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Genetikai polimorfizmusok vizsgidlata: a génvariaciok molekularis hatasatol a komplex jellegek
orokletes hatteréig c. MTA Doktora értekezésérdl

Dr. Rénai Zsolt, a leldlt 145 oldalas dolgozatban foglalta 6ssze eddigi kutatdi palyajanak fobb eredményeit,
ezzel a munkaval palyazik az MTA doktora cimre.

A dolgozat formai birglata: A dolgozat formailag, nyelvhelyességben rendkivll igényes, csupdn két helyen
leltem - a 99. és a 100. oldalon - egy-egy gépelési hibara. A Jelolt gondosan dsszedllitott Réviditésjegyzékkel
segitette az Olvasot az igen Osszetett téma kdvetésében. Magyar nyelvhelyessége kiemelkedd, a dolgozat
mondanddja jél kdvethet§.

A dolgozat tartalmi birdlata:

A Jelblt kozel 10 oldalas Bevezetést irt (5-14. oldal), amelynek nagy része {5-9. oldal, valamint 11-14. oldal)
elssorban olyan tankdnyvi tudnivaldkat ismertet, amely napjaink felséfok( oktatdsdban a bioldgus- és
orvosképzés alapinformdacidja. Megitélésem szerint a Bevezetés 10-11. oldaldn leirt ismeretek kétSdnek
szarosabhan a Jeldlt kutatdsi témajahoz, adjak meg annak konkrét hatterét.

Az lrodalmi dttekintés rész a 15. oldalon indul és az 53. oldalig tart, mindésszesen tehat 39 oldalt tesz ki.
Végigolvasva ezt a részt hasonld benyomasom alakult ki, mint a Bevezetés rész kapcsén: itt is rendkivil nagy
az arénya az un. tankdnyvi ismereteknek, meglatasom szerint a Jeldlt ,tdl messzirgl” kezdte megadni a sajat
célkitiizéseinek, eredményeinek értelmezéséhez szitkséges irodalmi ismereteket. Ez elsésorban a 28-40.
oldalakon leirt modszerek tulzdéan részletezd leirasanak olvasasa kapcsdn fogalmazddott meg bennem.
Raadésul clyan metodikakat is viszonylag részletesen ismertet, amelyek az NGS id&szakaban mar teljesen
elavultnak szdmitanak: napjainkban szinte mar csak tudomanyiorténeti érdekességként gondolunk vissza pl.
az SSCP madszerre (35. oldal). Szintén nem tartottam indokoltnak, hogy a DNS szekvendlds metodikdjénak
fejlddését ugyancsak 5 oldalon (36-40. oldal) keresztiil ismertette a Jeldlt a dolgozatanak frodalmi dttekintés
részében, akkor, amikor sajat metodikai fejlesztései elsGsorban PCR alaplak voltak. A 40-45. oldalig terjedd
részben a genom szintl asszociacios vizsgalatokradl és a hipotézis vezérelt kandidans gén vizsgalatokrd! irt a
Jeldlt, megitélésem szerint ugyancsak tankényvi ismereteket megosztva az olvasokkal. Sajat vizsgalatainak
irodalmi hatterét a kandidans génvizsgalatok kapesén leirt ismeretek adjak meg.

