MTA doktori értekezés biralata

Nagy Nikoletta: ,,Genotipus-fenotipus 0sszefiiggések feltarasa, funkcionalis vizsgalatok és

terapias fejlesztések monogénes betegségekben”

Szalai Csaba

Nagy Nikoletta MTA doktori értekezésében az elmult 10 év, foleg borbetegségek genetikai hatterét
vizsgalo kutatasairdl, terapias fejlesztésekrél szamol be. A dolgozat az irodalomjegyzékkel és a
kdszonetnyilvanitassal egyiitt 136 oldal. A dolgozat szovege konnyen érthetd, magyaros, van

ugyan benne néhany eliités, de ebbdl a szempontbdl is megfeleld mindségi.

A dolgozat a tartalomjegyzék utdn egy nagyon hasznos roviditések jegyzékével kezdddik, majd
utana kovetkezik a bevezetés, majd az el6zmények, célkitiizések, betegek és modszerek,
eredmények, megbeszélés, Osszefoglalas, eredmények jovObeni hasznositasa és a végén a
kiilonb6z0 irodalmi adatok. Megallapitom, hogy formai, szaknyelvi €s érthetdségi szempontokbol

a disszertacido megfelel az MTA doktori dolgozatokkal szemben tamasztott kdvetelményeknek.

Az MTMT alapjan (2021.07.21-ei adatok alapjan) a PhD fokozat megszerzése 6ta a jeloltnek 81
publikacidja jelent meg, Az Osszes fliggetlen idézeteinek szama a vizsgalt idépontban 940, 25 elsd
szerzOs ¢és 16 utolsé szerzds kozleménye van. Ezek alapjan megallapitom, hogy szcientometriai
szempontbdl Nagy Nikoletta magasan teljesiti az MTA doktori cim elnyeréséhez sziikséges

feltételeket.

A dolgozat a ,Bevezetés és az elézmények” fejezettel kezdddik, amely a szokédsos irodalmi
Osszefoglalot valtja ki. Relativ rovid, és kizardlag a monogénes bdrbetegségek bemutatisara
szoritkozik. Rogon a harmadik mondatnal beleiitkdztem egy kisebb furcsasagba. Az itt talalhatd
gyakorisagi adatok kicsit eltértek az altalam ismertekt6l, és utana akartam nézni, hogy milyen
forrasbol szarmaznak. Sajnos kideriilt, hogy a megadott forrdsok nem tartalmazzak az idézett
adatokat. Egyébként maga a fejezet szakszerli, szabatos leirassal szolgal a vizsgalt

borbetegségekrdl, jelezve, hogy a jeldlt valoban kitlind szakembere ezeknek a betegségeknek.

A ,,Célkitlizések™ részben 0sszesen 15 pontban megismerkedhetiink a dolgozat hatralevd részében

leirt kutatasok céljaival. Egy kisebb hibat ebben a részben is talaltam, ami sajnos azt is mutatja,



hogy a jelolt a régebben lezajlott kutatassal kapcsolatos irodalmi adatokat nem mindig aktualizalta.
Itt pl. az szerepel, hogy a HAEIII kizarolag ndket érint. Ezt sokdig tényleg igy gondolték, azonban
késébb talaltak férfi betegeket is, a férfi: né ardny egy 2015-6s publikaci6 alapjan 1:68. Erdekes
viszont, hogy a jelolt els6szerzéségével késziilt cikkben az ,,almost exclusively affects females”

kifejezés szerepel, ami viszont szintén arra utal, hogy a betegség férfiakban is el6fordulhat.

