Vilasz dr. Timar Jézsef, MTA doktora, egyetemi tanar opponensi birdlatara

Nagyon kdszonom, hogy elvdllalta disszertaciém opponensi birdlatat, és orlilok, hogy a disszertaciot
nyilvanos vitara alkalmasnak tartotta és az MTA doktori fokozat odaitélését javasolta.

Az opponensi véleményben megfogalmazott kérdésekre és észrevételekre az aldbbiakban szeretnék
valaszolni.

Nagyon 6riilok, hogy Professzor Ur is fontosnak tartotta a disszertacié témajat, és bevezet6jében
hangsulyozta e teriilet jelentGségét.

Professzor Ur megjeqgyzi, hogy az irodalmi hivatkozdsok jelentds része 10 évnél id&sebb.

A disszertdcido megirasakor fontosnak tartottam, hogy bemutassam az altalam végzett vizsgalatok
irodalmi hatterét, a tudomany 4llasat a vizsgalatok kezdésekor, azt, hogy mi és hogyan vezetett a molekularis
epidemioldgia e teriiletére. Mivel a disszertacidban szerepl6 legkorabbi kdzleményeim a 2000-es évek elején
szlilettek, ezért valdban szdmos irodalmi hivatkozas datdlédik ennél kordbbrél. Mindazonaltal igyekeztem
gondot forditani az Ujabb eredmények elemzésére is, ennek megfeleléen a legutébbi két évbél (ez az
esetemben 2012-t és 2011-et jelenti, mivel a disszertaciét 2013 elején nyujtottam be) 78 irodalomra
hivatkoztam. Ugy tiinik, szerencsésebb lett volna, ha az idésebb irodalmak terén batrabban szelektélok,
annal is inkabb, mivel az irodalomjegyzék Professzor Ur véleménye szerint is bSséges volt.

A disszertdcid alapjdul szolgdlé kézleményekkel kapcsolatban Professzor Ur megjegyzi, hogy azok
kézil sok IF nélkiili folyoiratokban jelent meg, illetve tébbre nem tértént hivatkozds a nemzetkézi
irodalomban.

A 15 angol nyelv(i kdzlemény kozil harom valdban impakt faktor nélkili folydiratban jelent meg,
ebbdl egy esetben mentségemre szolgaljon, hogy a kozlemény kifejezetten magyarorszagi daganatos
trendekkel és tendencidkkal foglalkozik és ennek megfelel6en egy hazai kiadasu folyodiratban, a Central
European Journal of Occupational and Environmental Medicine-ben publikdltuk. A konkrét molekularis
epidemioldgiai vizsgalati eredményeket kozl6 publikacidk kozil egynél sajnos valdban megkérdGjelezhetd
kozlési stratégiat valasztottunk, és gyorsabb atfutdst valamint nyilt hozzaférést igérd, de impakt faktor
nélkili folydiratba kiildtiik azt el. Professzor Ur kritikajat természetesen elfogadom. A hivatkozasok emlitett
hidnyat donté részben magyarazza, hogy jé néhany kézlemény a disszertacio beadasa el6tt nem sokkal jelent
meg. A beadas 6ta ezeket mar elkezdték citalni (9., 12., 13., 14., 15. kdzlemények).

,Dicséretes, hogy a tanulmdnyozott un. fejnyaki daganatos, vastag- és végbélrdkos illetve
méhnyakrdkos beteganyag hazai viszonylatban is igen jelentds méreti.”

K6szonom szépen a megfelel6en nagy elemszamokra vonatkozo észrevételt.

.0z un. fejnyaki daganatos beteganyag esetében sajdtosan szelektdlt beteganyagot haszndlt a
szerz6, amelybe szdjiiregi rdk gyakran nem szerepelt...”

A fej-nyaki daganatos betegek esetében a vizsgalati csoportok leirdsanal valéban nem emeltem ki,
hogy a Pécsi Tudomanyegyetem FUl-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinikdjardl szarmazd anyagban
szajuregi daganatos betegek mintdi nem szerepelnek, csakugyan zavard, hogy ez csak kés6bb, az



eredmények leirdsandl (az alcsoportonkénti felbontasban kozolt eredményeknél) deril ki. Ez esetben
valéban szelektdlt beteganyaggal dolgoztunk, ahogy Professzor Ur is megallapitotta. A szombathelyi
beteganyag azonban a fej-nyaki daganatok teljes spektrumat feldlelte.