A Jeldlt az frodaimi attekintés rész 19-27-ig oldalan ismerteti azokat a géneket, amelyeket munkdja soran 6
maga is vizsgalt: D4 dopamin receptor gén, a wolframin gén, a SNAP-25 gén, valamint a 4-es komplement
komponens fehérjét kodold gén. Ez a rész érdemben késziti eld a Jeldlt sajit kutatdsi tevékenységével
kapcsolatos ismeretek értelmezését, ugyanakkor nagyon hidnyoltam, hogy az frodalmi dttekintés részben a
leldlt gyakorlatilag semmit nem irt azokrdl a human jellegekrdl, ill. kérképekrdl, amelyekben a fent felsorolt
gének variansait vizsgalta. Az ezzel kapcsolatos alapinformacickat a Jeldlt az Eredmények és megbeszélés
részbe helyezie, a 85. oldalon kezd6d6 5.2 ,Asszocidcids vizsgalatok” részbe, ahol az agresszid, a
cukorbetegség és az impulzivitads jellegekkel, ill. kérképpel kapcsolatos alapinformacidkat irja le. Megldtasom
szerint ezeknek az ismereteknek az Irodalmi dattekintés fejezetben lett volna a helye és reszletesebben
kifejtve, mint ahogyan a dolgozat Eredmények fejezetében olvashaté. A Jelblt a 45. oldailon indulé 2.3.3
alfejezethben ismerteti a genetikai variaciék molekuldris hatasanak elemzéséhez kapcsolodd irodalmi




hatteret. Ezzel a 9 oldalt kitevé résszel kapcsolatosan is az a meglatasom alakult ki, hogy mind a DNS-fehérje
kélcsénhatasokat vizsgdlé mddszerek, mind a miRNS-ek hatdsdnak vizsgélataval kapcsolatosan ismertetett
adatok meglehetdsen tankdnyvi jellegliek, valamit elsGsorban metodikai ismereteket tartalmaznak.

A Jeldlt egy oldalnyi terjedelemben fogalmazta meg a Célkitiizéseket. A Jeldlt nyolc elkiiléniilt, j6l definialt
celt fogalmazott meg. Ezek kozdl négy kimondottan metodikai fejlesztésekkel kapcsolatos, majd tovabbi
négy a bedllitott mddszerekkel végrehajtott vizsgalatokat tiizte ki célul. Taldn itt érhetd leginkabb tetten az
egész dolgozat erdsen metodikai jellege. Meglatdsom szerint egy hipotézisvezérelt, koncepciézus genetikai
munkdban a célokat pont forditva kellene kitlizni: els6ként azt megfogalmazni, hogy milyen hipotézis
mentén mely betegségekben/jellegekben mely gének varidnsait tervezzitk vizsgdlni, illetve milyen
funkciondlis vizsgdlatokat tervezett elvégezni, MAID EZT KOVETOEN leirni, hogy a kit(izott célok
végrehajtasahoz milyen metodikai fejlesztéseket kellett végrehajtani.

A Modszerek rész 8 oldal terjedeimd, joI kdvethetden, érthetdn ismerteti a Jeldlt a fébb alkalmazott
metodikakat. Két kérdésem, ill. megjegyzésem van a fejezettel kapcsolatosan. Az 56. oldalon, a 6. dbrin
bemutatott OpenArray lemezzel kapcsolatosan a Jeldltnek volit-e sajat fejlesztési tevékenysége? Ha nem,
akkor nem tartom indokoltnak a bemutatdsat a dolgozatban. A 4.3 rész cime ,Molekuldris biolégiai
vizsgélatok”. Szerencsésebbnek tartottam volna a szakirodalomban elfogadott terminoldgia szerint
»Funkcionalis vizsgdlatok” cimet adni ennek az alfejezetnek, ugyanis a leirt mdédszerek mind azt célozzék,
hogy az azonositott genetikai varidnsok funkcionélis hatdsait feltarjak.

Az Eredmények és megbeszélés fejezet 48 oldal terjedelmd, alapvet8en 14 kdzlemény eredményeit dsszegzi,
illetve tovabbi 12, a dolgozat témdjahoz kapcsolddé kozlemény (Osszesen 26 tanulmany) anyagat épitette
bele ebbe a fejezetbe a Jeldlt. Végigolvasva a kdzlemények cimét, a Jeldlt 14 tanulméanyban foglalta 6ssze a
metodikai fejlesztéseinek eredményeit, valamint 12 olyan kdzleménye van, amely valamely human vagy
kutya jelleg, ill. betegség hétterében &llo genetikai variansokat vizsgdlt. Ez a metodikai hangsaly végig
nyomon kdvethetS az Eredmények és megbeszélés fejezet olvasdsa soradn. Ezzel kapcsolatosan azt szeretném
megkérdezni, hogy a Jeldlt dital fejlesztett Uj médszerek mds kutato laboratériumokban (akdr hazai, akér
kilfoidi) bevezetésre, alkalmazdsra keriiftek-e.

