Dr. Patdcs Attila:

»Molekuliris mechanizmusok a hormonrendszer daganataiban”
cimit MTA Doktori (DSc) értekezésének opponensi véleménye.

Készitette: Dr. Krenacs Tibor, tudomanyos fomunkatars, PhD, DSc

Jelolt az értekezés témajat 248 oldalon targyalja, amely 3 oldal roviditésjegyzékbdl, 7 oldal altalanos
bevezetésbol, 58 oldal részletes irodalmi attekintésbol, 2 oldal célkitiizésekbol, és végén ennek
megfeleld 2 oldal 4j tudomanyos megfigyelésekbol, 22 oldal anyag és modszerek részbdl, 84 oldal
eredményekkel egybeflizott megbeszélésekbdl, néhol az adott moddszer vizsgalatspecifikus
részleteivel, 614 hivatkozast magaban foglald irodalomjegyzékbdl, sajat kozleményekbdl, tudomanyos
adatok listaibol és koszonetnyilvanitasbol all.

Az altalanos bevezetésben fokuszaltan Osszefoglalja az endokrin daganatok molekularis genetikai
hatterének jelentOségét €s a szertedgazd problémakort, kiilonds tekintettel a disszertacid témdjaban
vizsgaltakra. Ezutan, az irodalmi attekintésben tankonyvi részletességli, sokhelyiitt olvasmanyos
attekintést ad a vizsgalt elvaltozasok epidemioldgiajarol, diagnosztikajarol és klinikumaroél, a korképek
hatterében all6 f6bb molekularis és funkcionalis hatasmechanizmusokrol, ideértve az Orokletes
endokrin tumorszindromakat (MEN1, MEN-2), phaeochromocytoma/paraganglioma szindromat, a
csirasejtes PTEN mutaciokhoz tarsul6 korképeket; valamint a sporadikus endokrin daganatokat, kiilon
kiemelve a gliikokortokoid receptor izoformak szerepét a differencialt jelatvitelben, valamint az
endokrin rendszer szerepét a cirkadian ritmus fenntartasaban, illetve a sejtciklus szabalyozas
részek Osszevonasa, a komplex témak miatt valoban a legjobb megoldas az egyes teriileteken elért
eredmények kovethetOségének ¢és jelentdségének értékelésére az elérhetd irodalmi adatokkal
Osszefiiggésben. A célkitlizések pontjaira az 4j tudomanyos eredmények felsorolasa jol reflektal.

A téma aktualis, hiszen az endokrin daganatok viszonylag gyakran alakulnak ki 6rokletes génhibak
talajan, melyek feltarasa még nem teljes, a sporadikus daganatokban pedig a genetikai hajlamosito
tényezOk megismerése még ennél is nagyobb kihivas. Jelolt érdeme, hogy az elvardsoknak nemzetkdzi
mércével mérve is kimagaslo igényességgel felel meg, amit kiilféldi munkacsoportokkal kozdsen
készitett, magasan jegyzett folyoiratokban megjelent publikaciok is igazolnak. B6 masfél évtizedes
transzlacios kutatomunkaja soran jelentés és alkalmanként 1j, tumorigenezisre hajlamosito
géneltéréseket azonositott, nagyszamii hazai és nemzetk6zi beteganyagban, melyek integrativ
elemzése a klinikumban hasznosul6 fontos genotipus-fenotipus 0sszefiiggések feltarasat tette lehetové.
Példaul, orokletes endokrin szindromakban a géneltérések azonositasa tiinetmentes csaladtagokban
idébeni preventiv beavatkozdsokat tett lehet6vé. Emellett szamos genetikai és epigenetikai (mikro-
RNS) degerulacio funkcionalis kovetkezményeit analizalta tovabb endokrin daganatokban in silico
adatbazisok elemzésével, valamint in vitro sejttenyészetben végzett gén és mikro-RNS manipulacios
kisérletekkel, melyek szintén 01j tudomanyos megfigyeléseket eredményeztek. Kiilondsen jelentdsek, a
GRJp receptor elsokénti igazolasa mellékvesekéregben és a gliikokortikoid rezisztenciaban feltart
szerepére vonatkozd eredmények; a GR receptor aktivalas szerepének igazolasa a cirkadian oragének
expressziojanak ritmikus napszaki ingadozasdban; sporadikus hipofizis ¢és mellekvesekéreg
karcindmakban a tumorszuppresszor mikro-RNS-es csokkent expresszidja és a sejtciklusszabalyozas
deregulacidja kozti kapcsolat igazolasa; valamint a mellékvesekéregrakban specifikusan feliilregulalt
és a keringésbe jutott mikro-RNS szintek valtozasanak igazolasa hormonhatasra.

