Opponensi vélemény dr. Kiss Istvan ,,Génexpressziok és allélpolimorfizmusok mint a
daganatmegelozés molekularis epidemiologiai biomarkerei” c¢. MTA doktori

disszertacidjarol

A daganatok kialakuldsdnak majd progresszidjanak molekularis alapjai egyre inkdbb ismertté
valnak, mivel a molekularis technologidk alkalmazasdval korabban nem ismert gének
szerepére nyeriink adatokat. A személyre szabott orvoslas arra a felismerésre alapul, hogy
hasonlo fizikai €s kémiai mikrokornyezeti hatasok a genetikailag sokszinli populacidban igen
eltéré kovetkezményekkel jarhat, ami kihat a daganatok keletkezésére, progressziojara és
terapias €rzékenységére is. Hazdnkban a rosszindulati daganatok gyakorisaga igen magas,
amire nem elegendd az a magyarazat, hogy onpusztitdé ¢letméddot folytatunk, feltételezhetd,
hogy  genetikai  sajatossagunk is  szerepet  jatszik a  karcinogének  iranti
hiperérzékenységiinkben. Ezért is tidvozlendd, hogy MTA doktori értekezés sziiletett
molekularis epidemiologia témakorben, amely a PTE-n zajlo csaknem 10 éves kutatasokat

foglalja 6ssze.
A disszertacionak 3 16 célkitiizése volt:

1. Onkogének és szuppresszor gének expresszidjanak elemzése karcinogén hatasok alatt,

melybdl a primer prevencié szamara hasznosithaté biomarkereket lehet talalni,

2. Karcinogén ¢és gyodgyszermetabolizald6 enzimek, DNS hibajavitdé  gének
polimorfizmusainak elemzése daganatos betegpopulaciokban, amelyek révén

rakhajlamositd genetikai konstellaciok azonosithatok

3. Romapopulacio genetikai sajatossagainak elemzése, amely magyarazatot adhat ennek

a népcsoportnak a fokozott karcinogén érzékenységére.

4. A fenti gének polimorfizmusait abbol a szempontbdl is vizsgélni kivanta a jelolt, hogy
ezek esetlegesen prognosztikus szereppel is rendelkeznek-e, azaz a betegség

biomarkerei lehetnek-e.

A disszertacié 140 oldal terjedelmti, amelynek tekintélyes része 40 o. a Bevezetés, 16 oldal az
Anyag és modszerek 50 oldal az Eredmények, mig a Megbeszélés 30 oldal. A Disszertaciot
boéséges irodalmi hivatkozasi jegyzék kiséri, amelynek jelentés része 10 évnél iddsebb,

Ohatatlanul elavultnak tiinhet.



Maga a disszertacio 15 idegen nyelvii és 12 magyar nyelvii kozleményre épiil, sajnos kozottiik
sok az IF nélkiili foly6iratokban megjelent, és feltiing, hogy tobbre nem tortént hivatkozas a
nemzetkdzi irodalomban. A daganatos hajlamot sok-sok gén befolyasolja, és a
polimorfizmusaik valtozdo mértékben jarulnak hozza a rakkockazat emelkedéséhez. Az ilyen
hatasok kimutatdsdhoz nagy beteg- és kontroll populacion torténd elemzésekre van sziikség.
Dicséretes, hogy a tanulmanyozott un. fejnyaki daganatos, vastag- és végbélrakos illetve
méhnyakrakos beteganyag hazai viszonylatban is igen jelentds méretli. Ennek ellenére példaul
az un. fejnyaki daganatos beteganyag esetében sajatosan szelektalt beteganyagot hasznalt a
szerz0, amelybe szdjiiregi rak gyakran nem szerepelt, aminek a kapott eredmények
értékelésekor lesz/lehetett jelentdsége. Hasonld6 a probléma a vastag- ¢és végbélrakos
beteganyaggal: nem keriil bemutatasra, hogy a jobb és bal kolonfél daganatai milyen ardnyban
vannak az egyes kohorszokban, ami jelentdsen befolyasolhatja az eredményeket és azok

crcr

megszokott pontos preciz bemutatdsat.

Az alkalmazott modszertan a molekularis bioldgia alapmodszerei, sajnalatos modon kozottiik
nem szerepel a Sanger szekvendlds vagy jgeneracios technolégidk. A génpolimorfizmusok
elemzése gyakran RFLP moddszerrel tortént, €s sehol nem tortént emlités arrél, hogy ezen
indirekt modszer eredményeit mas modszerrel pl. szekvenalds is megerdsitették volna. A
génexpresszids vizsgalatok esetében sem tortént igazi kvantitativ elemzés, csak un.
szemikvantitativ (géldok formajaban). Egy masik jellemz0 hianyossag az, hogy ma a korszeri
¢s nemzetkozileg is elfogadhatd biomarker vizsgalatok alapvetd feltétele, hogy az egy adott
beteganyagon talalt eltéréseket egy fiiggetlen masik beteganyagon kell validdlni. Ez annal
inkdbb érthetetlen, mert, ahogy azt fentebb emlitettem, a jelolt nagy beteganyagokon
dolgozott, egy-egy daganatféleség esetében tobb 2-3 kiilonbozén is, ami megteremtette a

lehetdségét az ilyen validacidknak.