Az elsé alfejezet a DRD4 receptor varidnsainak vizsgalatdrol szél human és kutya mintdkon. Az alfejezet a
kutya fajtdk DRD4 variansainak leirasaval végzédik a 67. oldalon. Az eredmények megbeszélése néhany
mondatra korldtozodik és a Jeldlt nem diszkutélja, hogy az altala vizsgait polimorfizmusok a vizsgilt 4
kutyafajta és a farkas temperamentumanak meghatarozasaban, annak killbnbségeinek kialakitdasaban részt
vesznek-e. Kérem a Jelditet, hogy az ezzel kapcsolatos informdcioval egészitse ki a dolgozatban
olvashatékat! Hasonléan hianyérzetem maradt annak az alfejeznek a végén, amelyben a Jeldlt a
glikogénszintdz-kindz 3béta gén (GSK3B) CNV-jének vizsgilatat ismerteti, illetve azt, hogy a genotipizalast
tdbb szdzas beteg és kontroll csoport bevondsaval elvégezték. A kapott eredmények révid leirdsa olvashaté
az alfejezetben, de azok diszkusszidjat nem adja meg a Jeldlt az alfejezet végén, genotipus-fenotipus
gsszeflggés megdllapitasa, illetve annak hidnya nem kerilt leirdsra, az alfejezet utolsé megallapitasai is
metodikai jellegliek. Kérem a lelGitet, hogy ha sajit eredményeibdl, vagy a szakirodalombél erre
vonatkoz6 megdallapitasok fellelhetok, akkor azokat ismertesse!

A 85. oldalon kezd&dd 5.2 alfejezet a leldlt altal elvégzett asszociacids vizsgalatokrol szol. Modszertandban a
leldlt értelemszeriien nagymértékben tadmaszkodott az dltala fejlesztett metodikdkra. It is szeretném
megtenni az észrevételt, hogy a lel&lt dltal vizsgdlt human korképekrdl és jellegekrdl, valamint az azok eddig




feltdrt genetikai/genomikai hatterérdl szold alapinformacidknak meglatdsom szerint az frodalmi Gttekintés
részben lett volna a megfeleld helye.

Az alfejezetben ismertetett asszociacids vizsgalatokat kiemelkedd precizitassal és koriltekintéssel, a
statisztikai korrekciok alkalmazédsdval végezte el a Jeldlt. Az agresszidval asszocidcidban azonositott egy-egy
hajlamositd polimorfizmust a HTR2A ill. WFS1 géneken. Ja lett volna, ha a szignifikans genotipus eloszlast
mutato polimorfizmusokat félkover jeldlessel kiemeli a Jelélt a rendkiviil adat gazdag 5. és 6. téablazatokban.
Erdekes megallapitast tett a Jeldlt az altala azonositott, agresszidra hajlamosité rs1046322 homozigdta ritka
genotipusara vonatkozdan: a vizsgalt 801 fds populacidban minddssze kilencen voltak AA genotipusuak és
mind a kilencen az agresszira vonatkozé negy alkategadriaban szignifikans atlagpontszam eltérést mutattak a
tobbi genotipussal Gsszevetve. Mivel a WFS1 gén funkcidvesztéses mutaciéi a Wolfram szindréma kéroki
genetikai variansai, felmeril a kérés, hogy vajon a 9 WFS51 rs1046322 AA genotipust egyén mutatta-e a
Wolfram szindroma egyéb tiineteit is az agressziv személyiségjegy mellett.