A ,Betegek ¢és modszerek™ részben ismerkedhetiink meg a vizsgalt betegekkel és a vizsgalati
modszerekkel. A betegek bemutatasanal sz€ép €s informativ csaladfakat €s tavolrol sem szép (bar
értékes) fényképeket lathatunk néhany borbeteg betegrol. A vizsgalati modszerek leirdsa elég
sajatosan, hibrid-modszerrel késziilt. Azaz van egy-két rész, ami nagyon részletesen le van irva, pl.
hany mikroliter desztillalt viz kell a PCR-be, vagy hany mikroliter festék kell az agardz gélbe, de
az agaroz gél (vagy a puffer?) mennyisége (amibe a festék keriil) mar nincs megadva. Ezzel
szemben vannak olyan mddszerek, amirdl alig van informacid, pl. 30 gén megszekvenalasa.
Szintén nincs kifejtve, hogy a WES mindségellendrzésében milyen szerepe van a tejes genom
asszociacios vizsgalatnak. Az is furcsa, hogy részletesen le van irva egy PCR program, pontos
idokkel, hdmérsékletekkel, azzal a kiegészitéssel, hogy az igy tortént, majd néhdny mondattal
késébb mar az szerepel, hogy az annealing hdmérséklete fiigg az adott primerpartol (azaz
reakcionként kiilonbdzhet), a szintézis ideje pedig a termék hosszatdl, azaz az elézdleg megadottol
ez is eltérhet. En Ggy gondolom, hogyha a cél a reprodukalhatésag, akkor mindent ennek
megfelelden le kell irni. De itt szerintem ez nem lehet cél, igy talan elég lett volna a médszerek
rovid leirdsa és a megfeleld irodalmi hivatkozas. Valosziniileg eliras, hogy a génexpresszids
vizsgalatokhoz a mintavétel 7,15,90... stb. nappal a kezelés el6tt tortént. Késdbb az eredményeknél

kideriil, hogy a mintavételek a kezelés utan torténtek.

A dolgozat leghosszabb, leginformativabb része az eredmények bemutatasa. Ez a fejezet, részben
nemzetkozi egyiittmiikodéssel, részben hazai kutatolaboratoriumban végzett kutatasok, valdban
vilagszinvonalt eredményeit mutatja be érthetden, szabatosan. A dolgozat f6 témaja a betegségek
hatterében levd genetikai rendellenességek detektdlasa. Talan a legérdekesebb eredmény egy
kiterjedt, 4 generacios, 24 ¢érintett taggal rendelkezd csalad vizsgalata alapjan elséként
az OMIM-ban FCTCS-nek roviditett betegséget maig is csak ebben az egyetlen csaladban
detektaltak. Nekem, ami ebbdl a részbdl kicsit hianyzott az a LOH (loss of heterozygosity)



értelmezése, amit a tumoros szovetben detektaltak. Itt ugyanis a daganatos szovetbdl izolalt DNS-
ben az ATR gén szekvenalasakor a mutans lokuszban homozigoétasagot tapasztaltak. Mivel annak
a valdszinlisége, hogy egy ilyen ritka mutacio pontosan ugyanazon a helyen torténik a két homolog
génben nagyon kicsi, ez valdszintlileg a vad allél (gén) delécidja révén torténhetett, azaz itt
hemizigdtasagot lehetett tapasztalni. Ez az idézett cikkben szerepel is, a dolgozatbdl azonban

kimaradt.

Az el6z6h6z hasonldan a kovetkez6 eredmény is a londoni St John's Institute of Dermatology
kutatéhelyrdl szarmazik. Itt egy CPN-ben szenvedd marokkoi csaladban azonositottak a betegséget
okoz6 mutacidt. Sajnos itt is egy példat lathatunk arra, hogy a jeldlt a dolgozat irdsakor nem mindig
nézett utana az Gjabb eredményeknek, hiszen az itt ismeretlen funkcioja C160RF57-nek nevezett
gént id6kozben atnevezték USB1 génre és némi funkcidt is kapcsoltak hozza, igaz, pontos
funkcidja még mindig bizonytalan. Erdekes, hogy ugyan a csaladfan latszik, de a szovegben, az
eredmények résznél nincs megemlitve, hogy a betegek sziilei unokatestvérek voltak, és igy lehettek
a betegek homozigotak a betegséget okozo deléciora. Igaz, a betegeket leird részben szerepel a

rokonhazassag.

