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1. BEVEZETES

A kiilonféle izombetegségek régota észlelt és kutatott problémak lovak
esetében. Izmok fajdalmassagaval, merevségével ¢&s izomfestékvizeléssel jard
miopatidk féleg versenylovak és munkalovak esetében jelentenek nagy problémat,
ugyanis itt nem csak az allat szamara kellemetlenek, de a tulajdonosoknak anyagi kart
is okoznak.

Erdély Hargita megyéjében, egy jol koriilirt teriileten endémiédsan jelen van a
mioglobinuridval jard, megterheld munka utdn jelentkezd piinkosdi betegség. A
betegség eldforduldsa 800 méter felett helyezkedd két telepiilésen, Szentegyhdzan és
Képolnasfalun 17-13%, mig az alacsonyabban (800 méter alatt) fekvd Homorodfiirdén
¢s Lovétén nem haladja meg a 2%-ot és a betegség megjelenése is altaldban enyhébb.

Mivel ezen a terilleten a lovakat féleg mezdgazdasdgi munkédkra és
erdokitermelésre hasznaljak, komoly gazdasagi kart, vagy akar megélhetési nehézséget
okoz a tulajdonosoknak amennyiben lovuk megbetegszik.

A vizsgéalathoz 2 csoportot alkottunk, az egyikben a 800 m feletti
telepiilésekrol voltak lovak, a méasikban az alacsonyabb fekvésii falvakbol. Ezektdl az
allatoktol sorénymintdkat vettlink és elkiildtik egy nemzetkdzi akkreditalt
laboratériumba genotipizalasra, két mioglobinurias izombetegségért felel6ssé tehetd
genetikai mutacid jelenlétének ellendrzésére. Ez a két betegség a szénhidrat-tarolasi
izombetegség, és a malignus hyperthermia. Az kutatasban résztvevo lovak egy részétdl
izombiopszidkat is vehettiink, melyeket szovettani analizisnek vetettiink ala.

Kutatasunk célja kideriteni, hogy egyéb tényezok figyelembe vétele
mellett genetikai hattér részben vagy teljesen feleldssé teheté-e a régidban nagy

aranyban el6fordul6 megbetegedésekért.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A Rhabdomiolizis

2.1.1 El6zmény

Egyes szerzok szerint lovasok és allatorvosok mar a 19. szazadban is irtak le
megterhelésre jelentkezd rhabdomiolizises tiineteket igavond lovaknal, azoturidnak
nevezve a jelenséget. Akkori leirasok szerint a tlinetek kozé izzadas, remegés, izomgorcsok
¢s fajdalmas mozgas tartoztak. Megfigyelték hogy ezek leggyakrabban nagy
megterheléssel jar6 munkat kovetd pihenési iddszakban jelentkeznek, ezért elnevezték
»Monday morning disease’-nek, vagyis ,,hétfé reggeli bantalom”-nak. A 19. és 20. szazad
koriili feljegyzések szerint ezen esetekben a mortalitas csaknem 50%-os volt. Itt még az ok
nem volt tisztdzott, azonban iddvel felfedezték hogy az emlitett tlinetegyiittes

mioglobinuridval jar, és tovabbi kutatdsokba kezdtek (VALBERG, 2013).

2.1.2 A bantalom kialakuldsédnak hattere

Mint minden egyéb allat, a lovak is energiaforrasként glikogént raktaroznak a
majukban illetve izmaikban, hogy sziikség esetén gliik6zza tudjak bonatni €s energia
eldallitasahoz hasznositani (WUNDERLICH, SZARKA,2014). A lovak tesstomegének
44-53%-ka izomtomeg. Az izmok nagy mennyiségli glikogént tartalmaznak, amelynek
felhalmozodasat kivaltképp eldsegitheti a szénhidratokban gazdag takarméanyok etetése
(BAKOS, 2012). Hosszabb pihend id6szakot kovetd megerdlteté munka sordn atmenet
nélkiili megterhelésrdl hatdsara, az izombeli kapillarisok lassan nyilnak meg, ezzel
helyi oxigénhianyt okozva. Egy elmélet szerint a felhalmozodott glikogén az
izomdosszehtizodasok hatdsara anaerob gliikolizisnek indul, emiatt az izomrostok kozt
nagy mennyiségi tejsav képzddik, melynek hatdsara azok megduzzadnak, elnyomjak a
bomléstermékeket elszallito hajszalereket, igy a karos anyagok az izmokban
felhalmozodnak, s ennek hatdsara izomrostok elhalnak, és izomfesték (mioglobin)
oldodik ki és a vérpalyaba, majd a vizeletbe keriil (mioglobinuria) (GYORGY, 2013).
Azonban Ujabb kisérletek alapjan, melyek nehéz munkat kovetden hasonlitottak dssze
rhabdomiolizises ¢€s tiinetmentes lovakat, kimondhaté hogy a tejsav 6nmagdban nem
tehetd felelossé az izomfestékvizelésért, mert mindkét csoportban hasonld tejsav
szinteket mértek, melyek nem voltak Osszefiiggésben a kreatinin-kinaz aktivitas

mértékével (MACLEAY, 1999).



2.1.3. A betegség tiinetei

A terheléses rhabdomiolizis tipikus tiinetei koz¢ tartoznak a merev,
kényszeredett mozgas, kemény, fesziilt farizmok és hatizmok, izzadas, megemelkedett
1égzésszam, izomfestékvizelés. A tiinetek sulyossaga fiigg a banatalom kialakulasanak
okatodl, egyéni hajlamossagoktol is. Tipikusan pihend utani megterhelésre jelentkeznek,
azonban eldfordul, hogy verseny miatti izgalom hatasara, vagy szallitds utan
tapasztaljak oket ( OGLESBY, 2012). Fizikai vizsgalat kozben kivaltképp a glutealis
régid fajdalmas tapintati, esetenként olyan mértékii fajdalommal jarhat, hogy kolikas
tiinetekkel is dsszetéveszthetd. Szcintigrafiai vizsgalatok soran a legnagyobb karosodas
szimmetrikusan a m.gluteus, m.semitendinosus és m.semimembranosus izmokban
detektalhaté. A fajdalom altalaban orakig tart, stlyos esetben tachycardiaval,
hyperthermiéval jar6 allapot keringésdsszeomldssal is jarhat, mig az izomfestékvizelés

vesetubulushamkarosodast okozhat. (VALBERG, 2015).

2.1.4 Korjelzés

[zomfestékvizelés, izomfajdalmak és merevség esetén fontos elsd 1€péskeént
fontos a korelozmény attekintése, fordultak-e mar el6 hasonl6 tlinetek maskor. Szintén
jelentésége van a 10 szdrmazédsanak, aktudlis takarmanyozdsanak, tartdsi
koriilményeinek, illetve milyen mértékben van munkéra hasznalva és milyen gyakran.
Ezt kovetden tandcsos fizikai vizsgalatot végezni, vizeletmintat gyiijteni (M.REED ¢és
mtsai, 2010). Vizelet tesztcsik is hasznalhatd, azonban csak mas vérvizsgalati
eredményekkel egylitt értékelhetd, mert nem tesz kiilonbséget a mioglobin ¢és
hemoglobin jelenléte kozt (MCUE M ¢és mtsai, 2008).

Vérvétel utdn szérum kreatinin-kinadz (CK), aszpartam-transzamindz (AST) és
laktaz (LDH) aktivitas mérése illetve az allat elektrolit-egyensulyanak vizsgalata is
segiti a diagndzis felallitdsat. Az enzimek koncentricidja a vérben fiigg az
izomkarosodas sulyossagatol, illetve a mintavétel idejétdl a tlinetek megjelenéséhez
képest (HUNT LM és mtsai, 2008). Emelkedett enzimszintek a karosodast koveto 4.
oratdl nagyjabol az azt kovetd 24. oraig felfedezhetdek a szérumban, majd a szérumbol
eldszor a CK, majd a LDH és legutoljara az AST iiriil (MCUE M és mtsai, 2008).

Végiil ajanlott izombiopsziat venni a m.gluteus medius, m.semimembranosus
vagy egyéb érintett izombol a karosodas mértékének vizsgalataira (M.REED és mtsai).
Tovabbi vizsgéalatok kozé tartoznak az elektromielografia, ultrasonografia és terheléses

tesztek melyek tovabbi informaciot adnak az izmok éallapotarol (VALBERG, 2009).
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A kiilonféle izombetegségek egy lehetséges felosztasat az 1.Abra mutatja.

