Biralat Dr. Butz Henriett
»Uj 6sszefiiggések a tumorbioiégidban: epigenetikai eltérések,
mint jelatviteli modositék” c.

MTA doktori értekezésérésl

Dr. Butz Henriett, a JelSlt Irodalomjegyzékkel egyutt 163 oldalas MTA doktori értekezést
nyljtott be. A Jeldlt kutatdi palyajanak egy tizéves peridédusaban (2012-2022 kozott) megjelent 23
eredeti kozleményében publikalt adataira tdmaszkodva irta meg értekezését. A 23 kizlemény kéziil a
Jeldlt mindéssze kettben tarsszerzé, a tébbi 21-ben vagy eisd, vagy utolsd szerzé; ez nagyon j6l
tiikrozi, hogy a Jelolt vezet§ szerepet toitétt be a kbzlemények megsziiletésének hatterében 3llé
kutatdmunkaban. A dolgozat példaértékii médon rendkivill koherens: a lelolt azokat az eredményeit
ismerteti benne, amelyek a daganatos betegségek epigenetikai aspektusainak vizsgdlata soran
szilettek. Példaértéki a dolgozat abbdl a szempontbal is, hogy ugyanannak a témanak mind az
alapkutatasi, mind a kiinikai, diagnosztikai vetiileteit érinti a leldlt, értékes adatokat szolgdltat a
daganat kutatds alapkérdéseiben is, ugyanakkor az eredményeinek klinikai transzlacids lehetdségeit
is részletesen ismerteti.

A dolgozat felépitése logikus, j6! kévethets. Nyelvezete dicséretesen szabatos, az Olvasé
kdnnyen tudja kévetni a leirtakat. A terjedelmes dolgozatban azonositottam néhany kézpontozasi
hibat és elirdst, ezekrd! az érdemi birdlat mellékleteként egy listdt csatoltam, de semmiféleképpen
nem szeretném azokat a védés soran részietezni.

A Bevezetés részt harom alfejezetre osztotta a Jeldit. Az elsd részben a vizsgalt epigenetikai
mechanizmusokat ismerteti, a masodik részben azokat a jeldtviteli folyamatokat, amelyeket a vizsgalt
epigenetikai folyamatok a tumorgenezis soran érintenek, vegezetlll néhdny oldalban betekintést
nyertink a vizsgait daganattipusok pathomechanizmusaba, diagnosztikai lehet@ségeibe. A Bevezetés
részben hat szemléletes dbraval is aldtémasztja a mondanddjat.

A Jeldit a Célkitiizéseit egy oldalnyi terjedelemben, hiarom altémara osztva, dsszesen kilenc
pontban ismertette. Itt is nagyon jol tikrozddik kutatdsi témajanak koherenciaja, és hogy nagy
korlltekintéssel és céltudatossaggal végzi kutatémunkdjat, tervezi meg vizsgélatait.

A Moddszerek fejezet 24 oldal terjedelmd. Kiemelném, hogy a Jeldit munkdja sordn a
molekularis bioldgiai vizsgdlatok igen széles tarhazat alkalmazta. Azt is érdekes volit kévetni, hogy a
Jelblt az évek sordn hogyan haladt a technoldgia fejlédésével, hogyan alkalmazta az évrél-évre
rendelkezésiinkre &ll6 (] metodikdkat (Gén és miRNS expresszids profil meghatdrozdsahoz
alkalmazott mddszerek: 1. Génexpresszids microarray; 2. Génexpressziés profil készitése human
TagMan Array segitségével;, Génexpressziés profil meghatarozasa Gjgeneracids szekvendlas
segitségével).

