Biralat

Dr. Kiss Istvan ,,Génexpressziok és allélpolimorfizmusok, mint a daganatmegelozés
molekularis epidemiologiai biomarkerei” c. doktori értekezésérol

Dr. Kiss Istvan teljes terjedelmii doktori értekezést nyuajtott be a Doktori Tanacsnak, mellyel
eddigi tudomanyos tevékenységének Osszefoglalasat adva palyazik az MTA doktora cim
megszerzésére. A dolgozat 15 impakt faktorral rendelkezd Gjsagban és 12 hazai folyoiratban
megjelent tudomanyos kozleményre épiil, tehat a Jelolt a PhD fokozatanak megszerzése ota
publikalt 27 cikkének eredményeit 6sszegezte a munkdjaban. Ezek koziil az elsé 2000-re, mig
az utolsd 2013-ra datalédik. A kozel masfél évtizedet ativeld munka egy rendkiviil tudatos
témavalasztas mentén zajlott, melynek koszonhetden a doktori mii koherens, témai egymassal
Osszefliggenek, és az eredmények értelmezésébdl egyértelmiien latszik, hogy Dr. Kiss Istvan a
daganatos betegségek molekularis epidemiologiai vizsgalatdnak hazai ¢€s nemzetkdzi
mércével mérve is neves szakembere.

A doktori értekezés 174 oldal terjedelmii, rendkiviil igényes kivitelezésli. A megfogalmazott
cim nagyon jol orientdlja az olvasdt azzal kapcsolatosan, hogy a Jelolt tudoméanyos
munkassaga milyen kérdések megvalaszolasara iranyul, ugyanakkor szerencsésebbnek
tartottam volna a kovetkezd cimadast: ,,Génexpresszios MINTAZATOK  és
allélpolimorfizmusok...”

A Bevezetés 35 oldal terjedelmii, szdmos grafikonnal, jol Osszedllitott abraanyaggal
szemlélteti a Jelolt a témavalasztasanak fontossagat. Ezt kdvetden tételesen végigvezeti az
olvasot azokon a géneken, amelynek vagy a polimorfizmusait, vagy a génexpresszios
valtozasait vizsgalta a kiilonboz6 daganatos megbetegedésekben. Az egyes gének ismertetése
kelléen mértéktarto terjedelmii, megitélésem szerint a Jelolt pont annyit irt roluk, ami alapjan
az olvaso tajékozotta valik azzal kapcsolatosan, hogy miért is ezekre a génekre esett a
valasztas az egyes korképek vizsgalataban.

Eszrevételeim, kérdéseim a Bevezetés résszel kapcsolatosan:

1) A 6. abran (8. oldal) jol lathatd, hogy az emlédaganatok esetében az incidencia és a
mortalitds k6zott nagyon nagy a kiilonbség. A Jelolt megitélése, ill. epidemiologiai
adatok szerint ez melyik tényezdnek tudhatd be els@sorban: a sziirések miatti korai
stadiumu daganatészlelésnek és az azt kdvetd sebészi beavatkozasnak, vagy az elmult
években a terdpias eljarasok terén tapasztalhatd nagyléptékii fejlodésnek?

2) A 7. ébran otféle daganat hazai incidencia valtozasat mutatja be, de az
abramagyardzatban csak harmat emlit meg.

3) A 9. abra esetében nem kap az olvaso kell6 mértékii tajékoztatast sem a szovegben,
sem az abraalairasban arrol, hogy a jobb oldalon taldlhat6 szdmsor pontosan mit jelent.
Ezzel kapcsolatos kérdésem, hogy a Jelolt megitélése, ill. epidemiologiai vizsgalatok
eredményei szerint a rossz szocidlis-gazdasagi statuszi rétegek esetében elsdsorban a
hajlamositd kornyezeti/életmodbeli tényezdk vagy az egészségligyi ellatashoz valod
nehezitett hozzaférés a fontosabb tényezd?

4) A 12. oldal els6 bekezdésében leirtakat nem talaltam indokoltnak: elsdsorban Prof. Dr.
Melegh Béla és Dr. Karcagi Veronika munkéjanak koszonhetéen sokat tudunk a hazai
roma lakossdg korében diagnosztizalt ritka monogénes betegségekrdl, de ez nem
képezi targyat ennek a dolgozatnak.



