Valasz Prof. Dr. Bagdy Gydrgy opponens
Dr. Molnar Maria Judit ,Uj eredmények a neuromuscularis betegségek molekularis
diagnosztikaja és terapiaja tertiletén” cimi MTA doktori értekezésének biralatara

Halasan kdszonom Dr. Bagdy Gyorgynek a rendkivikletes biralatot, az elisnéees
kritikus megjegyzéseket és a kérdéseket.

Vélaszomban ékz6r a megjegyzésekre majd a konkrét kérdésekaszaa@bk.

Véalaszok a megjegyzésekre:

Sajnalom, hogy a nevezéktani, roviditésbéli formbak zavartak a biralot munkajaban.

A kifogasolt MERRF roviditésnél a ,ragged red” k&eést azért nem forditottam magyarra,
mert a ,rongyos voros” forditas hasznalata nehezeliblismerhdivé tette volna a ,ragged
red” rostot, hiszen a vildg minden orszagéban igjak ezt rosttipust. ,Rongyos vorés rost”-
ként emlitése szamomra idegenil hatott. A myoclo@ésisaz epilepsia kifejezések pedig
forditast nem igényelnek.

A 2.1 tablazatban, melynek cime ,Patogén pontmakdenegoszldsa a mitochondrialis
genomban” nem az eddig leirt pontmutaciékat szmrettvolna bemutatni, hanem a
mitochondrialis genom altal kédolt tRNS-ek mutadi@kvenciait szemléltetni, azzal a céllal,
hogy az olvasé érzékelhesse, mely tRNS-ek génjeillkinelyek azok, amelyek az egyes
betegségekben a patogén mutaciok forré pontjamAv.mitomap.orghonlap volt a mutacios
frekvencia statisztikdjanak az alapja, a tablazatohek az adatbazisnak a segitségével
allitottam 6ssze és ott talalhatok meg maguk a cnika

Mivel az alkalmazott metodikdk nagyon szertedgaalbak és szamos eredmény sziletett,
csak a diszkusszidé szempontjabol relevans eredrkényeutattam be a disszertaciéban. A
tablazatok OsszedllitAsa soran arra torekedtemy hemymassal 6sszevethietadatokat
mutassak csak be, ezért van az, hogy a 4.4. tdlugala a betegek vérben talalt heteroplasmia
aranyokat tartalmazza. Azoknal a betegeknél, abobelkeztink izommintaval és izom
heteroplasmia aranyat is meghataroztuk, a vizsgadmimenyét az eredmények fejezetben a
szoveges részben irtam le (pl. 4.1.2 a. és b..eset)

A helyes honlap cimyww.mitomap.org

A 26. oldalon a helyes mondat: “A &on homozygota C-T tranzicioja (R148X) roma dtapi
mutaciolert ismert a Lom tipusu neuropathia hatterében”

Az opponens hianyolja, hogy a mitochondrialis bségek molekularis genetikai
diagnosztikai lehéségei c. fejezetben annak az emlitését, hogy a &\ diagnosztikai
analizis legtobbszor nem lehetséges perifériasolénanem csak a célszervékbEzt az
informaciét a 114. oldalon a diszkusszidban enméiet meg, ahol az epidemioldgiai
vizsgalatokat befolyasol6 tényiket elemeztem.

A ,Genetikai tanacsadas, prenatalis diagnosztikanmitochondrialis betegségekben” c.
fejezetben, a random genetikai sodrédast jélgenetikai drift, helyett eliités eredményeként
draft szerepel, ami nehezitette a birald6 dolgatugenetikai draft is a populacidés genetika
egyik alapfogalma. Az ,lvegnyak hatds’bemutatdsaza értekezésben egy irodalomra
hivatkoztam.



A birélo rdkérdez a herediter sensomotoros neunapajelenleg hasznalt klasszifikacidjara:

A disszertacioban emlitett Boerkel et al. (2002)skkifikacio ma is megéllja a helyét, azaz a
herediter neuropathiak az alabbi csoportokra os@thaCharcot-Marie-Tooth betegség
(CMT); Herediter kompresszids paresisekre hajlatboséuropathia (herediter neuropathia
with liability to pressure palsies — HNPP); DejexinSottas neuropathia; Congenitalis
hypomyelinizicidés neuropathia; Roussy-Levi Szindoiazeken a csoportokon belll lehet
tovabbi alcsoportokat képezni: a CMT-belll 1, 2435, X., a CMT1-en belll A, B, C, D,
E, F, aCMT2-n belll A, B, B1,B2,C, D, E. F. G, HJ, K, L, a CMT4-n belll A,B1,B2, C,
D,E\FH,I, J és a CMTX-en belul X1, X2, X3,X4,X5.z&knek az alcsoportoknak a
bemutataséatdl a disszertacio terjedelme miatt tekkem el.

