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Roviditések jegyzéke

AD: Alzheimer’s disease, Alzheimer-kor

ALS: amyotrophic lateral sclerosis, amiotrofias lateralszklerozis

BMI: body mass index, testtomeg-index

CCR5: chemokine receptor V, kemokin receptor V

CNS: central nervous system, kozponti idegrendszer

DBS: deep brain stimulation, mély agyi stimulacio

EDSS: expanded disability status scale, rokkantsag mértékét jelzo skala (lasd Fiiggelék)

3-HK: 3-hydroxykynurenine, 3-hidroxi kinurenin

5-HT: 5-hydroxytryptamine, 5-hidroxi triptamin, serotonin

HIV: human immunodeficiency virus, emberi immunhiany-el6idézé virus, HIV virus

HUSRB: Hungary-Serbia IPA Cross-border co-operation Programme, Magyarorszag-Szerbia
IPA Hataronatnyul6 Egyiittmtikodési Program

HWE: Hardy-Weinberg equilibrium, Hardy-Weinberg egyenstly

IDO: indolamine-2,3-dioxygenase, indolamin-2,3-dioxigenaz

KAT: kynurenine aminotransferase, kinurenin aminotranszferaz

KMO: kynurenine-3-monooxygenase, kinurenin-3-monooxigenaz

KP: kynurenine pathway, kinurenin tvonal

KYN: kynurenine, kinurenin

KYNA: kynurenic acid, kinurénsav

MHC: major histocompatibility complex, 6 hisztikompatibilitasi faktor

NAD: nicotinamide adenine dinucleotide, nicotinsavamid-adenin-dinukleotid

PD: Parkinson’s disease, Parkinson-kor

QUIN: quinolinic acid, kvinolénsav

RFLP: restriction fragment lenght polymorphism. restrikcios fragment hossz polimorfizmus

RR: relapsing/remitting, relapszalo-remittalo

SM: multiple sclerosis, szklerdzis multiplex

SNP: single nucleotide polymorphism, egy nukleotid polimorfizmus

SP: secunder progressive, szekunder progressziv

TDO: tryptophan dioxygenase, triptofdn-2,3-dioxigenaz

VDR: vitamin D receptor, D-vitamin receptor


https://hu.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9ly_agyi_stimul%C3%A1ci%C3%B3

1. Bevezetés

Doktori értekezésemben harom neurodegenerativ betegségtipus, a Parkinson-kor (PD),
a szkler6zis multiplex (SM) és az amiotréfids lateralszklerozis (ALS) genetikai hatterének
vizsgélata soran nyert eredményeinket mutatom be.

A PD barmely ¢életkorban el6fordulhat, akar igen fiatal felndtt korban is, azonban az
ismeretlen eredetii ("idiopatias") PD az id6s, 60 év feletti populacio betegsége. Férfiaknal
valamivel gyakoribb a megjelenése. Magyarorszagon a becslések alapjan 16-20.000 beteg €l.

Az ALS szintén barmely életkorban eldfordulhat (fiatalabb korban megjelend
betegségnél donté szerepe van a genetikai érintettségnek), azonban a szoérvanyos esetek
leginkabb 40 és 60 éves kor kozott jelennek meg. A betegség eléfordulasa 5,40/100.000 f6,
ami Magyarorszagra vetitve (10 milliés népességét alapul véve) 540 0 eset megjelenését
jelenti évente.

A SM a vildgon korilbeliil 2,5 milli6 embert érint. A korkép egyre sulyosbodo
(progrediald) betegség, mely a fiatal felndtt populacio leggyakoribb idegrendszeri bantalma.
A ndk érintettsége magasabb, hajlamosabbak a betegség kialakuldsara. Jellemzden az elsd
tinetek a 20. és az 50. életév kozott jelennek meg. Az SM esetében jellegzetes foldrajzi
megoszlast is megfigyelhetiink, ugyanis az egyenlit6tol a sarkok felé haladva né az
eléfordulasi gyakorisaga. Léteznek azonban olyan népcsoportok, akik északabbra €lnek, de a
betegség kockazata naluk mégis alacsony. Illyenek a lappok (Pugliatti, Sotgiu, and Rosati
2002), kanadai inuitok (Milo and Kahana 2010). Azonban délebbre, ahol a betegség
kockazata alacsony, is élnek olyan népek, palesztinok és a parszik (Pugliatti, Sotgiu, and
Rosati 2002), akiknél magasabb a betegségkockazat. A foldrajzi megoszlas oka nem
egyértelmtien tisztazott (Milo and Kahana 2010), de kimutattdk, hogy a D vitamin
koncentracio kés6i kamaszkorban és kisgyermekkorban meghatarozo protektiv szereppel bir
(Ascherio, Munger, and Simon 2010). A rasszok koziil az europid rassz érintettsége
magasabb, igy a fehér emberek betegségének tartjak. Eurépaban atlagosan 10.000 emberbdl
5-20 betegszik meg SM-ben. Magyarorszagon koriilbeliil 7-8000-re tehet a betegek szama.

1.1. Parkinson-kér és a kinurenin rendszer ismertetése

A kor elsé leirojarol, James Parkinsonrol kapta a nevét (Kempster, Hurwitz, and Lees
2007). A PD f6leg az id6s populaciot érintd kronikus, progressziv neurologiai korkép,
melynek patoldgiai jellemz6i: a substantia nigra pars compacta teriiletére 6Sszpontosuld

dopaminerg sejtelhalas, valamint Lewy testek jelenléte az agyszovetben. A betegség

crer
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mitokondrialis zavar, a fehérje aggregaciok, az excitotoxicitds, a kiilonbdz6 immunologiai
elvaltozasok, valamint a genetikai hajlam (Greenamyre et al. 1999; Blandini 2010; Jenner
2003; Oczkowska, Kozubski, and Dorszewska 2014; Caudle and Zhang 2009; Reale et al.
2009; Spatola and Wider 2014). Jellegzetes tiinetei: a nyugalmi remegés (tremor),
izommerevség (rigor), meglassultsag (bradikinézia), a kenécsos arc (seborrhoea), csokkent
arcmimika (hipomimia) és a tartasi instabilitas (Majlath et al. 2016). A betegek szamara a
mozgasok elkezdése, a felallas, elinduldas a legnehezebb. A betegséget gyakran kiséri
depresszi6 és a gondolkodas meglassulasa. A tudomany jelenlegi allasa szerint
gyogyithatatlan, de kezelhetdé korkép. Terapids palettdjan a gyodgyszeres kezelés, a mitéti
megoldasok, a gydgytorna és a fizikoterapia szerepel. A dopamin gyogyszeres potlasaval a
tiinetek éveken keresztiil csokkenthetdek. A dopaminpotlas kétféle megkozelitéssel torténhet:
dopaminagonistakkal (dopaminhatast kifejté gyogyszerek) és levodopaval (dopamintermelés
eldanyaga). A gyogyszeres kezelés mellett idével mellékhatasok jelentkeznek, mint példaul a
jO és a meglassult allapot valtakozasa (fluktuacid) vagy a talmozgasok (diszkinézia), melyek
erdésen kihatnak a betegek életmindségére. Amikor a gyogyszeres terapids lehetdségek
kimeriilnek, az orvosok kétféle miitéti megoldast javasolnak: az ablacios - roncsolasos és a
stimulacios kezeléseket. Az utdbbi években a mély agyi stimulacio (deep brain stimulation,
DBS) jelent6s teret nyert a betegség idegsebészeti kezelésében, mivel kevesebb szovédmény
kiséri, mint a kétoldali roncsoldsos miitéteket. A DBS miitét soran egy- vagy kétoldali
elektrodat iiltetnek be a kérosan miikddd agyteriiletre, amelynek a specidlis ingerlése a koros
miikddést csillapitja, igy eredményezve a tiinetek javulasat.

Korabbi vizsgalatok felvetették a triptofan rendszer megvaltozott mitkodésének szerepét
PD kapcsan (Schwarcz et al. 2012; Vecsei et al. 2013; Stayte and Vissel 2014). Az emberi
agyban a triptofan nagy része (95%) a kinurenin-rendszerbe (KP) keriilve hasznosul, mig
kisebb része (5%) a szerotonin-rendszerbe jut, illetve az 0j fehérjék épitdkoveiként keriil
felhasznalasra (1. abra) (Schwarcz 1993). A KP egy olyan enzimatikus utvonal, mely a
nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD) és a NAD foszfat szintéziséért felelds. A kozponti
idegrendszer nem minden sejtje tartalmazza azonban a teljes enzimatikus utvonalat, az
infiltraloédé makrofagokban, az aktivalt mikroglia sejtekben és a neuronokban teljes az
enzimatikus utvonal, mig az asztrocitikban és az oligodendrocitakban hianyzik az utvonal
els6 enzime az indolamin-2,3-dioxigendz (IDO) és a kaszkad egyik kozponti enzime a
kinurenin-3-monooxigenaz (KMO) (Guillemin et al. 2000). Ennek a két enzimnek a
hianyaban ezekben a sejtekben nem képzddik a neurotoxikus kvinolénsav (QUIN) (Guillemin

et al. 2000). A kinurenin rendszer kozponti metabolitja a kinurenin (KYN), melynek
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képzddéséért két egymast kovetd enzimatikus reakcid felel. Ezen két enzimatikus lépés
végrehajtasaban harom enzim vesz részt. Az elsé 1épésben az IDO és a triptofan-2,3-
dioxigenaz (TDO) enzimek, a masodikban pedig a formamiddz enzim jut szerephez. A
kutatocsoportunk  altal sokat vizsgalt kinurénsavhoz (KYNA) egy irreverzibilis
transzamindcids reakcidé utan jutunk, melyért a kinurenin aminotranszferazok (KAT) a
felelések. Mind ez idaig négy ilyen KAT enzimet sikeriilt izolalni (Vecsei et al. 2013; Han,
Li, and Li 2004). A KP masik f6 aga a neurotoxikus 3-hidroxi kinurenin (3-HK) kozti
termékkel kezdddik, melyet a KMO enzim alakit at a kdzponti kinurenin vegyiiletbol. A
KMO enzim a mitokondrium kiils6 membranjaban helyezkedik el (Okamoto et al. 1967). A
szerepe Kitiintetett, hiszen hianya esetén az tvonal neurotoxikus termékei nem képzddnek,
emellett azonban indirekt modon a neuroprotektiv kinurénsav koncentracidja is fligg az enzim
aktivitasatol. A kaszkad kovetkezd enzime, a kinurenizaz, mely a 3-HK-t konvertalja a szintén
neurotoxikus QUIN-va. Mindkét neurotoxikus vegyiilet szabadgyok képzo, emelett a 3-HK
szerepet jatszik immunfolymatokban is, mig a QUIN egy NMDA (N-metil-D-aszparaginat)
receptor agonista (Vecsei et al. 2013).

Mar az 1990-es évek elején megjelentek olyan szakirodalmi adatok, melyek felvetették
a PD és a megvaltozott, zavart mutatd kinurenin és szerotonin Utvonalak kapcsolatat. Ilyen
bizonyiték példaul, hogy az alacsony szerotonin (5-HT), KYN, ¢és kinurénsav koncentraciokat
mértek a frontalis cortex, putamen és substantia nigra pars compacta régiokban a PD-0s
betegek mintaiban egészséges kontrollokéhoz képest (Ogawa et al. 1992), mig a 3-HK szintje
pedig emelkedettebb volt a beteg csoportban (Ogawa et al. 1992). Tovabba igazolt, hogy a
szerotoninerg axonok karosodottak (Azmitia and Nixon 2008) és az 5-HT mennyisége is
csokkent az agy-gerincveldi folyadékban (Tohgi et al. 1993). Két Parkinson allatmodellben is
Kimutattak eltéréseket az enzimatikus utvonalban (Knyihar-Csillik et al. 2004; Luchowski et
al. 2002; Knyihar-Csillik et al. 2006). A KP-ben eltérések figyelhetdek meg tovabba a
periférias szervek esetében is a vizsgalt betegmintakban, mely valtozasok egy protektiv
mechanizmus részei lehetnek (Hartai et al. 2005). A KYNA neuroprotektiv szerepét in vitro
(Lee et al. 2008) ¢és in vivo (Miranda et al. 1997; Butler et al. 1997) kisérleti adatok igazoljak.

Az altalunk vizsgalt KMO gén az 1942 kromoszdma régiora lokalizalodik és a kordbban
emlitett neurotoxikus 3-HK szintézését végzi (Ogawa et al. 1992). Az enzim farmakologiai
gatlasa elGsegiti a neuroprotektiv  KYNA szintézisét (Samadi et al. 2005), a KMO gén
polimorfizmusai pedig befolyassal lehetnek a kinurenin metabolizmus neuroprotektiv vagy
neurotoxikus irdnyba valo eltolodasara. Kordbban a PD és a KMO gén polimorfizmusai

kozotti kapcsolatot nem vizsgaltak, azonban a skizofrénia €s a bipolaris betegség esetében
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igen (Holtze et al. 2012; Johansson et al. 2013; Wonodi et al. 2011; Lavebratt et al. 2014). A
dopaminerg rendszer és a KP zavara mar igazolt skizofrénia kapcsan, hasonléan a PD-hoz, ez
vezetett minket ahhoz, hogy a korabban skizofrénidban vizsgalt egy nukleotid eltérések

(single nucleotide polimorphism, SNP) szerepét megvizsgaljuk PD esetén is.
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1. abra. A triptofan lebontasanak Kinurenin utvonala és az abban részt vevé enzimek.
A modositott abra forrasa: (Torok, Majlath, et al. 2016)

1: triptofan-2,3-dioxigenaz (TDO) ¢és az indolamin-2,3-dioxigenaz (IDO), 2: formamidaz, 3:
kinurenin aminotranszferazok (KAT), 4: kinurenin-3-monooxigenaz (KMO), 5: kinureninaz,
6: nem specifikus hidroxilacio, 7: 2-amino-3-carboximuconat-semialdehid decarboxilaz, 8: 3-
hidroxiantranilsav dioxigenaz, 9: kvinolénsav-foszforiboziltranszferaz



1.2. Az amiotrofias lateralszklerozis ismertetése, a betegség kapcsolata a
D-vitaminnal

Az ALS egy olyan végzetes neuroldgiai korkép, melyben a felsé (kortikalis) és also
(spinalis és ponto-bulbaris) motoneuronok degeneracidja néhany hoénap, illetve par év alatt
halalt okoz. A betegség diagnoézisanak kritériumait El Escorialban a World Federation of
Neurology hatarozta meg (lasd Fiiggelék). A betegség gyogyithatatlan. Az egyetlen
gyogyszeres kezelés, a riluzol terapia, csak Kismértékii késleltetést eredményez a betegség
progressziojaban (Jenkins, Hollinger, and McDermott 2014). Az ALS ritka korkép,
incidenciaja 2,8/100.000, a prevalenciaja pedig 5,40/100.000 Eurépaban (Chio et al. 2013).
Magyarorszagon dsszesen 600-800 f6 kdzé tehetd a betegek szama. Az eseteknek minddssze
10%-a mutat csaladi halmozodast, a maradék sporadikus eléfordulast (Renton, Chio, and
Traynor 2014). A genetikai hajlam szerepét a familiaris esetek kapcsan koriilbeliil ~65%-ra,
mig a sproradikus esetek kapcsan ~11%-ra becsiilik (Renton, Chio, and Traynor 2014). A
nagy kockézati, a betegség kialakulasaért felelds, illetve az alacsony kockazatl, hajlamot
fokozo génekrdl pontos leirast ad két nemrégiben megjelent tanulmany (Renton, Chio, and
Traynor 2014; Marangi and Traynor 2015). A genetikai vizsgalatok hozzajarultak ahhoz,
pontosabb képet kapjunk. Felvet6dott a glutamat excitotoxicitas, a szabadgyokok karos
hatasa, a mitokondrialis zavar, az intracellularis fehérje aggregaci6, a fokozott poli(ADP
ribdz) polimeraz aktivacid, az autoimmun gyulladdsos folyamatok és az intracelluléris
kalcium felhalmozodas szerepe. A glutamat excitotoxicitds, a szabadgyokok karositdo hatasa
¢és az autoantitestek egyarant hozzajarulnak az intracellularis kalcium felhalmozddashoz a
motoneuronokban, ami sejtelhalalhoz vezethet ALS-ben és a betegség allatmodelljeiben
(Torok, Torok, et al. 2016). A motoros neuronok sebezhetdségének egyik feltételezett oka,
hogy a kalcium koté fehérjéik szintje (parvalbumin és calbindin-D28K) alacsonyabb, amit
génterapia segitségével (Das et al. 2013) vagy D-vitamin potlassal lehet megemelni (Karam et
al. 2013; Gianforcaro, Solomon, and Hamadeh 2013).

A D-vitamin a bérben napfény hatasara prohormonjabdl szintetizalodik (2. abra). A D-
vitamin aktiv formaja az 1a-25-(OH),D, ami a nuklearis receptorahoz (VDR) kotédik és igy
modulalja az altala befolyasolt gének transzkripciojat, illetve hatassal van az asvanyi anyag
homeosztazisra. A D-vitamin reguldlja a szérum kélcium szintjét, mely kihathat kiilonb6z6
immunfunkciokra (Basit 2013). Azok a gének, melyek a hormon metabolizacidban vesznek
részt kifejezédnek az agyban is. A D-vitamin felelds tobbek kozott a neutropikus faktorok és

az indukalhat6 nitrogén-oxid szintaz bioszintéziséért, valamint emeli a glutation szintet. Ezek
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mindegyike pedig szerepet jatszik az ALS ¢és mas neurologiai betegségek

pathomechanizmusaban.

Napsugarzas
(UV-B)

Bor l

A

Kolekalciferol (D3 vitamin) 7-dehidrokoleszterin

|

Taplalkozassal
bevitt
D3 és D2 vitamin

Mij

N

25-dihidroxi-D3-vitamin Cﬁ i

(j

1,25-dihidroxi-D-vitamin

2. abra. A D-vitamin szintézise. Forras: (Molnarné Pasztor Gréta 2014)

A bor koleszterin-anyagcseréje soran 7-dehidrokoleszterin keletkezik, mely vegyiilet a bort
érd ultraibolya sugarak hatasara fotokémiai bomlast szenved. A szteranvaz B-gyliriije
felhasad, ¢és tobb koztes Iépés utan kolekalciferolla, Ds-vitaminna alakul. A 7-
dehidrokoleszterin nagy része a borben marad, mig a kolekalciferolt a vérkeringés elszallitja.
A D-vitamin eredetileg egyetlen OH-csoportot tartalmazé szteroidszarmazék, mely
hidroxilacids 1épéseken megy keresztiil. Az elsé hidroxilacids 1épés helye a ma4j, ahol a
kolekalciferol 25-dihidroxi-D3-vitaminna alakul. A masodik hidroxilacids 1épés helye a vese,
ahol a hidroxilacidért a proximalis kanyarulatos csatornak sejtjeiben 1évé 1a-hidroxilaz enzim
a felel6s. Ez az enzim hozza létre a 25-OH-kalciferolbol 1,25-(OH),-kalciferolt (mas néven
kalcitriolt), mely vegyiilet a biologiailag hatdsos hormon, amit helyenként, mint D-vitamin
hormont emlitenek.

Altalanossagban elmondhatd, hogy a D-vitamin csokkentheti a gyulladasos
folyamatokat, ami jelentds szerepet jatszik a neurodegeneracioban, azaltal, hogy modulélja az
antigén prezentaciot és hatassal van a T sejt proliferaciora és fenotipusra (Chun et al. 2014).
Long ¢és Nguyen a D-vitamin feltételezett genetikai és sejtszignalizacids szerepét vizsgaltak
ALS-ben, és a betegség G93A transzgenikus egérmodelljében (Long and Nguyen 2013).

Genetikai szempontbol a D vitamin hatasmechanizmusat az MHC II molekulakkal, a Toll-like
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receptorokkal, a poly(ADP-rib6z) polimerazokkal (PARPs), Heme oxygenaz-1-gyel, a
kalcium-koté fehérjékkel és a NADPH oxiddz (Nox) enzim komplexszel hoztak
Osszefliggésbe. A sejtszignalizacios szerepénél pedig a glutamatra, a matrix
metalloproteinazokra, a mitogén-akitivalt protein kinazokra (MAPKSs), a wnt/B-catein
szignalizacios Utvonalra, a prosztaglandinokra, a reaktiv oxigén gyokokre (ROS) és a

nitrogén-monoxidra (NO) kifejtett hatasait foglaltak 6ssze (3. abra).