5) A 15. oldal utols6 mondatanak megfogalmazasat (...nem szazszazalékosan egyértelmii
eredményekkel.) egy kicsit koznyelvinek taldltam és hidnyoltam a vonatkozo
citacidkat.

6) A 16. oldalon emliti a Jelolt a CYP1A1 és CYP1A2 gén kozds 5° nem transzlalodo
génduplikacioval johetett Iétre a két gén. Ismert-e az irodalombodl, hogy ez a
génduplikacié az evolucié soran mikor kovetkezett be?

7) A 17. oldalon a Jelolt azt irja, hogy a CYP2E1 gén intronikus polimorfizmusainak
jelentdségét nehéz értelmezni. Nem lehet, hogy a splicing szabalyozasaban vesznek
részt?

8) A 20. oldalon a Jelolt emliti, hogy lehetnek olyan GST proteinek is, amelyek nem
rendelkeznek enzimaktivitdssal, hanem strukturalis fehérjékként funkciondlnak. Itt
hianyoltam a citaciot. Nagy hangsulyt kap, hogy a GST fehérjék a kornyezeti
szennyezes, dohanyzéds altal szervezetiinkbe juttatott aromds szénhidrogének
artalmatlanitasat végzik. Ezen szennyezd anyagok megjelenése elétt mi volt a szerepe
ezeknek a fehérjéknek, melyek a természetes szubsztratjai?

9) Ugyanezen az oldalon nem tartom kelléen informativnak a 11. abrat. Mi volt a forras,
mit jelent az ,ND” jelolés a kappa osztalynal, mint jelent az ,allélok” az utolsd
sorban?

10) 23. oldal: Magam is szembesiiltem tObbszor azzal, hogy egyes irodalmi forrasok
kettd, masok pedig harom csoportot képeznek a populaciokban az acetilator statusz
szerint. Jelolt megitélése szerint nem lehetséges, hogy bizonyos populaciokban ketto,
masokban harom csoport kiilonithet6 el?

11) A 23. oldalon az utols6 bekezdésben hianyoltam a NATP pszeudogénre vonatkozod
citaciot. Mi volt a forras a mikroRNS szabalyozasban betoltott funkciojaval
kapcsolatosan?

12) 29-31. oldal: A p53 fehérje degradaciojaval kapcsolatosan egyre tobb informacionk
van a COP1, az MDM?2 ¢s a Pirh2 fehérjékrdl, amelyek a p53 ubikvitinaciojat végzik.
A Jeloltnek van-e tudomasa olyan p53 mutaciordl, amely ,,megakadalyozza” hogy
ezen fehérjék ubikvitinaljak, és ily modon stabilizalja a p53 fehérjét?

Nagyon tetszett, hogy a Célkitiizések két formaban - egy altalinosan megfogalmazottban és
az elvégzett vizsgalatokat konkrétan felsorold formaban - is leirasra keriiltek.

Az Anyag és maodszer fejezet 15 oldal terjedelmii. Nagyon gondosan, attekinthetden tortént az
Osszedllitasa. A fejezet jelentds részét (5 oldal) az teszi ki, hogy a Jelolt 14 gén polimorfizmus
vizsgalatait irja le alfejezetekbe bontva, ezek vagy allél specifikus PCR reakciok vagy PCR
RFLP vizsgalatok voltak. Felmeriilt bennem a gondolat, hogy a haszndlt primereket, a
reakciokoriilményeket, az alkalmazott restrikcidos enzimeket és az analizalt fragment
méreteket egy tablazatban lehetett volna Osszesiteni, és ezzel tomdrebbé tenni az Anyag és
moédszerek fejezetet. Eszrevételeim, kérdéseim:

1) A 43. oldalon a CYP1A1 polimorfizmus vizsgalat leirasanal a Jelolt tigy hivatkozik a
p53 polimorfizmus vizsgélatdra, mintha az mar korabban részletezésre keriilt volna,
holott arra 4 oldallal késébb, a 47. oldalon kerit sort.

2) A primereket a leirds szerint nagy koncentracié kiilonbséggel hasznalta a Jelolt az
egyes PCR reakciok soran: a 47. oldalon a p53 polimorfizmus meghatarozasnal 1 pM
koncentracioju, a GSTMI1 és GSTT1 PCR reakcidknal 30 ill. 50 pmol mennyiségi,
mig szamos mads reakcid esetében (miR-146a PCR, HPV PCR) joval alacsonyabb



koncentracidban (1 pM) alkalmazta a Jelolt primereket. Minek volt ez koszonhetd?
Nagyon kiilonb6zott a reakcidk hatasfoka?