Az Eredmények és Megbeszélés rész 80 oldal terjedeimij, ugyanazt a harmas f§ tagoldst
koveti, amellyel a Jeldlt a Célkitlizéseit megadta. Nagyon tetszett, hogy egy-egy alfejezetben az
eredmények bemutatdsat kovetSen a diszkusszidt is megtette a lelblt, ez igy sokkal jobban volt
kdvethetd, mintha két egymast killon részben mutatta volna be a Jeldit az 6sszes eredmeényét, majd
ezt koveten egy ,tdmbben” irta volna meg a hozzdjuk tartozé megbeszélést. Az Eredmények és
Megbeszéles részben 45 dbrat és 16 tablazatot mutat be a Jeldlt, Ezek mindegyike példaértékii




pontossaggal keriilt osszedllitdsra, az abra és tablazatmagyardzatok pedig nagyban segitik a
bemutatott eredmények értelmezését.

A dolgozatot 6 oldalas 8sszefoglaldssal, majd ezt kovetSen egy egyoldalnyi Kévetkeztetések
résszel zarta a Jelblt, végezetil az Eredeti megfigyelések, uj megdllapitdsok részben pontokba
szedve listdzta az eredményeit. Az Irodalomjegyzékben 307 kdzleményt sorol fel, sajat eredményeit
ezek tiikrében érteimezte a Jelblt.

A dolgozat olvasésa és értékelése kdzben a kivetkezd kérdések fogalmazddtak meg bennem:

1) Jeldlt a 10. oldalon a Bevezetés részben (3. bekezdés utolso mondata) azt irja, hogy a
vezikuldk miRNS tartalma valdsziniileg membrénreceptorokon keresztil keriil be a befogadd
sejtekbe. Milyen specificitdssal rendelkeznek azok a membran receptorok, amelyek ezt a
funkciot ellatjdk, és milyen mechanizmust igényel a miRNS-ek befogadd sejtek altali
felismerése és internalizdcidja? Kérem a Jeltltet, hogy ezt rdviden ismertesse.

2) A dolgozat 21. oldaldn (els6 mondat), a Bevezetés részben a veserakok eltfordulasaval
kapcsolatosan a Jeldlt azt irja, hogy az évente 2-4%-kal nd. Ez riasztd adat. Ez egy valds
novekedés, amelynek a hatterében valamilyen objektiv kivalté ok van, vagy inkabb annak
tudhaté be, hogy a diagnosztikai eljardsok fejlddésével né a diagnosztizalt esetek szama?

3) A 33. oldalon (4. bekezdés) a Modszerek részben a Jelolt ismertette, hogy a génexpresszios
vizsgalatok kvantitdldsa soran szémos konstitutivan kifejez8d§ gént alkalmaztak belsd
kontrollként, amelyek daganattipustél fliggéen kiildnbéztek. Voit ennek valamilyen kisérletes
dton bizonyitott elvi hattere? Minek tudhatd be a belsé kontroll gének expresszios
vizsgélatokban alkalmazott sokfélesége?

4) A 37. oldalon, ugyancsak a Modszerek részben, a 2. bekezdésben a Jeldlt a miRNS-ek
expressziés elemzésének médszerérdl ir. Mi az elvi alapja az érett miRNS-ek specifikus
detektaldsanak? Hogyan lehet elkiiléniteni Sket a sajat eldalakjaitol, a pri- és pre-miRNS-
ekt6l?

5) Az in vivo allatkisérietes modszerek ismertetésénél a Jeldlt leirja {(MOdszerek fejezet, 45-46.
oldal}, hogy a szunitinib kezelések soran az allatok szajon at kaptdk a szert, mig a szorafenib
kezelés soran gyomorszondat alkalmaztak a szer bevitelére. Van ennek a metodikai
eltérésnek valamilyen elvi alapja? Ugyanitt ir arrol a Jeldlt, hogy a vizsgdlat befejeztével a
kisérleti allatok veséjét, majat és tudejét gydijtdtiék be immunhisztokémiai elemzés céljabol?
Volt-e annak valamilyen elvi oka, amiért a kisérleti allatok agydt nem vették bele a
vizsgalando szervek kzé?

6) A Jeldlt az 50-51. oldalakon a Génontoldgiai, Gtvonal- és haldzatelemzési modszereket
ismerteti, az 51. oldal 2. bekezdés utolsé mondatdban azt irja, hogy a patkény transzkriptom
adatok elemzéséhez a Reactome pathway génkészleteit alkalmaztdk. A Modszerek fejezet
megeléz8 részeiben nem volt réla sz6, hogy patkany kisérleti allatokat is hasznéltak volna a
vizsgdlataikhoz. Mi volt az oka annak, hogy ezt a részt igy fogalmazta meg a Jel6it?