Rhabdomiolizis
Terheléses Nem terheléses
rhabdomiolizis rhabdomiolizis
e D mh
a ikus
terheléses terheléses ;mku& n'Eopétltlt
rhabdomiolizis | rhabdomiolizis opé
Visszatérd Toxikus
1 terheléses (pl.lonofitr)
rhabdomiolizis
Idiopatikus
- kronikus Fertzd -
terheléses (bakterialis/virdlis
rhabdomiolizis
Genetikai hatter(
‘— Rhabdomiolizisek Immunmedial —|
(PSSM)
Anesztézia utan
jelentkezd 1
Genetikai hatterl __|
(PSSM,MH,GBED)

1. Abra : Rhabdomiolizisek besorolasa felnétt lovakban ( KEEN, 2011).

2.2 Rhabdomiolizisek besoroldsa

Az izomelfajulassal jaro betegségeket tobb tényezd is okozhatja. Elkiilonitjiik a
terhelésre, €s nem terhelésre jelentkezd formakat. A terhelésre jelentkezé bantalmak
koziil elkiilonithetd az idoszakos, illetve kronikus rhabdomiolizis. Az id6szakos format
altalaban rendszertelen edzés, tulhajtas, hdstressz és felborult elektrolithdztartasi
egyensuly okozhatja. A kronikus betegség hatterében lehet visszatérd terheléses vagy
idiopatikus izomelfajulas, Poliszacharid-taroldsi miopétia, takarményozasi tényezok. A
nem terhelésre 1étrejovo izomfestékvizelés okozoja lehet : szelén- és E-vitamin hiany,
genetikai faktor mint a PSSM, glikogén 0sszekapcsold enzim hidny, altatds hatasara
jelentkezd malignus hyperthermia, toxikus hatasok, baktériumok vagy virusok okozta

fertdzések (ALEMAN, 2008).



2.3 Genetikai hatterii rhabdomiolizisek

2.3.1 Poliszacharid tarolasi miopatia — PSSM

A poliszacharid tarolasi miopatiat legeldészor Stephanie J. Valberg kutatta
Quarterhorse fajtaji lovaknal, 1992-ben. A betegség Iényege, hogy abnormalis
mennyiségli komplex poliszacharid képzddik a vazizmok kozt, melynek hatasara zavarok
lépnek fel a glikogén szintézisében, a glikolizisben valamint a glikogenolizisben.
(VALBERG és mtsai, 2005).

A tudomany jelenlegi allasa szerint a betegségnek két tipusa van, a PSSM 1-es
tipusnal genetikai faktorok allnak a hattérben, a PSSM 2-es tipusanal a tiinetek
kialakulasdnak hattere még nem tisztazott, diagndzisa csak izombiopsziat kovetd

korszovettani vizsgalattal igazolhatdé (KOSA és mtsai, 2015).

A PSSM-el rendelkezd lovakndl el6fordulhat egyszeri, vagy visszatérd
rhabdomiolizis mely terhelésre, vagy anélkiil is jelentkezhet. Tovabbi tiinetek lehetnek:
gyengeség, merevség, izomgorcsok, fajdalmak, hat fajdalom, tomeges izmok atrofigja. A
szérumban elféfordulhat megterhelés hatasara jelentkezd emelkedett kreatinin-kinaz
enzimszint, mely idénként pihend idészakban is a normalisndl magasabban maradhat.
Rendszeres mozgatds, ¢s munka el6tti hoszzii pihend peridodusok hajlamositanak a
klinikai tiinetek megjelenésére. Eléfordul azonban az is, hogy a myopatidval rendelkez6

egyedek tiinetmentesek maradnak (FIRSHMAN ¢és mtsai, 2003).

Egy tobb mint 50 fajtaju lovat vizsgald kutatds szerint a PSSM 1 gyakorlatilag
barmilyen tipusu loban el6fordulhat, gyakoribbak azomban a Quarterhorse, Painthorse,
Appaloosa fajtaknal, illetve igavond ¢és azokkal keresztezett ,,sodrott” tipusi lovaknal
(MCUE ¢és mtarsai, 2006). Quarter lovaknal a fajta képviseldinek nagyjabodl 6-12 %-anal
fordul el6 (MCUE és mtarsai, 2007), mig Belga hidegvérti lovak esetében a PSSM
eléfordulasa 36%-ra tehetd (FIRSHMAN és mtsai, 2005).

Az elmult iddszak kutatdsai szerint genetikai mutacio6 teheto felelossé a PSSM 1-
es tipusanak kialakulasaért. Pontosabban, a vazizom glikogén szintaz (GYS1) gén
pontmutacidjarol van sz, melynek sordn egy arginin aminosav helyére hisztidin kertil
ami emelkedett alap glikogén szintdz aktivitast eredményez (MCUE és mtsai 2008).
Ennek a genetikai hibanak felfedezése megerésitette, hogy a PSSM 1-es autoszomalis
dominans tulajdonsagként 6roklédik Quarter és egyéb fajtaju lovakban (HERSZBERG és
mtsai, 2009).



A PSSM diagnozisa DNS vizsgalattal, illetve izombiopszia szovettani analizisével
lehetséges.

A DNS analizis elvégzéséhez EDTA-val alvadasban gatolt vér, szér vagy
vazizomszOovet minta sziikséges, altaldban semimembranosus vagy semitendinosus
izombol. A mintdkat genetikdval foglalkozé diagnosztikai laborba kell kiildeni, ahol
elvégzik a genotipizalast. A GYSI1 génmutacido keresése esetén harom lehetséges
eredmény létezik: homozigota a normal allélra (R/R), heterozigbta a mutaciéra (H/R)

vagy homozigéta a mutaciora (H/H) (MCUE és mtsai, 2008).

A PSSM mindkét tipusa megallapithaté izombiopsziabdl vald szovettani metszet
készitésével, és PAS festés alkalmazéasaval. A PSSM-es mintdkban PAS-al pozitiv
szinreakciot add részletek vannak, melyek kevéssé eldgazo béta-glikogén molekula
tombok az izomrostok kozé ékelve. Ezek a tombok rezisztensek az amilazzal vald
emésztésre, ¢s gyakran perifascicularisan lokalizlodnak (ANNANDALE ¢és mtsai, 2004).
Jelenlegi allas szerint a PAS-pozitiv amildz rezisztens poliszacharid tombok jelenléte a
mintdban a PSSM egyértelmii diagnozisat jelenti. Egyes szerzok szerint azomban jelen
lehetnek subsarcolemmalisan amildz-szenzitiv glikogén aggregatumok, illetve amildz-
szenzitiv centralis testek a citoplazmaban melyekben glikogén van, és emelett nem
okvetleniil torvényszerli hogy amilaz rezisztens komplexumokat is talalunk melyek PAS
festéssel kimutathatéak (VALENTINE, COOPER, 2005). Egy masik korlatozo faktor,
hogy a komplexumok nem biztosan lathatdéak a szovettani metszeteken 15 hénapos korig

(DE LA CORTE és mitsai, 2002).

2. Abra: PSSM-okozta PAS-pozitiv poliszacharid zarvanyok a
myoplasméaban. (ALEMAN, 2008)
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2.3.2 PSSM-re hajlamos 16fajtak

Kutatasok szerint, a lovaknal el6fordulé PSSM 1 nagyobb gyakorisaggal fordul el6

Quarter, és hidegvérti illetve azokkal keresztezett lovakban. A betegség genetikailag
bizonyitott vagy nagy valoszinliséggel feltételezhetd szinte az Osszes tipikus igavonod
fajtanal, tigymint Belga igés 10, Percheron, Shire, Clydesdale, Haflingi, Friz, Norvég Fjord
16, az ezekkel keresztezett ,,sodrott” jellegli lovaknal illetve igavono dszvéreknél is.
Ugyan a betegség mas lovaknal is megtalalhato, kiilondsen gyakorinak és sulyosnak tiinik
a hidegvért fajtak esetében. A siiriibb el6fordulast bizonyitja, hogy izombiopszidk alapjan
az Osszes igavono fajta csaknem kétharmadanal bizonyithatod poliszacharid komplexumok
jelenléte a vazizmokban, melyek a PSSM 1-es vagy 2-es fajtdjara utalnak (VALENTINE,
1998).

Ezeknél a lovaknal a tiinetek olyan sulyosak is lehetnek, hogy konnyen
Osszetéveszthetdek kolikaval vagy akar vemhességi komplikaciokkal. A PSSM okozta
rhabdomiolizis ilyen jellegli manifesztacidja valoszinlileg azzal magyarazhatd, hogy a
hidegvéri lovak sokkal nagyobb ¢és masszivabb izomtomeggel rendelkeznek mint
konnyebb hatas tarsaik, ennél fogva tobb energiara is van sziikségiik ezen vazizmok
mozgatdsdhoz. A PSSM miatt felhalmozddott rendellenes poliszacharid tdmbok nem
képesek fiziologidsan kelld6 mennyiségi glikézzad bomlani, igy nagy mértéki
energiahiany alakul ki, mely bomlastermékek és toxinok felhalmozddasa miatt stlyos,

nagy kiterjedésli izomkarosodast okoz a tomeges vazizmokban (VALENTINE, 1998).