Véleményem szerint a disszertacio leggyengébb része a kémiai karcinogének 4ltal kivaltott
onkogén expresszios valtozasok elemzése kisérleti allatokban és fejnyaki daganatos
betegekben. Els6ként nem vilagos hogy miért ezen gének elemzése tortént: c-myc, p53 és Ha-
RAS. A 14-23. abrak esetében nem vildgos, hogy milyen értékek vannak az ordinatan, ha %
az mihez képest. Ezen abrdk oszlopainak szinei annyira hasonloak, hogy gyakorlatilag
értékelhetetlenek az olvasod szamara. Ezen vizsgélatok soran az INP, DMBA és MNU hatasait
elemezte kiillonboz6 szervekben. Az 1NP kezelés a nyirokszervekben okozott cmyc

expresszid emelkedést hasonloan a p53-hoz, mig a HaRAS eltérések nem voltak
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szignifikdnsak. Ezért is furcsa hogy ezeket a vizsgalatokat fejnyaki daganatos betegekre is
kiterjesztették. Ezen populacio periférids vérsejtjeiben szignifikansan emelkedett volt a 3 gén
expresszidja. Egy kisebb betegcsoportban a nem pontosan definialt kezelés utan 2 évvel

lecsokkent a HaRAS és p53 expresszio.

Kétségteleniil a disszertacio legerdsebb része a kiilonféle daganatos betegcsoportokban

végzett polimorfizmus vizsgalatok.

Fejnyaki daganatos betegek esetében a CYP1A1,A2, UGT1Al, XRCC1 enzimek valamint a
pre-MIR146a polimorfizmusait elemezte. Kimutatta, hogy a CYP1Al val/val homo- és
heterozigo6ta varidnsa gyakrabban fordul el a daganatos betegekben hasonloan az UGT1A1-
28 homozigota variansahoz. A két gén kozott kapcsolat van, mert a két HNCC polimorfizmus
egylittes el6forduldsa is emelkedett a daganatos populdcioban. Elsdként vizsgalta fejnyaki
daganatosokban a MIR146a C allél varidnsanak szerepét és igazolta, hogy a daganatos
betegekben a C allél homo- és heterozigdta variansai gyakoribbak. A gond az, hogy a MIR
vizsgalat szajiiregi daganatokon, mig a tobbi glottikus daganatokon tortént, ezért nem lehet
tudni, hogy ezek a masik populacidban is hasonld hatastiak. Az XRCC1 esetében azA194Trp
¢és az A399GIn polimorfizmusokat elemezte, az elébbinek nem volt jelentésége, mig a Gin

hetero és homozigéta polimorfizmusok emelték a fejnyaki rakok kockazatat.

Vastag-¢és végbélrakos betegeken megvalosulni latszott sziik korben a fliggetlen beteganyagon
torténd validalas, mert a GSTMI1, GSTTI, p53 polimorfizmusokat két kiilonb6zo
beteganyagon is elemezte. A GSTMI1 és p53 esetében két eltérd beteganyagon is ki tudta
mutatni, hogy ezek polimorfizmusai erdsen emelik a rdkkockazatot (OR=1.8). Egy
betegcsoportban a NAT1/2 és XRCC1 polimorfizmusokat is elemezte, és azt talalta, hogy a
NAT?2 gyors acetilalo varidnsa, valamint a XRCC1 Gln polimorfizmusa (hasonléan a fejnyaki
rakokhoz) mérsékelt kockazati tényezék. Az egyik beteganyagon 6-7 polimorfizmusra
kiterjesztett egyiittes kockazatbecslést is végzett és igazolta, hogy ezek a genetikai eltérések
egyedileg csak kisebb mértékben emelik a rdkkockazatot, de egyiittesen hatasuk mar

Osszeadodik, és jelentds tényezot képeznek, amit a magas OR érték is mutat (OR=6.39).

Sajnos egy harmadik beteganyagon elemzett hdrom mdasik enzim polimorfizmusainak
hatéasait: CYP1A1l, CYPEI és EPHXI1. (nem igazan vildgos, hogy miért maradt ki ezek koziil
a CYP1A2, a fejnyakban elemzett UGT1Al, vagy a MIR146a). A CYP1Al, CYPEI és az
egyik EPHX1 polimorfizmusok enyhe rdkkockazat emeloknek bizonyultak, de ismét igazolta,
hogy ezek egyiittes hatas az igazan biologiailag szignifikans (OR=3.35). Felmeriil a biraloban,
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hogy mi tortént volna, ha a szignifikdns enzim polimorfizmusokat valamennyit egyiittesen
elemezte volna, akkor elméletileg mar igazan jelentds OR=10 értékli genetikai konstellaciok
lennének azonosithatok a vastagbélrakban? Ezen értékek a familidris vastagbélrak kockazatot

megkozelitd erejii genetikai hatdsok lennének?