,...nem keriil bemutatdsra, hogy a jobb és bal kolonfél daganatai milyen ardnyban vannak az egyes
kohorszokban, ami jelentésen befolydsolhatia az eredményeket és azok interpretdciojdt. A birdld ezért
nagyon hidnyolja a beteganyagok klinikai vizsgdlatokban oly megszokott pontos preciz bemutatdsat.”

Mivel kilonbség van a jobb és a bal kolonfél daganatai k6zo6tt egyes epidemioldgiai sajatossagokat,
klinikai-, patholdgiai jellemz&iket, progndzisukat illeten, természetesen egyetértek Opponens Ur
kritikdjaval, hogy ezen jellemz6k megaddsa informativ lett volna. A résztvevéket azért nem bontottam
tovabbi alcsoportokra, hogy nagy elemszdmu csoportokkal dolgozhassak, és ezdltal az eredmények
megbizhatdsagat noveljem, tekintetbe véve azt is, hogy irodalmi adatok alapjan a jobb- és a bal kolonfél-
daganatos betegek tulélése kozott kétségkivil meglevé kilonbség nem akkora (Meguid, 2008; Benedix,
2010; Weiss, 2011; Jess, 2013), hogy az igy nyert tobblet-informacidé kompenzalta volta a csoportok
méretének csokkenését. Mivel lokalizacié szerint nem csoportositottam, sajnos valéban elmulasztottam
feltlintetni is az erre vonatkozé adatokat, amit az aldbbi tablazatban szeretnék pétolni:

Lokalizacid
(sigma, colon | Jobb oldali (coecum, colon

Bal oldali

descendens, rectum)

ascendens és transversum)

6. populdcié (n=500)

332 (66,4%)

168 (33,6%)

7. populdcié (n=500)

319 (63,8%)

181 (36,2%)

Mivel a jelenlegi irodalmi adatok alapjan nem tisztazhatd egyértelmlien, hogy a vizsgalt GST
allélpolimorfizmusok hatdsa mennyiben tér el a jobb és a bal kolonfél daganatos kockazatat illetéen, ez a
kozeljove izgalmas kutatasi kérdése lehet.

A vastagbélrakra vonatkozd prognosztikus vizsgdlatnal (5. populacié) pedig ugy gondoltam, hogy a
lokalizacié helyett az altalam fontosabbnak tartott stddiumbeosztds alapjan célszerl csoportokat képezni,
(Dukes’ A/B/C stadiumu betegekbdl 50-50, a D stadiumbdl pedig 32 képezett egy-egy csoportot) mert ez bir
igazan jelent8s prognosztikus értékkel.

,Az alkalmazott mddszertan a molekuldris bioldgia alapmddszerei, sajndlatos modon kézéttiik nem
szerepel a Sanger szekvendlds vagy ujgenerdcids technoldgidk”

A moabdszertant illetéen valdban kilonb6z6 alapmddszereket alkalmaztunk, minden esetben
igyekeztiink olyan, viszonylag egyszerlen kivitelezhetd eljardsokat vdlasztani, amik koltséghatékonyak, de
kelléen megbizhatdéak voltak. Nem tartom magam molekularis biolégusnak, a disszertacioban feltett
kérdéseket is sokkal inkdbb epidemioldgiai nézépontbdl kozelitettem meg. Az allélpolimorfizmusokkal
kapcsolatos két f6 vizsgalati stratégia (hipotézis-vezérelt vagy kandidans gén megkozelités vs. teljesgenom-
asszociacios vizsgalatok) kozil az utdébbi igényli az Ujgeneraciés technikak alkalmazasat, mig a
disszertacidoban az altalam alkalmazott kandidans gén megkozelités ezt nem teszi sziikségessé. Bar e
terlileten is folyamatos a technikai fejl6dés, a disszertacid témajahoz hasonlé kérdések vizsgdlataval
foglalkozd publikacidk (allélpolimorfizmusok és daganatok kapcsolatat elemz6 eset-kontroll vizsgalatok)
donté tobbsége egyszer( PCR alapi mddszereket hasznal genotipizalasra (Econompoulos, 2010; Liu, 2013). A



molekuldris bioldgiai mddszerek fejlédésével természetesen szamos Uj lehet6ség all rendelkezésre (pl. nagy
atereszt6képességl, Ujgeneracidés technikdk a genotipizalasban, real-time PCR alapiy mddszerek a
génexpressziok detektdldsara), és arra torekszem, hogy olyan kérdéseket is feltehessiink, amelyek
megvalaszolasara intézetiinkben e technoldgidkat is alkalmazhatjuk majd. Természetesen fontosnak tartom
a metodikai fejlédést, intézetiinkben példaul mar nem a disszertacidban leirt, és Professzor Ur &ltal is
kritikusan emlitett mddszerrel (slot-blot hibridizacié) torténnek a génexpresszidés vizsgalatok, hanem real-
time PCR alkalmazasaval.