Egy 1998-ban végzett kisérlet is alatdmasztja a quarter és hidegvéri lovak fokozott
hajlamat a PSSM okozta terheléses rhabdomiolizisre. A kutatdsban Quarter és Percheron
fajtakkal keresztezett angol telivérek akottdk az egyik, tisztavérii angol telivérek pedig a
masik csoportot. A két csoport lovaindl Osszehasonlitottdk a terheléses rhabdomiolizis
elofordulasanak gyakorisagat illetve genetikai hatterét. Az eredmények bizonyitottak, hogy
ugyan a tisztavéri angol telivéreknél is el6fordult terhelésre jelentkez6 rhabdomiolizis illetve
PSSM 1, de sokkal nagyobb aranyban fordul elé a betegség illetve a genetikai PSSM 1
pozitivitas is a Percheron és Quarter befolyassal rendelkezé egyedeknél (SPRAYBERRY és
mtsai, 1998). Osszegezve tehat a PSSM 1-es tipusa inkdbb hidegvérii fajtdkra és Quarter
befolyassal rendelkezé vérvonalakra jellemz6 (BAIRD és mtsai, 2010), mig a PSSM 2-es
tipusa arab- ¢és angol telivéreknél, és félvéreknél fordul el6 gyakrabban (WILBERGER ¢és
mtsai, 2015). Ezutdbbi esetében genetikai hattér hidnyaban csak invaziv izombiopsziaval

lehetséges a korjelzés (KOSA és mtsai, 2015).



2.3.3 Malignus hyperthermia - (MH)

A malignus hyperthermia egy ritka oOrokletes rendellenesség, mely bizonyos
indukal6 faktorok hatidsara a vazizmok anyagcserezavarat, és karosodasat okozhatja,
sulyos esetben haldlos kimenetelli is lehet. Kivaltd tényezok lehetnek bizonyos
gyogyszerek, mint példaul halogénezett inhaldcidos anesztetikumok (pl.halothan),
depolarizald6 neuromoszkularis blokkolok (pl. szukcinilkolin), vagy nagyobb erdfeszitést
igényld munkavégzés ¢és stressz (MCARTHY, 2004). A probléma okozdja a RYRI
locuson talalhatd génmutdcio, mely a myofibrillumokat koriilvevd sarcoplasmicus
reticulumon talalhat6 ryanodin-1 receptor abnormalis funkcionalasat okozza. Tobb mint
300 valtozatardl tudunk a RYR1-es mutacionak, és az European Malignant Hypothermia
csoport kutatasi eredményei szerint ezek koziil 31-rél bizonyitott, hogy malignus
hypothermiat okoznak. A muticié eredménye, hogy a receptor kalcium-felszabaditd
csatornaként kezd mikodni, és massziv kalcium koncentracio emelkedést okoz a
myofibrillumok cytoplazméjaban. A hirtelen megnovekvd Ca2+ ion koncetracié azonnal
erbteljes, kiterjedd vazizom 0Osszehuzodast okoz, s ez felfokozott anyagcsere allapotot
eredményez melyet intenziv hdtermelés, acidozis és hypercapnia jellemez és akar halalos
kimenetelt is lehet (HUICHU, 2015).

Lovakndl legeldszor az 1960-as években irtak le eseteket, melyekben a
halothannal valo inhaldcios anesztézia megkezdése utan, vagy roviddel az altatés
befejezését kovetéen megjelentek a tipikus tiinetek (KLEIN, 1975). A malignus
hyperthermia klinikai tiinetei koz¢ tartoznak az extrém magas testhdmérseklet, mely akar
43 Celsius folé is emelkedhet, tachycardia, arrythmidk, szapora 1€gzés, izzadas,
izomgorcsok, rhabdomiolizis, emelkedett kreatinin-kindz enzimszint, myoglobinuria majd
végiil halal, gyorsan bekovetkezd hullamerevséggel. A génmutaciéval rendelkezd
egyedeknél a fenti tiinetek halogénezett anesztetikumok belélegeztetése mellett
kivalthatoak szukcinilkolin, coffein beadéasaval, vagy sztresszhelyzet eldidézésével ( pl.
szallitas, verseny, kiallitas) illetve megerdltetd fizikai munkéaval. Emellett a malignus
hyperthermia kapcsolodhat egyes PSSM tipusokhoz is (ALEMAN és mrsai, 2005). Az
érintett allatok izmaibol vett mintdk jellemzd szovettani elvéltozdsokat nem mutatnak
(ALEMAN ¢és mtsai, 2004).

A RYRI mutaciok koziil nem mindegyik okoz az Osszes érzékenyitd faktor
hatdsara ugyanolyan mértékli klinikai manifesztaciot. Példaul a RYR1-es gén C7360
nukleotidjan bekdvetkezd mutacid kovetkezményeit Quarter lovakon kutattdk. A vizsgalat

oka az volt, hogy megfigyelések szerint a mutacid inhaldcios anesztézia soran gyakran
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okozott malignus hyperthermiat, azonban stressz faktorok, vagy fizikai megterhelés
hatasara nem tapasztaltak tiineteket az érintett lovaknal. 11, olyan lovat hasznaltak,
melyeknél tipikus tiinetek Iéptek fel, €s rhabdomiolizis utdn orakkal elhullottak.
Vérmintdkat és izomszovet mintdkat vettek tOliik, illetve feltérképezték az allatok
korel6zményét és Osszehasonlitottdk a pedigréjiiket is. A kutatas eredménye az lett, hogy
mind a gyogyszerek hatdsara megbetegedd, mind pedig a stressz és munkafaktorok
hatasara tiineteket produkalé lovak esetében megtalalhatd volt a RYR1-es gén C7360-as
mutécidja, azonban klinikai manifesztaci6 gyakrabban fordult eld inhal4cios anesztézia ,
vagy depolarizal6 neuromuscularis blokk hatdsdra mint stressz vagy munkafaktorokra
(ALEMAN és mtsai, 2009).

A malignus hyperthermia diagnosztikdja lovak esetében kiilondsen nehéz feladat,
ugyanis ellentétben az embereknél és sertéseknél anesztézia soran eléforduld hirtelen
kialakulo tiinetekkel, lovaknal gyakran lassan fejlédnek ki, és csak orakkal az altatas vagy
megerdltetd fizikai aktivitds utdn kezdenek megjelenni. Szintén konnyl betegséget
Osszetéveszteni egy masik genetikai mutdcido altal okozott tiinetegylittessel, a
hyperkalaemias idészakos bénuldssal, melyet a natrium-csatornak megvaltozott miikodése
idéz el6. Hogyha az altatds alatt vagy utan mar megjelennek a malignus hyperthermiara
utalo tipikus tiinetek, akkor a prognozis meglehetésen rossz, mert a sulyos keringési és
hohéztartasi zavarok mellett a gorcsOs izomrangdsok izomgyulladast és toréseket is
okozhatnak (HUICHU, 2015).

A betegségrol eldzetes diagnozis felallitasa csak DNS-teszttel, vagy IVCT — in
vitro contractilitds teszttel lehetséges. A teszt 1ényege, hogy izombiopsziat kdvetéen a
minta izomrostjait halothannal, koffeinnel vagy mas érzékenyitd faktorral kezelik, €s
megfigyelik az izomsejtek reakcidjat. A probléma az IVCT teszttel az, hogy meglehetdsen
draga, és gyakran produkélhat fals pozitiv vagy fals negativ erdeményeket. Masik
alternativaként a malignus hyperthermia DNS-teszttel is diagnosztizalhatd, ehhez vérvétel
sziikséges melyet RYR1-mutéaciora specifikus DNS-analizisre kell kiildeni. Ezesetben a
diagnézis akkor megbizhatd, hogyha a 31 malignus hyperthermiat okozé RYR1 mutécio
koziil az egyik kimutathatd a minta DNS¢ébdl. Amennyiben olyan RYR1 mutaci6 talalhato
a DNSben melyrél még nem bizonyitott, hogy okozhat-e malignus hyperthermiat, akkor
indokolt IVCT teszt elvégzése is, és az eredmények Osszevetése a lehetd legpontosabb
diagnozis megalkotasa érdekében (HUICHU, 2015). Eleinte nem irtak le nem, kor vagy

fajta prediszpoziciot a betegségre.
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2.34 Glikogén 6sszekapcsold enzim hiany — GBED

Orokletes metabolikus tényezd a Quarter és Painthorse fajtdju lovaknél eléforduld

glikogén 6sszekapcsold enzim hidnya, mely komoly myodegenercidt okoz mar magzati

korban. A betegség okozoja egy autoszomalis, recessziven 0roklédd génmutacid, melynek

kovetkeztében a szervezetben a glikogén Osszekapcsold protein szinte teljes hidnya 1ép

fel, igy az érintett csikok képtelenek a glikogén raktarozasara és mobilizalasara, s igy a

normal gliikéz metabolizmus fenntartasara. A glikogén kapcsold enzim hidnyara utald

klinikai tiinetek magzati korban korasziilés vagy vetélés, 0jsziilott korban pedig sulyos

izomgyengeség, elfekvés, hypoglicaemia, hypothermia, gorcsok, 1égzési elégtelenség és

végiil elhullds, a betegségre kezelési mod egyeldre nem létezik (VALBERG és mitsai,

2001).

