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I. Irodalmi bevezeto

1.1. Az Uj generaciés szekvenalas modszere, lesdgei, korlatai

A teljes human genom szekvenciajdnak megismerésétiien a DNS szekvenalasi
technoldgiak dramai fejtiése vette kezdetét.

A DNS molekula nukleotidsorrendjének meghatarozag@zdetben lancterminacios
modszeren alapulé Sanger szekvenalast alkalmantghl, az ezredfordulon kezdetét vette az
0j generacios szekvendlasi technoldgiak (NGS) ththsa. A hagyomanyos szekvenalas
szamos tényében, mint példaul a nyert informacio mennyiségélzedetektalds modjaban
tovabba a lancszintézisben is alapeet elter az NGS mobdszefbt Az Uj generacios
modszerek esetében a szekvenalas akar milliéos srar#éy templat felhasznalasaval,
parhuzamosan torténik ezért ezeket a technolégidkgy hatékonysdgu (deep sequencing)
modszereknek is nevezik. A technoldgia csokkentetezekvenalas koltségeit és ezaltal is
hozzajarult az orvosi, bioldgiai kutatasok tovatdjicdéséhez. Az alkalmazott robottechnika
illetve a folyamatosan féjtio szamitogépes technoldgiak alkalmazasa deféetette, hogy az
Uj generacios moédszerek az elébhieformaciomennyiség tekintetében forradalmi Uptés
hozzanak a molekuléris biolégidban.igMLY ET AL 2011)

A massziv automatizalt szekvenalasi technolégiék tipusa is ismert, mint példaul a Roche,
a Life technologies SOLID illetve az lllumina altalfejesztett platformon megvaldsuld
szekvenaldsi eljarasok. Mindegyik rendelkezik egyetechnoldgiai, biokémiai
jellegzetességekkel azonban néhany kodzts vonaselislhéth az eltéé szekvenalasi
rendszerek munkafolyamatai kozott (1. kép). Mineétésen elmondhatd, hogy a kezdeti
elokészit lepések leegyszigsddiek az eddig alkalmazott hagyomanyos modszezekdpeest.

A konyvtarkészités a DNS random fragmentaciojandul, amelyet a fragmensek adaptorral
valo ligacidja kovet. A fragmentek amplifikaciojaimden platform esetében megvalosul
tovabba a detektalas mindegyik esetében automatikidsténik. (MHALY ET AL 2011)

Mint ahogy minden ismert technoldgia, az NGS isdedkezik ebnydkkel és hatranyokkal
egyarant. Einyei kozé tartozik, hogy a konyvtarkészités és amplifikacio is in vitro
valésulhat meg, illetve hogy a mérés soran alkatittagdrhuzamossagnak koszordtest
hatalmas adatmennyiség nyetheigyszeri vizsgalat soran. Fontos tovabléingé, hogy a
minta egy felszinen immobilizaltan helyezkedik éfjy az enzimatikus manipulacioé
nagymértékben leegys#sidik. A felsorolt elnyok ebsegitik a szekvenalasi koltségek

nagymértéld redukcidjat a hagyomanyos szekvenalashoz képesglyaszintén egy



kiemelked elonye az ismertetett technoldgianak. Az NGS nemcdékyékkel, hanem
hatranyokkal is egyarant rendelkezik a Sanger saedashoz képest. A leolvasott readek
szdma igaz nagyobb és olvasasuk gyorsabb, hiszuzsrtosan torténik, azonban
hosszusaguk révidebb (21-400 bp), illetve a le@sgsontossaga is sokkal alacsonyabb, mint
a hagyomanyos Sanger szekvenalas sordn(@IRE ET AL2008)

Az (j generécids technoldgiak megjelenése és naggkiéelore torése ajtot nyitott a
diagnosztika Uj terlleteire azaltal, hogy hozzdjdaz eddig ismeretlen betegségek
mechanizmusanak pontosabb feltérképezéséhez illehetivé teszi a személyre szabott

orvoslas megvalositasat.

|.2. Mitokondrialis beteqgséqgek

A mitokondrialis betegségek egy rendkivil szertedg&s heterogén csoportjat
képezik a betegségeknek, amelyek barmely korbddglsotiinettel és tébbféle Ordkiési
mintazattal jelentkezhetnek. Hétterikben leggyadbkaab a mitokondrialis légzési lanc
rendellenes rikodése allhat. (&KIA ET AL 2011)

