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1. Osszefoglalas

A karnitin egy ubikviter vizoldékony molekula, mely elsédleges fiziologiai
szerepét a hosszu szénlanct zsirsavak égetésében ¢€s, ezaltal, a ketogenézisben fejti ki, de
emellett szdmos mas anyagcsere- ¢€s sejtfunkcidja is ismert. A human szervezet foleg a
taplalkozéassal biztositja megfeleld karnitinszintjét, bar ismert, hogy valamilyen foku
endogén szintézis is torténik. A sejtekbe aktiv transzport segitségével, egy jelentds
plazma/szovet gradienssel szemben kertil a karnitin.

A magas affinitasi human karnitin transzporter génjének (SLC22A5) direkt
mutacidi primér karnitinhianyhoz vezetnek, mely betegség elsddlegesen a sziv, a maj és a
harantcsikolt izomzat érintettségével jar, de a fenotipus rendkiviil széles variabilitasa is
el6fordulhat. Munkénk sordn primér karnitinhidnyos magyar roma csaladokat
vizsgaltunk, melyekben egy csaladon beliil is kiilonb6z6 klinikai megjelenést, valamint
ujdonsagként, igazoltan SLC22A5 mutacidval tarsult hirtelen bolcsohalal eseteket is
talaltunk. A talalt szervi eltérések részletes szoOvettani jellemzése uj adatokkal
gyarapitotta a meglévo irodalmat.

A bolcséhalalban elhunyt gyermekek nyirokszoveteinek részletes elemzése
lehetévé tette a karnitin klasszikus anyagcsere-szerepétdl eltérd sejtfunkcidjanak
vizsgalatat, és fényt deritett az immunvalaszban betoltott jelentds kdzremiikodésére.

Laboratoriumunkban az elmult négy évben keriilt bevezetésre a tandem
tomegspektrometria, mint nagy hatékonysagu uj analitikai és diagnosztikus technika. A
modszer rendkiviili eldnyeit kihasznalva részletes elemzésnek vetettiik ald a karnitin
homeostasis eltéréseit homozigodta és heterozigota primér karnitinhianyban.

Erdeklddésiinket kiterjesztettiik a karnitin transzporter gének (SLC22A5 és
SLC22A4) ¢s variansaik multifaktorialis betegségekben felmeriilt szerepének
tanulmanyozasara is. Az elmult évek kisérletes és klinikai vizsgalddasai alapjan magyar
rheumatoid arthritises, Crohn-beteg és colitis ulcerosas betegcsoportban végeztiink
eziranyl molekularis genetikai, valamint a karnitin-anyagcsere eltéréseire iranyulod
tandem tomegspektrometrids elemzéseket.



2. Bevezetés

2.1. A karnitin szerepe az emberi anyagcserében

Az L-karnitin molekula (3-hidroxi-4-N,N,N-trimetilaminobutirat) sajatos
biokémiai képessége, hogy enzimatikus reakcidok segitségével észtereket tud képezni
szerves savakkal. Klasszikus élettani szerepe is ezen biokémiai képességébdl fakad: a
karnitin regulatérikus szerepet jatszik az aktivalt hossza szénldnct zsirsavak citoszolbodl a
mitokondridlis matrixba, a B-oxidacié helyszinére torténd szallitdsaban. A hossza
szénlancu zsirsavak ugyanis sem magukban, sem pedig aktivalt, koenzim-A-val
¢észterezett formaban nem képesek atjutni a belsé mitokondrialis membranon, szallitasuk
karnitinészter formaban torténik a karnitin-palmitoiltranszferdz I. enzim (CPTI), a
karnitin-acilkarnitin transzlokdz (CACT) valamint a karnitin-palmitoiltranszferaz II.
enzim (CPTII) segitségével. A ketogenézisben betdltott elsddleges szerepe mellett a
karnitin egyé€b anyagcsere-folyamatokban is részt vesz: hozzajarul a sejtekben egy
megfeleld szabad koenzim-A koncentracio fenntartasahoz, mely elengedhetetlen szamos
anyagcsere-folyamatban, igy a citratciklusban, ketogenézisben és glukoneogenézisben,
valamint képes moduldlni a részlegesen metabolizalt acil-csoportok toxikus hatasat.
Xenobiotikus eredetli (pl. pivalatsav és valproat), valamint az anyagcsere-zavarokban
felhalmoz6doé szerves savakkal (pl. propionsav, metilmalonsav stb.) karnitinésztereket
képezve, visszadllitja a sejt szabad koenzim-A raktarat és eltavolitja a toxikus intermedier
metabolitokat. Végiil a peroxisomalis B-oxidacié termékeinek mitokondriumokba torténd
szallitdsaban is részt vesz a karnitin.

1 ,/--\‘_ ‘\
Acetylcarnitine \;E___E/
T
P \ -
— - ——— lr:‘lllll | o
/ \
_J (-L“\HI == = — I..---_;-Il.\.-n Acyl-Coy
1)
CPTI .

Mitochondrial
Matrix

1. abra: A karnitin szerepe a hossz( szénlancu zsirsavak mitokondrialis szallitdsaban (Vaz et al., 2002).