LITAF gén korabbi neve volt SIMPLE.

Nehezen volt értelmezlietaz opponens szamara a kovetkemondat: ,A Klinikai
gyakorlatban arra kell odafigyelnink, hogy amenagitaz immunolégiai eredatek vélt
CMT1 fenotipus nem javul az immunszupressziv kezdi@tasara a genetikai erddet
neuropathia minden esetben kizarando.” A mondaited utaltam, hogy amennyiben egy
sporadikus progressziv neuropathidban szeénhwexnunszeroldgiai eltérésekkel rendeléez
beteg nem javul az immunszuppressziv kezelés matégsdetegség hatterében gondolnunk
kell genetikai tények szerepére is. Ez a kovetkeztetés a PMP22 mugidasculitis
egyduttes jelenlétét mutatd csalad esetének diszij@soran olvashato.

A Molekularis biologiai metodikak soran tobb formkfogast emlit meg a biralo. Az éls
mondat ,Mitochondrialis betegségek vizsgalata soaémlmazott mdédszerek” mondat a
szerkesztés soran tévesen félkoveérildatl irddott és ez megtévesué tette a fejezet
szerkezetét, ugyanis tényleg ugyik, mintha valamennyi alkalmazott molekularis Bigiki
metodika csak a mitochondrialis betegek vizsgaatan kerult volna alkalmazasra.

A fejezetben az S| mértékegységeket hasznaltam.

A szekvenalo reakciot az ilkerégiora specifikus forward és reverz primerekkegeztik el,
a forward sz6 kimaradt a mondatbal.

A génterapias vizsgalatok kozul az electroporéditsrieteket a Montreal Neurological
Institute-ban a McGill Egyetemen, a sonoporaci@sgalatokat az Orszagos Pszichiatriai és
Neurologiai Intézetben végeztem.

A 4.11. abra alairdsaban az A és B szoveg felcakitk]
Sajnédlom, hogy nehezen érthet 4.1.7. dbra. egy gépelési hiba miatt. A tdblazaeredeti
kézleményben is szerepel. A fejlécében szerepgkbeh a 4. band, az abra alairasban van az

eliras.

A 4.24. abra szbévege az 4bra alatt olvashato, Mszm jeldltem a sdvokat az abra C részén
és a dystrophin hianyra mutato nyil lemaradt.

A 4.36. abra alairasaban az x. jelentése ¢.863+H@8&! nem mitochondrialis betegsébr
van sz0 a homoplasmikus helyett a homozygéta ahddijejezés.



Valaszok a konkrét kérdésekre

A dystrophin deficienciahoz tarsul6 szekunder calp@ deficiencia kapcsan a proband
testvérének csak CK emelkedése volt, klinikai tinef nem voltak. A biralo kérdése,
hogy nevezhetjik-e betegnek az ilyen egyéneket®z elnevezés tényleg nem pontos, ugyan
az egyen izmaiban zajlanak patolédgias folyamatekszmara ez nem okoz kellemetlenséget.

Mi magyaradzza a kovetkeztetést, miszerint a dystradhopathia azért okozott enyhe
klinikai tineteket, mert az egyidejileg jelenle calpain deficiencia védelmet jelentett az
izomsejtek szamara és nem arr6l van sz0, hogy a dyphin mutacié typusa felelbs az
enyhe Klinikai tinetekért?

