz [27]. Ez magyarazhatja

a kongenitalis forma és az anticipacié hianyat, valamint a tiinetek kés6bbi kezdetét [14].
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A DM2 a fenotipusban is nagy a variabilitas. A myotonia nem mindig jelenik meg, és
enyhe, kialakulasa feltehetden az egyik izom-klorid csatorna gén alternativ splicing-jahoz
kothets. A DM2 patomechanizmusaért a DM1-hez hasonloan a CUG/CCUG transzkriptumok
felhalmozodasa felelds. A mutans RNS hibas kétszalu struktirat alkot mely tobb RNS kot
gy ez a forma is a hibas splicing miatt alakul ki (,,spliceopathia”). Ennek kovetkeztében a
DM2-ben is jellemz6 a myotonia és az insulin rezisztencia, a CIC-1 és insulin receptorok hibas

alternativ splicingja kdvetkeztében (2. abra) [10].

A betegség két altipusanak fenotipusa kozti kiilonbséget a DMPK ¢és CNBP gének
kiilonbozo térbeli helyzete, €s az eltérd szomszédos gének okozhatjdk. Fontos tényezd lehet,
ahogy el6bb mar részleteztiik, hogy mindkét tipusnal karosodik az MBNL1 funkcidja, azonban
a DM1-ben ehhez a CUGBPI overexresszidja is tarsul, mely tovabb erdsiti a hibas splicing-et

[28].

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a spliceopathia a DM mindkét tipusanak alapvetd
molekularis jellemzéje. Ujabban egy masik elmélet is napvilagot latott, mely szerint a repeat
asszocialt non-ATG transzlacid kovetkeztében potencialisan toxikus fehérjék is 1étrejonnek,

melyek szintén akkumulalodhatnak a sejtben [29].

1.1.2. Fenotipusok
1.1.2.1. Kongenitalis dystrophia myotonica

A kongenitélis dystrophia myotonica tiinetei kiilonbéznek a felndttkori formatol. A
kongenitalis DM1 az ujsziilottkori 1égzési elégtelenség leggyakoribb oka [2]. Gyakran alul
diagnosztizaljak. A tiinetek tobbsége mar az intrauterin életben kezdddik, erre utalnak a renyhe
magzatmozgasok és a polyhydramnion. Az jsziilottnek facialis diplégiaja van, hypotonias,
I¢legeztetésre szorul, nem tud szopni, idonként dongalabu, ritkan generalizalt kontrakturaja
van, arca aranytalan, bordai vékonyak ¢és magasan 4ll a rekeszizma. A kezdeti fazist tuléld
ujsziilottek motoros funkcidi fokozatosan fejlédnek, megsziinik a nyelés- és ventillacios zavar.
A szellemi és motoros fejlddés mérfoldkoveinek elérése késik, az Osszes kongenitalis
dystrophia myotonica 1-es betegnél tanulasi nehézségeket észleliink, specialis nevelési
igényliek. A cerebralis atrophia és a kamratagulat gyakran mar sziiletéskor jelen van. A betegek

jaroképesek lesznek, viszont a széklet inkontinencia gyakran gondot okoz [12].
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A DM mindkét altipusaban eléfordulo

tiinetek

Myotonia
Izomgyengeség és atrophia
Koran jelentkezd cataracta

Szivritmuszavar

Az EMG qjsziilott korban nem mindig
igazolja egyértelmiien a myotonia meglétét.
Az izombiopszia donté fontossagli lehet,
egyértelmiien  korjelz6. Az éretlen
izomrostokban sok centralis mag és szamos

szatellita sejt 1athato, a rostok perifériajan az

Dilatativ cardiomyopathia oxidativ enzimreakcio szegényes [2]. Ezt

Kognitiv deficit kovetden genetikai vizsgélattal lehet a

Hypersomnia korképet biztosan diagnosztizalni.
Magasabb GGT

. . . ) 1.1.2.2. Gyermekkori
Inzulin rezisztencia/diabetes mellitus

myotonica

dystrophia

Testicularis atrophia

Frontalis kopaszodas A betegség gyermekkori formajanak

Hypogammaglobulinaemia els6 tiinetei tipusosan 10 éves kor eldtt

|zomfajdalom alakulnak ki. Ezek legtobbszor kognitiv- és

1. tdblizat. A DM mindkét altipusiban eléforduld viselkedésproblémak, figyelemzavar,
tiinetek alacsonyabb intellektus [30]. Késébb a
feln6ttkori DM-hez hasonlo tiinetek jelentkeznek. A  szivritmuszavar el6fordulasa

serdiilokorban 15-20%-ra tehetd, mely sport és fizikai aktivitas hatdsara fokozottan
exacerbalodik, de a strukturalis szivizom eltérések és cardiomyopathia eléfordulasa 10% alatt

marad [31].

1.1.2.3.A felnéttkori dystrophia myotonica
1.1.2.3.1. Klinikai jellemzdék

A dystrophia myotonica dontéen izomérintettséggel jard6 multiszisztémas betegség. A
betegség két altipusa kozott sok hasonlosagot talalunk, azonban a szamos tiinet alapjan jol
elkiiloniilnek egymastol. Az 1. tablazatban két altipus k6z0s jellemzoéit soroljuk fel, a

kiilonbségeket €s az eltérd manifesztaciokat a 2. tablazat részletezi.
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Izomérintettség

A DM1-ben az izomgyengeség elsésorban az arcizmokban, a sternocleidomastoideusban,
valamint disztalis végtagizmokban (alkar és kéz izmaiban és a boka dorzalflexoraiban) jelenik
meg [32]. A jellegzetes ,,facies myopathica” kialakuldsdban a mimikai izmok, a m. levator
palpebrae (ptosis) és a ragdizmok gyengesége jatszik szerepet. Ritkdbban, illetve a betegség
késoi szakaszaban fordul el6 a proximalis izomzat, 1€gzdizmok, bulbaris izmok érintettsége. A
betegséghez gyakran szubklinikus periférids neuropathia is tarsul mely f6leg a motoros rostokat

érinti, férfiaknal és idésebb betegeknél gyakoribb [33].

A betegség lefolyasa soran az életkor eldrehaladtaval az izomgyengeség progredial, jarasi
instabilitas alakul ki, ennek kovetkeztében a betegek korében az elesések gyakorisaga tizszer
magasabb [34]. A DM2 korai manifesztacioja leggyakrabban a csip6 extensorok és ujj flexorok
gyengesége, ennek kovetkeztében gyakran nehezitett a felallas vagy a 1épcs6zés [35]. A
betegség eldrehaladtaval a térd extensorok is meggyengiilnek, foleg a triceps érintettsége
jellemz6 [14]. Az izomfajdalom mindkét tipusban el6fordulhat, DM1-ben féleg az also

végtagokat érinti, és nem fiigg a myotoniatol [36].

DM2-ben az izomfajdalom gyakran az izomgyengeség eldtt jelentkezik, a betegség elsd
tiinete lehet [37]. A fajdalom sokszor kothetd az izommunkahoz, befolyasolja a hémérséklet,
valamint jellemz6 az izmok nyomasérzékenyésége is [38]. A fajdalom jellege miatt a

betegséget korai stadiumaban viszonylag gyakran fibromylagiaként diagnosztizaljak [39].

crcr

Az izomzat normal Osszehtizoédast kovetd, elnyujtott, abnormalis relaxaciojat
myotoniaként definialjuk. A myotonia jelen van az arcizmokban, a kezekben és az alkarban is.
Kivalthatd izomosszehtizodassal (szoritasi myotonia), vagy percussioval (percussios
myotonia). Utobbi soran az izmokban és a nyelven a myotonia kovetkeztében kis 6sszehtizodas
(dombocska) keletkezik. A hideg vagy stressz fokozza a myoténias tiineteket [36]. A myotonia
befolyasolhatja a mindennapi tevékenységeket, haztartasi eszkdzok hasznalatat, ajtokilincs
nyitasat, a gyors alternalo mozgasok végrehajtasat (pl. futas képtelensége). A kézben jelentkezd
myotonia javulhat ismételt kontrakciok soran — ez a ,bemelegedési jelenség”. A myotonia
jellemz6bb a DM1-re, kevésbé kifejezett, vagy hianyozhat DM2 esetén, igy az utdbbira Sok,

myotoniat nem mutatd paciens esetében is gondolnunk kell [35, 36].
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Sokszervi érintettség

A sziv-érrendszer tekintetében a vezetési zavarok és tachyarritmidk az atlagpopulaciohoz
képest hatvanszor gyakoribbak és szignifikdnsan kozrejatszanak a dystrophia myotonica 1-€s
¢és 2-es tipusanak morbiditasaban és mortalitisaban [40]. A kardialis érintettség rizikoja mar
fiatal korban magas és élethosszig az marad, emiatt elengedhetetlen a kardioldgiai gondozas

mar a betegség diagndzisatol kezdve [41].

Leggyakoribb elvaltozasok az els6foku atrio-ventrikularis blokk, mely gyakran a betegség
tobbi tlinete eldtt megjelenhet, valamint a mitrélis prolapsus €s cardiomyopathia. A dystrophia
myotonica 1-ben szenvedd betegeknél 7.3-szor magasabb volt a kardialis mortalitas, mint az
atlagpopulacioban, az elhalalozasok okanak 30%-a volt sziv eredetii [42]. Annak ellenére, hogy
nincs evidencia a fokozott atherosclerosis kialakulasara dystrophia myotonica 1-ben, de a
hirtelen halal, malignus arrhythmiak, progressziv balkamra diszfunkcido és az ischaemias
szivbetegség eloforduldsa jelentésen magasabb. Gyakoriak a tachyarrhythmidk,
bradyarrhythmiak, megnyult PR szakasz (40%), széles QRS komplexusok (25%) és a mono-,
vagy polymorph kamrai tachycardia, kamrafibrillacio [43].

NT-proBNP ¢és copeptin szintje a pitvarfibrillacio és a vezetési zavar 2 fliggetlen
rizikofaktora, igy ezeknek mérése ajanlott DM1-ben [44]. Kimutattak, hogy a stlyos EKG
elvaltozasok szintén elére jelezték a hirtelen halalt. Amennyiben Ilehetséges volt az
elektrodiagnosztika, az elhalalozottak 50%-ban észleltek kamrai tachyarrhythmiat. Atlag 5.7
éves kovetés soran a betegek 7%-a halt meg kardialis ok miatt bekovetkez6 hirtelen halal miatt
[45]. A vezetési zavarok és aritmiak mar korai életkorban felléphetnek, még akkor is, ha a
myopathia enyhe. Ezek eléfordulasa nem korrelal a CTG repeat expanzio hosszasagaval [46].
A fizikai aktivitas kivalthatja a szivritmuszavart az addig tlinetmentes dystrophia myotonica-
ban szenvedd fiatal betegekben, ezért javasolt terheléses EKG vizsgalat elvégzése az intenziv
fizikai igénybevételt megel6zéen. A szivritmuszavarokhoz viszonyitva a cardiomyopathiak

eléfordulasa ritka és altalaban nem okoz gondot a betegek szamara [12].

Az eldbbiekhez képest a dystrophia myotonica 2-es tipusaban szenveddknél a vezetési
zavarok ritkabbak, a supraventricularis arrhythmiak gyakorisaga hasonld, de a balkamra
diszfunkcio és a magas koleszterin szint sokkal gyakoribb [47]. A betegek korében el6forduld
hirtelen szivhalal hatterében legtobbszor dilatativ cardiomyopathit és az ingervezetd rendszer

fibrozisat allapitottak meg [48]. Ezért ajanlott a mind a szimptémas, mind az aszimptomas
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betegek ¢€s elsd és masodrendii hozzatartozoik ilyen irdnyt szlirése. Ez egy EKG vizsgalat, 24-

6ras ambulans EKG ¢€s echocardiogramm elvégzését feltételezi [49].

Mind a DM1, mind a DM2-re jellemz6 az enyhe kognitiv deficit, mely elsésorban az
executiv funkcidkat és térlatast érinti [50] és még a normalis 1Q-val rendelkezé betegeknél is
kimutathat6. E mellett a DM1 betegek korében gyakori a személyiség-, viselkedés- ¢€s
figyelemzavar is, ez utobbi az életkor elérehaladtaval stlyosbodik [51]. A DM2-ben a fenti

rendellenességek eldforduldsa és sulyossaga szamottevéen alacsonyabb.

A DMI betegeknél gyakori (33-88%) a hypersomnia és a nappali aluszékonysag is. Ennek
hatterében valosziniileg centralis ok all, €s kevésbé a betegségre szintén jellemz6 1égzésszavar
okozza [37, 52, 53]. A DM2 betegek korében a nappali aluszékonysag enyhébb és sokkal
ritkabban fordul el6 [54].

A cataracta egyarant érinti a dystrophia myotonica 1-es €s 2-es tipusaban szenvedd
betegeket. Az izomtiinetek mellett az 55 éves kornal hamarabb jelentkezd, a posterior
subcapsularis cataracta és ennek a csaladi halmozddasa is utalhat dystrophia myotonica-ra [1].

DM2-ben a betegek 25%-nal az izomtiineteket megel6zden jelentkezett a cataracta [55].

Clarissa M Comim és mtsai alacsonyabb BDNF (Brain Derived Neutrotrophic Factor; agyi
neurotrophicus faktor) szérumszintet talaltak DM1-es betegeknél. Ez a fehérje a tanulas és
memoria  funkciokban vesz részt, szérumszintje csOkken egyes neurodegenerativ
betegségekben is (pl. Huntington vagy Alzheimer-kor). Igy ezen rendellenesség szintén
megerdsiti a kozponti idegrendszer primer érintettséget ezeknél a betegeknél, és Osszefligghet

a gyakori fehérallomanyi 1éziok és agyi atrophia kialakulasaval is [26] .

Az endokrinologiai rendellenességek gyakoriak, legtobbszor a pajzsmirigy, pancreas,
hypothalamus ¢és a gonadok érintettek. Férfiakban a gyakrabban el6forduld hereatrophia
infertilitishoz vezet. A terméketlenség fennallhat az egyébként tliinetmentes betegekben is. A
nék esetében a tobbszori vetélések és a rendszertelen menstruacido gyakoriak [56]. A
cukorbetegség nem gyakoribb a DM1-es betegek korében az atlagpopulaciohoz képest, de a
gliikéz tolerancia teszt gyakran mutat ki inzulinrezisztenciat. Masodlagosan emiatt fokozott
inzulintermelés all fenn, amit az inzulin receptor mRNS abnormalis splicingja okozhat A DM2-
ben a diabetes el6fordulasa valamivel gyakoribb [36]. Egy, 52 DM2-vel diagnosztizalt beteget
vizsgalod tanulmanyban a betegek 63.8%-aban inzulin rezisztenciat, 31,9%-nal pedig II. tipusa

diabetes mellitus-t talaltak [57].

17



Tiinetek és szervi érintettség DM1 DM2

Els6 tiinet Sziiletéstol 8-60 éves kor kozott
Anticipacid felnéttkorig -

Kongenitalis forma + -

Fogyatékossag + 60 éves kor utan
Varhato ¢életkilatas 30-35 éves kor utan Atlagos

Alapveté jellemzok: Csokkent

Klinikai myotonia
EMG myotonia
[zomgyengeség

Izomgyengeség eloszlasa
Arc- és ragdizmok
Bulbéris izmok, diszfagia
Légzdizmok

Disztalis végtagizomzat
Proximalis végtagizomzat
Sternocleidomastoideus
érintettsége

Izmokat érinté tiinetek
Myalgia

Klinikai izomatrophia
Vadli hypertrophia
Izombiopszia

Izomrost atrophia
Nuklearis 0sszecsapzodas
(nuclear clump fibers)
Sarcoplasmatikus massza
Gytrtirostok

Bels6 magok

Szisztémas érintettség
Cataracta
Szivritmuszavar
Tremor
Viselkedészavar
Hypersomnia

Kognitiv deficit
Diabetes mellitus

Férfi hypogonadismus
Frontalis kopaszodas

+4+
+4+
Fiatal feln6ttkor

++

Id6sebb korban
mindig

Id6sebb korban
mindig

+++

+/-

+

+/-
Arc, végtagok
disztalisan

1-es tip. rost
Késon

4+

++

A disztalis izmokban
mindig

+++
+++
+

+
++
++
+
+++

+ (<50%-nal van
jelen)

+/-

60-70 éves korban
kezd6édik

+/-
Foleg iddsebb korban

+++

++

2-es tip. rost

Mar az
1izomgyengeség elott

+/-

+/- féleg a 2. tip.
rostokban

+

Valtozo
+

+/-
+/-
+/-

tablazat. DM1 és DM?2 osszehasonlitasa -izomtiinetek és szisztémds érintettség [58]
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A légzési elégtelenség elsésorban a kongenitalis DM-re jellemzd, azonban a felndttkori
formékban is el6fordul. Ennek hatterében a garat és oesophagus gyengesége, a 1égzdizmok
gyengesége és myotoniaja és a 1égzokozpont feltételezett rendellenessége allhat [59]. A
rekeszizom gyengesége €és myotonidja, valamint a nyelési nehézségekbdl fakadd gyakori
aspiracio noveli a 1égzési elégtelenség és az aspiracids pneumonia kialakuldsanak kockazatat
leginkabb a sulyos tiineteket mutat6 betegekben. Az altaldnos érzéstelenités gyakran
komplikaciokkal jar a DM1-es betegeknél. Ezek altalaban respiratorikus és kardiovaszkularis
eredetiick [43, 60]. A DM2 betegek korében 1égzési elégtelenség csak ritkan fordul eld, és

sosem sulyos lefolyasa [61].

A DMI1 betegek nagy része kiizd bizonyos mértékben gastrointestinalis panaszokkal.
Gyakori a dysphagia és a kovetkezményes aspiracidos pneumoénia, valamint az epekdvesség
[62]. A DM2-ben a gastrointestinalis manifesztaciok enyhe diszfagiaban, konstipacioban, hasi

fajdalomban nyilvanulhatnak meg [63, 64].
1.1.2.3.2. Diagnosztikus vizsgalatok

A betegek tobbségénél a diagnozis a csaladi anamnézis és klinikum alapjan felallithato és
genetikai vizsgalatokkal megerésitheté. DM1-es betegek a disztalis izomgyengeség ¢és
myotonia, mig DM2 betegek izomfajdalom, faradékonysag vagy proximalis izomgyengeség

miatt fordulnak leggyakrabban orvoshoz [14].

A betegség diagndzisanak gold standard-ja a genetikai vizsgalat, azonban a jellemz6
klinikai tiinetek mellett az EMG vizsgalat is fontos eszkdz a myotonia kimutatasara, mely
negativ genetika esetén csatornabetegség, paramyotonia vagy myotonia congenita lehetéségét
veti fel. Az ioncsatorna betegségekben altalaban nem talalkozunk a DM-ben jellemz6 kifejezett

izomatrophiaval, vagy permanens izomgyengeséggel.
Genetikai vizsgalat

A specifikus genetikai tesztelés az expandalt CTG repeat-ek kimutatasan alapszik (PCR,
régebben Southern blot) a DMPK génben. 50 folotti repeatszam patologids, manifeszt

betegséghez vezet.

A DMI1 genetika negativitdsa, proximalis izomtiinetek €s myotonia tarsuldsa esetén a

jellemz6 klinikai kép alapjan a DM2 gyanuja meriil fel. Ezesetben a ZNF9 (CNBP) génen a
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CCTG repeat expanzidjanak kimutatasa diagnosztikus értékii, mely 75 f6l6tti repeatszam esetén

patologias.

A Dbetegségre jellemz6 szomatikus instabilitds megneheziti a korabban megszokott
Southern blot és PCR technikak hasznalatat. Emiatt terjedt el a long-range PCR és Southern-
Blot kombinacidjan alapul6 eljaras, azonban kiilonbség lehet a meghatarozott repeat szamban

az alkalmazott modszer fiiggvényében [65].