ALS - D vitamin

MHC II molekulak PARP-1 Glutalﬁét Reaktiv Kalcium koto VEGF és HO-1

HLA-DR aktivacio oxigén fehérjék
gyokok

INAD*. NADPH, ATP 1p53 és kaszpaz Mitkondrialis zavar MAPK Angiogenezis
COX-2, INOS,PGE, Endothél sejtek
NO, gyulladésos
cikokinek

SEJTHALAL GYULLADAS Matrix

metalloproteinazok

3. abra. A D vitamin kedvez6 hatasai ALS-ben (Long and Nguyen 2013)

Jelmagyarazat: 1: aktivalt, emelkedett, 1: csillapitott, csokkent

A VDR gén a 12913.11 kromoszoma régiora lokalizalodik, és a D vitamin nuklearis
hormon receptorat kodolja. A VDR gén ¢és egyes neurologiai korképek kapcsolatarol szamos
szakirodalmi adat all rendelkezésre (Torok et al. 2013; Chen et al. 2017; Abdollah Zadeh et
al. 2017; Bettencourt et al. 2017; Laczmanski et al. 2015), azonban az ALS-el 6sszefliggésben
limitalt az adatok mennyisége (Kamel et al. 2003).
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1.3. A CCRS lokusz és a szklerozis multiplex betegség kapcsolata, a

betegség jellemzése

Az SM egy olyan autoimmun kdzponti idegrendszert érintd neurodegenerativ korkép,
mely fOleg a fiatal feln6tt populaciot érinti €s az esetek felében a visszafordithatatlan
szovetkarosodas miatt rokkantsaghoz vezet. Elnevezése és elsd leirdsa a hires francia
neurologus, Dr. Jean Martin Charcot nevéhez kothetd. A betegség kivaltdja a kodzponti
idegrendszer fehérallomanyanak gyulladasa, melynek kovetkeztében karosodnak az
idegsejtek és az Oket koriilvevé mielin. A korkép a fiatal felndttek leggyakoribb idegrendszeri
megbetegedése, a vilagon 2,5 millio6 embert érint, a n6k korében gyakoribb el6fordulasu.
Foldrajzi eloszlasara jellemzd, hogy egyenlit6tdl a sarkok felé haladva nd az eléfordulasi
gyakorisaga. Tiinetei leggyakrabban a 20. és az 50. életév kozott jelennek meg, majd elindul a
korképre jellemzd progresszio. Jellemzden a kovetkezd tiinetekkel jelentkezik: homalyos
latas, izomgyengeség, szédiilés, zsibbadas, kettdslatds. A Csongrdd megyében €16k
standardizalt prevalenciaja 83,7/100.000 (Zsiros et al. 2014). Magyarorszagon 7-8000-re
teheté a SM-es betegek szama. Csongrad megyében 20 év alatt a klinikan kezelt SM betegek
64 szazaléka az SM-hez kothetd halalok miatt hunyt el (Sandi et al. 2016).

Az SM korlefolyasa valtozo, a tiinetek gyakorisaga és mintazata alapjan kezdetben négy
korformat kiilonitettek el (Lublin and Reingold 1996). A betegek kb 85%-a az tigynevezett
intermittald korformakba sorolhatd (relapszalo-remittald, szekunder progressziv vagy
relapszald progressziv), mig a 15%-ukra a primer progressziv forma jellemzd. Késdbb pedig
tovabbi két tovabbi korformaval bovitették a csoportositast, emellett (??7??) bevezették a
klinikailag és a radiologiailag izolalt szindroma fogalmat (Lublin et al. 2014). A most
elfogadott és alkalmazott gyakorlat szerint legalabb két, idodben és térben elkiilonithetd,
neurologiai tlinetekkel jard allapotrosszabbodas, illetve goc kimutatasaval adhato klinikailag

hatérozott, egyértelmii diagnozis a korképrol.

I. Relapszald-remittald SM (RRSM):

A leggyakoribb korforma, az Gjonnan diagnosztizalt esetek 65-80%-a sorolhatd ebbe a
csoportba. Altalaban az elsd tiinetek 20-40 éves kor kozott jelentkeznek. Az els6 iddszakban a
betegek allapotaban egy hullamzas figyelhetd meg, leromlés (relapszus, shub) és javulas
(remisszio) fazisai valtakoznak. A Kkezdeti tiinetek 1-2 hét alatt spontan javulhatnak, ennek
oka a remyelinizacid. Idével az allapot-romlasok mar maradvanytiineteket eredményeznek. A

relapszusokkal és remissziokkal jellemezhet6 idészak néhany évtol akar egy-két évtizedig is
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eltarthat. Kezelés nélkiil azonban a betegek mintegy 40%-a 10 év utan szekunder kronikus

progressziv stadiumba keriil.

Il. Primer progressziv SM (PPSM):
A betegek kisebb részénél, kb 15%-anal a betegség kezdetétdl a klinikai tiineteket lasst és

folyamatos progresszioja figyelheté meg legalabb egy éven keresztiil. Ennél a kérforménal az
elso tlinetek 40 éves kor felett jelentkeznek és a ndket ugyanolyan aranyban érinti, mint a

férfiakat.

I11. Szekunder progressziv SM (SPSM):
Az RRSM Dbetegek 90%-a az évek soran a maradvanytiinetek felhalmozodasa

kovetkeztében ebbe a korformaba 1ép. Ekkorra mar irreverzibilis idegrendszeri karosodasok

torténnek, visszafordithatatlan rokkantsag alakul ki.

IV. Relapszalo-progressziv SM (RPSM):

A legritkabb forma, a betegek alig 5%-ra sorolhato ide. Jellemzi a progressziv lefolyas, de

el6fordulhatnak akut relapszusok is, melyek utan a kezdeti allapot nem all helyre.

V. Klinikailag izolalt szindroma (CIS):

A CIS az SM els6 fazisa, az elsé SM-re utald6 demielinizacios tiinet utani allapot. Ha a
Klinikai tiinet térben és idében elvalik egymastol, akkor a McDonald kritériumok szerint a
klinikailag definitiv SM igazolodik (Polman et al. 2011).

V1. Radiologiailag izolalt szindroma (RIS):

Azokat a betegeket soroljak ebbe a korformaba, akinek a koponya MRI vizsgélata
sclerosis multiplexre jellemz6 eltéréseket mutat, ugyanakkor sem anamnézisiik, sem klinikai

allapotuk nem utal sclerosis multiplex fennallasara.

A betegség etiologidja csak részben ismeretes, a genetikai hajlam egyértelmii szerepet
jatszik a kialakulasaban, azonban felmeriil eddigiekben nem azonositott kornyezeti tényez6k
¢és autoimmun gyulladas szerepe. A genetika hattér bizonyitott szerepe ellenére (Willer et al.
2003; Hansen et al. 2005; Ebers, Sadovnick, and Risch 1995), azonban csak a f6
hisztokompatibilitas komplexet (MHC) sikeriilt azonositani, mint hajlamosité 16kuszt mind az
eset-kontroll, mind pedig a familiaris vizsgalatok kapcsan (Oksenberg and Barcellos 2005;

Sawcer et al. 1996; Haines et al. 1996). Azonban az MHC lokusz szerepe nem csak kizarolag
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a SM-re, hanem az o0sszes autoimmun betegségre jellemz6, ezért olyan hajlamositd és
protektiv 10kuszok azonositasa, melyek SM specifikusak, a kutatas kozéppontjaba keriiltek.

Széleskorben ismert, hogy az SM-re jellemzé kozponti idegrendszeri gyulladas
velejaroja a mielinhiively elvesztése, az axonalis karosodas és a glidzis, melyek egyiittesen
okozzak a progressziv neurologiai miikodés zavart. A kemokinek (kemoatraktans citokinek)
¢s a kemokin receptorok kulcsszerepet jatszanak a gyulladasos folyamatokban, mivel
iranyitjak az immunsejtek vandorlasat, igy tobbek kozott a T-sejtek vér-agy gaton torténd
atjutasat is, ami feltételezhetéen az els6 1épések egyike az SM kialakulasa felé (Matsui 2013;
Jatczak-Pawlik et al. 2016).

A kemokin receptor V (CCRSY), a kemokin receptor csalad tagja és a receptora a MIP-
1a/CCL3, MIP-1b/CCL4 ¢és a RANTES/CCL5 ligandoknak, nemrégiben az SM vizsgalatok
kozéppontjaba keriilt. Human SM mintak vizsgalata kimutata, hogy a receptor kifejezédése a
gyulladast mutato agyi régiokban megemelkedik (Baranzini et al. 2000; Simpson et al. 2000;
Zang et al. 2000). Ugyanezt tapasztaltak a kisérletes autoimmun enkefalomielitiszben, ami az
SM allatmodellje (Rajan et al. 2000; Eltayeb et al. 2003).

A CCR5 gén, mely szamos néven ismert (CKR5, CCR-5, CD195, CKR-5, CCCKRS5,
CMKBRS5, IDDM22 and CC-CKR-5), a 3p21.31 kromoszoéma régioban talalhat6 (Liu et al.
1996), 3 exonbdl és 2 intronbdl all, egy 352 aminosavbol allo fehérjét kodol. A génhez két
prométer régio tartozik up- és downstream az 1. exontol (Mummidi et al. 1997), emelett két
transzkript varianst igazoltak, melyek ugyanazt a fehérjét kodoljak. A kodolt fehérje a G-
protein kapcsolt receptorok csaladdjaba tartozik, 7 transzmembran hidrofob a-hélixbdl, egy
intracellularis carboxi- és egy extracellularis aminoterminalis részbdl tevodik Gssze, utdobbin
glikolizacios hely talalhato (Mueller and Strange 2004). A CCRS5 fdleg a memoria és az
effektor T-limfocitakban, monocitakban, makrofagokban, az éretlen dendritikus sejtekben és a
természetes 016 sejekben fejezddik ki, melyekben a sejtaktivaciot és a kemotaxist irdnyitja
(Oppermann 2004; Balistreri et al. 2007). A kozponti idegrendszerben (CNS) a receptor a
neuronokban, asztrocitdkban és a mikrogliaban talalhatd meg (Mueller and Strange 2004;
Bajetto et al. 2002). A lchetséges fehérje interakciok és funkciok a CNS-ben egy
kozleményben 0sszegezve lettek (Sorce, Myburgh, and Krause 2011).

Széleskorben bizonyitott, hogy a deléciok képesek lehetnek befolyasolni a fehérjék
funkcidit. A CCR5 gén esetében a legjobban tanulmanyozott polimorfizmus a gén 32 bp-0s
delécidja, mely egy frame shift (kereteltolodast okozo) mutaciot hoz 1étre az 1. exonban.
Ennek a muticionak az érdekessége, hogy védettséget eredményez az emberi immunhiany-

el6idéz6 (HIV) virusfert6zéssel szemben homozigdta formaban, mig heterozigdta formaban
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lassitja a progresszidé mértékét, valamint csokkenti a szervezetben taldlhatd virusmennyiséget
(Deng et al. 1996; Dragic et al. 1996; Alkhatib et al. 1996). Maga a deléci6 egy csonkolt
fehérjét eredményez, amely nem képes beinszertalodni a membranba, mivel a vad tipusu
fehérjére jellemzé 352 aminosav helyett csak 215 aminosavat tartalmaz (Liu et al. 1996;
Sorce, Myburgh, and Krause 2011; Samson et al. 1996). A HIV virus ezért nem tud penetralni
a gazda sejetekbe, igy a delécido homozigota formaja védelmet nyujt a virus ellen. A A32 bp
delécio vizsgalata SM ¢és kontroll mintdkon ellentmondd eredményeket tart fel. Néhany
vizsgalat szerint az allél egy kockazati faktor (Gade-Andavolu et al. 2004; Luomala et al.
2003; Pulkkinen et al. 2004; Shahbazi et al. 2009), mig mas vizsgalatok protektiv szerepét
tartak fel (Barcellos et al. 2000; D'Angelo et al. 2011; van Veen et al. 2007; Kaimen-Maciel et
al. 2007), de akadtak olyan eredmények is melyek szerint se nem kockazati se nem protektiv
szerep nem kothet6 az allél hordozasahoz (Motsinger et al. 2007; Ristic et al. 2006; Brassat et
al. 2006; Song and Lee 2014). Rendkiviil nagyszamu vizsgalat tortént tehat az SM és a CCR5
gén és a A32 bp allél vonatkozasaban, de mindGssze néhany vizsgalat alapult nagyobb
mintaszamon. Ezért-vizsgalatainkban nagyobb mintaszam elérését tiiztiik ki legfontosabb

célul.
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2. Célkituzések

A tovabbi vizsgalatokhoz a Szegedi Tudoméanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar
Neurologiai Klinikajanak (késébbiekben a Klinika) biobankjabol harom betegségcsoportbol
Osszegyljtott vérmintakat valasztottunk ki. A betegségtipusok kivalasztasanal meghatarozo
szempont volt, hogy ne csak egy korosztalyra jellemzé korképeket tanulmanyozzunk, hanem
az emberi ¢€let kiilonb6zo szakaszaiban kialakuld betegségeket vizsgéljuk. A valasztas masik
fontos szempontja az volt, hogy a biobankban az adott korkép mintaibdl kelld6 mintaszam
alljon mar rendelkezésre, vagy tovabbi mintagyiijtéssel, egyiittmiikodésekkel konnyedén
elérjiik a viszgalni kivant mintaszdmot. Valasztasunk igy esett a PD, ALS és SM korképekre.
Ezen korképek kozos jellemzoje, hogy a neurodegeneracio ¢és a gyulladds része a
patomechanizmusnak (Joshi and Singh 2017; Andres-Benito et al. 2017; Matute-Blanch,
Montalban, and Comabella 2017; Kori et al. 2016). Tovabba mindharom korkép kronikus és

jelen allas szerint gyogyithatatlan.

2.1. Célkitiizések a Parkinson-kor és a kinurenin utvonal vizsgalatban:

Kordbban nem készitettek tanulmanyt a PD és a kinurenin tutvonal enzimeinek
polimorfizmusai kozotti kapesolatrél, igy ez a téma ) megvilagitasban vizsgalja a korkép és a
kaszkad utvonal esetleges kapcsolatat.

A vizsgalatban alkalmazott statisztika megbizhatdsaganak érdekében bevontuk az
Osszes PD beteg mintat, amikhez pedig nemben-korban illesztett kontroll mintakat
tarsitottunk.

A KMO gén 4 SNP-jét valasztottuk ki vizsgalatunkban (rs2050518, rs6661244,
rs2275163, és az rs1053230). Az rs1053230 SNP egy arginin (hidropatias index: —4.5) és
cisztein (hidropatias index: 2.5) cseréjét jelenti, ami hatassal lehet az enzimfunkciora és a
szubsztratkot6 képességre (Azmitia and Nixon 2008). A T allél hordozéi az rs2275163 SNP-
nek egy emelkedettebb KMO mRNS szintjét mutatjak (Wonodi et al. 2011). Ez talan
magyarazat lehet arra, hogy a T allél hordozoknal csokkent KYNA koncentraciét mértek
(Johansson et al. 2013). A masik két vizsgalni kivant SNP a gén intronikus részében talalhato.
Ezek az SNP-k a génmiikddést szabalyozé regulator fehérjék kotdhelyeit érinthetik, vagy a
génmiikodés szabalyozasaban is részt vehetnek a mikroRNS-ek altal.

Ha beigazolddna, hogy a KP eltérése hozzajarul a PD pathogeneziséhez, az a kaszkad
terapias felhasznalasanak adhatna teret (Moroni 1999; Zadori et al. 2012; Stone 2000;
Zwilling et al. 2011; Graham et al. 1990).
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Célkitlizéseink a vizsgalat soran:
1. Van-e kapcsolat az rs2050518, rs6661244, rs2275163 és az rs1053230 azonositoja SNP-kK
¢és a betegség kialakulasa kozott?
2. Van-e az rs2050518, rs6661244, rs2275163 és az rs1053230 azonositoju SNP-nek

betegségkezdetet befolyasolo hatasa?

2.2. Célkitiizések az amiotrofias lateralszklerodzis vizsgalatban:

Korabban minddsszesen egy vizsgalatot készitettek az ALS és a VDR gén
polimorfimusainak esetleges kapcsolatarél (az kizardlag az rs1544410 (Bsml) SNP-t
vizsgalta), igy munkankkal feltarhatunk egy tijabb aspektust a D-vitamin és az ALS kozotti
kapcsolatban.

A vizsgalatba bevontuk az Gsszes ALS beteg mintat a Klinika biobankjabol, amikhez
pedig nemben-korban illesztett kontroll mintakat valasztottunk. Az igy kapott mintaszam a
magyarorszagi betegmintak kortilbeliil 20%-at érte el ritka korkép kapcsan.

Az ALS tanulmanyban kivalasztott és tanulmanyozott SNP-k a VDR gén 4
polimorfizmusat fedik le: rs1544410 (Bsml), rs7975232 (Apal), rs731236 (Taql) és az
rs2228570 (Fokl). Az irodalomban ezen SNP-k gyakran a restrikcios fragment hossz
polimorfizmus (RFLP) vizsgalatban alkalmazott enzimek azonositojaval vannak jelolve, igy a
konnyebb Osszevetés miatt adjuk meg az rs szamok mellett ezeket is.

Célkitlizéseink a vizsgalat soran:

1. Osszefiiggésbe hozhato-e a VDR gén altalunk vizsgalt 4 SNP-a a betegség kialakulasaval?

2. Van-e kapcsolat az egyes allélek és a betegségkezdet kozott?

2.3. Célkitiizések a szklerozis multiplex vizsgalatban:

A nagyszamu vizsgalat ellenére a CCRS A32 bp allél szerepe az SM kialakuldsaban
kérdéses maradt a sok ellentmondd eredmény miatt. Az ellentmondasos adatok hatterében
pedig sok esetben az alacsony mintaszam, vagy a nem megfelelden kivalasztott beteg és
kontroll csoport allhat. Ezért vizsgalatunkban meghatoroz6 szempont volt a magas beteg és
hozza nemben-korban illesztett kontroll mintaszam elérése, illetve a betegcsoport megfeleld
kivalasztasa. Fontosnak tartottuk tovabba, hogy olyan populédcion végezziik el a vizsgalatokat,
melyet korabban még nem vontak be ilyen jellegii tanulmanyba. Csoportunk az eddigi RFLP
technika helyett, elsdként Taqman probas allél elkiilonitéssel tervezte meg a kisérleteket,

mellyel a nagyszamti minta hatékonyabb, gyorsabb vizsgalatat értiik el.
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Célkitlizéseink a vizsgalat soran:
1. Van-e szerepe a CCR5 A32 delécionak az SM kialakulasdban?
2. Az all¢élok befolyasoljak-e a betegségkezdetet?
3. Az allélok befolyasoljak-e az Expended Disability Status Scale (EDSS) értéket, ami a
rokkantsag mérészama?
4. Az allélok ¢és a kornyezeti faktorok (dohényzéas, BMI, alkoholfogyasztds) egyiittesen
hatassal vannak-e a betegségkezdetre, EDDS értékre?
5. A vizsgalt kornyzeti faktorok (dohanyzas, BMI, alkoholfogyasztas) oOnmagukban
befolyasoljak-e a betegségkezdetet vagy az EDSS értéket?
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3. Anyag és modszer

3.1. A biobank létrehozasa

A tervezett kisérletekhez sziikséges vérmintdk Osszegylijtéséhez és biztonsagos
tarolaséhoz a Szegedi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Neuroldgiai
Klinikajan létrehoztunk egy biobankot. A biobank Iétrehozasa, annak gépparki felszerelése, az
engedélyek beszerzése az én feladatom volt.

A vérmintadkat négy mélyfagyaszto hiitében -80 °C-on taroltuk. A biztonsag érdekében
a négy hiitd koz¢ telefon alapt riasztasi lancot alakitottunk ki.

A technikai feltételek megteremtése utdn, a biobank megkapta a helyi Allami
Népegészségiigyi és Tisztiorvosi Szolgalat és a Szegedi Tudomanyegyetem Szentgyorgyi
Albert Klinikai Koézpont Regionalis Huméan Orvosbiologiai Kutatasetikai Bizottsag
engedélyeit is.

Ezt kovetden kezdhettiikk meg a 2008. évi XXI. torvény alapjan (amely a humangenetikai
adatok védelmér6l, a humangenetikai vizsgalatok ¢s kutatdsok, valamint a biobankok
miikodésének szabalyair6l rendelkezik) a mintak gytjtését, katalogizalasat és tarolasat.

A csoportunk altal végzett genetikai kutatasok engedélyezését a helyi etikai biztottsag,
Szegedi Tudoményegyetem Szentgyorgyi Albert Klinikai Kozpont Regionalis Humén
Orvosbioldgiai Kutatasetikai Bizottsdga ¢és az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs
Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga engedélyezte (engedélyszamok lasd az adott

vizsgalat leirasanal).

3.2. Vérmintagyiijtés és tarolas

A mintak gyljtését a klinikdn megfordulé és a mintaadasba irasban beleegyezd
paciensek (SM, PD, Huntington-kor, epilepszia, sztrok, ALS és migrén betegek) és az 6
egészséges, nem vérrokon (férj-feleség) hozzatartozoik bevonasaval kezdtiik meg.

Késobb helyi, orszagos €s nemzetkozi egyiittmiikddések keretében tovabbi mintak
gylijtéseét is megszerveztik.

Anonim mintagyiijtés keretében a szegedi véradd allomdasrdl egészséges kontroll
mintakkal is bovitettiik biobankunkat.

Professzor Dr. Adany Rozaval valo egyiittmiikodés keretében pedig tovabbi egészséges
kontroll mintak és a roma kisebbséghez tartozé mintak érkeztek Debrecenbdl.

Nemzetkozi egyiittmiikodés keretében, Magyarorszag-Szerbia IPA Hataronatnytlo
Egyiittmiikodési Program (HUSRB) program részeként, pedig tovabbi SM paciens ¢és

19



egészséges kontroll mintdk keriilhettek a szerbiai észak-bacska régiobol a szegedi klinikan
miikddd biobankba.
A jelenleg tarolt mintdk szamat betegségtipusonként Osszesitve az 1. tablazat

tartalmazza.

1. tablazat. A Klinika biobankjaban tarolt mintak tipusai és darabszama.