Hiteles eredményeit korszer(i és szertedgazo moddszertani repertoarral alkalmazasaval nyerte, amely
magaban foglalta a hagyomanyos molekuléris genetikai vizsgalatok (PCR, Sanger szekvenalds)
mellett a nagyateresztoképességli ujgeneracios szekvenalas (NGS), valamint mRNS és mikro-RNS
(prekurzor transzfekecio, feliilregulacio) expresszids chip vizsgalatok, ill. valosidejii kvantitativ
polimeraz lancreakcid alkalmazasat. Kiilon kiemelendd, hogy innovativ molekularis genetikai



modszerek is kidolgozott és validalt: pl. MEN1 gén mutaciok kimutatasara, formol-paraffinos
szovetekb6l, a DNS toredezettsége miatt Ujratervezett primerekkel; a CYP21A2 gén
haplotipizalasahoz un. ,,long range” PCR-t; illetve a GR gén polimorfizmus vizsgalatara a korabbinal
hatékonyabb megbizhatobb modszert fejlesztett ki. Tovabba, a sejtciklus frakciok szétvalasztasara
aramlasi citometriat, hormonmeghatarozasra sajat fejlesztésii, nagy specificitasu radioimmunoassay-t;
a célfehérjék expresziojanak vizsgalatara Western blot, illetve in situ azonositasara
immunhisztokémiai modszert alkalmazott. Emellett, gén- ill. mikro-RNS felilregulacié céljabol
funkcionalis vizsgalatokhoz transzfekcids kisérleteket, valamint célzott mutagenezis vizsgalatokat is
hasznalt.

Néhany formai és szakmai kritikai megjegyzés:

A tablaztok és abrak tobbnyire jol attekinthetdk, vilagosak kivéve, az 5. tablazatot, ahol egyes jelzések
(csillag, vagy +) elmosottak, nehezen azonosithatdk, célszeri lett volna az eredeti fénymésoldsa
helyett pl. a 36 abrahoz hasonloan Ujragépelni. A 49. abra immunhisztokémiai képein a festetlen
szovetnek zavard sotét hattere van, ami nagyon megneheziti a specifikus nuklearis WEEI1 reakcio
megitélését.

Az értekezés vilagosan fogalmazott, benne eliitések, Kimaradt szavak és a ragozas egyeztetésének
hianya ritkak. Néha azonban kovetkezetlen, pontatlan, pongyola, vagy félreértheté megfogalmazas, ill.
a latinos (vagy angol) és magyaros irasmod keveredése el6fordul.

Pl. 4. old. ,,dCT: normalizalt cycle threshold” ; a cycle=ciklus, ill. a threshold=hatar(érték) helyett.

32. old. az ,,inducible” ,,indikabilis”-ként emlitése, egyszeriibb és magyarosabb lenne az ,,indukalta”
valtozat.

41. old. magyaros latinos irasméd ...”congenitalis...hiperplazia”

67. old. ...”program vizsgalatira. Ennek segitségével szdmos vizsgalat tortént...programjanak
vizsgalatara”... Vizsgalat 3x.

75. old. ,,A sporadikus MTC betegek esetében... eltérést az SDHB stb...gének vizsgalata negativ
eredményt mutatott”.

»Sejteiklus szerinti valogatas™.., késobb magyarul fonetikus ,,szortolt”

IV.9. fejezetcim ,,Sporadikus” 3x fordul eld a felsorolasban, egyértelmi lett volna egyszer is ,ugy
hogy a ,,MEN1-hez tarsult” daganatokat teszi a felsorlas végére.