A DM2-t okoz6 CCUG repeat expanzié azonosithaté in-situ hibridizacios (ISH)
technikaval is. A modszer kimutatja a patologias mRNS zarvanyok jelenlétét a dystrophia
myotonica 2-es tipusa altal érintett szOvettani metszetben, és azok hianyat a dystrophia
myotonica l-es tipusa altal érintett izmokban [66]. Az MBNL1-fehérje zarvanyok is
kimutathatéak ezzel a technikaval azonban ez nem teszi lehetévé a DM1 és DM2 kozti
differencialast, viszont ezek izombiopszias mintavételt igényelnek, ami nem feltétleniil része a

diagnosztikus folyamatnak [28].
Izombiopszia

Az izombiopszia vizsgalata hasznos lehet, amikor a paciensnél kifejezett izomgyengeséget,
emelkedett izom-enzim értékeket, vazizomzat magneses-rezonancia elvaltozasokat vagy
patologias elektromyografias leletet talalunk, viszont mell6zhetd, ha a fenotipus és a tiinetek

alapjan kevésbé invaziv modszerekkel is biztos diagnozishoz juthatunk.

A fénymikroszkopos vizsgalattal enyhe rostatmérd-variabilitast, nagyszamu centralis
magot, magsorokat, sarcoplazmatikus masszat ¢és gytlrtrostokat latunk az izomban.
Degenerativ jelenségek, rostnecrosis, regeneracio, koto- €s zsirszovet lerakodas, kereksejtes

infiltracio csak ritkan van jelen az izomban [2].

A 2-es tipust dystrophia myotonica szovettani képe tobb vonatkozasban eltér az 1-es
tipusétol. A dystrophia myotonica 2-es tipusanak diagndzisa megjosolhaté, amennyiben a
nagyszamu belsé mag szelektiv 2-es rost atrophiaval tarsul [28]. Ez megerdsiti azt a
feltételezést, mi szerint a 2-es tipusu dystrophia myotonica alapjaban véve a 2-es tipust rostok
megbetegedése. Ez a megfigyelés megalapozza azt a feltevést, mi szerint a betegség két tipusat

ellentétes patologiai elvaltozasok jellemzik, ami az 1-es és 2-es rostok érintettségét illeti [67].
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A dystrophia myotonica 2-es tipusanak klinikai képe enyhébb és igen valtozatos, ezért a
diagndzis is sok esetben késik. A jellegzetes szovettani kép utal a betegségre, és jelzi a biztos

diagnozist jelentd genetikai vizsgalat sziikségességét [47].
Képalkoto vizsgalatok

A dystrophia myotonica betegek korében elvégzett agyi MRI vizsgalatok sordan szdmos
rendellenesség igazolddott a kdzponti idegrendszer szintjén. Gyakori a frontalis és temporalis

lebenyt érint6 atrophia és a subcorticalis fehérallomanyi 1éziok eléfordulasa [68].

PET vizsgalatok soran a DM1, ¢és valamivel kevésbé a DM2 betegek korében is kimutathato
volt a frontalis és tempordlis lebenyek hypoperfuzioja, mely Osszefiigghet az elsdsorban a
DM1-ben észlelt exekutiv funkcidzavarral [69]. A DM2 betegeknél féleg a sziirkeallomanyt
érint6 atrophia fordul el6 mely az agytorzsre, thalamusra lokalizalodik, de érintett lehet a corpus
callosum fehérallomanya is [70]. A fehérallomanyi és kozponti idegrendszeri palyak foleg a
DM1-ben érintettek. A fehérallomanyi 1€ziok id6beli progresszidja demyelinizacid és/vagy
axonalis karosodas lehetdségét vetik fel [71]. A DM2-ben észlelt MRI eltérések sokkal
enyhébbek voltak. A DM1 betegeknél az agyi eltérések sulyossidga korreldl a CTG repeat

expanzié mértékével [72].

3. dbra. A) Normalis comb és alszdar izomszerkezete. B) Dystrophia myotonica-ban jellemzé izomérintettség
(sziirkével). Roviditések: AM = m. adductor magnus; BF = biceps femoris; RF = rectus femoris; VI = vastus
intermedius; VL = vastus lateralis; VM = vastus medialis; SM = semimembranosus; ST = semitendinosus; ED =
extensor digitorum longus; GL = gastrocnemius lateralis; GM = gastrocnemius medialis; PE = peronealis izmok;
S = soleus; TA = tibialis anterior; TB = tibialis posterior Pdl 2011 Role of MRI

Az MRI nemcsak a kdzponti idegrendszer vizsgélatara, hanem a vazizomzat vizsgéalatara
is alkalmas. Az egyes izomcsoportokra a jellemz6 eloszlasu atrophiat izom-MRI segitségével
kovethetjiik. T1 stlyozast mérések elsOsorban a zsiros degeneracid és atrophia megitélését

teszik lehetdvé, a STIR sulyozas az aktiv degeneracid/oedema képzddést tiikrozi. Kvantitativ,
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volumetrias mérések segitségével az egyes izomcsoportok eltéréseit is kovethetjiik. A vizsgalat
alkalmas a szubklinikus izom érintettség kimutatdsara: mig a labszarizmokban altalaban
markans degenerativ eltéréseket talalunk (tibialis anterior, m. triceps surae, m. gastrocnemius
medialis izmok részérdl), addig a combizomzatban a degeneracid/atrophia mérsékelt, jellemz6
a quadriceps femoris izom centralis részének ,,félhold” degeneracidja mar a betegség Kkorai
fazisban (3. és 4. abra) [73, 74]. Szintén ezt a jellegzetes degeneracids mintazatot talaltak DM1-
ben egy a DMI1 és DM2 betegek teljes test MRI képeit Osszehasonlitdo vizsgalatban.
Eredményeik alapjan azonban a DM2-ben nem volt kimutathaté hasonloan jellegzetes

izomérintettség, a betegségre jellemzé myalgia és enyhe paresis nem jart MRI eltérésekkel [75].

4. abra. A dystrophia myotonica-ban jellegzetes , félhold degenerdacio” (quadriceps femoris, 55 éves
nébetegiink)

Egy vizsgalatban az MRI segitségével kimutathat6 zsir-viz arany emelkedés és a magasabb
T2 relaxacios id6 a boka dorsalflexidjanak gyengiilésével korrelalt, mely arra utal, hogy az izom
MR vizsgalat a betegség progresszidjanak €s a terapias valasz megitélésének noninvaziv
eszkOze lehet [76]. A vizsgalattal kovethet6 a DML progresszidja [77], de a modszer

alkalmazasa a klinikumban hazankban egyelére kevéssé terjedt el.

1.1.2.3.3. A betegek gondozasa, therapias lehet6ségek

A betegek gondozasa a genetikai tandcsadason és a tobbszervi érintettség okozta
szovodmények megeldzésén alapul. Kiemelten fontos a mozgasszervi rehabilitacié a mobilitas
minél hosszabb ideig valo megdrzésében. A betegség mindkét tipusaban el6forduld kardialis

érintettség miatt fontos a gyakori EKG monitorozas és echocardiographia.

Az izomgyengeség kezelésére ill. javitasara tobb gyogytorna programon alapul6 vizsgalat

tett kisérletet. Ezek kis esetszdmmal dolgoztak és jelenleg nem nyujtanak elég erds evidenciat
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egy ilyen iranyu protokoll kidolgozasahoz. Munkacsoportunk az otthoni és intézeti kezelés

hatékony kombindcidjat dolgozta ki, eredményeink publikalasa folyamatban van.

A betegség patogenezisének megismerése igéretes elorelépést vetit elére a therapias
lehetdségek korében is. Vizsgalatok folynak olyan kis molekuldk alkalmazéasaval, melyek az
expandalt CUG repeatekhez kotddnének, igy megakadalyozva a ribonukledris inkluzidk
szekvenciak hasznalata a poszttranszkripcionalis gén silencing eléréséhez, ezek specifikus
mRNS és hnRNS szakaszokhoz kotédnek. Bar tobb ilyen allél-specikus-oligonukleotid (ASO)
tint hatékonynak in vitro, koziiliik csak egy esetén keriilt sor human vizsgalatra (lonis-
DMPKRX), de a molekula nem érte el az izomban a megfelelé koncentraciot a nem megfeleld

biodisztribucio kovetkeztében [80].

A genom szerkesztés modszere is igéretesnek tlinik in vitro. Transzgén egér myoblastjaval

crer

A CRISPR/Cas9 rendszert hasznalva egy masik kutatdcsoport human sejtekben tudta
megfelelden elimindlni a repeat-expanzidt, a molekula mérete az adeno-asszocialt virus vektor

hasznalatahoz volt optimalizalva [80, 82].

A myotonia a DM1 betegek jelentOs részénél igen kifejezett. Tobb Na-csatorna gatloval
vannak a myotonia kezelésére vonatkozo adatok (pl. mexiletine, procainamide, propafenon,
carbamazepine stb.), de ezek a szerek a myotonia javitasa mellett az izomer6t ronthatjak. A
DM2-ben igen gyakori izomfajdalom kezelésére egyeldre nem all rendelkezésre egyértelmiien
hatékony kezelés, A CBZ, mexiletin és NSAID kezelés hozott panaszaikban némi javuléast. A
kardialis sz6vodmények megel6zésére fontos a rendszeres kovetés, EKG monitorozas. Gyakran

pacemaker, illetve ICD betiltetésre is sziikség lehet [28, 83-85].

Biztatd eredményt hozott egy kisebb esetszaml randomizalt, kettds vak vizsgalat a
metformin alkalmazasaval kapcsolatban dystrophia myotonicaban. A vizsgalatban a
maximalisan toleralt dozis (3g/nap) mellett szignifikans javulést észleltek a 6-perces jarasteszt

soran [86].

Amennyiben jelent van, fontos az alvési apnoe kezelése (nem-invaziv 1égzéstdmogatas,
NIPPV j6 hatast), fokozott nappali aluszékonysag esetén modafinil és selegiline terapia

kisérelheté meg [87-90].
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Emellett fontos a cataracta, dysphagia, endocrinopatidk diagnozisa és kezelése, valamint

az anaesthesia rizikojanak figyelembevétele ezen betegeknél.

A betegek életkilatasa a DM1 gyermekkori €s kongenitalis formdjaban egyértelmiien

csokkent, de a DM1 felndttkori formajaban is inkabb az atlagnal alacsonyabb. DM2 esetében

az életkilatas altalaban az atlagpopulacioval megegyez6 (3. tablazat) [45, 48, 91, 92].

Fenotipus Leggyakoribb Repeat- Tiinetek Varhato Penetrancia
tiinetek szam kezdete (év) élettartam Anticipacio
Pre-mutacié Nincs 38-49 - Atlagos Nagyobb esély a
penetranciara
Bizonytalan
Késdi kezdetii Cataracta, 100-600 >40 Atlagos Teljes
DM1 aluszékonysag, penetrancia
myotonia Igen
Felnéttkori DM1 Myotonia, 250-750 20-40 Rovidebb Teljes
arrhythmiak, penetrancia
aluszékonysag, Igen
gastrointestinalis
tiinetek,
izomgyengeség €s -
atrophia, cataracta,
férfi
hypogonadizmus,
inzulin rezisztencia,
enyhe kognitiv
deficit, bal kamra
diszfunkcio
Juvenilis DM1 A feln6ttkori 400-800 10-20 Rovidebb Teljes
formahoz hasonld, de penetrancia
sulyosabb tiinetek Igen
Gyermekkori A congenitalis 500-1100 1-10 Rovidebb Teljes
DM1 formahoz hasonld, de penetrancia
kevésbé stlyos Igen
tiinetek
Kongenitalis DM1  Visszamaradott 750-1400 Sziiletéskor Magasabb Teljes
fejlédés, hypotonia, halalozas penetrancia
1égzési elégtelenség, csecsemdkor-  Igen
kardialis ban, rovidebb
rendellenességek,
kognitiv deficit,
dysmorph arc,
dysphagia
DM2 Proximalis 100-10,000 Felndttkorban Atlagos Bizonytalan
izomgyengeség,
enyhe kognitiv
deficit, arrhythmiak,

izomfajdalom, inzulin

rezisztencia,
hipertonia

3.tablazat. Osszefoglalé tabldzat: repeatszamok, penetrancia, tiinetek kezdete és fenotipusok [91].
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2. Célkituzések

A dystrophia myotonica patogenezisének felfedése ujabb terapias lehetdségeket
vet fel. fgy egyre nagyobb sziikség van a betegség stlyossagat, progndzisat és az
esetleges terapias beavatkozasok hatékonysagat kovetd biomarkerekre. Tobb molekulat
vizsgaltak ¢és vizsgalnak jelenleg is, de még nem 4all rendelkezésre egységesen
kidolgozott protokoll ezek hasznalatira. Szdmos molekula kimutatdsa és mérése
koltséges, és csak invaziv mddszerekkel lehetséges (pl. izombol nyert microRNS -
mIiRNS). Korabbi vizsgalatok alapjan kdrvonalazodik, hogy a fibroblast growth factor
21 (FGF-21) specifikus és senzitiv biomarkere lehet a mitochondrialis betegségeknek.
Jol ismert a szénhidrat és lipid anyagcserében betoltott szerepe, valamint, hogy a
harantcsikolt izmok is fontos szerepet jatszanak a fenti anyagcsere folyamatokban.

. A fenti hipotézis tesztelésére vizsgalatunk soran tobb neuromuscularis
betegségben, koztiik dystrophia myotonicaban vizsgaltuk az FGF-21 szérumszinteket.
. A betegség multiszisztémas jellegébdl adoddan szamos klinikai mutatd
hasznalata szoba johet. Tobb klinikai paramétert teszteltiink, mennyiben mutatnak
Osszefliggést a vazizmok allapotaval, illetve az anyagcsere paraméterckkel, hogy ez
alapjan kovetkeztessiink alkalmazhatosagukra. lde tartozik a szérum kreatin kinaz (CK)
érték, a testtomeg index (BMI), valamint a HOMA index, utobbi az inzulin rezisztencia
markere.

Tobb klinikai és radioldgiai vizsgalat is megerdsitette a kozponti idegrendszer
érintettségét dystrophia myotonicaban. Ezek tobbnyire az agyi volumen csokkenésével
¢és kognitiv zavarokkal foglalkoztak. Mivel a myotonia a vazizmokhoz kothetd
funkcionalis eltérés, hatarozott elektrofiziologiai megjelenéssel, ezidaig nem volt
ismert, hogy ennek van-e barmilyen kézponti idegrendszeri megnyilvanulasa vagy
kovetkezménye. Azt feltételeztiik, hogy a priméren izom eredetli myotonia soran
kompenzacids mechanizmusok aktivalodnak az agyban. Emellett azt sem lehet kizarni,
hogy az agy legalabb részben érintett, vagy részt vesz a myotonia fenntartasaban.

. Munkank masodik részének célja az volt, hogy funkcionalis vizsgalatok
(funkcionalis MRI, fMRI) segitségével a myotonia soran aktivalodo agyi teriileteket

feltérképezziik.

25



3. FGF-21 szint vizsgalata dystrophia myotonicaban és mitochondrialis

betegségekben

3.1. Irodalmi attekintés

3.1.1. Azizomdystrophiak biomarkerei

A biomarkerek objektiven mérhetd eltérések, melyek jelenléte felhasznalhatdé bizonyos
korképek diagnosztizalasara vagy egy betegség lefolyasanak kovetésére, illetve prognozisanak
meghatarozasadra. Az izomdystrophidk heterogén csoportjat progressziv izomgyengeség
jellemzi. A korai diagnoézis feltétele a klinikai kép felismerése €s a genetikai vizsgélat, ezen

1épéseket a megfeleld biomarkerek azonositasa is segitheti.

A leggyakoribb gyermekkori izomdystrophia, a Duchenne-féle izomdystrophia. A 2-5 éves
kor kozott manifesztalodo betegség tiinetei a dystrophin gén mutécidja (tobbnyire részleges
delécioja) kovetkeztében, miikodoképes dystrophin fehérje hidnya miatt alakulnak ki. Enyhébb
formaja a Becker izomdystrophia, ahol a dystrophin jelen van, de modosult, csonkitott
formaban. A betegség kovetésében fontos a motoros funkciok mérése, emellett a szérum
kreatin-kinaz a betegség szlirésére leggyakrabban hasznalt diagnosztikus biomarker. A
dystrophin hidnya megallapithatd az izombiopszas mintdbol immunhisztokémiai festéssel €s
Western blot segitségével. A génterdpidk fejlodésével a dystrophin kimutatasdnak nem csak

diagnosztikai, de prognosztikai jelentdsége is lett.

Az eddig vizsgalt biomarkerek koziil az LTBP4 fehérje az izom gyulladasaval és
fibrozisaval fiigg Ossze, illetve a jaroképesség elvesztésének életkoraval korrelal. A micro-RNS
molekuldk idealis biomarkerek lehetnének, mivel specifikusan expresszaldédnak bizonyos
szovetekben, ¢és a szovetkarosodas kapcsan jutnak be a véraramba [93]. A Duchenne
izomdystrophiaban is kimutattak néhany micro-RNS-t melyek a betegség progresszidjat mutato
klinikai paraméterekkel korrelaltak. A magas miR-30c mérhetd jobb motoros funkcidval
rendelkez6 pacienseknél, mig az miR181 a rosszabb kimenetelt jelzi [94]. Mitochondrialis
myopathiakban jelenleg az FGF-21 és a és a GDF-15 (Growth-differentiation factor 15) tiinik
igéretes biomarkernek. Ezek, kombindlva a pGSN (plasma Gelsolin) szint meghatarozassal,
mely a sejt tulélés és adaptacio egyik regulator fehérjéje, segithetik a felndttkori mitochondrilis
myopathiak diagnozisat [95-98]. Jelenleg magas azon izomdystrophiak szama, melyeknél nem

all rendelkezésiinkre biomarker (pl. Emery-Dreifuss, kongenitalis izomdystrophiak).
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3.1.2. Biomarkerek dystrophia myotonicaban

A dystrophia myotonicaban foly6 terapias probalkozasok jelentOs része az RNS kezelést
célozza meg. gy a hibas alternativ splicing soran 1étrejott mRNS kimutatasa a kezelés el6tt és

utan, a terapias valasz egyik fontos jovébeli biomarkere lehet.

Egyre tobben vizsgaltadk keringd szérum/plazma mMIiRNS-ek biomarkerként valod
hasznalhatosagat. Nehézséget jelenthet azonban, hogy - bar a miRNS szovetspecifikusan
expresszalodik - de atfedések lehetnek, igy pl. az izom altal kivalasztott miRNS-206-at a
szivizom is szekretalhatja, tehat tobb szovetben is termelddhet ugyanaz a molekula. Tekintettel
arra, hogy a DM1l-re multiszisztémas érintettség jellemz6, a kiillonboz6 szovetek altal
kivalasztott miRNS elkiilonitése nehézségekbe iitkozik [99]. A vizsgalt miRNS-ek tobb
altipusanak (miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-206 [100] és miR-133a,-133b és -206 [101])
szérum-, illetve plazmakoncentracidja korrelalt az izomgyengeség mértékével tobb vizsgalat
szerint [100, 101]. Amellett, hogy a miRNS-ek specificitasanak meghatarozasara még szamos
vizsgélatra van sziikség, a miRNS kvantitativ mérésének lehetséges koltség- €s idohatékony
protokollja sem all egyelére rendelkezésre. A DM1 esetében egy biomarker panel hasznos
lehetne tobb szekunder komplikacid megitélésére, melyek a betegeknél kialakulhatnak. A
jelenlegi adatok alapjan felmeriil, hogy a mMiRNS-ek mellett az exoszomak szintén jo

biomarkerek lehetnek, a tobbi keringé fehérjéhez és miRNS-hez viszonyitva is [102].