Betegségtipusok Minta darabszam
Parkinson-kor 133
Amiotrofias lateralszkler6zis 95
Szklerdzis multiplex 592
Egészséges kontroll 680
Miaszténia gravisz 47
Huntington-kor 15
Sztrok 45
Migrén 196
Epilepszia 51

3.3. Beteg és kontroll mintak a harom genetikai elemzésben

A vizsgalati protokolljainkat az Orvostudomanyi Tanacs, Tudomanyos és Kutatasetikai
Bizottsaga jovahagyta a PD, az ALS (470663/2013 / EKU (556/2013)) és az SM
vizsgalatokban (N0.35764 / 2012 / EKU (566 / P112)), tovabba a protokollok 6sszhangban
vannak a Helsinki nyilatkozattal.

3.3.1. Beteg és kontroll mintak dsszegzése a Parkinson-koér tanulmanyban

A vizsgalatban 6sszesen 105 sporadikus PD-os paciens (57 n és 48 férfi; atlag életkor:
66,42+9,236 év; atlagos betegségkezdet ideje: 58,81+£10,97 év) és 131 nemben-korban
egyeztetett kontroll (71 n6é és 60 férfi; atlag életkor: 65,21+8,072 év) keriilt bevonasra. A
munkdba bevont beteg és kontroll mintak a szegedi Neurologiai Klinika biobankjabdl, illetve
a gyulai Pandy Kalman megyei korhaz Neurologiai és Cerebrovaszkuldris Betegségek
Tanszékérdl szarmaztak. A PD-os beteg és az egészséges kontroll csoport nem kdlonbozott a
nemek aranyaban (P=0,989), illetve az atlag ¢letkorban (P=0,069). A betegségkezdet Szerint,
a PD-os csoportot két részre osztottuk annak érdekében, hogy vizsgalni tudjuk az egyes

polimorfizmusok betegségkezdetet befolyasold hatasat. Az elsé csoportba azok a paciensek
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kertiltek, akiknél hatvan éves koruk el6tt mar megjelent a korkép (1 csoport: Betegségkezdet

<60, Betegségkezdet atlaga: 50,27+7,734), mig a masik csoportba a 60 és annal iddsebb

betegségkezdetet mutatd alanyok keriiltek (2 csoport: Betegségkezdet >60, Betegségkezdet

atlaga: 67,70+£5,281). Részletes szocialdemografiai adatok a 2. és a 3. tablazatban

szerepelnek.

2. tablazat. A szocialdemografiai adatok 6sszegzése a Parkinson-kor és a kinurenin rendszer
kapcsolatat tanulményoz6 munkdban. N: elemszam, Median: egy adatsor kozépso értéke,
amelynél az ennél kisebb és nagyobb adatok szama azonos, Min: A legkisebb életkor a
csoportban, Max: a legiddsebb életkor a csoportban.

Csoportok | Férfi | N6 Atlag életkor | Median Min Max Betegségkezdet

(N) (SD) (SD)
Parkinson
betegek 48 | 57 | 66,42 +9,236 68 34 84 58,81 + 10,970
(105)
Kontrollok

60 | 71 | 65,21 +8,072 63 53 87 -

(131)

3. tablazat. A szocialdemografiai adatok Osszegzése a Parkinson-koros beteg csoportban
betegségkezdet szerinti csoportbontdsban. (Két beteg esetében nem allt rendelkezésre adat a
betegségkezdet vonatkozasaban)

a

Csoportok | Elemszam Férfi N6 Atlag életkor Betegségkezdet
(SD) (SD)
Parkinson
betegek 53 29 24 60,74 + 8,797 50,27 £ 7,734
(<60)
Parkinson
betegek 50 19 31 72,16 +£ 5,312 67,70 +£ 5,281
(=60)

3.3.2. A beteg és kontroll mintak dsszegzése az amiotrofias lateralszklerézis

vizsgalat kapcsan

Osszesen 75 - a Klinikdn megjelend - sporadikus ALS beteg és hozzajuk nemben,

korban illesztett 97 kontroll keriilt bevonasra a vizsgalatba. Vérmintakat a szegedi

Neurologiai Klinikan megjelend személyektdl gyiijtottiik. Mivel az ALS ritka korkép ez a

mintamennyiség a magyarorszdgi ALS betegek nagyjabol 20%-at reprezentdlja. A vizsgalt
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beteg €s a kontroll csoport nem tért el nembeli (P=0,976) és korbeli (P=0,935) megoszlasban
egymastol. A beteg csoportban 47 nd és 28 férfi vallalta a vizsgalatban valo részvételt. A
csoportra vonatkoz¢é atlag életkor 60,3+£11,0 év volt, mig az atlagos betegségkezdet 58,9+11,8
év. A betegségkezdet meghatarozasat az orvosi feljegyzések alapjan végeztiik, és az eseteket
korai (60 vagy 60 éves kor el6tt diagnosztizaltak) vagy késén megjelend (60 évesnél idosebb)
kategoriakba soroltuk (az életkor medidnja a betegcsoportban 60 év volt). A diagndzist az El-
Escorial-kritériumok alapjan hataroztuk meg (10) (lasd Fuggelék). A kontroll csoport 97
egészséges Onkéntesbdl allt, koziiliikk 61 nd és 36 férfi, a csoport atlag ¢letkora 60,1+11,3 év.

A szociodemografiai adatokat a 4. és 5. tablazat foglalja 0ssze.

4. tablazat. Az ALS vizsgalat szociodemografiai adatainak Osszegzése. SD: standard
deviacio, Median: az atlag életkorhoz tartozé median érték a csoportban, Min: A legkisebb
¢letkor a csoportban, Max: a legiddsebb életkor a csoportban.

Csoportok | Férfi | N6 |  Atlag | Median | Min | Max | Betegség- | Betegség-
életkor kezdet kezdet
(SD) (SD) medianja
ALS
betegek 28 | 47 | 60,3+11,0 61 33 86 | 58,9+11,8 60
(75)
Kontrollok | 56 | 61 | 60,1113 | 62 | 33 | 84 : :
(97)
5. tablazat. Az ALS betegek kor szerinti csoportbontésa.
Csoportok Elemszam | Férfi N6 | Atlag életkor (SD) | Betegség-kezdet
(SD)
(A<L§0§’9tegek 38 19 19 51,827,787 49,79+8,473
é'é%bewgek 37 9 28 68,025,857 68,305,920

3.33. A Dbeteg és kontroll mintak jellemzéi a szklerozis multiplex

vizsgalatban

A vizsgélatba 428 sporadikus SM beteget vontunk be, melyek mindegyike relapszalo-
remittald (RRSM) vagy secunder progressziv (SPSM) koérforméjat mutatta a betegségnek.
Hozzajuk egészséges, nemben-korban illesztett 831 kontroll mintat illesztettiink a
magyarorszagi Csongrad megyébél, egy debreceni biobankbol és a szerbiai Eszak-Bacska
régiobol. A beteg és az Onkéntes kontroll mintak 3 intézménybdl szarmaztak (a Szegedi

Tudomanyegyetem Orvostudomanyi Kar, Neurologiai Klinika; a Debreceni Egyetem,
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Kozegészségiligyi Kar Prevencidos Orvostudomanyi Intézet és a szerbiai Szabadkai Korhaz
Neurologiai Intézet). A demografiai adatokat egy kérddiv segitségével gylijtottiik ossze. A
tanulmanyban résztvevé Osszes SM beteg megfelelt a McDonald-kritériumoknak (Polman et
al. 2011). A paciens és kontroll csoportok nem kiilonboztek egymastdol a nemi arany
(P=0,942) vagy az atlagéletkor (P=0,414) tekintetében. Az SM betegcsoport 106 férfibol és
322 n6bal allt, akiknek az atlag életkora 43,74+£11,97 év volt, atlag életkoruk a betegség
kezdetén pedig 32,17+9,80 év volt. Az atlagos Expanded Disability Status Scale (EDSS)
pontszamuk 2,54+1,92 volt. Az SM-csoport 377 RRSM korformaju (91 férfi és 286 nd,
atlagéletkor 42,56+11,70 év) és 51 SPSM korformaju betegbdl tevodott dssze (15 férfi és 36
no, atlagéletkor 52,49+10,35 év). A betegcsoport EDSS és betegségkezdet adatai nemi
bontasban a 8. tablazatban lathatoak. A 831 kontroll személy koziil 204 volt a férfi és 626
pedig nd. Az 0 atlag életkoruk 44,34+13,20 év. Az altalanos szociodemografiai adatok a 6.,
7., és a 8. tablazatban lathatok.

A Debrecenbél szarmazdé 3 kontroll minta esetében az allél-diszkriminacios
protokollnak nem volt megfeleld mennyiségli DNS-minta, és 1 minta esetén a nemi

informécio6 hidnyzott.

6. tablazat. A szkler6zis multiplex vizsgalat szociodemografiai adatai.

EDSS
Csoportok Férfi No6 Atlag életkor Betegségkezdet
pontszam
(N) (%) (%) (SD) (SD)
(SD)
SM
106 322
betegek 43,74+11,97 2,54+1,92 32,17+9,80
(24,8) (75,2)
(428)
Kontrollok 204 626
44,34+13,20 - -
(831) (24,6) (75,4)
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7. tablazat. Az RR és SP korformaju szklerdzis multiplexes betegek szociodemografiai

adatai.
EDSS
Csoportok Feérfi N6 Atlag életkor Betegségkezdet
pontszam
(N) (%) (%) (SD) (SD)
(SD)
RR SM
91 286
betegek 42,56+11,70 2,09+1,52 32,07+9,58
(24,1) (75,09)
(377)
SP SM
15 36
betegek 52,49+10,35 5,87+1,20 32,92+11,32
(29,4) (70,6)
(51)

8. tablazat. Az SM betegek EDSS és betegségkezdet adatai nemi bontés szerint.

SM betegek EDSS Betegségkezdet

(N) (SD) (SD)
Férfi

2,580+1,954 30,61+10,101
(106)
N6

2,536+1,920 32,68+9,9662
(322)

3.4. DNS izolalas

A klinikdn megjelend PD-0s és ALS betegektl és egészséges, nem vérrokon

hozzatartoz6iktol irdsos beleegyezésiik utdn periferias vérvétel sordn nyertiink mintakat a

vizsgalatainkhoz. A genomi DNS izolalasahoz ezt a mintat hasznaltuk, melyet a Miller—féle

izolalassal (kisozasi

technika 1lasd

lentebb) nyertiink ki a vérszovetben talalhato

fehérvérsejtekbol (Miller, Dykes, and Polesky 1988). A kitisztitott genomi DNS ezutan -20 és
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-80 °C fokon keriilt tarolasra tovabbi felhasznalasig a Neurologiai Klinika biobankjaban
(biobank engedély: Regional Human Biomedical Research Ethics Committee:135/2008).

A klinikdn megjelend SM betegektdl és egészséges, nem vérrokon hozzatartozoiktol a
masik két vizsgalathoz hasonldéan gytijtottiik a vért. Tovabbi kontroll mintdkat a szegedi
vérado allomasrol kaptunk anonim modon az ott megjelent és a véradas el6tti vizsgalatokon
megfelelt személyekt6l, amenyiben ehhez irdsos hozzajaruldsukat adtdk. Néhany tovabbi
kontroll mintat bevontunk a vizsgalatba azért, hogy nemben-korban megfeleld legyen az
illesztés, ezek a mintdk a Debreceni Egyetem, Kozegészségiigyi Kar Prevencios
Orvostudomanyi Intézet biobankjabol érkeztek, mely az orszag egész teriiletérdl tarol
mintakat. A szerbiai Eszak-Bacska régiobol szarmazo beteg és kontroll mintékat egy hatéron
atnyuld egyiittmiikodés, Magyarorszag-Szerbia IPA Hataronatnyuld Egylittmiikodési
Program, egy az EU  altal tdmogatott  projekt  keretében  gyfijtottiik
(HUSRB/1002/214/082/01). A genomi DNS izolalasahoz ezeket a mintakat hasznaltuk,
melyekbdl az el6z6 két vizsgalathoz hasonloan, a Miller—féle izolalassal nyertik Ki az 6rokitd
anyagot a vérszovetben talalhato fehérvérsejtekbol (Miller, Dykes, and Polesky 1988). A
genomi DNS-t ebben az esetben is -20 és -80 °C fokon taroltuk tovabbi felhasznalasig.

A Miller-féle DNS kisozasi technika ismertetése:

Az etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA) tartalmazd vérvételi csében érkezett
vérmintakat frissen, vagy akar -80°C-os fagyasztas utan (kiolvasztast kdvetden) is fel tudjuk
hasznalni a metodika soran. A preparalas elsd 1épéseként magas fruktdz tartalmi vordsveértest
lizis pufferrel a sejteket lizaljuk, majd tobbszords desztillalt vizes mosasi 1épésben
megszabadulunk a PCR hatékonysagat csokkentd anyagoktol példaul a hem csoporttol.
Ezutan enzimatikus Uton, proteindz K-val torténd emésztéssel roncsoljuk a fehérjéket, koztiik
a DNS-t bont6 nukleazokat. Natrium-dodecil-szulfattal (SDS) a membranlipideket roncsoljuk
tovabb. A proteinaz K-val torténd emésztést over night, 37 °C-os termosztatban végezziik. Ezt
kovetden telitett NaCl oldatot felhasznalva csapjuk ki a roncsolt fehérjéket. A centrifugalast
kovetden, az igy kapott feliiliszoban taldlhato DNS-t el6hiitott izopropanollal precipitaljuk.
Majd etanolos mosast alkalmazzunk a tisztitott DNS-en, végezetiil pedig Tris-EDTA (TE)
pufferben oldjuk vissza, és -20/-80 °C-on taroljuk felhasznalasig.
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3.5. Genotipizalas

3.5.1. Genotipizalas a Parkinson-kor vizsgalatban

A genotipizalast Taqman probas polimerdz lancreakcids modszerrel végeztiik.
Fluoreszcensen jelolt Tagman probakat (Nucleotest Bio Kft, Budapest, Magyarorszag)
hasznaltunk az allélok elkiilonitésére. A reakcidkban részt vevo primerek és probak listaja a 9.
tablazatban osszefoglalva lathat6. a PCR amplifikacio 1épései: 95 °C 3 perc, majd 49 cikluson
keresztiil 95 °C 10 masodperc, majd 58 °C 50 masodperc (kivéve rs2050518 szamu SNP
esetében, ahol 59 °C 50 masodperc). A genotipizalashoz specifikus master mixet
alkalmaztunk (2x PCR Bio Genotyping mix Lo-ROX, PCR Biosystems, London, Anglia). A
kisérleti munkat a BioRad CFX96 C1000 valos idejii PCR gép alkalmazasaval végeztiik el, az
adatok elemzésését pedig a géphez valé BioRad szoftver segitségével értékeltiik ki (BioRad
CFX Manager versionl.6).

9. tablazat. Primerek és probak Osszesitése a Parkinson vizsgéalatban.

SNP

azonosito

Primerek

Probak

rs2050518

F: 5>-TCA TAT CAT ATC TCA
CTG TGT GAA-¥’

R: 5°-CCA GGT TGT TCA GTG
TAG T-3°

A allél: 5’-Fam-TCG TTC ATT CCA
CTC TGA TAG TC-BHQ-1-3’
T allél: 5°-Hex-TCG TTC ATT CCT
CTC TGATAG TC-BHQ-1-3°

rs6661244

F: 5’-CAT GGC AAATAC AAT
GGCT-3

R: 5-ACA AAC ATA AAT
CCTCTCTGG A-3

C allel: 5’-Fam-AAT CTG AGG CCT
ATG GTG ATG T-BHQ-1-3°
T allél: 5°-Hex-AAT CTG AGG CTT
ATG GTG ATG T-BHQ-1-3°

rs2275163

F: 5°-ACG ATG GAT CAT GCA
GTAA-3°
R: 5°-CGT CAA GGG TGT TTT
TCAG-¥

C allél: 5’-Fam-TAG AGC AAA AGT
CTA AGT GGA TAT TG-BHQ-1-3’
T allel: 5°-Hex-TAG AGC AAA AGT
TTA AGT GGA TAT TG-BHQ-1-3°

rs1053230

F:5°-TTT GCT ACC ACA AAA
CCTTT-3

R:5°-TCA GCA GTA CCT ACC
TACTTATA-3’

A allél: 5°-Fam-CCT CTC AAG CAG
AGG AAA GAT C-BHQ-1-3°
G allél: 5°-Hex-CTT CTC AAG CGG
AGG AAA GAT C-BHQ-1-3°
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3.5.2. Genotipizalas az amiotrofias lateralszklerozis tanulmanyban
Az altalunk vizsgalni kivant négy polimorfizmus koziil harom intron varians, mig egy

Mmisszensz mutacio.

rs1544410 (Bsml): Az SNP koriili DNS régié amplifikalasahoz a kovetkezd primer part

terveztiik:
Forward primer: 5-CAA CCA AGA CTA CAA GTA CCG CGT CAG TGA-3’
Reverse primer: 5-AAC CAG CGG GAA GAG GTC AAG GG-3
Az allélek elkiilonitését restrikcios fragment hossz polimorfizmus vizsgdlattal végeztiik,
melyhez ebben az esetben Mval2691 (Bsml) enzimet alkalmaztuk (10 U/ul) (Thermo
Scientific Baltic, Vilnius, Litvania) a gyart6 leirasanak megfeleléen. A PCR reakcid estében
alkalmazott beallitasok a kovetkezok voltak: 95 °C 5 percig, melyet egy 44 ciklusbol allo
ismétléses rész kovetet 95 °C fokon 30 masodpercig, majd 60 °C 30 masodpercig, végezetiil
72 °C 1 perc. A ciklus végeztével pedig idot hagytunk, hogy az enzim megszintetizalhassa a
be nem fejezett szalakat 72 °C 5 percig.

rs731236 (Tadl): Az rs731236 intron polimorfizmus koriili DNS régiot a kovetkezd

primer parral sokszoroztuk fel:
Forward  primer: 5’-CAG AGC ATG GAC AGG GAG CAA-3°
Reverse primer: 5-CAC TTC GAG CAC AAG GGG CGT TAG C-3°
Az allélok szeparalasahoz a Tagl enzimet alkalmaztuk (10 U/ul) (Thermo Scientific, Vilnius,
Litvania) a gyart6 leirasanak megfeleléen. A PCR reakcio 1épései a kovetkezok voltak: 95 °C
5 percig, ezt kovette a 44 ciklus, mely harom héfokon zajlott 95 °C-on 30 masodpercig, 60
°C-on 30 masodpercig, utolso lépésben pedig 72 °C-on 1 percig. A ciklus végezetével pedig
egy 72 °C 5 perces bedllitast alkalmaztunk.

rs2228570 (Fokl): Az rs2228570 azonositdji misszensz mutacid koriilli DNS régio

felsokszorozéasahoz a kovetkezd primer part terveztiik:
Forward primer: 5-AGC TGG CCC TGG CAC TGA CTC TGC TCT-3
Reverse primer: 5’-ATG GAA ACA CCT TGC TTC TTC TCC CTC-3’
Az emésztéshez hasznalt enzim a BseGl (BtsCl) (10 U/ul) (Thermo Scientific, Vilnius,
Litvania) volt, melyet a gyartoi leiras szerint alkalmaztunk. A PCR reakcié paraméterei: 95
°C 5 perc; majd 95 °C 30 masodperc, 60 °C 30 masodperc, 72 °C 1 perc 44-szer ismételve; 72
°C 5 perc.

rs7975232 (Apal): A 12. kromoszoéman talalhato rs7975232 szamu SNP esetében a

kovetkezd primer part hasznaltuk:
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Forward  primer: 5’-CAG AGC ATG GAC AGG GAG CAA-3°
Reverse primer: 5°-CAC TTC GAG CAC AAG GGG CGT TAG C-3
A PCR soran kapott amplikont az Apal enzimmel (10 U/ul) (Thermo Scientific, Vilnius,
Litvania) emésztettiik az alléldiszkriminacio érdekében. A PCR amplifikacio beallitasai: 95
°C 5 perc; ezutan 44 cikluson keresztiil 95 °C 30 masodperc, 60 °C 30 masodperc, 72 °C 1
perc; végezetiil pedig 72 °C 5 perc.

A PCR-kisérleteket Bio-Rad CFX96 C1000 valos idejii PCR késziilékkel végeztiik. Az
alkalmazott primerek a Nucleotest Bio Kft.-t61 (Budapest, Magyarorszag) érekeztek. A PCR
utan a mintdkat megfeleld enzimekkel emésztettiik, és a kapott restrikcios fragmenteket
gélelektroforézissel a hosszusaguk szerint szétvalasztottuk (4. abra). A gélelektroforézis soran
2%-0s agaroz gélt késztettiink 3 g agardzzal (SeaKem LE agardz, Lonza, Basel, Svajc), 150
ml 1x TBE pufferrel (500 mg/ml, Sigma, St. Louis, USA) és 15 ul etidium-bromiddal
(koncentracio: 0,5 pg/ml). A gélelektroforézishez az alkalmazott fesziiltség 120 V volt. A
DNS fragmentek méretmeghatarozasdhoz Gene Ruler DNS létrakat alkalmaztunk a Thermo
Scientific-tol (Vilnius, Litvania) (bal oldalon 50 bp /fokai: 1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 250, 200, 150, 100, 50/, a gélek jobb oldalan pedig 100 bp /fokai: 1000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200, 100/). A Bsml SNP allélei az A allél (822 bp) és a G allél (646
bp és 176 bp) volt. A Taql SNP allelei a C allél (293 bp, 201 bp, 7 bp) és T allél (494 bp, 7
bp) volt. A Fokl SNP alléljai a C allél (267 bp) és T allél (207 bp, 60 bp) volt. Az utoljara
vizsgalt VDR SNP, az Apal esetében az elvalasztott allélok pedig a C allél (284 bp, 217 bp)
¢és az A allél (501 bp) volt.