Erdekes eredmény az RDEB-ben szenvedd betegben kimutatott mozaikossag leirasa és a COL7A1
génben kimutatott, egyes keratinocitdkban megtortént reverziot és igy csokkent tiineteket okozd

intragenikus keresztezddés bizonyitésa.

A HAEIII-at okozo, F12 génben azonositott rekurrens mutacié leirdsanal, én hianyoltam annak
kozlését, hogy itt egy funkcionyeréses mutaciorol van szo6 (az szerepel, hogy a HAE lll-at az F12
diszfunkcio eredményezi). Ez azért is fontos, mert igy nyer értelmet az, hogy a nékben a magas
Osztrogénszint (F12 gén promoter régioja egy Osztrogén érzékeny részt tartalmaz) miért okoz pont
a mutacioval rendelkezOkben rohamot. Hozza kell tenni, hogy a jelolt idézett publikaciojaban

szerepel a ,,gain-of-function” jelzé a mutacioval kapcsolatban.

A 29. dbran lathato csaladfaban vannak betegek, amelyek kétféle szinnel vannak beszinezve (z6ld
¢és kék), amely az értelmezés alapjan egyszerre tlinetes €s tiinetmentes egyéneket jelolnek. Melyik
az igaz? A IV/2-es beteg a lila jelolés alapjan a WNT10A génben c.682T>A mutaciot, mig a

képalairas alapjan ¢.321C>A mutéciét hordoz. Melyik az igaz?



Nagyon érdekesek azok a kutatasok is, amelyekben azonos mutaciokat hordozo, de kiilonbozo
orszagokban, vagy csaladokban ¢é16 betegekben haplotipus vizsgalatokkal nézték, hogy a mutaciéd
egy azon alapitohatas eredményeként jott-e 1étre. A CYLD génben, magyar BSS (Brooke-Spiegler
szindréma) betegekben talalt rekurrens mutacio, két angliai betegben is eléfordult. A lehetséges
alapito hatast harom SNP genotipizalasaval vizsgaltak, és arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy itt
fiiggetlen mutacidés események allnak a hattérben. A szdmomra rendelkezésre 4llo (lehet, hogy
hianyos) adatokbol, én errél nem vagyok meggy6zddve. Eleve annak a valdszintisége, hogy két
csaladban is egymastdl fiiggetleniil ugyanaz a betegséget okoz6 mutacié kdvetkezzen be nagyon
kicsi, bar valoban nem kizart. A pontos nagy haplotipusokat, a csaladvizsgalatok mellett (amirdl
itt nincs adat), leginkabb gy lehet meghatarozni, ha az apai és az anyai kromoszomakat szeparaltan
tudjuk megszekvendlni. Itt nem ez tortént. Becsiilt haplotipusokat nagyobb populacidok esetén
statisztikai modszerekkel lehet még josolni. Itt errdl sincs sz6. Az etnikum specifikus haplotipus
blokkokat még adatbazisokbdl is ki lehet nyerni, de erre itt nem tortént utalds. Ebbdl kovetkezden
én nem latom bizonyitottnak, hogy a III. tdblazatban pirossal jelolt allélok egy haplotipuson vannak
a mutacioval. A rendelkezésre allé adatokbol nem donthetd el, hogy mely allélok vannak egy
haplotipuson. Ezt figyelembe véve, egyediil a V/6 magyar betegnél latszik egyértelmiien, hogy a
haplotipus kiilonbo6zik az angol betegekétdl. Viszont ezt akar a meidziskor bekdvetkezd crossing
overrel is lehet magyarazni, amikor is a torés a két variacio kozott kovetkezik be, igy ezek elvalnak
egymastol, ami tekintve, hogy ennek nagyobb a valoszinlisége, mint annak, hogy két betegben
egymastol fiiggetleniil ugyanaz a mutécio jojjon létre, kérdésessé teszi a hatarozott kijelentést.
Persze lehet, hogy szamomra rendelkezésre nem all6 adatok valdban a fiiggetlen mutacios
eseményre utalnak. Egy alternativ magyarazat lehet még, hogy az allélok nem egy haplotipus-
blokkba tartoznak. A kérdésem az, hogy vannak-e mas bizonyitékok a dolgozatban

megfogalmazott 4llitdsra? Hasonld a kérdésem a ¢.2272C>T mutécio esetén is.

