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Doktori értekezés cime:
“The role of molecular genetics in exploring the pathogenesis of multiple
sclerosis”

Nagyon kdszondém az Opponensnek disszertaciom gondos attekintését, biralatat és
fontos kérdéseit.

Vélasz az Opponens bevezetd 6sszefoglaldjaban szereplé megjegyzéseihez.

1. A disszertécié alapjaul szolgalé kozlemények listaja a tézis végén talalhato.

2. A disszertaciot két részre bontottam, mivel a 17g11 kromoszéma régié genetikai
elemzése és a kemokin molekuldk expresszids vizsgalata a sclerosis multiplex (SM)
gyulladasos, mig a mitochondridlis genetikai és biokémiai folyamatok elemzése a
neurodegenercios folyamatokat reprezentélja. A vizsgalat alanyai (csalad vs.
sporadikus beteg-kontrol) és a médszerek alapveté kilénbségei miatt is indokoltnak
latszott ez a tagolas. Azonban a tanulmany végsé konkluziéja az SM irodalomban
elészor altalam megfogalmazott Uj koncepcioban integrédlja a gyulladasos és
neurodegeneracios folyamatokat egy mitochondrialis mechanizmuson keresztul
(gyulladasos sejt termékek-> oxidacios mtDNS és mitochondrialis enzim karosodas
->apoptosis és neurodegeneracio) (Disszertacio 4.4 Kovetkeztetések és Tézis).

3. A célkitizések valéban implicit médon vannak a Disszertacié Bevezetd fejezetébe
beépitve, melyeket azonban a tézis pontokba szedve mutat.

Véalaszok az Opponens formalis megjegyzéseire és kérdéseire:

A CC chemokinek szerepe a gyulladasos demyelinizacioban

1.SM kritériumok: A tanulmanyban szerepld sokszdz SM-es csalad DNS anyaga egy
DNS bankbdl és kollaboratoroktdl szarmazott. A mintagydijtés idéigényes volt. Egy
része 2001 el6tt tortént, amikor még a Poser kritériumokat hasznaltuk, mig mas része
2001-ben vagy azutan toértént, amikor a McDonald kritériumok hasznalatara valtottunk.
Emiatt szerepel kétféle kritérium a disszertacidban.

2. A vizsgélat alanyainak etnikai hattere és formai kérdések: A tanulmany kizérolag
fehér rasszhoz tartozé beteg és kontroll anyagot hasznélt a genetikai homogenitas
érdekében. Ez minden szekcidban, beleértve az Opponens éaltal emlitett 1. tabladzat
jegyzékét is, fel van tlintetve. A bekdtott disszertacidban, valamint az MTA internetrél
letoltétt pdf-ben nem taldltam oszlopelcsuszasokat a tablazatokban. Sajnalatos médon
az Opponenshez olyan valtozat kertlhetett, melyben az internetes elektronikus
konverzio okozhatott elcsiszasokat.

3. Az SNP-k azonositasa: A 2.2.1 fejezetben 31 SNP-t tanulmanyoztam, melyek rs
szadmat (az a szam, mely alapjan az NCBI SNP adatb&zisban az SNP azonosithat6) a
2. tablazatban részleteztem. A 2.2.2 fejezetben 326 SNP-t vizsgaltam, melyek rs
szadmat nehéz lett volna tdblazatban bemutatni. Azonban ezek koziil azoknak az SNP-
nek az rs szamat, melyek asszociaciét mutattak a betegséggel, részleteztema 7.
tablazatban. A “munka” tablazatainkban (melyeket a genotipizalashoz és adat



elemzéshez laboratoriumi hasznélatra készitettliink) nemcsak az SNP rs szamot, hanem
a kontig poziciot, kromoszéma poziciét, az SNP-k egymastol valo tavolsagat és az allél
variacidkat is 6sszegydjtottik. A részletes adatokat készséggel megtekintésre tudom
bocsatani.