2.4 Rhabdomiolizis terhelésre jelentkezo egvéb formai

2.4.1 Id6szakosan jelentkezd rhabdomiolizis

Idészakonkét eléforduld tiinetek esetén hajlamositd faktornak szédmitanak a
rendszeres mozgas és munkavégzés hidnya, illetve a hosszl, munkavégzés nélkiil
eltoltott pihendidék. Ennek oka, hogy olyan nagy mennyiségii glikogén halmozddik az
izmokban, hogy hirtelen jelentkezd megterhelés hatasdra a nagy mennyiségli tejsav
képzddés mellett megemelkedik a kreatinin-kindz aktivitas is, és ez az izomrostok
elhaldsat okozza. Hasonloképp torténik ez, amikor akér rendszeres konnyl tréningben
1év6 16 hirtelen nagyon megerdltetd feladatot kap, példaul versenyzik (FIRSHMAN és
mtsai, 2003).

Az idOszakosan jelentkezd bantalom hatterében szintén lehet az elektrolit
egyensuly felborulasa, féleg kalcium €s natrium ionok héaztartas zavarai (MCGOWAN,
2008). Egy kutatds szerint a natriumban szegény diéta, vagy alacsony kalcium-foszfor

arany szerepet jatszhatnak a rhabdomiolizis kialakulasaban.
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2.4.2 Visszatérd terheléses rhabdomiolizis — (RER, Recurrent Exertional

Rhabdomyolysis)

Az 1zomfestékvizeléssel jard betegségek ezen formdja leggyakrabban versenyzd
angol telivér és tigetd lovaknal fordul eld. Versenyszezonban hozzavetdlegesen az angol
telivérek 5-10 %-kanal alakul ki megtherheléses rhabdomiolizis, ezen lovak nagyjabol
17%-anal pedig vissza is tér. Kutatasok szerint a RER okozoja intracellularis calcium
regulacids zavar, €s nincs Osszefliggésben a megerdltetés hatisara 1étrejohetd tejsavas
acidozissal (MCGOWAN ¢s mtsai, 2002) . A rendellenesség autoszomalisan dominansan
oroklodik, valtozdan expresszaldodik (DRANCHAK és mtsai, 2005), és kutatasok szerint
nincs Osszefiiggésben mas mioplazmalis kalcium egyensulyt érinté mutacidkkal mint pl a
ryanodin-1 receptor, sarcoplazmikus retikulum calcium ATPé4z vagy dihidropirimidin
fesziiltség-receptort affektalo elvaltozasokkal (DRANCHAK és mtarsai, 2006).

A betegség visszatérd formdja leginkabb olyankor szokott jelentkezni, mikor a
versenylovakat megerdltetd edzéssel versenykondicidba hozzak, majd késobb
visszavaltanak kevesebb terheléssel jar6 konnyebb munkdra (MCGOWAN ¢és mtsai,
2002). Eléfordulhat szintén, hogy galopp verseny utdn, lovas polo kozben, military
terepverseny szama kozben jelentkeznek a tiinetek. A RER-re hajlamositd tényezdként
allapitottak meg az egy napnal hoszabb pihendt megerdlteté munka eldtt, a fiatal kort,
napi 4,5 kg-nal tobb szemes takarmannyal valo etetést. Szintén, nagyobb szdmu a ndstény
allat a megbetegedett egyedek kozt. A visszatérd rhabdomiolizis klinikai tiinetei:
izommerevség és gorcs, santasag, izzadas, szapora 1égzés, kolikahoz hasonlo tiinetek,
elfekvés (MCLAY és mtsai, 1999).

A RER leginkabb a klinikai tlinetek alapjan hajlamositd tényezdk figyelembe
vételével diagnosztizalhat6. Munka utan nagyjabol 4-6 oraval emelkedett kreatinin-kindz
szint mérhetd a szérumbol, illetve izombiopszia mintavétel esetén miopatikus
elvaltozasok talalhatok a szovettani metszeteken. Mikroszkop alatt jol lathatoak
centralisan elhelyezkedd sejtmagok, emelkedett mennyiségli szubszarkolemmalis
glikogén, illetve valtozé mértékii elhalas és regeneraci6 a rostok kozt (LENTZ és mtsai,
1999).

A terheléses rhabdomiolizis kialakuldsanak esélyét lehet csokkenteni
takarmanyozasi, edzésbeni valtoztatasokkal, kezelni pedig fajdalomesillapitokkal, illetve
elektrolitveszteség potlas céljabdl infuzidval lehet. Pihentetés ajanlott a tlinetek teljes

megsziinéséig (MCKENZIE és mtsai, 2002).
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2.5 Egvéb elozetes terhelés nélkiil jelentkezé mvopathiak

2.5.1 Takarmanyozasi tényezok
Dietetikai faktorok altal okozott miodegeneraciokért leggyakrabban a

kombindlt szelén és E-vitamin hiany felelések. Mindkét elem eszencidlis antioxidans a
szervezet szdmara, fontos szerepet toltenek be a reaktiv szabadgydkmentesitésben, mig
a szelén fontos redukalo szerepet is betolt (HIGUCHI és mtsai, 1989). Ezen elemek
hianya klinikai korképet altaldban novekvésben 1évo csikokban okoz, eldfordultak
azomban esetek melyek kifejlett egyedeket érintettek. Az érintett csikdkra altalanos
gyengeség, elfekvés, dysphagia, izomgorcsok, remegés, merev izmok és gyenge
szopasi reflex jellemz6é (LOFSEDT, 1997). Az emlitett tiinetegylittes szervezeten beliil
hyponatraemiaval, hypochloraemiaval, hyperkalaemiaval, hyperproteinaemiaval,
acidozissal, azotaemiaval és myoglobinuriaval jar (PERKINS és mtsai, 1998). Az
elvaltozott izmok szine sdpadt, savozott a szabadgyokfelhamozddas kovetkeztében

1étrejovo toxikus anyagok okozta nekrozis miatt (LOFSEDT, 1997).
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3. CELKITUZESEK

Célunk, hogy megismerjiik a Hargita megyében a legmagasabban fekvd két
telepiilésen, gyakorlatilag endémidsan el6fordulo megbetegedések okait.

Feltételezésiink szerint a betegség nagyaranyu eldfordulasaban metabolikus -
glikogéntarolasi - zavarok is szerepet jatszanak.

Ennek kideritése érdekében célszerli Osszehasonlitani a magasabban és
alacsonyabban fekvo teriiletekrél megbetegedett és tiineteket nem mutatod lovak kozott a
PSSM elofordulasat, illetve annak esetleges genetikai hatterét.

Osszefoglalva a vizsgalat célja tehat kideriteni, hogy van-e a megbetegedett lovak
kozott PSSM 1-el vagy az ismeretlen genetikai hatterli PSSM 2-vel rendelkez6 allat, vagy

pedig a megbetegedések hatterében nem metabolikus zavarok allnak.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1 A kutatas helye
Vizsgalatainkra Székelyfoldon, Hargita megyében keriilt sor 2014-2015 kozott.

Szentegyhaza és Kéapolnasfalu az a kutatdsunkban vizsgalt két telepiilés, melyeknél a
betegség eléfordulasi aranya 17-23 %. Szentegyhaza a Hargita hegy labanal fekszik,
860 méter magasan a tengerszint felett, mig hozza képest Kapolnasfalu 875 méteren
helyezkedik 2 km-re ¢északnyugatra. Két alacsonyabban fekvd telepiilésen,
Homorodfiirddn mely 720 méteren 6 km-re fekszik Szentegyhdzatdl nyugatra és
Lovétén mely 610 méteres magassagban 10 km-re délre teriil el, a betegség nem- vagy

nagyon kis ardnyban €s enyhe lefolyassal jelenik meg.

3. Abra : Az érintett régié Hargita megyében.(MAL, 2015)

4.2 A lovak kivalasztasanak maddja. kivalasztott egvedek jellemzoi

A fenti jelenség genetikai hatterének vizsgéalatahoz 2 csoportot alkottunk. Az ,,A”
csoportba kivalasztottunk 14 olyan lovat, melyek az érintett magasabban fekvd
telepiilések valamelyikén élnek, a kontroll ,,B” csoportba pedig 9 olyan 16 kertilt,
melyeket az alcsonyabban fekvd két faluban tartanak. A lovak kortdl és nemtdl

fliggetleniil, esetlegesen lettek kivalasztva.
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Az 1.tablazat fogalja Ossze a kivalasztott egyedek szarmazasi helyét, sziiletési

évét, nemét és hogy volt-e nala rhabdomiolizis.