A keringd RNS-ek funkcidjanak megértésére Karol Czubak ¢és munkatéarsai tettek
er6feszitéseket. A dystrophia myotonicaban a keringd RNS-ek biogenézisében az MBNL-
splicing faktorainak is nagy jelentdsége lehet. DM1-ben ennek a szintje csokkent, ennek

ellenére a DM 1-ben a teljes keringd RNS mennyisége emelkedett volt.

A teljes genom transzkriptom analizis tobb tucat keringd RNS megvaltozott (f6leg
emelkedett) szintjét mutatta DM1-ben. Emellett a keringd RNS szintje sok esetben korrelalt a
DMI betegség sulyossagaval.

A kardialis szovodmények tekintetében kimutattak, hogy a NT-proBNP és a copeptin a
pitvarfibrillacié két fiiggetlen prediktora lehet DM1 betegeknél [44].
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3.1.3. Az FGF-21 fehérje mint biomarker

Az FGF-21 (human fibroblast novekedési factor 21) egy 181 aminosavbol allo fehérje,
mely a human FGF szupercsalddba tartozik. A csaladba tartozé fehérjék valtozatos szerepet
toltenek be az endokrin, a parakrin és az intracellularis folyamatokban. FGF-21-et
expresszalnak a majsejtek, zsirszovet, thymus és a vazizmok. A plazméba valasztodik ki, ahol
receptorahoz kotodik egy a kofaktoron (b-Klotho) keresztiil hormonként viselkedve [103-105].
Az FGF-21 kozponti szerepet jatszik a gliikdz €s lipid metabolizmusban és az éhezéshez vald
adaptacidban. Gatolja a hepatikus gliik6z termelést és stimulélja az adipocytak gliikozfelvételét
a gliikkoz transporter-1-en keresztiil. Az FGF-21 gliikozszint csokkentd képessége fliggetlen az
inzulinétol. Ugyancsak jotékony hatasa van a lipid metabolizmusra ugyanis csokkenti a plazma
triglicerid, koleszterin és szabad zsirsav szintet [106]. A plazma-FGF-21 szint szignifikans
emelkedését figyelték meg obez ragcesalok €s emberek esetében, valamint az FGF-21 adasa
sulycsokkenést idézett eld diabeteses nem emberi féemlésoknél [107]. Az FGF-21-nek a
peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor alfan keresztiil szerepe van az éhezéshez valo
alkalmazkodasban [108]. Ehezés soran az FGF-21 a novekedési hormonhoz hasonléan lipolizist
indukal a fehér zsirszovetben mig az FGF-21 feedback-je alapjan befolyasolja a novekedési
hormon szekréciot. Tyynismaa és mtsai emelkedett FGF-21 szintet talaltak a vazizmokban a
mitochondrialis betegség egyik allatmodelljében [109]. Azt is igazoltak, hogy az FGF-21 szint
megemelkedik az izom érintettséggel jar6 human mitochondrialis betegségekben [110]. Tobb
friss vizsgalat igazolt emelkedett FGF-21 szintet mitochondridlis betegségben szenvedo
pacienseknél mas neuromuscularis betegségekben szenved6khoz és egészséges kontrollokhoz
viszonyitva [111, 112]. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a mitochondrialis diszfunkcio

¢hezéshez hasonlo allapotot idéz eld, ¢s a maj és a barna zsirszovethez hasonloan a

crer

3.2. Célkitizések

crer

J Az FGF-21 szérum koncentracigjat hataroztuk meg vizsgalatunk soran tobb
neuromuscularis betegségben, koztiik mitochondrialis myopathiakban és dystrophia
myotonicaban, illetve egészséges kontrollok esetében.

J Célunk volt tovabba az FGF-21 szérumszint meghatarozéasa mellett az értékek

Osszevetése ¢és korrelacid-analizise tobb klinikai paraméterrel.
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3.3. Anyag és modszer

3.3.1. Betegek

A vizsgalatba 30 mitochondridlis betegséggel, 16 dystrophia myotonicaval (DM1), 5
facioscapulohumeralis izomdystrophiaval (FSHD) diagnosztizalt pacienst és 20 egészséges
kontrollt vontunk be. A vizsgalatot a helyi etikai bizottsag jovahagyta (Engedély szama:
4581/2012). A betegek beleegyezd nyilatkozatot irtak ald. Az egészséges kontrollok
elézményeiben nem volt érdemi megbetegedés, a BMI értékiik a normadlis tartomanyban volt,
nem alltak orvosi gyogykezelés vagy gydgyszeres terapia alatt. A normalistol eltér6 BMI
indexi (<17 vagy >30) pacienseket és kontrollokat a vizsgalatbol kizartuk. A DM1-es betegek
korel6zményeiben tipusosan myotonia és distalis izomgyengeség fordult eld, a diagnozist
genetikai vizsgalat is megerdsitette. Az FSHD diagndzisa szintén a tipusos klinikai képen €s
genetikai tesztelésen alapult. A mitochondrialis betegek kozott 5 MELAS-al (mitochondralis
myopathia, encephalopathia, laktat acidosis és stroke-like epizodok), 15 PEO-val (progressziv
externalis ophtalmoplégia) — melybél egy Kearns-Sayre szindromas beteg — és 10

mitochondridlis myopathiaval diagnosztizalt beteg keriilt bevonasra.

A mitochondrialis betegség diagnodzisat a 2002-ben publikalt kritériumok alapjan allitottuk
fel [114]. Minden betegnél elektromiografiat, izombiopsziat és genetikai tesztelést végeztiink.
A MELAS ¢és PEO betegek klinikai megjelenése tipusos volt, hasonloan jellegzetes volt az
izombiopszias lelet, emellett a mitochondrialis DNS pontmutacidja, vagy delécidja igazolddott.
A myopathias csoportba a betegeknek enyhe proximalis izomgyengesége vagy terhelési
intolerancidja, myopathids elektromiografidja €s mitochondridlis eltérésekre utalo
izombiopszas lelete volt. A myopathias betegek genetikai tesztelése sordn 5 esetben delécio, 3

esetben a mitochondrialis DNS pontmutacioja igazolodott, 2 esetben negativ volt a vizsgalat (4.

tablazat).
Kontroll Mitochondrialis betegek DM1 FSHD
MELAS PEO Myopathia
N (férfiné) 20 (9/11) 5 (3/2) 15 (9/6) 10 (3/7) 16 (7/9) 5 (2/3)
Kor (év) 459+16.1 51.2+£23.8 59.6+15.3 57.7£9.6 50.9+12.6 41+12.3
Kezdet (¢év) NA 41.2421.6  39.2423.1 47.1+14 35.1+15.9 30.4+14.6
BMI (kg/m?) 26053  23.7+6.5  263+6.0  27.1s8.1  27.1+54  21.7+2.6
Diab. mellitus  0/20 0/5 3/15 2/10 3/16 0/5

4. Tablazat. A vizsgdlatba bevont egészséges kontrollok és betegek demogrdfiai adatai. Eletkor: években
kifejezve. N, vizsgalati alanyok szama (férfi/nd); Diab., a diabeteses alanyok szama; NA — nem alkalmazhato
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3.3.2. Modszer

Minden beteg részletes belgyogyaszati és neurologiai kivizsgalason esett at. Laboratoriumi
vizsgalatok soran ellendriztiik az elektrolit szinteket, vese- és majfunkciot, vorosvértest-
stillyedést, teljes vérképet, kreatin-kinaz, laktat és thyreoidea-stimulaldo hormon (TSH)
szinteket. A vérvétel minden alkalommal ugyanazon idépontban tortént (8:00, éhgyomorra),
majd a szérumot izolaltuk és -80 °C-on taroltuk az enzim-kapcsolt immunszorbens vizsgalat
(ELISA) elvégzéséig. A betegek azt az utasitast kaptak, hogy keriiljenek minden atlagostol

eltéro étel- és italfogyasztast és fizikai aktivitast a vérvételt megel6z6 napon.

A dystrophia myotonica és mitochondrialis betegeknél HOMA-IR (Homeostasis Model
Assessment - Insulin Resistance) indexet szamoltunk az inzulinrezisztencia kimutatasara:

¢homi vércukorszint (mmol/l) x éhomi inzulinszint (pmol/l) /156 (normalis érték <4) [115].

MRC-SUM

Az izomgyengeség kvantifikalasdra az Osszegzett MRC (Medical Research Council)
pontszamot hasznaltuk. Ezt a nyak flexorok, extensorok ¢s 15 végtagi izomcsoport
izomerejének kétoldali értékelésébodl szamitottuk ki az MRC osztalyozasi rendszer alapjan (7.1.

melléklet).
JMDRS

A betegségekkel jard szisztémas érintettséget a JMDRS (Japanese Mitochondrial Disease
Rating Scale) segitségével értékeltiik [116]. A skala tobb tételt foglal magaba: mindennapi
tevékenységeket (beszéd, nyelés, irds, étel felszeletelése, 0ltozkodés, személyes higiénia,
elesések, varatlan torténések), motoros funkciokat (legalacsonyabb MRC pontszam,
koordinacid, jaras, kozepes €s ¢lénkebb fizikai aktivitas), szenzoros eltérések (latas, hallas),
endokrin, kardialis és vesefunkcio, kognitiv teljesitmény (7.2. melléklet). Vizsgalatunkban
ehhez a szemmozgas eltéréseinek értékelését is hozzaadtuk (0-normadl; 1, ptodzis normalis
szemmozgasokkal; 2, ptdzis enyhe szemmozgaszavarral; 3, kdzepes szemmozgaszavar; 4,

sulyos szemmozgaszavar vagy kettoslatas; 5, teljes externalis ophtalmoplegia).
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Izombiopszia

Az izombiopsziat minden betegnél elvégeztiik, legtobbszor a delta izombol. A mintak
hisztoldgiai elemzését neuropatologus (P.E.) végezte a nemzetko6zi standardoknak megfelelden
a Pécsi Tudomanyegyetem, Patologiai Intézet Neuropatologiai laboratéoriumaban. A
Hisztologiai vizsgalat soran hematoxilin-eozin, modositott Gomori trichrome, olajvords, PAS
(Perjodsav+ Schiff reagens), ATP-az, nicotinamid-adenin-dinucleotid dehydrogenaz (NADH),
SDH (szukcinat-dehidrogenaz), COX-SDH (cytochrome-c oxidaz + SDH), savas ¢s alkalikus
foszfataz festést €és standard immunohisztokémiai méddszereket alkalmaztunk a leggyakoribb
izomdystrophiak kizarasara (dystrophin, dysferlin, alfa, béta, gamma és delta-dystroglycan). A
mitochondrialis akkumulaciot a Gomori trichrome mintadkban értékeltiik a subsarcolemmalis
festddés mértéke alapjan: (1) helyenként jelen van a rostokban (<10%); (2) enyhe (a rostok 10-
20%-ban van jelen); (3) kozepes (a rostok 20-50%-ban van jelen); (4) stlyos (a rostok >50%-
ban van jelen); (5) nagyon sulyos (szinte minden rostban jelen van). A toredezett kék rostok

(RBF) aranyat az SDH-val festett lemezeken vizsgaltuk.
Genetikai vizsgalatok

A mitochondridlis vizsgélatokat az izombiopszias szovetminta felhasznalasaval végeztiik
el (Ritka Betegségek Intézete, Semmelweis Egyetem, Budapest), valamint egyes esetekben
veérbol (Pécsi Orvosi Genetikai Intézet). A diagnoézist a DM1 betegek egy részénél PCR (Pécsi
Orvosi Genetikai Intézet) segitségével, a tobbi DMI1 és FSHD betegnél Southern-blot
segitségével pl3E-11 ¢és p5B1.4 probak hasznalataval végezték el (Orszagos

Kornyezetegészségiigyi Intézet Molekularis Genetikai és Diagnosztikai Osztaly).
ELISA

Az FGF-21 szérumszint duplikalt meghatarozasa egy kereskedelmi forgalomban elérhet6
ELISA Kit-el tortént (Quantikin ELISA kit, R&D Systems Inc). Az FGF-21

crer

vakon E.L. és M.C. végezte a PTE Neurologiai Klinika Kémiai laboratériumaban.

Statisztikai értékelés

A statisztikai elemzést SPSS v19. (IBM Co., Armonk, New York) szoftverrel végeztiik el.
A betegek ¢és kontrollok szérum FGF-21 szintjeinek és a tobbi klinikai adatnak az
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5. abra. Az vizsgalatba bevont egészséges kontrollok és Annak ellenére, hOgy a betegcsoportok kozott
betegek JMDRS, Laktat és FGF értékei. A JMDRS (A) és e . ,, veqee ,
szérum laktat szintek (B) a PEO csoportban voltak a voltak khnlkallag Jelentos klﬂonbsegeka az

legmagasabbak. A szérum fibroblast-novekedési faktor 21 , L, . . , .
(FGF-21) szintek (C) szignifikansan magasabbak voltak a PEO MRCsum érték esetiikben is dsszemérhetd volt.

és DM pacienseknél, az egészséges kontrollokhoz képest. A . , .. ,
boksz-plot abra jelzi a kozépértéket (25 és 75 percentilisekkel) A JMDRS-t az izom- ¢s szervi crintettscg

a szarak pedig a min-max értékeket. A szignifikancia szinteket ., , . g
meg]-e,d,f;-k_ & g becslésére hasznaltuk a mithocondrialis
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Kontroll Mitochondrialis DM1 FSHD

MELAS PEO Myopathia
Difftz mit. acc. NA 2.8+1.3 29+1.3 2.9+£1.6 0.8+2 0
RBF (SDH) NA 7.4+11.9% 10.8£13.9*  6.2+15.7* 0.27+0.57 0.03+0.05
COX- rostok NA 3.244.5 16.6£16.5* 1.0+0.7 0.5+0.7 0.03+0.05
COX+RBF NA 8.2+13.3% 3.3+2.5 15.7£254* 0 0

5. tablazat. Mitochondrialis eltérések az izom szovettani mintakban. Az adatokat a szazalékos arany kozépértékexstandard
devidcio formaban tiintettiik fel. *szignifikans kiilonbség (p<0,05). Diffuz, diffuiz mitochondrialis accumulatio; NA, nem
alkalmazhato; MELAS, mitochondridlis encephalopathia laktat acidosis és stroke-like epizodok; PEO, progressziv externalis

ophtalmoplegia; DM1 dystrophia mytonica 1 tipus,; RBF, toredezett kék rostok; SDH, szukcinat dehindrogenaz; COX,
cvtochrome-17 oxiddz.

betegeknél. A statisztikai elemzés azt mutatta, hogy a PEO betegek korében ez az értek
szignifikansan magasabb volt, mint a mitochondrialis myopathias csoportban, a DM1-ben és az
FSHD-ben szenvedd betegeknél, nem volt azonban szignifikans kiilonbség a MELAS-0s

betegekhez viszonyitva (5/A abra).

Biokémiai és patologiai értékelés

A betegek CK szintje a normalis tartomanytol (200 U/I-ig) a kozepesen emelkedettig
valtozott, a vizsgalt csoportok kézott nem volt e tekintetben szignifikans kiilonbség. A szérum
laktat szintek a mitochondrialis betegeknél magasabbak voltak a DM 1-betegekéhez képest, ez
kiilonosen érvényes a PEO betegcsoportra (5/B abra). A szérum FGF-21 szint hasonlé értékeket
mutatott az egészséges kontrollok, MELAS ¢és mitochondrialis myopathias betegnél, és enyhén
emelkedett volt FSHD-ban. Az FGF-21 szint szignifikansan magasabb volt PEO-ban
(589.5+496.4 (atlag+SD), 5,2-1705,7 tartomany) és DM1-ben (429+328.5 (atlag+SD), 36,5-
1130,9 tartomany), mint az egészséges kontrolloknal (138+173,3 (atlag£SD), 0-510 tartomany)
(5/C abra). A HOMA-IR index a DMI1 betegeknél szignifikansan magasabb volt, mint a
mitochondrialis csoportnal (6.13+4,86 vs. 1,8+1,2, ((atlagtSD) p=0,012). A vartnak
megfeleléen az Gsszes mitochondrialis csoportban magas volt a téredezett kék rostok (RBF)
aranya az SDH mintadkban. Emellett a mitochondrialis betegekre, kiilondsen PEO-ban, jellemzd
volt a cytochrom-c enzimaktivitas hianya - a COX negativ rostok aranya alapjan (p<0,03).
Erdekes modon kis szamu COX- RBF a DM1 és esetenként az FSHD betegek mintaiban is
jelen volt. A magas COX aktivitasu toredezett kék rostok (COX+ RBF) MELAS-ban és

mitochondrialis myopathiaban fordultak el (5. tablazat).
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6. dbra . A szérum FGF-21 szint korreldcidja a biokémiai, hisztologiai és klinikai paraméterekkel PEO betegeknél. A szérum FGF-21 szint
szorosan korrelal a serum laktat szintekkel (4), az izombiopszias mintak RBF rostok aranyaval (B), és a JMDRS értékkel (C).

Osszefiiggés-vizsgalatok

A mitochondriélis csoportban az FGF-21 szint a laktat szinttel (r=0,69, p=0,0008) és az

RBF-ek aranyaval (r=0,44, p=0,03) mutatott dsszefiiggést. Az alcsoport elemzés soran még

erdsebb korrelacid mutatkozott a laktat szint és az RBF-ek ardanya kozott a PEO csoportban.
Ezen tulmenéen az FGF-21 szint korrelalt a JMDRS pontszamokkal is (6. abra). Nem volt
kiilonbség az FGF-21 szérum szintekben a nemek kozott, és nem volt 6sszefiiggésben a betegek
¢letkoraval sem. Nem talaltunk 6sszefiiggést az FGF-21 és az izomgyengeség, vagy CK értékek
kozott sem. A HOMA-IR nem korreldlt egyik klinikai vagy biokémiai paraméterrel sem a

vizsgalt csoportokban.

3.5. Megbeszélés

Eredményeink ramutatnak, hogy bar az FGF-21 szérumszintje emelkedett a
mitochondridlis betegeknél, ez eltérd mértékli az egyes mitochondridlis szindrémakban.
MELAS és mitochondrialis myopathia esetén csaknem normalis FGF-21 szintet mértiink, mig
PEO-ban az értékek szignifikdnsan emelkedettek voltak. Ugyan vizsgalatunk eredményei
alatamasztjak azt az észrevételt miszerint PEO-ban magas a szérum FGF-21 szint, ez nem volt
jellemzd az izolalt myopathids betegeknél. Ennek okat egyelére nem ismerjiik, azonban tobb

lehetséges magyarazat lehet:
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1. az izomérintettség stlyossaga eltérd lehetett a korabbi vizsgéalatokhoz
viszonyitva (betegeinknél enyhe myopathia és csokkent fizikai terhelhetéség allt fenn,
de nem volt stulyosabb izomgyengeség)

2. a vizsgalatbol kizartuk a tulstlyos pacienseket, hogy elkeriiljiik azt a korabbrol
mar ismert tendenciat, miszerint az obezitds hatdssal van az FGF-21 szintre — ezt
adataink is alatamasztottak

3. a Suomalainen és tarsai altal kimutatott magas FGF-21 szint a mitochondrialis
myopathiads betegeknél a diabetes mellitus magas eléfordulasat tiikkrozhette a vizsgalati

csoportban [110].