2.2. A karnitin egyéb sejtfunkcioi

A karnitin klasszikus energiahdztartdsban betoltott anyagcsere-szerepe mellett
felvetddott, hogy szamos egyéb sejtfolyamatban is funkcionalisan résztvesz. Tobb
kisérletes adat szamol be a karnitin immunvalaszban betoltott szerepérdl, ugyanakkor a
primér karnitinhidnyos betegek klinikai tlinettanaban mutatkoz6 fokozott infekcidhajlam
is arra enged kovetkeztetni, hogy a karnitin funkciondlis szereppel bir az
immunfolyamatokban. Emellett szamos eredmény demonstralja a karnitin szerepét mind
az intrinsic mind az extrinsic Gtvonalon beinditott apopt6zis folyamataban.



2.3. Primér karnitinhiany

A karnitinhiany eredete alapjan primér- €s szekunder karnitinhianyt kiilonit el az
irodalom. Primér karnitinhidnyban elsddlegesen a karnitin szoveti felvétele karosodott, a
szekunder karnitinhidnyos allapotokban a karnitinhiany egyéb korfolyamat vagy
koriilmény masodlagos kovetkezménye.

Primér karnitinhidnyos 4llapotot, vagy masnéven primér szisztémas
karnitindeficiencia szindromat okoznak (OMIM 212140) az SLC22A5 génben
bekovetkezett mutaciok, melyek az OCTN2 karnitin transzporter fehérje funkcidjanak
karosodasdhoz vezetnek ¢és autoszomalis recessziven Oroklédnek. A genetikailag
karosodott vagy hianyzé transzporter nem képes a keringésbdl felvenni és a sejtekbe
juttatni a karnitint, igy a szoveti karnitinszint jelentdsen csokken. Mivel a karnitin renalis
reabszorpcidja is OCTN2-fiiggd folyamat, a vese is elveszti karnitin visszaszivo
képességét, kovetkezésképpen a keringd karnitin mennyisége is nagyon alacsony lesz. A
keringd ¢és szoveti karnitinhidny miatt karosodik a hossziszénlanct zsirsavak
mitokondridlis  hasznositasa, 1igy energiahiany, ¢éhezés soran hypoketotikus
hypoglycaemia alakul ki. Mivel a szivizomsejtek és vazizomsejtek, valamint a maj- és
vesesejtek elsddleges energiaforrasat ¢hezés alatt a hosszuszénlancu zsirsavak biztositjak,
ezen szovetek karosodasa a legszembetiinobb.

2.4. A human karnitin transzporterek
Mivel a szoveti karnitin koncentracio 20-50-szerese a plazma karnitin
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a vesében. Az OCTN2 fehérjét 557 aminosav alkotja, molekulatomege 63kDa. Az
aminosav szekvencia analizise alapjan 12 putativ transzmembran domain feltételezhetd
strukturagjaban. (2. abra). Az OCTN2 transzporter génje, az SLC22A5 gén
megkozelitéleg 30 kb nagysagi és az 5q31-es kromoszémarégiora lokalizalodik.
Szekvencidja nagyfoku homologiat (75,8%-0s) mutat az organikus kationtranszporter
csalad egyik korabban megismert tagjaval, az OCTN1-gyel (génje az SLC22A4), mely
szintén képes a karnitin szallitasara. Emellett egy masik transzportert is azonositottak az
elmult évtizedben: az ATB®" fehérjét, melyek képes a karnitin szallitasara. Az ATB*" és
az OCTNI fehérje a jelen adatok alapjan aspecifikus karnitin szallité fehérjék szerepét
toltik be az emberi szervezetben.
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2. abra: Az OCTN2 fehérje feltételezett szerkezete, bal oldalon az N-termindlis, jobb oldalon a C-
terminalis vég (Amat di San Filippo et al., 2003).




2.5. A OCTN2 mutaciok klinikai megjelenése

Az OCTN2 szerepét a karnitin felvételében 1998-ban bizonyitottak, de a primér
karnitinhidny fogalmat mar kordbban 1is ismerte a szakirodalom. Ma primér
karnitinhianyos allapotként (OMIM 212140) csak az SLC22A5 génben verifikalt
mutaciokkal tarsult klinikai tiinetegytittest fogadjuk el.