Szdrmazasi hely | Sziiletési év | Nem | Hanyszor volt beteg | Csoport
1994 mén 1x
2004 meén 2x
2009 kanca 1x
2008 kanca 2x
Képolnasfalu 1999 kanca 1x
2006 kanca 1x
2004 mén nem volt beteg &
2008 herélt nem volt beteg
2005 kanca nem volt beteg
2010 mén 2x
> . 2010 mén nem volt beteg
Sacitegyhan 2009 mén nem volt beteg
2009 mén nem volt beteg
Homorddfiirdd 1996 kanca nem volt beteg
2002 kanca nem volt beteg
2000 mén nem volt beteg
1994 kanca nem volt beteg
2009 mén nem volt beteg
Lovéte 1996 kanca nem volt beteg B
1999 kanca nem volt beteg
2009 herélt nem volt beteg
2014 mén nem volt beteg
2011 kanca 2x

1. tablazat A vizsgalathoz felhasznalt lovak adatai.

A vizsgalt allatok tartdsi céljai, koriilményei és takarmédnyozasuk nagyban
hasonléak. A régidban ¢€lok leginkdbb mezdgazdasdgi munkalatokra és
erdokitermelésre hasznaljak lovaikat. Lekotott, allasos tartas a jellemzd, legeltetés vagy
kardmozas nélkil. Takarmanyuk fOleg helyi széna, idénként kis mennyiségii
szemestakarmany, mely zab, arpa vagy buzadara. A tulajdonosok koziil sokan abrakot
csak munka el6tt, illetve a munkéval t6lt6tt napokon adnak, idénként kristalycukorral
keverve.

A kutatashoz kivalasztott allatok kiilonb6zd vérvonalak keresztezésébdl alakultak
ki, nem fajtatisztak, kdznyelven ,,erdélyi félvérek” melyekre hidegvérii és melegvérii
befolyas egyarant jellemzd. Fenotipusuk azonban nagyjabdl egységes, jellemzden

sz¢les mellkasuk, barazdalt faruk és jol izmolt erds testalkatuk van.
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4. abra: egy a vizsgalt lovak koziil, lathatéan jol izmolt test, széles mellkas, barazdalt far.

4.3 Az adatgyiijtés médszerei
Mind az ,,A” és ,,B” csoportban két mddszert alkalmaztunk vizsgalatunkhoz.

Elészor is sorénymintat kiildtlink minden allattol az Egyesiilt Kiradlysagbeli Animal
Genetics laborba genetikai vizsgalatra, masodszor pedig izombiopsziat vettiink szovettani

elemzés érekében azoktol a lovaktol melyeknek tulajdonosa beleegyezett.

4.3.1 Mintavétel a lovak sorényébdl

Az érintett teriiletrél szarmazo6 14 , és a kontroll 9 16t6] sérénymintat vettiink. Ez
azt jelenti hogy oll6 segitségével minden allat sorényébdl levagtunk egy nagyjabol fél
ujjnyi vastag, 2-3 cm hosszl sérénycsomot. Ezutan egyenként mintavételi zacskoba, majd
boritékba helyeztiik, €s elkiildtiik az Animal Genetics laboraba, az Egyesiilt Kiralysagban.
Ott a bekiildott sorényminta DNS-e alapjan genotipizalast végeznek, melybdl kidertil,

hogy milyen allélokat 6rokolt az egyed a felmendit6l.
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A  GYS1 genotipizdlasdhoz DNS szakasz izolacidra volt sziikség a
sorényszalakbodl, melyhez a Dneasy Tissue Extraction Kit-et (Qiagen) hasznaltdk a gyartod
utasitasai szerint. Az egyes lovak GYS1 genotipusa PCR segitségével lett megallapitva.

A GYS1 génmutacid genotipusra hdrom lehetséges eredmény létezik: homozigota
a normal allélra (n/n), heterozigdta a mutdciora (n/P1) vagy homozigoéta a muticiora
(P1/P1). A malignus hyperthermiaért feleldé mutacid jelenlétét RT-PCR segitségével
genotipizaljak, itt is a GYS1-nél felsorolt 3 eredmény lehetséges.

A cél hogy megtudjuk, szerepel-e a lovaknal a PSSM 1-es tipusaért feleldssé
tehetd GYS1, vagy malignus hyprthermiéért felel6 RYR1 génmutaciod heterozigota vagy

homozigéta formaban.

3.2 Mintavétel izombiopszia altal

Biopszids mintavételt sajndlatos modon a 23 vizsgalt egyed koziil csak 13 16
gazdaja engedélyezett.

Az izomszovetbdl torténd mintavételhez biztonsagi okokbdl eldszor is be kellett
bdditanunk a lovakat. A bdditds detomidin-hidroklorid 0,2 ml/100 ttkg (Domosedan 10
mg/ml, Orion Corporation) és butorphanol 0,25 ml/100 ttkg (Morphasol 10 mg/ml,
aniMedica GmbH) hatdanyagtartalmu injekci6d intravénas beadasaval tortént. Ezutdn a
semimembranosus vagy semitendinosus izmon szikével bemetszést ejtettiink, és egy 1
kobcentiméteres szovetmintat kimetszettiink. A mintdkat formalinba helyeztiik, és utdna
rogton a Kolozsvari Allatorvosi Egyetem Korbonctani Tanszékére, és a Budapest
Allatorvostudomanyi Egyetem Korbonctani Tanszékére kiildtik metszetkészités, festés és
elemzés céljabol.

A szabalyos mintavételt és fixalast kovetden 4-5 mikronos metszetek késziiltek,
majd a metszeteket Hematoxillin-Eozinnal, PAS-festéssel és Azan festéssel szinezték
meg.

PAS festésre azért van sziikség, mert a PSSM mindkét tipusara jellemzo
szénhidrat-felhalmozodéasok az izmokban a segitségével lathatdak.

PAS festés menete : Deparaffinlas és rehidralas, minta dblitése kaliumperjodattal, majd
mosas csapvizzel és desztillalt vizzel. Ezutan Shiff-reagens hozzdadasa, kénsavas,
csapvizes ¢és desztillalt vizes Oblités kovetkezik. Végiil 96%-o0s etanol hozzdadasa, majd

viztelenités és lefedés. Igy a szinhidratok élénkpirosan festédnek.
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Azan-festést annak érdekében végeztettiink, hogy kideritsiik volt-e az izmokban
korabban gyulladas, trauma vagy idiilt regressziv elvaltozas, ugyanis a festék az ezekre a
folyamatokra jellemz0 kollagénben gazdag kotdszovetet festi €s teszi lathatova. Az Azan
egy trikrom festés melyben az anilinkék a kollagénes kotdszoveti elemeket kékre festi, az

Orange-G festék, vagy azokarmin pedig a magokat narancsszintire vagy vorosre.

Szarmazasi hely |Sziiletési év| Nem Hanyszor volt beteg | Csoport
Sosateh 2009 mén nem volt beteg
2009 mén nem volt beteg
2008 kanca 2%
1994 mén 1x
2004 mén 2x A
Képolnasfalu 1999 Kanca Ix
2006 kanca 1x
2004 mén nem volt beteg
Homorddfiirdo 1996 kanca nem volt beteg
2009 mén nem volt beteg
Livéte 2009 herélt nem volt beteg B
2014 mén nem volt beteg
2011 kanca 2x

2. tablazat a biopsziazott 13 16 adatai.
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5. abra izombiopszia mintavétel a m.semitendinosus-bol.
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5. EREDMENYEK

5.1 A genetikai teszt eredményvei

Az Animal Genetics labortdl visszakapott eredmények a kovetkezok. A vizsgalt
,»A” csoportbol a 14 10 koziil 7 egyednél fellelheté a GYS1 mutacid heterozigdta forméaja
(n/P1), 7 egyed pedig negativ lett. A pozitiv lovak koziil 5 allatnal korabban kialakult

rhabdomiolizis, 2 viszont tiinetmentes volt. Az ,,A” csoport masik felét alkoté maradék 7

16 géntesztje negativ lett, ennek ellenére koziiliik 2 esetében tiinetek jelen voltak.

A ,,B” csoportban a 9 koziil 8 eredmény negativ lett, &s egy pozitiv. Az egy pozitiv
eredménnyel rendelkezd 16nal klinikai megjelenése is volt a betegségnek.

A malignus hyperthermiaért felelds RYRI1-muticiora az Osszes vizsgalt egyed

negativ lett.

A 3. tablazat 6sszefoglalja a 23 vizsgalt egyed genetikai teszteredményeit.