HPV-pozitiv ndgyodgyaszati anyagon elemezte a GSTMI1 ¢és GSTT1 polimorfizmusok
szerepét, ami érdekes kérdés, mert az onkogén tényezoként a HPV van elkdnyvelve a
méhnyakrak vonatkozasdban. Emellett egy genetikailag determinalt psychologiai tényezot is
vizsgalt a DRD2, acetilkolin receptort. A két mas daganatban is kockazat emeld GSTM1 ¢s
GSTT1 polimorfizmus méhnyaki preblastomatosisok kialakulasdnak kockazatat emelte, ha

nem is nagyon nagy mertékben.

Végezetiil nagyszami olah cigdny populacid esetében elemezte szamos enzim
poimorfizmusanak gyakorisadgat keresve az emelkedett daganatos incidencia okait. (CYP1A1,
GSTM1, GSTTI1, NAT2, XRCCI1, p53 és MIR146a). Az egyértelmi volt, hogy a roma
populaci6 genetikailag eltérd a hazai kontrolltol, azonban a genetikai eltérések egy része

emeli, mig masok csokkentik a rakkockazatot, igy feltett kérdést nem sikeriilt megvalaszolni.

Enzimpolimorfizmus vizsgalatait Kkiterjesztette a kiilonféle daganatok progressziojara

gyakorolt hatdsok elemzésére is.

Fejnyaki daganatok esetében A CYPIAl és UGTI1Al polimorfizmusok kedvezotlen
prognosztikai tényezonek bizonyultak hasonléan a XRCCI Arg polimorf varidnst
hordozdkhoz. Ezen vizsgalatok legnagyobb problémaja a heterogén beteganyag egységes
kezelése: a stddiumra tekintet nélkiil ezeket az adatokat nem lehet kritikusan szemlélni és a
multivarians analizis nélkiil nem itélhetd meg, hogy ezek a genetikai tényezdk valoban

lehetnek-e prognosztikus értékiiek.

Vastag- és végbéldaganatos betegekben a GSTMI1 és GSTTI1 illetve p53 polimorfizmusok
prognosztikus szerepét is elemezte. Itt mar tanult a fejnyaki daganatos beteganyag
problémaibdl és a Dukes stadiumhoz illesztetten elemezte a marker szerepeket és igazolta,
hogy csak az alacsony B stddiumban van kedvezd prognosztikus szerepiik a vizsgalt
polimorfizmusoknak, ami arra utal hogy ezek a genetikai tényezdk gyengén befolyasoljak a
daganatprogressziot, a stadiumnak erdsebb a szerepe. Alacsony stadiumban kicsi az esély a
progresszidra, magas staddiumban igen nagy, és ezek esetében a gyengébb hatast

génkonstellaciok elvesznek.



M¢hnyakrakosok esetében a DRD2 polimorfizmus (Al allél) bizonyult kedvezdtlen
prognosztikai tényezonek: a probléma itt is a stadium szerinti stratifikacié és a multivarians

analizis hidanya.

Az egész enzimpolimorfizmus elemzés kapcsan meriil fel alapvetd kérdésként, hogyan lehet
értékelni egy egy enzim polimorfizmus rakkockdzat emeld és negativ daganatprogresszios
hatasait. Lehetségesnek tartja a jelolt, hogy a karcinogén metabolizaldé enzimek a
kemoterapids szerek metabolizmusaban fontos szereplok, és egyes polimorfizmusaik
fokozzak a karcinogén hatidsokat, valamint egyuttal kemoterdpias rezisztencidhoz is

vezethetnek?

Osszefoglalva: a disszertacio egyértelmiien bizonyitja, hogy a jelolt nagy és uttéré munkat
végzett a kiilonféle hazai daganatos betegségekben, hogy rakhajlamositd genetikai tényezoket
talaljon. Ezen kutatdsai sordn sok fontos és értékes megfigyelést tett, amivel kdzelebb
keriiltiink a hazai populdcié karcinogén érzékenységének megértéséhez. A vizsgalatok egy
részében a biomarker kutatdsok ipari standardjait betartotta, és ezek a vizsgalatai ¢és
eredményei a legértékesebbek. A hazai epidemiologidnak nagy sziiksége van sok jol képzett
molekularis epidemiolégusra, hogy még jobban megértsiik, hogy miért tudunk oly sok méassal
szemben pont ezen a teriileten a vildg ¢lvonaldba keriilni. Minden gyarlosaga ellenére ezért
javasolja a birdlo a jelolt disszertacidjanak vitara tzését és a MTA doktori fokozat

odaitélését.

dr. Timar Jozsef