Megerdsithetjiik az el6z6 vizsgalatok azon megallapitdsit mi szerint myopathias
betegeknél az FGF-21 szint a mitochondrialis karosodéas sulyossdgaval van Gsszefiiggésben.
Davis és mtarsai korrelaciot talaltak a proximalis izomgyengeség és az FGF-21 szint k6zott.
Eredményeink nem mutattak szignifikans Osszefiiggést a FGF-21 szint és az izomgyengeség
mértéke kozott. Kimutattuk viszont, hogy az FGF-21 szint az RBF rostok aranyaval korrelalt
mely a mitochondrialis diszfunkci6 egyik f6 hisztologiai mutatdja. A Suomalainen és mtarsai
altal leirt osszefiiggés az FGF-21 szint és a COX- rostok szama kozott [110] esetiinkben is

megmutatkozott, azonban nem volt szignifikans mértéki.

A mitochondrialis betegeknél az FGF-21 szintek normalisak vagy enyhén emelkedettek
voltak Leber herediter optikus neuropathiadban, MELAS-ban, recessziv mitochondrialis ataxia
szindromaban (MIRAS), és mérsékelten magasabbak mitochondrialis neurogastrointestinalis
encephalopathiaban (MNGIE). Jelent6sen emelkedett FGF-21 szintet mértiink PEO-ban, KSS-
ben (Kearns-Sayre szindroma) és myoclonusos epilepszia és RRF (MERRF)-ben, a

vazizomrostok érintettségének megfeleléen [110, 111].

Eredményeink igazoltak az FGF-21 ¢és laktat szint kozti sszefliggést. Mindkét érték a PEO
hasznos biomarkere viszont a tobbi mitochondridlis betegségben szérumszintje nem volt
magasabb. Davis és munkatdrsainak eredményeihez hasonléan megerdsithetjiik, hogy az FGF-
21 joval szenzitivebb markere a mitochondridlis betegégeknek mint a CK vagy laktat szint
[112]. Eredményeink megerdsitették azokat a korabbi eredményeket, mi szerint az
izommintakban az RBF és COX- rostok jelenléte a PEO-ra, a COX+RBF rostoké pedig a
MELAS-ra jellemzd (5. tablazat) [117]. A COX- rostok aranya 0sszefiiggott az FGF-21 szinttel
(5. abra). A szovettani jellemzokkel 6sszhangban az FSHD betegeknél normalis FGF-21 szintet
talaltunk, ugyanis ezekben a mintdkban a mitochondrialis elvaltozasokra és diszfunkciora utald

jelek eléfordulésa is elhanyagolhaté mértéki volt.
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A vizsgalat egyik legfontosabb megallapitasa a DM1 betegeknél észlelt emelkedett FGF-
21 szint. Ennek egyik magyarazata a betegségben jol ismert inzulin rezisztencia lehet, mely az
inzulin receptor rendellenes splicingjanak kovetkezménye [118, 119]. Szintén ezt a feltevést
tadmasztja ala, hogy az inzulin rezisztencia (emelkedett HOMA-IR) szignifikansan gyakoribb
volt DM1-ben mint a mitochondrialis betegeknél. Egy masik lehetséges magyarazatot a DM1
betegeknél feltételezhetden kialakuld mitochondrialis diszfunkcid adhat. Az 5. tdblazat ramutat,
hogy a mitochondrialis eltérések (RBF és COX-rostok) nem ritkdk a DM1-es betegek
mintdiban, igy a szekunder mitochondridlis diszfunkci6 is hozzajarulhat az FGF-21

termelddéshez és ezaltal a magasabb szérum szintekhez ezen betegek kozott.

A DM1 betegek korében sajnos nem tudtunk kimutatni szignifikans osszefliggést az FGF-
21 szint és a mitochondrialis érintettség vagy a klinikai tiinetek sulyossaga kozott. gy
elképzelhetd, hogy az inzulin rezisztencia nagyobb hatast gyakorol az FGF-21 szintekre, mint
a mitochondridlis diszfunkci6. Suomalainen és mtarsai egyik korabbi vizsgalatukban DM1
betegeket kontroll csoportként vizsgaltak, itt normalis FGF-21 szérum szinteket talaltak,

azonban a BMI-r6l vagy az izom szdvettani elvaltozasokrol nem tettek emlitést [110].

Osszességében vizsgalatunk a korabbi publikaciokkal 6sszhangban alatamasztja, hogy az
FGF-21 szérumszintje 6sszefligg a mitochondrialis diszfunkcidval. Eredményeink arra utalnak,
hogy a mitochondrialis szindroméak és alcsoportok kiilonboznek a FGF-21 szérumszint
tekintetében. Tovabbi tanulmanyok sziikségesek a fenotipus, az izomérintettség sulyossaga és
az FGF-21 kozotti Osszefliggések elemzésére. Az izomszdvetben kialakuld elsddleges és
masodlagos mitochondrialis diszfunkcio FGF-21 termelddéshez vezethet. Neuromuscularis

betegségekben fontos az inzulin rezisztencia figyelembevétele az FGF-21 szint értékelésénél.

3.6. Jovobeli célkitizések

. Célkitlizéseink kozott szerepel az FGF-21 szérumszint meghatarozasa
dystrophia myotonica betegek egy nagyobb csoportjaban
J Az FGF-21 szérumszint vizsgalatat tervezzilk tobb izombetegséghen:
izomdystrophiakban, tovabbi mithocondrialis betegekben
J Az FGF-21 szérumszintjének Osszefliggését tervezzikk vizsgalni mas Klinikai

paraméterekkel (lipid anyagcsere eltérései, proBNP, serum miCroRNS koncentraciok).
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4. Myotonia soran jelentkezé kortikalis aktivacio fMRI vizsgalata

dystrophia myotonicaban

4.1. Irodalmi attekintés

A dystrophia myotonica legjellemzobb tiinete az akaratlanul fenntartott izomkontrakcid
mely klinikailag a kézizmok, kézszoritas relaxacios nehézségeként ismerhetd fel. A myotonia
atmenetileg oldodik mozgas, bemelegités hatasara [120]. A myotonia és a bemelegedés
jelenségének hattere egyelére nem tisztazott. A myotonia énmagaban feltehetéleg az izomban

1év6 klorid csatorna rendellenessége miatt alakul ki [121].

A dystrophia myotonica multiszisztémas betegség, a kozponti idegrendszert is érinti. Az
agyi elvaltozasok széles skaldjat mutattak ki DM1-ben, elsé sorban fehérallomanyi 1éziokat és
atrophiat észleltek [71, 72]. Egy korabbi tanulmany az ujj-hiivelykujj oppozicidjanak fMRI
vizsgalata soran DM1 betegeknél az egészséges kontrollokndl szignifikdnsabban erdsebb
BOLD (blood oxigen level dependent) aktivaciot mutatott tobb agyi teriileten: mindkét oldali
szenzoros ¢€s motoros kéregben, az inferior parietdlis lebenyben, a torzsducokban, a
thalamusban, az ipszilateralis premotoros areaban, az insulaban és a szupplementer motoros
area terlletén. Ezeket az eltéréseket olyan kompenzatérikus mechanizmusoknak
tulajdonitottak, mint a funkcionalis halozatok reorganizacidja és redisztribicioja, mely a
betegségre jellemzé gyorsult oregedési folyamat kovetkezménye lehet [122]. Egy masik
attekintd kozleményben a frontalis, temporalis €s parietalis lebenyben csokkent gliikozfelvételt
¢és cerebralis perfuziot talaltak [123]. Tekintettel arra, hogy a DM1-ben elsésorban a
neuromuscularis eltéréseket vizsgaltak, a myotonidval kapcsolatos agyi érintettség hattere

eddig nem volt ismert.
4.2. Célkitiizések

. Azt feltételeztiik, hogy a priméren izom eredetii myotonia soran kompenzacios
mechanizmusok aktivalodnak az agyban.

. Nem lehet kizarni azt sem, hogy az agy legalabb részben érintett/részt vesz a
myotonia fenntartasaban.

J Célul tiztik ki, hogy fMRI segitségével a myotonia soran aktivalodo agyi

teriileteket feltérképezziik.
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o Ennek megvaldsitasara kialakitottunk egy ,,kézszoritas feladatot” melyet a
klinikailag myotonids és nem myotonias dystrophia myotonica paciensek is elvégeztek
bemelegités elott és utan, ekozben fMRI segitségével a myotonia alatt 1étrejovo neuralis
aktivaciot igyekeztiink felfedni

o Valaszt kerestiink arra, hogy a myotdnias és nem myotdnias DM1 betegek kozott
a kézszoritas feladat végrehajtasa soran jelentkezik-e szignifikans kiilonbség a BOLD
jelben valamely agyteriileten

. A rendelkezésre all6 irodalmi adatok alapjan magyarazatot Kkerestiink a

megfigyelt eltérd aktivacio neurofiziologiai hatterére

4.3. Anyag és modszer

4.3.1. Betegek

A vizsgalatba 16 (9 n6, 7 férfi, életkoruk 31-60 év), a dystrophia myotonica 1-es tipusaval
diagnosztizalt beteget vontunk be. A diagnozis a klinikai jellegzetességek és elektromiografia
soran kimutathatd myotonia alapjan keriilt felallitasra, valamint minden esetben genetikai
vizsgalat is megerdsitette azt (Southern blot, pSB1.4 minta, Orszagos Kozegészségiigyi Intézet,

Molekularis Genetikai és Diagnosztikai Osztaly, Budapest).

Kizarési kritérium volt a korel6zményben szerepld alkoholabuzus, szerfiiggdség, kognitiv
deficit (Mini mental state vizsgalat kevesebb mint 25/30 pont) és barmilyen ok, mely miatt MRI
vizsgalat nem lett volna elvégezhetd. Minden paciens jobbkezes volt, ennek igazolasara az
,.Edinburgh Handedness Inventory tesztet” [124] hasznaltuk. A vizsgalatba bevont betegek
egyes klinikai jellemzdit a 6. tablazatban foglaltuk dssze.

A pacienseket a vizsgalatrol - melyet a Regionalis és Intézményi Etikai Bizottsag

engedélyezett (4512/2012) - tajékoztattuk, a részvételbe irdsban beleegyeztek. Részletes

Nem Eletkor (Ev) Betegségtartam Myotonia 0ssz-MRC

(N/F) (Ev) kezdete (Ev)
DM/Myotonia+®  5/3 48,33+8,33 15,22+ 10.37 33+ 9,84 459,0+ 40,34
(n=8) (31-60) (5-39) (18-44) (383-516)
DM/Myotonia-®  4/4 4729+ 8,14 22,14+ 5,46 24,86:+6,12 454,7+34,61
(n=8) (39-58) (15-29) (17-34) (387-492)
Minden paciens 9/7 47,88+ 7,99 18,25+ 9,04 29,444+9,16 457,1+£ £36,77
(n=16) (31-60) (5-39) (17-44) (383-516)

6. Tabldzat A pdciensek kllinikai jellemzoi. (1) Kéz myotoniat mutato dystrophia myotonica paciensek (2) Kéz
myotoniat nem mutato dystrophia myotonica pdciensek. Az adatok leirasa: dtlagtstandard deviacio (min-max
értékek) formaban tortént. Ossz-MRC: 24 izomnal elvégzett izomerémérés értékeinek (1-10 skdla) dsszege. A két
csoport kozott nem volt statisztikailag szignifikans kiilonbség (Mann-Whitney U teszt, p>0.05).
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neurologiai és elektrofizioldgiai valamint belgydgyaszati kivizsgalas és laborvizsgalatok (pl.
TSH, CK, rutin paraméterek) torténtek. A 24 izomcsoportot érintd részletes izomerd vizsgalat
soran mért értékeket az MRC skdla alapjan rogzitettiik majd egy részletesebb, 10 pontos skala
szerint alakitottuk at (lasd 7.3. melléklet). A mért értékeket a 6. tablazatban tiintettiik fel (0ssz-
MRC). A betegeket két csoportra osztottuk: A DM/ Myotonia+ csoportnal klinikailag is
észlelhetd volt a myotonia készszoritas soran, mig a DM/Myotonia- csoportnal a vizsgalat soran
myotoniat nem észleltiink (azonban EMG vizsgalat naluk is myotoniat igazolt). Ez alapjan

mindkét csoportba 8-8 paciens keriilt bevalasztasra.
4.3.2. Képalkotas

A vizsgalat soran strukturalis és funkciondlis képalkotast végeztiink. A strukturélis
képalkotds soran nagy felbontasu T1- és T2-es sulyozott képek késziiltek a szerkezeti
elvaltozasok értékeléséhez (a részleteket lasd alabb). A funkcionalis képalkotds hdrom fazist

tartalmazott a kovetkezd protokoll szerint:

1. Bemelegités elotti fazis: El6szér, minden beteg (DM/Myotoniat+ és
DM/Myotonia- csoportbol) funkcionalis képalkotd vizsgalaton esett at kézszoritas
kozben (lasd alabb), a DM/Myotonia+ csoportban a kéz myotoniaja jelentkezett. Ezutan
minden beteg bemelegitést végzett (ismételt tenyérnyitas és zaras) annyi ideig, amennyi
sziikséges volt a myotonia jelenség lecsengésére (atlagosan 1,5 perc), ezt azok a betegek
is 1,5 percig végezték, akiknél nem jelentkezett klinikai myotonia (DM/ Myotonia-
csoport).

2. Bemelegités utani fazis: Kozvetleniil ez utan ismét funkcionalis képalkotast
végeztiink a kézszoritas soran, ezittal a bemelegités miatt myotonia nem volt varhato.
A 7. abra szemlélteti a bemelegités elotti és utani vizsgalatok sorrendjét.

3. Minden betegnél passziv kézmozgatast végeztiink a sensomotoros palyak
esetleges nem specifikus (myotoniatdl fiiggetlen) aktivalodasi kiilonbségeinek

megfigyelésére.
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7. .abra. A vizsgalati paradigmdak idobeli elrendezése. (1) Kéz myotoniat mutato dystrophia myotonica paciensek
(2) Kéz myotoniat nem mutato dystrophia myotonica paciensek. Szorit: bal kézszoritas; Bemelegités: a bal keéz
ismételt okolbe szoritasa és ellazitasa a myotonia jelenség maximalis lecsengéséig.

Bemelegités elotti vizsgalat

A paradigma egymads utani blokkjait a paciensek szdmara az ezekre vonatkoz6 egyszavas

utasitassal vezettik be egy kifejezetten fMRI-hez tervezett fejhallgaton keresztiil

(NordicNeuroLab, Bergen, Norvégia). A megfelel6 hangerdt a vizsgalat el6tt allitottuk be. A

vizsgalat menetét a képalkotas el6tt alaposan elmagyaraztuk a résztvevoknek.

A feladat sordn a kdvetkezd egymast kovetd blokkok ismétlédtek 6sszesen hat alkalommal

(az elso blokkot 30 mésodperces nyugalmi id6 vezette be):

1. Kézszoritas blokk: a betegek bal keziiket 6kolbe szoritottadk. A blokk 10 mésodpercig

tartott és a ,,szorit” felszolitas vezette be.

2. Kézszoritas utani blokk: ("Myotonia" volt észlelhet6 a DM/Myotonia+ csoportban,

mely a DM/Myotonia- csoportnal nem alakult ki): ezt a blokkot a "elenged" szoval vezettiik be.

A DM/ Myotonia+ betegeknél myotonia alakult ki (a kézfejiiket nem tudtak azonnal ellazitani

a szoritast kovetden). Felhivtuk a betegek figyelmét, hogy akaratlagosan ne relaxaljak a

kézfejiiket, hagyjak, hogy a myotonia spontan elmuljon. A kéz teljes relaxacidja a myotonia

megsziinését jelentette, az addig eltelt id6t minden mérés soran regisztraltuk.

3. Pihenj blokk: A blokkok kozott 35mp pihendidét iktattunk be. A tulajdonképpeni

pihendidé (alapallapot) a myotonia megsziinését kovette (35mp). A vizualis processing és a

kapcsolodo funkcidk zavard hatasainak elkeriilése érdekében a betegek szemiiket csukva

tartottadk a képalkotés soran.
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Bemelegités utani vizsgalat

A bemelegités utani vizsgalatot a bemelegités eldtti vizsgalathoz hasonldéan végeztiik,
azonban a megel6z6 ,bemelegitd" gyakorlat kovetkeztében klinikai myotonia sem a

DM/Myotonia+ sem a DM/Myotonia- esetén nem volt varhato illetve nem is alakult Kki.
Passziv kézmozgatas

A passziv kézmozgatast 30 mp pihendidé vezette be, ezt 5 alkalommal passziv
kézmozgatas kovette (a vizsgald végezte a paciens ujjainak nyitdsat €s zarasat, mig a pacienst
megkértiik, hogy ne ellensulyozza a mozgatast), 30 masodpercig, majd ismét 30 masodperc

pihendidd kovetkezett.
Képalkotasi paraméterek

A képalkotast 3T Magnetom TIM Trio human teljes test MRI szkenneren (Siemens AG,

Erlangen, Németorszag) végeztiik, szabvanyos 12 csatornas fejtekerccsel.

A Tl-sulyozott nagy felbontasii mérést haromdimenzidos (3D) MPRAGE szekvencia
segitségével készitettiik (TR/TI/TE=1900/900/3,41ms; kidontési sz6g=9°; 160 axialis szelet;
szeletvastagsag=0,94 mm; nincs szeletkozti rés; FOV=210x240mm?2; matrixméret=224x256;

vevo savszélessége= 180 Hz/pixel).

A funkcionalis képeket egy standard 2D spin echo EPI szekvencia segitségével nyertiik, a
kovetkezd paraméterekkel: TR/TE= 2000/36 ms; kidontési szog= 83°; 23 axidlis szelet;
szeletvastagsag= 4 mm; nincs szeletkozti rés; FOV=210x210 mm2; matrixméret=92x92; vevo
savszélessége= 1359 Hz/pixel; Az egymasutani szeletek kozotti attinés elkeriilése érdekében

Osszefésiilt szeletrendet alkalmaztunk. Osszesen 150 elemet nyertiink 300 masodperc alatt.
Adatfeldolgozas

Az eldfeldolgozast és a statisztikai elemzést a FEAT (FMRI Expert Analysis Tool) 5.98-
as verziojaval végeztik el [7]. Az el6feldolgozas magaban foglalta a BET-et - agyi struktirak
extrakcioja[125]-, az MCFLIRT mozgaskorrekciot [107] , a térbeli simitast (5 mm teljes
szélesség- fél-maximummal, és a feliilatereszté iddbeli sziirést 100-as frekvencianal).

Ugyanezt az id6beli sziirést alkalmaztuk a modellben is.
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Az egyes adatsorok iddsorozatos statisztikai elemzését a teljes agy altaldnos linearis
modelljének (GLM) a FILM (FMRIB tovéabbfejlesztett linearis modell) segitségével végeztiik

el, helyi onkorrelacios korrekcidval [108].

A BOLD valasz modellezéséhez az FSL kanonikus gamma-hemodinamikai

valaszfiiggvényével (HRF) egy box-car fliggvényt convolvaltunk a “szorit”, “myotonia” vagy

“hianyz6 myotdnia” és “pihen;j” allapotokkal.

A DM/Myotonia+ csoportban a “myotonia” és “pihenj” allapotok idézitését az észlelt
myotonia idOtartamahoz igazitottuk. A pécienseknél regisztralt myotonia iddtartamokat
nemcsak a bemelegités eldtti vizsgalatok soran, hanem a bemelegités utani myotonia nélkiili

allapot vizsgalatahoz is felhasznaltuk az aktivaciok direkt 6sszehasonlitasdhoz.

A DM/Myotonia- csoport vizsgalataihoz a ,,szorit és a ,,pihenj” allapotokon tal a ,,hianyzo
myotonia” allapotot hasznaltuk, hogy az adatok Osszehasonlithatoak legyenek a
DM/Myotonia+ csoportban regisztraltakkal. A ,hianyz6 myotonia” allapot 5Smp-ig tartott,

mivel ez volt a myotonia atlagos idétartama a DM/Myotonia+ csoportnal.

