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Nagyon koszonom Dr. Faludi Gabor opponensnek akeiédoktori értekezésem igen
kordltekints, gondos biralatat, valamint a biralataban megfogabtt kritikus és méltato
véleményt. A feltett kérdésekre valaszaim az akihbi

Milyen eredményekrél tud beszamolni a NEPSYBANK alapitasét illeben?

A NEPSYBANK létrehozasat a Magyar Klinikai Neurogékai Tarsasag elndkekeént
kezdeményeztem 2005-ben. Eleinte csak a mitoch@isdrés neuromuscularis betegek,
valamint egészséges kontrollok biolégiai mintaitaésozzatartozé adatbazisokatigyttik,
késsbb a stroke, Parkinson kér, Huntigton kor, demédadsaa célpontba kertltek. Jelenleg
kb. 5000 minta (DNS, RNS, plasma, izom, n. surdiisroblaszt) van a biobankban. A
NEPSYBANK tapasztalatait kamatoztattuk a SCHIZO@hKorcium SCHIZOBANK —janak
létrehozasakor. A NEPSYBANK azért kertilt a beveztaeéd emlitésre, mert a biobank épités
egy nagyon fontos innovativ folyamat, hiszen a tkel# kutatasi infrastruktira mésége
alapveten determinalja a kutatd munka eredményét, és neaak d&kozvetlenll a
neuromuscularis betegségek diagnosztikajat és idghifipszolgalja. Az értekezésben a
mitochondrialis betegségekre vonatkozo vizsgalaokibdmaszkodtam a NEPSYBANK
kinalta lehetiségekre.

A Mdébdszerek fejezethh hidnyolja a biralé a mitochondralis epidemioldgiaivizsgélatban
résztvew betegek Klinikai adatainak ismertetését Az A3243G mutacido elemzéséhez
hasznalt 631 beteg bevéalasztdsanak kritériumai .aoR@lon olvashatéak. Az A8344G
mutacio ebfordulasi gyakorisaganak elemzésehez hasznalt dletag 631 beteg kozul
keriltek ki, de nem keriiltek bevalasztasra azoktadgek, akik sensoneurialis nagyothallasuk
vagy diabetes mellitusuk miatt kertltek be az&lkohortba. A 30. oldalon azt is felsoroltam,
hogy az orszag mely megyéllortént a betegek bevalasztasa.

A birdlé rakérdez a Fazis | vizsgalatban résztvay egyének esetleges nem felismert
betegségeire

A sonoporaciés vizsgalatnal egészséges dnkéntegekghltunk, akik kérdivet toltottek ki,
arrél, hogy van- e betegségik. A sonoporaciot niefefizikalis vizsgalatuk kiterjedt
altaldnos belgyogyaszati allapotukra is a neuralogiatus mellett és elléniztik altaldnos
laboratoriumi paramétereiket is. A vizsgalatok soefieréseket nem talaltunk.

Az egér oocytakkal végzett kisérlet sorozat hol téént? A jelolt milyen
munkafolyamatban vett részt?

A munka az Eotvos Osztondij tamogatasaval tortévioatreal Neurological Institute-ban. Ez
volt az el$é Onalld kutatdsi témam a McGill Egyetemen. Az ténkatatasa
kezdeményezésemre indult, az egér oocyta kiséee(ekarium stimulacid, oocyta izolalas,
embryo tenyésztés, blasztomer biopszia, molekulgeisetikai vizsgalatok) sajat Kdeg
végeztem a hazigazda Eric Shoubridge-el és az MAIéSzeti-Nigyogyaszati Klinikain
vitro fertilizdcidsmunkacsoportjaval konzultalva.

Metodikailag hogyan oldhaté meg a heteroplasmia mése?

Az mtDNS heteroplasmia aranyat PCR-t kéeet restrikcios fragment length
polymorfizmussal hataroztuk meg. A PCR terméketritesos enzimmel hasitottuk, mely
vagy csak a mutans, vagy csak a vad typusu mtDhSitotta. Electrophoresist kogeh a



hasitott és hasitatlan DNS molekulak aranyabdl #pftmk a heteroplasmia aranyat
Montrealban B, izotop detekcidt kovéen Storm Phopshoimagerrel, Magyarorszagon a
Quantity One software segitségével.