A citoplazma sejtorganellumaként a mitokondriumogyesli sajatsaga, hogy a

nuklearis genomtal elkilondiles eltés orokitvanyaggal is rendelkezik, amely tRNS-t, rRNS-
t és néhany mitokondrialis proteint is kddol. A FArmmitokondrium genom 16S és 12S
rRNS-t illetve 22 tRNS-t kddol, amelyek nélkllozétdtnek az organellum genomjaban
a fehérjéknek a transzlaciés folyamatai is a mitskiumon belll zajlanak le, masrészt a
nuklearis genom is kodol mitokondridlis fehérjéketmelyek a transzlaciot kowven
transzportalédnak a mitokondriumba)@er2000)
A mitokondrium bel§ membranjaban tébb mint 70 kilonlédzolipeptid vesz részt a légzési
lanc kialakitasaban, melynek tkbdése a szervezetben lezajl6 aerob metabolikus
folyamatokban elengedhetetlen. Az alegységek timdyadbbsége nukleéris transzkripciot
kovetben a citoszolban szintetizalddik, 13 darab essaéimcalegységet pedig a 16,5 kb
nagysagu mitokondrialis DNS (mtDNS) kodol. A huns@jt a mtDNS-t tébb ezer kdpiaban
tartalmazza, ezek szilletéskor altalaban azonosakajplazmia). Abban az esetben azonban,
amikor a mtDNS altal kodolt génmutacié miatt beéegalakul ki, akkor a vad tipusu és a
kéros mitokondrium egydtt is jelen lehet a sejtefiib(heteroplazmia). A mutaciot hordozé
MtDNS aranya szervek és szévetek szintjén egystiemély szervezetén belll is ebtérhet.

A mitokondrium anyagcserében bet6ltott esszencsgdeyepe miatt, a mitokondrialis

betegségek gyakoriak a velesziletett anyagcseregdsiek kozott. Barmely életkorban
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megjelenhetnek és tbbbnyire multiszisztémas formabgelentkezhetnek habar
monoszisztémas forméi, mint a kulonbomiopatiak is ismertek. @KIA ET AL 2011) Az
eddigi felmérések alapjan kulondbZormai ma mar 5000 sziletédbl csecsenél is
jelentkezhetnek. A mitokondrialis betegségek kiseddzében (25%) a mitokondrialis DNS
eltérése azonosithatd, a fennmaradd részt pediguldeanis génekben bekdvetkez
eltéréseknek tulajdonitjak. A legtbbb esetben sfikus megjelends ilyenkor a szérvanyos
felbukkanasa miatt nem allapithaté meg tiszta giesiekapcsolat az esetek k6zott, de szadmos
familiaris mitokondrialis kérkép is ismert. @DAKE ET AL 2014)

A rendellenes ritkbdés hatterében a nuklearis vagy a mtDNS-ben k@géoimutaciok
is allhatnak. A bioszintézis folyamataban és a katmrialis funkciokban részt véwkozel
1500 gén a sejtmagban kodolt, ezek kozul tobb ddt olyan gént fedeztek fel, amelyek a
mitokondrialis betegségekben szerepet jatszanakAKE ET AL 2014). Az altaluk kodolt
mitokondrialis folyamatok kozé tartoznak a példaulmitokondrialis fehérjeszintézis, a
légzési lanc egyes elemeinek szintézise és a kneQz10 bioszintézise is. A nuklearis DNS
eltérések autoszomalis recessziv vagy autoszom@diignans aton is dro&tihetnek, mig a
MtDNS anyai 6roklésmenetet kovet. A mtDNS delédéknovo is kialakulhatnak, ebben az
esetben lehetséges, hogy a csalad egyetlen tagjdelahtkeznek a betegség
tinetei.(GIINNERY ET AL 2014)

Az oOroklésmenet alapjan megkulonboztetnek mitokiatidr (anyai), autoszémalis
recessziv, autoszémalis dominans és X-hez kapdsokliésmenetet. A mitokondrialis
oroklésmenet soran @k és a férfiak egyarant érintettek lehetnek, azordsak a betegséget
okoz6 mutaciot hordoz6 6k képesek a betegség tovabbadasara az utdédoknak. Az
autoszémadlis recessziv droklésmenet soran a bet&gaékitdsaban szerepet jatsz6 gén testi
kromoszoman helyezkedik el és mindkét allélnek wiatakell hordoznia a betegség
kialakitasahoz. Az autoszomalis dominans oroklésgletlen hibas allél is elegenc
betegség megjelenéséhez és igly és férfiak tobb generacion keresztll érintetadietnek a
betegségben. Az X-hez kotott oroklésmenetnél tahyotobbségében az egyetlen X
kromoszomajuk miattsként férfiak betegednek meg.