Az irodalomban eddig prezentalt esetekben a kialakul6 fenotipust altalaban a sziv,
a vazizomzat és a mdj funkciondlis kdrosoddsa dominalja, ugyanakkor az eddig kozolt
esetek széles fenotipusos variabilitast mutatnak. A klinikai tiinetek megjelenése altalaban
az 1-6 éves kor kozott a leggyakoribb. A szivizomzat és a maj azok a szervek, melyek
elsddlegesen és csaknem minden esetben, illetve a betegség egy adott stadiumaban
mindig érintettek: teljes manifesztacio esetén cardiomyopathia 1ép fel, ami altalaban
dilatativ jellegli, enyhébb érintettségnél diszkrét EKG- vagy ultrahangjelek jelentkeznek.
A cardiomyopthia, mint a primér karnitinhiany potencialisan letdlis manifesztacidja,
dramai javulast mutat magas do6zist karnitinkezelésre: 100 mg/ttkg/nap hatasara a gyors
klinikai javulds mellett normalizdlodnak az EKG- és UH-eltérések is. A zsirsavak
karosodott P-oxidacidja a majban hepatopathidhoz vezet, mely elorehaladottabb
allapotban majfunkcio eltérésekhez, stlyosabb manifesztacid esetén Reye-szindréma-
szerli epizodokhoz vezet. A hardntcsikolt izomszovetben is megfigyelhetd a
microvesicularis lipid lerakodas hypotoniat, izomgyengeséget, izomfaradékonysagot
eredményezve. A tipusos hepatocardidlis ¢és myopathids manifesztaciok mellett
el6fordulhat anaemia is a betegekben, legtobbszor vashianyos microcyter anaemia
valamint gyakori tlinet a halmozott infekciok el6fordulasa, melyek azonban latvanyos
javulast mutatnak a karnitinkezelés bevezetését kovetden. A fenotipusvariabilitas igen
sokrétli OCTN2 defektusban, a kialakul6 tlinetegyiittes még ugyanazon mutacié esetében
is kiilonb6zo lehet, s6t ugyanazon csaladon beliil is eltérd klinikai kép alakulhat ki. Az
eddig kozolt esetek alapjan nem allithatd fel egyértelmii genotipus-fenotipus korrelacio
az SLC22A5 gén mutacioi tekintetében.

Molekularis szinten az eddig megfigyelt mutaciok lehetnek egyszerti, egy bazist
érintd deletiok, insertiok, misszensz vagy nonszensz mutaciok, de lehetnek tobb bazist is
érinté deletiok vagy insertiok is. A baziseltérések a splicing mechanizmus
befolyasoldsaval vagy a fehérjelanc megvaltoztatdsaval funkciocsokkent transzporter
szintéziséhez vezetnek; vagy pedig egy idd eldtti stop kodon keletkezése esetén
egyaltalan nem képzddik OCTN2 fehérje. Primér karnitinhidnyban is leirtdk, hogy a
heterozigota egyének is mutathatnak epizodikus szivmanifesztaciot, japan csaladok
vizsgalata szerint a heterozigdtakban egy felnottkori-idéskori cardiomyopathias hajlam
figyelhetd meg.

2.6. A karnitintranszporter gének, mint suszceptibilitasi faktorok

multifaktorialis betegségekben

Egyre tobb komplex klinikai szindromardl €s multifaktorialis betegségrdl dertil ki,
hogy Osszetett genetikai hattere van, mely hajlamositéd tényezdként hozzajarul a betegség
patogenéziséhez.. Tobb gyulladasos betegség, igy a gyulladasos bélbetegségek (IBD) ¢és
rheumatoid arthritis valamint egy sokat vizsgalt régio, az 5q31 citokin cluster
kromoszomarégid kozott talaltak aszociacidt az elmult években. Ez a régid szamos, az
immun- és gyulladasos folyamatokban szerepet jatszd gént tartalmaz, emellett a karnitin



homeostasist meghatarozé két organikus kation transzportert kodold gén is erre a régidra
lokalizalodik.

A rheumatoid arthritis (RA) egy kronikus gyulladasos betegség, mely a vilag
lakossaganak 0.5-1.0%-at érinti. Szdmos tanulmany bizonyitja, hogy komplex
HLA gén, mint szuszceptibilitasi faktor, igy a TNFR2, PADI4, PTPN22, IL-1B, GSTM1,
SLC22A4 ¢s RUNX1 gének szerepét is felvetették kialakuldasaban. Japan populdcidban
asszociaciot talaltak a RA és az SLC22A4 gén kozott, mely az OCTNI ergothionein- és
alacsony affinitast karnitin-transzportert kodolja. Egy eset-kontrolll tanulmany soran egy
olyan SNP-t azonositottak a gén els6 intronjaban sIc2F2 (C6607T) néven, ami
asszociaciot mutatott rheumatoid arthritissel. Emellett az SLC22A4 gén expressziojat
gatldo RUNXI1 fehérjét (Runt-related transzkripciés faktor-1) kddold gén 6-os intronjaban
talalhat6 SNP is erds asszociaciot mutatott rheumatoid arthritissel.

3. Célkituzések

1. Magyar primér karnitinhidnyos betegek, csalddtagjaik és bdolcs6halalban elhunyt
testvéreik mintaibol az SLC22A5 gén molekularis genetikai analizisének elvégzése.

2. A bolcséhalalban elhunyt betegekbdl rendelkezésiinkre allo6 OCTN2 deficiens
autopszias mintak részletes szivizom- €és majszovettani vizsgalata.

3. Az OCTN2 deficiens betegek és mutaciohordozok karnitin homeostasisdnak elemzése
tandem tomegspektrometrids karnitinészter profil vizsgalattal.

4. A karnitin immunvalaszra gyakorolt hatdsanak vizsgdlata autopszids immunszdvetek
hisztologiai és immunhisztologiai analizise révén.

