Zarojelentés

”A karnitin észterek profilszerii meghatérozasanak jelentésége a human karnitin
metabolizmus vizsgalataban” cimi, OTKA T 49589 szamu palyazathoz (2005-2008)

A pélyazat a cimben 6sszefoglalt kutatasi terletet két iranyvonalbol kdzelitette meg:
egyrészt, a karnitin metabolizmust vizsgaltuk a valodi, azaz stulyos OCTN2 hianyban
(klinikailag primer karnitin hidnyban) manifesztdlodé SLC22A5 mutécidok keresésével,
masrészt, avagy egy masik megkozelitési iranyként, vizsgaltuk a karnitin metabolizmust
tlkroz6 plazma karnitin észter spektrumot az SLC22A5 és olyan természetes varidnsainak,
polimorfizmusainak vizsgalata segitségével, melyek szintéen befolydsolhattdk az OCTN2
funkcioit, és kovetkezményesen a karnitin homeostasist. A két teriilet kutatdsa mindvégig
egymas mellett futott.

A karnitintranszporter mutacionak keresesében az orszag legkilénbozébb intézeteibdl,
genetikai ambulancidirdl kaptunk olyan beutalt betegeket, akik szuszpektek voltak a
betegségre. Sajnos, a vizsgalt esetek kdzil egy sem volt valddi transzporter hiany. A korabban
mar felismert SLC22A5 V295X-et eredményezé mutacio vélhetéen magas eléfordulasa
bizonyos roma subpopuléciokban viszont ismételten UGjabb lehet6ségeket teremtett.
Hozzajutottunk egy hirtelen csecsemaohalalban elvesztett csecsemé boncoldsa soran eltett,
parafinba agyazott blokkjaihoz. A szOveteket alaposan atnézve a limforetikularis szdvetek
(nyirokcsomd, tonsilla, Iép, csontveld, thymus) tanulmanyozasa specifikus hisztokémiai
festési és jelOlési eljarasok segitségével meglepé eredményt adott: gatolt sejtproliferacio és
fokozott apoptosis volt megfigyelhet6 a tliszok germinalis centrumaiban, ami gatolt affinitas-
vezérelt B sejt proliferaciot igazolt. Ez teljesseggel kvadréal azzal a megfigyeléssel, hogy a
primer karnitin hidnyosokban egy egyértelmt szekunder immundeficiencia figyelheté meg,
ismétlodo infectidk szinte valamennyi eset kotelezo velejaroi (5). A thymus teljesen normalis
képet adott.

A kutatasi periddus masodik felében ismételten érintkezésbe keriltink a fenti mutaciot
hordozo csaldd mas tagjaival. Mddunkban allt egy primer karnitin hianyos gyermek karnitin
profiljat vizsgélni elektrospray (ESI) tandem tdmegspektrometrids (MS/MS) mddszerrel
(mely maodszert egyébként a késébbiekben is vazolt eljarasok soran ismételten hasznaltuk) a
karnitin szupplementacié megkezdése el6tt, majd azt kévetéen killénbdz6 idépontokban. Az
alaphelyzetben dobbenetesen csokkent volt valamennyi karnitin észter szintje, leginkabb a
szabad karnitiné, ami a linearis detektalhatdsag hatarat éppen csak atlépte. A karnitin kezelés
hatdsara, noha egyertelma klinikai javulas volt lathatd (normalizalédo EKG és szivfunkciok
az ultrahangos nyomonkdovetéssel) a karnitin észterek csak mérsékelten emelkedtek még par
honappal a kezelés megkezdése utan is, és a tovabbi emelkedés is csak nagyon mérsékelt volt
a késébbiekben is. Ez egyezett a korabbi megfigyelésekkel, amikor a szabad karnitin szinteket
tudtdk mérni a korabban alkalmazott radiokémiai modszerrel. Mdodunk volt a ket heterozigota
szUl6, heterozigota és normalis testvérek plazmajat is vizsgalni; hasonld vizsgalat korabban
nem tortéent az irodalomban. Meglepé eredménykeént, valamennyi heterozigdta a normal
kontrollok karnitin spektrum értékeinek hozzévetélegesen felét mutatta, tehat egy kozel
proporcionalis csokkenes volt az egyes észterek plazmaszintjében (15). Az eredményeket
megkonzultaltuk a Centers for Disease Control (CDC), Atlanta, Georgia témegspektrometrias
egységével, akik az gyakorlatilag az egesz vilag felé a kilsé minésegbiztositasi hatteret
biztositjdk. A kozpont javasolta az eredmények kodzzétételét, hiszen a sziirés soran észlelt
profilok értelmezési gyakorlataban ezen eredeti megfigyelések a jovében egyértelmien
segithetnek.