Kovetkeztetésiinket arra a megfigyelésre alapoziakyy calpain inhibiciéja az utrophin
expresszidjat fokozza (Tidball 2002, Waheed 2008), utrophin pedig a dystrophin
természetes helyettes molekulaja. Esetlinkben imisztiokémiai vizsgalat igazolta az
utrophin expresszido fokozédasat és a calpain espi®scsokkenését az izomban.
Természetesen nem zarhatd ki az sem, hogy a 22 e2836-2838 GAG delécidja
kovetkeztében ki€gsGlu hiany a dystrophin funkcidja szempontjabél netents valtozast
eredményez és igy ennek kdszofihetcsaladban leirt enyhe fenotipus és nem az witalu
feltételezett gén-gén interakcié eredménye az.aExtiehaiséget a diszkusszié tartalmazza.
Erdekességként megemliteném, hogy a napokban jelegtegy kozlemény, miszerint az
osteopontin gén promoterének polymorfizmusa (Pegoet al 2011) is befolyasolja a
dystrophinopathia progressziojat és glucocortieiddott valaszkészségét. Ugy gondolom,
hogy nem sokat kell varnunk arra, hogy a monogéeésgségekben a fenotypust befolyasold
gén-gén interakciokrol egyre tobbet megtudjunk.

Ismert-e a periférids neuropathia tarsulasa mitochadrialis genom defektusaval?

Ilgen, a legtébb mitochondrialis betegségberbssitban az mtDNS betegségekben, de a
nuclearis genom karosodasa kovetkeztében kiala®M®HOS betegségekben is gyakran
taldlunk periférias neuropathiat. Ez sok esetbdrklgukus marad, de ENG-vel csaknem

mindig lehet igazolni azt, de vannak olyan koérfokmnanelyekben a sulyos periférias

neuropathia a betegség veéretanifesztacidja (Id. 2. mitochondrialis esetismiEr).

IBM-ben leirtak-e tarsult neuropathiat? Tortént-e genetikai analizis, amely igazolta az
IBM diagndzisat? Mennyire volt heterogén a betegcgmrt?

Az IBM-ben a n. suralis vizsgélatai egyértéen igazoltak a neuropathia fennallasat és a
betegek electrophysiolégiai vizsgalata is a mitochi@lis betegekhez hasonldéan igazolt
periférids ideg lesiot. A vizsgalt IBM kohort rela homogen volt, csak 1 fiatal beteget
tartalmazott. A% esetében felvétott az IBM herediter formaja (hIBM), de akkor, &mi a
vizsgalatok készlltek még nem ismertik a hIBM-taikgént (GNE), igy nem is vizsgaltuk
azt.

A dolgozatban szerepgd preimplantaciés genetikai diagnosztika alkalmazasaesetén
milyen heteroplasmia arany az elfogadhat6? Mennyi disztdn vad typusi mtDNS-t
hordoz6 sejtek tapasztalati aranya? Hany petesejtekell vajon ehhez produkalni az
emberben?

Csak a 100%-ban vad tipusu mtDNS-eket hordoz6 edklrgplantacidja az elfogadott. Az
altalunk vizsgalat egerekben 1 és 77% kdzo6tt mozybeteroplasmia ardnya az oocytakban
és blastomerekben, mig az egerek farok biopszidjabd7 és 67% kozott volt (egy egérnek
altalaban 4-5 oocytajat vagy embrydjat tudtuk megyalni). Azt nem tudom megbecsdlni,
hogy hany petesejtet kell nyerni ahhoz, hogy bemolegyen koztik olyan, amely csak vad



typust mtDNS-t tartalmaz, az Uvegnyakhatas miayo eltérhet az oocytédk heteroplasmia
aranya a mater postmitotikus szévetének heteropdasmanyatol. Egy invitro fertilizacio
soran atlagosan 10-12 oocytat sikertl nyerni. Adiggk6zolt esetekben mindig talaltak
legaladbb 1 olyan embryot, amelyik implantacioraathas volt, azaz mutans mtDNS tartalma
0% volt.

A PTC 124 el$ Klinikai vizsgélatai DMD-ben és cystas fibrézisbans lezarultak 2010-
ben. Az el$ DMD vizsgalat negativ eredmeénnyel zarult, cystaskfrézisban hatasos volt.
Hogy latja a jeldlt, mi a magyarazata ennek?