A
500 bp
500 bp
250 bp 100 b
p
50 bp
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500 bp

500 bp
250 bp
50 bp 100 bp

4. abra. Gélelektroforézis modszer alkalmazasa az ALS vizsgalatban.

Jelmagyarazat:

A. Bsml SNP: AA: 822 bp; AG: 822 bp, 646 bp, 176 bp; GG: 646 bp, 176 bp

B. Tagl SNP: CC: 293 bp, 201 bp, 7 bp; CT: 494 bp, 293 bp, 201 bp, 7 bp; TT: 494 bp, 7 bp
C. Fokl SNP: CC: 267 bp; CT: 267 bp, 207 bp, 60 bp; TT: 207 bp, 60 bp

D. Apal SNP: CC: 284 bp, 217 bp; AC: 501 bp, 284 bp, 217 bp; AA: 501 bp

3.5.3 Genotipizalas a szklero6zis multiplex kutatiasban

Az allélok elkiilonitésére polimeraz lancreakciot terveztiink Tagman probakkal. Ez a
technika gyorsabb, mint a standard PCR és gélelektroforézis modszerek, emellett pedig
kevesebb veszélyes hulladék keletkezik és biztonsagosabb, mert nem igényel etidium-
bromidot vagy mas interkalalodo festéket. A DNS-chip kisérletekkel Gsszehasonlitva pedig
sokkal olcsobb, de csak egy SNP vizsgalhato, ellentétben a DNS-chipekkel.

Az 15333 SNP (CCRS5 A32bp delécid) kozelében 1évé DNS-régi6 amplifikaciojahoz a
kovetkezo primereket (Nucleotest Bio Kft, Budapest, Magyarorszag) hasznaltuk (lasd 5.
abra). Az abran vilagos és sotétzold kiemeléssel jeloltiik a forward és reverse primereket. A
delécios és a vad allélhez tartozo probakat vilagoskék €s rdzsaszin kiemelés jelzi, mig lila szin
jeloli a két proba atfedd részét. Az abran piros betlikkel jeloltiik azt a 32 bp régiot, amely a
deléciot hordozo allél esetében deletalodik.

A vizsgélathoz tervezett primer par:
Forward primer: 5-AAG AAG GTC TTC ATT ACA CcC-3
Reverz primer: 5'-AGC AGA GTT TTT AGG ATT CC-3
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Az allél diszkriminacidra a kdvetkezd probakat készitettiik:
Vad tipusu allél: 5'-Fam-CAT ACA GTC AGT ATC AAT TCT GGA A-BHQ-1-3'
Delécios allél: 5°-Hex-CTC TCA TTT TCC ATA CAT TAA AGA TAG-BHQ-1-3’

GGTGGTGGCTGTGTTTGCGTCTCTCCCAGGAATCATCTTTACCAGATCTCAAAAA

GAAGGTCTTCATTACACCTGCAGCTCTCATTTTCEEIABACTOACTATOAAT e

B GAATTTCCAGACATTAAAGATAGTCATCTTGGGGCTGGTCCTGCCGCTGCTT
GTCATGGTCATCTGCTACTCCEEANICEIAAAAASIEIEEN TCGGTGTCGAAATG
AGAAGAAGAGG

Jelmagyarazat:

== forward primer Bl atfed6 rész a két allélhez

. tartozo probakon
= delécios allélhez p

tartozo proba B reverse primer

Bl vad allélhez tartozo
proba
5. abra. Primerek ¢s probak elhelyezkedése a CCRS5 rs333 SNP tanulmanyozasakkor.

A PCR amplifikaciot a kovetkez6 paraméterekkel végeztiik: 95 °C 3 percig, majd 49
ciklus 95 °C-on 10 masodpercig, majd 56 °C-on 50 masodpercig. A genotipizalashoz
specifikus master mix keveréket alkalmaztuk (PCR Biosystem 2PCR Bio Genotyping Mix
Lo-ROX, London, Anglia). A PCR-kisérleteket egy BioRad CFX96 C1000 valos idejii PCR
berendezéssel végeztiik, és a genotipuselemzést a BioRad egyik sajat szoftverével (BioRad
CFX Manager Version 1.6) végeztiik. A kapott alléldiszkriminacios eredményeket kezdetben
agardz gélelektroforézissel ellendriztiik, pontosan ugyanolyan eredménnyel, mint a szoftveres
kiértékelés soran (154 bp-es savok a vad tipusok esetében, 154 és 122 bp érték a

heterozig6tak esetében, valamint 122 bp homozigota mutansok esetében) (5. abra).
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6. abra. A CCRS5 rs333 SNP gélelektroforézis és Taqgman probas alléldiszkriminacios képe.

Jelmagyarazat: A, Gél elektroforézis: 1: Thermo Scientific Gene Ruler DNS Létra 50 bp
/1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 250, 200, 150, 100, 50/, 2: vad genotipust
homozigota, 3: vad genotipusi homozigoéta, 4: vad genotipusit homozigota, 5: vad genotipust
homozigota, 6: vad genotipusi homozigdta, 7: heterozigota, 8: heterozigéta, 9: heterozigbta,
10: A32/A32 delécios homozigota, 11: A32/A32 delécids homozigota, 12: A32/A32 delécids
homozigdta, 13: A32/A32 deléciés homozigota, 14: templat DNS nélkiili kontroll, 15: templat
DNS nélkiili kontroll, 16: Thermo Scientific Gene Ruler DNS Létra 100 bp /1000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200, 100./; B, Tagman allél diszkriminacié: o: A32/A32 homozigdta
delécioé (minta: 10, 11, 12, 13), A: heterozigota (minta: 7, 8, 9), o: vad tipusi homozigota
(minta: 2, 3, 4, 5, 6), 0: DNS templat nélkiili kontroll (minta: 14, 15).

3.6. Statisztika

Az adatok értékeléséhez az SPSS szoftver 20. verzidjat hasznaltuk. X-négyzet tesztet
alkalmaztunk a genotipusok és az allélok megoszlasanak a vizsgalatara, a t-probat pedig az
atlagok Osszevetésére két csoport kozott mindharom analizis soran.

A vizsgalatainkban szereplé beteg és a kontroll csoportok kozott a megfigyelt
genotipus-frekvenciak Osszhangban voltak a Hardy-Weinberg egyensullyal (HWE). Ezt a
vizsgalatot Michael H. Court altal készitett (2005-2008) HWE calculator segitségével
ellendriztiik.

A VDR és az ALS kockazat kozotti kapesolat vizsgalatara az esélyhanyados (OR) és a
95% -os konfidencia intervallum (CI) kerilt kiszamitasra. Szignifikans értéknek a P<0,05
értéket tekintettiik.

Az SM kisérletekben varianciaanalizist akkor alkalmaztuk, ha t6bb mint két csoport
atlagat kellett figyelembe venni, mig a kétirdnyu varianciaanalizist, ha tobb mint két
csoportositasi kritérium volt. Az SM adatok kiértékelésénél Dr. Lencsés Gyula egyetemi

adjunktus volt segitségiinkre.
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4. Eredmények

4.1. Parkinson-kor és a Kinurenin rendszer kapcsolata

A vizsgalatba 105 Parkinson beteget ¢és hozzajuk nemben-korban egyeztetve 131
egészséges kontroll személyt sikeriilt bevonni a Tagman probakkal megtervezett
alléldiszkriminacios vizsgalatunkba. Az altalunk vizsgalt négy SNP-b6l harom intron varians
volt, a negyedik pedig egy misszensz mutacio.
rs2050518 SNP:

Ez a genomi eltérés egy A/T csere, mely a KMO gén intron részére lokalizalodik. A

genotipus megoszlas a beteg csoportban a kovetkezonek adodott: 35 AA, 60 AT, és 10 TT, a
kontroll csoportban pedig: 54 AA, 60 AT, és 17 TT. Az allél frekvencidk a két csoportban
hasonléak voltak (10. tablazat). Ez az SNP varians az eredményeink alapjan nem hozhato
Osszefliggésbe a PD-vel (genotipus: P=0,218, allé¢lfrekvencia: P=0,620) és nem volt hatassal a
betegségkezdetre sem (genotipus: P=0,977) (7. abra). A férfiak és ndk kozotti genotipus-

megoszlasban sem talaltunk szignifikans eltérést (P=0,879).

|

Betegségkezdet ideje (év)

404

1 I I
AA AT 1T

Genotipus
7. abra. A betegségkezdet alakulasa az rs2050518 SNP genotipusainal. X tengely: genotipus,
Y tengely: ¢letkor a betegség manifesztaciojakor (évek).
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rs6661244 SNP:

Ez a polimorfizmus szintén intronikus régioban talalhatdo a KMO génben ¢és egy C/T

cserét okoz. A genotipus megoszlas a beteg csoportban 37 CC, 58 CT, ¢és 10 TT, ugyanez a
kontroll csoportban 54 CC, 61 CT, és 15 TT volt. Az allélfrekvencidk a Parkinson csoportban
62,85% C allél és 37,14% T allél a kontroll csoportban pedig 64,88% C allél és 35,11% T
allél (10. tablazat). Eredményeink alapjan ezen SNP és a PD ko6zott nincs Osszefliggés
(genotipus: P=0,481, allélfrekvencia: P=0,648), valamint az SNP nem volt hatassal a
betegségkezdetre sem (genotipus: P=0,425) (8. abra). A férfiak és ndk kozotti genotipus-

megoszlasban itt sem talaltunk szignifikans eltérést (P=0,247).
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8. abra. A betegségkezdet alakulasa az rs6661244 SNP genotipusainal. X tengely: genotipus,

Y tengely: életkor a betegség manifesztaciojakor (évek).

rs2275163 SNP:

Ez a polimorfizmus is egy C/T csere a KMO gén intronjaban. A genotipus megoszlas ez

esetben a PD-os csoportban 39 CC, 56 CT és 10 homozigéta TT-nek adodott, mig a
kontrollban pedig 55 CC, 61 heterozigota és 15 TT homozigéta volt a megoszlas. Az
allélfrekvenciak a kovetkez6 értékeket mutattak: 63,80% C allél a beteg versus 65,26% C allél
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a kontroll csoportban, 36,19% T allél a beteg versus 34,73% T allél a kontroll csoportban. Ez
a C/T csere sem mutatott kapcsolatot a PD-ral (genotipus: P=0,581, allélfrekvencia: P=0,742)
¢és nem befolyasolta a betegségkezdetet sem (genotipus: P=0,612) (9. abra). A férfiak és nok

kozotti genotipus-megoszlasban viszont szignifikans eltérést talaltunk (P=0,011) (7. tablazat).
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9. abra. A betegségkezdet alakulasa az rs2275163 SNP genotipusainal. X tengely: genotipus,

Y tengely: életkor a betegség manifesztaciojakor (évek).

rs1053230 SNP:

A vizsgalatunkba bevont utolsd polimorfizmus egy misSzensze mutacidé volt a KMO

gén 15. exonjaban, mely egy A/G cserét okoz. Ez a csere aminosav szinten egy arginin-

cisztein cserét eredményez, mely a mitokondrium kiils6 membranjaban 1évd enzim kiilsé

felére lokalizalodik  (https://www.predictprotein.org/). Ez a fehérje felszin pedig
feltételezhetden a szubsztrat interakciok helye, igy a mutdcio érintheti a szubsztrat-koto
képességét a fehérjének. Eredményeink azt mutattak, hogy az rs1053230 és a PD kozott nincs
Osszefliggés (genotipus: P=0,771, allélfrekvencia: P=0,568), a mutacié nem befolyasolta a
betegségkezdetet sem (genotipus: P=0,714) (10. abra). A férfiak és ndk kozotti genotipus-
megoszlasban itt sem talaltunk szignifikans eltérést (P=0,570).
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10. abra. A betegségkezdet alakuldsa az rs1053230 SNP genotipusainal. X tengely:

genotipus, Y tengely: életkor a betegség manifesztaciojakor (évek).

Az altalunk vizsgalt négy KMO polimorfizmus nem hozhatd 6sszefiiggésbe a PD-ral,
illetve nem befolyasoltdk a betegség kialakuldsanak kezdetét sem. Az rs22751163 SNP
esetében szignifikanst eltérést tapasztaltunk a genotipus nemek kozotti eloszlasaban (10.

tablazat).
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10. tablazat. Genotipus és allél frekvencia megoszlasok adatai a Parkinson vizsgalatban.

Csoportok Genotipus All¢él frekvencia
rs2050518 AA (%) | AT (%) | TT (%) p A (%) T (%) p
PD beteg 35 60 10 130 80

(33,3%) | (57,1%) | (9,5%) 0.218 (61,90%) | (38,09%) 0.620
Kontroll 54 60 17 ’ 168 94 ’
(41,2%) | (45,8%) | (12,9%) (64,12%) | (35,87%)
Betegségkezdet 18 30 5
<60 év (33,9%) | (56,6%) | (9,4%) 0.977
Betegségkezdet 16 29 5 ’
>60 év (32%) (58%) (10%)
Férfi 17 27 4
(35,4%) | (56,3%) | (8,3%) 0.879
NG 18 33 6 '
(31,6%) | (57,9%) | (10,5%)
rs6661244 CC(%) | CT (%) | TT (%) p C (%) T (%) p
PD beteg 37 58 10 132 78
(35,2%) | (55,2%) | (9,5%) 0.481 (62,85%) | (37,14%) 0.648
Kontroll 54 62 15 ’ 170 92 ’
(41,2%) | (47,3%) | (11,4%) (64,88%) | (35,11%)
Betegségkezdet 22 27 4
<60 év (41,5%) | (50,9%) | (7,5%) 0.495
Betegségkezdet 15 29 6 ’
>60 év (30%) (58%) (12%)
Férfi 15 26 7
(31,3%) | (54,2%) | (14,6%) 0.247
NG 22 32 3 '
(38,6%) | (56,1%) | (5,3%)
rs2275163 CC(%) | CT (%) | TT (%) p C (%) T (%) p
PD beteg 39 56 10 134 76
(37,1%) | (53,3%) | (9,5%) 0.581 (63,80%) | (36,19%) 0.742
Kontroll 55 61 15 ’ 171 91 ’
(41,9%) | (46,5%) | (11,4%) (65,26%) | (34,73%)
Betegségkezdet 18 31 4
<60 év (33,9%) | (58,4%) | (7,5%) 0.612
Betegségkezdet 19 25 6 ’
>60 év (38%) (50%) (12%)
Férfi 13 33 2
(27,1%) | (68,8%) | (4,2%) 0.011
NG 26 23 8 '
(45,6%) | (40,4%) | (14,0%)
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Csoportok Genotipus All¢él frekvencia
rs1053230 AA (%) | AG (%) | GG (%) p A (%) G (%) p
PD beteg 7 38 60 52 158

(6,6%) | (36,1%) | (57,1%) 0.771 (24,765) | (75,23%) 0.568
Kontroll 6 47 78 ’ 59 203 ’
(4,5%) | (35,8%) | (59,5%) (22,51%) | (77,48%)
Betegségkezdet 4 18 31
<60 év (7,5%) | (33,9%) | (58,4%) 0.714
Betegségkezdet 2 19 29 ’
>60 év (4%) (38%) (58%)
Férfi 2 19 27
(4,2%) | (39,6%) | (56,3%) 0.570
NG 5 19 33 ’
(8,8%) | (33,3%) | (57,9%)

4.2. A VDR gén polimorfizmusainak vizsgalata amiotroéfias

lateralszklerozisban

A vizsgalatunkba 75 sporadikus ALS beteget és hozzajuk nemben-korban illesztve 97
egészséges kontroll személyt vontunk be. A vizsgalatot RFLP technikaval végeztiik a VDR
gén 4 SNP-jén, melybdl 3 intronikus, mig 1 misszensze mutacid volt. Ezek az SNP-k az
irodalomban mas korképek kapcsan széleskorlien vizsgaltak, és sok esetben az alkalmazott
hasitasi enzim nevével jeloltek. Ennek megfelelden a tovabbiakban mind az rs azonosito,
mind pedig az alkalmazott hasit6 enzim neve megadasra keriil a konnyebb Osszevetés

érdekében.

rs1544410 (Bsml) SNP:

cres

A genotipus megoszlasa az ALS csoportnak 9 AA, 35 AG és 31 GG volt, mig a kontroll
csoportban ugyanez a megoszlas 19 AA, 37 AG és 41 GG volt. Az allélfrekvenciai a két
csoportban hasonloak voltak (11. tablazat). Ez az SNP varians nem hozhato Osszefliggésbe a
betegséggel (genotipus: P=0,327, allél frekvencia: P=0,527) vagy a betegségkezdettel
(genotipus: P=0,244) (11 .abra). Tovabba nem talaltunk szignifikans eltérést az SNP és a nemi
megoszlas kozott az ALS csoportban (P=0,074) (11. tablazat).
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11. abra. Az rs154410 SNP genotipusainak betegségkezdet szerinti megoszlasa. X tengely:
genotipus, Y tengely: életkor a betegség manifesztaciojakor (évek).

rs731236 (Taql) SNP:
A Tagl SNP egy C/T eltérés a VDR génben, annak intronikus szakaszaban helyezkedik

el. A genotipus megoszlas a beteg csoportban 9 CC, 34 CT and 32 homozigéta TT volt. A
kontroll csoportban pedig 18 CC, 38 heterozigéta és 41 TT homozigdta genotipus fordult eld.
Az allél frekvencia az ALS ¢és a kontroll csoportban a kovetkezének adddott: 35% C allél a
beteg vs 38% C allél a kontroll csoportban, 65% T allél az ALS vs 62% T allél a kontroll
csoportban. A Tagl SNP és az ALS kozott eredményeink alapjan nem mutathato ki kapcsolat
(genotipus: P=0,462, allél frekvencia: P=0,507), az SNP nem volt befolyassal a
betegségkezdetre (genotipus P=0,328) (12. abra), illetve a férfi-né aranyban sem mutattunk ki
szignifikans eltérést (P=0,134) (11. tablazat).
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12. abra. Az rs731236 SNP genotipusainak betegségkezdet szerinti megoszlasa. X tengely:
genotipus, Y tengely: életkor a betegség manifeszticiojakor (évek).

rs2228570 (Fokl) SNP:

A Fokl SNP egy C/T misszensz mutacio, amely érinti a fehérje struktarajat és

funkciojat. A két exonikus SNP varians eltérd strukturaji receptor fehérjét kddol. A vad-
tipusu C allél egy 424 aminosavbodl allo fehérjét, mig a T all¢él egy 427 aminosavbol allo
receptort kodol. Ez a két VDR receptor fehérje kiilonb6zd kotddést mutat a Il B transzkripcids
faktorral (Colombini et al. 2015), ezaltal pedig a két fehérje kiilonbozé mértékben képes
indukalni a D-vitaminfliggd gének transzkripcigjat. Eredményeink alapjan nem mutathat6 ki
Osszefliggés az ALS betegség és az 12228570 SNP kozott (genotipus: P=0,801, allél
frekvencia: P=0,542), tovabba nem befolyasolta a genomi eltérés a betegségkezdetet
(genotipus: P=0,341) (13. abra) és a nemi megoszlast az ALS csoportban (genotipus:
P=0,982) (11. tablazat).
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13.abra. Az rs2228570 SNP genotipusainak betegségkezdet szerinti megoszlasa. X tengely:
genotipus, Y tengely: életkor a betegség manifesztacidjakor (évek).

rs7975232 (Apal) SNP:
Az 157975232 (Apal) SNP egy A/C eltérés a VDR génben, annak intronikus

szegmensében. Az altalunk kapott genotipus megoszlas az ALS csoportban a kovetkez6 volt:
25 AA, 43 AC és 7 CC genotipus. A kontroll csoportban 28 AA, 40 AC és 29 CC genotipust
személy keriilt bevonasra. Az allél frekvencia 62% A allél és 38% C allél a beteg és 49,5% A
¢s 50,5% C allél a kontroll csoportban (11. tablazat). Szignifikans eltérést talaltunk a
genotipus megoszlasban a beteg és a kontroll csoport kézott (x*=11,09; P=0,004). Az A allélt
tartalmazo genotipusok frekvenciaja (AA+AC) vs CC szignfikansan magasabb volt az ALS
betegek kozott, mint a kontroll csoportban (x2=10,807, df=1, P=0,001, OR:4,143 és 95%
ClI=1,699-10,100) (14. abra). Tovabba az A allél szignifikansan mérhetden Osszefiiggésbe
hozhat6 az ALS beteg csoporttal (x*=5,352, df=1, P=0,021). A vizsgalt két allél azonban nem
volt hatassal a betegségkezdetre (genotipus: P=0,289) (14. &bra), tovabba nem volt
szignifikans kiilonbség az SNP és a nemi megoszlas kozott az ALS csoportban (P=0,327) (11.
tablazat).
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Az Apal A allél megoszlasa az ALS és a kontroll csoportban

90,7%
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A allél nélkiil A allél jelenlétében

14. abra. Az Apal A allél megoszlasa az ALS ¢és a kontroll csoportban.