Szdrmazdsi hely | Csoport | Sziiletési év | Nem | Hanyszor volt beteg | GYS1 mutdcié | RYR1 mutfcio
1994 mén Ix n/P1 n/n
2004 mén 2x n/P1 n/n
2009 kanca Ix n/P1 n/n
2008 kanca 2% n/P1 n/n
Kapolnasfalu 1999 kanca Ix n/n n/n
2006 kanca Ix n'n n/n
" 2004 mén nem volt beteg n'n n/n
2008 herélt nem volt beteg n/'n n/n
2005 kanca nem volt beteg n'n n/n
2010 mén 2x n/P1l n/n
2010 mén nem volt beteg n/Pl n/n
BenpRs e 2009 mén nem volt beteg n/Pl n/n
2009 mén nem volt beteg n'n n/n
Homorddfurdd 1996 kanca nem volt beteg nn n/n
2002 kanca nem volt beteg n'n n/n
2000 mén nem volt beteg n'n n/n
1994 kanca nem volt beteg nn n/n
2009 mén nem volt beteg nn n/n
Livéte B 1996 kanca nem volt beteg n'n n/n
1999 kanca nem volt beteg n'n n/n
2009 herélt nem volt beteg n'n n/n
2014 mén nem volt beteg n/n n/n
2011 kanca 2% n/P1 n/n

3. tablazat: A 23 vizsgalt 16 genetikai tesztjeinek eredményei.
Magyarazat: n/P1 = heterozigota a mutaciora (pozitiv)
n/n = homozigodta a normal allélra (negativ)
K¢k szin: tiinet volt, GYS1 is pozitiv lett Sarga
szin: tliinet nem volt, de GYS1 pozitiv lett




5.2 A szovettani vizsgalatok eredményei
5.2.1 PAS-festés eredményei

Azoknal a lovakndl, melyeknél rhabdomiolizis jelentkezett klinikai

tinetek

megnyilvanuldsaval, illetve genetikailag pozitivak voltak (esetiinkben 6-nal a 13-bdl),

PAS-festett szovettani mintdkon nagyobb mennyiségii szénhidrat lathato €lénken pirosra

festddve, mint a betegség altal nem é€rintett tarsaik esetében.

Szarmazasi hely |Sziiletési év| Nem | Hanyszor volt beteg [ PAS festés eredménye* | Csoport

Somnsggiisn 2009 mt?n nem volt beteg negatfv
2009 mén | nem volt beteg negativ
2008  (kanca 2x pozitiv
1994 mén 1x pozitiv

T 2004 mén 2x pozitiv A
Kapolnastalu I g e Ix pozitiv
2006  |kanca 1x pozitiv
2004 mén | nem volt beteg negativ
Homorddfiirdé 1996  |kanca| nem volt beteg negativ
2009 mén | nem volt beteg negativ
. 2009  |herélt{ nem volt beteg negativ

Lovéte - - B
2014 mén | nem volt beteg negativ
2011  |kanca 2x pozitiv

4. tablazat : az biopsziazott lovak adatai és PAS-festés
eredményei. Magyarazat: *PAS eredmény:
pozitiv : nagy mennyiségli élénkpirosan festddd szénhidrat.
negativ: ¢lettani mennyiségii €lénkpirosan festddd szénhidrat.

Narancs szin : azok az egyedek melyek voltak betegek, és PAS pozitivak.
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A 6. abra és 7.abra két metszetet hasonlit 0ssze, az egyik egészséges, meg nem
betegedett 10bol szdrmazik (bal oldalon), a mésik pedig rhabdomiolizisen atesett egyed

izmabol késziilt (jobb oldalon). Szemmel lathaté a pirosan festddé szénhidrat

mennyisége €s eloszlasa kozotti kiillonbség a két allat mintai kozott.

6. abra: 20x nagyitassal késziilt fénymikroszkopos felvételek két PAS-festett
izomszovet harant metszetrél. A bal oldali képen élettani, mig jobb oldalon koéros
mennyiségll élénkpirosan festddd szénhidrat lathato.

7. abra: 40x nagyitassal késziilt fénymikroszkopos felvételek két PAS-festett
izomszovet hosszanti metszetérdl. Itt is jobb oldalon kérosan nagy , bal oldalon élettani
mennyiségli szénhidrat lathato a festés alapjan.
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5.2.2 Azan-festés eredményei

Az 6sszes minta meg lett festve Azan festéssel. Hegesedésre, gyulladéasra vagy
idiilt regressziv folyamatra utalé magas kollagéntartalmi nagy mennyiségli reparacios
szovet egyik metszeten sem latszott. Csak élettani mennyiségii kotdszovet festddott a

preparatumokon.

8.4bra : Bal oldalon 20x nagyitassal késziilt fénymikroszkopos felvétel izomszovet
harant metszetérol, élettani mennyiségli kéken festddd kollagénnel. Jobb oldalon

JON 14

ugyanazon minta hosszanti metszetérol késziilt felvétel 40x nagyitassal.

5.2.3 Egyéb észrevételek

A mintak festése soran, mind a PAS- és Azan-festés utan felfedeztiink
sarcocystis tomloket az izomrostok kozt 7 egyednél. A sarcosporidiosis eléfordulasa
azonban fiiggetlen volt a genetikai hattértdl, klinikai megjelenéstdl, vagy a foldrajzi

elhelyezkedéstol, ezért nagyobb jelentdséget nem tulajdonitottunk neki.

9.abra: sarcocystis tomlé egy hosszanti vazizom metszeten, 10x nagyitassal nézve.
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5.3 Eredménvek 0sszegzése

Osszegezve, a genotipizalas eredményei: a 23 vizsgalt egyed koziil az ,,A”
csoportbol (n=14) 7 heterozigéta lett a GYS1 mutaciora mely a PSSM 1-es tipiisanak
kialakulasaért felelds, tehat pozitiv, és koziiliik 5 16nak voltak tlinetei is, 2-nek pedig
nem. A ,,B” csoportbdl (n=9) 8 16 negativ lett, 1 pedig pozitiv, melynek voltak tiinetei
is.

Annak érdekében, hogy megtudjuk van-e bizonyithaté Osszefiiggés a GYSI1
mutacio jelenléte és a megbetegedések kozt, statisztikai probat hajtottunk végre. A
fliggetlenség ellendrzésére khi-négyzet probat végeztiink, melynek eredménye az lett
hogy 98,75 %-o0s valdszinliséggel mondhatjuk, hogy a mutacio jelenléte és a betegség
megjelenése Osszefiiggenek. Azonban a statisztika eredménye nem mondhatd
teljességében hitelesnek, ugyanis kevés adat allt csak a rendelkezésiinkre.

RYR1 mutacidora mely a malignus hyperthermiaért felel, az 0sszes vizsgalt
egyed negativ lett.

Szovettani vizsgalatot a 23-bol 13 lonal csinalhattunk, s PAS-festés utan a
kiértékelés eredménye az lett, hogy amelyik 16nal volt klinikai megjelenése a
betegségnek (fiiggetleniil attol hogy PSSM 1-re pozitiv vagy negativ lett), annal a
szovettani metszeteken lathatd volt rendellenes szénhidrat-felhalmozodas. Azan-festés
pedig azt bizonyitotta, hogy gyulladas, trauma, vagy idiilt regressziv folyamat nem volt
a vizsgalt izomszovet mintakban.

Mellékesen a metszetek vizsgalata kozben 7 16nal sarcocystis cisztdkra is
bukkantunk, de jelenlétiik fiiggetlen volt a genetikai hattértdl, klinikai megjelenéstdl,
vagy a foldrajzi elhelyezkedéstdl, ezért nagyobb jelentdséget nem tulajdonitottunk

nekik.
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6. MEGBESZELES

6.1 Genetikai vizsgalatok eredménveinek értékelése

A PSSM 1-et okozo GYSI1 génmutaciora a 23 16 koziil az ,,A” csoportbdl (n=14) 7
egyed pozitiv eredményt mutatott. A ,,B” csoportban (n=9) csak egy lonak lett pozitiv
eredménye.

Ez azt jelenti, hogy a pozitiv eredményt produkalt egyedeknél jelen van a PSSM
1-es tipusa (MCUE és mtsai 2008) .

Az ,,A” csoport egyedei a betegség altal endémidsan érintett telepiilésekrdl
szarmaznak, foleg Szentegyhazardl és Kapolnasfalurol, egy Homorodfiirddi kivétellel. Az
eredmények alapjan lathato, hogy az errdl a kornyékrdl vizsgalt 14 16 50%-anal PSSM 1-re
genetikai pozitivitds mutatkozott. A 7 pozitiv 16 koziil 5-nél voltak rhabdomiolizissel jard
klinikai tiinetek. Az emlitett 5 egyednél a mutacié jelenléte valoszinilileg szerepet jatszik a
betegség kialakuldsaban. A maradék 2 pozitiv egyed eddig nem betegedett meg, ami
alapjan az feltételezhetd, hogy a mutacid heterozigota formaban vald jelenléte nem
torvényszerusiti a plinkosdi betegség kialakulasat, azonban annak esélyét ndvelheti egyéb
olyan tényezOk jelenléte mellett mint a tartasi koriilmények €s a takarmanyozas.

Az ,,A” csoport masik 7 egyede negativ lett, tehat naluk nincs jelen a PSSM 1-es
tipusa, azonban 2-en koziiliik megbetegedtek, s ennek GYS1 mutéciotol fiiggetlen hatterét
mas tényezOkben kell keresni. Ennek a 2 loénak a szdvettani metszetei PAS-pozitivak
lettek, ami a PSSM 2-es tipusanak jelenlétét engedi feltételezni.

A ,,B” csoport egydei Lovétérdl szarmaznak, az endémidsan mar nem Erintett
alacsonyabban fekvd telepiilésrdl. A 9 vizsgalt allat koziil 8 negativ lett GYS1-re, és
tiineteket sem mutattak, egy 16nal azonban jelen van a PSSM 1, és kétszer is el6fordult
nala izommerevséggel és duzzanattal egyiitt izomfestékvizelés.