A statisztikai elemzéseket nativ EPI térben végeztiik. Az elsO szintli statisztikai térképeket
haromlépcsds folyamattal regisztraltuk a standard térbe. El6szor is, az egyes alanyok alacsony
felbontasu fMRI adatait regisztraltuk az agy extrakcion atesett nagy felbontasu T1 sulyozott
szerkezeti képéhez (7 szabadsagfoku linearis illesztés), majd a nagy felbontast képet a FLIRT
hasznalataval illesztettiik az MNI152 standard agyképhez (12 szabadsagfoku linedris illesztés).

crer

FNIRT nemlinearis regisztracioval [126, 127]. A standard térbe valo leképezéshez az igy kapott
linearis és nemlinearis deformacidkat matematikailag kombinaltuk, és az els6 szintli statisztikai
térképeknek feletettiik meg. Interpolaciot csak az utolso 1épésben hasznaltunk, a regisztracios

szamitasokban nem.

A csoportszintli statisztikdk elvégzéséhez az elsd szintli FEAT-adatokat a mésodik szintii

FEAT elemzésébe taplaltuk be.

Mixed effect (ME) magasabb modellezést alkalmaztunk, mivel ez modellezi a
munkamenet/modell variabilitdsat, és ezért lehetové teszi, hogy kovetkeztetéseket lehessen
levonni szélesebb populdciorol is. A magasabb szintli aktivacid legpontosabb becsléséhez a

FLAME opciét (FMRIB vegyes hatasok helyi elemzése) végeztiik mindkét szakaszaval
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(FLAME 1+2). Ez az opcié magaban foglalja a kiiszobkdzeli voxelek MCMC (Markov Chain

Monte Carlo mintavétel) alapti analizisét mely kis mintaméretnél javasolt (n<10).
A kovetkezd csoportszintii 6sszehasonlitasokat végeztiik el:

A: Bemelegités el6tti allapot és bemelegités utani allapot (ugyanazon az alanyon tortént
vizsgalat, tehat bemelegités elotti szoritas versus bemelegités utani szoritas, bemelegités elotti
myotonia versus bemelegités utan myotonia nélkiili allapot). Az extrakcié alapt kontraszt-
térképeket paros t-teszt alapjan szamoltuk ki. Az ismétlés és faradtsag BOLD valaszra
gyakorolt esetleges hatasainak felfedésére a bemelegités el6tti és utani allapotokat a

DM/Myotonia- csoportnal is dsszehasonlitottuk.

B: A DM/Myotonia+ csoport bemelegités elétti allapota és a DM/Myotonia- bemelegités
elotti  allapotanak  Osszehasonlitdsa (kiilonb6z6 alanyok Osszehasonlitasa tehat a
DM/Myotonia+ csoport kézszoritasa versus DM/Myotonia- csoport kézszoritasa, valamint a
DM/Myotonia+ csoport myotoniaja versus DM/Myotonia- csoport hianyzé myotonia allapota).

Az extrakci6 alapu kontraszt-térképeket parositatlan t-teszt alapjan szamoltuk ki.

A passziv kézmozgatas feladatot a Myotonia és kontroll csoportok esetén hasonlitottuk

Ossze extrakcid alapt kontraszt térképen parositatlan t-teszt segitségével.

4.4, Eredmények

Strukturalis képalkotas

Strukturalis képalkotassal a pacienseknél enyhe, nem-specifikus eltéréseket talaltunk, ilyen
az atrophia, kamratagulat, egyeseknél fehérallomanyi 1ézidk és tagabb Virchow-Robin tirok.

Olyan mértéki elvaltozas, mely a funkcionalis képalkotast akadalyozna, nem volt.
Funkcionalis képalkotas

A DM/Myotonia+ csoport minden betegénél legalabb 3mp-es (atlag 5 mp, max. 12mp)
myotoniat észleltiink a bemelegitést megel6zo kézszoritasokat kovetden. A bemelegitést kovetd
kézszoritasok vizsgalatakor nem regisztraltunk 1 mdasodpercnél hosszabb myotoniat. A

DM/Myotonia- csoportban egyik készszoritaskor sem jelentkezett myotonia.

43



DM/Myptonia+ csoport

Szignifikdnsan magasabb (p<0.05, Z>2.3) BOLD jel volt elvezethet6 a bemelegitést
megelézéen myotonia soran, mint a bemelegitést kdvetdé myotonia nélkiili allapotban a
szupplementer motoros area (SMA) és a dorsalis anterior cingularis cortex (dACC) teriiletérdl
(7. tablazat, 8. abra). A szoritds soran nem volt szignifikans kiilonbség a bemelegités el6tti

vagy utani fazisban.
DM/Myotonia- csoport

A bemelegités eldtti €s utani fazisok kozott nem volt szignifikdns kiilonbség a BOLD
jelben. Szignifikansan magasabb BOLD jelet talaltunk a Myotonia+ csoportban a myotonia
soran, mint a DM/Myotonia- csoportban myotonia hidnyaban a szupplementer motoros area
(SMA) ¢és a dorsalis anterior cingularis cortex (dACC) (9. abra, 8. tablazat). A kézszoritas soran

regisztralt BOLD jelben a két csoport kozott nem volt szignifikans kiilonbség.
Passziv kézmozgatads

Nem regisztraltunk szignifikans kiilonbséget a passziv kézmozgatds fazisban a BOLD

jelben a DM/Myotonia+ és DM/Myotonia- csoportok kozott.
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Z max. koordinatak (MNI152)"

Cluster  Voxel# P Max.Z X (mm) Y (mm) Z(mm)  Atlasz vetiilet’
1 314 0.00681 4.29 6 -10 62 49 % SMA3
2 224 0.0452 5.09 2 -2 30 65% ACC*

7. tablazat. A szignifikansan magasabb BOLD jelii voxelek jellemzoi a bemelegites elotti myotonia soran (1.
Cluster) valamint bemelegités utan, myotonia hianydban (2. Cluster).*Koordindtdk milliméterekben az MNI152
standard térben; %Jelolés a Harvard-Oxford kortikalis szerkezeti atlasz szerint. *SMA=szuplementer motoros
area. *“ACC=Eliilsé cinguldris cortex.

8. abra. Bemelegitést megeloz6 myotonia majd a bemelegités utdni myotonia nélkiili dllapotok Osszehasonlitasa a
M/Myotonia+ csoportban. A piros-sdrga clusterek (atvetitve az MNI 152 standard térre) szignifikansan (p <0,05, Z> 2,3)
magasabb BOLD jelet mutatnak myotonia sordn, mint a myotonia hianydban. A clusterek a szuplementer motoros dredban
(SMA) és a hatsé eliilsd cingularis kéregben (dACC) talalhatéak, részletes leirasukat a 7. tabldzat tartalmazza.
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Z max koordinatak (MNI152)"

Cluster ~ Voxel# P Max.Z  X(mm) Y (mm) Z(mm) Atlasz vetiilet’
1 682 0.00014 3,79 0 12 34 81 % ACC*
2 516 0.003 2,91 -4 -12 62 50% SMA’

8.tablazat. A szignifikansan magasabb BOLD jelii voxelek jellemzdi a Myotonia+ csoportnal myotonia soran
(1. Cluster) valamint a Myotonia- csoportndl myotonia hénydban (2. Cluster).*Koordinatdk milliméterekben az

MNI152 standard térben,? Jelélés a Harvard-Oxford kortikalis szerkezeti atlasz szerint. *SMA=szupplementer
motoros drea. *ACC=Eliilsé cinguldris cortex ;

9. abra . A DM/Myotonia+ csoport bemelegitést megel6zo myotonia sordn és a DM/Myotonia- csoport bemelegités megeldzo,
myotonia nélkiili dllapotanak osszehasonlitasa A piros-sarga clusterek (atvetitve az MNI 152 standard térre) szignifikansan (p
<0,05, Z> 2,3) magasabb BOLD jelet mutatnak a DM/Myotonia+ csoportndl miyotonia soran mint a DM/Myotonia- csoportndl

myotonia hianydban. A clusterek a szuplementer motoros dreaban (SMA) és a hatso eliilso cingularis kéregben (dACC)
talalhatoak, részletes leirasukat a 8 tablazat tablazat tartalmazza.
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4.5, Megbeszélés

Tanulméanyunkban elsé izben vizsgaltuk a myotonia jelenség soran létrejovo agyi
aktivitast. fMRI képalkotas tortént a myotonia és myotonia nélkiili allapot alatt ugyanazon
betegnél és a klinikailag myotonids €s nem myotonids betegcsoportnal. E16szor a bemelegedés
jelenség alapjan, majd a két, myotonia pozitiv ill. negativ betegcsoporton keresztiil tudtuk
elkiilonitve vizsgalni a myotonia alatt ill. ennek hianyaban bekdvetkez6 BOLD aktivaciot.
Ezen Osszehasonlitasok kovetkezetesen szignifikansan magasabb BOLD jelet mutattak a
szupplementer motoros areaban (SMA) ¢€s a dorsalis anterior cingularis cortexben (dACC),
mely megfelel az anterior-k6zépsé cingularis gyrusnak (aMCC) a négy-régio neurobiologiai
modell szerint [128].

Varakozasainknak megfeleléen a primer motoros areak nem mutattak aktivaciot a
myotonia soran (a betegeknek azt az utasitast adtuk, hogy ne erdltessék a relaxaciot, igy az
extensoros izomhatds miatt sem vartunk aktivitast). Ez aldtdmasztja azon hipotézisiinket, mi
szerint az agyi funkciok nem vesznek részt a myotonia kialakuldséban, de ez az izom eredetli

jelenség masodlagos, valoszintileg kompenzatorikus kérgi aktivaciohoz vezet.

Az elnyujtott abnormalis relaxacid lehetové tette azon teriiletek fMRI feltérképezését
melyek valoszinlileg részt vesznek a normal izomrelaxacioban is. A medialis frontélis kéreg
aktivaciojanak oka a motoros kontroll mechanizmusokhoz,
mozgasinditas/mozgaselOkészitéshez kapcsolodhat ,,aktiv terminacié” -ként vagy egyes

,hibajelzéshez”, hibas kivitelezéshez kotott mechanizmusok része is lehet.

Az akaratlagos izomlazitds mechanizmusa egészséges egyénekben jelenleg nem teljesen
ismert. Tobb kutatdé felvetette, hogy az akaratlagos izomlazitas nem egyszerlien az
0sszehuzodast eredményezo idegi aktivitas felfiiggesztésének kovetkezménye, hanem egy aktiv
gatld palya kozvetitésével torténik [129-131]. Kimutathato volt, hogy ez a gatld mechanizmus
megel6zi az izomrelaxaciot, hasonldéan ahhoz, ahogy a motoros tervezés és el6készités is

megeldzi az aktiv mozgast.

Ez a gatlas — mely a kontrakcio, illetve a motoros valasz befejezéséhez, felfiiggesztéséhez
vezet — némiképp eltérd lehet egy teljes mozdulatsor gatlasatol, mely a motoros szelekcio részét

képezi, azonban mindkét tipusu gatlast osszefiiggésbe hoztak az SMA-val [129-132].

Feltételezhetd, hogy vizsgéalatunkban a myotonia soran az SMA-ban észlelt magasabb

BOLD jel egy hasonld gatldé funkciot jelez; vagyis az agy akaratlanul is be akarja fejezni a
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rendellenesen elhuz6do relaxaciot, annak ellenére, hogy a betegek szandékosan nem erdltették
a myotonia megsziinését. Eredménylink 6sszhangban van a motoros terminacidt gatlo palya

meglétének elméletével.

A masik myotonia soran aktivalédott mez6 az anterior cingularis kéreg volt (dACC) mely
szintén a medialis frontalis cortex motoros kontroll aredjaban talalhato. Ez az teriilet felelos a
kognitiv funkciok mozgashoz kapcsolasaért. A myotonia szempontjabol a legfontosabb
motoros kontroll funkci6 mely ehhez a teriilethez kothetd, a mozgas ellenérzés és a
hibajelentéshez/hibas kivitelezéshez kapcsolodo teriiletek lehetnek [133-135]. Kimutattak,
hogy a tudatosult hibas kivitelezés az anterior cingularis cortex erdteljes aktivacidjat idézi el
[133]. Annak ellenére, hogy az ezekben a vizsgalatokban alkalmazott feladatok (pl. ,,stroop
hatas” és ,.error awerness” — hiba tudatossag) mas jelleglieck voltak, lehetséges, hogy a
betegeinknél tapasztalt erdteljes dACC aktivacido ahhoz a ,hibajelzés” mechanizmushoz és
negativ hatashoz, esetleg fajdalomhoz kapcsolodhat, melyet az intenci6 ellenére nem
bekovetkezd kéz-relaxacio tapasztalata idéz el6 [136], bar egyik beteg sem erdsitette meg, hogy

fajdalmat érezne a vizsgalat soran.

Erdekes modon a ,.resting-state-network™ (lasd nyugalmi allapotd fMRI) aktivéacioval
Osszefliggésben nem volt szignifikans kiilonbség a BOLD jelben, azaz nem mértiink
alacsonyabb BOLD jelet a myotonia fazis soran, mint amikor a DM/myotonia- csoport és a
DM/myotonia+ csoport myotonia nélkiili fazisat hasonlitottuk 6ssze. Ennek az lehet az oka,
hogy a ,resting state-network™ aktivacié lassabban jon létre, mint amennyi a myotonia
id6tartama, vagy térben nem jott 1étre eléggé konstans aktivacio, hogy szignifikans kiilonbséget

mérhessiink.

Osszességében a dAAC-ben és SMA-ban 1étrejovd szimultan aktivacio arra utal, hogy a
gatolt izomrelaxacid masodlagos vélaszt valt ki a motoros kontroll areakban. A passziv
kézmozgatds soran nem volt szignifikans kiilonbség a BOLD jelben a betegcsoportok kozott,
mely alapjan a dACC és SMA aktivacio a myotoniaval van Osszefliggésben és nem a DM

okozta esetleges motoros vagy szenzoros eltérések/rendellenességek okozzak.

A medialis frontélis régiok érintettek lehetnek mas, a motoros rendellenességeket okozo

betegségekben pl. Parkinson kor [137, 138], apraxiak [139, 140] és disztoniak [141].

Vizsgélatunk tudomanyos értékét csokkentheti az alacsony esetszam, azonban figyelembe
véve a DM ritka eléfordulasat, a bevalasztasi kritériumokat ¢s MRI kompatibilitast, a minta

mérete elfogadhatonak tarthato.
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A kéz szoritoerejét nem vizsgaltuk az fMRI soran, ami megtévesztd lehet az eredmények
elemzésében. Azonban a szoritds fazis soran nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a BOLD
jelben sem ugyanazon beteg, sem az egyes betegek kozotti Osszehasonlitas soran — mely arra
utal, hogy a csoportok és egyes vizsgalati iilések kdzott a kézszorités teljesitményében nem volt
érdemi kiilonbség (emellett a kifaradas Sem magyardzza a kézszoritast kovetden észlelt

kiilonbséget) [142].

Eredményeink tiikkrében valdszinisithetd, hogy a myotonia 0sszefiigg a magasabb rendi
motoros kontroll aredk aktivacidjaval. Ez a kérgi valasz a motoros terminacioban résztvevo
gatlo palyak aktivaciojanak a kovetkezménye lehet. Eredményeink fontos informaciokkal
jarulhatnak hozza a motoros aredk kutatasdhoz, ¢és az egyes centralis ¢€s periférias
betegségekben létrejovd kortikalis valaszok megértésében (pl. Parkinson-kor, disztonidk,

apraxiak).
4.6. Jovobeli célkitiizések

A korabbi vizsgélatok alapjan az MR képalkotas fontos részét képezheti az izombetegségek
diagnozisanak. Uj biomarkerként lehetévé teszi a betegség progresszidjanak kovetését és a
progndzis megitélését. A jovoben vizsgalatokat terveziink mas izombetegek kovetésére izom-
MR vizsgalatokkal. A myotonia mechanizmusanak vizsgalatara tovabb bdvitenénk a DMI1

betegek korét, valamint fMRI vizsgalatokat végeznénk kongenitalis myotonias betegeknél is.
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5. Az 4j eredmények osszefoglalasa

Doktori felkésziilésem soran elvégzett klinikai kutatdsaim legfontosabb eredményei

Osszefoglalva:

o Tobb izombetegségben hatdroztuk meg az FGF-21 szérumszintet. Ez legtobbszor
emelkedett a mitochondrialis betegeknél, elsésorban PEO-ban, viszont MELAS-ban és izolalt
myopathias betegeknél csaknem normal FGF-21 szintet mértiink. Ennek oka lehet az enyhébb
izomérintettség, a tulsulyos paciensek kizarasa, vagy az FGF-21 szint diabetes mellitus
eléfordulasaval valo osszefliggése.

J Eredményeink megerdsitik, hogy myopathias betegeknél az FGF-21 szint a
mitochondrialis karosodas stulyossagaval van Osszefiiggésben, azonban nem volt szignifikans
Osszefliggés a FGF-21 szint és az izomgyengeség mértéke kozott.

J Eredményeink igazoltak az FGF-21 és laktat szint kozti Osszefiiggést.

. Az izomszovetben kialakulo elsddleges ¢s masodlagos mitochondrialis diszfunkcio
FGF-21 termelédéshez vezethet.

o Vizsgalatunk legfontosabb eredménye, hogy a DM1 betegeknél emelkedett FGF-21
szintet mértiink. Ennek egyik magyarazata a betegségben jol ismert inzulin rezisztencia lehet,
egy masik lehetséges magyardzatot a DMI1 betegeknél valdsziniisithetd mitochondrialis
diszfunkci6 adhat.

. Neuromusculéris betegségekben fontos az inzulin rezisztencia figyelembevétele az
FGF-21 szint értékelésénél.

o fMRI vizsgalatunk soran kimutattuk, hogy a primer motoros areak nem vesznek részt a
myotonia kialakuldsadban, de ez az izom eredetii jelenség masodlagos, valosziniileg
kompenzatérikus kérgi aktivacidohoz vezet.

. Az elnytjtott relaxédciod lehetévé tette azon teriiletek fMRI feltérképezését melyek
valdszinlileg részt vesznek a normal izomrelaxéacioban is. Ezek a medialis frontélis kéreg, az
anterior cingularis kéreg, valamint a szupplementer motoros area. Az elsé kettd a motoros
kontroll mechanizmusokért feleldsek, de a ,hibajelzéshez” kotdtt mechanizmusok részei is
lehetnek. A szupplementer motoros area a motoros valasz felfiiggesztéséhez vezetd gatlast

fejtheti ki.
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o A dorsalis-anterior cingularis kéregben és a szupplementer motoros areaban 1étrejovo
szimultan aktivacio arra utal, hogy az inhibalt izomrelaxacid masodlagos valaszt valt ki a
motoros kontrollért felelds teriileteken.

J Eredményeink fontos informacidkkal jarulhatnak hozz4 a motoros aredk kutatasahoz ¢s

az egyes centralis és periférias betegségekben 1étrejovo kortikalis valaszok megértéséhez.
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6. Mellékletek

MRC Osztalyozasi rendszer és atalakitasa 10 pontos skalava

MRC Atalakitott Izomero
pontszam pontszam

5 10 Normalis izomerd

4+ 9 Alig detektalhat6 izomerd csokkenés

4 8 Hatarozottan észlelhetd, de enyhe izomgyengeség

4- 7 Gravitacio és plusz erd ellenében is képes
mozgasra, kisfokl izomgyengeség

3+ 6 Gravitacio ellenében is képes némi mozgasra

3 5 Gravitacio ellenében minimalis mozgas

3- 4 A gravitacios erd ellenében nem képes mozgasra.
Vizszintes sikban akkor képes mozgasra, ha a
végtagot a gravitaciéval szemben megtartjuk.