7} A 62. oldalon, mar az Eredmények részben ir arrol, hogy a viligossejtes veserakban az ECM
molekulak és a sejtadhézids Gtvonalakban szignifikdns valtozést mutattak ki. Ezt megel&zden
arrél is ir, hogy a miR-124-3p hatasara csbkkent az ITGB1 gén expresszi6ja. Az ECM molekulak
kozoitt ki tudtdk-e mutatni az EDA+, dgynevezett onkofotdlis fibronektin expresszigjanak
(vagy EDA+/éssz fibronektin ardny) véltozdsat, amely az a5pB1 integrin receptor ligandja?

8) A 70. oldalon arrél ir a Jeldlt, hogy immunfestéseket végeztek a szenzitiv és rezisztens
xenograft tumorokon, majd COX-2, E-cadherin és Pax-8 festédéseket mutat be. Mivel a 8-



catenin ismert kulcs molekuldja az epitelidlis-mezenchimalis fenotipus kialakulasdnak,
felmeril a kérdés, hogy ennek e molekuldnak a kifejezédését vizsgaltak-e.

Nagyon értékes és a Jeldlt eredményeit validalé eredménynek tartom, hogy a rezisztencia
modellek vizsgalata soran az integralt adatelemzésekkel azonositani tudtak olyan miRNS-eket
8miR-663a és miR1) és azok cél génjeit (MDGA1 és FRAS1), amelyek expresszids valtozdsai
egyltt mozogtak. Voltak-e tovabbi taldlataik, amelyek akar az altaluk vizsgalt tumor tipusban,
akar mas szerz6k altal vizsgdlt tumortipusban mar leirdsra keriiltek?

10} A 82. oldalon, a rezisztencia mechanizmusok vizsgalatai eredményeit megbeszél§ részben

{Megbeszélés, 15. sor} a Jeldlt azt irja, hogy a sejtciklus G2/M dtmenetének felgyorsuidsat
azonositottdk az azt szabélyozé molekuldk fokozott expresszidja dltal. Felmer{l a kérdés,
hogy olyan cs6kkent expressziéji gént nem azonositottak, amelynek eredeti funkcidja a
tumor szuppresszio, €s csdkkent expresszigjaval jérul hozza a daga natképzidéshe:?

11) Nagyon érdekes és unikdlis megfigyelés, hogy a leldlt és munkatarsai hipofizis

e rae

onkocitdmakban a miRNS-expresszié globalis dowreguldcigjat figyelték meg, amelyhez
egyértelmlien tudtdk kotni a Drosha enzim csékkent mennyiségét. Van-e az irodalomban arra
adat, hogy egyéb tumo{ok}ban is megfigyelheté ez az aspecifikusnak tekinthetd miRNS
mennyiség csokkenés, illetve a miRNS biogenezis globalis zavara?

12) A Jelélt a 112. oldalon ir réla, hogy egyes csirasejtvonalbeli génmutaciékat (SDHB, RET, VHL

és NF1) hordozé hasnydimirigy neuroendokrin betegek szérum mintdiban egyes miRNS-ek
csokkent mennyiségben vannak jelen a sporadikus betegséghen szenvedé betegekhez
viszonyitva. Van-e sejbioldgiai mechanizmussal aldtédmaszthaté oki Gsszefliggés a mutécid
hordozds és a specifikus miRNS mennyiség csékkenés kozott, vagy a két tényezd egymdstdl
fliggetlen és csupdn asszocidciot mutat?