4. Nature 2011;476:214-219 eredményei és a dolgozat eredményei: Ezen cikk SNP
vizsgalatai két génben talaltak pozitiv eredményt a 17q11 régio kozelében. 1. Stat3
(17921.1), mely legkdzelebb esik a 1711, altalunk vizsgélt (CCL kemokin csoport)
regiohoz. (A STAT3 egy fontos jelatvivé molekula, mely szamos novekedési faktor és
citokin sejt receptorhoz val6 kétédését kovetéen aktivalddik a citoplazmaban és gének
transzkripciéjat indukalja a sejtmagban).

2. RPS6KB1 (17g23.1) kissé még disztalisabban van a kromoszéma hosszu karjan,
mint a STAT3. (Ez egy “ribosomal protein S6 kinase”, mely szerepet jatszik a sejtek
insulinra és mitogénre adott valaszaban).

A Nature tanulmany nem jelzett SM-mel asszocidlodé CCL chemokin mérkereket a
végs6 eredmeények kozott. A kilénbség tébb okkal magyarazhat6. 1. A 17
kromoszoman nagyon kiterjedt linkage disequilibrium (LD) talalhaté. Ennek
kdszonhetden lehetséges, hogy markerek tobb ezer bazispar tavolsagban sem
fuggetlenek egymastol. igy a két tanulmany kilénbségei LD altal kozos alapra
helyezhetdk. 2. A két tanulmany alapvetéen kilonbdzé betegpopulaciokban tortént. A
Nature cikk 15 orszaghdl gy(ijtott fehér beteg és kontroll mintakat vizsgalt. A mi
tanulmanyunk kizarolag Eszak-Amerikai fehér SM-es csaladok mintait analizélta. 3. A
GWAS (genome wide association study) genom szint{ statisztikai elemzése soran (a
tobbszoros dsszehasonlitas korrekcidja miatt) a gyenge asszociaciok elveszhettek, az
oriasi minta szam ellenére.

5. A CCL molekuldk expresszios vizsgalatanak mintai: A CCL molekulak expresszios
mintazatanak vizsgalata fagyasztott SM-es agymintakbal tortént. Tiz kronikus SM-es
betegbdl normalisnak tiné fehérallomany, normalisnak tiné szirkeéllomany és plakkok
Osszetartozo trigjabdl nyertiink RNS-t a szdvetek hisztoldgiai verifikalasat kovetéen.
Hasonl6an, dsszetartozé fehér- és szirkeallomanyt tartalmaz6 minta dudkat nyertiink a
kontrollokbdl (Isd. Disszertacio 2.2.4 fejezete).

Mitochondrialis genetika és a neurodegeneracié mechanizmusa SM-ben

1. Betegvalasztas a disszertacio 3.2.1.1 részében: Azon 53 fehér SM-es beteg, akinél
az ND-4, ND-1 és ND-6 gének vizsgalata tortént, részben random médon, az SM
klinikan val6 megjelenés alapjan kertilt a tanulmanyba (50 beteg), részben egy szdvet
banki elérhetéség és “SM” kritérium alapjan (3 beteg). A kontrollok mindkét esetben
etnikailag, korban és nemben is hasonlé6 megoszlast mutattak a betegekkel. Ez a
tanulmany volt az elsé mtDNS analizis a laboromban. Mint el6tanulmanyban, az elsé 20
betegnél szekvenalast végeztiink, mely altal fedeztik fel, hogy a masodlagos LHON
mutaciok gyakoribbak lehetnek SM-ben. Ez vezetett a tanulmany kibévitéséhez, és



restrikcios endonukleéz sziiréshez a nagyobb kohortban (majd atfogo vizsgalatokhoz).
Egy fenotipus alapjan torténd eltorzult beteg szelekcié azért sem jatszhatott szerepet a
mintak gyUijtésében, mivel semmilyen fenotipus jegy nem asszocialédott a masodlagos
LHON mutéciokkal (Ids. Disszertacid 3.3.1 fejezete; 17 és 18 t4blazat).