A mitokondridlis betegségek szamanak novekedése aés$enotipus-genotipus
komplexitasanak megismerése megkovetelte a mutdetéktald moddszerek fejlesztéseét
melyek a Klinikai, biokémiai, szOvettani vizsgalatmellett 0j diagnosztikus moédszerek
lehetiségét teremtette meg.



|.2.1. Mitokondridlis betegségek diagnosztikaja

A mitokondrialis kérképek diagnosztizalasa rendkinéhéz a polimorf fenotipusos
megjelenés illetve a fell@pinter- és intrafamiliaris heterogenitas miatt neddyakadalyozzak
a genotipus —fenotipus korrelacié egyértetinztazaséat.(Mncuso ET AL2007)

A betegségek megfetelhzonositashoz nélkilozhetetlen a klinikai fenatipizsgalata
(fizikalis vizsgalat), az oroklésmenet feltarassafadtorténet) illetve a fenotipus mertékének
meghatarozasa (biokémiai és szovettani vizsgalatdk)efektiv mitokondrialis protein
szintézisébl szarmazo6 klinikai tliinetek rendkivil valtozatos gisakran szoévetspecifikus
megjelenést mutatnak, amelynek oka nem mindenexsétimert. (BNCzZONADI ET AL. 2014)

A veér, vizelet és CSF metabolikus vizsgalata szamsstben nélkulozhetetlen a korkép
egyértelnii azonositdsahoz. Az emelkedett laktat és alanicewracio a vérben és/vagy a
cerebrospinalis folyadékban (CSF) egyériditheti a mitokondridlis betegség jelenlétét. A
vazizombol végzett biopszia a szdveti és biokéamalizishez célravezetehet. A diagndzis
felallitAsahoz szovet vagy vérmintakbdl izolalt DNShasznalasaval végzett molekularis
genetikai vizsgalat elvégzése szintén szikseges, lebgy feltarjuk a korfolyamat hatterében
allo esetleges genetikai téng&et is. Olyan betegek esetében, akiknél jol isnmaayai Gton
oroklodé szindréma (pl. MELAS) feltételezhigta legcélravezébb a mtDNS pontmutaciok
sZirése. Familiaris esetben, a csalad harom genesaviészamesieg valo feltérképezése
segitséget nyujthat az orékiesi mintazat és/vagy a diagnozis felallitAsab@ARINNERY ET

AL 2014) A szindromak esetében kiuléndsen nehéz amsitds hisz lehetséges, hogy nem
minden beteg mutatja az adott szindromara jeliegsszes jellegzetes tlintetet. Ezekben az
esetekben a genomialis muticiok keresése rogite a szindroméara jellerdizklinikai
tinetekkel és a csaladfavizsgalattal, egyéfisltheti a szindroma jelenlétét az egyes
betegeknél.(&sKIA ET AL 2011)

A genetikai technolégiak folyamatos innovaciojaatimikus fejbdést eredményezett a
genetikai betegségek diagnosztizalasaban is. Aestetjenom szekvenalas az eltérések
elssdlegesen DNS szinten tortemzonositasaval és ezaltal az invaziv és komplekehiiai
tesztek elkeriilésével gyorsan megvaltoztatta eegbégek diagnosztizalasao(EzONADI
ET AL.2014)



1.2.1.1 Az Uj generaciés szekvenalas alkalmazasa

Az () generacios szekvenaldas (NGS) alkalmazasa xeéne heterogenitassal
jellemezhed mitokondrialis betegségek vizsgalata soran Uptéawat nyitott.