Az Ataluren (PTC1,2,4) ebs klinikai vizsgalata valoban negativ eredménnyetulta
80mg/nap doézis alkalmazasa mellett, mig ugyanegagygzer az egyidéieg végzett cystas
fibrosis klinikai vizsgalatban pozitiv eredményt zbtt. AzoOta lezartak egy kovetkez
Ataluren vizsgélatot is a DMD-ben. Ez egy 3 karasgélat volt (két kilonbdzdozissal
40mg/nap és 80mg/nap illetve placebo kontrollahn&k eredménye azt mutatta, hogy a 6
percjar6 tavolsaga az alacsonyabb doézist kapd ds@bo 29.7 m-rel 6tt a placebo
csoporthoz viszonyitva, amit szignifikans javuldsnainésitettek, mig a magasabb dézisban
részesilk &llapota nem kilonbdzo6tt a placebo csoporthoze&epAz el§ vizsgalat
negativitasa tobb okkal is magyarazhato, ezek koghlany nem megfeteldozisvalasztas
illetve a betegség progresszidjat meghatérozé egyeetikai faktorok (Id. kordbban
osteopontin stb.) figyelmen kivul hagyasa.

Ma 2011-ben hany gént és lokuszt ismerink a heredit periférias neuropathiak

hatterében? 2011 év elejér29 gént és 40 I0kuszt ismeriink az 6rokletes netin@doan.

Az értekezés megirasa Ota azonositott U] geH3[C2) felismerésétaz U] generacios
sequenalassal végzett teljes exom sequenaldséetedttayé (Lupski et al. 2010).

A 32. kozlemény 5 megye 631 betegében elemzi az A33 mutacio ebfordulasi
gyakorisagat. Taléltak-e a szerék emlitésre meélto eltérést a foldrajzi szempontbdl
egymastodl jelenés tavolsagra 1é¥ megyék — mint pl. Baranya, Borsod-Abauj-Zemplén
€s Budapest — adatainak dsszehasonlitdsa esetén?a\hielyzet a tébbi vizsgalt mutacio
esetén?

Véalaszomat dsszevonnam egy dds kérdéssel, amely arra kérdez ra, hogy a feritetnl
mutéciot hany csaladban talaltuk meg. Az A3243Gatiatdsszesen 14 esetben igazolddott
(6 proband és 8 csaladtag). A 8 csaladtag 3 csalléeN6dott ssze.

Az A3243G mutéaciét hordozok megyénkénti megoszlasa:

Baranya megye: 4; Budape&sdtés Pest megye: 3; Hajdu Bihar megye: 4.

Az A8344G mutaciot hordozdk megyénkeénti megosziBsasod-Abauj-Zemplén megye: 4,
Budapest és Pest Megye: 10; Hajdu-Bihar megye: 1.

Az ,Uj mtDNS rendellenességek, Uj mtDNS betegségédirasa” c. fejezetben a 3. esetben
talalt mutaciok kozul az 3268, 3261 és 3259 poziban tapasztalt nukleotid cserék is
patogénnek bizonyultak-e vagy csak a A3266G bazisee? Ellerdriztek-e a
mitochondrialis genom SNP adatbazisaban ill. konze®dlt szakaszokat érintettek-e?
Ugyanez a kérdést az A8332G mutacioé vonatkozasaban

Az infantilis myopathias gyermek esetében az A3268@@sztituciot gondoltuk patogénnek,
az A3261G az M2 haplocsoportra jellegzetes, az A@&2b a mitomap.org adatbazis
pontmutécionak jelzi, tovabbi informéciét nem talék réla. A régié konzervaltsagat ezzel
az abraval szemléltetném, mebylbathato, hogy a 3266. nukleotid és a korry&znukleotid
er6sen konzervalt.



Beteg TGACGA CTTGAGA

Homo sapiens GTITAAGA TG GCAG AGCCCGGTAA TCGC A TAAAA CTTAAAACTTTA CAGTC AGAGG TTCAATT CCTCT TCTTAAC A
Gorilla gorilla GTTAAGA TG GCAG AGCCCGGTAA TCGC A TAAAA CTTAAAACTTTA TAGTC AGAGG TTCAATT CCTCT TCTTAAC A
Ursus americanus GITAGGG TG GCAG AGCCCGGCGA TTGC A TAAAA CTTAAAC CTTTA TACCC AGAGG TTCAAAT CCTCT CCCTAAC A
Equus caballus GITAGGG TG GCAG AGCCCGGAAA TTGC A TAAAA CTTAAACCTTTA CACTC AGAGG TTCAACT CCTCT CCCTAAC A
Felis catus GITAGGG TG GCAG AGCCCGGTAA CTGC A TAAAA CTTAAGC TTTTA TTATC AGAGG TTCAATT CCTCT CCTTAAC A
Mus musculus ATTAGGG TG GCAG AGCCAGGAAA TTGC GTAAGA CTTAAAA CCTTG  TTCCC AGAGG TTCAAAT CCTCT CCCTAAT A