A roma populacidban végzett vizsgalatok esetén hogly igazoltdk a roma szarmazast?
Tortént-e genetikai vizsgalat a roma szarmazas valalasara?

A roma populédcidéban végzett vizsgalatok soran adidtmegkérdeztilk a szarmazasat és
abban az esetben kerestik csak a herediter nehidgat felebs roma ,alapité” mutacidkat,
ha a beteg romanak vallotta magat. Mivel mind a Lorind a CCFDN hatterében ,alapit6”
roma mutacio all, kulon vizsgalatot nem vegeztiusk@amazas igazolasara.

Kijelentheté-e egyértelntien az el§ 2 eset ismertetése kapcsan, hogy az azonositott
mutéciok és a phenotypus kozott direkt osszefuggésll fenn? Milyen tovabbi
vizsgalatokkal lehetne megafsiteni ezt az 6sszefliggést?

Egyértelntien a mitochondridlis betegség kdvetkezményének agtukdmind a bemutatott
Kearns — Sayre Syndroma, mind a mitochondrialigomathia esetét, melyhez myopathia is
tarsult. Véleményiket a szdvettani leletek és aetijea vizsgalatok eredményei tamasztjak
ala. A mar 20 éves korban sulyos progressziv ophtidegia externa és szivritmuszavar
tineteit mutato fiatal holgy esetében nem volt mgglaz izmokban talalt myopatholégiai
eltérés. A genetikai eredmény annyiban volt szakathogy nem a klasszikus helyen és
nagysagban talaltuk meg az un. ,common deléciéheim az mtDNS egy masik régidja
karosodott. A 61 éves férfi esetében az izombidsai talalt kifejezett mitochondrialis
eltérések segitettek a diagnosztikdban. Amennyibsak 6nmagaban az Oregedésnek
nyilvanitanank a mitochondriadlis elvaltozasokatplamak a rostok kevesebb, mint 5%-ban
kellene csak jelen lennilk, azonban itt nem ez waohelyzet. A morfologiai kép nagyon
sulyos elvaltozasokat igazolt. Normalis dregedésc&an eddig az izomban nem irtak le
egyes nagy mtDNS deléciot. Izombioptatum, vagy @ddibroblast tenyészetének légzési
lanc komplexeinek aktivitasanak mérésével lehetasohld esetekben megsiteni a
mitochondrialis funkci6zavar tényét.

A 3. esetben hogyan lehetséges az, hogy az izomizolalt mtDNS mutacidja a vérhol
izolalt mtDNS-ben nem volt kimutathat6?

Az izom postmitotikus szovet, igy a mutici6 nem éubst ki, a vér alakos elemei
fokozatosan megujulnak igy azt, hogy a mutacio katinaté vagy sem, az hatarozza meg,
hogy a haemopoesis aktualisan a mutéciét tartalmeagy nem tartalmazo sejtvonalbdl
indul.

A 4. eset vizsgalata kiterjedt a mitochondrialis hplocsoport elemzésre is. Mi ezeknek a
vizsgalatoknak a jelentsége? Hogyan illeszthebek ezek az eredmények a
diszkusszioba?

Az A8332G mutacioval rendelkézcsaladban azért tortént haplocsoport elemzés, azert
MtDNS vizsgalata soran egy kelet-azsiai populaciglegzetes 9 bp-os antropoldgiai
markert is talaltunk. Kivancsiak voltunk arra, hagynagyar térténelemmel magyarazhato-e
ennek a delécidnak a jelenléte, vagy esetleg @atdgén mutacié melletti régidoban Gjonnan
ismét kialakult egy olyan polymorfizmus, amely SI0évvel ezgitt Kelet-Azsiaban is mar
kialakult. A csalad haplocsoportja kelet-azsiafdtegzetes B haplocsoportnak bizonyult, de
27 honfoglaldskori mintdk kozil Rasko Istvan ésimtak 1 esetben talaltdk meg ezt a
haplocsoportot (Tomory et al. 2007). Ennek a holalégkori mintanak a sequencia mintazata
azonban eltért az altalunk talalt sequencia mititdiz&z alapjan kicsi a valésZisége annak,
hogy az altalunk vizsgalat csaléski a honfoglalaskori magyarok kézil kertltek vdina



