Valaszok Dr. Igaz Péter biralatara

Mindenekel6tt szeretném megkdszonni Dr. Igaz Péter Professzor Urnak, hogy vallalta MTA
doktori dolgozatom birdlatat, koszondm pozitiv értékelését, dicsérd szavait.

Valamennyi, a doktori mii alapjaul szolgalo munka a 2001-2016 kézotti idoszakbol szarmazik,
2016 utani sajat kozleményre a doktori értekezésben nem hivatkozik [ ...], furcsanak tartom ezt,
hiszen az MTMT alapjan 2020-ban is jelent meg az értekezés témajahoz kapcsolhato utolso
szerzos kozleménye jo nemzetkozi folyoiratban...

Az értekezésbe bevonni kivant kozlemények kivalasztisa meglepden nagy kihivasnak bizo-
nyult. Részben amiatt, ami egy kés6bbi kérdésben is felmeriil: eddigi palyafutdsom soran je-
lent6sen valtozott ezen kutatasi teriilet modszertana, ami miatt a két évtizede, illetve elmult
években késziilt publikaciok nagymértékben eltérnek egymadstol. A bemutatott kozlemények
témaja talan emiatt is kissé¢ szertedgazd, de mégis a polimorfizmusok genotipizalasa, funkcio-
nalis és asszociacid elemzésének harmas egységébe jol beleilleszthetd. Ezen rendszerbe valo-
ban beépithetd lett volna az a 2020-ban megjelent kdzleményiink, amely a kutydk WFSI gén-
jének miRNS-kotOhelyében elhelyezkedd SNP-jét vizsgéalja, mégis ugy éreztem, hogy a vala-
melyest hasonld, ugyanakkor részletesebb human eredmények mellett ezen munka bemutatésa
nem emelete volna jelentdsen a dolgozat tudomanyos és orvosi értékét.

A kutyak DRD4 polimorfizmusainak vizsgalata kapcsan felallithatok voltak-e korrelaciok e po-
limorfizmusok és a kiilonbozo kutyafajtak genetikai rokonsdaga vonatkozdasaban?

Munkank soran tervueren, groenandael és malinois belga juhdszkutyakat, németjuhaszokat, va-
lamint szibériai husky-kat és europai farkasokat vizsgaltunk. A kutya farkastol torténd genetikai
elvalasa kb. 14000-20000 évvel ezeldtt kezdddott, a mai, ,,modern” kutyafajtdk szelekcioja
pedig néhany szaz éves multra tekint vissza. A belga-, valamint a németjuhasz kutyak egy Nyu-
gat-Eurdpaban elterjedt pasztorkutya-tipustdl szarmaznak, a fajtdk pontos leirdsara a XIX. sza-
zad végén kertilt sor. A belga juhdszkutydk szoriik tipusa és szine alapjan 4 csoportba — tervu-
eren, groenandael, malinois €s lackenois — sorolhatok, az Amerikai Kennel Klub ezeket négy
kiilon fajtaként tartja szdmon. A beltenyésztés révén kialakult kutyafajtak genetikailag elkiilo-
niilé alpopulaciok, ugyanakkor az egyes fajtdk meghatarozasa, a kutyak csoportositasa alapve-
téen az allatok kiilsd jegyein, fizikai tulajdonsagain, emberi €¢letben betoltott szerepén (vadasz-
kutya, tereldkutya stb.) alapul. A genomban elszértan elhelyezkedd megfeleléen nagyszamu
mikroszatellita alapjan ezzel egyiitt a kutyak fajtaja az esetek tulnyomo tobbségében helyesen
meghatarozhato [Parker 2004]. A fajtdk kozotti genetikai kiillonbozdség az altalunk vizsgalt
kutyak elemzése soran is megmutatkozott. Husky-kban és farkasokban a DRD4 gén 3. exonja-
ban 1évé VNTR esetén 8 modulbdl allo allélt is azonositottunk, és az ,,5” valtozat bizonyult
leggyakoribbnak, mig a belga és németjuhaszkutyakban csak a ,,2” és a ,,3a” allél fordult eld.
A dolgozatban nem keriilt bemutatdsra a DRD4 2. intronjaban elhelyezkedd VNTR elemzése:
ez a lokusz a farkasokban nem bizonyult polimorfnak, husky-kban és tervuererenekben a rovid
valtozat, mig a masik két belgajuhdsz fajtdban és német juhdszkutyakban pedig épp a masik
allél mutatkozott ritka variansnak. Mas polimorfizmusok esetén is megfigyeltiik, hogy a belga-
juhasz tipusok kozott esetenként nagyobb kiilonbozdség figyelhetd meg, mint az egyes kutya-
fajtak kozott: hasonld eredményre jutott egy atfogd elemzés [ Wijnrocx, 2016] is, melynek ta-
nusaga szerint szamos kutyafajta kozott kisebb genetikai eltérés mutatkozik, mint amekkora a
belgajuhész tipusok kozott tapasztalhatd. Eredményeink alapjan tehat a kutyafajtak kozotti ge-
netikai kiilonbség egyértelmiien megmutatkozik, a genetikai rokonsag megbizhat6 feltérképe-
z¢séhez azonban tobb (és variabilisabb) polimorfizmus elemzése sziikséges.




