Opponensi vélemény

Dr. Takacs Istvan: "A csontvazra hato genetikai és kornyezeti tényezok klinikai

vizsgalata”c. MTA doktori értekezésérol

Minden értekezés készitésének sajatos torténete van. Szerencsésnek mondhatja magat az, aki
olyan egyetemen, intézetben kezdte el vagy folytatja munkajat, amelyikben az el6dok hossza
sora kialakitotta a kutatds életformajat, gondolati, logikai és kisérleti feltétel rendszerét. A
Hollo Istvan professzor és munkatarsai neve altal fémjelzett, nemzetkozileg is elismert
iskolaban a palyat elkezdeni kitiintetd és egyben kotelezé feladat. Eldre bocsajtom, hogy
Takécs Istvan dr. tudoméanyos munkajat reprezentalo kdzleményei és disszertacidja alapjan jo
tanitvanynak bizonyult.
Az értekezés 17 kozleményen illetve kongresszusi Osszefoglalon alapszik. A kozlemények
koziil 7-ben els6 szerzé és 15 jelent meg angol nyelvii folyoiratban (némelyik magas impakt
faktoruban). Kiilf6ldon megjelent publikdcidoi munkdjanak elismertségét jelzik, Osszesitett
impakt faktora: 42,912. Mindezek el6rebocsajtasat azért tartom sziikségesnek, hogy mindenki
megbizonyosodjék, a disszertans eddigi tudomanyos munkdja alapjan méltan palyazhat az
»MTA Doktora” fokozat elnyerésére.
A 200 oldalas értekezés felépitése a hagyomanyos szerkezetet koveti, amennyiben a részletes
bevezetés utan taglalja célkitlizéseit, a vizsgalati modszereit, eredményeit és a megbeszélés
fejezetben értelmezi a kapott eredményeit és azok klinikai jelentdségét. Az értekezés mind
elméleti, mind gyakorlati szempontbol lényeges kérdéskornek, az osteoporosisnak a
kialakulasaban fontos genetikai kérdésekkel és a betegség kezelésével, ill. megeldzésével
kapcsolatos feladatokra igyekezett valaszt adni.
A | Bevezetés”, ,, Az értekezés témdinak irodalmi dttekintése” fejezet (65 oldal terjedelem)
tankonyvbe 1116 részletességgel foglalta 6ssze a csontanyagcserében szerepet jatszo orokletes
¢és kornyezeti faktorokat kiilonods tekintettel az osteoporosisra.
A”Célkitlizések” fejezetben kiilon 2 {6 részre bontotta munkajat:
A csontvazra hato genetikai és kornyezeti tényezok vizsgalata
1. A csontvazra hato genetikai tényezok vizsgalata részben irodalmi adatok alapjan
legvaldsziniibb un. kandidans gének osteoporosis kialakulasdban betoltott szerepét
kivanta meghatarozni. Némileg eklektikus médon a VDR, az IL-1ra, az IL-6, az IGF-
1, a CaSR, a RANK-RANKL-OPG, az LRP5, a GPR177 és az SP7 gének poli-

morfizmusainak csontanyagcserére gyakorolt hatasanak vizsgalatara koncentralt.



2. A csontvdzra haté kornyezeti tényezék vizsgalata fejezetben azt igyekezett bemutatni,
hogy a hazai adatok alapjan a modern osteoporosis kezelések bevezetése milyen
eredménnyel jart, mennyiben volt hatassal a torések gyakorisaganak valtozasara és az
egészségiigyi kiadasokra. Célkitlizései kozott szerepelt a D-vitamin szintek
meghatarozasa a magyarorszagi népességre, korra, nemre ¢és lakhelyre reprezentativ
mintan torténd vizsgalata a leghosszabb UV-B sugarzdsmentes periddus utan, a tél
végén. Tovabba Osszegezte azt, hogy milyen kdrnyezeti tényezdk befolyasoljak a tél
végi D-vitamin-hianyt és a hianyallapot legmélyebb pontja mutat-¢ Osszefiiggést a D-
vitamin-hiannyal 6sszefliggésbe hozhato betegségek gyakorisagaval.