A biralé hianyolta annak felvetését, hogy az mtDN$utacidval rendelke® csaladban a
depresszié komorbiditas lett volna, vagy esetleg esaladi mintazatot alkotva tanulas
atjan, vagy psychogen modon a sulyos somatikus bgseg kdvetkeztében keletkezett
volna. Rakérdez, hogy tortént-e komorbiditasi vizsglat ill. milyen volt az alkalmazott
gyogyszerek hatasa

Komorbiditasi tényeidkre tortént vizsgalat, a betegeket belgyogyaszagiiroldgiai és
pszichiatriai szempontbdl is megvizsgaltuk. Logikutelvetés, hogy a depresszid hatterében
egyéb okok is meghuzédhatnak, azért véltik mégmtBNS direkt hatasanak a pszichiatriai
tinet egyuttest, mert a mutaciét nem 6éaktintén a csaladbansdbnytestvérnek semmiféle
pszichiatriai tinete nem alakult ki. Ezzel szemlzehegnagyobb heteroplasmia arannyal
rendelked édesanya depresszioja volt a legsulyosabb, antekéee, hogy nem ad
somatikus tunetei voltak a legkifejezettebbek. Aet&kapcsan egy szisztematikus vizsgalatot
inditottunk el, melyben 6sszehasonlituk az mtDNSitaouidval rendelkeéz betegeink
pszichiatriai tlneteit egy masik szintén sulyos atkas tlneteket eredményezmem
mitochondrialis, de genetikusan meghatarozott négia betegséggel, a PMP22 gén hibaja
kovetkeztében kialakuld neuropathidval (Dr. Inczéldgrkas Gabriella és mtsi. kozlés
folyamatban). Eredményeink szerint a depresszgngi#{ansan gyakoribb a mitochondrialis
csoportban. A mitochondrialis depresszids betegekptas valasza az alkalmazott SSRI
készitményekre rossz volt. Szorongasuk kezelésglmbonazepam volt a leghatékonyabb. A
mater utols6 ilskori depresszids epizddja tobb mint masfél évigddd folyamatos
hospitalizaciot igényelt.

Hogyan magyarazhato az a megfigyelés, mely szeriat10. és 180. nap kdz6tt a plazmid
DNS szint 92%0s csokkenése mellett p-gal aktivitasa 67%-al csokkent

A bejuttatott terapias gén nem épul be a nuklegeisomba, hanem extrachromosomalisan
marad. EbBl adéddéan az endonucleasok targetjévé valik és meemthed meg a
degradaciotol. A terapias vektor nem csak magérapias gént tartalmazta. A terapias gén
fehérje szini expresszidéjanak mértéke nem kell, hogy teljesegemgezzen a bevitt DNS
molekula mennyiségével.

Mi a véleménye a jeldltnek arrdl, hogy primer autommun betegségekben milyen
gyakori a neuropathia illetve a mitochondrialis mutciok elfordulasa?

A primer autoimmun betegségekben gyakran latunkapathiat, ami lehet primer folyamat
pl. antigangliozid ellenes antitest karositja aifpaas ideget, vagy secunder jelenség pl.
vasculitisben. A mitochondrialis mutaciok ¢fdrdulasi gyakorisagarol az autoimmun
betegségek népes csoportjdban nem rendelkezemspafdonaciokkal. Tudomasom szerint
ilyen jelledgi munka eddig nem szliletett.

A herediter neuropathiakkal kapcsolatos korrekeitdgadom, azaz az altalam felsorolt 25
gén s#rése a Kklinikai gyakorlatban csa&gyenfre megoldatlan, az U(j technol6gidk
bevezetése valdsiileg megoldja a kérdést.

Azokban az esetekben, ahol a tlinetek fedttkorban jelentkeztek és genetikai eltérést
sikerdlt igazolni, mi a magyarazata annak, hogy a Ipenotypus csak a feldtt korban
valik kérossa?