A C4 komplement gén polimorfizmusai kapcsoltsagban allnak-e a 21-hidroxilaz egyes varian-
saival, amelyeknek a congenitalis adrenalis hyperplasia korképben relevansak?

A 6. kromoszoma rovid karjan helyezkedik el az RCCX-modul, mely 4 gént foglal magéban,
ezek egy szerin-treonin kinazt (RP), a C4A vagy C4B komplement komponenst (C44, illetve
(C4B), a 21-hidroxilaz enzimet (CYP21) és egy extracellularis matrixfehérjét (7NX) kodolnak.
Az RCCX modulok szdma a kromoszéman 1, 2 vagy 3 lehet. Az ismétlodoé egységek koziil
azonban egy kromoszéman csupan egy CYP2/ gén aktiv, a tobbi a 3. exonban 1évd 8 bp-os
delécio miatt pszeudogén, nem kodol miitkddéképes enzimet. A C4 génekrdl ezzel szemben
minden modul esetében funkcidképes C4A vagy C4B fehérje fejezddik ki, melyek nem csak
primer szerkezetiikben, hanem aktivitdsukban is eltérést mutatnak. Ezen a kormoszéma szaka-
szon nagy kiterjedésili, konzervalt régidk, ugynevezett dsi haplotipusok helyezkednek el. A
C4A-t nem tartalmaz6 modulszerkezet az un. 8.1-es kiterjedt haplotipus alkotéeleme, a C4B-t
nem tartalmaz6 RCCX modulhoz ezzel szemben hasonld, nagy kiterjedésii konzervalt DNS-
szakaszok nem kapcsolodnak.

Az aktiv CYP21 génben igen sok, tobb mint 200 mutacid ismert, amiben a nagymértékben ha-
sonld szekvencidji pszuedogén jelenléte alapvetd szerepet jatszik. Ezek a mutaciok csokkent
aktivitasu vagy funkcioképtelen enzim kifejez0dése révén congenitalis adrenalis hyperplasia
kialakuldsdhoz vezetnek. Gyakoriak a kiillonb6z6 méretti deléciok, melyek akar igen nagy ki-
terjedésiiek is lehetnek: a CAH-X-szindromaban a szteroid hormon szintézis zavara az Ehlers—
Danlos-szindroma tiineteivel tarsul egy delécié miatt, amely a CYP2/ mellett a TNX gént is
érinti [Merke 2020]. A mutéacidk mellett a génben nagy gyakorisaggal fordulnak el6 olyan po-
limorfizmusok, melyek az enzimmiikodést kisebb mértékben befolyasoljak: a nem-klasszikus
congenitalis adrenalis hyperplasia gyakorisaga egyes régiokban 0,1-0,5%-ot is elérheti [Han-
nah-Shmouni 2017].