5. Az SLC22A4 gén, valamint a gént szabalyozo RUNXI1 transzkripcids faktor génjének
hajlamositd polimorfizmusainak vizsgalata magyar rheumatoid arthritises populacidoban
¢s egészséges kontrollokban.

6. Az SLC22A4 ¢és RUNX1 génekben kijelolt szuszceptibilitasi allélok lehetséges
funkcionalis kovetkezményének tanulményozasira a keringd szérum karnitinészter
szintek Osszehasonlitisa magyar rheumatoid arthritises betegcsoportban és egészséges
kontrollokban.



4. Betegek és modszerek

4.1. Betegek

A primér szisztémds karnitindeficiencia szindroma fenotipusos, biokémiai és
genetikai vizsgalata soran szdmos OCTN?2 transzporter defektust hordozé homozigéta és
heterozigdta egyént diagnosztizaltunk. Kutatdsaink két kiterjedt magyar roma csalad
érintett egyéneinek vizsgalatara §sszpontosultak.
Az els6 altalunk vizsgalt csalad egy kiterjedt roma csalad Kelet-Magyarorszagrol (3.
abra). A csalad 26 tagjatol nyertiink DNS mintéat és végeztiink genetikai analizist. A
csaladban 2 bolcsohalal (I11/5 €s I11/8) és egy perinatalis halaleset (I1I/11) volt ismert.
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3. dabra: Az els6 altalunk vizsgalt primér karnitinhidnyos magyar csalad. Fekete szimbolum: homozigota,
fehér: normal, csikozott: heterozigota, N: nem vizsgalt egyének. P: az altalunk jelenleg is kezelt probandust
jeloli.
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A masodik kiterjedt csalad (4. abra) az els6 altalunk vizsgalt csaldddal nem all
rokonsagban. Az orszadg asik sarkdban laknak mar legalabb harom generacido ota. A
csaladon beliil azonban eléfordul a consanguinitas.

A rheumatoid arthritises polimorfizmusok vizsgalata soran a PTE OEKK
Immunoldgiai és Reumatologiai Klinika beteganyagébol 209 rheumatoid arthritises beteg
és 217 kontroll beteg vér és szérum mintait vizsgaltuk. A vizsgalatban résztvevd
valamennyi beteg sporadikus rheumatoid arthritisben szenved, klinikailag eleget tettek az
Amerikai Rheumatologiai Tarsasag rheumatoid arthritisre vonatkozd
kritériumrendszerének (Arnett et al.,, 1988). Az altalunk vizsgalt betegek, sziileik és
kontrollok részletes felvilagositast kovetden beleegyezésiiket adtdk kutatasunk itt leirt
minden vizsgalatihoz. Vizsgalataink soran mindvégig a PTE AOK Etikai Bizottsaga 4ltal
kijelolt iranyelveket és szabalyozasokat kovettiik.
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4. abra: A masodik primér karnitinhidnyban szenvedd magyar csalad. Csillaggal jeloltiik az altalunk
vizsgalt csaladtagokat. Jelolések lasd el6z6 abra.

4.2. Biokémiai modszerek
4.2.1. A plazma és szérum karnitinészterek mérése ESI triple quadrupol
tandem tomegspektrometriaval

A karnitinészter profil meghatarozasahoz minden beteg €és kontroll egyéntdl egy
12 oréas ¢hezést kovetden plazma, illetve sz€érum mintat gyiijtottiink reggel 8:00 és 8:30
kozott. A szérum, illetve plazma acilkarnitin-észtereket metanolos kivonas utan soésavas
kozegben terc-izobutanol szarmazékképzést kovetden butilészterként mértiikk egy izotop
dilucids tomegspektrometrias modszerrel Micromass Quattro Ultima ESI triple quadrupol
tomegspektrométerben. Mintabeviteli rendszerként egy Waters 2795 Alliance HPLC
eszkozt hasznaltunk, mely egy 0.1 ml/perces acetonitril:viz (80:20 v:v%)
oldoszeraramlast tartott fenn. A mintdbol 10 pl-s adagokat injektaltunk 4 perces
1d6kozonként az olddszeraramba. Mivel az acilkarnitinek jellemzo, 85 Da tomegvesztést
produkalnak az iitk6zési cellaban, a szabad karnitint és az 6sszes acilkarnitin-észtert ESI-
MS/MS analizissel hatdroztuk meg az m/z 85-6s fragmens pozitiv anyaion pasztazasaval,
mely soran a pasztdzasi tartomanyunk 200-550 m/z volt. A mérést a kovetkezd
paraméterek mellett végeztiik: az optimalizalt kapillaris fesziiltség, conus fesziiltség és
itkozési energia 2.50kV, 55V and 26eV értékekre volt allitva. Minden mintat haromszor
mértiink meg az injektalassal kezdédden, és a megadott eredmények a hadrom mérés
atlagat tiikkrozik.