Az édbra az Apal A allél megoszlasadt mutatja a beteg €s a kontroll csoportban. Az é&bran
lathatjuk az Apal A allél megoszlas kiilonbségét (szazalékosan) a beteg és a kontroll csoport
kozott. Az A (AA+AC) genotipus gyakorisaga az ALS-betegekben szignifikdnsan magasabb
volt, mint a kontrollokban ((32=10,807, df=1, P=0,001, OR: 4,143 ¢és 95% CI=1,699-10,100)
AA+AC vs CC), mig az A allél nélkiil az arany ellentétes volt.
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15. abra. Az rs7975232 SNP genotipusainak betegségkezdet szerinti megoszlasa. X tengely:
genotipus, Y tengely: életkor a betegség manifesztaciojakor (évek).

11. tablazat. Az ALS vizsgalat eredményeinek 0sszegzése.

Csoportok Genotipus Allél frekvencia
Bamy | AAGH) | AG() | GGO6) | p | AH | GO | b
9 35 31 53 97
ALS beteg (129%) | (46.7%) | (413%) | (oo | (35.3%) | (647%) | o
Kontroll 19 37 41 ’ 75 119 ’
(19,6%) | (38,1%) | (42,3%) (38,7%) | (61,3%)
Betegségkezdet 3 16 19
<60 év (7.9%) | (42.1%) | (50%) | ;44
Betegségkezdet 6 19 12 ’
>60 év (16,2%) | (51,4%) | (32,4%)
Feérfi S 16 !
(17,9%) | (57.1%) | (25%) | 447,
NG 4 19 24 ’
(8,6%) | (40,4%) | (51%)
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Csoportok Genotipus Allél frekvencia
EST;?I)Z% CCOb) | CTO) | TT®%) | p | C% | T®) | p
9 34 32 52 %8
ALS beteg (12%) | (45%) | (@3%) | o, | (34.7%) | (65.3%) | ..
ool 18 38 41 ’ 74 120 |
(18.6%) | (39.2%) | (42.3%) (38,1%) | (61,9%)
Betegségkezdet 3 16 19
<60 év (7.9%) | (421%) | (50%) | oo
Betegségkezdet 6 18 13 ’
>60 év (16,2%) | (48,7%) | (35.1%)
Férfi > 15 8
(17.9%) | (53.6%) | (28.6%) | ;1q,
- 4 19 2 ’
(8,5%) | (40.4%) | (51,1%)
ESF%ZkZIfE’?O CC(%) | CT®%) | TT(®%) | p C%) | T (%) P
30 35 10 95 55
ALS beteg (40%) | (46.7%) | (133%) | (oo, | (63.3%) | 36.7%) |
<ontrol 22 45 10 ’ 129 65 ’
(433%) | (46,4%) | (10,3%) (66,5%) | (33.5%)
Betegségkezdet 17 18 3
<60 év (44.7%) | (474%) | (1.9%) | a0,
Betegségkezdet 13 17 7 '
~60 év (35,1%) | (46%) | (18,9%)
et 11 13 4
(39.3%) | (46.4%) | (14.3%) | | oo
G 19 22 6 ’
(40.4%) | (46,8%) | (12,8%)
o) - | AAGR) | ACOR) | CCO®) | P | AR | COR | b
25 3 7 93 57
ALS beteg (333%) | (573%) | 93%) | oo, | (62%) | (38%) | oo
<ontrol 28 20 29 ’ 9% 98 ’
(28.9%) | (412 %) | (29,9%) (49,5%) | (50,5%)
Betegségkezdet 10 23 5
<60 év (26.3%) | (605%) | (13.2%) | 5eq
Betegségkezdet 15 20 2 ’
>60 év 41%) | (54%) | (5%)
rart 12 13 3
(42.9%) | (46.4%) | (10.7%) | oo
G 13 30 4 ’
(27.7%) | (63.8%) | (8,5%)

Osszefoglalasképp a vizsgalt négy SNP estében egynél mutattunk ki szignifikans

Osszefliggést a korképpel kapcsolatban (Apal), de egyik polimorfizmus sem befolyésolta a

betegségkezdetet és a nemi megoszlast a beteg csoportban (11. tablazat).
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4.3. A CCRS lokusz szerepe a szklerozis multiplexben

A CCRS5 rs333 SNP vizsgalataba 428 SM beteget és 831 kontroll személyt vontunk be.

A kontroll mintdk esetében 3 mintandl nem allt rendelkezésre elegendd orokitd anyag a

vizsgalathoz, egy esetben pedig hidnyzott a nemre vontakozé informaci6. Az SM betegek

koziil pedig egy személy nem toltotte ki a vérvételkor csatolt kérddivet, melyen tobbek kozott

az alkoholfogyasztasi ¢s dohanyzasi szokdasokrél és a BMI adatokrol gyiijtottiink Ossze

informaciodkat.

A 428 SM betegb6l 352 volt vad tipust, 71 heterozigdta és 5 homozigota A32 deléciot

hordozott. Igy a A32 allél frekvenciaja 9,46% volt. A kontroll személyek kozt 670 vad tipust,

146 heterozigotat és 12 homozigédta delécidos genotipust azonositottunk. A minor allél

frekvencia a csoportban 10,26% volt. A genotipus megoszlas és az allélfrekvencia értékek a

CCR5 rs333 polimorfizmusra az SM és a kontroll csoportban 6sszesitve megtalalhatok a 12.-

13. tablazatokban.

12. tablazat. Genotipus és allélfrekvencia megoszlasok az SM vizsgalatban.

Csoportok +/+ +/A32 A32/A32 p + A32 p
(N) (%) (%) (%) (%) (%)
SM beteg 352 71 5 775 81
(428) (82,2) (16,6) (1,2) (90,53) (9,46)
0,817 0,525
Kontroll 670 146 12 1486 170
(828) (81,4) (17,6) (1,4) (89,73) (10,26)

Jelmagyarazat: N: elemszam, +/+: vad tipus, +/A32: heterozigota, A32/A32: homozigbta, +:
vad allél, A32: delécids allél
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13. tablazat. Delécios €s vad allél hordozasanak vizsgélata az SM vizsgalatban.

Csoportok | A32nincs | A32van p Csoportok | + nincs + van p
(N) (%) (%) (N) (%) (%)
SM beteg 352 76 SM beteg 5 423
(428) (82,24) (17,75) (428) (1,16) (98,83)
0,568 0,683
Kontroll 670 158 Kontroll 12 816
(828) (80,91) (19,08) (828) (1,44) (98,55)

Nem taldltunk szignifikans eltérést az SM beteg ¢és a kontroll csoport kozott sem a
genotipus megoszlasban (OR=1,092, 95% CI=0,807-1,478, p=0,568 wt/wt vs wt/A32,
A32/A32) sem az allél frekvenciadkban (OR=0,914, 95% CI=0,692-1,207, p=0,525), sem az
allélmegoszlasban (p=0,817).

Ezek utdn megvizsgaltuk nemi bontdsban is a genotipust és az allélfrekvenciat, de

szignifikans eltérést nem tapasztaltunk (14. tablazat).

14. tablazat. Genotipus ¢és allélgyakorisdg adatok a beteg és a kontroll csoportban nemi
bontasban az SM vizsgalatban.

Csoportok ++ +/A32 A32/A32 p + A32 p
(N) (%) (%) (%) (%) (%)
SM beteg
87 19 0 193 19
férfi
(82,07) | (17,92) 0) (91,03) (8,96)
(106)
0,363 0,969
Kontroll
170 30 3 370 36
férfi
(83,74) | (14,77) (1,47) (91,13) (8,86)
(203)
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Csoportok +/+ +/A32 A32/A32 p + A32 p
(N) (%) (%) (%) (%) (%)
SM beteg
265 52 5 582 62
nd
(82,81) | (16,25) (1,56) (90,93) (9,68)
(320)
0,646 0,453
Kontroll
499 116 9 1114 134
no
(79,96) | (18,58) (1,44) (89,26) (10,73)
(624)
A nemi megoszlds vizsgalata utan a Dbetegcsoportban megnéztik, hogy a

genotipusmegoszlas és a betegekre jellemz6 SM korfomak kozott van-e Osszefiiggés (15.

tablazat). Ebben a vizsgalatban sem kaptunk szignifikans eltérést (p=0,440).

15. tablazat. Az RR és SP korformaji SM betegek genotipusmegoszlasa.

Csoportok (N) +/+ +/A32 A32/A32 p
(%) (%) (%)
RR SM beteg 312 60 5
(377) (82,75) (15,91) (1,32)
0,440
SP SM beteg 40 11 0
(51) (78,43) (21,56) 0)

Ezek utan azt szerettiik volna tisztdzni, hogy a genotipus vagy az allélek befolyasoljak-e

a betegség sulyossagat jelzé EDSS értéket vagy a betegségkezdetet (16., 17. tablazat).
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16. tablazat. Az EDSS ¢s betegségkezdet adatok genotipus szerinti bontasban.

Csoportok +/+ +/A32 A32/A32 p
(N) (N) (N)
(352) (71) (5)
EDSS 0,755
2,514+1,927 2,697+1,970 2,700+1,350
(352) (72) (5)
Betegségkezdet 0,660
31,97+9,840 33,13+9,493 32,60+12,720

17. tablazat. A delécids és a vad allél hatasa az EDSS értékre és betegségkedetre.

Csoportok + allél p A32 allél p
Nincs Van Nincs Van
(N) (N) (N) (N)
(352) (76) (5) (423)
EDSS 0,453 0,858
2,514+1,927 | 2,697+1,928 2,700+1,350 | 2,545+1,933
Betegség- (352) (76) (5) (423)
0,365 0,921
kezdet 31,97+£9,840 | 33,09+9,631 32,60+12,720 | 32,16+9,781

Nem befolyasolta az rs333 polimorfizmus az EDSS pontszamott (F=0,282; p=0,755),
vagy a betegségkezdetet (F=0,416; p=0,660). Sem a delécios, sem a vad tipust (+) allél nem
befolyasolta az EDSS értékét (+ allél: F=0,032, p=0,858; A32 allél: F=0,564; p=0,453), vagy
a betegségkezdetet (+ allél: F=0,010, p=0,921; A32 allél: F=0,821, p=0,365).

Mivel az SM kialakuladsdban nem csak a genetikai hajlam, hanem a kornyzeti faktorok
is kritikus hatassal vannak ezért, az altalunk gytijtott alkoholfogyasztasi és dohanyzasi
szokasokkal és a testtomeg-index-szel (BMI) kapcsolatos adatokat is felhasznaltuk a
kovetkezd vizsgalatban. Azt vizsgaltuk, hogy ezek a kornyezeti faktorok és a vad valamint a
delécios allél egyiittesen fejt-e ki hatast az EDSS értékre vagy a betegségkezdetre (18.-20.
tablazat).
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18. tablazat. Az alkoholfogyasztas és a vad és a delécios allél egyiittes hatasanak vizsgalata

SM-ben.
EDSS Betkezd
Alkoholfogyasztas vad allél vad allél
nincs van nincs van
(N) (N) (N) (N)
Nem 2,700+1,350 2,583+1,955 32,60+12,720 | 32,48+9,643
(5) (386) (5) (386)
Igen - 2,069+1,604 - 28,50+10,676
(0) (36) (0) (36)
p értek - -
EDSS Betkezd
Alkoholfogyasztas A32 bp allél A32 bp allél
nincs van nincs van
(N) (N) (N) (N)
Nem 2,548+1,953 2,757+1,926 32,23+£9,687 | 33,72+9,545
(323) (68) (323) (68)
Igen 2,138+1,586 1,786+1,776 29,10+11,194 | 26,00+8,426
(29) (7) (29) ()
p érték 0,509 0,287
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19. tablazat. A dohanyzas és a vad és a delécios allél egyiittes hatasanak vizsgalata SM-ben.

EDSS Betkezd
Dohanyzas vad allél vad allél
nincs van nincs van
(N) (N) (N) (N)
2,125+0,478 | 2,519+2,034 | 32,25+14,660 | 32,46+10,073
nem
(4) (279) (4) (279)
- 2,552+1,787 - 33,35+9,295
alkalmanként
(0) (48) (0) (48)
5,000+0 2,374+1,679 34,000 30,72+9,111
rendszeresen
(1) (95) 0 (95)
p érték 0,154 0,752
EDSS Betkezd
Dohanyzas A32 bp allél A32 bp allél
nincs van nincs van
(N) (N) (N) (N)
2,610+2,045 | 2,457+1,905 | 32,49+10,12 | 32,28+10,169
nem
(237) (46) (237) (46)
2,372+1,645 | 3,333+2,250 | 32,28+8,498 | 38,00+11,608
alkalmanként
(39) 9) (39) 9)
2,289+1,659 | 2,825+1,786 | 30,17+9,473 | 32,95+7,112
rendszeresen
(76) (20) (76) (20)
p érték 0,237 0,252
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20. tablazat. A két allél és a testomeg-index egyiittes hatasanak vizsgalata SM-ben.

EDSS Betkezd
BMI vad allél vad allél
nincs van nincs van
(N) (N) (N) (N)
) - 2,460+1,936 - 28,48+7,875
sovany
(0) (25) (0) (25)
1,500+0 2,545+1,978 14,00+0 31,54+10,317
normal testsuly
(1) (232) (1) (232)
3,333+1,443 | 2,652+2,018 | 35,67+9,609 32,90+8,914
tulsulyos
3) (115) 3) (115)
2,000+0 2,286+1,479 42,000 35,57+8,991
elhizott
1) (49) 1) (49)
p érték 0,723 0,142
EDSS Betkezd
BMI A32 bp allél A32 bp allél
nincs van nincs van
(N) (N) (N) (N)
) 2,219+1,769 | 2,889+2,246 26,81+7,977 31,44+7,161
sovany
(16) ) (16) )
2,513+1,977 | 2,700+1,986 | 31,21+10,240 | 32,91+11,049
normal testsuly
(198) (35) (198) (35)
2,646+2,040 | 2,773+1,881 | 33,24+9,155 31,82+7,768
tulsulyos
(96) (22) (96) (22)
2,341+1,472 | 2,000+1,479 | 35,10+8,703 | 38,44+10,051
elhizott
(41) ) (41) )
p érték 0,824 0,481

A vizsgélatunkban egyik kombinacié sem bizonyult szignifikdnsnak a beteg csoportban

az EDSS-re és a betegségkezdetre vonatkozéan. Eredményeink azt mutatjak, hogy nincs
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Osszefiiggés a CCRS A32 allél és az SM hajlam kozott a csongrad megyei és az észak-bacskai

populacidban.

Utols6 vizsgalatunkban pedig arra kerstiik a valaszt, hogy az altalunk vizsgalt

kornyezeti faktorok onmagukban befolyasoljdk-e a betegségkezdetet, vagy a betegség

sulyossagat.

Elsoként az alkohol hatdsat elemeztiikk az EDSS ¢és a betegségkezdet vonatkozasaban.

Nem kaptunk szignifikans eltérést az EDSS tekintetében, azonban az alkoholnal szignifikans

negativ hatast mértiink a betegségkezdet tekintetében (P=0,019). Tehat az SM hajlamot

hordozé személyeknél az alkoholfogyasztas korabban eldidézheti a betegség kialakulasat (16.

abra), (21.tablazat).

21. tablazat. Az alkohol hatdsa az EDSS értékre €s betegségkezdetre.

Alkoholf EDSS Betkezd
oholfogyasztas p p
(N) (N)
2,584+1,948 32,49+9,667
e (391) (391)
0,125 0,019
) 2,069+1,604 28,50+10,676
igen
(36) (36)
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16. abra. Az alkoholfogyasztas hatdsa a betegségkezdetre az SM vizsgalatnal.

Ezutan a dohanyzasi szokdsok Osszevetése kovetkezett a sulyossaggal és a betegségkezdettel.

Ebben a vizsgalatban nem kaptunk szignifikanst értéket (P=0,721. P=0,229) (22. tablazat).

22. tablazat. A dohanyzasi szokdsok hatasa az EDSS értékre és betegségkezdetre.

Do EDSS Betkezd
ohanyzas p p
(N) (N)
2,585+2,201 32,46+10,115
nem
(283) (283)
2,552+1,787 33,3549,295
alkalmanként 0,721 0,229
(48) (48)
2,404+1,691 30,75+9,096
rendszeresen
(96) (96)
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Végezetiil pedig a BMI adatokat elemeztiik, hogy befolyasoljak-e az EDSS vagy a

betegségkezdtet értkeket (23. tablazat).

23. tablazat. A testtomeg-index hatasa az EDSS értékre és betegségkezdetre.

EDSS Betkezd
BMI p p
(N) (N)
) 2,460+1,936 28,48+7,875
sovany
(25) (25)
2,541+1,975 31,46+10,359
normal testsuly
(233) (233)
0,686 0,007
2,669+2,004 32,97+8,899
tulsulyos
(118) (118)
2,280+1,464 35,70+8,945
elhizott
(50) (50)

Ennél a vizsgdalatndl szignifikdns eltérést kaptunk a betegségkezdetre vonatk6zdan

(p=0,007). A tablazatbol kitlinik, hogy a BMI érték ndvekedésével (sovanytdl az elhizott

kategoria felé) kitolodik a betegségkezdet. Ezt az 6sszefiiggést a 17. abran is szemléltettiik.
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17. abra. A testomeg-index ¢és a betegségkezdet kapcsolatanak vizsgalata SM-ben.
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5. DiszKkusszio

5.1. Parkinson-kor vizsgalat eredményeinek elhelyezése a szakirodalomban

Munkank célja a KMO gén SNP-inek vizsgalata PD-vel Osszefiiggésben. Napjainkig
nem volt olyan genetikai vizsgalat, mely a KP szerepét tanulmanyozta a PD pathogenezise
kapcsan.

A Miller-féle kis6zasi technika segitségével kapott DNS mintakat Tagman probas
alléldiszkriminécios eljarassal vizsgaltuk. A kapott adatokat SPSS szotver 20. verzidjaval
értékeltiik ki.

Az altalunk vizsgalt négy polimorfizmus nem hozhatéd 6sszefiiggésbe a PD-vel és nem
voltak hatassal a betegségkezdetre sem.

A KMO gén polimorfizmusainak hatasat korabban skizofréniaban, bipolaris
betegségben és szkelrdzis multiplexben vizsgaltak.

Skizofrénidban a post-mortem szdvetvizsgalatok a KMO gén expresszidjanak és a
KMO enzimaktivitasnak a szignifikans csokkenését mutattak (Wonodi et al. 2011). Tovabbi
vizsgélatok pedig emelkedett KYNA koncentraciot mértek a prefrontalis cortexben és az
agyvizben (Linderholm et al. 2012; Kegel et al. 2014; Plitman et al. 2017). Skandinav
populacion végzett tanulmanyban nem taldltak Osszefliggést a skizofrénia és a 15 vizsgalt
KMO SNP kozott (Holtze et al. 2011). Holtze és munkatarsai azonban a 2012-ben szintén
skandinav populédcion végzett vizsgalatukkal felvetették a kapcsolatot az rs1053230 és az
agyvizben mért KYNA koncentracio kozott (Holtze et al. 2012). Az SNP T allélje 45 %-kal
megemelte a KYNA szintjét mind a beteg mind a kontroll mintaknal (Holtze et al. 2012).
Japan populacion végzett vizsgalatok felvetették az rs2275163-as SNP  szerepét
skizofrénidban mind az SNP, mind a haplotipus vizsgélat soran, de a fliggetlen mintakkal
végzett masodik vizsgalat nem erésitette ezt meg (Aoyama et al. 2006). Oroszorszagi
populacion végzett vizsgalat, mely az rs2275163 (C/T) és az rs1053230 (A/G) SNP-ket
vizsgalta, kKimutatta, hogy a GG genotipus és a T*GG diplotipus sokkal gyakrabban fordul el
a betegek korében, rizikofaktornak tekinthetok (Golimbet et al. 2014). Az rs2275163 SNP
esetében a TT és a CT genotipusokat hordozd személyeknél kissé magasabb KMO mRNS
szintet mértek a CC genotipusuakhoz képest. Mind az rs2275163, mind pedig az rs1053230
esetében leirtdk, hogy a CC genotipus Osszevetve a TT és CT genotipussal szemben
szignifikdnsan rosszabbul teljesit a neurokognitiv feladatokat tartalmaz6 teszteken (Wonodi et

al. 2014).
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A pszichotikus tiineteket mutatdo 1 tipust bipoléaris betegségben, csakligy, mint a
skizofrénidban magasabb KYNA szintet és csokkent KMO gén expressziot mértek a betegek
agyvizében (Lavebratt et al. 2014). Emellett a KMO gén rs1053230 SNP C alélljat (Arg(452))
magasabb KYNA CSF szinttel, csokkent KMO aktivitassal hoztak Osszefliggésbe valamint a
manias epizodok soran pszichotikus tulajdonsagokkal tarsitottak (Lavebratt et al. 2014).

Szkler6zis multiplexszel Osszefiiggésben a KMO gén két SNP-jét azonositottak, az
rs1053221 és az rs1053183 SNP-t, egy GWAS vizsgalat soran (McCauley et al. 2009).

Eredményeink alapjan a vizsgalt négy polimorfizmus feltehetben nem hozhatéd
Osszefliggésbe a PD-vel, és nagy valosziniiséggel nincsenek befolyassal a betegségkezdetre
sem. A genetikai kapcsolat a PD ¢és a kinurenin rendszer kozott még tovabbra sem igazolt. A
vizsgalt SNP-k nagy valoszinliséggel nincsenek hatassal a KMO gén funkcidjara, nem részei
a regulator fehérjék kotdhelyeinek, melyek relevansak a PD tekintetében.