Ornithorhynchus anatinus ATTAAGG TG ACAG AGACCGGTAA TTGT GTAAAA CTTAAGC TTTTA TAGTC AGAGG TTCAAAT CCTCT CCTTAAT A

A8332G mutaci6é az anticodon karban az utols6 pok&ri helyezkedik el, melynek
kozvetlen kornyezete is &en konzervalt. A beteg 6sszes talalt SNP-jét etdikees annak
eredményét a 4.2 és 4.3. Tablazatban tiintettik fol.

Beteg GITAG

Homo sapiens CACTGTA AA  GCTA ACT TAGC ATTAAC CTTTTAA GITAA AGATT AAGAG AACCAACAC  CTCTT TACAGTGA
Gorilla gorilla CACTGTA AA  GCTA ACC TAGC GTTAAC CTTTTAA GITAA AGATT AAGAG TATCGGCAC  CTCTT TGCAGTIG A
Ursus americanus CATTAAG AA  CGCTA ATA TAGC GTTAAC CTTTTAA GITAA AGACT GAGAA TGCAAAC TTCTC CTTAATGA
Equus caballus CACTAAGAA CCTATTA TAGC ATTAAC CTTTTAA GITAA AGATT GAGGG TTCAACC CCCTC CCTAGTG A
Felis catus CATTAAG AA  CGCTA AAT AAGC A TTAAC CTTTTAA GITAA AGACT GGGAG TTTAAAT CTCCC CTTAATGA
Mus musculus CACTATGAA CCTAA GAGC GTTAAC CTTTTAA GITAA AGTTA GAGAC CTTAAA ATCTC CATAGTGA
Ornithorhynchus anatinus CATAAAGAA GCTATTG CAGC A GTAAC CTTTTAA GITAA AGATT GAGAT ACACT TTCTC CTTTATGA

Fenotipus variacio MERRF mutacioval rendelke# egypetéji ikrekben c fejezetben
szerepel, hogy az ikrekben leirt mutdciét neurolégii tinetekkel nem rendelke#
eédesanyjuk is hordozza. Az ikrek tlinetmentes anyjan milyen mértéki a
heteroplasmia?

Az édesanya vedizolalt mtDNS vizsgalata soran 30%-0s heteropiasamanyt talaltunk.

Egy betegnél a mutaciot a sulyos klinikai tinetek leenére csupan az izombdl izolalt
DNS-bél 20%-0s heteroplasmia aranyban tudtak kimutatni. Mi lehet az a magyarazata,
hogy az izomban talalt alacsony heteroplasmia mettalyen sulyos fenotipust alakult ki?

A vérben 0% volt a mutans DNS-ek mennyisége. Fetieh a haemopoesis a vizsgalat
idején olyan sejtvonalbdl indult, amely nem tartahott mutans mtDNS-t. Itt utalnék a
random genetikai drift jelenségére.

A neurolégiai és pszichiatriai tinetek és a genotis 0Osszefliggéseinek elemzése
mitochondrialis betegségekben fejezet érdekes fejfetést, €s emellett néhany
ellentmondast tartalmaz. A biralé véleménye szerint 4.4 tdbldzat adatai csak trend
szinten eisitik meg a depresszié és az mtDNS heteroplasmiaaay korrelaciojat.
Kérdése arra iranyul, hogy vajon a depresszio nem fizikai tiinetek talajan alakul-e Ki.
Emellett kérdés, hogy a depresszié mely tinetei gitkeztek a magas heteroplasmia
arany mellett és idben egyutt jartak-e a fizikai tlinetek megjelenéséve Az egyes
betegeknél feltiintetett szorongasra, panikra mennye vonatkozik az idésbeni egybeesés

a fizikai tinetekkel?