»Modszerek:” fejezetben az adott populacio fébb paramétereit taglalta. Kiemelte a VDR, az
IL-6, és az IGF-1 gének polimorfizmusainak potencialis kapcsolatat a cstics-csonttomeggel.
Az IL1-ra gén, a CaSR gén, a RANK-RANKL-OPG ¢és a Wnt jelatviteli Ut génjeinek
vizsgalata sordn asszocidcidos modszerrel a menopauza utani csontdenzitds és/vagy az
osteoporosis gyakorisag Osszefliggését tanulmanyozta. Kiemelte az osteoporosis hosszu tava
gyogyszeres kezelésének hatékonysagaval kapcsolatos kutatasi eredményeit. A D-vitamin
potlas hatékonysaganak meghatdrozasara randomizalt, kettdsvak, kontrollalt, multicentrikus
vizsgalatot végzett, amelynek soran 140 személyt sziirtek és koziilik 67-et vontak be a
vizsgalatukba. Bevalasztasi feltétel volt a legalabb 18 éves életkor €s az 50 nmol/l alatti
szérum 250HD-vitamin-szint. Kizaro okokat részletesen ismertette. A vizsgalt személyeket
harom kezelési csoportba osztotta. Az "A" csoportban napi 1000 NE, a "B" csoportban heti
7000 NE, a "C" csoportban havi 30 000 NE D3-vitamin kezelést kaptak. A mérési és
statisztikai modszerek fejezetben részletes leirast adott. Ki kell emelnem, hogy az alkalmazott
modszerek korszerlieck ¢és alkalmasak a kitlizott célok eléréséhez a felett kérdések
megvalaszolasahoz.

»Eredmények” fejezetben részletesen mutatta be azokat az Gjszerii megfigyeléseket, amelyek
koziil tobb valoban egyediilallo a nemzetkozi irodalomban is.

Az eredmények koziil a kovetkezoket emelem ki és fogadom el:

1. Els6ként bizonyitotta, hogy a VDR, az IL-6 vagy az IGF-1 gének nem jatszanak
szerepet a csonttomeg genetikai meghatarozasaban.

2. Vizsgalati eredményei megerdsitették a TNFSFI1 gén két polimorfizmusanak
(rs9533156 és az 1s9525641) az Osszefiiggését a gerincen €s a csipétajon mért BMD
értékekkel. Emellett egy harmadik SNP, az rs3742257 ¢és a gerinc BMD szoros
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haplotipusa kisebb BMD értékekkel tarsul €s human csontmintdkban fokozott



TNFSF11 mRNS expresszioval jar. Szignifikans Osszefiiggést mutatott ki a
TNFSF11B gén rs3102735 és rs1564858 polimorfizmusai és a postmenopauzas BMD
értékek kozott. Ugyanakkor ez a két SNP nem befolyasolta a csontban az in Vivo
génexpresszid nagysagat. Ez alapjan az rs3102735¢és az rs1564858 inkabb markere,
mint hordozoja a TNFSF11B gén csontokra gyakorolt hatdsanak.

. A korabbi publikaciokkal ellentétben nem mutatott ki osszefiiggést az IL-1ra gén 2.
intronjaban elhelyezkedd VNTR polimorfizmus, valamint a CaSR gén "A986S"
polimorfizmus genotipusa és a menopauza utani csontdenzitds ko6zott sem az
osteoporotikus, sem a kontroll csoportban.

Postmenopausas populacion igazolta az LRP5 gén rs4988300 polimorfizmusanak
hatasat a csip6étaji BMD-re. Ugyanakkor nem talalt dsszefiiggést az rs599083 ¢€s az
rs634008 polimorfizmusok valamint a postmenopausaban mért BMD értékek kozott.
Homogén, postmenopausas populacidban nem talalt 6sszefiiggést a GPR177 és az SP7
gén korabban vizsgalt polimorfizmusai (rs2566755, rs1430742, rs1430742;
152016266, rs191240606) ¢s a BMD értékek, valamint a csonttorési kockéazat kozott.
Ez alapjan a GPR 177 és az SP7 gén nem jatszhat szerepet a menopauza utani
csontmennyiség kialakitasaban.

. Elséként igazolta, hogy az ADO2 génjét hordozd, azt Orokitd személyben, nem
valtozik sem a csont asvanyianyag-tartalom, sem az ADO2-re jellemz6 laboratoriumi
értekek: a TRAP és CK-BB.

Kimutatta, hogy hét éves idGszakban a csontritkulds talajan kialakult csonttorések
szdma nem noétt, ellenkezdleg jelentdsen, 46 %-al csokkent. Az évi 88 290 torésszam
47 T47-re, ezen belill a csip6taji torések szama 37,5 %-al, 17 992-r61 11 242-re
csokkent.