4.3. Molekularis genetikai modszerek
Az OCTN2 muticiock, az OCTN1 és RUNXI1 polimorfizmusok
vizsgalata direkt szekvenalassal és RFLP analizissel



Az SLC22A5 gén 10 exonjanak felerdsitéséhez és szekvendlasahoz intronba nytlo
primerparokat terveztiink, hasonléan az SLC22A4 és RUNX1 gének esetében is. A PCR
felerdsitéseket MJR PTC 200 thermal cycler gépeken végeztiikk, valamennyi exon
esetében hasonld koriilményeket alkalmaztunk. Az inkubécidos elegyiink 50 pl
végtérfogatban kb. 10-20 ng DNS-t, 3 pmol forward és reverse primert, 5 pl 10x higitast
reakcios puffert, 2 U Taq polimerdz enzimet, 0.2 mM koncentracioban mind a négy
dNTP-t és 1.5-2.5 mM MgCl,-t tartalmazott. A polimerdz lancreakcid koriilményeit a
standard eljarasok szerint valasztottuk meg, az SLC22A5 esetén a primerkotddés 58°C-on
1 percig, a RUNX1 és az SLC22A4 esetén 60°C-on 1 percig tortént. A PCR soran kapott
termékeket ABI Prism 310 Genetic Analyzer automata szekvenaldval festék termindcios
technikdval szekvenaltuk mindkét irdnyban a gyarté utasitdsa szerint (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Emellett RFLP moédszert dolgoztunk ki a gyors
genotipizalashoz: a PCR termékeket SLC22A5 esetében Bsl I, a RUNX1 SNP esetében
BstN I, az SLC22A4 SNP esetében Hph I enzimmel emésztettiik, majd a kiilonb6z6
termékeket agar6z gélelektroforézis soran detektaltuk.

4.4. Hisztopatologiai modszerek

A kiilonb6zé lymphoreticularis szervek, mint csontveld, 1ép, tonsilla,
nyirokcsomo ¢és thymus haematoxylin-eosinnal (H&E) festett metszeteit szovettani
jellegzetességek és altalanos szdveti organizaciod szempontjabol vizsgaltuk.

Az immunhisztokémiai vizsgalatokat egy DAKO autostainer eszkozzel (DAKO,
Glostrup, Denmark) végeztiik egy standard indirekt avidin-biotin peroxiddz detekcids
protokollal. Az immunhisztokémiai vizsgalatban hasznalt reagensek szintén a DAKO cég
termékei.

A metszeteket bel-2 (1:50 higitéas), IgD (1:200 higitas) és MIB-1 (1:150 higitas)
immunfestésnek vetettiik ald; ellenjelolésként Giemsat alkalmaztunk. Az IgD festést a
kopenysejtek specifikus indikatoraként hasznaltuk, a MIB-1 festés a nyiroktiiszokon
beliili proliferalo €s funkcionalisan aktiv sejtek markereként szolgalt. Az anti-apoptotikus
bcl-2 immunreakcio a thymusban 1évé sejtek megjelenitését célozta meg. Az
immunhisztokémiai eredmények kiértékelése soran a sotétbarna pozitiv jel eloszlasat
vizsgaltuk, a nyiroktiiszokon beliili halmozddasat valamint a thymus cortex €s medulla
kozti eloszlasat. A betegiinkben kapott minden egyes antigén jel6lési mintdzatot egy
normal kontrollban kapott jel6léshez viszonyitottuk.

4.5. Statisztikai modszerek
A genotipusok eloszlasat a y* probaval elemeztik. A szérum karnitinészter értékek
Osszehasonlitasara paratlan t-probat alkalmaztunk.



5. Eredmények

5.1. A primér Karnitinhianyos csaladok molekularis genetikai

eredményei

A vizsgalt mindhdrom beteg gyermek (3. dbra: III/7 és 4. abra: IV/8 és IV/11)
molekularis genetikai vizsgalata soran az SLC22AS5 gén 5. exonjaban egy homozigota
citozin bazisdeléciot talaltunk: 844delC a cDNS szekvencidban és 17081 delC a
genomialis szekvencidban. A mutacid az olvasési keret eltolodasahoz vezetett és igy a
deléciés hely utani 13. tripletben egy korai stop kodon keletkezik: R282D
aminosavceserét, illetve V295X trunkaciot eredményezve a fehérjében.

Az els6 csaladban (3. abra) 24 csaladtag periférias vérébol, valamint a csalad két
bolcsohalal esetének paraffinba agyazott szoveti metszeteibol kinyert DNS mintaibol
végeztiink mutacid analizist. A két bolcs6halal eset szintén homozigdtanak bizonyult a
fenti mutaciora, a csaladban tovabbi 12 hordozot azonositottunk.

A masodik csaladban 12 csaladtagtdl nyertiink vérmintadt muticié analizisre,
ennek soran a két sziilopar €s 3 gyermek bizonyult hordozénak a mutéaciora. A 1V/9-es (4.
abra) bolcsdhalalban elhunyt gyermek esetében a tiiddszovetbdl kinyert DNS-bol tudtuk
elvégezni a genetikai vizsgalatot, mely homozigota mutaciot igazolt.

5.2. Az R282D homozigota betegek maj-és szivizomszovetének
hisztologiai jellegzetességei

Az altalunk vizsgalt OCTN2-defektusos csalddokban eléfordult hdrom hirtelen
halal eseteinek autopszids mintdibol a maj, a szivizomszovet €s a tlidoszovet hisztoldgiai
elemzését végeztik el.