Az impulzivitas genetikai meghatarozottsaganak vizsgalatdba 901 egészséges dnkéntest vontak be és a SNAP-
25 gén polimorfizmusait vizsgaltak. A 3" UTR-ben elhelyezkedd polimorfizmusokkal kapcsolatosan voltak
elGzetes irodalmi eredmények, amelyekre a Jelolt és munkatarsai tamaszkodtak, de a két kivdlasztott
promoter polimorfizmussal kapcsolatosan (rs3746544 és rs1051312} nem emlit olyan hattér adatot a
Jelolt, amely o kivdlasztds hipotézisét aldtamasztand. Kérem, hogy ezzel kapcsolatosan informdciot ossza
meg veliink a lellt! A vizsgdlatok eredményeit gondosan elemezte a Jeldlt, a haplotipus elemzések
egyértelmii bizonyitékot szolgaltak arra, hogy a SNAP-25 gén varidnsai hozzajarulnak az impulzivitds
személyiségjelleg kialakitdsahoz. Vizsgalataikat kiterjesztették a kutydk tanulmanyozasdra is, ebben az
esetben a DRD4 gén 3. exonjanak VNTR varidnsat tanulmanyoztak. Leirasra kerillt, hogy vizsgalt
renddrkutydk esetében szignifikans Osszefliggést azonositottak a 2/2 genotipus és az alacsonyabb
impulzivitas kbzott. Kérem, hogy a vonatkozo adatokat mutassa be, ezt hianyoltam a dolgozathdl.

A 98. oldalon kezd&dd 5.3 alfejezet a jeldlt in vitro funkcionalis vizsgélatainak eredményeit sszegzi. Hela
sejtek extraktumaval végzett DNS-fehérje kdlcsdnhatasi vizsgdlatokkal igazoltak, hogy a DRD4 gén
promomerében [évé 120 bp-os duplikacio feltehetden az Spl transzkripcids faktor kétédésének erfsséget
befolyasolja és ezzel a mechanizmussal jarul hozza a dopamin valasz egyéni variabilitasanak kialakitasahoz.

HEK293T sejtekben luciferaz riporter esszéket végertek a SNAP-25 gén 3’ UTR-ben taldlhato
polimorfizmusainak miR-641 k&tésére gyakorolt hatdsdnak vizsgalatara. Eredményeik egyértelmien
megmutattdk a haplotipusok miR-641 kdtésre gyakorolt hatdsat, ezek alapjan a Jeldlt feltételezi, hogy a
varians a képzG6dG SNAP-25 mRNS stabilitasanak médositdsaval jarul hozzd az asszocidlt kérképek (ADHD és
Alzheimer-betegség) pathogeneziséhez. Expresszids vizsgdlatokat a 9 AA eltérést mutatd két SNAP-25
fehérje izoformat kddold mRNS molekuldk tekintetében végeztek. Kimutattak, hogy a két izoforma
expresszidja a human szévetekben eltér, a kozponti idegrendszerben a ,b” izoforma domindlt. Sajat
eredményiik megsziiletését kévetden térténtek-e tovabbi vizsgdlatok akdr a leloit altal, akdr mds
kutatélaboratériumban, amelynek sordn Alzheimer—betegségben, Parkinson-korban vagy szkizofréniaban
szenvedd elhunyt betegek agyszévetében tanulmdnyozték a két izoforma expressziojat akar mRNS szinten
in situ hibridizdcioval, akdr fehérje szinten immunhisztokémiai vizsgdlatokkal? Ertelemszer(ien ez utdbbi
vizsgalatok eléfeltétele, hogy legyen olyan monoklondlis ellenanyag, amely képes megkilonbdztetni a 9 AA
kildnbséget mutatd két fehérje izoformat.

«rey

mutaté polimorfizmusdnak funkciondlis vizsgalatat végezték el luciferdz esszék alkalmazasaval. A kapott



eredményeket nagyon koriltekintéen értelmezte a Jeldlt és jol tudta kotni a betegség
pathomechanizmusahoz.