2 3 Vizszintes sikban, ha a végtagot a gravitacioval
szemben megtartjuk, minimalis mozgasra képes

1 2 Lathat6 izom-6sszehizodas, ami nem képes az
iziilet megmozditasara, még tehermentesitett
helyzetben sem

0 1 Egyaltalan nincs mozgés, sem lathatd vagy

tapinthat6 izomdsszehizodas (plégia).

52



Japanese Mitochondrial Disease Rating Scale — A mitochondridlis betegségek

japan értékelo rendszere

1. Mindennapi tevékenységek
A. Beszéd
0: Normal
1: Kisse érintett, de jol érthetd

2: Meérsékelten érintett, néha ismétlés

sziikséges a megértéshez

3: Stlyosan érintett, gyakran ismétlés
sziikséges a megértéshez

4: Legtobbszor érthetetlen
B. Nyelés

0: Normal

1: Ritka félrenyelés

2: Idonként félrenyelés

3: Pépes taplalék sziikséges

4: Nasogastrikus szonda vagy gastrostomia
sziikséges

C. Kéziras

0: Normal

1: Kiss¢ lassabb, vagy aprobetiis
2: Aprobetiis, de olvashat6

3: Sulyosabban érintett, nem minden sz6
olvashato

4: Tobbnyire olvashatatlan
D. Etel felszeletelése, eszkozhaszndlat
0: Normal

1: Kissé lassu és tigyetlen, de nincs sziikség
segitségre
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2: Az étel nagy részét fel tudja szeletelni, de
egy kevés segitség sziikséges

3: Az étel felszeletelésében
sziikséges, de onalloan étkezik

segitség

4: Etetésre szorul
E. Oltézkodeés
0: Normal

1: Kissé lassu €s ligyetlen, de nincs sziikség
segitségre

2: Idonként segitség
gombokkal, ingujjal

sziikséges a

3: JelentOs segitséget igényel, de néhany
dolgot egyediil is el tud végezni

4: Teljes segitséget igényel
F. Személyes higiénia
0: Normal

1: Kissé lassu ¢€s ligyetlen, de nincs sziikség
segitségre

2: Nagyon lassu vagy segitséget igényel
zuhanyzashoz vagy flirdéshez

3: Segitséget igényel a mosakodashoz,
fogmosashoz, WC hasznalathoz

4: Teljes segitséget igényel
G. Elesések

0: Nem fordul el

1: Ritka elesés

2: Kevesebb, mint napi egy

3: Atlagosan napi egyszer



4: Tobb, mint egyszer naponta

H. Paroxysmalis események (migraine,
goresrohamok)

0: Nincs
1: <1 havonta
2:> 1 havonta < 1 hetente
3: > hetente < 1 naponta
4: > 1 naponta/status
2. Motoros funkciok
A. Proximalis izomeré (modositott MRC)
0: Normal
1: Enyhe izomgyengeség (grade 4 MRC)

2: Kozepes izomgyenges€g, gravitaciot
legy6zi (MRC3)

3: Sulyos izomgyengeség, gravitaCidt nem
tudja legyézni (MRC2)

4: Sulyos izomgyengeség, a végtagot nem
tudja megmozditani (MRC1)

5: Nincs akaratlagos izomtevékenység
(MRCO)

B. Felso végtag koordinacio (modositott
ICARS: International Cooperative Ataxia
Rating Scale)

0: Normal

1: Enyhe iigyetlenség: nincs jelentds
rokkantsag

2: Mérsékelt ligyetlenség: rossz kéziras, de
a hétkoznapi tevékenységeket elvégzi

3: Sulyos tigyetlenség, nem tud irni
4: Sulyos tigyetlenség, nem tud enni
C. Jaras

0: Nem korlatozott

1: Kissé korlatozott (1-2 km)

2: Mérsékelten korlatozott (nehezen tudja

tartani a tempot az egészségesekkel)

3: Sulyosan korlatozott (100400 m utan
pihennie kell)

4: Legfeljebb 10m-t tud megtenni
motoros

D. Kozepes intenzitdsu

tevékenységek
0: Nem korlatozott
1: Enyhén korlatozott
2: Mérsékelten korlatozott
3: Sulyosan korlatozott
4: Nem képes elvégezni

E. Intenziv motoros tevékenységek (futas,
lépcsozés, egyeb sportok)

0: Nem korlatozott

1: Enyhén korlatozott

2: Mérsékelten korlatozott
3: Sulyosan korlatozott

4: Nem képes elvégezni

3. Erzékszervek

A. Latas

0: Normal

I: Nem tud autét vezetni vagy ezzel
egyenértékli (pl.nem latja a kozlekedési
tablakat vagy a boltban a jelzéseket)

2: Nem képes az atlagos nyomtatott
konyveket elolvasni

3: Nem képes a nagybetlis standard
konyveket elolvasni

4: Nem tud TV-t nézni
5: Nincs hasznalhato latas

B. Hallas



0: <10 dB-el csokkent
1: 10-20 dB-el csokkent
2: 2040 dB-el csokkent

3: Sdalyos, >40 dB-el csokkent, de
javithaté hallokésziilékkel

4. Sulyos, >40 dB-el csokkent, nem
javithat6 hallokésziilékkel

4. Endokrin funkciok
0: Normal
1: Egy belsd elvalasztasu mirigy érintett
2: Két belso elvalasztasa mirigy érintett
3: Harom belso elvalasztasu mirigy érintett

Diabetes esetén +1, ha inzulin kezelés
sziikséges

5. Kardialis érintettség
0: Normal EKG ¢és echocardiographia

1: Ingervezetési rendszer érintett, enyhén
csokkent balkamra funkcio (EF > 60%) vagy
tiinetmentes hypertrophia

2: Echocardiographia: cardiomyopathia és

korlatozott terhelhetdség (EF <60%) vagy
pacemaker, mérsékelt cardiomyopathia
(EF <40-60%)

3: Stlyos cardiomyopathia

6. Vesefunkcio
0: Normal
1: Creatinine clearance <50-90%
2: Creatinine clearance 30-50%
3: Creatinine clearance 10-30%

4: Creatinine clearance <10 ml/min, vagy
transzfuzid

7. Kognitiv érintettség
A.Intellektus

0: Normal
1: Enyhén csokkent (pl. feledékenység)

2: Mérsékelt memoriazavar (dezorientacio,
mérsékelt nehézség a komplex feladatok
megoldasaban)

3: Sulyos memoriazavar (dezorientdcid: —
tér és idobeli, rossz problémamegoldas)

memoriazavar (csak
orientalt, nem  képes

4: Stlyos
autopszichésen
dontéseket hozni €s problémakat megoldani)

B. Motivacio és ,,drive”
0: Normal

1:  Csokkent energiaszint mely a
tevékenységeket nem befolyasolja

2: Csokkent energiaszint, mely a hobbi- és
érdeklodési kort szukiti

3: Csokkent energiaszint, mely a
hétkdznapi rutint is befolyasolja

4: Képtelen  barmilyen  feladatot,

tevékenységet elvégezni

JMDRS  utols6 moddositds:  European
NeuroMuscular ~ Conference ~ (ENMC),
publikdlva: ~ Neuromuscular  Disorders.
2003;13(9):757-764 [143] [144]

Kiegészités:
8. Szemmozgasok
0: Normal
1: ptosis, szemmozgasok rendben
2: ptosis, kissé besziikiilt szemmozgasok
3.: kozepesen besziikiilt szemmozgasok

4: sulyosan beszlikiilt szemmozgéasok vagy
kettdslatas

5: teljes externalis ophthalmoplégia



Dystrophia Myotonica betegek részletes izomerd vizsgdlata

Izomcsopo rt
1 Vall elevacio
2 Vall flexorai
3 Vall abductio
4 Vall adductio
) Konyok flexio
6 Alkar szupinaciod
7 Alkar pronacid
8 Csuklé flexio
9 Csukl6 extensio
10 Metacarpalis flexio
11 Ujj flexid
12 Csipd flexio
13 Csip6 kifelé rotacio
14 Csipd befelé rotacid
15 Térd extensio
16 Boka dorzalflexio és everzio
17 Boka inverzio
18 Nyak flexorai
19 Vall kifelé rotacio
20 Vill befelé rotacio
21 Csip6 abductio
22 Csip6 adductio
23 Vill extensorai
24 Konyok extensio
25 Csipd extensio
26 Térd flexio

N
-~

Plantarflexid
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ABSTRACT: Introduction: Human fibroblast growth factor 21
(FGF21) is a regulator of lipid and glucose metabolism. It is
expressed in skeletal muscle and may be a sensitive and
specific marker for mitochondrial diseases and other neuromus-
cular disorders. Methods: Serum FGF21 levels were deter-
mined in 71 human samples. Thirty patients with mitochondrial
disease, 16 patients with myotonic dystrophy type 1 (DM1), 5
patients  with  facioscapulohumeral dystrophy, and 20
healthy controls were enrolled. Results Serum FGF21 levels
were significantly elevated in patients with progressive external
ophthalmoplegia and DM1 compared with patients with facio-
scapulohumeral dystrophy, other types of mitochondrial dis-
eases, and controls. In the mitochondrial disorder group, serum
FGF21 levels were related to the number of ragged blue fibers.
Significant insulin resistance was found in DM1 that might be
responsible for FGF21 elevation. Conclusions FGF21 elevation
may be associated with certain types of mitochondrial disease,
and it is influenced by insulin resistance.

Muscle Nerve 55: 564-569, 2017

Human fibroblast growth factor 21 (FGF21) is a
181 amino acid protein which belongs to the
human FGF superfamily. Proteins in this family
have diverse functions such as endocrine, paracrine,
and intracellular functions. FGF21 is expressed in
the liver, pancreas, white adipose tissue, thymus,
and skeletal muscles. It is secreted in the plasma
and binds to its receptor by means of a cofactor,
p-Klotho, therefore, acting as a hormone.'™

FGF21 plays a central role in regulation of glu-
cose and lipid metabolism as well as in adaptation
to fasting. It suppresses hepatic glucose production
and stimulates glucose uptake in adipocytes by
means of the glucose transporter-1. The ability
of FGF21 to decrease blood glucose levels is

Abbreviations: BMI, body mass index; CK, creatine kinase; COX, cyto-
chrome-c oxidase; DM1, myotonic dystrophy type 1; ELISA, enzyme-
linked immunosorbent assay; FGF21, fibroblast growth factor 21; FSHD,
facioscapulohumeral muscular dystrophy; JMDRS, Japanese Mitochondri-
al Disease Rating Scale; HOMA-IR, homeostatic model assessment-insulin
resistance; KSS, Kearns-Sayre syndrome; MELAS, mitochondrial myopa-
thy, encephalopathy, lactic acidosis and stroke-like episodes syndrome;
MERRF, myoclonic epilepsy with ragged red fibers; MIRAS, mitochondrial
recessive ataxia syndrome; MNGIE, mitochondrial neuro-gastrointestinal
encephalopathy; MRC, Medical Research Council; MRC-SUM, summa-
rized MRC score; NMD, neuromuscular diseases; PEO, progressive exter-
nal ophthalmoplegia; RBF, ragged blue fiber(s); RRF, ragged red fiber(s);
SDH, succinate-dehydrogenase

Key words: biomarkers in NMD; FGF21; insulin resistance; mitochondrial
diseases; myotonic dystrophy
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independent of insulin. Similarly, FGF21 has bene-
ficial effects on lipid metabolism, as it decreases
plasma triglycerides, cholesterol, and free fatty acid
levels.*

A significant elevation of plasma FGF21 levels
was observed in obese rodents and humans, and
FGF21 administration resulted in weight loss in
diabetic nonhuman primates.” FGF21 has a role in
the adaptation to fasting, initiated by the peroxi-
some proliferator-activated receptor «.® During
fasting, FGF21 and growth hormone similarly
induce lipolysis in white adipose tissue, while
FGF21 provides feeback to control growth hor-
mone secretion. Tyynismaa et al. found increased
expression of FGF21 in skeletal muscles in an ani-
mal model of mitochondrial disease.” They also
demonstrated elevated levels of circulating FGF21
in human mitochondrial diseases with skeletal
muscle involvement.® Other recent studies showed
elevated blood FGF21 levels in patients with mito-
chondrial diseases compared with those with other
neuromuscular diseases and healthy controls.”"’
These studies suggest that mitochondrial dysfunc-
tion may result in a starvation-like condition, and
that in addition to the liver and brown adipose tis-
sue, diseased skeletal muscle also seems to be able
to secrete FGF21.”!!

These studies suggest that FGF21 might be a
specific and sensitive biomarker of mitochondrial
disease. To test this hypothesis, we determined the
serum levels of FGF21 in various neuromuscular
diseases.

PATIENTS AND METHODS

Subjects. Thirty patients with mitochondrial dis-
ease, 16 patients with myotonic dystrophy type 1
(DM1), 5 patients with facioscapulohumeral mus-
cular dystrophy (FSHD), and 20 healthy subjects
were enrolled in this study. The study was
approved by the Regional Ethical Committee
(4581/2012). Written informed
obtained from each subject. Healthy subjects had
no significant medical history, normal body mass
index (BMI), were not receiving any medical treat-
ment at the time, and did not take medications
regularly. Patients and control subjects with abnor-
mal BMI (<17 or>30) were excluded. DM1

consent was
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Table 1. Demographic data of healthy subjects and patients.”

Mitochondrial
Control MELAS PEO Myopathy DM1 FSHD
N 20 (9/11) 5 (3/2) 15 (9/6) 10 (3/7) 16 (7/9) 5 (2/3)
Age 45.9+16.1 51.2+23.8 59.6 +15.3 57.7+9.6 50.9+12.6 41 +12.3
Onset NA 41.2+21.6 39.2 £ 23.1 47.1+14 35.1+15.9 30.4+14.6
BMI 26.0x=5.3 23.7 6.5 26.3+6.0 27.1+8.1 27.1+5.4 21726
Diab. 0/20 0 3 2 3 0

*Age and onset of symptoms expressed in years.

N, number of subjects (men/women); Diab., number of subjects with diabetes mellitus; NA, not applicable.

patients had a typical clinical history of myotonia
and distal weakness, and the diagnosis was con-
firmed by genetic testing. The diagnosis of FSHD
was established based on typical clinical manifesta-
tions and genetic tests. The mitochondrial group
included patients with MELAS (n=15) (mitochon-
drial myopathy, encephalopathy, lactic acidosis,
and stroke-like episodes), progressive external oph-
thalmoplegia (PEO, n=15, 1 of whom had
Kearns-Sayre syndrome), and mitochondrial myop-
athy (n=10). The diagnosis of mitochondrial dis-
ease was determined according to the criteria
published in 2002.'% Each patient underwent elec-
tromyography, muscle biopsy, and genetic testing.
MELAS and PEO patients had a typical clinical
presentation, typical muscle biopsy findings, and a
point mutation or deletion(s) of mitochondrial
DNA, respectively. The myopathic group included
patients with mild proximal weakness or exercise
intolerance with myopathic electromyography and
mitochondrial alterations revealed by muscle biop-
sy. Genetic testing of patients with myopathy
revealed a deletion in 5, a point mutation of mito-
chondrial DNA in 3, and was negative in 2.

Methods. All patients underwent detailed general
and neurological examinations. Blood tests were
performed for electrolytes, renal and hepatic func-
tion, sedimentation rate, complete blood count,
creatine kinase (CK), lactate, and thyroid stimulat-
ing hormone levels. Blood was drawn every day at
the same time (8:00 am, after overnight fasting),
and the serum was isolated and stored at -80°C
until the enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) test was performed. The patients were
asked to avoid any unusual dietary intake or physi-
cal activity the day before blood was drawn.

The HOMA-IR (homeostatic model assessment-
insulin resistance) index was calculated in mito-
chondrial and DMI1 patients to investigate the pres-
ence of insulin resistance. HOMA-IR = fasting
blood glucose (mmol/L) X fasting serum insulin
(pmol/L) / 156 (normal value: < 4).13

Elevated FGF21 in PEO and DMA1

MRC-SUM. A summarized Medical Research Coun-
cil (MRC) score (MRC-SUM) was used to quanti-
weakness. The total
calculated by adding the individual scores of neck
flexors and extensors, plus 15 additional limb
muscles bilaterally, assessed according to the MRC
grading system.

tate muscle score was

JMDRS. A modified form of the Japanese Mito-
chondrial Disease Rating Scale (JMDRS) was used
to assess systemic involvement of the disease.'*
This scale comprises several items: daily activities
(speaking, swallowing, writing, slicing food, dress-
ing, hygiene, falling, and paroxysmal events),
motor functions (worst MRC grade, coordination,
walking, and moderate and vigorous physical activi-
ties), sensory alterations (vision, hearing), endo-
crine, cardiac and renal function, and cognitive
performance. For this study, a rating of ocular
movement was also added to the scale (0, none; 1,
ptosis with normal eye movement; 2, ptosis with
mild limitation of eye movement; 3, moderate limi-
tation of eye movement; 4, severe limitation of eye
movement or double vision; 5, complete external

ophthalmoplegia).

Muscle Biopsy. Muscle biopsy was performed in
each patient, usually from the deltoid muscle. Histo-
logical evaluation of samples was performed by a
neuropathologist (E.P.) according to international
standards in the Neuropathology Laboratory of the
Pathology Department, University of Pécs. Histologi-
cal examination included hematoxylin and eosin,
modified Gomori trichrome, oil red O, periodic
acid Schiff, ATPase, nicotinamide adenine dinucleo-
tide dehydrogenase, SDH (succinate-dehydroge-
nase), COX-SDH (cytochrome-c oxidase plus SDH),
acid and alkaline phosphatase, and a standard
immunohistochemical battery to exclude other fre-
quent types of muscular dystrophy (dystrophin, dys-
ferlin, alpha, beta, gamma, and delta-sarcoglycan,
desmin, and alpha-dystroglycan). Mitochondrial
accumulation was assessed by the frequency of
increased subsarcolemmal Gomori trichrome stain-
ing as follows: (1) present in occasional (<10%)
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fibers; (2) mild (present in 10-20% of fibers); (3)
moderate (present in 20-50% of fibers); (4) severe
(present in >50% of fibers); (5) present in almost
all fibers. The percentage of ragged blue fibers
(RBF) was assessed on the SDH slides.

Genetic Tests. Mitochondrial DNA testing (multi-
ple PCR, long-range PCR, sequencing) was carried
out using DNA from muscle samples (Dept. of Rare
Diseases, Semmelweis University, Budapest) and in
certain cases from blood (Dept. of Genetics, Univer-
sity of Pécs, Hungary). The diagnosis of FSHD and
DM1 was established by Southern blot analysis using
a pl3E-11 or pbBl.4 probe, respectively (Dept. of
Molecular Genetics, National Institute of Environ-
mental Health, Budapest, Hungary).

ELISA. The serum level of FGF21 was determined
in duplicate using a commercial Quantikine ELISA
kit (R&D Systems Inc). Serum concentration of
FGF21 (pg/ml) was calculated according to the
manufacturer’s recommendations. The ELISA test
was performed by E.L. and M.C. in a blinded
manner.

Statistical Analysis. Statistical tests were performed
using SPSS software, v19 (IBM Co., Armonk, New
York). The comparison of serum FGF21 levels and
other quantitative clinical data in patients versus
healthy subjects was carried out by nonparametric
tests (Mann-Whitney Urtest and analysis of vari-
ance). Pearson correlation analysis was applied to
reveal associations between FGF21 levels and clini-
cal data. The level of statistical significance was set
at 0.05.

RESULTS

Patient Characteristics. FGF21 levels were deter-
mined in 71 samples (20 healthy subjects and 51
patients). The demographic data of patients and
healthy controls are summarized in Table 1. The
mean age of healthy controls and patients with
mitochondrial disease, DM1, and FSHD was statisti-
cally comparable.