A kéroki génvariansok feltérképezése soran mindkeéiom vizsgalata sziikséges, hisz
a nukleéris gének kozl is tobb mint 100 gén esgtémert patogén, mitokondrialis defektus
hatterében allé mutacio. A koroki genek rengetdigeve a genotipus és a fenotipus esetében
tapasztalt nagyfoka variabilitdsabdl addédoan, alheis adatmennyiséggel dolgozé NGS
alkalmazasa nagymeértékben novelte a diagnosztiékdaysagat. Az NGS soran alkalmazott
kittek lehetséget teremtenek szimultan mindkét genom egyutiedizésére, igy ehlih a
szempontbdl is leegysaeitik és felgyorsitjak a koroki gének azonositadamitokondrialis
korképeknél szamos esetben sporadikus megjelepésztalhato, ilyenkor nem célravezet
csaladfa analizisen alapul6 kapcsoltsagi vizsd@laaz Uj generaciés médszerek alkalmazasa
ezekben az esetekben is megoldast nydjthat. Az emjerdciés modszerekkel toréén
szekvenalas kulonbéadbiokémiai hattérrel rendelképlatformon is megvaldsulhat. (1. kép)
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1.kép A harom NGS platform (Roche, ABI Solid, Illura) technikai jellem& (PAREEK ET
AL 2011)

A technoldgia nyujtotta lehéségek a mitokondridlis betegségek genetikai haiidré
felderitésében forradalmi valtozdsokat idéztek @l betegségek ezen diverz és heterogén
csoportjanak részletesebb megismerése érdekébeatvBi§>S kutatasok szamanak novelése

hozzajarul a mitokondrialis betegségek diagnosjiiak dramai fefldésehez.



|.2.1.2 Energiahianyos allapotok mitokondrialis beégségekben

Az eukariota sejtekben a mitokondrium kiemelt spetgatszik a metabolikus energia
eléallitasaban, melynek soran az oxidativ foszfordatiechanizmusaval szénhidratok és a
zsirsavak lebontdsaval ATP keletkezik. A sejtekrgaellatasdban betdltott szerepeb
adodoban, a fkodésében bekovetk&zesetleges valtozasok esetén leginkabb a nagy
energiaigénty szervek, szervrendszerekikddése karosodhat. (2. kép)

A betegek a neuromuszkularis és mas szervrendszeédozatos diszfunkcidjanak
kombinaciojat mutathatjdk. A nagy energiaszukségleervek/szervrendszerek kdzil az agy,
a retina, a sziv, a vese és a vazizom a leggya&knaéhntett. A szévetspecifitasbél addédoan,
alkalmazhatnak biopszia vizsgalatokat az egyegbétek vizsgalata soran. Az agy esetében
az ataxia a demencia, a szem esetében retinopathv@séknél glomerulopathia, a sziv
esetében cardiomyopathia, a véazizmoknal myopatkientkezhet. a mitokondrialis
betegségek barmely korban jelentkezhetnek, altaldhaltiszisztémas formaban habar a
monoszisztémas formai is ismertek, mint a kilodhdmpatidk. (BsKIA ET AL 2011)
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2 .kép: A mitokondridlis betegségek egyes form&i(@ERY ET AL 2013)

[.2.2.1. Kongenitalis laktat aciddzis és okai

A laktat acidozis az egyik leggyakoribb labordiagritkai eltérés a mitokondridlis
betegségek csoportjaban. Nem egy altalanos, tikedtgdlemezheat betegség, hanem egy
komplex biokémiai eltérés, amelynek hatterében ssdi@nyeé allhat. A laktat aciddzisnak



ma mar tobb tipusa is ismert. Széveti hypoxia sddatakult laktat acidézist A -tipusu
laktatacidozisnak nevezunk. Abban az esetben, haktat aciddzis nem szdveti hypoxia
eredmeénye ,B” tipusu laktat acid6zisrol beszéllnksr ET A2001)

A metabolikus folyamatok soran a laktat a citoplaban keletkezik laktat-
dehidrogenaz (LDH) enzim katalizalta reakcioban ymehzim minden szdvetlinkben jelen
van. Az LDH és NADH felhasznélasa révén a piruaétatta alakitdsa torténik meg. A laktéat
akkumulacié bekovetkezhet egyrészt a megemelkgiletvat koncentracio kovetkeztében
vagy a citoszolikus NADH és oxidalt formaja a NADZGtti arany megvaltozasanak
eredményeként. A piruvat tobbek kozott protéinieés a glikolizis révén glukozbdl is
keletkezhet. A glikolizis mértéke abban az esethéwvekszik nagymértékben, ha az ATP
mennyisége lecsokken. A piruvat oxidacidja pirud@hidrogenaz segitségével valdésul meg, a
masik piruvat felhasznal6é utvonal pedig az mikanigokondriumba valé belépést koden
glikozza alakulhat. A velesziletett rendellenedséfgézott rendkivil gyakori ezen
metabolikus utvonal defektusa. A laktat tulproddkés a piruvat akkumulacio szarmazhat
tulzott fehérjebontasbdél és csokkent piruvat-deludnaz aktivitds eredményibs, mely a