Az egyes gének hibai mas és mas mechanizmus alekggaak a neuropathiat eredményez
sejtbiologiai rendellenességet. Példaul a mitodhahs betegség esetén a mitochondrialis
dysfunkcié okoz energia deficitet, nagy mennyiségactiv oxygen gyok termiést, ami a
neurodegeneraciot eredményez és ennek kdvetkezraddiyekai tiinet. A kdros mtDNS-nek



egy bizonyos kiszobot kell elérnie ahhoz, hogy iaikdi tiinetek megjelenjenek (csak
bizonyos heteroplasmia arany f6lott vannak sokbeseklinikai tinetek). Az élet soran a
postmitotikus sztvetekben a kéros mtDNS-ek ardnyaMas betegségben, pl. a PMP22
esetében a gén dozis hatasa okozza a klinikai képduplikacio kovetkeztében korabban
manifesztalodo klinikai kép a CMT1A alakul ki, may delécié a herediter neuropathia
pressure pulsy-t eredményezi. Gén-geén interakdiéive kornyezeti hatasok is befolyasoljak
a mutaciok phenotypusbeli megjelenését. Erre péijat esetiink, ahol a PMP22 delécid
javitotta az EGR2 mutacio kbvetkeztében kialakwd@ropathidban a phenotypust (Reményi
és mtsi. 2010).

Az mtDNS epidemiolégiai vizsgélatok soran talalt eédmények a legjobban a francia és
taiwani eredményekre hasonlitanak. Hogyan magyarazzezt?

A Kkulonboz bevalasztasi kritériumok miatt, csak 4 orszag msad/ei voltak
0sszehasonlithatoak. Ezek kozil a taiwani és @ikaredmények hasonldak voltak a magyar
eredmeényekhez, mig a finneknél sokkal magasabb amlA3243G mutacié élordulasi
gyakorisaga. Nem zarjuk ki azt, hogy a finn népgiseg gyakoribb lenne ennek a mutacionak
a frekvenciaja, de sokkal valGsibbnek finik az a magyarazat, hogy a finn betegség
regiszterek a masik harom orszagnal sokkal joblizottdbb beteg bevalasztast tettek
lehetvé.

Milyen egyéb terlletrél ismer a jeldlt jelentés eredményeket a génterapia kapcsan?
Szamos 0j eredmértdirhallhatunk a neuroldgia teriletén belll is. Ekékul azokat emlitem,
amelyek mar kereskedelmi forgalomban vannak, vaggzs Il. vizsgalatokon taljutottak:

1. A Cereprd malignus glioma kezelésére engedélyezték. Eadgpovirus konstrukt, amely
1 typusu Herpes simplex thymidine kinase transtgtdlmaz cytomegalovirus promoterrel.

2. Parkinson korban pozitiv eredménnyel zarultééais 2 vizsgalatok (Neurologix). Adeno-
asszocialt virus konstrukciéval a GAD génjét jutilt be stereotaxids modszerrel a n.
subthalamicusba, ahol GABA termelés serkentésejsaia Parkinsonos tineteket.

3. Sclerosis multiplexben lezarultak a Fazis 2 gdtatok BHT-3009 DNSvakcinaval (a
myelin bazikus protein génjét tartalmazoé plasmidyakcina segitségével az immunrendszert
Ujraprogramozzak, ennek eredményeként a betegmktizdegrendszeri myelin antigéneket
jOl toleralja és nem tdmadja azokat.

4. Az Ataluren (PTC124) a patogén mutécio kovetkeztében kialalkdios stop kodon
atugrasaval tudja a korai fehérje terminaciot megeztni. Duchenne typusu
izomdystrophiaban és cystas fibrosisban zarultdalas 2 vizsgalatok.

5. Duchenne typusu izomdystrophiaban PRO44 és PROS&BYstrophin gén 44. ill. 51.
exonjanak némitasat célozzak a pre-mRNS splicingpf@an (exon skipping). Igy az érett
MRNS-be a megcélzott exon mar nem épul be ékodiképes transcript keletkezik
(Duchenne typusu izomdystrophidbdl Becker typus)les

Ismételten szeretném megkdszonni Dr. Faludi Gallort@domanyos eredményeim
elismerését, az értékes biralatot, az hasznosvészieket és kritikakat.
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