A majszovetben az egymastol kiilonb6zé nagysagi vakuolumok lipiddepoziciora
utalnak, melyek els6édlegesen a lobulusok széli részein figyelhetok meg, a centrolobularis
részek alig vagy kevésbé érintettek (5. abra, H&E festés az A és B oszlopokban). A
fiatalabb beteg majszdvetében, (1. csalad I1I/5) aki 6 honapos korban exitalt, stilyosabb
foku a lipiddepozicio, (5. abra 2. sor) mint az id6sebb beteg (1. csalad III/8, 5. abra 1.
sor) esetében.

A szivizomszovetben a kiilonb6z6 méreti ¢és alaki nucleusok jelenléte
izomhypertrophidra utal. Mindkét beteg szivizomzataban fokalis lipidvakuolumok
lathatok (III/8 beteg: 3. sor, III/5 beteg: 4. sor). A lipidlerakddas tilnyomod része a
subendocardidlis részre koncentralodott (5. abra: A oszlop, 3. és 4. sor). A sziv mas
részein, példaul a kamrafalban, kisebb zsircsepp-aggregatumok voltak lathatok, a
vakuolumokat lathatolag membranok hataroltak (5. abra: B oszlop, 3. és 4. sor).

A masodik csalad IV/9 betegének (4. abra) autopszias tiidoszovet mintajaban
egyediil emphysema jeleit lattuk, semmilyen mas karakterisztikus patologias elvaltozast
nem talaltunk. A mdj- és szivizomszovet mintdk PAS-festése (perjodsavas Schiff-bazis) a
glikogénraktarak sulyos kimeriilését jelezte (5. abra: C oszlop). Osszehasonlitasképpen
PAS-festéssel vizsgaltunk hasonld korti €s nemi egyénektdl szarmazd autopszias
szovetblokkokat. Kalorikus depressziot kdvetden elhunyt betegek mintaiban még lathatd
volt limitalt mennyiségli PAS-pozitiv granulum (5. abra: C. oszlop, jobb alsd betét).
Olyan egyének autopszids szOvetmintdban, akik nem ¢éhezést kovetden hunytak el,
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szembetling a kiilonbség az erds PAS-pozitiv festddést illetéen (5. abra: C. oszlop, jobb
felso betét).

5.3. A szabad Kkarnitin és a Kkarnitinészter profil eltérései OCTN2

mutaciora homozigota és heterozigota egyénekben

Az altalunk vizsgalt csaladokban 0Osszesen harom olyan homozigoéta beteget
identifikaltunk, akiknél idében el tudtuk kezdeni a karnitin szupplementaciot. Mindhdrom
beteg esetében a kezelés megkezdése eldtt sulyosan csokkent szabad karnitin- ¢€s
Osszkarnitin szinteket mértiink. Az elsé csalad kezelt homozigota OCTN2 defektusos
betegénél (3. abra: I11/7) és a masodik csalad IV/11 leanybetegénél (4. abra) még csak
hagyomanyos radiokémiai karnitinmérésre volt lehetdségiink, a kezelés megkezdése eldtt
valtoz6 fokban csokkent postprandialis szabad- és Osszkarnitin-szinteket mértiink. A
karnitin szupplementéacié megkezdését kovetden az értékek novekedtek, de nem érték el a
normal tartomanyt.

A masodik csaldd IV/8 betegének ¢és hordozd csaladtagjainak tandem
tomegspektrometrias modszerrel hataroztuk meg a plazma karnitinészter profiljat, a
mérések eredményét az 1. tablazat mutatja (az értékek umol/l-ben vannak megadva).
Kontrollként 6 egészséges gyermek karnitinészter profil meghatarozasat végeztiik el (4
fia és 2 lany, életkoruk alapjan parositva ket a hdrom heterozigéta testvérhez (IV/2, 5 és
6). A kezelt IV/8 beteg plazmajaban a szabad karnitin dramai csokkenése mellett az
Osszes keringd karnitinészter sulyosan csokkent. A harom heterozigota gyermek és a
szilok szabad karnitinszintje a normal kontrollok 62.2%-a volt, mig az egyes
karnitinészterek szintje a normalhoz képest atlagban 48.4% koril mozgott. A
karnitinterapia bevezetése utan 2 honappal a szabad karnitin €s az Osszes tobbi észter
szintje is novekedett, atlagban a kontrollok 41.2%-4t érte el. A kezelés 13. honapjaban
tovabbi ndvekedés volt megfigyelhetd, de a kontroll értékeket nem érték el.

A kezelés elott a hasonld szénldnchosszisagu karnitinészterek Osszegének
sorrendje a kovetkezo volt: kdzepes<hosszu <rovid szénlancu; mig kezelés utan a sorrend
valtozott: hosszi<kozepes<rovid szénlancu észterek. A legjobban az acetil-karnitin
szintje novekedett a kezelés hatasara.