A 4.4 tdbldzatban csak a vér mtDNS heteroplasmaayait tintettem fol. Az izomban a
heteroplasmia aranyok a kévetkek voltak: mater 82%, 1. iker fil 63%, 2. ikerfi3%. A
vérben a heteroplasmia aranyok: mater 58%, 1 fiket6%, 2. iker fit:44%. A legsulyosabb
allapotu betegnél major depressziot észleltiink, aaa jellegzetes tunetekkel, mint a.
depresszidos hangulat, anheddnia, alvaszavar, skésdtetés, nagyfoku testsuly csokkenés,
anergia, onvadlasok (Hamilton score: 35). Az 50éeeiben kialakult végtagov typusu
izomgyengeség és ataxia dominalta a képeté Blsdepresszios epizddja 20-as éveiben
jelentkezett postpartum depresszié formajaban. Akerfid szintén rendelkezett végtagov



typusu izomgyengeséggel, de nem volt hypacusisaprsataxiaja csak minimalis volt.
Epizodikusan jelentkéz pszichiatriai tlinetei eisorban a depressziv hangulat mellett
kifejezett szorongasbadl, microméanias gondolatokd@mtelenséghl, alvaszavarbdl tesdtek
0ssze, mely miatt alkoholistava valt. A 2. ikernfak nem voltak neurologiai tiinetéi,20
éves kora éitt kerilt pszichiatriai osztalyra szorongas, inigia szegénység, anhaedonia és
phobias tiinetek miatt. A pszichiatriai tinetek déwtkmegebzték a neurologiai tineteket
minden betegnél, a mater esetében 3 évtizeddel.

Jogos a biral6 felvetése, hogy vajon nem a sonmtikoetek okozta hatrany kdvetkeztében
alakul-e ki ez a tlinetcsoport adiként mozgasiban sulyosan korlatozott betegekbereke
vizsgalatara az értekezés benyujtasa Ota sajatkutageztink. Genetikailag igazolt mtDNS
mutécioval rendelkézbetegekben (13 csaladbdl 18 beteq) vizsgaltukggesepszichiatriai
tinetek edfordulasi gyakorisagat. A kontroll csoportot tiz PRR géndefektussal rendelkez
Orokletes neuropathidban szenyebtleteg alkotta, akik kifejezett somatikus tlnetdékke
rendelkeztek, de kozponti idegrendszeri érintettkégem volt. Eredményeink alapjan a
mitochondrialis csoportban a depresszié szignifiedin gyakrabban fordult él(Inczédy
Farkas G. és mtsi.. k6zlés folyamatban). Sajat igggiesink mellett irodalmi adatok is arra
utalnak, hogy a mitochondrialis funkciézavar szetgptszhat a leggyakrabban polygénes és
multifaktorialis okokra visszavezetlielepresszié hatterébe@drdner A, Boles RG: Beyond

the serotonin hypothesis. Mitochondria, inflammation and neurodegenration in major
depression and affective spectrum disorders. Progr Neuro-Psychopharmacol & Biol
Psychiatry 2010, doi: 10.1016 pnpbp 2010.07.030).

Szintén a fenti témahoz kapcsolodik a kérdés: A véen és agyban mért heteroplasmia
arany jelentésen eltér. Mennyire jar egyttt a neuronokban mért leteroplasmia arany a
koézponti idegrendszeri szimptomakkal?

A betegeink agyi heteroplasmia ardnyardl sajnossnadatunk. Az mtDNS betegségekben
irodalmi adatok szerint az egyes az egyes neur@wpkegiok heteroplasmia aranya is mas és
mas lehet, hasonl6an az izomhoz. A kdzponti idetpeeri tinetek kialakulasaban nem csak
a relative stabil heteroplasmia arany, hanem aonelirdinamikusan valtozé metabolizmusa
€s a cerebralis vérataramlas is meghataroz6. PLA8Eszindromaban, Leigh betegségben
MRI spektroszképiaval kovetve a beteg allapotaegyes agy régiokban meért pH értékek és
laktat szint jol koveti a klinikai tlineteket, ezzzlemben az agysejtek heteroplasmia aranya a
klinikai tinetek alakulasaval egyidégg nem tud valtozni.

Ismételten kdszondm Dr. Bagdy Gyorgynek, nagyorlkad problémakat feluwebiralatat es
az akadémiai doktori értekezésemben leirt tudomgaayedmeényeim elismerését.

Budapest, 2011. 01. 22.

Dr. Molnar Méaria Judit