A Kkarnitin transzporter természetes variansait tobb 6sszefiiggésben is vizsgaltuk.
Felmértilk a SLC22A4 és SLC22A5 gén szuszceptibilitasi variansainak eléfordulasat Crohn
betegségben. Tobb kdzlemény foglalkozott azzal, hogy bizonyos természetes haplocsoportok
mint szuszceptibilitdsi kombinacidk fordulhatnak elé; mi a hazai beteganyagban nem tudtuk
ezt megerdsiteni, hasonldan tobb eurdpai populaciohoz (4). Ugyszintén vizsgaltuk hazai
populacioban az SLC22A4 1672T és SLC22A5 -207C kombinéacidja altal meghatarozott TC
haplotipust; szintén nem talaltuk hajlamositd tényezének a masik gyulladasos bélbetegségben,
az ulcerativ colitisben (6).

Ezekkel parhuzamosan vizsgaltuk a karnitin észter profil alakulasat kulonb6z6
felszivodasi zavarokban, melyek elmeleti megkozelités alapjan tekinthetok szekunder karnitin
hidnyallapotoknak, ezen belll olyanban, ahol az SLC22A gének szerepet jatszhatnak a
patomechanizmusban és olyanokban is, ahol nem. Kezelt felnétt celiakidsokban a karnitin
észter profil még mindig mutatott eltéréseket, ami arra utal, hogy a diéta Gnmagaban
klinikailag teljes javulashoz vezethet, azonban bizonyos laboratoriumi eltérések még mindig a
fenndlld korfolyamatra utalhatnak: csokkent az acetil, propionil, butiril, hexanoil, oktanoil,
oktenoil, dekanoil, decenoil, lauril, miristoil, miroistenoil, és oleil karnitin szintje a kezelt és
egyébként tinetmentes betegekben (1).

Ugyszintén, kezelt ulcerativ colitisben még mindig tapasztalhatoak olyan karnitin
profil eltérések, melyek asszocidlédhatnak még a betegség bizonyos elemeinek fennélltaval
(2): a betegekben csokkent a propionil, butiril, izovaleril, és ekként az 6ssz rovid szénlancu
karnitin észterek plazmaszintje, mig ndvekedett az oktanoil, dekanoil, miristoleil, palmitoil,
palmitoleil, oleil és hidroxi-oleil karnitin szintje, és ezek altal az 6ssz kézepes- €s hosszu
szénldncl karnitin észterek plazmaszintje. A betegség pathomechanizmusénak részeként
emlitik, hogy zavart bizonyos révid szénlancu zsirsavak enteralis metabolizmusa. Erdekes 0],
és eddig méasok altal nem publikalt megfigyelésként mi tehat azt tapasztalatuk, hogy mindez
tikrozodik a plazma karnitin eészterekben is.

Vizsgaltuk Crohn betegségben szenvedé betegek csoportjait is SLC22A gén
hajlamositottsagra gyermek (3) és felnétt (4) populaciokban. Utobbi csoportban vizsgaltuk a
karnitin észtereket is ESI MS/MS technikaval. A hajlamosité-gén vizsgalatok terén azt a
megallapitast tehettik, hogy sem a gyermek, sem a felnétt populacioban a vizsgalt
polimorfizmusok nem mutattak hajlamosité  természetet.  Mellékmegfigyelésként
megallapithattuk, hogy a gyermek NOD/CARD mutacioprofilja eltért a felnéttekétol. A
karnitin észterek vizsgalata a feln6tt populacidban egyébként egy elméleti szempontbdl is
érdekes megfigyelést eredményezett: csokkent a propionil, izovaleril, és butirilkarnitin szintje,
mig nehany kozép és hosszu szénlancu észter, beleértve az oktenoil, mirisztoleil, palmitoil, és
oleilkarnitin szinteket, emelkedést mutatott betegekben (2). Ez a profil is eltért az eddig ismert
valamennyi koros vagy karakterisztikus karnitin profiltol.

