Valasz Prof. Dr. Szab6 Janos opponensi biralatara

Szeretném megkoszonni Szabd Professzor Ur véleményét, épitd jellegii kritikajat és a
doktori értekezés elfogadasara tett javaslatat. A kiilonbozd témakdrokkel kapcesolatos kérdéseire

sorrendben a kovetkezdket valaszolom:

Szakmai kritikai észrevételek

1. ,,4 dolgozatban bemutatott vizsgalatokban néhdny esetben a betegszam meglehetésen
alacsony. Ez nem von le a dolgozat tudomanyos értékébol, hiszen szamos esetben ritka
betegségrol van szo, de a nagyobb esetszam biztosan névelné a statisztikai analizis

pontossagat.”

A disszertaciomban bemutatott vizsgalatokban néhany esetben valoban alacsony a
betegszam, de mint Professzor Ur is emliti, ritka betegségekrdl van sz6. Az adatok statisztikai

pontossagat ndvelné a magasabb esetszam.

2. ,,Az abraknak a dolgozatba illesztésekor néhany esetben pontatlan szerkesztés lathato.

’

Egyebekben az abrak szoveges értelmezése szépen kidolgozott és részletes.’

Az olvadasi gorbe analizist mutatd abrakat a szamitogépes program generalja, azokon nem
lehet valtoztatni. Ezek jol néznek ki a monitoron, azonban beillesztéseknél veszitenek

mindségiikbol.

3. ,,4 dolgozat szovegében néhany elirds és szerkesztési hiba lathato, azonban ez érdemben

nem befolyasolja a dolgozat értékelését.”
Az esetenkénti elirdsokért is elnézést kérek.

Valaszok a feltett kérdésekre

1. ,,A Toxoplasma gondii kimutatisara napjainkban vilagszerte szamos PCR technikdt
hasznadlnak, sziikségesnek latja-e egy standardizalt, univerzalis modszer bevezetését a
kiilonbozo laboratoriumokban és melyik vizsgalati modszert tartjia a leghatékonyabbnak és

legkonnyebben elterjeszthetonek? ”

A Kklinikai gyakorlatba konnyen bevezethetd, megbizhato, olcsd és gyors moddszer
alkalmazasat én is tamogatnam. Fontos lenne, hogy egységes moddszerrel késziilt

eredményeket kapjanak a betegek. Erre alkalmas a wvalosideji PCR moddszeren
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alapulomeghatarozas, a legutobbi irodalmi adatok is ezt bizonyitjak (Filisetti és mtsai 2015).
Még abban sem talaltak kiilonbséget a szerzok, ha ,,hazi” és a cégek altal tervezett és gyartott
kitet hasznaltak az Osszehasonlitasban részt vevd laboratéoriumok. Ennek ellenére fontos
lenne, hogy CE/IVD jeloléssel ellatott kiteket hasznaljak, ami a mindségbiztositast is
elésegitené. gy az egyes reagens valtasok altal okozott problémak elkeriilhetdk lennének, és a
nyomon kovethetéség is megvalosulhatna. Az egyik gyartd termékének engedélyeztetése
folyamatban van, hamarosan CE/ICD jelzéssel forgalomba is keriilhet. Ez a kit alkalmasnak

latszik a Toxoplasma gondii egységes kimutatasara Magyarorszagon.

2. A polimorfizmusok, mutdciok kimutatasa kapcsan milyen ritka betegségekben tartand
sziikségesnek magyarorszagi  sziirdpanel kialakitisat és hogyan definidlnd a sziirés
célcsoportjat?”

A hordozdsag sziirésre két fo célcsoportot lehet elkiiloniteni, az egyik az atlagos
populacio (panethnic), a masik a kiilonboz6 etnikai csoportok. Az atlagos populacidban olyan
gének eltéréseinek a kimutatasat célozzak meg, amelyek gyakoribbak a populacioban. Az
egyes etnikai csoportokban a genetikai eltéréseknek két eredete lehet, az egyik az alapitod,
vagy founder mutacidk, a masik pedig zart populacioban az egymas kozotti hazasodas
(genetic drift) miatt egyes genetikai betegségek gyakoribb el6fordulasa.