A jovGben tovabbi vizsgalatok sziikségesek, melyek nagyobb mintaszamon vizsgaljak a
kinurenin rendszer enzim polimorfizmusainak ¢és alléljainak szerepét, valamint az enzimek
epigenetikai szabalyozasat PD-ban. Munkank rairanyitotta a figyelmet erre a korabban nem
tanulmanyozott teriiletre. A KP zavara 6sszefliggésbe hozhatd szamos neuroldgiai korképpel,
ilyen az Alzheimer-kor (AD), a depresszio és a PD (Stayte and Vissel 2014). Ezért ez az
enzimatikus utvonal befolydsolasanak lehetdsége terapids jelentdséggel birhat ezen betegség

kapcsan.

5.2. Amiotréfias lateralszklerozis kutatas eredményeinek elhelyezése a

szakirodalomban

Korabbi tanulmanyok felvetették a 25-hidroxi-D-vitamin szintjének csokkenését
kiilonb6z6 neuroldgiai rendellenességek esetében, koztiik a SM-ben (Niino et al. 2015; Duan
et al. 2014), AD-ban (Sakurai, Ogama, and Toba 2014; Littlejohns et al. 2014) és PD-ban (Liu
and Zhang 2014). Ennek ellenére csak néhany tanulmany foglalkozott a D-vitamin szerepével
az ALS esetében (Karam et al. 2013; Gianforcaro, Solomon, and Hamadeh 2013; Kamel et al.
2003; Solomon, Gianforcaro, and Hamadeh 2011; Gianforcaro and Hamadeh 2014; Sato et al.
1997). Ezen kevés tanulmanybol az egyik felvetette, hogy a 25-hidroxi D-vitamin szintje
alacsonyabb az ALS betegek estében (Sato et al. 1997). A D-vitamin potlasa, mely a normal
tartomany also hatarat érte el, képes volt kismértékii lassulast eredményezni a betegség
progresszidjaban az ALSFRS-R pontszamok alapjan egy 9 honapos vizsgalati periodusban
(Karam et al. 2013). Egy masik tanulmany bizonyitotta, hogy a kronikus D-vitamin kezelés

véd a glutamat altal okozott neurotoxicitassal szemben, mikdzben fokozza a VDR gén mRNS
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szintjét patkany agykérgi idegsejtekben (Taniura et al. 2006). Az ALS tovabba
pathofizioldgial hasonldsagokat mutat mas neurodegenerativ korképekkel, mint példaul a SM,
AD ¢s a PD. Mindharom korkép kapcsan felmeriil ugyanis az oxidativ stressz, a
neurodegeneracié, a gyulladas, az apoptdzis és a mitokondrialis zavar szerepe. Ujabb
tanulmanyok felvetették, hogy a D-vitamin javitani képes ezeket a pathofiziologias eltéréseket
ezen betegségek allatmodelljeiben és human vizsgalatokban (Gianforcaro and Hamadeh 2014;
Cantorna, Hayes, and DelLuca 1996; Wang et al. 2001; de Viragh, Haglid, and Celio 1989).
Tovéabba genetikai vizsgalatok a VDR gén SNP-in felvetik a gén szerepét ezen neurologiai
betegségekben (Gezen-Ak et al. 2007; Lehmann et al. 2011; Liu et al. 2013; Torok et al.
2013; Tizaoui et al. 2015), mig minimalis adat all rendelkezésre a VDR és SNP-i szerepérdl
ALS-ben. Ezért kutatocsoportunk azt a célt tiizte ki, hogy vizsgaljuk a VDR gén és az ALS
lehetséges kapcsolatat.

Vizsgalatunk soran az Apal A allél gyakoribbnak bizonyult az ALS csoportban, mint az
egészséges kontrollokban, ami azt sugallja, hogy az ALS-ben kockazati hatést fejthet ki. Ez a
munka az els6 genetikai bizonyiték, mely felveti, hogy a VDR gén szerepet jatszhat az ALS-
ben. Kamel és munkatarsai korabban vizsgaltak a VDR gén Bsml SNP-jét, de ez nem volt
Osszefiiggésben a korképpel vagy a korokozod oOlomszinttel (Kamel et al. 2003).
Tanulmanyunkban igazoltuk ezt a megfigyelést, mert nem talaltunk szignifikédns kapcsolatot a
Bsml SNP-vel. Nem talaltunk tovabba szignifikans kiilonbséget a Fokl vagy a Taql SNP
estében az ALS-kontroll csoport vizsgalatakor.

Nemrégiben szamos tanulmany késziilt a VDR SNP-k PD-ben kifejtett hatasarol.
Példaul a VDR gén kiilonb6zé SNP-inak védé vagy karos szerepét vizsgaltak a Ferder-
szigeteken (ahol a PD eléfordulasi gyakorisaga kétszerese a tObbi eurdpai orszagnak).
Kideriilt, hogy a PD betegek genotipus-frekvenciai statisztikailag nem kiilonboztek a kontroll
csoportéitol a harom vizsgalt SNP esetében (Apal, Bsml és Taql) (Petersen et al. 2014). Egy
kinai vizsgalatban azonban a Taql kockazati tényezé6t jelentett a hordoz6 Parkinsonos
férfiakra (Torok et al. 2013). Kutatocsopotunk egy masik tanulmanyaban pedig a PD
betegeknél a Fokl C allél gyakorisaga volt szignifikansan magasabb, osszeveteve a kontroll
csoporttal (Torok et al. 2013). Egy frissen publikalt meta-analizis pedig a VDR gén 4 SNP-jét
vizsgalta (rs2228570, rs731236, rs7975232, rs1544410), melyek koziil az rs2228570 riziko
faktorként lett azonositva az 4zsiai populaciokndl, mig a kaukézusindl nem volt kimutathato
szignifikans kapcsolat (Wang et al. 2019). Az rs731236 SNP szintén emelkedett
rizikofaktorként jelent meg, habar ez esetben az eredmény nem volt megismételheté A masik

két SNP esetében pedig nem talaltak szignikans kapcsolatot a betegséggel (Wang et al. 2019).
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A VDR gén SNP-k AD valo kapcsolatat harom fiiggetlen csoport figyelte meg. Az Apal
Aa genotipus (AC genotipus) gyakorisdga szignifikdnsan magasabb volt az AD betegeknél,
mint az egészséges egyéneknél (Gezen-Ak et al. 2007). Egy viszonylag nagy vizsgalatban az
Apal T és a Taql G az AD kockazataval jart egyiitt, kiilondsen 75 évnél id6sebb betegeknél
(Lehmann et al. 2011). A VDR SNP-k (Apal és Taql) és a gyulladasi folyamatokban is
szerepet jatszo interleukin-10 (rs1800896) és a dopamin-B-hidroxilaz (rs1611131) gének
SNP-inek egyiittes vizsgalatakor szignifikans adatokat kaptak, de ezek az eredmények nem
ismétlédtek meg a tobbszords tesztelések soran (Lehmann et al. 2011).

Ezen tilmenden tobb SNP esetében is megfigyelték, hogy hatassal van a betegség
kezdetére AD ¢és PD betegeknél (Gezen-Ak et al. 2007; Han et al. 2012). Tanulmanyunk nem
mutatott ki Osszefliiggést a VDR SNP-k ¢és az ALS betegség kezdete kozott az ALS
csoportban.

A VDR gén szerepét a SM-ben eddig csak kevéssé vizsgaltak, de szamos olyan
bizonyiték van, amelyek azt mutatjak, hogy egyes VDR SNP-k kockazati tényezok a SM-ben
(Tizaoui et al. 2015).

Osszességében ezért érdemes volt megvizsgilni, hogy a VDR génben 1évé SNP-k
szerepét ALS kapcsan, hiszen PD-ra, AD-ra és SM-re vonatkozoan mar voltak adatok, de
ALS-re vonatkoz6éan még nem. Természetesen munkankat korlatozza az alacsony mintaszam,
de ez az elsé bizonyiték arra, hogy a VDR gén szerepet jatszhat az ALS-ben. Tovabbi
vizsgélatokra van sziikség fiiggetlen betegcsoportokkal, hogy igazoljak az altalunk kapott

eredményeket.
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5.3. Szklerozis multiplex tanulmany eredményeinek elhelyezése a

szakirodalomban

Ebben a tanulmanyban vizsgaltuk a CCR5 A32 delécio szerepét SM betegség kapcsan,
ehhez nagyszamu beteg ¢és a masodik legnagyobb kontroll populaciot gyljtottilk Gssze. A
mintdk Csongrad megyébdl és Eszak-Bacska (Szerbia) régiobol szarmaznak. Ez a népesség
korabban nem vett részt a CCRS kisérletben. Az eredményeink azt mutatjak, hogy nincs
Osszefliggés a CCRS A32 allél és a SM kockézata kozott.

Ezek a megallapitasok 0Osszhangban vannak szamos korabbi vizsgalat adataival
(Motsinger et al. 2007; Ristic et al. 2006; Brassat et al. 2006; Song and Lee 2014; Bennetts et
al. 1997; Haase, Schmidt, and Faustmann 2002; Kantarci et al. 2005; Arababadi et al. 2010)
(24. tablazat).

Azonban szamos tanulmany azt a kovetkeztetést vonta le, hogy ez a mutacio védo
tényez6 (Barcellos et al. 2000; D'Angelo et al. 2011; van Veen et al. 2007; Kaimen-Maciel et
al. 2007; Favorova et al. 2002; Otaegui et al. 2007; Schreiber et al. 2002; Kantor,
Bakhanashvili, and Achiron 2003) (24. tablazat). Ezen vizsgalatok koziil csak egy olyan volt,
melyben a delécios allél gyakoribb volt a kontroll populacidban, amely adat az allél protektiv
szerepét jelezné (Otaegui et al. 2007). A cikkek tilnyomo tobbségében a védelema betegség
kialakulasanak késObbre tolodasaban (Barcellos et al. 2000; Favorova et al. 2002), a
stlyossag mértékének csokkenésében (Kantor, Bakhanashvili, and Achiron 2003; D'Angelo et
al. 2011) vagy a jobb MRI leletekben (van Veen et al. 2007; Kaimen-Maciel et al. 2007;
Schreiber et al. 2002) tiikr6z6dott. Az egyik tanulmany felvetette azt is, hogy egyfajta
protektiv prognosztikai faktor szerepe van a delécionak (Kantor, Bakhanashvili, and Achiron
2003). A CCR5 A32 delécios allélhez kapcsolodd erés protektiv hatas hianya vagy
gyengesége azt sugallja, hogy a CCRS receptor nem jatszik fontos, kdzponti szerepet az

Fontos azonban, hogy szdmos tanulmany a CCRS5 A32 allélt, mint az SM riziko faktora
veti fel (Gade-Andavolu et al. 2004; Luomala et al. 2003; Pulkkinen et al. 2004; Shahbazi et
al. 2009) (24. tablazat). Példaul egy irani populacio vizsgalatakor, mint lehetséges hajlamosito
faktor meriilt fel (Shahbazi et al. 2009). Az ellentmondasos eredmények mogott allhat a beteg
¢és kontroll csoportok (Pulkkinen et al. 2004) vagy mindketté (Shahbazi et al. 2009) nem
megfeleld kivalasztasa. Ezekben a vizsgélatokban a genotipus eloszlas nem volt 6sszhangban
a HWE-val. Egy vizsgalatban, melybe 89 SM beteget és 119 kontrollt vontak be (Pulkkinen et
al. 2004) az SM-betegek koziil 71 vad tipust homozigotat, 12 heterozigotat és 6 homozigota a
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delécios személyt azonositottak a beteg csoportban, mig a kontrollok esetében 88 vad tipust
homozigotat, 30 heterozigotat és 1 homozigdta deléciost. A betegcsoport HWE vizsgalatanak
eredménye x2:15,85, p=0,000068. Mivel a p érteke <0,05, a csoport nem volt 6sszhangban a
HWE-vel, a kivalasztott csoport nem reprezentalta megfeleléen a populaciot. A kontroll
csoportban egy kategoriaban (homozigdta delécid) kevesebb, mint 5 személy keriilt, ami azt
jelenti, hogy a kapott érték statisztikailag nem teljesen megbizhatd (x°=0,822, p=0,364). Az
irani populacioban 254 beteg és 380 kontroll személy eredményeit elemezték (Shahbazi et al.
2009). Az SM-csoport genotipus-eloszlasa 201 vad tipusi homozigéta, 16 heterozigota és 37
homozigota a delécios volt. A kontroll csoportban ugyan ezek a szamok 323, 49 és 8 voltak.
Az SM-csoport HWE tesztjének eredménye X2=156,100, p<0,000001, és a kontroll csoport
esetében y?=11,724, p<0,001, igy sem az SM, sem a kontroll csoport nem felelt meg a HWE-
nek. Egy masik vizsgdlatban nem figyeltek meg szignifikdns kiilonbséget az allél
gyakorisagban vagy a genotipus el6fordulasaban a beteg és a kontroll csoport kozott, és az
allél nem befolyasolta a betegség kialakulasanak kezdetét sem (Arababadi et al. 2010).
Tovabbi vizsgalatok viszont azt mutattak, hogy a deléciot hordozo SM betegek atlagosan 8,44
évvel korabban haltak meg (Gade-Andavolu et al. 2004). Ezek a megfigyelések
szignifikansabbnak bizonyultak a ndknél, és a szerzok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
deléciod prognosztikai markerként szolgalhat az SM szamdra. Azonban a kontroll csoportot
nem vizsgaltdk, ¢s fenndll annak a lehetdsége, hogy az allél hasonld hatdst gyakorol az
egészséges kontrollokra is. A szerzék egy csoportjanak két tanulméanyabol kétféle eredmény
mutatkozott (Favorova et al. 2002; Favorova et al. 2006). A korabbi tanulmanyban arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az allél védod tényezd (CCRS A32, DR4), mivel a pozitiv
fenotipus negativ Osszefiiggést mutatott a korai SM-es kezdettel (Favorova et al. 2002), mig
késobb azonositottak egy kétallélos kombinaciot, amely SM-hez tarsult (Favorova et al.
2006). E kiilonboz6 eredmények magyarazata az atfed6 populaciokban az alkalmazott
statisztikai modszerek vagy a vizsgalt SM altipusok kozotti kiilonbségben rejlik. Csak egy
olyan tanulmany volt, amelyben az allél a PPSM altipushoz asszocialt, de a PPSM betegek
szama csak 30 volt, ezért ez az eredmény egy fiiggetlen nagyobb minta szdmu csoporton
megerdsitésre var. A PPSM altipus egy masik betegség entitas az RR/SP SM altipusoktol, és
talan a legjobb, ha figyelmen kiviil hagyjuk a PPSM eredményeket az RR/SP SM altipusok
vizsgéalatakor.

Osszességében valdsziniinek tiinik, hogy ez a receptor nem befolyésolja jelentdsen az

crer

funkciot. Csekély hatasa van ugyanis, ha a receptor nem mikodik (homozigota A32 bp
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delécio), hiszen az eredmények csak enyhe protekciot vagy a befolyas hianyat jeleztek. Az
immunsejtek kdzponti idegrendszerbe torténd bejutasat szabalyozo fo receptor azonositasa
fontos kérdés az SM patomechanizmusa kapcsan. A kozponti mechanizmus feltarasa és az
fontosak a jovébeli SM kutatasban.

Vizsgalatunkban arra is kerestiik a vélaszt, hogy az alkoholfogyasztasi, dohanyzasi
szokasok ¢és a testtomeg-index kombinalva a vad és delécios alléllel befolyasolja-e az EDSS
értékeket vagy a betegségkezdetet. Egyik parositasban sem kaptunk szignifikans eltérést.

Osszefoglalva az eredményeket tovabbi megerdsitést nyert, hogy a CCR5 receptor csak
gyenge szerepet jatszik SM-ben. Ez a tanulmany nem azonositott a CCR5 gén A32-delécioja
¢s a SM kozott Osszefliggést. A delécido nem jelent nagyobb kockazatot a betegség
kialakuldsara, nem nevezhetd biomarkernek, hiszen nem fordult elé nagyobb szamban a beteg
csoportban. Nincs protektiv szerepe, hiszen nem jelent meg nagyobb szamban a kontroll
csoportban. Tovabba nincs prognosztikai faktor szerepe, hiszen nem befolyasolta sem az
EDSS értéket sem a betegségkezdetet. Eredményeink nagyszamt SM beteggel és a masodik
legnagyobb kontroll mintaszammal végzett vizsgalat adatai. A cikkiink publikélasat
megeldzéen megjelent a témaban egy meta-analizis Song és Lee munkdjaként, mely mas
vizsgalatok adatait 0sszegezve €s Uj statisztikai vizsgalattal a legtobb beteg és kontroll minta
adatait elemezte Gjra (Song and Lee 2014). Ezen metaanalizis eredménye megegyezett a mi
vizsgélatunk eredményével.

A szkerdzis multiplex a kozponti idegrendszer autoimmun rendellenessége, melynek
kialakulasa a genetikai hajlam mellett szamos kornyezeti faktor szerepétdl is fiigg. Jelen
vizsgalatunkban az alkoholfogyasztasi, dohanyzasi szokasokat és a testtomeg-indexet
vizsgaltuk a betegséggel Osszefiiggésben. Arra kerestiik a valaszt, hogy ezek a tényezok
befolyasoljak-e a betegség stlyossagat vagy a betegségkezdetet.

Az SM sulyossagat jelzé EDSS értékkel egyik viszgalat soran sem kaptunk szignifikans
eltérést, tehat eredményeink szerint a betegség sulyossagat nem befolyasolta az alkohol a
dohanyzas vagy a testtomeg-index.

A betegségkezdet tekintetében azonban két vizsgalat soran is szignifikans eredményt
kaptunk. Az alkoholfogysztas karos hatasa igazolddott, mivel korban korabbra hozta a
betegség kialakulasat. A testtomeg-index viszgalatnal pedig azt az eredményt kaptuk, hogy
minél ink4abb obez valaki, annal késdbbre tolodott a betegségkezdet.

Az alkoholfogyasztas €s az SM kapcsolata arnyalt kérdés. Fontos szempont lehet

ugyanis, hogy mit, milyen mértékben fogyasztunk. Foster ¢és D’Hooge felvetik
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tanulmanyaikban, hogy az alkoholfogyasztasnak U-alakl hatdsa lehet az EDSS értékekre
(D'Hooghe M et al. 2012; Foster et al. 2012). Az alkohol és a dohanyzas karos hatasat egy
belgradi eset-kontroll vizsgalat igazolja, melyben az erés likort napi szinten fogyasztok,
valamint a dohanyzok ¢és az SM rizik6 kozott egyértelmii kapcsolatokat talaltak (Pekmezovic
et al. 2006). Egy svéd tanulmanyban azonban dozisfiiggd inverz hatasat irtak le az
alkoholfogysztasnak az SM hajlamra mindkét nem esetében, sét az alkohol képes volt a
dohanyzas karos hatasat is csillapitani (Hedstrom et al. 2014). Az alkoholt heti 4 alkalomnal
tobbszor fogyasztok, illetve a heti tobb, mint 3 alkalommal vordsbort fogyasztd paciensek
kedvezObb progressziot mutattak egy amerikai tanulmanyban (Diaz-Cruz et al. 2017). Egy
masik tanulmanyban a mérsékelt alkohol- és vordsbor fogyasztas csokkentette az eselyét a 6-
os EDSS érték elérésének, mig ugyanakkor a dohanyzas fokozta (D'Hooghe M et al. 2012). A
dohanyzas karos hatasar6l 2011-ben Handel és munkatérsai tették kozzé meta-analizisiik
eredményét. Ebbe a viszgalatba korabbi 14 vizsgalat adatait elemezték Gjra. Igazolddott, hogy
az SM kialakulasaban fontos rizikéd faktor a dohanyzas, de hatdsa a betegség progresszidjara
mar kevésbé volt tisztazott (Handel et al. 2011). Egy késobbi, az Egyesiilt Kiralysagbol
szdrmazo vizsgalat adatai mar felvetik a dohanyzas karos hatdsat a progressziora is, hiszen
vizsgalatukban a dohdnyzast abbahagy6 betegek progresszidja lassult, nem kiilonbozott a
nemdohanyzokétol, mig a dohanyzast folytatd csoport gyorsabb mértékben mutatott allapot-
rosszabbodast (Manouchehrinia et al. 2013). Egy 2017-es utankdvetéses tanulmanyban a
szerzOk mar javasoljak a dohanyzas és az alkoholfogyasztas elhagyasat, mivel azok a
betegség progresszidjat fokozzak (Paz-Ballesteros et al. 2017).