Munkacsoportunk kordbban a CYP2] gén 25 SNP-jének egymdshoz, illetve a kdrnyezd, na-
gyobb kiterjedésti haplotipusokhoz viszonyitott kapcsoltsagat elemezte [Blaské 2009]. Erde-
kes, hogy a génen beliil az egyes SNP-k kdzott szoros kapcsoltsag nem figyelheté meg, ugyan-
akkor bizonyos polimorfizmusok valamely allélja mégis szignifikansan kapcsolt tavolabbi ré-
giok egyes variansaival. Ez a latszolagos ellentmondés a polimorfizmusok jelentdsen kiilon-
b6z6 koraval magyarazhato. Az rs6466 SNP T allélja, valamint az rs1058152 T valtozata az
Osi, 8.1-es haplotipus része, mig az rs1040312, rs1040311, rs6465 és rs6461 SNP-k a C4B-t
nem tartalmazé RCCX modullal mutattak szignifikans dsszefiiggést. Megjegyzendd ugyanak-
kor, hogy ez a tanulmény egészséges személyek mintdit elemezte, ezek a variansok tobbsége
tehat (stulyos) congenitalis adrenalis hyperplasidt nem okoz. Az dsszefliggés ugyanakkor a be-
tegséget 0kozo variaciok és a C4-génszam kozott is megfigyelhetd. Egy 127 beteget vizsgalod
kutatéas eredményi szerint az egészséges populaciora 61%-os gyakorisaggal jellemz6 4 C4 kopia
a paciensek csupan 39%-ban figyelhetd meg, az egyik leggyakoribb patogén, missense mutacio
(rs6471) pedig szoros asszociaciot mutat az 5, illetve 6 C4-génszammal [Chen 2012].

A doktori miiben részletesen elemzi a kiilonbozo polimorfizmusok kimutatasara haszndlhato
modszerek jellegzetességeit, és tobb kozleménye is ezek beallitasara vonatkozik. Napjainkban e
modszerek tobbsége az ujgeneracios szekvenalas térnyerésével viszonylag hattérbe szorult. Mi
a véleménye, vannak még olyan koriilmények, amelyekben e kordabbi modszereket napjainkban
is érdemes alkalmazni, illetve lehet-e elonyiik az ujgenerdcios szekvendlassal szemben?

Az ujgeneracios szekvenalas széleskori elterjedése napjainkban valoban lehetdvé teszi akar a
teljes genom (vagy exom) viszonylag gyors meghatarozasat elérhetd koltségek mellett. A tech-
nika olyan szinti elérelépés a DNS- és RNS-szekvenalas terén, ami talin mar nem is csupan
villamgyors fejlédést, hanem inkdbb szemléletvaltast jelent. A mddszer ugyanakkor mégis
tobb, munka- és iddigényes, valamit koltséges 1€pésbol all a DNS-konyvtar elkészitésétol a




bazissorrend meghatarozasan keresztiik a rengeteg rovid (6nmagéban értelmezhetetlen) szek-
vencia bioinformatikai elemzéséig, s mindehhez természetesen olyan berendezésre is sziikség
van, ami egy kisebb kutatd vagy akar klinikai laboratéoriumban nem 4ll rendelkezésre. Mind-
ezek miatt azokban az esetekben, amikor egy vizsgélat célja csupan egy rovid génszakasz elem-
zése, vagy egy, illetve néhany varidns genotipusdnak meghatarozasa, egyszeriibb, gyorsabb,
olcsobb, és altalaban elérhetébb a hagyomanyosabb eljarasok alkalmazésa. Egy 2023-ban meg-
jelent 6sszefoglalo kdzlemény a restrikcids endonukledzokon, illetve egyéb innovativ, szekven-
cia-specifikus emésztésen alapuléd eljarasokat mutat be, és beszamol arrol, hogy ezek hatéko-
nyan alkalmazhatok a korai diagnosztika, vagy pl. esetleges gydgyszerrezisztencia monitoro-
zasa soran [Darbeheshti 2023]. Sziikséges lehet egyetlen baziscsere elemzése a rekombinans
DNS-ek iranyitott mutagenezissel torténd modositdsa soran, ami a legtobb laboratoriumban el-
érhetd eszkdzokkel, valamilyen PCR-alapt technikéval par ora alatt egyszerlien és megbizha-
toan elvégezhetd. Noha a monogénes jellegeket és betegségeket egy génen beliil sok esetben
tobb, kiilonbozd genetikai variacid okozhatja, mégis gyakori, hogy ezek koziil egy vagy néhany
gyakorisadga kiemelkedd. Ezek célzott vizsgélata a klinikai diagnosztika gyors, hatékony esz-
koze lehet. EImult években megjelent tanulmanyok a sarlosejtes anémia kimutatdsara [Arishi
2021], valamint az 5-fluorouracil kezelés szempontjabol alapvetd jelentdségili dihidropirimidin-
dehidrogenaz deficiencia vizsgalatara [Diasio 2022] alkalmazott direkt genotipizald eljarasok
alkalmazasardl szdmolnak be. Bar nem genotipizalas, de az elmult években a koronavirus fer-
tdz€s gyors, hatékony, real-time PCR alapu detektalasa szintén nélkiilozhetetlen diagnosztikai
modszerré valt. A célzott eljarasok és az Gjgeneracios szekvenalas tehat eltérd ,,volumen(i” ana-
lizis hatékony eszkoze lehet, és megemlithetd, hogy — platformtol fliggden — az utdbbi esetén,
a hibdsan meghatarozott bazisok ardnya 5-10% is lehet, aminél a célzott genotipizalé modsze-
rek és a Sanger-szekvenalas megbizhatobb eredményt ad.