piruvatnak az acetil-koenzim-A-va val6 alakulasaiakizalja. (HALPERIN ET AL1977)

ALAMINE
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3. kép: A laktat aciddzis biokémiai alapjai. | kiat produkcid. Il.: piruvét

ilf—
Taof=r=

akkumulacié.l: laktat-dehidrogenaz, 2: elektrordegrort rendszer, 3: piruvat-
dehidrogenéaz,4: glikogenezis, 5: alanin aminotf@ndz (HALPERIN ET A1977)

A kongenitalis laktat acidozis szamos oka kozuleggyakoribb oka a piruvat-
dehidrogendz enzim defektusa, amely az energial@smdefektusahoz és ezaltal a

neuromuszkuléris szervrendszerddpsi zavardhoz vezethet.



Il. Célkit lizés:

Az Uj generacios DNS szekvenalasi technikak meggde hatalmas perspektivat
nyitott a ritka betegségek etiologiajanak tisztabas. Az elmult évek publikicidibél ismert,
hogy a teljes exomszekvenélas (WES) mddszere aiser@rt hattel, mendeli 6roklés
korképek vizsgalata esetében a csaladok hoziagesen 60%-ban ad eredményt: 30%-ban
mar ismert gén kerll azonositasra Uj fenotipusogjeteméssel, 30%-ban azonban Uj gén
szinfi eltérés azonosithatd. Munkam soran a mitokondribietegségeket valasztottuk
modellként arra, hogy az Uj generacios modszergitssgyével kiséreljink meg azonositani

mutaciokat/Uj géneket.
Konkrét célkitizések:

1. Egy kongenitélis laktat aciddzissal jelentkekét beteg gyermek fenotipusos,
biokémiai jellemzése és pontos csaladfa elemzése.

2. Az index paciens mitokondrialis DNS vizsgéalata keggts mtDNS mutacio
azonositasa céljabol.

3. Az index paciens és két s#jd izolalt DNS mint4jabol teljes exomszekvendlas

elvégzése.

A WES soran nyert nyersadatok részletes bioinfakai¢lemzése.

A WES soran azonositott eltérések mégeése Sanger-szekvenalassal.

A csaladtagok hordozésagiisése Sanger-szekvenalassal.

N o g A

Fenotipus-genotipus korrelaci6 felallitasa az imdastek 6sszevetésével.
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I1l. Anyagok és modszerek

I11.1.A vizsqgalt csalad

Intézetlink genetikai tanadcsadasan egy olyan cdalaidsgaltunk, melyben két
fiigyermeknél sziletés utan jelentkezejsav-acidézis, szivizom megnagyobbodas és
izomrenyheség alapjan mitokondrialis energiazavariihfel. Az el$ érintett filgyermek a
sulyos anyagcsere-zavar kévetkeztében 6 honapdisanye a masodik filgyermek tejsav-
acidozisa a szlletés utan bevezetett ketogén Hagtesara uralhatd volt, tlinetei enyhébb
formaban jelentkeztek. A csalddban egy egészségamydyermek van, a sail

tinetmentesek, vérrokonsag kdztik nem ismert.

T T
Tg¢5 %1% é&&iﬁ
bddd
N

1. bra: A vizsgalt csalad csaladfaja
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[11.2. Molekularis genetikai moédszerek

111.2.1. A mitokondrialis DNS vizsgalata

A DNS vizsgélatok a résztvék irasos beleegyezését kddeat valdosultak meg.
Intézetiinkben kezdetben egy célzotbzeles strés tortént meg a tdbldzatban szefepl
MELAS (mitochondrial encephalopathy with lactic dasis and stroke-like episodes)
mutaciokra az érintett filgyermekben, azonban eggiétében sem tudtunk eltérést detektalni

mitokondrialis szinten.(1. tablazat)

G583A T3271delT
G1606A T3291C
A3243G T3308C
A3252G T4290C
C3256T G4332A
A3260G G13513A
T3271C A13514G

C14680A A14690G

1. tdbl4zat: Vizsgalt MELAS mutéciok az index pasigen

Az eredmények ismeretében nukledris mutacié jeténléeltételeztik a tlnetek
hatterében. A tovabbi célzott géndiagnosztika ilel sorozatos enzimaktivitas-meérések
hosszadalmas volta miatt a teljes exomszekvenalésiszerét valasztottuk az eset

megfejtéséhez.