The BMI of control subjects and patients was
within the range of 18-30. Subjects with a BMI of
<17 or>30 were excluded, because the serum
concentration of FGF21 was found to be closely
related to BMI in healthy controls (r=0.75;
P=10.0005). No significant correlation was found
between BMI and FGF21 in all patient subgroups.

Clinical Data. Although there were differences in
the clinical picture and muscle involvement
between the different disease groups, the MRC-
SUM was comparable.

JMDRS was used to assess the severity of skele-
tal muscle and other organ involvement in mito-
chondrial diseases. JMDRS was found to be
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FIGURE 1. Clinical data of healthy controls and neuromuscular
patients. JMDRS score (A) and serum lactate levels (B) were
the highest in the PEO group. Serum fibroblast growth factor 21
(FGF21) levels (C) were significantly higher in patients with
PEO or DM1 (myotonic dystrophy type 1) compared with
healthy controls. Boxplots indicate mean (25 and 75 percentile)
and min—max values. Levels of significance are highlighted.

significantly higher in PEO than in mitochondrial
myopathy, DMI1, and FSHD, but not compared
with MELAS (Fig. 1A).
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Table 2. Mitochondrial alterations in muscle histology.

*

Mitochondrial
Control MELAS PEO Myopathy DM1 FSHD
Diffuse NA 28+1.3 29+13 29+16 082 0
RBF (SDH) NA 7.4+11.9* 10.8 £ 13.9* 6.2+ 15.7* 0.27 =0.57 0.08+0.05
COX fibers NA 3.2+45 16.6 = 16.5* 1.0£0.7 0.5+0.7 0.08+0.05
COX" RBF NA 8.2 +13.3* 3.3x25 156.7 = 25.4* 0 0

*Data are shown as mean=SD of percentages. *significant differences (p < 0.05).
Diffuse, diffuse mitochondrial accumulation; NA, not applicable; MELAS, mitochondrial encephalopathy lactic acidosis and stroke;, PEO, progressive external

ophthalmoplegia; DM1, myotonic dystrophy, type 1; RBF, ragged blue fibers; SDH, succinate dehydrogenase; COX, cytochrome-1 oxidase.

Biochemical and pathological assessment. CK levels
varied from normal (up to 200 U/L) to moderate-
ly elevated. No significant difference was found
between the analyzed groups. Serum lactate levels
were higher in mitochondrial patients compared
with patients with DMI1 especially in the PEO
group (Fig. 1B). Serum FGF21 levels were compa-
rable in healthy controls and in patients with
MELAS or mitochondrial myopathy and slightly
elevated in FSHD patients. Circulating FGF21 lev-
els were significantly higher in PEO (589.5 * 496.4
[mean = SD]; range, 5.2-1705.7) and in DMI
patients (424.9 = 328.5 [mean = SD]; range, 36.5—
1130.9), than in healthy controls (Fig. 1C).

The HOMA-IR index was significantly higher in
patients with DM1 than in the mitochondrial
group ([mean*SD] 6.13*4.86 and 1.80=*1.2,
respectively, P=0.012].

The mean percentage of RBF in SDH samples
was high in each group of mitochondrial patients,
as expected. The absence of cytochrome-c enzyme
activity (percentage of COX' fibers) was character-
istic of mitochondrial diseases and it was most
prominent in PEO biopsies (P<0.03). Interesting-
ly, low percentages of COX" RBFs were present in
DM1 samples and occasionally in FSHD biopsies as
well. RBFs with increased COX activity (COX™"
RBF) were characteristic of MELAS and mitochon-
drial myopathy (Table 2).

Correlations. In the mitochondrial group, FGF21
levels were closely related to lactate levels (r = 0.69;
P=10.0008) and the percentage of RBF, a histologi-
cal marker (r=0.44; P=0.03). Subgroup analysis
revealed a much stronger correlation between
FGF21 and lactate levels and the percentage of RBF
in the PEO group. Furthermore, FGF21 levels were
found to be related to JMDRS as well (Fig. 2).

FGF21 levels did not differ between genders
and were not related to age.

No correlation was found between FGF21 con-
centrations and muscle weakness (MRC-SUM) or
CK levels. HOMA-IR was not related to any clinical
or biochemical parameter in any group.

DISCUSSION

These results show that, although FGF21 is ele-
vated in mitochondrial diseases, its level varies sig-
nificantly between mitochondrial syndromes.
FGF21 levels were found to be almost normal in
MELAS and in mitochondrial myopathy, but they
were significantly elevated in PEO. Although our
results confirm the recent finding of high serum
FGF21 levels in PEO, we failed to demonstrate the
same alteration in patients with isolated myopathy.
The reason is not clear, but there are several
potential explanations: (1) the severity of muscle
involvement might have differed from that
reported in previous studies (our patients had
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r=0.89, p=0.001 r=0.63, p=0.03 e r=0,62, p=0.03
P o o
6 o
P 1500+ i 15001 e 1500
g 8 5
£ B o E: :
1000+ ° 10004 1000+ °
& 2 & S
w . L o
(U] [V} (V)
e 3 o s
500 500 500 2
° 8
° 4 &2 o
o o o o N o
v T v v . r T : v y ; B . ; y
2 4 8 8 10 12 0 10 30 40 0 10 20 30 40

Lactate (mmol/l)

A

JMDRS

C

FIGURE 2. Correlation of circulating FGF21 levels with biochemical, histological, and clinical parameters in patients with PEO. Serum
FGF21 levels showed close correlation with serum lactate levels (A), the percentage of RBF in muscle biopsy samples (B), and

JMDRS (C).
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mild myopathy or exercise intolerance without
severe weakness), (2) we excluded overweight
patients to avoid the previously demonstrated'’
secondary effect of obesity on circulating FGF21
levels, which we confirmed as well. (3) The Suoma-
lainen et al. finding of high FGF21 levels in
patients with mitochondrial myopathy might
reflect the high prevalence of diabetes mellitus in
this group.®

Our results confirm the findings of previous
studies in which serum FGF21 levels were related
to the involvement and severity of mitochondrial
damage in patients with myopathy. Davis et al.
found a correlation between proximal muscle
weakness and FGF21 levels.'” Our results did not
reveal a significant correlation between FGF21 lev-
els and degree of muscle weakness. FGF21 levels
were found to be related to the amount of RBFs, a
histological hallmark of mitochondrial dysfunction
in skeletal muscle. Suomalainen et al. demonstrat-
ed a relationship between FGF21 levels and the
amount of COX  fibers® which was similar but not
significant in our study.

As for mitochondrial disorders, FGF21 levels
seem to be mostly normal or slightly elevated in
patients with Leber hereditary optic neuropathy,
MELAS, mitochondrial recessive ataxia syndrome
(MIRAS), and in moderate mitochondrial neuro-
gastrointestinal encephalopathy (MNGIE) but sig-
nificantly elevated in those with PEO, KSS (Kearns-
Sayre syndrome), and myoclonic epilepsy with rag-
ged red fiber (MERRF), corresponding to the
severity of skeletal muscle involvement.®?

We confirmed the close correlation between
FGF21 concentrations and levels of lactate. Both
were shown to be a helpful biomarker only in PEO
and not in other types of mitochondrial diseases.
According to Davis et al. FGF21 is a more sensitive
biomarker of mitochondrial diseases than CK or lac-
tate.'"” Our results confirmed the previous findings
that the presence of RBFs and COX fibers in muscle
samples are characteristic of PEO, and COX" RBFs
for MELAS (Table 2).'® The amount of COX fibers
was related to FGF21 (Fig. 2). We found normal
FGF21 levels in patients with FSHD in accordance
with the findings in the histological samples, where
mitochondrial changes/dysfunction were marginal.

FGF21 elevation in DM1 was the most impor-
tant finding of this study. The explanation for this
finding might be the well-known presence of insu-
lin resistance due to the altered spicing of the
insulin receptor.17 FGF21 levels were previously
found to be elevated in conditions associated with
insulin resistance.'®'® This hypothesis is supported
by the finding that insulin resistance (HOMA-IR)
was significantly higher in DM1 than in mitochon-
drial patients. The second possible explanation
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might be the presence of mitochondrial dysfunc-
tion in DMI1. As Table 2 shows, mitochondrial
alterations (RBFs and COX fibers) are not rare in
biopsy samples obtained from DMI1 patients, there-
fore, this (secondary) mitochondrial dysfunction
may partially contribute to FGF21 production and
elevated FGF21 serum levels in DM1.

Unfortunately, we were not able to demonstrate a
correlation between serum FGF21 levels and mito-
chondrial alterations or clinical severity in DMI
patients. Thus, insulin resistance seems to play a
more important role in contributing to FGF21 eleva-
tion than mitochondrial dysfunction in DMI patients.
In a previous study by Suomalainen et al., DMI
patients were also included as controls; normal serum
FGF21 levels were found, but there was no mention
of BMI and muscle histology in this population.8

In summary, our study, similar to recent publica-
tions, supports the hypothesis that the serum level
of FGF21 is related to mitochondrial dysfunction.
Our results suggest possible differences between
subgroups/mitochondrial syndromes with regard to
FGF21 serum levels. Further studies are necessary to
analyze the relationship between FGF21 levels, phe-
notype, and the severity of muscle involvement.
Both primary and secondary mitochondrial dysfunc-
tion in skeletal muscles might lead to FGF21 pro-
duction. Insulin resistance should be taken into
consideration during the assessment of FGF21 levels
in neuromuscular disorders.
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Objective — Myotonic dystrophy type 1 (DM1) is a common
adulthood muscular dystrophy, characterized by muscle wasting,
myotonia, and multisystemic manifestations. The phenomenon of
involuntary muscle contraction during myotonia offers a unique
possibility of investigating brain motor functions. This study explores
cortical involvement during grip myotonia in DM1. Materials and
methods — Sixteen DM patients were enrolled in the study. Eight
patients had apparent grip myotonia, while eight patients did not
(control subjects). All patients underwent functional MRI grip task
examination twice: prior a warm-up procedure (myotonia was elicited
in patients with apparent grip myotonia) and after a warm-up
procedure (myotonia was attenuated in patients with apparent grip
myotonia). No myotonia was elicited during either examination in
patients without apparent grip myotonia. Cerebral blood oxygen level-
dependent (BOLD) signals were compared both between groups with
and without apparent myotonia, and between pre- and post-warm-up
sessions. Results — Significantly higher BOLD signal was found during
myotonia phase in patients with apparent grip myotonia compared to
corresponding non-myotonia phase of patients without apparent grip
myotonia in the supplementary motor area and in the dorsal anterior
cingulate cortex. Significant differences in BOLD signal levels of very
similar pattern were detected between prewarm-up session myotonia
phase and post-warm-up session myotonia absent phase in the group
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Introduction

Myotonic dystrophy type 1 (DMI1, Steinert’s dis-
ease, 1909) is the most common form of muscular
dystrophy with a prevalence of 1:8000 individuals
worldwide (1).

The disease is characterized by involuntarily
sustained muscle contraction that can be often
recognized clinically as inability in releasing hand
grip (grip myotonia) and can be detected in all
patients by electromyography. Myotonia can be
gradually attenuated by exercise that is called
‘warm-up’ phenomenon (2).

The precise mechanisms underlying both myo-
tonia and the warm-up phenomenon are unclear.

of patients with apparent grip myotonia. Conclusion — We showed
that myotonia is related to cortical function in high-order motor
control areas. This cortical involvement is most likely to represent
action of inhibitory circuits intending motor termination.

*These authors contributed equally in first authorship.

**These authors contributed equally in last authorship.

Accepted for publication November 11, 2014

The symptom of myotonia itself seems to origi-
nate from muscle chloride ion channel abnormal-
ity (3). However, DM1 is a multisystemic disease
affecting numerous elements of central nervous
system. A wide range of structural brain abnor-
malities are known to be present in DM, includ-
ing most importantly white matter disease and
atrophy (4, 5). Functional alteration was also
found in DM1 by a functional MRI study; the
results implied accelerated aging of the brain (6).
Considering the multiplex disturbance of the
neuromuscular axis featuring DM1, brain involve-
ment during myotonia is yet unknown. We
hypothesized that during myotonia of a primarily
muscular origin, compensational mechanisms are
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activated in the brain. However, it can not be
excluded that the brain is at least in part involved
in maintaining myotonia.

The aim of this study was to explore brain
areas activated during myotonia by functional
MRI. We established a ‘grip task’ that was per-
formed prior and after a warm-up procedure,
both by DMI1 patients with apparent and non-
apparent myotonia to specifically assess neural
mechanisms underlying myotonia.

Materials and methods

Subjects

Sixteen patients (nine female and seven male, age
31-60 years) with the diagnosis of DMI1 were
enrolled in the study. Diagnosis was based on
clinical features and electromyographic evidence
of myotonia. All cases were genetically confirmed
(Southern blot with p5B1.4 probe, Department of
Molecular Genetics, National Institute of Envi-
ronmental Health, Budapest, Hungary). Exclu-
sion criteria were history of alcohol abuse,
substance dependence, severe cognitive decline
(mini-mental state examination <25 of 30 points)
and MRI incompatibility. All patients were right-
handed according to Edinburgh Handedness
Inventory (EHI) (7). Clinical data of the patients
are shown in Table 1. All subjects gave a written
informed consent under a protocol approved by
the local ethical committee (4512/2012). Each
patient underwent detailed internal and neurolog-
ical exams, blood test including routine parame-
ters, thyroid stimulating hormone, creatine kinase
and electromyography (EMG). Muscle strength
was recorded using five-step Medical Research
Council (MRC) Scale for Muscle Strength and
was converted into a 10-point scale for statistical
analysis (MRC sum). Twenty-four muscles
(upper/lower limb, proximal, and distal) were
examined in a blinded fashion (EL).

Subjects were divided into two subgroups:
‘DM/myotoniat’ group that involved patients

Table 1 Clinical characteristics of patients

with clinically apparent grip myotonia; and ‘DM/
myotonia—° group as control group that involved
DMI1 patients as well, however, with subclinical
myotonia (myotonia present on EMG, but can be
not recognized on physical examination). Both
groups consisted of eight patients. The reason for
choosing such control group (instead of a control
group including healthy subjects) was to avoid
non-myotonia-specific fMRI differences that
might be present when comparing DM1 patients
to healthy subjects (6). Furthermore, to exclude
possible disturbing factors arising from DMI
severity difference, clinical parameters were com-
pared between the two groups using Mann—Whit-
ney U test, see Table 1.

Imaging

Both structural imaging and functional imaging
were performed. Structural imaging included
high-resolution T1- and T2-weighted imaging to
assess structural abnormalities (for details see
below). Functional imaging included three exam-
inations using the following protocol:

1. Prewarm-up examination: First, all patients
(of both DM/myotonia+ and DM/myotonia—
groups) underwent functional imaging using
‘grip task’ (see below), where grip myotonia
was triggered in the DM/myotonia+ group.

Then, all patients performed ‘warm-up’ exer-
cise (repeated opening and closing of hand) as
long as needed for maximal possible attenuation
of myotonia (1.5 min on average) and
1.5 min for DM/myotonia— patients, staying in
scanner.

2. Post-warm-up examination: Immediately after
this, functional imaging using grip task was
repeated; however, this time, myotonia was
not expected to occur due to warm-up.

Figure 1 illustrates arrangement of pre- and
post-warm-up examinations.
3. All patients underwent passive hand move-
ment task to monitor possible non-specific

Gender (F/M) Age (year) Dis. duration (year) Onset of myotonia (year) MRC sum
DM/Myotonia+' (n = 8) 5/3 48.33 + 8.33 (31-60) 15.22 + 10.37 (5-39) 33 + 9.84 (18-44) 459.0 + 40.34 (383-516)
DM/Myotonia—? (n = 8) 4/4 47.29 + 8.14 (39-58) 22.14 + 5.46 (15-29) 24.86 + 6.12 (17-34) 4547 + 34.61 (387-492)
All patients (n = 16) 9/7 47.88 + 7.99 (31-60) 18.25 4+ 9.04 (5-39) 29.44 + 9.16 (17-44) 4571 + +36.77 (383-516)

Data are shown as mean + SD (min—max). MRC sum: Summary of MRC scores of 24 muscles assessed in a 10-point scale. There were no statistically significant differ-

ences between groups (Mann-Whitney U test, P > 0.05).
"Myotonic dystrophy patients with apparent grip myotonia
“Myotonic dystrophy patients without apparent grip myotonia.
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Pre warm-up exercise

Functional MRI in myotonic dystrophy

Post warm-up exercise
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Figure 1. Arrangement of pre- and post-warm-up examinations. (1) Myotonic dystrophy patients with apparent grip myotonia;
(2) myotonic dystrophy patients without apparent grip myotonia. Grip: left-hand grip; warm-up: repeated opening and closing of

left hand as long as needed for maximal possible attenuation.

(myotonia independent) activation differences
in the sensorymotor network.

Prewarm-up examination — Blocks were introduced

by relevant single words using a headphone designed

especially for fMRI (NordicNeuroLab, Bergen,

Norway). The proper sound volume was adjusted

before the examination. The task was thoroughly

explained to the participants before scanning.

Task design was made up of six repetitions of
the following consecutive blocks (a 30-s rest per-
iod introduced the first block):

1. Grip block: Patients performed grip in left
hand. This block was introduced by the word
‘grip” and lasted for 10 s.

2. Post-grip block (‘myotonia’ condition in DM/
myotonia + group, ‘myotonia absent’ condition
in DM/myotonia— group): This block was
introduced by the word ‘release’; however, DM/
myotonia + patients were not expected to be
able to immediately release their grips; instead
of that, myotonia phenomenon was expected to
occur. Patients were told not to force relaxa-
tion, but let myotonia spontaneously pass.
Duration of the triggered myotonia was consid-
ered as time until complete hand relaxation and
was recorded at each block by examiner’s (dr.
Lovadi) direct visual inspection.

3. Rest (baseline) block: Time left between grip
blocks lasted 35 s; that is, rest block lasted
35 s minus post-grip block duration.

To avoid disturbing effects of visual processing
and linked functions, patients were told to keep
eyes closed during the entire acquisition.

Post-warm-up examination — The post-warm-up
examination was executed in the same way as the
prewarm-up —examination; however, due to the
preceding ‘warm-up’ exercise, no myotonia was
expected to occur (‘myotonia absent’ conditions
in both DM/myotonia+ and DM/myotonia—

groups).

Passive hand movement task — Passive hand move-
ment task started with a 30 s rest period then
included five repeated blocks of passive hand
movement (investigator performed opening and
closing movent on the patient’s left-hand fingers
while patient was told not to counteract) and
resting state, both lasting 30 s.

Image acquisition parameters

Image acquisition was performed on a 3T Mag-
netom TIM Trio human whole-body MRI scan-
ner (Siemens AG, Erlangen, Germany) with a
standard 12-channel head coil.

T1-weighted high-resolution images were obt-
ained using a three-dimensional (3D) MPRAGE
sequence (TR/TI/TE = 1900/900/3.41 ms; Flip
Angle = 9°, 160 axial slices; slice thickness =
0.94 mm; no interslice gap; FOV = 210 x 240
mm?; matrix size = 224 x 256: receiver band-
width = 180 Hz/pixel).

T2-weighted images were acquired using a
turbo spin echo sequence (TR/TE = 6000/93 ms;
Flip Angle = 120°; 30 sagittal slices; slice thick-
ness = 4 mm; 0.8 mm interslice gap; FOV = 193
x 220 mm?; matrix size = 280 x 320; receiver
bandwidth = 220 Hz/pixel.
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Functional images were acquired using a stan-
dard 2D spin echo EPI sequence, with the follow-
ing parameters: TR/TE = 2000/36 ms; flip
angle = 83°; 23 axial slices; slice thick-
ness = 4 mm; no interslice gap; FOV =210 x
210 mm?; matrix size = 92 x 92; receiver band-
width = 1359 Hz/pixel. Interleaved slice order
was applied to avoid crosstalk between contigu-
ous slices. A total of 150 volumes were acquired
in 300 s.