Klinikai megfigyeléseik koziil kiemelhetd, hogy tél végén a D-vitamin értékek minden
korabban mértnél alacsonyabbak. A D-vitamin értékek - sem a 250HD, sem a
szabadhormon értékek - nem kovetik a normal eloszlast. A népesség 94%-anak t-
250HD értéke nem érte el Magyarorszagon a normal tartomany alsé hatiranak
elfogadott 75 nmol/l-t, a 71% az 50 nmol/l-t és 30% pedig 30 nmol/l alatt volt. Nem
talalt osszefliggést a kor, a nem, a lakhely, a munka tipusa, a szabadban t61tott 1d6 és a
t-250HD értékek kozott. Csak a D-vitamin-potlasnak és a meleg éghajlatra torténd
utazasnak volt hatisa a tél végi t-250HD értékekre. A nagyobb BMI érték kisebb
DBP-vel tarsult és nem befolyasolta az f-250OHD értékeket. Ez alapjan kérdésesnek
talalta a nagyobb BMI mellett mért kisebb t-250HD bioldgiai jelentdséget. A t-



250HD ¢és f-250HD értékek csak a kardiovaszkularis kockazattal mutattak
Osszefiiggést.

9. Prospektiv, randomizalt, kontrollalt, multicentrikus vizsgélattal igazolta, hogy a napi
1000NE-nek megfelel6 D3-vitamin naponta, vagy hetente, vagy havonta egyszer
torténd adasanak (napi 1000 NE, havi 7000 NE vagy havi 30 000 NE) 250HD
szérumszint emeld hatdsa €s a kezelés biztonsdgossaga azonos.

10. A FIO kezelésében elsoként altaluk alkalmazott plazmaferezis 6 honap alatt jelentdsen
csOkkentette a beteg panaszait és javitotta a csont biokémiai markereket, par-
huzamosan az M-komponens szérumszintjének csokkenésével.

11. Elséként igazolta, hogy von Gierke betegségben majatiiltetést kovetden, az azt
megelézéen extrém alacsony IGF-1 érték normalizadlodasédval parhuzamosan a
novekedés is megindul és gyogyszeres kezelés nélkiil, kalcium és D-vitamin-potlas
mellett a BMD rendezddik.

Kritikai észrevételeim, megjegyzéseim a kovetkezok:

1. A szerzo tobb vizsgalatdban is az immunoldgidban lényeges gének polimorfizmusat
tanulmanyozta. Ez a munka beleillik az 0j tudomanyag, az osteoimmunologia
témakorébe, amely azzal a felismeréssel jott 1étre, hogy a limfocitdk &ltal termelt
citokinek hatassal lehetnek a csontok homeosztazisra. Bar a proinflammatorikus
citokinek és a csontosodas kozotti kapcsolatok tobb vonatkozasban is ismertek, sokkal
kevesebbet tudunk azokrél a mechanizmusokrol, amelyek megdrzik vagy visszaallitjak a
homeosztazist (azaz az egészséges allapotot). Valdszintileg mind az immunrendszer-
ben, mind a csontrendszerben olyan visszacsatolasi hurkoknak kell lenniiik, amelyek
patologias (példaul fertézések) €s normal fizioldgias folyamatok (példaul terhesség)
kovetkeztében fellépd valtozasok utan is visszaallitjak és fenntartjak a homeosztazist. A
szabalyoz6 T-sejtek (Treg) a CD4+T-sejtek egy fontos komponense, amely meg-
hatarozo szerepet jatszik az autoreaktiv T-sejtek negativ szabalyozasaban és a
gyulladasos paraméterek meghatarozasaban. Jol dokumentalt, hogy a Treg szdmanak ¢és
/vagy funkciojanak csokkenése lymphoproliferaciohoz vezethet és az autoimmun beteg-
ségeket indukalé immunoldgiai tolerancia lebontasat eredményezheti (Buchwald ZS et
al: A Bone Anabolic Effect of RANKL in a Murine Model of Osteoporosis mediated
through FoxP3+ CD8 T-cells. J Bone Miner Res. 2015 Aug;30,1508-1522). Ugyanakkor
beszamoltak arrol, hogy a dehidroepiandroszteron (DHEA) eldsegiti az osteoblasztok
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érését. A DHEA novelte a Foxp3 + szabalyozd T-sejtek (Tregs) szdmat a 1épben, de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25656537

nem befolyasolta a CTLA-4-et vagy IL-10-et. Megallapitottak, hogy a DHEA javithatja
a posztmenopauzalis osteoporozist az oszteoblaszt differencidlodas felfelé torténd
szabalyozasa (,,up regulation”) révén az osteoblastogenezishez kapcsolodd gének ¢€s a
Foxp3 + Treg szamanak ¢és funkcidjanak novekedésével. Kérdésem, hogy Takacs Istvan
dr. vizsgalat-e ezt az Osszefliggést, megfigyelte-e a DHEA kedvezd hatasat, lehet-e
Osszefliiggés a DHEA gén ¢és az osteoporosis gének expesszidjaban, ill co-
expresszidjaban? Alkalmasnak tartja-e a DHEA kezelést az osteoporosisban? (Qiu X et
al: DHEA promotes osteoblast differentiation by regulating the expression of
osteoblast-related genes and Foxp3+ regulatory T cells. BioScience Trends. 2015;
9,307-314).