A génpolimorfizmusok elemzése gyakran RFLP mddszerrel tértént, és sehol nem tértént emlités arrdl,
hogy ezen indirekt mddszer eredményeit mds modszerrel pl. szekvendlds is megerdsitették volna.

A moddszerek beadllitdsakor minden esetben torekedtlink arra, hogy azokat mas maddszerekkel
Osszevetve vagy mashol is genotipizalt mintakkal 6sszehasonlitva validaljuk. Ezutan mar, mivel technikailag
viszonylag egyszerl médszereket haszndltunk, valéban nem végeztiink az egyes vizsgdlatoknal szekvendldst
tovabbi validalas céljabdl. Kétségtelen azonban, hogy Opponens Ur kritikdjanak megfelelSen, ez mégis
célszer( lett volna.

..egy adott beteganyagon taldlt eltéréseket egy fliggetlen mdsik beteganyagon kell validalni”

A mai, bonyolultabb molekuldris bioldgiai médszereket vagy komplex bioinformatikat alkalmazo
biomarker vizsgalatoknal (pl. teljesgenom-asszociacios vizsgalatok), kilénosen klinikai vizsgalatoknal az ilyen
validdlas kucsfontossdgu. Az eddigi tapasztalataim és az irodalmi adatok alapjan az egyes betegségek
kialakulasanak kockazatdt tanulmanyozdé eset-kontroll vizsgalatoknal ez még nem volt része a ,szokdsos
protokollnak”. A disszertdcid irodalomjegyzékében szerepld, vizsgalataimhoz kapcsolddd nagyobb meta-
analiziseket attekintve sem talaltam olyan, kis szdmu polimorfizmust tanulmanyozd eset-kontroll vizsgalatot,
amikor is a kapott eredményeket mas, fliggetlen populdcidon validaltdk volna. Magdnak a tényleges
Osszefliggésnek a validalasahoz/tisztazdsahoz e terileten az egyes eredményeket 6sszevet6/integrilé meta-
analizisek jarultak jelentGs mértékben hozza. Ezért, ha Ujabb vizsgdlatokra nyilt lehet&ségem, én is inkdbb
arra torekedtem, hogy azokban Uj kérdéseket tehessek fel. Természetesen a Professzor Ur altal emlitett
szigoru klinikai/biomarker standardok a molekuléris epidemiolégia egyre tébb teriletén érvényesiilnek, és
valnak elengedhetetlenné és szeretném azokat sajat vizsgalataimban is érvényesiteni. E tekintetben a
fliggetlen populacidkon torténd validalast kilondsen az allélpolimorfizmusok és a progndzis kozotti
kapcsolatot vizsgald munkakkal kapcsolatosan szeretném elvégezni.

Opponens Ur véleménye szerint a disszertdcié leggyengébb része a kémiai karcinogének dital
kivdltott génexpresszio-vdltozdsok elemzése, legerGsebb részét pedig a kiilbnbézé genetikai polimorfizmussal
kapcsolatos vizsgdlatok képezik. Ennek egyrészt oriilhetnék, mert szivemhez jéval kdzelebb allnak az elmult
10 évi munkdssagom alapjat képezd allélpolimorfizmus-vizsgalatok, amelyek a disszertacido donté részét is
adjak, masrészt viszont sajnalom, hogy a disszertaciot nem sikeriilt egységes szinvonalon elkésziteni.

»...nem vildgos hogy miért ezen gének elemzése tértént: c-myc, p53 és Ha-RAS”