I11.2.2. Fibroblast tenyésztés és enzimaktivitas més

A sulyos tejsav-acidézis piruvatdehidrogenaz-himgtiségét vetett fel et&ént,
azonban az érintett betegek fibroblast-tenyésseaiégzett enzimaktivitds-mérés nem
tudott csokkenést igazolni a kontrollokhoz képkkvel a piruvatdehidrogenéz hianyon kival
a tinetek hatterében szamos egyeb enzimdefektudt iedr a sorozatos enzimaktivitas-
meérések és célzott géndiagnosztika rendkivil hdsséreas volta miatt esetlinkben a teljes

exomszekvenalas valt kézenféle.
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I11.2.3. A teljes exom szekvenalas lépései

A kulfodi kooperacidban elvégzett teljes exomszel@lés soran a csalad tagjainak
DNS izolalasa SureSelect Human All Exon Kit felh@asaval valosult meg. Az elkészitett
konyvtar szekvendlasa HiSeq2500 lllumina platformoriént. Az atlagos lefedettség 121
volt, amelynek 97%-aban a target tdbb, mint 20-azdefedettségben volt jelen. A betegség
hatterében egy autoszomalis recessziv 6dildmenetet feltételezve, azé éBrintett
fiigyermek és szilei mintajabdl a teljes exomszekidés soran azon variansok keriltek
kisziirésre, melyek az érintett betegben homozigo6ta vmsgyetett heterozigéta, a skben

egyidejileg heterozig6ta formaban voltak jelen.

[11.2.4. Bioinformatikai kiértékelés

A csalddban a szik és a lanytestvér tiinetmentesek voltak, igy egpsadomalis
recessziv Oroklésmenetet feltételezve, a filgyernmésk a szilei mintdban a teljes
exomszekvenalas soran azon variansok kerultekindse melyek az érintett betegben
homozigota vagy Osszetett heterozigota, a &&bi@n egyiddjleg heterozigéta formaban
voltak jelen

A nemzetk6zi egyuttiikddésben elvégzett WES-elemzés soran a kozel 90 eze
variansbol az adatbazisok felhasznalasaval t6r&NP kizaras illetve a technikai okokbdl
adodo hibak kisiréset koveten 96 varians kerilt azonositasra, méhy0 varians mutatott
Osszefliggést autoszOmalis recessziv Oroklésmenétt@D varians kozil 3 gén ismerten
kozrejatszik mitokondridlis anyagcsereutakban, mglazonban csak egyetlen homozigota
mutacio tarsult funkciovesztéssel, és igy biokéamgapatogénnek tekinthetEz aTMEM70

gén c.{317-2A> G} homozigdta mutacioja volt.
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IV. Eredmények és kiértékelésiik

IV.1. Variansok listaja a vizsgalt csaladban

A teljes exom szekvenalas sordn 3 olyan gént #klaltamelyek ismerten
kozrejatszanak mitokondrialis anyagcsereutak#dGCL, MARS2, TMEM70), melyekisl
azonban csak a homozigéta formaban jeléhTEMEM70 gén A317-2A> G splice mutacioja

tarsult funkcidévesztéssel.

IV.2. Eredmények megeésitése hagyomanyos szekvenalassal

A teljes exom szekvenalast kogen elvégzett hagyomanyos szekvenalassal thrtén
megebsités sordan, aMEM 70 génben |é§ eltérés az index paciensben és filtestvérében
homozig6ta, a széikben és a lednytestvérben heterozigota formabareleh.