Az eredmények alapjan tehat osszefliggésbe hozhat6 a vizsgalt lovaknal PSSM 1
jelenléte és a rhabdomiolizis kialakulasa. A vizsgalt példanyok koziil dsszesen § allatnal
genetikailag bizonyithato a rendellenes szénhidrat tarolas jelenléte ( az ,,A” csoportbol 7, a
B csoportbol 1 egyednél), és ezek koziil 6 16nal meg is jelent a piinkdsdi betegség.

A GYSIl-re negativan tesztelt, betegségen mégis atesett 2 példany esetében az
egyik lehetséges ok a PSSM 2-es tipusa. A PSSM 1-el ellentétben a 2-es tipusnal nem
ismeretes genetikai hattér, csak szovettani analizissel lehet megallapitani a jelenlétét
(KOSA és mtsai, 2015).

A szdvettan alapjan PSSM 2 pozitivitds megallapitasa PAS-festett mintdkon
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lehetséges. PAS megfesti az izmokban talalhatd szénhidratokat élénkpirosra, igy mind az
¢lettani, mind a koros szénhidrat lathatdo lesz, és elrendezOdésbeni és lokalizacids
kiilonbségek alapjan lehet PSSM-re kovetkeztetni. Ez a megitélési forma azonban
szubjektiv, ugyanis a glikogén élettani része is az izomsejtnek, és konnyii 6sszetéveszteni a
kérosan felhalmozodott poliszachariddal. Ezért tandcsos a PAS-festett mintat amildzos
emésztésnek is aldvetni, mert az enzim képes lesz kiemészteni a festéket az élettani
glikogénbdl, a korosbol azonban nem ¢és igy egyértlemiibben kiilonbséget lehet tenni. Fals
pozitiv diagnozis lehetséges hogyha biopszidzas kozben a mintat csipesszel tal erdsen
Osszenyomjak, mert festéskor abnormalis glikogénnek fog latszani az élettani is. Fals
negativ akkor lehet az eredmény, ha a mintdkat nem hiitik vagy nem juttatjak elég gyorsan
a vizsgal6 laborba, igy a glikogén lebomlik mire a metszet festésre keriil. Az abnormalis
glikogén mennyiség alapjan 3 kategoridba sorolhaté a PSSM 2 : enyhe, kdzepes és sulyos.
A rendellenesség stlyossaga azonban nem mindig van Osszefliggésben a tiinetek
megjelenésével vagy stlyossagaval (MICHIGAN STATE UNIVERSITY, 2014).

A mi kutatasunk esetében azért valoszintlisithetd a PSSM 2 a genetikailag negativ,
de tiineteket mutatdo lovaknal, mert a szOvettani analizis soran talaltunk nem élettani
szénhidrat-felhalmozddasokat. Természetesen a fent emlitett hibaheletdségeket is szdmba
kell venni, ezért biztosra nem tudjunk allitani.

A GYS1 génmutacid megjelenése a régidban visszavezethetd a vizsgalt lovak
Oseinek eredetére. Az itt ¢l6 lovakat kifejezetten hegyi munkara és erddkitermelésre
tenyésztették, Hucul, Arab telivér és Lipicai fajtdkat a szivossdguk és Semigreu-
hidegvériicket az erdsségiilk miatt hasznalva. A Semigreu fajtat Lipicai és Ardenni
vérvonalak keresztezésével hoztak 1étre (BANYAI 2016). A fajtatiszta Ardenni hidegvéri
lovakndl a GYS1 mutacié eléfordulasa kozel 40%-os (BAIRD ¢és mtsai, 2010), ezért
valdszinii hogy az erdélyi Semigreu-lovak kitenyésztéséhez behozott néhany Ardenni mén
szorta sz€t a mutaciot. Kifejezetten Semigreu-hidegvériiekre kiterjedd kutatds alapjan az
mondhat6 el, hogy a normal allél eléfordulasa joval gyakoribb, mint a mutans allélé, de
mindkett6 jelen van (BANYAI 2016).

A PSSM 2-es tiplisanak megjelenése valoszintlileg az arab vérvonal jelenlétének
koszonhetd a régioban. Kutatasok szerint versenyzd arab telivér, arab félvér, angol telivér
és tigetd lovaknal gyakran el6fordulo rhabdomiolizisek mogott gyakran nincs ismert
genetikai  tényezd. Az ¢érintett lovak izmaiban viszont ugyaniugy rendellenesen
felhalmozodott szénhidratok taldlhatéak, tiinetek megjelenése PSSM 1 tiineteihez hasonld

(WILBERGER ¢és mtsai, 2015). Mivel az arab fajta részt vett a kutatasban szerepld lovak
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fajtajanak a kitenyésztésében, valoszinii hogy a PSSM 2- es tipusa (bar genetikailag nem
bizonyithato) toliik szarmazik.

Az a tény, hogy egymas mellett fekvd telepiilések koziil némelyekben ennyire
gyakori a genetikai hattér és a klinikai tiinet a masik telepiiléseken pedig nem, esetlegesen
visszavezethetd arra, hogy a magasabban fekvd falvakba véletlenszertien tobb genetikailag
érintett egyed keriilt, majd azokat tovabbtenyésztve a PSSM 1-el érintett lovak szama
lassan felszaporodott. Az is lehetséges, hogy a magasabban fekvd telepiiléseken az
emberek szivesebben valasztanak zOmokebb, szivosabb lovat és igy a preferalt
fenotipussal a hibas genotipust valasztjak. Ett6l fliggden a teriiletre jellemzd egyéb
hajlamosité tényezdket is meg kell vizsgalni.

A Malignus hyperthermiat okoz6 RYR1 génmutaciora mind a 23 vizsgélatban részt
vett 16 eredménye negativ lett. Ez alapjan allithatd, hogy a vizsgélt lovak esetében a

malignus hyperthermia nem volt jelen hajlamosité tényezdként a megbetegedésre.

6.2 Szovettani vizsgalatok eredményeinek értékelése

A 13 16 koziil, melyektdl vehettiink izombiopsziat, a mar PAS-festett mintakon
azon 6 16 esetében lattunk rendellenes poliszacharid felhalmozodast, melyeknél a betegség
meg is jelent kordbban egyszer vagy tobbszor. A 6 16 koziil 4 pozitiv eredményt mutatott
PSSM 1-re a genetikai vizsgalaton, 2 pedig negativat. Tehat a 4 GYSI1 pozitiv lovak
esetében a szovettani mintdk megerdsitik a PSSM 1 jelenlétét, a 2 negativ esetben pedig a
feljebb kifejtett PSSM 2-es tipusa feltételezhetd. Osszefoglalva az dsszes 16nal melynél
voltak tiinetek, lathatd volt a metszeten is PSSM valamelyik tipusara utald szénhidrat-
felhalmozodas.

A metszetek Azan-festéssel is szinezve lettek, melybdl kideriilt hogy korabbi idiilt
regressziv folyamat, gyulladds vagy trauma nem volt az adott izomban. Ez azért volt
fontos a kutatds szempontjabol, hogy ki tudjuk zarni annak az eshetdségét hogy ezen
tényezOk valamelyike okozza az izomfestékvizelést.

Mindkét festés utan lattunk a metszeteken sarcocystis tomldket, ezeknek azonban
azért nem tulajdonitunk jelentsséget, mert a parazita nem okoz izomsejt feloldodast és
ezzel izomfestékvizelést, ugyanis az izomrostok koz¢ ¢kelddve fejlédik, kiszabadulaskor
pedig csak tachyzoitai keriilnek a véraramba. Tomlok koriilotti izmok sorvadasa ¢€s

gyulladasa eléfordulhat, mioglobinuria azonban nem jellemzo.
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6.3 A betegség kialakulasaban kozrejatszo egyéb lehetséges tényezok

A régidoban endémidsan eléforduld izomfestékvizeléssel jard pilinkdsdi betegség
hatterében a PSSM 1-es és 2-es tipusan kiviil takarmanyozasi tényezok is lehetnek. A
kornyéken jellemzden gyenge mindségii szénat és abrakot etetnek.

Erdemes lehet megvizsgalni a takarményok szelén és E-vitamin szintjeit, ezek
ugyanis nélkiilozhetetlen antioxiddnsok a szervezet szamara, és esetleges hianyuk
kozrejatszhat az izombetegségek kialakulasaban.

Szintén, a lovak elektrolit-haztartasanak kiegyenstlyozottsaga is fontos lehet,
célszerll lenne erre iranyul6 vizsgalatokat is folytatni.