13) A dolgozat egyik értékes, a klinikum szdmadra is fontos eredménye (117. oldal}, hogy egy 3-5

MIRNS-bdl, valamint a chromogranin-A-bé! 4116 kombinalt teszttel meég a legnagyobb kihivast
jelent8 hasnyaimirigy neuroendokrin betegcsoportban is j6 diagnosztikus hatdsfokot tudtak
elérni. Felmeriilhet a kérdés, hogy a chromogranin-a keletkezéséhez vezets biogenezis Gt
vegrehajté és/vagy szabdlyozd fehérjék expresszidjanak szabdlyozdsaban esetleg részt
vesznek-e azok a miRNS-ek, amelyek abundancidjanak vizsgalatat egyittesen ajanljak
diagnosztikai célbol?

Eredeti eredményeknek a kbvetkezéket ajanlom elfogadni:

1)

A Jeldlt és kutatdcsoportja els6ként mutatta meg az aril-hidrokarbon receptor (AHR) szerepét
vildgossejtes veserakban. Azonositottdk a legfontosabb szereppel biré miRNS-eket a
betegség pathogenezisében, melyek kozil a miR-124-3p kitlintetett szereppel bir.
Megmutattak, hogy a csokkent miR expresszid a TGFB1, az ITGB molekulikon keresztili,
valamint az ECM és jeldtviteli folyamataik befolydsolasan keresztiil fejti ki hatasat.
Eredmeényeik alapjén a Jeldlt felveti, hogy a miR-124-3p, a CAV1 és a ELOT1 fehériék a
vilagossejtes veserdkban prognosztikus jelent§séggel birnak és a jévében a korkép
terapidjanak lehetséges céipontjat jelenthetik.

Els6ként mutattdk ki, hogy a vildgossejtes veserdkban alkalmazott szunitinib, valamint a
hepatocelluiaris rdkban alkalmazott szorafenib kezelések sorin fellépd rezisztencia
mechanizmusok kdzponti eleme a sejtmigracié, valamint hogy mindkét daganattipushan
megfigyelhetd a kdrnyezd szovetek ereinek befogdsanak jelensége a tumorsejtek dltal.
Azonositottak a migraciés fenotipus hétterében &llG molekuldris mechanizmusokat. Az
altaluk azonositott miR663a és miR-1 &ltal szabélyozott MDGA1 és FRASI fehérjéket
potencialis adjuvéns terdpias célpontokként azonositottak.




3} Els6ként hajtottak végre 4&tfogd vizsgdlatot annak kideritésére, hogy a hipofizis
neuroendokrin tumorokban milyen molekuldris folyamatok éllnak a G2/M sejtciklus atmenet
zavarainak hatterében. A diszreguldlt CDC25A-CDK1 dtvonalat, valamint a tumorszuppresszor
miR-424 és miR-503 molekuldkat azonositottdk kulcsfontossagi molekuldknak ezekben a
pathogenetikai folyamatokban. Azonositottak azt is, hogy a hipofizis onkocitémakban
alacsonyabb kifejez&dést mutatd miRNS-ek 40%-a egy adott human kromoszéma région
beliil (14932} kédoltak. A miRNS klaszter elemeinek tovabbi vizsgalatat diagnosztikai és
prognosztikai potencidljuk feltérdsa szempontjabol tartja elGre vivének a Jeldlt.

4) Uj megallapitasokat tettek azzal kapcsolatosan, hogy a keringésben detektdlhaté miRNS-ek
hogyan alkalmazhatok diagnosztikus biomarkerként. Vilagossejtes veserakban szenvedd
betegek keringéséb&l meghatdroztak azt a jellegzetes miRNS mintdzatot, amely nem csak az
egészséges egyénektdl vald megkilonboztetést, de a tumor méret szerinti diszkrimindaciot is
lehetévé teszi. Hipofizis neuroendokrin tumorokban szenvedd betegek pre —és posztoperativ
mintéinak vizsgalataval kimutattdk a betegek keringésében altaldnosan alacsonyabb szinten
valé miRNS kifejezédést. A miR143-3p-t a betegek nyomon kévetésére alkalmas potencialis
biomarkerként azonositottdk. Megmutattdk, hogy egy 3-5 miRNS-bdl, valamint a
chromogranin-A-bd! 3116 kombindlt teszttel még a legnagyobb kihivast jeientd hasnyalmirigy
neuroendokrin betegcsoportban is j6 diagnosztikus hatdsfokot tudtak elérni.