A csaladunkban azonositafMEM70 génmutacio Klinikailag relevansnak tekinthet
€s a tunetek oki magyarazatat jelenti. Bar a észidozott vérrokonsag nem ismert, a
homozig6ta eltérés jelenléte akar azzal is maghatéz hogy a fenti mutaciora nézve

magasabb hordozés ismert a roma populéciéban
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V. Osszefoglalas és diszkusszio

V.1. A TMEM70 gén mutacidja a kongenitalis laktat &idozis hatterében

A mitokondrialis 1égzési lanc oxidativfoszforilasidfolyamatainak eredményeként
keletked ATP nélkllbzhetetlen a szervezet normal fizioldgilapotanak fenntartasaban.

A komplex V. teszi lehéwé az ATP szintézist az ATP-szintaz enzimatikusvdafisa
révén. Az enzimmel négy nuklearisan kodolt gén htZzhkapcsolatba: aATP5Al1, az
ATP5E, az ATPAF2 és aTMEM70 gén. Az ATP5A1 és azATP5E az o és ¢ szerkezeti
alegységeket, aXTPAF2 és aTMEM70 gén pedig az ATP-szintaz bioszintézisét befolyasol
Alapvetben a felsorolt gének esetében megjélasetleges mutaciok esetében hasonlo
fenotipus alakul ki, amikor is cstkken az O6sszedzeiunkcionalis ATP-szintaz jelenléte.(
HEJZLAROVA ET AL 2014)

A TMEM70 gén ismert mutacidéinak szama folyamatosdn gy a betegek szama is
magasabb a masik harom felsorolt nuklearis génlezonyitva. ATMEM70 gén a 8-as
kromoszoman talalhato, 3 exonbdl épul fel és egy @a@inosavbdl allé 21 kDa nagysagu

mitokondrialis transzmembran fehérjét kodol.(1.)kép
IMS

M

Mx

Amino acids layout:
1—-81: signal sequence
82—-102: N-terminus
103-123: TM1
124—-141: IMS loop
142-162: TM2
163—-260: C-terminus

4. kép: A TMEM70 fehérje szerkezetedbsTEK ET AL2009)
IMS:intermembrantér, IMM: mitokondridis membran, Mwritokondriais
matrix

Az ATP-szintaz szintézisében betoltott szerépemodoan aTMEM70 gén mutacioinak
eredményeként ATP deficiencia alakulhat ki. Az &k mitokondridlis energiaellatas
leginkdbb  azon szervek diszfunkciéjadhoz vezethetmelgeknek magas az
energiaszikségletiek (pl. sziv, agy, vazizmok). I¥-3A> G mutacié a masodik intron

végen talalhatd splice mutacido mely eltavolitjaphiceng kohelyet a 3. exon étt, igy
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tobbszérosen hianyos és instabil transzkriptek &dpzehez vezet, melyek gatoljak a
TMEM70 fehérje szintézisét és ezaltal az ATP-sziriéanyat okozhatjak. A homozigéta
formdban kongenitalis laktat aciddzis, ataxia ésmdirfia is kialakulhat.(HUSTEK ET AL
2009)

V.2. A WES alkalmazasanak Ilehdiségei eddig nem azonositott

mitokondrialis betegséqgekben

A teljes exom szekvenalds szdmos mendeli betegzégalata soran, illetve olyan
heterogén fenotipus-genotipus képpel rendélkerképek esetében is hatékony eszkbznek
bizonyult, mint a mitokondrialis betegségeka(k ET AL 2012)

Munkank 6sszegzéseként elmondhatd, hogy a korokacitu azonositasa révéen a
mutacio s#rése lehdivé valik a magzati diagnosztika soran a csalad hiova
gyermekvallaldsa estén. Ezen tulidem aTMEM70 A 317-2A> G mutéciét eddig csak roma
betegekben kerult leirasra és az altalunk bemutakisilt eset az dldvlagyarorszagon leirt
csalad. Intézetlink az eset megfejtését Kimrevizsgalni kezdte az egészséges magyar, illetve
roma biobank mintdiban BMEM70 gén ezen mutécidjanaksérdulasait, hogy feltarja a két
populacié kozott megjelén esetleges allélfrekvencia kilonbségeket, illetvehaadozas
gyakorisagat a magyar roma populacioban.

Munkank, mint egy modellként szolgal a teljes expeksenalas, mint Uj generacios
stratégia alkalmazésara az eddig azonositatlarkomitirialis betegségekben és ravilagit ezen
0j technoldgia nyujtotta lehétégekre.
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