A miR-185 és a WFS-1 variansai kozotti funkciondlis kapcsolatot vizsgalta-e, illetve vannak
erre mar adatok?

A miRdSNP adatbazis szerint a miR-185 nem all kapcsolatban a WFS1 génnel, illetve a benne
talalhato polimorfizmusokkal. A miRNASNP adatbazisban megtalalhaté a miR-185 és a WFS1
1s9457 kozotti kdlcsonhatas, emellett szerepel benne az rs1046322 ¢és a miR-668 kapcsolata is.
Nem ritka, hogy a kiilonbdzd adatbazisok kozott hasonld ellentmondasok mutatkoznak, ami
nem feltétlen hiba, hanem sok esetben azzal magyarazhatd, hogy az egyes adatbazisok mas-
mas forrasokon, predikcids eljarasokon alapulnak. Sajat elemzésiink szerint a miR-185 kotod-
het a WFSI gén 3’ UTR-¢hez, a mikro-RNS seed szekvcencidjanak azonban csak 6 nukleotidja
komplementer az mRNS-sel, ami magyarazhatja azt, hogy ez a kolcsonhatas egyes adatbazi-
sokban nem lelhetd fel. Ebben a régioban helyezkedik el az rs9457 polimorfizmus, melynek G
alléja a komplementaritast tovabb rontja, és sajat eredményeink alapjan luciferaz riporter rend-
szerben tobb mint 50%-os expresszié emelkedést eredményez. A szakirodalomban a miR-185
¢és a WFS1 variansaival kapcsolatban tovabbi tanulmany nem taldlhatd. Egy korabbi elemzés
[van de Bunt M 2013] ugyanakkor a mi koncepcionkhoz hasonloan felveti a WFSI mikro-
RNS-ek révén megvaldsuld szabalyozasanak szerepét a 2-es tipusu cukorbetegség patogenezi-
sében: a kutatas eredményei szerint a szigetsejtekben magas expressziot mutatdé mikro-RNS-ek
célgénjei kozott nagy szamban fordulnak eld a 2-es tipusu cukorbetegség kandidans génjei.

A Wolfram-szindroma kialakulasért felelos mutaciok a gén mely régioit érintik, és ezek hogyan
viszonyulnak a vizsgalt polimorfizmusok elhelyezkedéséhez? Mi a molekularis magyardzata a
Wolfram szindromaban diabetes mellituson kiviil megfigyelheto fo klinikai eltéréseknek, igy a
diabetes insipidusnak és a siketségnek?

Munkank sordn a WFSI gén 20 variansat elemeztiik, melyek a gén 5’ régidjaban, intronokban
(2.,3.,4.,6.,7.¢s 8.),a 8. exonban valamint a 3°> UTR-ben helyezkednek el. Célunk volt a teljes