5) Kollaboracioban kifejlesztettek egy 0j tomegsperkrometridas maodszert, amellyel genomi
skaldn tudjdk mérni az 5-metilcitozin és 5-hidroximetilcitozin intermedierek mennyiségét. Az
{j mérési médszerrel tanulmanyozték és elséként kimutattak, hogy a hipofizis neuroendokrin
tumorok kezelésére haszndlt decitabin hatdsat az 5ShmC és 5ShmC/5mC arany mérésével lehet
nyomon kdvetni. Az aszpirin epigenetikai mddosité hatasat is igazoltdk hipofizis
neuroendokrin tumorokban és azonositottak az dltala medialt onkogén dtvonalakat.

Osszefoglalva megallapitom, hogy a Jeldlt, Dr. Butz Henriett dolgozataban eimult 10 éves
kutatémunkdjdnak (2012-2022) koherens &sszefoglaldsat adta meg. Kiemelked6en magas
szinvonalt diagnosztikai és kutatdi utdnpétlds neveld munkdja mellett végzi iskolateremts,
ugyancsak kivételesen kiemelkedd eredmény(i kutatdmunkajat. Pélyaive példaértéki és a
jové orvosbioldgiai kutatdsokat végzd generacidi szamara kovetendd.

A fentiek alapjan a doktori mfivet nyilvanos vitdra alkalmasnak taldlom.

Szeged, 2025. februdr 21. Tisztelettel:
Dr. Széll Marta
az MTA doktora



MELLEKLET

a dolgozatban azonositott gépelési és kézpontozasi hibdkrél

18. 0. 5. sor_Erdekes médon a (nem kell a vessz6)
30. sor_CDKN2A transzkripciojat (nem kell 3 zérdjel)
23. 0. 24. sor_daganat diagnézisa (nem kell a vessz()
27. sor_sem pedig a sejtvonalak, igy... (kell a vesszG)
24. 0.10. sor_laboratériumi vizsgalatok nem segitenek sem (nem kell a vessz§)
25. 0. 6. sor_Fontos tehat f (nem kell a vessz§)
22. sor_megjelenhetnekkialakulhatnak (szOtorlédas)
29. 0. 9. sor_metasasztatikus {betitorlédas)
30. 0. 13. sor_A centrifugdldst 2 két (vagy a 2 vagy a két sz}
23. sor_és tovébbi felhasznalasig (nem kell a kétéjel)
31. 0. 1. sor_kentroll {két 1)
5. sor_komprehenziv (helyette atfogs)
10. sor_139 kiilénféle szévetmintat hasznaltunk: {kiegésziteni)
11. sor_kontroll {két |)
16. sor_funkcidjdnak (hosszt 6)
19. sor_Ebben dsszesen (nem kell 3 vesszg)
22, sor_ végerztiink: hipofizis
27. sor_Nukleinsav {bet(ikihagyas)
32. 0. 17. sor_Invitrogen kittel a gyarts utasitasai szerint 3 fehérjék (kiegésziteni a kitte kifejezéssel, valamint
hidnyzik a néveld)
22. sor_1 mL (magyarul ml)
33.sor_20 uL EV (p)
33. 0. 5. sor_adatokat {(nem keli)
17. sor_futtattuk 384-weil (384-lyuku)
20. sor_kontroltjaként (két |)
35. 0. 5. sor_amplifkciéjénak (betlikihagyds)
13. sor_készitettiik el, kévetve (keil a vesszi)
24. sor_Areadek (helyettes lecivasasok)
25. sor_algoritmust (http:...) utdn nem kell a vesszg
36. 0. 3. sor_leolvasasi (read)/total read/ {read helyett leolvasas)
4. sor vagoértéket (helyette kiiszob)
37. 0. 20. sor_eltérsek {betiikihagyss)
38. 0. 9. sor_lllumina {miért délt betti)
14. sor_read (helyett leolvasas)
17. sor Hypophysis (miért latinos)
31-33. sor (miért van a mondat zarojelben)
39. 0. 4. sor 75 cm2 (mértékegység)
tabldzathan_Sejtvonal Neve {(helyette kisbettive! a neve)
40. 0. 16. sor klénoztuk /Xbal /és/Hind!lI-HF/ {ddlt betiikkel)
18. sor_/Escherichia coli/ (délt betiivel)
20. sor_Ampiciilin tartalma (kiiln irva)
31. sor_az /Xbal/ (d&lt betiivel)
32. sor_kontroll {két [}
41. 0. utolsd sor_1 mL (helyette pl)
42. 0. utolsé sor_ A proliferacid vizsgalatdhoz ( kiilon kell irni)
43.0. 2. sor_exklizios (kizarasos)
3. sor_ halott sejtek szamét és szamoltuk azok ardnyat.
8. sor_fehérje koncentracidjat (kiilén kell irni)