Vizsgalatunkban a felndttkori  testtomeg-index egyenesen aranyos Volt a
betegségkezdettel, vagyis az alacsony BMI esetében korai, magas BMI esetében késdbbi
betegségkezdet értékeket kaptunk. Egy svéd tanulmanyban a kamaszkori magas BMI korai
betegségkezdettel tarsult nék esetében (Hedstrom, Olsson, and Alfredsson 2016). Hasonld
eredménnyel végzodott egy az amerikai ndket vizsgald tanulmany, melyben a kamaszkori és a
korai feln6ttkori magas testtomeg-index asszocialt a korai betegségkezdettel (Kavak et al.
2015). Amennyiben a Kavak és munkatarsai cikkébdl vett abrat (18. abra) és az SM vizsgalat
BMI vizsgalatat abrazold 17. abrat egymas mellé helyezziik, akkor feltételezhetd a testtomeg-
indexnek egy U alaki hatasa a betegségkezdetre. Ennek megerdsitésére egy fliggetlen
populacion végzett gyerekkortdl induld utdnkdvetéses vizsgalatra lenne sziikség. Tobb
tanulmany viszont azt mar igazolta, hogy a kora gyermekkori és kamaszkori magas
tetsttomegindex kordlbeliil kétszeresére noveli az SM kockazatat (Munger et al. 2013;

Hedstrom, Olsson, and Alfredsson 2012; Gianfrancesco et al. 2014). Hedstrom és
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munkatarsai késobbi vizsgalatukban pedig mar kritikusabbnak talaltdk a kamaszkori, mint a
gyermekkori testtomeg-index adatokat az SM kockazat tekintetében (Hedstrom, Olsson, and
Alfredsson 2016). A BMI riziké faktor szerepérdl tovabbi bizonyitékot jelent egy 2016-0s
vizsgalat, melyben megnézték, hogy azok a genomi eltérések, melyek emelkedett BMI-hez
tarsulnak kockazati faktort jelentenek-e SM-ben. Ezt a vizsgalatot Mokry és munkatarsai
végezték el, és eredményeikben igazolddott, hogy a genetikailag emelkedett BMI riziké
faktort jelent SM-re nézve (Mokry et al. 2016). Az elhizas azonban nem csak riziko faktor és
betegségkezdet befolyasold kornyezeti tényezO, hanem a betegség progresszidjara is
negativan hat (Novo and Batista 2017). Ezek az eredmények a gyermekkori és korai
feln6ttkori elhizas fontos, karos kovetkezményeit sugalljak, ami viszont mozgas terapiaval és
specialis diétakkal karban tarthato, igy mod nyilhat a prevenciora.

A kornyezeti tényezOk vizsgélatdnal kapott adataink felvetik egy részletesebb,
gyermekkort, kamaszkort ¢és a felndttkort is feliveld kérdéiv sziikségességet az
alkoholfogyasztas, dohanyzas és a BMI tekintetében. Csoportunk tervezi ezen kérddiv

Osszedllitasat és ujboli kitoltését a viszgalatban résztvevd beteg és kontroll személyekkel.
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p=0.0079

I p<0.001

Age at MS onset in years

Underwe ight Normal weight Overweight Obse se

Basedon BMI classification at age 25

18. abra. A betegségkezdet és a BMI kapcsolata SM-ben (Kavak et al. 2015).
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17. abra. A testomeg-index ¢és a betegségkezdet kapcsolatanak vizsgalata SM-ben.
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24. tablazat. Szakirodalmi adatok 6sszegzése a CCRS rs333 szerepérol szklerdzis multiplexben.

L, SM beteg Kontroll . .

Populacid (% N&) (% No) Eredmények Referenciak
. sporadikus A betegségkezdet kb 3 évvel magasabb a deléciot hordozo (Barcellos et

USA (1), Amerika 209 (~71%) |4/ betegeknd] al. 2000)
. index esetek A betegségkezdet kb 3 évvel magasabb a deléciot hordozo (Barcellos et

USA (1), Amerika 120 (~75%) |47 betegekné] al. 2000)
Ausztralia 120 168 Nincs s,'z1’gn’1ﬁkans kiilonbség az allél vagy a genotipus (Bennetts et

gyakorisagaban al. 1997)
, e Az allél jelenléte hozzdjarul a lassabb betegség progresszidhoz (D'Angelo et

0 0

Olaszorszag (Szicilia) 180 (73%) 213 (71%) (EDSS) al. 2011)

. 0 0 (CCR5A32, DR4) pozitiv fenotipus negativan tarsul a korai SM (Favorova et
Oroszorszag 219 (57%) 354 (62%) betegségkerdettel al. 2002)
Oroszorszag atfedd 362 (Favorova et
populacié Favorovaetal, |286 (61.5%) 43.9% Két-allélos kombinacio tarsul a betegséggel (CCR5A32, DRB1*04) | 2006
2002 (43.9%) al. 2006)

(Gade-
USA, Amerika 132 (64%) 163 (52%) |Korai halalozassal tarsult (a hatas szignifikansabb a néknél) Andavolu et
al. 2004)
: , A CCRS delécios allélt hordozok gyakoribbak a PPSM betegek (Luomala et
0
Finnorszag 116 (57.7%) 109 korében, mint a kontrollok kozott al. 2003)
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s SM beteg Kontroll . .
Populécio (% N&) (% N&) Eredmények Referenciak
USA, atfedd populacio . P e 1 . , .
Barcellos et al. 2000, 421 96 Nincs s.Z1’gn’1ﬁkans kiilonbség az allél vagy a genotipus (Motsinger et

. gyakorisagaban al. 2007)
Amerika
Spanyolorszag (nem Baszk A delécio gyakoribb a kontroll csoportban, ami esetleges védéhatast | (Otaegui et al.

. 102 210 .
eredetil) jelez 2007)

A delécio gyakoribb a baszk kontroll csoportban, ami esetleges (Otaegui et al
Spanyolorszag (Baszk) 62 139 védohatast jelez 2007)9 '
Finnorszag, atfedo A A32/A32-es genotipus frekvencia gyakoribba valt az 6sszes SM- (Pulkkinen et
populacié Luomala et al, 89 119 beteg esetében; A A32/A32 genotipus a PPSM csoportban
al. 2004)
2003 megemelkedett
Horvétorszag és Szlovénia | 325 (71%) 356 Nincs sIZ{gnrlﬁkans kiilonbség az allél vagy a genotipus (Ristic et al.
gyakorisagaban 2006)
Dania, atfed6 populacio . s . (Schreiber et
Sellebjerg et al, 2007 70 0 CCRS5A32 egy trendet mutat a kisebb 1éziok felé al. 2002)
A betegségkezdet alacsonyabb a betegeknél (akiknek intratekalis (Sellebjerg et
Dénia 148 (73%) 151 szintézise van az IgG oligoklonalis sdvnak), akik hordozzak a al 2006) g
deléciot '
A CCR5A32 allél nem hordozott kockazatot az IFN-B-vel kezelt (Sellebjerg et
Dania 109 (75%) 105 (70%) |betegeknél; A betegeknél a CCR5-pozitiv monocitak nagyobb J€19
, . . al. 2007)
aranyban fordultak eld, mint a kontrolloknal
froszag 439 930 A populacié alaptt RR/SP SM csoport alacsonyabb betegségkezdettel | (Silversides et
tarsult al. 2004)
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s SM beteg Kontroll . .
Populécio (% N&) (% N&) Eredmények Referenciak
CCR5 +303*G ¢és A32 alacsony T1 1ézios térfogat, CCR5A32 (van Veen et
Hollandia 637 (66%) 177 (54%) |alacsony fekete lyuk arany (T1/T2 1ézios térfogatok), CCR5A32

magas szazalékos remielinizacios 1ézidok

al. 2007)

USA, Amerika (afrikai

Nincs szignifikans kiilonbség az allél vagy a genotipus

(Brassat et al.

eredet) 442 293 gyakorisagaban 2006)
A A32 allél gyakoribb a betegek korében; A A32/A32 genotipus (Shahbazi et
Iran 254 (83.46%) | 380 frekvenciaja magasabb a betegeknél, mint a kontrollokban
. p s . al. 2009)
feltételezhetd kockazati tényezo
. o L . | (Kaimen-
Brazilia 124 (68.5%) 127 A,A32 al}elos SM betegek alacsonyabb pozitiv gadolinium-fokozo Maciel et al.
(44.1%) képalkotast mutattak
2007)
(Kantor,
L1zl - 0 A CCR5 A32 homo;igétékban ¢s heterozigotakban a rokkantsag Bakhanashvili,
Zlae progresszioja elnyulik a vad genotipusu SM-betegekhez képest and Achiron
2003)
Nincs kiilonbség az életkorban, nemben, EDSS pontszamban és a (Haase,
Németorsz4 253 0 betegség idétartamaban az allélt hordozo vagy nem hordozo betegek | Schmidt, and
g kozott; Nincs korrelacido a CCR5A32 és a G-protein B3 alegység Faustmann
825T polimorfizmus kozott 2002)
Németorszig 221 (71.04%) |0 Nincs Osszefiiggés a be’tegseg sglyossagaval, a betegségkezdettel, a | (Kantarci et al.
nemmel vagy a betegség lefolyasaval 2005)
94 agy A hordozo6 statusz nincs 0sszefliggésben az SM immunpatdlogiai (Kantarci et al
Németorszag biopszia beteg |0 mintajaval. Nincs Osszefliggés a betegség stulyossagaval vagy a 2005) '
(83 SM) betegségkezdettel
Europa 1666 2203 Nincs Osszefliggés a betegséggel vagy a betegség altipusaval g%(:)l_g%] and Lee
Iran 100 300 Nincs 0sszefliggés (Arababadi et

al. 2010)
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6. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék kdszonetet mondani témavezetémnek, Professzor Dr. Vécsei Laszlonak, hogy
az SZTE AOK Neurologiai Klinikan helyet biztositott szdmomra a szakmai
tapasztalatszerzéshez, valamint a munkam soran nyujtott szakmai iranyitasért és tamogatasért.

Halas vagyok tovabba Dr. Klivényi Péternek, Dr. Bencsik Krisztindnak ¢s Dr.
Engelhardt Jozsefnek, hogy iranymutatasukkal elmélyiiltebben tanulmanyozhattam a
Parkinson-kor, szklerozis multiplex és az amiotrofias lateralszkler6zis betegségek genetikai
hatterét.

Ko6szondm a Richter Gedeon Talentum Alapitvanynak, hogy &sztondijasként
végezhettem a doktori éveim.

Ezton szeretném megkdszonni a legkdzelebbi munkatidrsaimnak a barati 1égkort és
segitséget, mellyel munkdm soran tdmogattak. Koziilok is, kiemelve Dr. Magyarné Majlath
Zsofiat, akivel megszerettem a review irast.

Kiilon koszonom Dr. Somogyvari Ferencnek, hogy palyakezdd koromban megtanitotta
nekem a kutatashoz sziikséges alapvetd kisérletes technikakat.

Ko6szonom Gonda Tibornak a cikkeinkben talalhato illusztraciok elkészitésében nyujtott
tiirelmes segitségét.

Kiilon kiemelném Dr. Szaldrdy Levente és David Durham szakmai segitségét, akik
cikkeink lektoralasat végezték el, amiért halaval tartozom.

Hélasan koszonom Dr. Lencsés Gyulanak a statisztikai kérdésekben nyujtott segtiségét
a szklerozis multiplexhez kothetd vizsgalatainkban.

Halaval tartozom egylittm{ikodd partnereinknek, akik lehetdvé tették a kozos cikkek
1étrejottét. Koszonet illeti Dr. Sz¢éll Martat, Tripolszki Kornéliat, Dr. Toldi Jozsefet, Dr. Fiilop
Ferencet, Dr. Szolnoki Zoltant, Dr. Adany Rozat, Dr. Fiatal Szilviat és Dr. Stojiljkovié
Oliverat.

Koszonom barataimnak Dr. Walter Fruzsinanak (aki lektoralta is ezt a munkat), Kiss
Viktorianak, Dr. Kalapis Dorottyanak és Dr. Molnar Juditnak, hogy az egyetemi és a doktori
évek alatt tamogattak, erdt adtak és biztattak.

Végiil pedig a halaval tartozom Edesanyamnak és a csaladomnak, hogy mindvégig
minden lehetséges modon tdmogattak és tdmogatjak, hogy megvalositsam 6nmagam és az
almaimat.

Vélegényemet, Tibort kiilon kdszonet illeti, hiszen mindig kiallt mellettem, tamogatasa

¢s biztatasa nélkiil nem értem volna a sokszor rogos Ut végére.
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Végezetiil pedig kdszondm ikergyermekeinknek, Liliennek és Martinnak, hogy értelmet

¢és célt adtak az életben.
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8. Osszefoglalé

Eltéro életkori sajatsagokat mutato neurologiai korképek genetikai vizsgalata

Jelen tézis targya harom neurologiai korkép genetikai vizsgalata. A munka targyat a PD,
a SM és az ALS betegségekben végzett kisérleti eredményeink adjak.

A munkafolyamat els6 Iépéseként csoportunk egy biobankot alakitott ki a szegedi
Neurologiai Klinikdn annak, minden targyi €s engedélyi feltételét biztositva, hogy ez altal
megkezdhesse a vérmintak gylijtését és tarolasat.

Az idds populaciot érintd kronikus, progressziv PD vizsgélataba ily modon 105 beteg és
131 kontroll személy keriilt bevonasra. A kutatds célja a korkép és a kinurenin rendszer
kapcsolatanak vizsgalata volt. A substantia nigra pars compacta teriiletén megfigyelhetd
dopaminerg sejtelhalassal és a Lewy testek jelenlétével jellemzett korkép tobb szakirodalmi
adat szerint is 6sszefliggésbe hozhatd a megvaltozott mitkodést mutatd kinurenin rendszerrel.

Maga a kinurenin rendszer egy olyan enzimatikus utvonal, mely az emberi agyban 1évo
triptofan dontd tobbségének a lebontdsaért felel, mikozben végtermékként nikotinamid-
adenin-dinukleotid és nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat keletkezik. Az altalunk vizsgalt
KMO gén az 1q42 kromoszoma régiora lokalizalodik és az ttvonal egyik neurotoxikus
termékének szintéziséért felel. Az enzim farmakoldgiai inhibicidja indukalja a neuroprotektiv
kinurénsav szintézisét. A KMO gén polimorfizmusai pedig befolyassal lehetnek a
metabolizmus neuroprotektiv vagy neurotoxikus irdnyba valo eltolédasara.

Vizsgalatunkba a KMO gén négy SNP polimorfizmusat vontunk be, az rs2050518-at, az
rs6661244-et, az rs2275163-at és az rs1053230-at. Célkitlizéslink az volt a vizsgalatok soran,
hogy kelléen nagy beteg és hozza nemben-korban illesztett kontroll mintaszamon végezziik el
azokat. Ugyancsak fontosnak tartottuk, hogy rairanyitsuk a figyelmet a korabban eddig
genetikai szemlélettel nem vizsgalt kapcsolatra a Parkinson-kor és a kinurenin Gtvonal kozott.
Tovabba szerettlik volna tanulmanyozni a vizsgalt SNP allélok hatasat a betegségkezdetre.

A DNS kinyerését a fehérvérsejtekbdl a Miller—féle izoldldssal, mig a genotipizaléast
Tagman probas polimeraz lancreakcios modszerrel végeztiik el. Az adatok értékeléséhez Khi-
négyzet tesztet, és t-probat alkalmaztunk az SPSS szoftverben. Az igy megfigyelt genotipus-
frekvenciak Osszhangban voltak a Hardy-Weinberg egyenstllyal a PD és a kontroll
csoportban.

Eredményeink alapjén az éltalunk vizsgalt négy KMO polimorfizmus koziil egyik sem
hozhat6 0sszefiiggésbe a PD-ral, illetve nem befolyasoltak a betegség kialakulasanak kezdetét

sem. fgy a genetikai kapcsolat a PD és a kinurenin rendszer kozott még tovabbra sem igazolt.
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A vizsgalt SNP-k nagy valoszinliséggel nincsenek hatassal a KMO gén funkciojara,
nem részei a regulator fehérjék kotdhelyeinek, melyek relevansak a PD tekintetében.

A jovoében tovabbi polimorfizmus vizsgalatokat terveziink a kinurenin rendszer tobbi
enzimének bevonasaval. Ez a tanulmany volt az elsd, mely a kinurenin ttvonal biokémiai
valtozasai mogott 4llo genetikai hatteret vizsgalta. Reményeink szerint munkénk rairanyitja a
figyelmet erre a korabban nem tanulmanyozott teriiletre, ugyanis az enzimatikus utvonal
zavara 0sszefiiggésbe hozhaté nemcsak a PD-ral, hanem szamos neurologiai korképpel is pl.
az Alzheimer-korral és a depresszioval. Ezért az enzimatikus utvonal befolyasolasanak
lehetdsége terapias jelentdséggel birhat ezen neuroldgiai betegségek kapcsan.

Az ALS egy olyan végzetes neurologiai korkép, mely az akaratlagosan mozgathato
izmokat beidegzd agyi ¢s gerincveldi mozgatd idegsejtek pusztuldsaval jar. Korabbi
vizsgalatok ezen neuronok sebezhetdségének egyik feltételezett okaként a kalcium kotd
fehérjéik alacsony szintjét mutattak ki. A kalcium kot fehérjék szintjét pedig meg lehet
emelni D-vitamin poétlassal. A D-vitamin aktiv formaja az 1a-25-(OH)2D, ami a nuklearis
receptorahoz (VDR) kotddik és igy moduldlja a transzkripciojat az daltala befolyasolt
géneknek, és fejti ki hatasat az 4svanyi anyag homeosztazisra. Fontos kiemelni tovabba, hogy
a D-vitamin regulélja a szérum kalcium szintjét, mely kihathat kiilonb6z6 immunfunkciokra.
A D-vitamin csOkkentheti a gyulladdsos folyamatokat, ami jelentds szerepet jatszik a
neurodegeneracioban. Azonban ezek mellett D-vitamin felel6s, tobbek kozott a neutropikus
faktorok és az indukalhato nitrogén-oxid szintdz bioszintéziséért, valamint emeli a glutation
szintet. Ezek mindegyike pedig szerepet jatszik az ALS és mds neurologiai betegségek
pathomechanizmusaiban. Egy tiz évvel ezel6tti tanulmany felvetette, hogy a 25-hidroxi D-
vitamin szintje alacsonyabb a betegek estében. Egy par éves tanulmanyban pedig a D-vitamin
pétlasa, mely a normal tartomany als6 hatarat érte el, képes volt kismértékii lassuldst
eredményezni a betegség progressziojaban az ALSFRS-R score-alapjan egy 9 hoénapos
vizsgalati periodusban. Nemrégiben szamoltak be arrol is, hogy a kronikus D-vitamin kezelés
fokozza a VDR gén mRNS szintjét patkany agykérgi idegsejtekben glutamat altal okozott
neurotoxicitaskor. Csoportunk ezért célul tiizte ki, hogy a VDR gén polimorfizmusait
tanulmanyozza ALS-ben.

Az altalunk vizsgalt VDR gén a 12q13.11 kromoszoma régiora lokalizalodik és a D3
vitamin nukledris hormon receptorat kodolja. A VDR gén és egyes neurologiai korképek
kapcsolatardl mar olvashattunk a szakirodalomban, azonban az ALS-al 6sszefiiggésben kevés

adatot publikaltak.
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Vizsgalatunkba 75 sporadikus ALS beteg ¢és 97 egészséges kontroll személy vérmintajat
sikeriilt Osszegyljteni. A vizsgalt SNP-k a kovetkezOk voltak: az rs1544410 (Bsml), az
157975232 (Apal), az rs731236 (Taql) és az rs2228570 (Fokl). Fontos szempont volt a
vizsgalat kapcsan, hogy azt kelléen nagy beteg és hozza nemben-korban illesztett kontroll
mintaszdmon végezziik el. Mivel korabbi adatok nem alltak rendelkezésre a VDR gén
polimorfizmusainak és a betegségnek az esetleges kapcsolatar6l, igy munkankkal uj
bizonyitékokat nytjthatunk a D-vitamin szerepére ALS kapcsan. A kutatds tovabbi céljai
kozott volt, hogy tanulmanyozzuk az allélok esetleges befolydsolo hatasat a betegségkezdet
tekintetében is.

A mintagyijtést kovetden hozzalattunk a genomi DNS izolalasahoz Miller—féle kisozasi
modszert alkalmazva. Az allélok elkiilonitésére restrikcidos fragment hossz polimorfizmus
technikat alkalmaztunk. A vizsgalni kivant négy polimorfizmus koziil hdrom intron varidns
egy pedig misszensz mutacido volt. A statisztikai vizsgalat soran Khi-négyzet tesztet és t-
probat alkalmaztuk. A gén ¢és a betegség kockazata kozotti kapcsolat vizsgalatira az
esélyhanyados és a 95% -os konfidencia intervallum keriilt kiszamitasra. A kapott genotipus-
frekvenciak a kontroll és a beteg csoportban Osszhangban voltak a Hardy-Weinberg
egyensullyal.

Tanulmanyunk soran szignifikans eltérést talaltunk a genotipus megoszlasban a beteg és
a kontroll csoport kozott az Apal SNP esetében. Mely azt jelentette, hogy az A allélt
tartalmazd genotipusok frekvencidja (AA+AC) vs CC szignfikansan magasabb volt az ALS
betegek kozott, mint a kontroll csoportban. Tovabba az A allél szignifikans mértékben
Osszefiiggésbe hozhatd volt az ALS beteg csoporttal. A vizsgalt két allél azonban nem volt
hatassal a betegségkezdetre vagy a nemi megoszlasra az ALS csoportban.

Ez a munka az elsd genetikai bizonyiték, mely felveti, hogy a VDR gén szerepet
jatszhat a korképben. Kamel és munkatarsai kordbban vizsgaltdk a VDR gén Bsml SNP-jét,
de ez nem volt Osszefliggésben a korképpel vagy a koérokozod oOlomszinttel (19).
Tanulméanyunkban igazoltuk ezt a megfigyelést, mert nem talaltunk szignifikans kapcsolatot a
Bsml SNP-vel. Nem taldltunk tovabba szignifikans kiilonbséget a Fokl vagy a Taql SNP
estében az ALS-kontroll csoport vizsgalatakor. Kapott eredményeinket fiiggetlen beteg ¢és
kontroll csoport mintdn szeretnénk megismételni.