5.4. A lymphoreticularis szervek hisztopatolégiai eltérései primér
karnitinhiAnyban

Az altalunk vizsgalt primér karnitinhianyos els6 csalad egyik bolcsdhalal esetébol
(3. abra: I11/8) rendelkezésiinkre allo autopszias lymphoreticularis szovetek hisztologiai
¢s immunhisztologiai elemzését végeztik el. A csontveld, 1ép, tonsilla, periférids
nyirokcsomo ¢és thymus elemzése jelentds strukturalis eltéréseket tart fel (6. abra),
melyek cellularis dysfunkcidra utalnak. A csontvelében szamos megnagyobbodott,
bizonyosan patoldgias nyiroktiisz0 volt lathatd. A kopenyzona szépen elkiiloniilt a
nyiroktiiszok germindlis centrumatol az 6sszes fenti szovetben, IgD pozitiv sejtek voltak
detektalhatok a csontveld, nyirokcsomd ¢€s a 1ép kdOpenyzondjaban. A germinalis
centrumokban patologias jelek mutatkoztak, igy csokkent proliferaciés kapacitast
talaltunk a csontveldben, a nyirokcsomdkban ¢és a Iépben, melyre a MIB-1
immunhisztokémiai festés sotét jelolésének csokkenése utal.
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A parhuzamosan jelenlévd morfologiai eltérések szemléltetésére a 1épet valasztva
(AS and BS5) szembetlind, hogy szamos nyiroktiiszében szignifikansan megnovekedett az
apoptosis, melyre a nagy mennyiségii apoptotikus test jelenléte utal (basophil,
szovettormelék-szerli anyag; vékony nyilak a BS5 képen). Az apoptotikus testek
extracellularis lokalizacidja az intrafollicularis macrophagok telitett fagocitikus
aktivitasat jelzi (BS, vastag nyilhegyek). Ez a jelenség a tobbi lymphoreticularis szerv
nyiroktiiszéiben is megfigyelhetd volt, igy a nyirokcsomokban, csontvel6ben és enyhe
formaban a tonsilldban (nincs prezentalva). A sejtkarosodas kovetkezd allomasaként a
proliferacid €s az apoptdzis nagyrészt eltint: a nyiroktiiszOkben hypocellularitds és
homogén, eosinofil fibrin-szeri anyag lerakddasa volt jellemz6é (C5 kép, nyilak). Ez a
morfoldgia jellemezte az atrophias, ,.kiégett” nyiroktiiszoket (1-3. sor és C5 kép); melyek
mind a csontveldben (1. sor és C5 kép), mind a lépben, nyirokcsomdkban és sokkal
kisebb el6fordulasban a tonsillaban is (nincs abrazolva) reprezentalva voltak. A thymus
ultrastrukturaja nem mutatott semmilyen morfoldgiailag szembetling eltérést.

5.5. A Kkarnitin transzporter és regulalo gének, mint szuszceptibilitasi
faktorok polimorfizmusainak vizsgalata rheumatoid arthritises

betegekben

A 209 rheumatoid arthritises beteg és 217 kontroll egyén vérmintaibol az SLC22A4
gén 1. intronjanak C6607T polimorfizmusat (SIc2F2) és a RUNXL gén 6. intronjanak
G24658C polimorfizmusat (runxl) vizsgaltuk (2. tablazat). A vizsgalt csoportokban
valamennyi genotipus mindkét SNP eset¢ben Hardy-Weinberg equilibriumban volt. A
betegek és a kontrollok genotipus megoszldsaiban nem taldltunk szignifikans kiilonbséget
sem az SIC2F2, sem a runxl polimorfizmus esetében. Hasonld eredményt kaptunk,
amikor a két SNP egyes alléljainak eloszlasat (C vagy T az slc2F2 és G vagy C a runxl
polimorfizmusban) vizsgaltuk a beteg és kontroll csoportokban.
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5. abra: A maj- és szivizomszovet hisztologiai jellegzetességei OCTN2 defektusban
Az 1. és 3. sorok mdj- és szivizomszoveti képe az 1. csalad I1I/8 betegétdl szarmazik, aki
2 ¢év 9 honaposan halt meg bdlcsOhaldlban; alatta (2. és 4. sor) a III/5 beteg szdvettani
képe lathato, aki 6 honaposan halt meg tipusos bdlcsOhalél esetként (H&E festés az A-B
oszlopokban, PAS festés a C oszlopban). A PAS-festésti metszetekben a jobb felsd betét
nem ¢éhezett kontrol autopszias mintdkbol szdrmazik, a jobb alsé betét éhezést kdvetden
elhunyt betegek mintaibdl szarmazik.
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1. tablazat: Karnitinészter profil homozigota és heterozigota OCTN2 defektusban. 1: harom parhuzamos mérés atlaga+SEM, 2: a mintak atlaga+SEM

szabad karnitin

rovid szénlancu acilkarnitinek

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

kdzéplancu-acilkarnitinek

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

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

0ssz karnitinészter
0ssz karnitin

kezelés elott

1,377

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

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

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

+

H oW WKW

H oW W WO KK

H oW W W WK K K H

0,050

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

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

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

%
4,2

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

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

44,0
16,7

36,7
16,2

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

beteg'

kezelés utan 2
honappal

12,790 + 0,129

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

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

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

20,553

33,343

H oW H W W

O o e L

H oW OH KKK KK

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

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

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

%
39,0

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

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

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

kezelés utan 13
honappal

15943 + 0,233

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

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

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

+
+
+
+
+

HoH K H KKK

B WK H KKK KK

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

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

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

%
48,6

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

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

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

heterozigota

testvérek’ (n=3)