13. sor_jelenlétének (helyett folyamatainak)
25, sor_0,5 mL {ml)
szobahémérsékleten {betiikihagyas)
34.s0r_tripszinizaltuk helyett tripszineztik
44.0. 4. sor_tripszinaltuk helyett tripszinezilk
12. sor_100 pl
13.sor_5uL
48. 0. 30. sor_ és a strémaelemeket kizdrva. (nem kell a zardjel)
49.0. 13, sor_10ut {ul}
15. sor_0,2mL {ml)
50. 0. alulré! a 3. sor_(http:.....} programok segitségével végeztik...

51. 0. 1. sor_alkalmazdsaval. {betitkihagyas)
4, sor_sunitinib (nem konzekvens)
59. 0. 6. sor_ kapjunk (helyette kapunk)
65. 0. 1. sor_ 4,59 és 8,00 szeres {helyette stadére/nyolcadara??)
67. 0. 8. sor_patogenezisében (betlikihagyas)
68. 0. 11. sor_kontroll {két 1)
69. 0. 10. sor_ A szunitinib (betiikihagyds)

metasztazisok (betlikihagyas)
70. 0. 4. sor_potencidlni (helyette potencirozas)
10. sor_epthelidlis (helyette epitelialis)

72. 0. alulrél a 4. sor_szunitinib (betiikihagyas)

73. 0. 1. sor_szunitinib {betiikihagyas)

77. 0. 12. és 14. sorokban kontroll {két |)

81. 0. 5. sor_ normal hipofizis (helyette normal)

83. 0. 11. sor_ Fontos kiemelni, {fontos utén nem kell 2 vesszd)

18. sor_esldéként irtuk (betftévesztés)

utelso elétti sor_ kontroll (keétl)
83, 0. 10. sor_poszttranszkrpcios {betlikihagyas)
93. o, abra alatt 3. sor_hozhato {k nem kell)
94. 0. 25. sor_vizsgaltuk a (betiitévesztés)

33. sor_Diszkrinindcio {betiitévesztés)
95. 0. utolsé sr_diszkrinindcié (betltévesztés)
98, 0. 5 sor_keretlében (betlitévesztés)

abra alatti 1. sor_patogenezisében (nem kell a vessz8)
102. 0. 2. sor_ kontroll (két 1)
105. 0. 9. sor_preamplikacids (helyette preamplifikdcios)
107.0. utolsé sor_megfelel8jikhoz (betlitévesztés)
108. o. 8. sor_vonatkozdan {nem kell a vessz8)

18, sor_Emellett {nem keli a vessz8)

111.0. abrdban minden kontroll (két 1)
116.0. tablazatban Kontroll (két 1}
118. 0. 22. sor_detektaltunk alacsonyabb az ShmC-szintet {az néveld nem kell)
122. 0. 7. sor_multidomain helyett multidomén
128. ¢. 3. sor_A Western blot {kis w)
129. 0. 4bra alatt 1. sor_ survivin és 5. sor_ Survivin (kisbeti vagy nagybet}
132. 0. 27. sor_hatdsdra stabilizdlédik a p53 (hidnyzik a néveld)