Az elébbiekben emlitett masodlagos karnitin hianyos allapotokkal ellentétben teljesen
mas jellegii szekunder karnitin hianyt jelenit meg a terhes né és az Gjszulott csecsemé. EIGbbi
vélhetéleg a graviditas jelentette elvonas (az ujszulott karnitin készletei a placentan keresztil
az anyabol szarmaznak), mig az Ujszil6tt a karnitin szintézis csaknem teljes hianya miatt
képvisel potencialis karnitin hianyallapotot. Elséként vizsgaltuk az irodalomban a karnitin
észterek profiljanak alakulasat a terhesség folyaman egészen a sziilésig, majd a szlilés utan a
koldokzsindr és a megsziletett Gjszilétt karnitin profiljat is parallel analizaltuk (7). A
vizsgéalatot egy meglepdéen dinamikus rendszert fedtek fel: jellegzetesen atalakult a terhes né
karnitin profilja a graviditas soran nem-terhes nékhéz viszonyitva, a profil valtozott egészen a
szllésig. A koldokzsinor analizise egy intenziv és szelektiv transzporttevékenységet fedett fel
mindket iranyba. Az ujszilétt profilja eltért mind a sajat szul6i, mind a sajat kéldokzsinor
értékektol, ami azt mutatja, hogy az egyes karnitin észterek metabolizmusa azonnal és
rendkivil dinamikusan atalakul a megsziletés utan. Mindezek egyutt egy teljesen Uj



metabolikus komplexre engednek ratekinteni; a méhen bellli magzat, ahogy az tudott,
azonnal metabolikus valtozasokon megy at a megszuletés utan, ennek elemei tiikrézédnek a
karnitin észterekben is. Ezek a meglepéen dinamikus eltérések dnmagukban az esetek
tobbségében nehezen értelmezhetbek a jelenlegi tudasanyag mellett, azonban elemei lehetnek
egy systems genomics jellegii vizsgalatsornak.

Egy gyakori autdimmun betegseg, amelyikben az SLC22A5 gének bizonyos
varidnsainak szuszceptibititasi jelleget kozoOltek, a rheumatoid arthritis. Vizsgaltuk az
SLC22A4 C6607T és a RUNX1 G24658C genotipusok eloszlasat a betegségben. Nem
talaltunk a normal popul&ciotol eltéré genetikai varians halmozottsagot, és nem talltuk egyik
polimorfuzmust sem hajlamositd génként. Tekintettel arra, hogy az emlitett genetikai
varidnsok hathatnak a génekrdl szintetizdlt transzkriptumokrol leirt transzporterek
karakterisztikumara, megvaltozhat teoretikusan azok funkcioja, ami kihathat a plazma karnitin
észterekre vagy azok bizonyos elemeire. Miutan rendelkezésre allt plazma a betegektol, azt
analizaltuk ESI MS/MS mddszerrel; azonban nem talaltunk polimorfizmus specifikus eltérést
a karnitin észter profilban (11).

A negativ eredmény arra késztetett benntinket, hogy probaljuk a rheumatiod arthritises
betegeket csoportositani hajlamosité génjeik alapjan; az alcsoportok képzése esetleg felfedhet
olyan tovabbi alcsoportokat, amelyeket tagolva, taldlhatunk olyan subpopulécidkat,
melyekben mégis szerepet kaphatnak az SLC gének, mint 6nall6 hajlamositok. Elméleti
megfontolasok alapjan az eredetileg Crohn és ulcerativ colitis betegségekre kdzolt interleukin
23 receptor variansokat tanulmanyoztuk rheumatoid arthritises betegekben is, és azt talaltuk,
hogy az allélok egy megosztott hajlamositd természetet képviselnek, miutan hajlamositanak a
betegség kialakulasaban (8). Késébb, mi magunk szintén kiterjesztésként megfigyeltiik, hogy
az interleukin 23 receptor gén 3’UTR C2370A allelikus variansa hajlamositd gén relabalo-
remittalo tipusu multiplex sclerosisban. Meglepé modon ezen 2008 évi kdzleményeinkre mar
10 folotti citatum érkezett. A mi megfigyeléseinkkel parhuzamosan, masok tovabbi
autdimmun betegségekre, mint psoriasis és spondylosis ankylopoetica is felismertek hasonld
Osszefliggest.