2. M&sodlagos LHON mutaciok mas autoimmun betegségekben: Egy kollaborécids
tanulmanyban Dr. Perl Andrassal (Clinical Immunology 2008;129:31-35), megvizsgaltuk
az SM-mel asszociaciokat mutatdé SNP-ket SLE-ben. A masodlagos LHON variaciok
kozil csak az 4917 SNP “G” allélja (ND2) mutatott asszociaciot mind SM-ben, mind
SLE-ben. Ezen kivil egy 9055 pozicidban levé SNP “A” allélja (ATP6) asszocialodott
mindkét betegséggel. Azonban a 9055 SNP (nem LHON variacio) altal is meghatarozott
K* haplotipus, melyet mi SM-mel asszociacidban talaltunk, nem volt pozitiv SLE-ben. A
munkankat kévetéen, egy Scandinav tanulmany a 13,708 SNP-t talalta SLE-vel
asszociaciéban, de kilonds médon csak férfiakban (Lupus. 2009;18:309-312).

3. Masodlagos LHON variaciok a patogén mtDNS mutacidk hatasat médosithatjak-e?
Az elsédleges LHON mutécidk koézul a 11,778 és 14,484 mutaciok (de nem a 3460
mutacio) a Kaukazoid vagy fehér mtDNS J haplocsoportban talalhatdk legnagyobb
gyakorisaggal, melyeket masodlagos mtDNS variaciok hataroznak meg. Ez alapjan
lehetséges, hogy a patogén mutaciok penetranciajat a masodlagos LHON variaciok
fokozzak (Am J Hum Genet. 1997;60:381-387; Am J Hum Genet. 1997;60:1107-1121;
Am J Med Genet A. 2003;119A:147-151). Azonban a ma elérheté biokémiai vizsgalati
mobdszerek és elemzések nem tAmogatjak azt a feltételezést, hogy a masodlagos
LHON mutaciok tovabb cstkkentenék az elsédleges LHON mutacidk altal okozott
energia metabolizmus karosodast (Brain. 2000;123:1896-1902). igy a masodlagos
LHON mutaciok szerepe jelenleg nem teljesen tisztazott a LHON tipusu latéideg atrofia
kialakuldsaban.

4. A SM-es és NMO-s betegek mintéi, akiknél mtDNS szekvendlas tortént: A betegek
kivalasztasanak szempontjait a 3.2.1.3 fejezet részletezi. Egy SM-es betegtdl
postmortem agymintat hasznaltunk, mig a masik két SM-es beteg vérébél szarmazo
periférids mononuklearis sejteket vizsgaltunk. Mindhdrom NMO-s betegtél postmortem
kozponti idegrendszeri mintdkat hasznéltunk. Csak homoplazmikus variaciokat talaltunk
a szekvanalas soran, amit a 19. tdblazat foglal 6ssze. A 19. tdbldzat oszlopainak
sajnalatos elcsuszasa az Opponenshez jutott disszertacio valtozatban valdszinileg
ismét az elektronikus konverziéval all 6sszefliggésben.

5. Az SM-es és NMO-s betegekben szekvenalassal meghatérozott varidciok tovabbi
vizsgalata. A 19. tablazat jelzi, hogy a szekvenalassal talalt variaciokat tovabb
vizsgaltuk 52 Ujabb SM-es betegben és 63 korban, nemben és etnikus szempontbdl
illesztett kontrollban. Egyik variaci6 sem mutatott statisztikailag szignifikans kilénbséget
a két kohortban. Kontroll DNS mintakat nem szekvenaltunk.