20,390 + 1,154

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

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

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

H W H W W

H W H W W H KW

H KWWK KKK

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

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

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

%
62,2

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

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

35,6
27,0
38,8
50,0
56,3
35,7
44,6
473
55,8

sziil6k>

20,203 + 2,230

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

0,052
0,078
0,045
0,087
0,088
0,012
0,032
0,027

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

11,873

32,077

H W H W W

H oW oH W WK KW

H oW H K KWW KK

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

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

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

%
61,63

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

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

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

kontrollok®

(n=6)

100%

32,782 + 4,218

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

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

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

H oW W WK

H oW W WO KK

H oK W OH K K K H

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

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

0,004
0,013
0,008
0,019
0,009
0,034
0,015
3,113
6,792
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6. abra: A csontveld, nyirokcsomd, 1ép, tonsilla és thymus hisztopatolégiaja OCTN2
defektusban

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

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

Nagyitas: minden kép 40x nagyitasu, kivéve az A5 (100x) és B5 és C5 (400x) képeket.

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

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

1. Az OCTN2 magas affinitast fiziologias karnitin transzportert kodold SLC22A5 gén
molekularis genetikai analizise két kiterjedt magyar roma csalddban egy k6z6s mutéciora,
az R282D aminosavcserével jardé 844delC mutaciora deritett fényt. A mutacio vagy egy
instabil mRNS képzddése, vagy a szintetizalt trunkalt fehérje gyors lebomldsa vagy
funkcioképtelensége révén vezet szisztémas karnitinhianyhoz.

2. A mutaci6 elsddlegesen szivizom- €és majtiinetekben manifesztalodik, visszatérd
infekciokkal és vashidnyos anaemiaval tarsulva, azonban egy csaladon beliil is varidbilis
fenotipus bontakozhat ki. Az oralis karnitin kezelés a tiinetek drdmai javulasat
eredményezi.

3. A csaladokban elofordult harom bolcsdhalal esetben verifikaltuk a fenti homozigota
mutaciot. Klinikailag egy 0j és valamelyest elkiiloniild fenotipusos varianst talaltunk,
mely egy letdlis hepatocardidlis szindromanak felel meg. Az autopszias mintak részletes
szovettani elemzése soran elséként mutattuk be primér karnitinhianyban a lipiddepoziciot
szivizomszovetben.

4. A karnitin homeostasis eltéréseit vizsgalva homozigdta ¢és heterozigota primér
karnitinhianyban megallapitottuk, hogy homozigotakban a szabad karnitinszint dramai
csokkenése mellett az Osszes karnitinészter szintje is csokkent, mely valoszintileg stlyos
anyagcsere-kovetkezményekkel tarsul. Masrészt, a heterozigdtakban detektalt jelentdsen
csokkent szabad karnitin és karnitinészter koncentraciok utalhatnak arra, hogy a
heterozigotasag vagy a transzporter funkcionalis diverzitdsa patologias folyamatokkal
tarsulhat sejtszinten.

5. A bolcsohalalban elhunyt OCTN2 deficiens gyemekek nyirokszdveteinek részletes
elemzése soran a nyirokszovetek germindlis centrumaiban taldlt hisztopathologiai
Az eredmények egyértelmii morfoldgiai bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy a karnitin
funkcionalis szereppel bir a plazmasejt érés folyamataban, habar a pontos molekularis
mechanizmusok ma még nem ismertek.

6. A kiilonb6zé nem vérrokon nagysziiléi vonalakban detektalt mutacié valosziniileg a
génhiba magas elterjedését jelzi a magyar roma populacioban. A primér karnitinhiany
potencialisan letalis manifesztacidi (cardiomyopathia, bolcsohalal), elérhetd és hatékony
kezelése oralis karnitin szupplemetacioval, mindenképpen alatamasztjdk a sziirés
kiemelkedd jelentdségét. Hatékony és gyors szlirést biztosit az intézetiinkben is
kidolgozott tandem tomegspektrometrias karnitinprofil meghatarozas, melynek szakértd
elemzésével vizsgalataink alapjan a heterozigota egyének is kisziirhetok.

7. A karnitin transzporter gének és variansaik multifaktoridlis betegségekben felmertilt
szerepének tanulmanyozasara magyar rheumatoid arthritises betegcsoportban végeztiink
molekularis genetikai elemzéseket. Az altalunk vizsgalt SLC22A4 C6607T és RUNX1
G24658C polimorfizmusok univerzalis és populacio-fiiggetlen szerepét rheumatoid
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arthritisben eredményeink nem tamasztjak ald. Nagyobb populacidos mintan végzett
tanulmanyok sziikségesek ahhoz, hogy egy adott népcsoportban talalt hajlamositod varians
valddi etiopatoldgiai szerepét tisztazzak.
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