3) Szinte minden reakcié detektalasanal részletezte a Jelolt, hogy hogyan tortént a
végtermékek detektaldsa, a HPV PCR-ok esetében ez elmaradt.

4) Az 50. oldalon leirja a Jelolt, hogy fej-nyaki daganatos betegek 116 fos csoportjabdl 2
¢év elteltével mindossze 18 beteggel sikeriilt folytatni a génexpresszios vizsgalatokat.
Mi volt az els6dleges oka annak, hogy csak ilyen kisszamu beteggel tudtak folytatni a
vizsgalatokat?

Az Eredmények fejezet 47 oldal terjedelmi, jol kdvethetden alfejezetekre bontva, szemléletes
abrakkal mutatja be a Jelolt méréseinek eredményeit: elsdként a génexpresszids, majd a
polimorfizmus vizsgalatok eredményeit ismerteti. Eszrevételeim, kérdéseim:

1) Az allatkisérletek génexpresszios vizsgalatait szemlélteté grafikonokon nem keriilt
feltintetésre az Y tengelyen, hogy milyen egységekben adja meg a Jelolt a
génexpresszios valtozasokat: sem ennek a résznek a szovegében, sem az ,,Anyag,
modszerek” fejezetben nem taldltam erre valod utalast.

2) A 17-23. abrakon az egyes szervekben a kezelésekre bekovetkez6 idobeli valtozasokat
IS bemutatja a Jelolt, szerencsésebbnek tartottam volna ezeket a valtozasokat vonalas
abrazolassal szemléltetni, az oszlopdiagramok erre — véleményem szerint - kevésbé
alkalmasak.

3) 62. oldal: Az alfejezet cimeként jobban hangzott volna ,,Génexpresszios valtozasok
human vizsgalatokban”

4) A human génexpresszids vizsgalatok eredményeit bemutatd grafikonokkal
kapcsolatosan is hasonld a problémam, mint az allatkisérleteknél: az Y tengelyen
megadott %-os értékek mire vonatkoztatva keriiltek feltiintetésre? A Jelolt utal ra az
,Anyag, modszerek” fejezetben (43. oldal), hogy a Ha-Ras, c-myc p53 és B-aktin
gének génprobait plazmidba illesztették, de hogy aztan ezt hogyan hasznaltak az
expresszid kvantitdlasara, ez nem kerilt leirdsra. Mit jelentenek a kontrollokra
megadott szazalékos értékek (17,6 %, 32,8 és 16,6%) c-myc, a Ha-ras és a p53 gén
expresszidjanak vonatkozasaban (62. oldal)? Ugyanakkor a kiilonbségek a kontroll és
s betegcsoport kozott valoban demonstrativak, illetve a 17 beteg két év elteltével
lemért génexpresszids valtozasai is jol kdvethetok az abrakon.

5) A 64. oldaltél kezd6dden a Jelolt a polimorfizmus vizsgalatok eredményeit mutatja be.
Ezen, ill. a kovetkez6 oldalon a 26. és 27. abrék alairasa szerint genotipusok eloszlasat
szemlélteti, ugyanakkor a szovegben allé¢lgyakorisdgokat emlit. Ha genotipusokat
szeretett volna szemléltetni a Jelolt, akkor hol jelenik meg a szovegben is emlitett Val-
homozigédta genotipus a grafikonon? Nekem az a meglatdsom, hogy a Jelolt igazan
allélgyakorisagokat abrazolt, akkor viszont az abra aldirdsban, ill. a grafikon ala
beszurt kis tablazatban hibas a ,,genotipus eloszlas” kifejezés és az Ile/lle és Ile/Val
genotipusok feltiintetése.

6) A 28. és 29. abrakon a szoveg, az abraalairas és az abrazolt genotipus eloszlasok
egymassal 0sszhangban vannak, amikor a Jelolt az UGT1Al genotipusok eloszlasat
mutatja be a daganatos betegekben és a kontroll csoportban.

7) A ,high risk” angol kifejezés helyett szerintem batran lehetett volna hasznalni a
,magas kockazatu” ill. , kettés magas kockazatu” kifejezéseket (66-68. oldal).