6. A Complex | génjeiben talalt SM asszociaciok a GWAS eredményekkel hasonlitva: A
Complex | NDUFS5, NDUFS7 és NDUFA7 szubunitjaiban jelenlevé SNP-k és
haplotipusok asszociaciét mutattak SM-mel az altalunk vizsgalt csaladokban, de ezek
az asszociaciok nem voltak statisztikailag kimutathatéak a nagyobb, teljes genomot
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vizsgalé GWAS tanulmanyokban (N Eng J Med 2007;357:851-862; Nature
2011;476:214-219). A kllénb6z6 vizsgalati alanyokon kiviil, ennek oka statisztikai is
lehet (a fent is jelzett tdbbsz6rés 6sszehasonlitas korrekcidja kévetkezményeként az
enyhe asszociaciok elveszhetnek a GWAS-ban). Azonban érdemes megjegyezni, hogy
a Complex | funkcionalis jelentéségén kivil, ezen gének és SNP-k tanulmanyozasa
azeért is tortént, mert olyan kromoszéma régiékban talalhatéak, ahol a korabbi SM
linkage tanulmanyok pozitiv lod score-t mutattak (Nature Genetics 1996;13:464-468;
1996;13:469-471; 1996;13:472-476).

7. Complex |-V légzési lanc enzimek funkciéja SM-ben: Mi az NADH-DH (Complex |),
Complex I+11l, Complex I+l és Complex IV, valamint a citrat szintaz enzimek
aktivitasat vizsgaltuk 10 6sszetartozé SM-es normalisnak tiing fehérallomany és plakk
parban. A plakkok 70%-aban csékkenést talaltunk az NADH-DH (Complex |)
aktivitasaban, és egy val6észiniuleg kompenzatorikus névekedést a Complex IV
aktivitasaban. Ez az eredmény a Complex | aktivitas karosodasat jelezte a gyulladasos
plakkokban (sajat szoveti kontrollal 6sszehasonlitva). Mas enzimaktivitas valtozast nem
detektaltunk (Lsd. Disszertaci6 3.3.3.3 fejezete).

8. Kapcsolat az alacsony D vitamin szint &s a mitochondrialis funkcionalis karosodas
kézott: Ezt az érdekes kérdést tudomasom szerint direkt médon még nem vizsgaltak
SM-ben. Azonban kapcsolat lehetséges, mivel a citokrém P450 enzim, mely a D vitamin
metabolizmusaban fontos szerepet jatszik, a mitochondriumba lokalizalodik. P450 27A1
és P27B1 katalizalja a vitamin-D3 25-hidroxilaciéjat, majd a 25-OH-vitamin-D3 1alfa-
hidroxilaciojat, rendre (Arch Biochem Biophys. 2006;445:138-146). A mitochondridlis
enzimek gyulladasos karosodasa plakkokban potencialisan befolyasolhatja a D vitamin
metabolizmusat, de nem magyarazza meg a szisztémas D vitamin hianyt. Vice versa,
prenatélis D hipovitaminézis negativan befolyasolhatja fontos agyi molekulak
expresszidjat, beleértve a mitochondrialis energia metabolizmus enzimieit, és ezaltal az
agy fejlédését is (J Steroid Biochem Mol Biol. 2007;103:538-545). Ez viszont nem
magyarazna meg, miért csak a plakkokban talaltunk mitochondridlis karosodast.
Masreszrdl, filogenetikai elemzések jelzik, hogy bizonyos konzervativ mtDNS mutaciok
segithették az északi klimahoz és alacsony UV-besugarzashoz valé alkalmazkodast az
evolucié soran, de ugyanazon SNP-k ma szerepet jatszhatnak betegséggel valo
asszociaciokban (Science 2004;303:223-226). A kinalkoz6 6sszefliggések alapjan, az
Opponens kérdése Uj lehetdséget vetithet elére az SM vizsgalataban.

Az Opponens birélatat, megjegyzéseit és kérdéseit mégegyszer nagyon halasan
készénom.

Tisztelettel,

Ca (S 3 o

Dr. Kalman Bernadett
2011.10.27.