A bevezetésben prébaltam megindokolni, hogy miért a c-myc, Ha-ras és a p53 gének expresszio-
valtozasait elemeztiik, de ugy latszik, ez nem volt teljesen meggy6z6. Nehéz lenne minden kétséget kizardan
azt mondani, hogy a t6bb tucat lehetséges gén kozll miért pont ez vagy az a harom a megfelel6 biomarker.
Az altalunk kivalasztott génekkel kapcsolatban szamos irodalmi adat mutatja, hogy kulcsszerepet jatszhat a
malignus transzformacid sordn, illetve tumorsejtekben — vagy bizonyos karcinogénekkel térténé expozicid



utan — expresszidja megvaltozhat. Emellett mindegyik génexpresszi6 mas aspektusbdl monitorozza a
malignus transzformacié folyamatat, mivel ezek a gének dontSen kilonbozé bioldgiai/biokémiai utakban
vesznek részt. Tovabba intézetlinkben végzett kordbbi vizsgalatok (amelyekre hivatkozom a disszertacidban)
is azt mutattdk, hogy e gének szenzitiven képesek jelezni egyes karcinogén agensek hatasat, és vizsgalataink
egyik célja volt a kordbbi eredmények kiterjesztése, mas kisérleti rendszerben valé megerdsitése.
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14-23. dbrdk. ,,...nem vildgos, hogy milyen értékek vannak az ordindtdn”, , Ezen dbrdk oszlopainak
szinei annyira hasonldak, hogy gyakorlatilag értékelhetetlenek az olvasé szamdra...”

Sajnos az dbrakon valdban nem megfelel6en valasztottam meg az egyes oszlopok szineit, és — bar az
eredeti kdzleményben természetesen megtalalhatd, és a mddszerek leirdsandl utaltam ra, hogy pozitiv
kontrollként B-aktint haszndltunk — nem jeleztem, hogy a génexpresszidk a B-aktinndl mért értékek
szazalékaban keriiltek feltiintetésre. Ahogy Opponens Ur is kordbban megjegyezte, ez egy szemikvantitativ
értékelés, ami nem abszolut értékeket mér, hanem az egymdshoz viszonyitott eltérések kifejezésére
alkalmas.

Az allélpolimorfizmusoknak a daganatkialakulds kockdzatdra gyakorolt hatdsdnak vizsgdlatdval
kapcsolatban mindenekeltt nagyon kdszéndm Professzor Ur megjegyzését, miszerint e terileten fontos és
értékes megfigyeléseket végeztem.

Ezen vizsgdlatokkal kapcsolatban a birdlat tobbszor utal rd, hogy egyes eredményeim nem vethetdk
Ossze (illetve nem vonhatdk éssze) egymdssal, mert a kiilénb6z6 polimorfizmusok vizsgdlata legtébbszér
mds-mds beteganyagon tértént. Valdban, a vizsgalatok tobbsége lényegében egymastdl fliggetlen vizsgalat
volt, és az egyes vizsgalatokndl el kellett dontenem, hogy a rendelkezésre all6 er6forrdsokat milyen
mértékben akarom a korabbi eredmények megeréGsitésére, illetve mennyiben Uj kérdések megvalaszoldsara
forditani.

»Sajnos egy harmadik beteganyagon elemzett hdrom mdsik enzim polimorfizmusainak hatdsait:
CYP1A1, CYPE1 és EPHX1. (nem igazdn vildgos, hogy miért maradt ki ezek kéziil a CYP1A2, a fejnyakban
elemzett UGT1A1, vagy a MIR146a)”

Ezt a vizsgalatot 2007-ben, a fej-nyaki vizsgalatnal kordbban végeztik és publikdltuk, akkor nem
merilt fel az UGT1A1 polimorfizmus vizsgalata (az akkor rendelkezésre allé6 adatok alapjan /van der Logt,
2004; Tang, 2005/ ez a polimorfizmus a vastagbéldaganatok kockazatat illetéen kevésbé tlint érdekesnek,
mint az altalunk kivalasztottak). A mir-146a polimorfizmust csak 2008-ban irtak le (Jazdzewski, 2008), tehat
még nem johetett szdba, a CYP1A2-t pedig vizsgaltuk, ennek leirdsa az anyag- és mdodszer fejezetben és az
eredmények kozott is szerepel, de az alfejezet cimében felsorolt polimorfizmusok koézil sajnalatos mdédon
valéban kimaradt.

Igen fontosnak és lényegesnek tartom Professzor Ur felvetését arrdl, hogy ha még tébb
polimorfizmust elemeztem volna egyidejiileg, akkor vajon mdr akdr a familidris vastagbélrék kockdzatdt
eléré mértékii hatdst taldlhattunk volna-e.