Az értekezést a Jeldlt egy ,Kitekintés” fejezettel zérja, amely — hasonldan a ,Bevezetés” és az ,Irodalmi
attekintés” részekhez — nagyon tankGnyvi, ismeretterjesztd jellegli. Ebben a részben a 113. oldalon nem
taldltam indokoltnak egy adott termék kiemelt megemlitését a nem-invaziv prenatalis tesztek kbziil, valamint
helyesbitést szeretnék tenni azzal kapcsolatosan is, hogy a preimplantaciés genetikai diagnosztikai (PGD)
vizsgadlatok nem csupdn monogénes betegségek, hanem kromoszéma rendellenességek esetén is
végezhet8k. Erre széamos példa van a hazédnkban mér engedélyezésre keriilt tébb mint 200 ilyen vizsgalat
koréhél.

A Jeldlt a Doktori Ertekezés Tézisiben foglalta ssze Gj eredményeit és megallapitasait. Ezeket a teljes
terjedelm{i dolgozat atolvasdsat kdvetSen Uj eredményekként és megéllapitasokként elfogadom. A fejezet
réviditett valtozatara a kdvetkez§ formaban teszek javaslatot.

1. Dr. Rdnai Zsolt PCR alapt (hagyomdnyos és vaios idejii) médszertani fejlesztéseket végzett humdn és
kutya genetikai varidnsok azonositdsdra. Ezek kozul kiemelkedd jelentdségliek az egymashoz kézeli
genetikai varidnsok és haplotipusok nagy érzékenységl kimutatdsdra szolgdlé metodikdk. Olyan
elektroforetikus rendszereket dolgozott ki, amelyekkel a fragmentum analizis hatékonysdga és
felbontdképessége nivelhetd.

2. Asszocidciot mutatott ki a WFS1, a HTR2A gének variansai és az agresszid kdzott, valamint az SNAP-
25 gén és az impulziv személyiségjegy kozott human vizsgidlatokban. Kutyakban ugyanez az
endofenotipus a DRD4 gén VNTR polimorfizmusaval volt &sszefliggésbe hozhaté. A WFSI gén 3’ UTR-
ben lévé polimorfizmusai 1-es és 2-es tipusi cukorbetegség hajlamosité genetikai faktorainak
bizonyultak vizsgalataikban,

3. In vitro funkcionalis vizsgalatokkal igazoltdk, hogy a WFS1 gén promdterében és 3’ UTR-ben
azonositott variansok szerepet jatszanak a génkifejezGdés szabdlyozdsdban. A SNAP-25 gén 3’ UTR
polimorfizmusok tekintetében igazoltak a miR-641 bekttidésének megvaltozdsat, majd az ennek
kovetkeztében bekévetkezd génexpresszid vdltozist. Osszegezve tehat a lelslt a funkcionalis
vizsgalatokkal alatamasztotia az azonositott genetikai variansok kéroki szerepét.

A fenti megéllapitasokat figyelembe veve javaslom Dr. Ronai Zsolt MTA Doktori értekezésének nyilvédnos
vitara bocsajtasat.

Szeged, 2023. majus 31. Tisztelettel:

el G

Prof. Dr. Széll Marta
MTA Doktora, tanszékvezetd egyetemi tanar
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Hivatalos biraléi nyilatkozat

Roénai Zsolt

_Genetikai polimorfizmusok vizsgalata: a génvariéciok molekularis hatdsatol a komplex jellegek
orokletes hatteréig”

cimit doktori munkéjanak kézhezvételérdl és a hivatalos biraloi tevékenység clvallaldsarol.

A fenti doktori milvet megkaptam, és a hivatalos biraloi tisztet elvallalom.
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Széll Marta
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Hivatalos biraloi nyilatkozat

Ronai Zsolt

,.Genetikai polimorfizmusok vizsgalata: a génvariaciok molekuléris hatasatél a komplex jellegek
ordkletes hatteréig”

cimii doktori munkdjarél.

A doktori munka tudomanyos eredményeit elegenddnek tartom az MTA doktora cim megszerzésc¢hez,
a nyilvanos védés kitlizését javasolom:
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