8) A Jelolt a 67-68. oldalakon Kaplan-Meier féle talélési gorbéken szemlélteti az egyes
genotipusok tulélését. Sem az ,,Anyag és modszer”, sem az ,Eredmények” részben
nem talaltam arra utalast, hogy mennyire volt egységes ezeknek a pécsi betegeknek az
onkoterapiai kezelése. Ugyanez vonatkozik a késGbbiekben bemutatott szombathelyi



fej-nyak daganatos ill. kolorektalis daganatos betegcsoportra is. Erre vonatkozdan a
Megbeszélés részben sem talaltam tovabbi informaciot, a Jelolt ugyanakkor a 117.
oldalon megemliti, hogy ,, ... a GSTMI és T1 polimorfizmusok prognosztikus hatasa
feltehetden fligg a betegség stadiumaitol, az alkalmazott kezelésektdl és mas genetikai
faktorokkal valdé kolesonhatasoktol”, illetve a 121. oldalon is tesz ilyen utalést: ,,A
prognézisra gyakorolt hatés fligg a tumortipustdl és az alkalmazott kezelést6l.”

9) A Jelolt a 69-73. oldalon egy rendkiviil gondosan megtervezett, végrehajtott gén-
kornyezeti kolcsonhatas vizsgalat eredményeit mutatja be, amellyel igazolja a pre-
miR-146 152910164 polimorfizmus kockazatemelé hatasat. a beteg és kontroll
csoportok illesztése, az alcsoportok kialakitasa (stratifikalas), a kapott eredmények
analizise és értelmezése példaértékii.

10) A 74. a 81. és a 94. oldalon bemutatott VI. VII. és VIII. tablazatok esetében ismét
ellentmondas van a szoveg (allélgyakorisagok), tablazat alairasa (allélmegoszlasok) és
a tablazatban valéban bemutatott adatok (genotipusok) kozott.

11) Az allélpolimorfizmus vizsgalatok eredményeit bemutatd alfejezetek cimeit
furcsallottam: pl. a 89. oldalon indulé alfejezet cime. Helyette a kdvetkez6 kiegészitést
javasolnam: ,,6. vizsgalati csoport: GSTMI, ..... XRCC1 polimorfizmus vizsgalatok”.
Ugyanez vonatkozik a 93. oldalon taldlhaté alcimre is: ,,7. vizsgdlati csoport:
CYP1A1l, CYPP2EI, EPHXI1 polimorfizmus vizsgalatok” szabatosabb lett volna
cimként.

12) Nagyon tetszett a 92. és 93. oldalon bemutatott elemzés a magas kockazatu allélek
egylttes el6fordulasara vonatkozoan: szépen kirajzolodik az a tankonyvi szemléltetés,
amellyel a hallgatoknak a ,treshold” elméletet bemutatjuk a multifaktoridlisan
oroklodo betegségekre valo hajlam kialakitasaval kapcsolatosan. Ugyancsak kivalonak
talaltam a 95. oldalon a XII. tablazatban bemutatott gén-gén kodlcsonhatési vizsgalat
eredményeit, amely ismét jo1 szemlélteti a gyakori betegségek poligénes hajlamositd
hatterének kialakulasat.

13)Szintén a legnagyobb eclismeréssel kell szolni arrdél a rendkiviill koriltekintd
betegbevonasrdl, a kontroll csoport illesztésérdl, az adatok értékelésérol ¢és
értelmezésérol, amelyet a cervixrakra hajlamositd polimorfizmus vizsgalatok kapcsan
bemutatott a Jelolt.

A bemutatott eredményeket 35 oldalas terjedelemben értelmezi a Jelolt — Megbeszélés
fejezet - amely sorrendjében koveti az eredmények bemutatasat.

1) Az allatkisérletekben kapott génexpresszids eredményeket nagyon mértéktartdan
diszkutalta a Jelolt, vilagosan szétvalasztva annak lehet6ségét, hogy a kezelések
regulacidos (transz) folyamatokon keresztiil vagy magan a génen indukalt (cisz)
mutaciokon keresztiil vezetnek a tapasztalt valtozasokhoz, ugyanakkor egyértelmii
bizonyitékot szolgaltatott arra, hogy ezek az expresszid valtozdsok a karcinogén
expozici6 korai biomarkerei lehetnek. A 108-109. oldalon nagyon jo a gondolatmenete
annak a résznek, amelyben a Jelolt a génexpresszids mérések gyakorlati
alkalmazasanak lehetdségeit fejti ki.