A kovetkezo kérdésem az OCA betegségekkel kapcsolatos. Az OCA1 az irodalmi adatok alapjan,
illetve ahogy az enzimgén mutaciok altaldban, egy autoszomalis recessziv 6roklodésii betegség. Ez
nincs megemlitve. Viszont tobb betegben is csak az egyik TYR génben azonositottdk a mutaciot,
ami alapjan nem kéne, hogy betegek legyenek. Az OCA4 is hasonléan o6roklodik. Az
OCA1/OCA4-nek diagnosztizalt betegben egy-egy mutaciot detektaltak a TYR és az SLC45A2

génben, ami alapjan szintén nem kéne a betegségnek kialakulnia. Mi az ellentmondésok feloldasa?



Tekintve, hogy itt elsdsorban genetikai vizsgalatokrol van szd, a pityriasis rubra pilaris (PRP)
leirasanal azt hidnyoltam, hogy nem szerepel, hogy ez egy alapvetden poligénes, multifaktorialis
betegség, illetve, hogy a monogénes valtoztaban, amely autoszomalis dominans 6roklédést mutat
a CARD14 génnek funkcionyeréses mutacidja all a hattérben. Ezek szerintem a disszertacidban

leirt adatok értelmezése, megértése szempontjabol fontos adatok lettek volna.

Tudomanyos ¢és gyakorlati szempontb6l is a dolgozat erdsségei kozé tartoznak a funkcionalis
vizsgalatok ¢és a terapias fejlesztések. A funkcionalis vizsgalatok koziil kiilondsen érdekes a mi-
125b szerepének vizsgalata pikkelysomoros betegekben. Szintén kiemelendd, hogy a

szabadalmaztatott terapias fejlesztésrél beszamolo publikacié a jelolt elsé szerzés munkaja.

Az eredmények megbesz¢élése nem tartozik a dolgozat erdsségei koze, kissé elnagyolt munka. A
korabban emlitett hidnyossdgok magyarazata a megbeszélések részbdl is hianyoznak, sokszor az
eredmények értelmezése hidnyos, nagyon sokszor foleg az eredmények megismétlése szerepel, és
a magyarazatokbol sokszor hidnyoznak olyan kulcsszavak, amelyek hozzdjarulhatnanak az
értelmezéshez. Hozza kell tenni, hogy ezek az eredeti kdzleményekben éltalaban benne vannak,
csak ide nem keriiltek at. Erre példa (a korabban emlitetteken kiviil), a 46 és 47. abra, amelyek a
képalairasukkal ellentétben nem magyarazzak a pathomechanizmust, csak anyagcsere-tutvonalakat
mutatnak be. A publikaciokban viszont, ahonnan ezek az abrdk szarmaznak, részletes, a

pathomechanizmust tényleg magyarazo képaldirasok szerepelnek.

Az értekezés kapesan, a kordbbiakon kiviil megfogalmazddott kérdéseim a jel61thoz:

1. A disszertacioban felsorolt eredmények viszonylag nagy része egy londoni
kutatdlaboratoriumban késziilt, és az ezekbdl késziilt publikdcidkban a jeldlt nem terminalis szerzd.

A kérdésem, hogy ezekben a kutatdsokban mi volt a jel6lt munkéja?

2. A BSS betegségben a CYLD génben detektalt mutacidokon kiviil WES-sel azonositottak 3 SNP-
t 3 masik génben, amelyek feleldsek lehetnek az angliai és a magyar betegek tlinetei kdzotti
kiilonbségekért. A dolgozatban jelzett funkciondlis vizsgalatoknak, amely magyardzza a

kiilonbségeket, van-e mar valamilyen eredménye?