Meggy6z6désem — vagy mondhatjuk Ugy, hogy feltételezésem — szerint szamos, 6nmagaban kisebb
hatdsu genetikai tényez6 egyiittesen mar elérheti azt a nagysagrendet, amikor akar a familiaris daganatok
kockdazataval 6sszemérhet6 hatdst taldlunk. Véleményem szerint a sporadikus daganatok kialakuldsaban a
kornyezeti, életmddi tényezbkkel kélcsénhatasban az ilyen fajta fokozott genetikai érzékenység jelentGs
szerepet jatszhat. Ugy gondolom, hogy vizsgélataim jovébeli gyakorlati hasznat egyik oldalrél az jelentheti,
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hogy ha az alapfeltételezés helytalld, és sikeril is majd ilyen, jelentésen fokozott kockazatu személyeket
azonositani, az 6 esélyeiket lehet szamottev6en javitani a primér prevencid, kemoprevencié eszkéztaranak
személyre szabottan aktiv és széleskorli bevetésével, illetve célzott és gyakoribb szlrdévizsgalatok
alkalmazasaval.

E kérdés kapcsan szeretném megemliteni, hogy a hasonlé molekuldris epidemioldgiai vizsgalatok
masik kulcskérdése véleményem szerint, hogy vajon a jelenlegi allaspont szerint ,kemény végpontként”
tekintett OR (vagy RR) = 10 alatti genetikai jelleg(i kockazatokkal is érdemes-e foglalkozni, és indokolhatnak-e
ezek a kockazatok valamiféle intervenciot? Meggy6z6désem szerint igen, hiszen az életmddi, kornyezeti
tényez6k daganatos kockazatot befolydsold hatdsa terén (de mas betegségek kockazatat illetGen is) szamos
megdllapitas alapul olyan osszefliggéseken, amelyek statisztikailag szignifikdnsak, de a hatds mértéke a fent
emlitettnél gyengébb, az OR (vagy RR) 1,5-5 tartomanyba esik. llyenek tobbek kozott a passziv dohanyzas és
szdmos daganat kapcsolata, az erésen atsiitott husok fogyasztasa és a vastagbéldaganatok kockazatdnak
Osszefliggése vagy az energiabevitel és a daganatok kockdzatanak kapcsolata, amelyekkel kapcsolatban
mégis hatarozott életmaddi, taplalkozasi ajanldasok ismeretesek. Logikusnak tartandm, hogy hasonlé erdsségl
genetikai kulonbségeket is figyelembe vegyilink, és intenzivebb daganatmegel6z6 tevékenységet (pl. a
taplalkozasi kockazati tényez6k szigorubb keriilését és a véd6 faktorok fokozottabb igénybe vételét)
javasoljunk az ilyen személyek szamara.

Lehetségesnek tartia a jel6lt, hogy a karcinogén metabolizdlo enzimek a kemoterdpids szerek
metabolizmusdban fontos szereplék, és egyes polimorfizmusaik fokozzdk a karcinogén hatdsokat, valamint
egyuttal kemoterdpids rezisztencidhoz is vezethetnek?

Igen, Professzor Ur felvetését irodalmi adatok is aldtdmasztjdk, tobb metabolizdlé enzim
tekintetében is. Mivel ezek az enzimek részt vesznek a kemoterdpids szerek metabolizmusdban
polimorfizmusaik befolydsolhatjdk azok atalakulasat és ezdltal hatdsat is. A CYP1A1l enzimrdl példaul
ismeretes, hogy egyes policiklusos aromds szénhidrogének metabolizmusan keresztil befolyasolja tébb
daganat kockdzatat is, ugyanakkor az aminoflavon 4talakitdsan keresztiil annak daganatellenes
hatékonysagat is (Zheng, 2010). A disszertdcidmban is targyalt GST enzimek is befolyasoljdk egyes
citosztatikumok metabolizmusat (Lien, 2002; Bolt, 2006) és ezaltal a hatékonysagon, progndzison kivil a
mellékhatdsok, illetve toxicitds mértékét is (Zielinska, 2005).

Az ésszefoglald értékeléssel kapcsolatban kdszondm Opponens Ur véleményét, miszerint ,,nagy és
uttdéré” munkat végeztem e terileten, és ezdltal ,kozelebb keriltiink a hazai populacié karcinogén
érzékenységének megértéséhez”.

Végiil ismételten kdszondm Professzor Ur biralatat, észrevételeit, kritikai megjegyzéseit melyek
ahhoz is segitséget nyujtanak, hogy a jov6ben néhany hibat ne kovessek el. LegfGképpen természetesen azt
koszondm, hogy Professzor Ur pozitivan értékelte, vitdra alkalmasnak tartotta disszertaciémat és javasolta az
MTA doktori cim odaitélését.

dr. Kiss Istvan

Pécs, 2014. majus 19.
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