Idében a kutatasaink ideje alatt ismerték fel az apolipoprotein A 5 (apoA5) gént és
annak polimorfizmusait, valamint azok szerepét a normalis és koros triglicerid
metabolizmusban. Tekintettel a triglicerid és a hosszl szénlancu zsirsavak egymast feltételez6
és egymasra hatd metabolizmusara, természetes Kiterjesztesként kezelve, vizsgalatokat
végeztink az apoA5 terén is. Szamos 0Osszefliggésben megerdsitettilk azt, amit mas
populaciokban részben eléttink, részben vellink egyidében masok is megerdésitettek: a T-
1131C, T1259C, IVS3-476A, és C56G variansok kozll valamennyi minor allél hordozésa
emelkedett triglicerid szinttel tarsul egészséges egyénekben valamint strokeban vagy
metabolikus szindroméban szenvedékben (10,12,13). Mintegy kapcsolt megfigyeléskent
felismertlk, hogy szamos apoA5 minor allél hajlamositd varians stroke bizonyos tipusaiban
vagy metabolikus szindroméban, ezen hatas fuiggetlen a triglicerid metabolizmusra gyakorolt
minor allél hatastol. A jelen palyazat szempontjabol ezek a megfigyelések iniciativakent
tekinthet6ek, tovabbi munkak soran tervezziik meghatarozni a genotipizalt, ismert triglicerid
Ugyanis, okkal feltételezhetjilk, hogy a megvaltozott triglicerid metabolizmus kihathat
bizonyos karnitin észterek metabolizmusara is.

A mitokondrialis betegségek kozil tébb tarsulhat karnitin metabolizmus eltéréssel.
Vizsgaltunk egy ismert, de nagyon ritka mutaciot, az A7445G tranziciét, ami maternalis
orokitésti hallaskarositottsaggal tarsul. Nem talaltunk eltérést a karnitin profilban, azonban
szintén Kiegészit6 megfigyeléskent felismertiik, hogy a beteg egy addig nem ismert,
vélhetéleg azsiai eredetii haplotipus jelentett (14). Tekintettel a magyarsag eredetére, ez a
megfigyelés esetlegesen jelentdséggel birhat tovabbi geneologai vizsgalatokhoz.



A fent emlitett SLC22A4 és 5 hajlamositd gének valamennyien az 531 kromoszéma
régidra lokalizalodnak. Hasonloan a gyulladasos bélbetegségekhez, felvetédott benniink, hogy
a kilonbozé eurdpai populécidkban talan azért tapasztalhatd eltérés az egyes SLC22A
genetikai variansok hajlamosité jelleg kozott, mert egy kevert, nem osztalyozott populacion
vizsgaljuk azokat, és esetleg ez a kevert jelleg esetleg elfedhet bizonyos dsszefliggéseket. Az
egyik lehetséges tovabblépés a betegek genetikai osztalyzasa a bélbetegségek terén is. Miutan
az eredeti kozleményt, melyben az SLC géneket hajlamositonak irtdk le, 2007-ben
Ujravizsgaltak a robosztus genomwide assiciation study-k maodszereivel, kiderilt, hogy ez
val6ban igy van, bizonyos alcsoportok képzése elengedhetetlen. Ezen informéacidk birtokaban
mi is Ujravizsgaltuk a biobankunkat: kiderilt, hogy hazai beteganyagunkban az IGR2096a_1T
és IGR2198a_1 C ellélok hajlamositéak Crohn betegségre (16). Ez az Uj megkodzelités alapot
jelent a késébbiekben a karnitin profil Ujravizsgalasdhoz is. A vizsgalat megtortént egy
tovabbi, az IGR2230a_1 genotipusokra, azonban ezen felosztasi mekozelitésben sem volt
tapasztalhat eltérés a vizsgalt genitipusok karnitin észter profiljaiban (17).
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