A PD-ral szemben az SM a fiatal, felnétt populaciot érinté autoimmun, kdzponti
idegrendszert tdmadd neurologiai korkép. A betegség a fiatal felndttek leggyakoribb
idegrendszeri megbetegedése ¢és az esetek felében a visszafordithatatlan szovetkarosodas miatt

rokkantsdghoz vezet. A betegség kivaltdja a kozponti idegrendszer fehéralloméanyanak
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gyulladédsa, melynek kovetkeztében karosodnak az idegsejtek €s az Oket koriilvevd mielin. A
SM korlefolyasa valtozo, ezért ezerarcu kornak is hivjdk és 5 koérformajat kiilonitik el. A
betegség etiologidja csak részben ismeretes, a genetika hattér bizonyitott szerepe ellenére,
azonban sokaig csak a f6 hisztokompatibilitds komplexet (MHC) sikeriilt azonositani, mint
hajlamosité 10kuszt. Azonban az MHC 16kusz szerepe, nem csak kizardlag erre a korképre
jellemzd, hanem az Osszes autoimmun betegségre. Ezért olyan hajlamositd és protektiv
16kuszok az azonositasa, melyek specifikusak a SM-re a kutatasok kézéppontjaba keriiltek.

A kemokinek (kemoatraktdns citokinek) és a kemokin receptorok kulcsszerepet
jatszanak a gyulladasos folyamatokban, mivel irdnyitjdk az immunsejtek vandorldsat, igy
tobbek kozott a T-sejtek vér-agy gaton torténd atjutasat is, ami feltételezhetden az elsé 1épés a
korkép kialakulasa felé. Vizsgalati adatok bizonyitjak, hogy a CCRS kemokin receptor
upreguldlodott a gyulladdst mutaté agyi régiokban, melyek humén betegektdl szdrmaztak,
illetve ugyan ezt tapasztaltdk a betegség allatmodelljében, a kisérletes autoimmun
enkefalomielitiszben is.

A 3p21.31 kromoszéma régioban talalhaté CCRS gén leginkabb tanulmanyozott
mutacidja egy A32 bp delécid, melynek vizsgalata ellentmond6 eredményeket mutat SM
kapcsan. Néhany vizsgalat szerint ugyanis az allél egy kockézati faktor, mig mas vizsgalatok
protektiv szerepét igazoltak, s6t akadtak olyan eredmények is melyek szerint se kockazati se
protektiv szereppel nem rendelkezik. Az ellentmondd eredmények egy része a nem kelléen
magas mintaszdmmal magyarazhatd, ezért csoportunk egyik legfontosabb célja volt a
vizsgalat soran, hogy kelléen nagy beteg és hozza nemben-korban illesztett kontroll
mintaszamot vonjunk be elemzésiinkbe. Tovabbi célunk volt, hogy olyan populacion
veégezziik el a vizsgalatokat, melyet kordbban még nem vontak be ilyen jellegli tanulményba
¢és a betegséggel valo Osszefiiggés mellett elemezziik az allél esetleges befolydsold hatasat a
betegségkezdet, és a Expended Disability Status Scale (EDSS) vonatkozasaban is. Fontosnak
tartottuk, hogy az életmod, a kornyezeti faktorok hatasat is teszteljiik az allélok hordozasaval
parhuzamosan, igy az alkoholfogyasztas a dohdnyzas ¢s a BMI adatokat figyelembe véve is
végezziink vizsgalatokat. A tervezett magas mintaszam miatt pedig fontos szempont lett, hogy
gyorsabb és kornyezetkimélobb modszert dolgozzunk ki a korabbi restrikcios fragment hossz
technika helyett.

Végezetiil a 428 relapszalo-remittald vagy secunder progressziv korformat mutato beteg
mellett 831 kontrollt vontunk be a felmérésbe. A korabbi vizsgalatokban alkalmazott technika
helyett pedig a DNS izolalas utan (Miller-féle kis6zas) Taqman probas allél elkiilonitéssel

terveztiik meg a vizsgalatot. A statisztikai elemzésnél Khi-négyzet tesztet alkalmaztunk a
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genotipusok ¢és az allélok eloszlasanak Osszehasonlitasara, a t-probat pedig két csoport
atlagainak Osszevetésére. A varianciaanalizist akkor alkalmaztuk, ha tobb mint két csoport
atlagat kellett figyelembe venni, mig a kétirdnyu varianciaanalizist, ha tobb mint két
csoportositasi kritérium volt. A megfigyelt genotipus-frekvencidk Osszhangban voltak a
Hardy-Weinberg egyensullyal mind az SM, mind a kontroll csoportban.

Nem taldltunk szignifikans eltérést az SM beteg és a kontroll csoport kozott sem a
genotipus megoszlasban sem az allél frekvencidkban. Nem befolyasolta az rs333 (CCRS5 A32)
polimorfizmus az EDSS pontszamot, vagy a betegségkezdetet. A vad és a delécids allél
egyiittes vizsgalata a dohanyzassal, alkoholfogyasztassal és a testtomeg-index-szel (BMI)
kombindlva egyik kombindciéban sem bizonyult szignifikdnsnak a beteg csoportban az
EDSS-re és a betegségkezdetre vonatkozoan. Eredményeink azt mutatjdk, hogy nincs
Osszefiiggés a CCRS A32 allél és az SM hajlam kozott a csongrad megyei és az észak-bacskai
populacidéban. Ez a tanulmany nem azonositott a CCRS gén A32-delécidja és az SM kozott
Osszefliggést. A delécio nem jelent nagyobb kockazatot a betegség kialakuldsara, nem
nevezhetd biomarkernek, hiszen nem fordult el nagyobb szdmban a beteg csoportban. Nincs
protektiv szerepe, hiszen nem jelent meg nagyobb szamban a kontroll csoportban. Tovabba
nincs prognosztikai faktor szerepe, hiszen nem befolyasolta sem az EDSS értéket sem a
betegségkezdetet. Eredményeink nagyszamu beteg és a masodik legnagyobb kontroll
mintaszammal végzett vizsgalat adatai. A kapott eredményeinket megerdsiti egy nemrégiben
megjelent metaanalizis is, mely mdas vizsgalatok adatait Osszegezte és 1j statisztikai
vizsgalattal a legtobb beteg €s kontroll minta adatait elemezte ujra.

Az alkoholfogyasztasi é¢s dohanyzasi szokasok valamint a testtomeg-index vizsgalata az
SM esetében két esetben eredményezett szignifikans eredményt. Az alkoholfogyasztas
szignifikans mértékben kordbbi betegségkezdettel volt dsszefiiggésbe hozhatd, mig a magas

testtomeg-index protektiv hatdst mutatott a betegségkezdet tekintetében.
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9. Summary

Genetic analysis of neurological disorders with different age characteristics

The present thesis summarizes the genetic analysis of selected single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in case of three neurological disorders: Parkinson's disease (PD),
multiple sclerosis (MS) and amyotrophic lateral sclerosis (ALS).

The first major step of the project was to create a biobank at the Department of
Neurology in Szeged (Faculty of Medicine, University of Szeged). We had to ensure that all
the materials are purchased and all the official licenses are provided which was necessary for
collecting and storing human blood samples.

On of our goals was to investigate the chronic, progressive PD which affects mostly
the elderly population. In our first study we enrolled 105 PD patients and 131 control
subjects. Our aim was to carry out the tests on a large age-matched control and patient group.
We also considered it to be important to draw attention to the relationship between PD and the
kynurenine pathway which had not previously been genetically studied. The research outline
was to investigate the relationship between the disease and the kynurenine system. PD is
characterized by dopaminergic cell death in the area of the substantia nigra pars compacta and
the presence of Lewy bodies. The kynurenine system itself is an enzymatic pathway which is
responsible for the breakdown of the vast majority of tryptophan in the human brain while
producing two end-products: nicotinamide adenine dinucleotide and nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate. The examined KMO gene is located at the 1942 chromosome region
and it is responsible for the synthesis of a neurotoxic product of the pathway. The
pharmacological inhibition of this enzyme induces the synthesis of neuroprotective kynurenic
acid. The polymorphisms of the KMO gene may also influence a metabolic shift to either
neuroprotective or neurotoxic pathways. In our study, four KMO gene SNPs were
investigated: rs2050518, rs6661244, rs2275163 and rs1053230. DNA extraction from white
blood cells was performed using the Miller isolation, while genotyping was done by Tagman
probe based polymerase chain reactions. To evaluate the data, a Chi-square test and a t-test
were applied in the SPSS software. The observed genotype frequencies were consistent with
the Hardy-Weinberg equilibrium in the PD and the control group.

Based on our results, none of the four analyzed KMO polymorphisms were related to
the PD and neither did they influence the age of onset. Thus, the genetic relationship between
the PD and the kynurenine system is still not supported. The studied SNPs are unlikely to
have an effect on the function of the KMO gene, nor are they part of the regulatory protein
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binding sites that are relevant to PD. In the future further polymorphism studies are planned
with the involvement of other enzymes of the kynurenine system. This study was the first to
investigate the genetic background behind the biochemical changes of the kynurenine
pathway in PD. Our work aims to draw attention to this area which has not been studied in
depth, although its relevance is unquestionable. A disturbance in the kynurenine enzymatic
pathway could be related not only to PD but to numerous neurological pathologies like
Alzheimer's disease or depression, therefore biological or pharmacological modifications of
this enzyme pathway might be of therapeutic significance.

Amytrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a fatal, progressive, neurodegenerative disorder
that affects nerve cells in the brain and spinal cord. Previous studies have shown that affected
neurons show low expression of calcium binding proteins. The level of these can be raised
with vitamin D supplementation. The active form of vitamin D is 1a-25-(OH)2D, which binds
to its nuclear receptor (VDR) in the cell and is able to modulate the transcription of VDR
target genes and it can influence mineral homeostasis. It is also important to note that vitamin
D regulates serum calcium levels, which contribute to different immune functions. Vitamin D
can reduce inflammatory processes, which play a major role in neurodegeneration. It is
responsible for the biosynthesis of neurotrophic factors, influences the expression of the
inducible nitrogen oxide synthase and increases the level of glutathione. Each of these factors
play a role in the pathomechanism of ALS and other neurological diseases. A study ten years
ago found that the level of 25-hydroxy vitamin D is lower in ALS patients. Recently another
study investigated the effects of vitamin D supplementation of ALS patients. They described
that already a minimal vitamin D supplementation was able to slightly slow down the disease
progression on the ALSFRS-R score during the 9-month study period. It has recently been
reported that chronic vitamin D treatment increases the mRNA level of VDR gene in rat brain
neurons after glutamate-induced neurotoxicity. Therefore, our group aimed to study the
polymorphisms of the VDR gene in ALS. The VDR gene is localized to the 12q13.11
chromosome region and encodes the nuclear hormone receptor of vitamin D3. The
relationship between the VDR gene and some neurological disorders has been described in
the literature, but only few articles have been published in the context of ALS. In our study
we collected blood samples of 75 sporadic ALS patients (approximately 20% of the
Hungarian ALS population) and 97 of age-sex matched healthy controls. The examined SNPs
were as follows: rs1544410 (Bsml), rs7975232 (Apal), rs731236 (Tagl), and rs2228570
(Fokl). Since no previous data were available on the possible connection between the

polymorphisms of the VDR gene and the disease, our goal was to provide new insight into the
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role of vitamin D in ALS. The aim of our research was to study the potential effects of the
alleles on the disease age of onset. After the collection of the blood samples we isolated
genomic DNA using the Miller's salting method. For the identification of alleles, the
restriction fragment length polymorphism (RFLP) technique was used. From the four
investigated polymorphisms, three were intron variants and one was missense mutation. In the
statistical part of the study, Chi-square test and t-test were used. For examining the
relationship between the risk of the gene and the disease, the odds ratio and the 95%
confidence interval were calculated. The obtained genotype frequencies were consistent in the
control and patient group with the Hardy-Weinberg equilibrium.

A significant difference was found in the genotype distribution between the patient and
the control group in case of Apal SNP, meaning that the frequency (AA+AC) vs. CC of the
genotypes containing A alleles was significantly higher in ALS patients than in the control
group. Furthermore, the A allele was significantly associated with the ALS patient group.
However, the two studied alleles did not affect the disease age of onset or the gender
distribution in the ALS group.

This work is the first genetic evidence that the VDR gene can play a role in ALS.
Kamel et al.-previously investigated the Bsml SNP of the VDR gene, but this was not related
to the pathology or the pathogenic lead level. In our study we support this observation since
we did not find any significant relationship between the Bsml SNP and the disease either. No
significant difference was found in the case of the Fokl or Tagl SNP in the ALS control
group. We would like to repeat our investigations on an independent patient and control group
sample in the future.

In contrast to PD, multiple sclerosis (MS) is an autoimmune neurological disorder of the
central nervous system affecting mainly the young population. This disease is the most
common neurological disorder of young adults and in half of the cases it causes disability due
to irreversible tissue damage. The trigger of the disease is the inflammation of the white
matter in the central nervous system, which results in damage to the neurons and the myelin
surrounding them. The course of MS is variable, it has 5 forms and the etiology of the disease
is only partially known. However the role of the genetic background is proven, for a long time
only the main histocompatibility complex (MHC) was identified as a predisposing-locus. But
the role of the MHC locus is not unique to this disorder, but also to all autoimmune diseases.
Therefore, the identification of predisposing and protective loci that are specific to MS was in
the focus of our research. Chemokines (chemoattractant cytokines) and chemokine receptors

play a key role in inflammatory processes as they direct migration of immune cells, including
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T-cells through the blood-brain barrier, which is presumably the first step to the development
of the disease. Previously published data suggest an upregulation in the CCR5 chemokine
receptor expression in inflammatory brain regions derived from human samples and there are
similar results in the animal model of the disease, in experimental autoimmune
encephalomyelitis. The most studied mutation of the CCR5 gene is in the 3p21.31
chromosomal region, it causes a A32 bp deletion, which shows contradictory results in the
connection with MS. According to some studies, the allele is a risk factor, there are other
studies which show its protective role, but other results claim that this allele does not have
any effect in relation to MS. Some of the contradictory results can be explained by the
insufficient-sample number, therefore one of the most important goal of our study was to
reach large patient and control sample number. Our further aim was to carry out this
investigation on a population that has not been included in a similar study before in
connection to the disease. We planned to study the potential effect of the allele on the
Expensive Disability Status Scale (EDSS) and on the age of onset. We considered it important
to test the effect of lifestyle and environmental factors in parallel with carrying the allele, so
alcohol consumption, smoking and BMI data were also registered. Finally, 428 patients with
relapsing-remitting or secunder progressive disease and 831 healthy controls were included in
the survey. Due to the high sample size, it was important to develop a fast and more
environmental friendly method than the previous RFLP technique. Instead of the RFLP
technique, after the DNA isolation (Miller's salting method) a Tagman probe allele
discrimination method was utilized. In the statistical analysis, Chi-squared test was used to
compare genotype and allele distribution, and t-test was used to compare the averages of two
groups. The variance analysis was used when the average of more than two groups had to be
taken into account, while the bidirectional variance analysis was utilized when more than two
categorization criteria were analysed. The observed genotype frequencies were consistent
with the Hardy-Weinberg equilibrium in both the MS and control groups.

There was no significant difference between the MS patient and the control group either
in genotype distribution or in allele frequencies. The rs333 polymorphism did not affect the
EDSS score or the age of onset of the disease. In the combined study none of the wild or the
deletion allele in combination with smoking, alcohol consumption, and body mass index
(BMI) proved to be significant in the patient group for the EDSS or the disease initiation. Our
results show that there is no correlation between the CCRS5 A32 allele and MS susceptibility
in the Csongrad County and North Bacska populations. This study did not identify any
relationship between the A32 deletion of the CCRS5 gene and the MS. According to our results
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deletion does not mean a greater risk of developing the disease, it cannot be called a
biomarker, since it does not occur in a larger number in the patient group. It has no protective
role, because it does not appear in a larger number in the control group. Furthermore, it is not
a prognostic factor, as it does not affect either the EDSS value or the age of onset. We
obtained our results on a large number of patient and the second largest number of control
group. Our results were confirmed by a recent meta-analysis study which study re-
summarized and re-analyzed data. In that study summarized data were collected and analyzed
again from other studies to involve larger sample number.

The studies of the alcohol consumption, smoking habits and body mass index in case of
MS have shown two significant results. The alcohol consumption has been shown to be a risk
factor for earlier MS onset, while the high body mass index had a protective effect on the age

at onset of the disease.
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10. Fiiggelék

EDSS skéala (Expanded Disability Status Scale) ismertetése:

Az EDSS-skala egy olyan teszt, amelyet a sclerosis multiplex miatt kialakult rokkantsag
mértékének a szamszerisitésére dolgoztak ki. A skalat 1983-ban hozta 1étre az amerikai
neurologus, John Francis Kurtzke, ezért gyakran emlitik Kurtzke-féle skalaként is. A kutatas
teriiletén gyakran alkalmazzak a tesztet, hiszen a segitségével konnyen csoportosithatok a
kiilonb6z6 stadiumban 1év6é betegeket, illetve monitorozhatéva valik az eltéré kezelések
hatasa. A skala elsédlegesen a jaroképesség megitélésére hivatott. A teszt ezen kiviil még
nyolc kiilonb6z6 funkcionalis rendszer allapotat vizsgalja (piramisrendszer; kisagy; agytorzs;
szenzoros teriiletek; bél és a hugyholyag ill. szexualis funkcidk; latérendszer; nagyagy;
egyéb), amelyek SM-ben a leggyakrabban érintettek, azonban ezek vizsgalatara léteznek
pontosabb tesztek is.

EDSS skala pontozésa

0 semmilyen neuroldgiai eltérés nem mutathat6 ki

1.0 | funkciozavar nincs, de 1 funkcionalis rendszer minimalisan érintett (pl. enyhe latasi

zavar, nyelési nehézség)

1.5 | funkciézavar nincs, de 1-nél tobb funkcionalis rendszer minimalisan érintett

2.0 | minimalis fogyatékossag 1 funkcionalis rendszerben (pl. mérsékelt bénulas,

koordinécids zavar)

2.5 | 1enyhe vagy 2 minimalis funkciézavar

3.0 | kozepes fogyatékossag 1 (pl. bénulés, koordinacids zavar, kifejezett 1atasi probléma)

vagy enyhe fogyatékossag 3-4 funkcionalis rendszerben teljes jaroképesség mellett

3.5 | teljes jaroképesség kozepes fogyatékossaggal 1 és enyhe fogyatékossaggal 1-2
funkcionalis rendszerben; vagy kozepes fogyatékossag 2 funkcionalis rendszerben;

vagy enyhe fogyatékossag 5 funkcionalis rendszerben

4.0 | segédeszkoz nélkiili teljes jaroképesség, hétkoznapi aktivitas napi 12 6rdban a relative

komoly fogyatékossag mellett, 500 méter megtétele segédeszkoz nélkiil

4.5 | segédeszkoz nélkiili teljes jaroképesség, aktivitds a nap nagy részében, komoly
korlatok vagy minimalis segitség sziikségessége bizonyos tevékenységek végzésében,

300 méter megtétele segédeszkoz nélkiil

5.0 | 200 méter megtétele segédeszkdz nélkiil, hétkoznapi tevékenységben mar akadalyozo

mértéki fogyatékossag
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5.5 | 100 méter megtétele segédeszkdz nélkiil, a fogyatékossag a hétkdznapi tevékenységek
onallo végzését megakadalyozza

6.0 | idészakosan vagy egyoldalian folyamatos segédeszkoz (pl. manko) sziikséges 100
méter megtételéhez pihenéssel vagy anélkiil

6.5 | folyamatos kétoldalu segédeszkoz (pl. dupla mankd) sziikséges 20 méter megtételéhez
pihenés nélkiili

7.0 |5 méternél nagyobb tavolsag megtételére még segédeszkdzzel is képtelen,
kerekesszékhez kotott, onalld kerekesszék-hajtds és utazds, aktiv tevékenység
kerekesszékben napi 12 6ran at

7.5 | néhany lépésnél tobb megtételére képtelen, kerekesszékhez kotott, a székbe iiléshez
esetleg segitségre van sziiksége, 6nallo kerekesszék-hajtas, de a teljes napi
tevékenység soran motoros székre lehet sziikség

8.0 | agyhoz, székhez vagy kerekesszékhez kotott, de a nap részében agyon kiviil van,
ongondoskodasra képes, a kéz hatékony hasznalata

8.5 | a nap nagy részében agyhoz kotott, a kéz némileg hatékony hasznalata, részleges
ongondoskodasi képesség

9.0 | magatehetetlen agyhoz kotottség a kommunikacios és étkezési képesség megtartasa
mellett

9.5 | magatehetetlenség, hatékony kommunikaciora vagy evésre/nyelésre valo képtelenség

10 SM miatt fellépd halal
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El Escorial kritériumok:

A World Federation of Neurology El Escorial-ban elfogadott diagnosztikus kritériumai
szerint az ALS igazolasara jelen kell lennie az aldbbiaknak: centralis motoneuron-szindroma;
periférias motoneuron-szindroma és progresszid. Az ALS klinikai diagndzisa igazolt, ha
centralis és periférids motoneuron-szindroma legkevesebb harom testtdjon (testtajak: fej, nyak
¢s felsé végtag, torzs, agyék és alsd végtagok) észlelhetd. Amennyiben haromnal kevesebb
testtd) érintett, valoszinl (két testtaj) vagy lehetséges (egy testtaj) ALS allapithatdo meg, amit a
laboratoriumi leletek is tdmogathatnak, illetve a tlinetek egyik esetben sem magyarazhatok

mas okokkal.
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