172. old. a VI. 2.12. fejezet 2. mondatanak tartalma a 3.4.-ben ismétlodik.

19. old. Félreérthet6 a menin GFAP ¢és vimentin kapcsolatardl irt mondat, ,,Kimutattak, hogy a GFAP
az intermedier filamentum része”... ebbdl tigy tiinik mintha 6k igazoltak volna ezt elészor. Szerencsés
lett volna specifikalni a sejttipust, glioma, mert normalisan a GFAP glia, a vimentin a mesenchymalis
sejtek intermedier filamentuma, egylttesen felndttekben csak alkalmanként egyes malignus
daganatokban (pl. glioma, astrocytoma, ependymoma) fordul el6.

91. old. A mitokondridlis metabolikus aktivitast jelz6 alamarBlue inkabb életképesség, mint
proliferacio mérésére alkalmas, bar kétségtelen, hogy ha parhuzamosan az pusztuld apoptotikus
frakciot is méri, az alamarBlue teszt mutathat Gsszefiiggést a sejtvisszapotlas mértékével.

Ezzel kapcsolatban felmeriilé kérdés, hogyan igazoltak (vagy igazolnak), hogy a vizsgalt
sejtvonalakban a Vybrant DyeCycle Orange festék valoban nem befolydsolja a vizsgalt sejtvonalak
¢letképességét, és sejtciklus funkcidit?

Menin immunhisztokémiai kimutatasnal mellékpajzsmirigy metszeten, a ...”peroxidaz blokkolasrol €s
antigéneltavolitasrol”... ir, utoébbiban inkabb a nemspecifikus két6helyek telitésérol van szo.

100. old. ...”’szamos 0j megfigyeléseket és Osszefliggéseket azonositottunk™. ..

113. old. Az SDH funkcid? (inkabb funkcidvesztés) kovetkezménye a miktokondrium diszfunkcié”,..



167. old. Félreérthetd a mondat, ahol a sejtciklus szinkronizalt egyébként tenyészetben proliferalo,
..’HDFa sejtekben statisztikai analizis nem detektalt szignifikansan eltéré gént”, megallapitas, mert
nem vilagos, hogy mihez képest, hiszen az mRNS epresszios chip vizsgalatok 61. abran bemutatott
eredményei hasonl6 szignifikans 6sszefiiggéseket mutatnak a 2 daganatos sejtvonal eredményéhez.

172. old. nem vilagos hogy a VI.2.12. fejezet bevezetésében, milyen, hany paciens mellékveserak
malignitas-mintazatat hasonlitottak 6ssze a NCI-H295R adenoma sejtciklus fiiggd transzkripcidjaval?
Vagy ez in silico tortént?

Tovabbi kérdések:

1) A keringé hsa-miR-483-5p szint szignifikans Osszefiiggését talalta a mellékvesekéreg
karcinomak megjelenésével. Ismert, hogy a mikro-RNS-ek szamtalan célponttal rendelkeznek,
ezért adodik a kérdés, hogy pl. a miR-483-5p részt vesz-e¢ egyéb, pl. gyulladasos, vagy
regenerativ folyamatok szabdlyozasdban is és ha igen, mennyiben befolyasolja ez
biomarkerként a mellékvesekéreg karcinomakra vonatkozé specificitasat? Ha nem, akkor
femeriilhet-e terapias célpontként, jelent6sebb mellékhatasok nélkiil?

2) A TGFb mikro-RNS szabalyozasa mutat-e atfedést mas szolid tumorok kialakuldsahoz,
progresszidjahoz, vagy teljesen mas a mikro-RNA profiljuk, mint az endokrin daganatokban?

3) Az SDH ill. VHL génmutaciok miatt felszaporodd szukcinat és PHD enzim (és egyéb
metabolikus enzimek) gatlasa kovetkeztében kialakuld oxidativ foszforilacié tokéletlensége,
egyensuly megbomlasa, valamint a HIFla aktivitdis befolyasolja-e esetleg felerdsiti a
glikolitikus aktivitast ezekben a daganatokban, mint az szamos, malignus szolid tumorban
el6fordul?