Szerz6 munkdaja soran ismételten utalt a genetikai és a kornyezeti faktorok komplex
szerepére az osteoporosis kialakuldsaban. Kiemelte az oxidativ stressz potencialis
szerepét. Ezen faktorok jelentdségérdl napjainkban is tobb kozlemény jelenik meg.
(Melough MM et al: The Role of AOPP in Age-Related Bone Loss and the Potential
Benefits of Berry Anthocyanins. Nutrients 2017, 9, 789; doi:10.3390/ nu9070789).
Mindezek alapjan mi lehet a reaktiv oxidativ folyamatok, az antioxidansok szerepe az
osteoporosis kezelésében és megel6zésében. Javasol-e a szerz6 antioxidans kezelést?

. Az olvasdban felvetddik, hogy a leirt genetikai adatok mellett az epigenetikai tényezok
is szerepet jatszhatnak a csontanyagcserében. Ismert ugyanis, hogy a DNS-metilacié
befolyasolja a tarsult gének expresszidjat, és hozzdjarulhat a csontritkulds genomszerti
tarsulasi vizsgalataibol szarmazoé hianyzo genetikai hatasokhoz. Korabbiakban ugyanis a
posztmenopauzas noékben végzett vizsgalatok felhivtak a figyelmet a csont CpG
metilacio, transzkripcids szintek és a BMD / torés kozotti erds kapesolatra. (Reppe S et
al:_Distinct DNA methylation profiles in bone and blood of osteoporotic and healthy
postmenopausal women. Epigenetics. 2017 Jun 26:0. doi: 0.1080/1559 2294.2017).
Mely epigenetikai tényezOk jatszhatnak szerepet a csontanyagcserében és van-e
ezeknek klinikai jelentdségiik?

. A Gliikokortikoidok csontanyagcserére kifejtett hatasaira tobb helyen kitér a szerzd, de a
gliikokortikoid receptor polimorfizmusat nem vizsgalta. Mi lehet ennek az oka? Az
irodalmi adatok ugyanis felhivjak a figyelmet autoimmun betegségek és ezen receptorok
polimorfizmusanak tarsulasaira (Boyle B et al: Polymorphisms of the glucocorticoid
receptor gene in Graves’ophthalmopathy, Br.J.Ophthalmol. 2008; 92;131-134), tovabba
egyes szerzok kapcsolatot mutattak ki az osteoporosis, a vertebralis csonttorések és az

N363S polimorfizmus kozott (Morelli V et al: Role of glucocorticoid receptor


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reppe%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28650214
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polymorphisms in adrenal incidentalomas. Eur J Clin Inves, 40, 803-811 2010). Az
emberi gliikokortikoid receptor gén alternativ dsszekapcsolasa két izoformot képez, a
hGRo-t és a hGRB-t. A hGRp szabalyozza hGRa aktivitast, de inherens transzkripcios
aktivitassal is rendelkezik, amely egylittesen mddositja a gliitkokortikoid érzékenységet.
(Whirledge SD et al: Generating diversity in human glucocorticoid signaling through a
racially diverse polymorphism in the beta isoform of the glucocorticoid receptor. Lab.
Invest. 2017 Jul 31. doi: 10.1038 /labinvest. 2017.76.).

A fentebb vazolt kritikai észrevételek, kérdések nem érintik a disszertdcio 1j

megallapitasainak 1ényegét. Kiilon kiemelem a disszertacid logikus felépitését, szép

Kivitelezését, olvasmanyossagat, a magyar 0rvosi nyelv szabalyainak betartasat.

Osszegezve megallapithaté, hogy Dr. Takics Istvan MTA doktori értekezése minden
tekintetben megfelel a kovetelményeknek, nyilvanos vitara bocsatasat javaslom és magam

részErdl az értekezést elfogadom.

Budapest, 2017.08.21.

Dr. Balazs Csaba D.Sc.
az orvostudomany doktora
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