gént lefedni, ugyanakkor olyan polimorfizmusokat kivantunk vizsgalni, melyek nem jarnak a
gén jelentds funkcidvesztésével, és igy dnmagukban nem okoznak Wolfram-szindromat. A
Wolfram- (vagy DIDMOAD-) szindréma klinikai manifesztaciojat tekintve heterogén, a diag-
nozis minimalis feltétele a fiatalkorban jelentkezd cukorbetegség és az opticus atréfia. Gyakori
emellett a siketség ¢s a diabetes insipdus. A betegeknél valtozé gyakorisaggal tovabbi tiinetek:
neurolégiai rendellenességek, nistagmus, mentalis retardacio, hugyuti atonia, periférids és au-
tonom (kardiovaszkularis és gasztrointesztinalis) neuropatia, pszichidtriai zavarok: depresszio,
verbalis, illetve fizikai agresszio fordulhat eld. A szindromat a WFSI gén funkciovesztd muta-
cidi okozzdk. A génben egyértelmli mutaciés gdcpontot nem azonositottak, a hattérben alld
genetikai variaciok a gén teljes fehérje kddolo szakaszat lefedik. Az NCBI ClinVar adatbézisa
49 Wolfram-szindromat okozé WFSI-mutéaciot sorol fel, melyek tobbsége nonsense variacio,
illetve kereteltolédast okozo delécid. A WFS1 gén a wolframint kddolja, mely az endoplazmas
retikulum transzmembran fehérjéje, mely csatornaként szerepet jatszik az intracellularis Ca**-
koncentracié szabalyozasdban [Osman 2003]. Ez az ER-stresszel és apoptozissal (is) 6sszeflig-
gésben 4ll6 alapvetd molekuléris folyamat, illetve a fehérjefunkcié hidnyaban ennek karosodasa
tehetd feleldssé a hasnydlmirigy szigetsejtek, valamint az idegrendszer fejlodésének zavaraért,
amivel a meglehetdsen szerteagazo tiinetek magyarazhatok.

A mikroRNS-ek miikodésének alapveto jellegzetessége a pleiotropia és a szinergizmus. Vizsga-
lataiban egy-egy kivadlasztott mikroRNS kotohely variansainak funkcionalis kovetkezményeit
elemezte, de vajon ez mennyiben bir érdemi funkciondlis relevanciaval, ha mas mikroRNS-ek
kotodeése nem valtozik? A vizsgalt mikroRNS-ek mellett vannak-e adatok mas mikroRNS-ek 3 -
UTR kétodesérol a WFS-1, SNAP-25 génekben?

A mikro-RNS-ek és célgénjeik valoban rendkiviil szertedgazé és dsszetett kdlcsonhatasban all-
nak egymassal. A miRTarBase adatbdzis 3012 human miRNS-t, 17387 célgént, és kozottik
tobb mint 4400 000 interakciot tartalmaz, ezek a kdlcsonhatasok nem csupan predikcion, ha-
nem valamilyen kisérletes megfigyelésen alapulnak. Ezek a szamok mar 6nmagukban is szem-
betlind médon mutatjdk a mikro-RNS-ek révén megvalosuld szabalyozas komplexitasat, amit
azonban tobb tényez6 tovabb novel. A miRNASNP v3 adatbazisban 46 826 pre-miRNS kodold
szakaszban 1évé SNP talalhato, a célgének 3’ UTR-ében 1évé variaciok szama pedig megha-
ladja a 7 000 000-t, ezek koziil 6229 a mikro-RNS-ek seed szekvencidjanak kotéhelyében he-
lyezkedik el. Emellett leirtdk, hogy — tekintettel arra, hogy a mikro-RNS-ek jelentdsen konzer-
valtak — megvaldsulhat a virus és a gazdasejt kozott is mikro-RNS altal kozvetitett kolcsonha-
tas, s6t, akar a taplalékbol szarmazo mikro-RNS-nek is lehet aktiv, szabalyozo hatdsa [Perge
2017]. A miRDB adatbazis szerint a WFS1 szabalyozasaban 43, a SNAP-25 regulalasdban pedig
173 kiilonbozd mikro-RNS vehet részt. Mindezt szem el6tt tartva talan meglepdnek tiinhet,
mégis akar egyetlen mikro-RNS hatdsdnak megvaltozasa is jarhat érdemi bioldgiai kovetkez-
ménnyel. A mikro-RNS-ek patogén folyamatok résztvevdi lehetnek, errdl atfogd informaciot a
HMDD v3.2 adatbazisban talalhatunk. Az altalunk is vizsgalt miR-185 pl. a RhoA és a Cdc42
kifejez6désének szabalyozasa révén gatolja a kolorektalis daganatsejtek invazdjat [Liu 2011],
a SOCS3 ut befolydsolasa révén pedig a cukorbetegség patogenezisében jatszhat szerepet [Bao
2015].

Végezetiil szeretném még egyszer megkdszonni Dr. [gaz Péter tAmogato biralatat.

Budapest, 2023. junius 21.

Di- Voo ok

Dr. Rénai Zsolt
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