4) Mi a magyarazata és milyen koriilmények k6zott mehet végbe egyes ciklinek nélkiil is a teljes
sejtciklus, milyen faktorok helyettesitik ilyenkor a ciklin-fiiggé kinazokat (CDK4/6, ill.
CDK2)?

5) A sejtciklus promoter fehérjék emelkedett expresszidja a daganatok forkozott sejtciklus
progresszidjara utal. Milyen okokra vezethetd vissza, hogy a ciklin-fiiggé kinaz inhibitor
p21wafl fokozott kifejez6dését is megfigyelték szamos malignus daganattipusban?

6) A mellékvesekéreg adenomakban kialakulasiban a MEN1 gén szerepét csekélynek jelzi,
ugyanakkor masok beszdmolnak a gént tartalmazo 11ql3 régio elvesztésérol? Kidertilt-e
azb6ta, hogy milyen mas tumorszupresszor gén van ebben a régidoban, aminek elvesztése
kapcsolatba hozhat6 az adenomak kialakulasaval?

7) Gemcitabin hatasara az apototikus sejtfrakcid szignifikinsan megndvekszik, ugyanakkor a
végkonkluzidoban azt mondja, hogy a kezelés hatasara megemelked6 RRM2 szint a terapiaval
szembeni kemorezisztencia fiokozodasara utal. Hogyan oldhato fel ez az ellentmondas?

8) A sha-miR-24 ¢és a hsa-miR-28 emelkedett szintje sporadikus mellékpajzsmirigy
adenomakban... nem mutatott Osszefliggést a menin festédéssel”...ugyanakkor az
Osszegzésben azt mondja, hogy ezek a miR-ek szerepet jatszhatnak ezekben a daganatokban a
MENT1 gén csendesitésében. Ez ellentmondasnak tiinik, amit fel kellene oldani.

Az értekezés igényesen alkalmazott modszerek hiteles eredményeit foglalja 6ssze, melyek kozott
szamos Uj klinikailag is hasznosuld, tudomanyos megfigyelés van, ezekbol a korabban emlitettek
mellett a jelentdsebbek az alabbiak:

1) A legtobb monogénes endokrin tumorszindromaval kapcsolatos génmutacidé szekvenaldsanak
beallitasa és validalasa mellett, nagy géndelécidok igazolasara specialis modszereket (long PCR,
MLPA) dolgozott ki és validalt.

2) MEN2 szindromaban ujabb patogén RET mutaciok genotipus-fenotipus Osszefiiggéseit tarta fel,
melyek preventiv klinikai beavatkozésokra adnak lehetdséget.



3) MLPA vizsgalattal addig genetikailag negativ eseteket azonositottak.
4) A VHL gén Ser80Ile mutaciojarol igazoltak, hogy patogén eltérés.
5) A RET 10 exon mutaciokra mutacio-Specifikus, diagnosztikus és terapias javaslatokat dolgozott ki.

6) Kisérletesen igazolta, hogy a GRp szerepet jatszik a gliikokortikoid rezisztenciaban, gatolja a GRa
kozvetitett géntranszkripciot.

7) Egyedi modellt allitott fel és igazolta, hogy a hogy a H295R mellékvesekéreg karcinoma sejtvonal
alkalmas az o6ragének ritmikus expresszidjdnak tanulmanyozasara.

8) lgazolta a mikro-RNS-ek potencialis szerepét a TGFb jelatviteli ut, ill. a WEE1 génexpresszio
szabalyozasaban €s igy a nem funkcional6 hipofizis adenomak patogenezisében.

9) Aramlasi citometrids modszert dolgozott ki az eltéré sejtciklus frakciok elvalasztisara, ami
lehetdséget adott sejtciklus-fiiggd gén és mikro-RNS expresszios mintazatok vizsgalatara.

Osszegezve, Patocs Attila MTA doktori értekezése igen értékes, az endokrin daganatok genetikai,
epigenetikai hatterének 1) részleteit feltaro munka, melynek tudomanyos eredményeit elegendének
értékelem az MTA doktori cim elnyeréséhez és mindezek alapjan javaslom az értekezés nyilvanos
vitara bocsatasat.

Budapest, 2018. marcius 29.

Dr. Krenacs Tibor
MTA doktora