Subjects were positioned supine in the scanner.
Foam cushioning was used to immobilize
the head within the coil to minimize motion
degradation.

Data analysis

Preprocessing and statistical analysis were per-
formed using FMRI Expert Analysis Tool (FEAT)
Version 5.98, part of FMRIB’s Software Library
(FSL, www.fmrib.ox.ac.uk/fsl). Preprocessing
included BET brain extraction (8), MCFLIRT
motion correction (9), spatial smoothing with
5 mm full width at half maximum, and high-pass
temporal filtering with 100s cutoff. The temporal
filtering applied to the data was used for the
model as well. Whole-brain general linear model
(GLM) time series statistical analyses of individ-
ual data sets were carried out using FMRIB’s
Improved Linear Model (FILM) with local auto-
correlation correction (10). To model the blood
oxygen level-dependent (BOLD) response, a box-
car function with ‘grip’, ‘myotonia’ or ‘myotonia
absent,” and ‘rest’ conditions was convolved with
the FSL’s canonical gamma hemodynamic
response function (HRF).

In DM/myotonia+ group, timings of myotonia
and rest conditions were adjusted for each patient
depending on the duration of observed myotonia.
These timings were not only used for the pre-
warm-up examination ‘myotonia’ condition, but
for the post-warm-up ‘myotonia absent’ condition
as well for each patient separately, to be after-
ward able to directly compare activations during
these conditions.

For the examinations of DM/myotonia— group
patients, ‘grip,” ‘myotonia absent,” and ‘rest’ con-
ditions were used, to be able to compare the
myotonia condition of the DM/myotonia+ group
with the myotonia absent condition of the DM/
myotonia— group. Myotonia absent condition
timing was set to 5 s as the average time of myo-
tonia conditions was 5 s.

Statistical analyses were carried out in native
EPI space. First-level statistic maps were regis-
tered into standard space using a three-step

68

process. First, low-resolution fMRI data from
each subject were registered to that subject’s
(brain-extracted) high-resolution  T1-weighted
structural image (seven degrees-of-freedom linear
fit); then, the high-resolution image was registered
to the MNI152 standard brain image (12 degrees-
of-freedom linear fit) using FLIRT (9). Subse-
quently, the registration from structural image to
the standard space was further refined using
FNIRT nonlinear registration (11, 12). The
resulting linear and nonlinear deformations were
combined mathematically and applied to the first-
level statistic maps to take them into standard
space. Interpolation was only used for the final
step, not in the registration calculations.

To carry out groupwise statistics, the first-level
FEAT data were fed into second-level analysis in
FEAT. Mixed effects (ME) higher modeling was
applied as ME does model the session/subject
variability, and it therefore allows inference to be
made about the wider population from which the
sessions/subjects were drawn. For the most accu-
rate estimation of higher-level activation, the
option FMRIB’s Local Analysis of Mixed Effects
(FLAME) with both stages (FLAME 1 + 2) was
carried out. This option includes a full Markov
Chain Monte Carlo sampling (MCMC)-based
analysis of near-threshold voxels that is advanta-
geous at small sample sizes (n < 10).

The following groupwise comparisons were car-
ried out:

A: Prewarm-up examination conditions vs post-
warm-up examination conditions (intrasubject
analysis, i.e., prewarm-up grip vs post-warm-up
grip condition; prewarm-up myotonia vs post-
warm-up myotonia absent condition). Extrac-
tion-based contrast maps were calculated using
paired ¢-test design. The comparisons of pre-
and post-warm-up examination conditions were
performed in the DM/myotonia— group as well
to reveal if repetition or fatigue in itself had an
effect on BOLD response.

B: Prewarm-up examination conditions of
DM/myotonia+ group vs prewarm-up condi-
tions of DM/myotonia— group (intersubject
analysis, i.e., DM/myotonia+ group grip vs
DM/myotonia— group grip condition; DM/
myotonia+ group myotonia vs DM/myoto-
nia— group myotonia absent condition).
Extraction-based contrast maps were calcu-
lated using unpaired -test design.

Passive hand movement tasks were compared
between myotonia and control groups using
extraction-based contrast maps with unpaired
t-test design.



Results

Structural imaging

Patients showed mild, non-specific alterations on
structural images, such as general atrophy, ven-
tricular enlargement, occasionally white matter
lesions, hyperostosis, and dilated Virchow—Robin
spaces. However, no gross deformation-disabling
image registrations was found.

Functional imaging

All patients in DM/myotonia+ group presented
myotonia lasting for at least 3 s (average 5 s,
max. 12 s) during prewarm-up examination after
each grip. During the post-warm-up examination,
no myotonia was observed lasting for more than
1 s. Myotonia was not seen in the DM/myoto-
nia— group during either grip task.

A:  Prewarm-up
(intrasubject

examination —vs — post-warm-up
analysis) — DM/

examination

Functional MRI in myotonic dystrophy

Myotonia+ group — Significantly (P < 0.05,
Z > 2.3) higher BOLD signal was found during
the prewarm-up examination in myotonia condi-
tion than during the post-warm-up myotonia
absent condition, in the supplementary motor
area (SMA) and in the dorsal anterior cingulate
cortex (dACC) (see contrast image on Fig. 2,
cluster details in Table 2.). No significant differ-
ence was found in grip condition BOLD signals.

DM/Myotonia— group — No significant difference
in BOLD signal was found between pre- and
post-warm-up conditions.

B: Prewarm-up conditions of DM myotoniat group
vs prewarm-up conditions of DM myotonia— group
(intersubject analysis) — Significantly (P < 0.05,
Z > 2.3) higher BOLD signal was found in the
DM/myotonia+ group in myotonia condition
than in the DM/myotonia— group myotonia
absent condition, in the SMA and in the dorsal
anterior cingulate cortex (dACC) (see contrast

Figure 2. Comparison of prewarm-up myotonia condition and post-warm-up myotonia absent condition in the DM/myotonia+
group. Red-yellow clusters (overlaid on MNI 152 standard brain) represent voxels of significantly (P < 0.05, Z > 2.3) higher
blood oxygen level-dependent signal at myotonia condition compared to myotonia absent condition. Clusters are located in the
supplementary motor area (SMA) and the dorsal anterior cingulate cortex ({ACC). Cluster details are listed in Table 2.
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Table 2 Cluster details of voxels of significantly higher blood oxygen level-
dependent signal in prewarm-up myotonia condition than in post-warm-up
myotonia absent condition

Z max coordinates
(MNI152)!

Cluster  Voxel # P Max. Z X (mm) Y (mm) Z(mm) Atlas label?

1 314 0.00681  4.29 6 —10 62
2 224 0.0452 5.09 2 -2 30

49% SMA
65% ACC

SMA, supplementary motor area; ACC, Anterior cingulate cortex.
'Coordinates in mm, MNI152 standard space.
“Atlas label according to the Harvard-Oxford Cortical Structural Atlas.

image on Fig. 3, cluster details in Table 3.). No
significant difference was found between grip con-
dition BOLD signals.

Passive hand movement task — No significant
difference in BOLD signal during passive hand
movement task was found between DM /myoto-
nia+ and DM/myotonia— groups.

Discussion

To our knowledge, this is the first study exploring
brain involvement during grip myotonia using
fMRI. It was possible to compare myotonic and
non-myotonic state in both intra- and intersubject
manner, first based on the warm-up phenomenon,
latter due to the patient groups with and without
apparent grip myotonia. These comparisons con-
sistently yielded increased BOLD signal at the
SMA and the dorsal anterior cingulate cortex
(dACC) or anterior midcingulate gyrus (aMCC)
due to the four-region neurobiological model (13,
14)), indicating activation of these areas to be
highly related to myotonia.

As expected, primary motor areas showed no
activation during myotonia (patients were told
not to force relaxation; thus, no activation was
expected due to extensor muscle action either).
This supports our hypothesis that brain func-
tions are not taking part in the development of

Figure 3. Comparison of DM/myotonia+ group prewarm-up myotonia condition and DM/myotonia— group prewarm-up myoto-
nia absent condition. Red-yellow clusters (overlaid on MNI 152 standard brain) represent the significantly (P < 0.05, Z > 2.3)
higher blood oxygen level-dependent signal rate voxels in the DM/myotonia+ group myotonia condition compared to DM /myo-
tonia— group myotonia absent condition. Clusters are located in the supplementary motor area (SMA) and the dorsal anterior

cingulate cortex (dACC). Cluster details are listed in Table 3.
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Table 3 Cluster details of voxels of significantly higher blood oxygen level-
dependent signal in DM/myotonia+ group myotonia condition than in DM/
myotonia— group myotonia absent condition

Z max coordinates
(MNI52)'

Cluster  Voxel # P Max. Z X (mm) Y (mm) Z(mm) Atlas label?

1 682  0.00014 379 0 12 34
2 516 0.003 291 —4 —12 62

81% ACC
50% SMA

ACC, Anterior cingulate cortex; SMA, supplementary motor area.
'Coordinates in mm, MNI152 standard space.
ZAtlas label according to the Harvard-Oxford Cortical Structural Atlas.

myotonia, but myotonia of primarily muscular
origin causes secondary, probably compensational
cortical activations.

The prolonged abnormal relaxation enables the
fMRI mapping of areas that are probably
involved in normal muscle relaxation as well.
Activations in the medial frontal cortex during
myotonia may theoretically be due to different
motor control mechanisms as movement initia-
tion/preparation, ‘active’ motor termination, but
may be part of conflict-related mechanisms as
well.

The mechanism of voluntary muscle relaxation
in the healthy state is not fully understood. A
number of investigators raised that voluntary
muscle relaxation may not simply be a result of
the cessation of neural activity leading to contrac-
tion, but is mediated by an active inhibitory cir-
cuit (15-17). This inhibitory mechanism was
shown to precede muscle relaxation similarly as
motor preparation mechanisms precede muscle
contraction. This type of inhibition, the one lead-
ing to contraction or motor performance termina-
tion, might be somewhat different from the
inhibition of an entire action that is part of the
motor selection mechanisms. However, both
types of inhibition were proposed to be related to
the SMA (15-18). It is quite possible that the
higher BOLD signal found in the SMA in the
present study during myotonia represents such
inhibitory function; that is, the brain is inherently
‘willing” to finish the abnormally prolonged relax-
ation, even though patients were told not to
intentionally force the termination of myotonia.
This result is in line with the theory of the role of
inhibitory circuits in motor termination.

Other activated area during myotonia was the
dACC (or aMCC), which is also a motor control
area of the medial frontal cortex. This area is
regarded to link cognitive functions to motor
actions. From the aspect of myotonia, the most
important ‘cognitive motor control’ functions

Functional MRI in myotonic dystrophy

related to this area are perhaps action monitoring
and conflict-related functions, such as error detec-
tion (19-21). Conscious error detection was
shown to be an especially strong activator of the
dACC (19). Although the mechanism of error
detection during myotonia may somewhat differ
from the mechanisms activated by the tasks used
in these studies (e.g. ‘stroop task’ or ‘error aware-
ness task’), it is likely that the major component
of the dACC activation seen in our patients is
related to error detection-like mechanism as well,
as a result of the experience of non-occurring grip
relaxation despite the intention to do so. Other
explanation for dACC activation in our patients
may be the negative affect, or pain caused by
myotonia as both are represented in the dACC
(22); however, neither patient reported pain dur-
ing the tasks.

Interestingly, no significant difference in BOLD
signals due to possibly delayed resting-state acti-
vation was detected during myotonia; that is, we
could not detect lower BOLD signals during
myotonia phase when compared to non-myotonic
states of DM/myotonia— group or the myotonia
absent phase of DM/myotonia+ group. A reason
for this might be that resting-state network acti-
vation is slower than the period of myotonia, or
spatially not uniform enough to reach a statisti-
cally significant difference.

Overall, simultaneous activation seen in the
dACC and SMA during myotonia suggests that
the muscular relaxation inhibition triggers sec-
ondary response in motor control areas encom-
passing motor monitoring: error detection and
consequent relaxation preparation. The absence
of significant BOLD signal difference between
groups and sessions during passive hand move-
ment task underscores that the dACC and SMA
activations are myotonia related and are not a
result of other possible motor or sensory mecha-
nism alteration caused by DM1.

Medial frontal motor areas were shown to be
linked to other diseases accompanied by motor
disorders as Parkinson’s disease (23, 24), apraxias
(25, 26), and dystonias (27).

Main limitation of this study is the low number
of patients; however, considering the prevalence
of DM, inclusion criteria, and MRI compatibil-
ity, our sample size is still reasonable. Grip
strength during fMRI tasks was not recorded,
which could have been confounding when inter-
preting results. However, no difference was found
in BOLD responses during grip phases either on
inter- or intrasubject comparisons, indicating that
no significant difference occurred in grip perfor-
mance between groups or between sessions (i.e.,
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fatigue may not explain intersession differences in
the post-grip phase)(28).

We showed that myotonia is related to cortical
activations in high-order motor control areas.
This cortical involvement is most likely to repre-
sent action of inhibitory circuits intending motor
termination. Our results may add important
information to the field of motor area research
and may help understanding the cortical contri-
bution to other peripheral and central disorders
affecting motor system as Parkinson’s disease, dy-
stonias, or apraxias.

Acknowledgments

Sources of funding: This work was supported by grants:
SROP-4.2.2/A-11/1/KONV-2012-0017,  Hungarian  Brain
Research  Program  Grant No. KTIA_13_NAP-A-II/9,
KTIA_13_NAP-A-11/10, and by PTE AOK-KA-2013/12. Dr.
Schwarcz was supported by a grant of Hungarian Scientific
Research Found OTKA-K 109132 for which he served as
primary investigator, and by Bolyai Scholarship. Dr. Kovacs
was supported by a grant of Hungarian Scientific Research
Found OTKA- PD103964 for which he served as primary
investigator, and by Bolyai Scholarship.

Conflict of interest

Authors report no conflict of interest.

References

1. Upp B, KraHE R. The myotonic dystrophies: molecular,
clinical, and therapeutic challenges. Lancet Neurol
2012;11:891-905.

2. LociGgian EL, Broop CL, DiLek N et al. Quantitative
analysis of the “warm-up” phenomenon in myotonic dys-
trophy type 1. Muscle Nerve 2005;32:35-42.

3. CHARLET BN, Savkur RS, SinGgH G, PHiLips AV, GRICE
EA, Cooprer TA. Loss of the muscle-specific chloride
channel in type 1 myotonic dystrophy due to misregulat-
ed alternative splicing. Mol Cell 2002;10:45-53.

4. MiINNEROP M, WEBER B, ScHOENE-BAKE JC et al. The
brain in myotonic dystrophy 1 and 2: evidence for a pre-
dominant white matter disease. Brain 2011;134:3530-46.

5. RoMmeo V, PEGorarRO E, FErrATI C et al. Brain involve-
ment in myotonic dystrophies: neuroimaging and neuro-
psychological comparative study in DM1 and DM2. ]
Neurol 2010;257:1246-55.

6. CaramiaA F, MaINErO C, GRAGNANI F et al. Functional
MRI changes in the central motor system in myotonic
dystrophy type 1. Magn Reson Imaging 2010;28:226-34.

7. OrprieLd RC. The assessment and analysis of handedness:
the Edinburgh inventory. Neuropsychologia 1971;9:97-113.

8. SmitTH SM. Fast robust automated brain extraction. Hum
Brain Mapp 2002;17:143-55.

9. JENKINSON M, BANNISTER P, Brabpy M, SwmitH S.
Improved optimization for the robust and accurate linear
registration and motion correction of brain images. Neu-
rolmage 2002;17:825-41.

12

10.

1.

12.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

WooLricH MW, RipLEY BD, BrRaADY M, SmiTH SM. Tem-
poral autocorrelation in univariate linear modeling of
FMRI data. Neurolmage 2001;14:1370-86.

ANDERSsON JLR, JEnkINsON M, SmitH S. Non-linear opti-
misation. FMRIB technical report TRO7JAIL. http://
www.fmrib.ox.ac.uk/analysis/techrep/, 2007a.

ANDERsSON JLR, JENKINSON M, SMiTH S. Non-linear reg-
istration, aka Spatial normalisation. FMRIB technical
report TRO7JA2. http://www.fmrib.ox.ac.uk/analysis/
techrep/, 2007b.

. Paxmvos G, Mar J eds. The human nervous system.

Amsterdam: Elsevier, 2004: pp 915-49.
PALOMERO-GALLAGHER N, VoGT BA, SCHLEICHER A, MAY-
BERG HS, ZiLLEs K. Receptor architecture of human cingu-
late cortex: evaluation of the four-region neurobiological
model. Hum Brain Mapp 2009;30:2336-55.

TeraDA K, IKEDA A, NAGAMINE T, SHiBasaki H. Move-
ment-related cortical potentials associated with voluntary
muscle relaxation. Electroencephalogr Clin Neurophysiol
1995;95:335-45.

Toma K, HonpAa M, Hanakawa T et al. Activities of
the primary and supplementary motor areas increase in
preparation and execution of voluntary muscle relaxa-
tion: an event-related fMRI study. J Neurosci 1999;19:
3527-34.

Toxopeus CM, DE VRiEs PM, DE Jong BM et al. Cerebral
activation patterns related to initiation and inhibition of
hand movement. NeuroReport 2007;18:1557-60.

NacHev P, KEnNarD C, HusaiN M. Functional role of
the supplementary and pre-supplementary motor areas.
Nat Rev Neurosci 2008;9:856-69.

Orr C, HesteErR R. Error-related anterior cingulate cortex
activity and the prediction of conscious error awareness.
Front Hum Neurosci 2012;6:177.

Luu P, FraiscH T, Tucker DM. Medial frontal cortex in
action monitoring. J Neurosci 2000;20:464-9.

GEeHRING W], KnigHt RT. Prefrontal-cingulate interac-
tions in action monitoring. Nat Neurosci 2000;3:516-20.
SHACKMAN AlJ, Saromons TV, Stacter HA, Fox AS,
WinTER JJ, DavipsoN RJ. The integration of negative
affect, pain and cognitive control in the cingulate cortex.
Nat Rev Neurosci 2011;12:154-67.

Prayrorp ED, Jenkins IH, Passinginam RE, Nutt J,
Frackowiak RS, Brooks DJ. Impaired mesial frontal and
putamen activation in Parkinson’s disease: a positron
emission tomography study. Ann Neurol 1992;32:151-61.
JanansHAHT M, JEnkiNs TH, BrRowN RG, MARrsDEN CD,
PassingHAM RE, Brooks DJ. Self-initiated versus exter-
nally triggered movements. I. An investigation using
measurement of regional cerebral blood flow with PET
and movement-related potentials in normal and Parkin-
son’s disease subjects. Brain 1995;118(Pt 4):913-33.
DeLrA Sara S, Francescant A, SPINNLER H. Gait apraxia
after bilateral supplementary motor area lesion. J Neurol
Neurosurg Psychiatry 2002;72:77-85.

Suzuki Y, Kivosawa M, MocHizukli M, IsHiwaTAa K,
Isun K. The pre-supplementary and primary motor areas
generate rhythm for voluntary eye opening and closing
movements. Tohoku J Exp Med 2010;222:97-104.

Oca T, Honpa M, Toma K et al. Abnormal cortical mech-
anisms of voluntary muscle relaxation in patients with wri-
ter’s cramp: an fMRI study. Brain 2002;125:895-903.
CrRAMER SC, WEISSKOFF RM, ScHAECHTER JD et al.
Motor cortex activation is related to force of squeezing.
Hum Brain Mapp 2002;16:197-205.