Tobb panelt is ki lehetne alakitani, ezek lehetnének a cisztas fibrozis, neuromuscularis
betegségek, anyagcsere-betegségek, haemophilia, mitokondrialis betegségek, thrombophilia.
Ezek kialakitdsa és az egyes panelek nagysaga az anyagi koriilményektdl fiigg, de
mindenképpen indokolt olyan csalddok kivizsgalasa célzottan, ahol valamilyen genetikai
betegség gyakrabban fordul eld.

Magyarorszag népessége nem éri el a 10 millidt, igy a ritka betegségek eldforduldsa is
alacsony, ez specialis helyzetet teremt. Gyakorlatilag mara kialakult a ritka genetikai
betegségek kimutatasanak rendszere. Szinte minden egyetemen létrejottek a ritka
betegségekkel foglalkozo intézetek, amelyekhez még tarsulnak kiilonboz6é specialis teriiletre
szakosodott intézetek, laboratoriumok. A prenatalis diagnosztikaval foglalkozo intézeteknél
kiilonosen fontos tudni azt, hogy hova lehet kiildeni az adott specilis genetikai betegséggel
rendelkezd hazaspart, vagy a magzati mintajat. Az atlagos populdcioban a cisztas fibrozis, a
neuromuscularis  betegségek, az anyagcsere-betegségek, a haemophilia, amelyek
leggyakrabban meghatarozasra keriilnek. Ezek az esetek sajat laboratoriumunkban, vagy a

tarsintézetekkel egylittmiikodve kivizsgalhatok. Ha nagyon ritka betegséggel jelentkezik



valaki, akkor kiilfoldi intézetek segitségét lehet igénybe venni. Példaul a Centogene cég
Németorszagban tobb mint ezer ritka betegség meghatarozasat vallalja. Kisebb orszdgokban,
mint Magyarorszagon, nagyon sok ritka betegség meghatdrozasahoz a sziikséges
laboratériumi feltételek megteremtése nem gazdasagos.

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban tobb panelt alakitottak ki a hordozo sziirésre az
atlagos populacioban, ezek a hemoglobinopathiak, a fragilis X szindroma, a cisztas fibrozis és
az anyagcsere-betegségek kimutatasat célozzdk meg. Az elvégzendd teszteket a vizsgalando
személy, vagy csalad etnikai hovatartozasa és csaladi anamnézise szerint valogatjak Ossze.
Ilyen a GoodStart Select teszt, vagy tobb betegséget vizsgal az Inherigen teszt (160, foleg
gyermekkorban megjelend betegséget), az Inheritest 90 autoszomalis recessziv betegséget
hataroz meg, illetve a Natera One, amely 13 ACMG (American College of Medical Genetics)
altal javasolt hordozdsagot diagnosztizal.

Hazéankban a velesziiletett anyagcsere-betegségek ujsziilottkori szlirdvizsgalata 1968-
ban a fenilketonuria vizsgalataval indult, majd 1975-ben a galakatozémiaval egésziilt ki,
késObb a hipotireozis (1985), majd a biotiniddz deficiencia (1989) keriilt be a szlirépanelbe. A
tandem tomegspektrometrias modszer alkalmazasaval az ujsziilottkori szlirdvizsgalat tovabbi

22 korképpel boviilt 2007-ben.

3. A génexpresszios vizsgalatok soran a CD24 expresszios eredményeket a HPRT génre
normalizalta. Miért a HPRT gén lett a housekeeping gén, mi alapjan vdalasztotta ki?

Felmeriilt-e mas génre torténé normalizalas lehetosége?”

Meller és mtsai (2005) gyljtotték Ossze a placentdban expresszalodd haztartasi
géneket. Ezek koziil valasztottam ki néhanyat, igy a TATA box-binding protein-t (TBP), a
sukcinat dehidrogenaz komplex A alegységét (SDHA), és a HPRT-t. Az utobbi kifejezetten
alkalmas préeklampszias mintak vizsgalatara, mivel a hypoxia és a novekedési faktorok eltérd
szabalyozasa nem befolyasolja az expressziojat (Nagy és mtsai, 2008). T6bb haztartasi génre

allitottam be valosidejii meghatarozasi modszert.