Fontos szerepe lehet annak is, hogy a vizsgalt lovak étrendje alapvetden
szénhidratokban szegény, abrakot csak munka el6tt kapnak esetenként cukor
kiegészitéssel. Ez hirtelen sok glikogén felhalmozddasat okozhatja az izmokban, és a rovid
idén Dbeliil bekovetkez6 munka hatasara megjelenik az izommerevség, fajdalom és
izomfestékvizelés. Az adott populdcioban a fent emlitettt takarmanyozasi tényezok
elosegithetik a genetikai eredeti betegség nagymértékii klinikai tiinetekben 1is
megnyilvanuld megjelenését. Masik tényezd, hogy a lovak nagy része lekotéses istallozott
tartasban van, és legelésre nem nyilik lehetdségiik, ami miatt tobb fontos vitaminhoz és

asvanyanyaghoz korlatozott a hozzaférésiik.

6.4 A kisérlet hianyossagai

Sajnos lehetdségeink tobb szempontbol is korlatozottak voltak. Elészor is, a
kisérlet hitelesebb lett volna amennyiben lehetéség nyilt volna tobb lovat megvizsgalni.

Szintén hatraltatta a vizsgalat eredményességét, hogy nem tudtunk minden
genetikailag tesztelt 10bol izombiopszidt venni, igy maradtak olyan egyedek melyeknél
volt tiinet, de szOvetmintat nem tudtunk vizsgalni, és emiatt nem tudjuk egyértelmiien
kijelenteni hogy az Osszes vizsgalt tlinetet produkald egyednél poliszacharid tarolasi
rendellenesség is van-e.

Egyéb hianyossag, hogy idedlis esetben a biopsziaval vett izomszdvet mintakat
azonnal fagyasztva lett volna célszer(i tarolni €s szallitani, azonban korlatozott szallitasi
lehetdségek miatt helyette formalint kellett hasznalnunk. Ennek hatranya az, hogy
eléfordulhatott, hogy a minta belsejében 1évd glikogén bomlasnak indulhatott mieldtt a
formalin oddig penetralt és igy nem latszodott a PAS-festett metszeten.

A szovettani mintadkon idObeli és anyagi korlatok miatt nem lett diasztazos (amilaz)
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emésztés végezve. Bar a mintakrol nagy valoszinliséggel megallapithatd koros szénhidrat
jelenléte csupan PAS-festés mellett is, egyértelmiibben eldonthetd eredményt adna a
diasztazos emésztés utani elemzés.

Mind a diasztdzos emésztés elvégzése, mind a fent emlitett hidnyossagok egy

részének korrigalasa a jovobeli terveink kozt szerepel.

6.5 Javaslatok a tulajdonosoknak

A jovobeli izom problémak elkeriilése érdekében lovaiknal a tulajdonosoknak a
kovetkezOket ajanljuk. Abrakot ne csak iddszakosan etessenek, hanem inkdbb kis
mennyiségben folyamatosan. Ez el0segiti a szénhidrat-bontas €s raktarozas folyamatainak
kiegyensulyozasat.

A megerdlteté munka el6tti cukoretetés tilos, amennyiben sziikséges, energia
bevitelére zsir javasolt (BAKOS, 2012). Ez példaul kis mennyiségli napraforgdolaj
takarmanyhoz adagolasaval megoldhato.

Széna etetés mellett elonyds lenne legeltetni is a lovakat, igy a széna tdpanyag
hianyossagait a friss fiib6l némelyest tudndk ellenstlyozni. A legeltetés és karamozas
abban is segitene, hogy a munkaval toltott periodusok kozotti idészakokban a lovak nem
csak allndnak, hanem végeznének némi testmozgast is ami kevésbé hajlamositanad Oket
nagy mennyiségli glikogén felhalmozasara. Vitamin és 4svanyi anyag kiegészités gyanant
ajanlott erre a célra gyartott nyalosokat is biztositani a lovak szdmara.

Mindemellett rendszeres genetikai teszteléssel, ¢és az alapjan az éllomany

kivéalogatasaval csokkenthetd lenne a betegség eléfordulasa.
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7. OSSZEFOGLALAS

A lovak terheléses miopatidi régdta kutatott problémak. A miopatidk tiinetei
altalaban az izmok merevsége, duzzanata, fajdalmassaga €és az ezek mellett jelentkez6
izomfestékvizelés. Erdély Hargita megyéjében, a kornyéken 800 m felett fekvd
telepiiléseken a piinkdsdi betegség eléforduldsa 17-23%, mig a szomszédos, 800 m
alatt fekvokon ez az arany kevesebb mit 2%. Kutatasunkban a fentebb leirt jelenség
genetikai hatterét vizsgaltuk.

A vizsgalathoz 2 csoportot alkottunk. Az “A” csoportban 14 16 volt melyek 800
m feletti teriileteken ¢élnek, a “B” csoportban pedig 9 véletlenszertien kivalasztott
egyed a betegség altal nem érintett alacsonyabban fekvo falvakbol. A genetikai analizis
elvégzéséhez sorénymintakat vettiink és elkiildtiik az Animal Genetics (UK) laborba,
ahol genotipizalast kértiink a PSSM 1-ért felel6 GYS1 és malignus hyperthermidért
feleld RYR1 génmutacio jelenlétének felkutatasara.

A genetikai vizsgalat eredményei a kovetkezdek voltak: Az “A” csoportbol
GYS1 génmutaciora 7 16 lett pozitiv (heterozigédta), mig a maradék 7 16 negativ lett . A
“B” csoportban egy pozitiv heterozigota, 8 negativ eredmény sziiletett GYSI
mutaciora. Az “A” csoportban a 7 PSSM 1-re pozitiv egyed koziil 5 volt beteg, 2-nek
nem voltak tiinetei, a 7 negativ koziil viszont 2-nél volt megbetegedés. RYRI
mutéciora az osszes 16 negativ lett.

A 23 koziil 13 16t6l vehettiink izombiopsziat szévettani vizsgalat céljabol. A
mintakbol metszetek készililtek PAS- ¢és Azan-festéssel lettek megfestve, majd
kiértékelve. Az izomszovet mintdk vizsgdlatdnak eredménye az lett, hogy minden
tlinetet mutato 16nal (6 16 a 13-bol) lathatd volt rendellenes szénhidrat-felhalmozodas.

Az eredmények ¢és statisztikai elemzésiik alapjan elmondhato6, hogy a PSSM 1-
re vald pozitivitas és rhabdomiolizises megbetegedések kozott van Osszefiiggés, tehat a
GYS1 mutécidval rendelkezd lovaknal valdsziniileg ez dontd tényezd volt. Azoknal az
egyedeknél ahol PSSMIl-re negativan teszteltek, de mégis voltak tiineteik
feltételezhetd hogy PSSM 2-es tipusaval van dolgunk. Ezt aldtdmasztja a lovak
fatjatorténetében szerepld arab lovak PSSM 2-re valé hajlama, illetve a szdvettani
vizsgalatok eredményei.

Osszegezve, a kdrnyéken endémidsan eléforduld betegség hatterében tobb
dolog feltételezheté. Ezek a PSSM 1l-es és 2-es tipusai, illetve egyéb tartasi és

takarmanyozastani tényezok.
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8. SUMMARY

The exertional myopathies of horses are being researched for a long time now.
The symptoms of these myopathies are muscle stiffness, swelling, pain and
myoglobinuria. In Hargita region of Transylvania in two settlements located higher
than 800 m above sea level the prevalence of the muscle disease is 17-23 %, while at
two other villages located below 800 m this ratio remains below 2%. In our research
we have been looking at the genetic background of this phenomenon.

For the research we created two groups. In group “A” there were 14 horses
from the regions located higher than 800 m, while in group “B” 9 randomly selected
horses from the villages located below 800 m. In order to perform genetical analysis
we collected hair samples from the horses, and sent it to the Animal Genetics
Laboratory (UK), where genotyping of the samples was performed for GYS1 mutation
responsible for PSSM type 1, and RYRI mutation responsible for malignant
hyperthermia.

The results of the genetic test were the following: in group “A” 7 horses turned
out to be positive (heterozygotes) for GYS1 mutation, while the other 7 horses were
negative. In group “B” there was 1 positive heterozygote, the others tested negative. In
group “A” from the 7 PSSM 1-positive individuals 5 showed clinical sings, the other 2
did not, while from the 7 negative tested horses 2 still had clinical manifestation of the
disease. For RYR1 mutation all of the horses tested negative.

From 13 out of 23 horses we were allowed to collect muscle biopsies for
histological examination. Histological sections were created, then painted by PAS- and
Azan-technique, and evaluated. The result of the histological examination was that all
of the researched horses that showed clinical signs (6 out of 13) had abnormal
polysaccharide accumulations in their muscles.

Based on the results we can say that there is a correlation between the positive
testing for PSSM 1 and the myopathies in the region. So in case of GYSI1-positive
horses the mutation could have been an important factor. In case of the individuals that
tested negative for PSSM 1, but still showed clinical sings we assume the presence of
PSSM 2. This theory is supported by the fact that there is a presence of arabian
bloodline liable for PSSM 2 in the horses bred in the location.

Summerizing, in the background of the endemic appearance of the muscle
disease in the region there are multiple factors, that include PSSM type 1 and 2 , other

nutritional factors and housing conditions.
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