3. Kimutattak, hogy az allogén fibroblaszt injekciok hatasara a COL7A1 mRNS termelés 2/3-4at a
beteg sajat kollagénje adja. Ezt az ilyenkor kiviilr6l bevitt HB-EGF okozza, vagy egy olyan bevitt

faktor, ami a sajat sejtekben a HB-EGF expressziot fokozza?

4. A szabadalmaztatott HB-EGF kezelésnek van-e mar gyakorlati kovetkezménye? Klinikai

vizsgalat, eredmények stb?

Az értekezés €és a megadott publikiacidok alapjan a kovetkezoket fogadom el a jelolt sajat

tudomanyos eredményeként:

1. A génexpresszios vizsgalatok alapjan feltételezik, hogy a recessziv disztrofids epidermolizis
bullozaban (RDEB) alkalmazott allogén fibroblaszt injekciok hatékonysaganak hatterében a
paciens sajat C7 termelddésének fokozdodasa allhat. Az eredmények egy 10 terdpias moddszert
alapozhatnak meg, amelyre egy nemzetkozi szabadalmat is benyujtottak, melyre 2011-ben

végleges oltalmat is kaptak.

2. Herediter angioneurotikus 6déma Il1-as tipusaban (HAEIII) egy brit csaladban egy, a betegséget
okoz6 mar ismert mutaciot azonositottak az F12 génben, és haplotipus vizsgalattal bizonyitottak,
hogy mas HAEIIl-as eurdpai paciensek, akik ugyanezt a mutaciot hordozzak, kozos Ostél

szarmaznak.

3. Genetikai vizsgalatokkal kimutattak, hogy a Schopf-Schulz-Passarge szindroma (SSPS) és az

odonto-onycho-dermalis diszplazia (OODD) ugyanazon betegség eltérd klinikai variansai.

4. A CYLD génben egy 0l misszensz muticiot azonositottak és megallapitottak, hogy a gén
ugyanazon mutacioi, részben mas moddositd genetikai faktorok hatasara kiilonb6z6é klinikai
variansokat (Brooke-Spiegler szindréma, familiaris cylindromatozis, 1-es tipusi multiplex

familiéris trichoepitheliomatdzis) eredményezhetnek.

5. Feltételezett modositd genetikai faktorokat azonositottak Papillon-Lefévre és Haim-Munk
szindromakban, azaz a CTSC génben ugyanaz a mutacié a modositd genetikai faktorok hatdsara

mas klinikai képet eredményezhet.

6. Az SLC45A2 génben két Uuj mutacidt azonositottak, amelyek okulokutan albinizmus 4-es

tipuséban jatszhatnak szerepet.



Megjegyzem, hogy a jelolt 6sszesen 12 pontban ismerteti a sajat megallapitasait. Az értekezés és a
publikaciok alapjan én azokat a megallapitasokat tudtam sajatként elfogadni, amelyek
publikacidiban a jeldlt elsd, vagy utols6 szerzd. Ettdl fiiggetleniil lehetséges, hogy a jelolt mas

eredményekben is jelentds szerepet jatszott, ez a védésen kidertiilhet.

Osszességében megallapitom, hogy Nagy Nikoletta MTA doktori munkija egy nagy és jelentds
kutatdsi munka Osszefoglaldsa. Igazan dicséretre mélto, hogy egy praktizalo orvos, ilyen mélységi
genetikai kutatdsokkal is foglalkozik. A jeldlt altal leirt eredmények komolyan jarulnak hozza a
borbetegségek genetikai hatterének megértéséhez. Es bar az eredmények leirasaban vannak
hianyossagok, és a biralatomban féleg ezekkel foglalkoztam, dsszességében a jelolt publikacioi
alapjan megallapithato, hogy Nagy Nikoletta jogosan palyazott az MTA doktora cim elnyerésére,
szamos eredeti tudomanyos eredménnyel gyarapitotta a tudomanyszakot, ezért a doktori értekezés

elfogadasat, a nyilvanos védés kitlizését €s a cim odaitélését javaslom.

Budapest, 2021. 08. 26.
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