A prosztataval kapcsolatos kisérletek is felhivtak a figyelmet arra, hogy mennyire fontos a
megfeleld haztartasi gén kivalasztasa a génexpresszios vizsgalatok soran. A foszfolipaz-2A
bizonyos szoveteknél jol hasznalhatd, de érdekes modon a prosztatanal nem, eltéré modon
mitkodik tumoros €s egészséges prosztata szovetekben. Viszont a B-globin megfelelt erre a

célra (Nagy és mtsai, 2009).



4. Mi a véleménye a valosidejii PCR modszer alkalmazhatosdagarol és a PCR alapu
diagnosztikai modszerek varhato fejlesztéseirol az anyai vérbol izolalhato szabad DNS

kimutatasan alapulo prenatalis vizsgalatokban?”

A valosideji PCR alkalmazasa a jovében is megmarad a mutaciok (Leiden,
prothrombin), a deléciok (F508del), a mikroorganizmusok (virusok, baktériumok,

Toxoplasma gondii), transzlokaciok, és génmanipulalt novények, allatok vizsgalataban.

A prenatalis alkalmazas lehetéségét, a technika fejlodését jo1 nyomon lehet kovetni a
szabad nukleinsavak kimutatasa soran. Dennis Lo és mtsai 1997-ben mutattak ki a magzat
nemét és RhD vércsoportjat. Erre a valosidejii PCR a legalkalmasabb modszer. Viszont a
leggyakoribb triszomiak diagnosztizalasat szerette volna minden ezzel a témaval foglalkozo
kutato és klinikus megoldani. Ezt az Gjgeneracios szekvenalok megjelenése, a tomeges paralel
szekvenalas tette lehetévé 2010-t61 (Palomaki és mtsai 2011). A leggyakoribb triszomiakat és
a magzat nemét 99,9%-0s specificitassal és szenzitivitdssal lehet ezzel a moddszerrel
meghatarozni. A kimutathato betegségek sora valdszinii, béviilni fog, Lyn Chitty, a University
of London munkatérsa és csoportja egyes génmutaciok meghatarozasat is elvégzi nem-invaziv

modon vett mintakbol (cisztas fibrozis, Fraser syndroma, stb.) (Mckay és mtsai 2012).

A jovOben varhatdo az ujgeneracios szekvenalason alapuld modszerek rohamos
elterjedése. Nagyon hasznos lenne Magyarorszagon is néhany olyan egyetemi intézet, ahol a
feltételek adottak a bevezetésre, és nem kellene kiilfoldre szallitani a varanddsok mintéit. A
hazai meghatarozas lehetové tenné a mintdk jobb nyomon kovetését, és feltételezhetden
olcsobb is lenne. Az igény megvan a varandosok részérél. Valdszinii a nem-invaziv
mintavételi eljardsokon alapuld modszerek javallati kore modosul a kdvetkezd években. A
sziirés araban is csokkenés varhato. Azt azonban figyelembe kell venni, hogy pozitiv
eredmény esetén a hagyomanyos invaziv modon vett minta felhasznaldsaval megerdsités
sziikséges, ahogy ezt a Magyar Humangenetikai Tarsasag a legutobbi kozgyiilésén (2014)
Kinyilatkoztatta. A magzatvizsejtek kromoszoma-vizsgalata egyelére az ,arany standard”

marad.



Végezetiil 6szintén koszonom Szabd Professzor Ur biralatat, észrevételeit, megjegyzéseit,
kérdéseit, és azt, hogy az értekezés elfogadasat javasolja. Tisztelettel kérem, hogy opponensi

véleményére és kérdéseire adott valaszaimat sziveskedjék elfogadni.

Budapest, 2015. marcius 16.

Nagy Balint
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