2) Ezt kovetden a fej-nyak daganatos betegek periférias véréb6l mért génexpresszios
adatokat értelmezi a Jelolt. Klinikai relevanciaja természetesen ezeknek a méréseknek
van, mivel az Aallatmodelleken alkalmazott, kilonb6z6 szervekbdl torténd
génexpresszids méréseknek bimarker sziirési potencialja nincs. Sajat adatai, valamint a
vonatkozo irodalmi adatok is megmutatjak, hogy van létjogosultsaga ezeknek a
méréseknek a  klinikumban is, ¢és alkalmazhatok daganatos betegségek
biomarkereként. Nagyon tetszett a diszkusszionak az a része, amelyben a Jelolt kifejti



a sajat allaspontjat, ill. ismerteti az irodalmi adatokat azzal kapcsolatosan, hogy egy
szolid tumor jelenléte hogyan indukdlhat a periférian detektalhatd génexpresszios
valtozasokat.

3) A Megbeszélés kovetkezd részében a Jelolt nagyon jol Osszehasonlitja az altala
alkalmazott hipotézis vezérelt eset-kontroll megkozelitést és az elmult években
nagymértékben alkalmazott teljes genomsziirési eljarasokat. Egyértelmii, hogy a
daganatos betegségek esetében teljes mértékben indokolt a karcinogén anyagokat
metabolizald enzimeket kodolo gének variansainak vizsgalata, igy a Jelolt
témavalasztasa abszolut indokolt. Ezt az is nagyon j6l mutatja, hogy a sajat
eredményeit igen sok, egyéb populaciokban végzett vizsgalatok eredményeivel,
valamint egyes polimorfizmusok esetében meta-analizisek eredményével is Ossze
tudta vetni. A diszkusszio (és az egész dolgozat) nagy erdsségének tartom a kapott
eredmények rendkiviil gondos, minden aspektusra kiterjedd megbeszélését. A
Megbeszélésben ugyanakkor nekem ugy tlint, hogy a Jelolt elsésorban az irodalomban
fellelhetd eset-kontroll tanulmanyokkal és ezek meta-analizisével vetette 0ssze sajat
eredményeit. Van-e tudomasa olyan GWAS vizsgalati eredményr6l, amely a dolgozat
targyat képezd daganatos betegségek hajlamositd genetikai faktoraként azonositotta az
altala vizsgalt géneket, ill. azok polimorfizmusait?

4) Szeretném felhivni a Jelolt figyelmét egy Szicilidban zajlo kapcsolodd munkara,
amelyben Antonella Agodi Professzor Asszony és munkatarsai a cervix carcinoma-ra
hajlamosito genetikai faktorokat vizsgaljak, 0k elsdsorban a methylenetetrahydrofolate
reductase (MTHFR) C677T polimorfizmusara ill. a mediterran diéta kapcsolatara
fokuszalnak.

Végezetiil egy kozelmultban lezajlott aktualitassal szeretném zarni a véleményemet: A
Jelolt a dolgozat utols6 két oldaldban eredményeinek gyakorlati alkalmazasardl,
tavlatairol ir (137-138. oldal). Ebben a Jelolt emliti a 23andme cég tevékenységét - kelld
kritikat ¢és tavolsagtartast megfogalmazva - illetve leirasra Kkeriilt az is, hogy
,Mindazonaltal ugy tiinik, hogy ezeket a genetikai szolgaltatasokat ,,betiltani” nem lehet,
.... A dolgozat benyujtasa 6ta eltelt id6 azonban bebizonyitotta, hogy igen is be lehet
tiltani, ill. fel lehet fliggesztetni az ilyen jellegli tevékenységet, ahogyan azt az FDA tette a
23andme céggel 2013. novemberében.

Tisztelettel kérem a Jeloltet, hogy valaszaiban torekedjen a tomdrségre.
Osszegezve megallapithatd, hogy Dr. Kiss Istvan a benytjtott teljes terjedelmii dolgozatban
bemutatott eredményeivel, valamint eddigi tudomanyos palyafutdsaval egyértelmiien

bizonyitotta, hogy mélté az MTA doktora fokozat odaitélésére. Ezért javaslom a nyilvanos
vita kitlizését és a doktori palyamunka elfogadasat.

Szeged, 2014. marcius 5. Tisztelettel:

Dr. Széll Marta
az MTA doktora
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