Opponesi vélemény

Butz Henriett , Uj dsszefiiggések a tumorbiolégidban: epigenetikai eltérések, mint jelatviteli
mddositék” cim MTA doktori értekezésérdl

A vezetd haldlokok listajan a daganatos megbetegedések a masodik helyet foglaljék el, a réknal tobb
halalt csak a kardiovaszkuldris betegségek okoznak. A tumorok kialakuldsdban jelentds szerepe van a
mutéciéknak, a DNS szekvencidjaban 1évé olyan 6roklott vagy szerzett valtozasoknak, melyek aktivaljak
a proto-onkogéneket, vagy gatoljdk a tumorszupresszor géneket.

Tumor azonban nem csak mutaciok megléte esetén alakul ki. Az epigenetika a génexpresszié
szabdlyozdsanak olyan médja, mely nem fligg a mutdcidktél, és elsGsorban a kromatin
hozzaférhetGségét szabalyozza, mint példaul a DNS metildcidja, vagy a hiszton fehérjék kovalens
poszttranszlaciés moédosulasai. Eltér6 mechanizmussal miikodik, mégis az epigenetikai regulacio
targykorébe tartoznak a mikroRNS-ek, melyek a messenger RNS-ekre hatva a fehérjék transzlaciojat
gatoljak.

A tumorbiolégiaban az epigenetikai szabalyz6 mechanizmusok feltarasat taglalé cikkek szama az elmult
25 évben dinamikusan novekedett, mig 2000-ben minddssze 337 cikket taldlunk, a tavalyi évben mar
tébb mint Gtezret. Mindezt figyelembe véve a témavdlasztdst, - az epigenetikai mechanizmusok
kutatasat a tumorbioldgidban - nagyon idGszeriinek és fontosnak tartom.

Altaldnos biralat:
. Formai szempontok

A disszertacié tudomanyos tartalommal rendelkezd része 143 oldal terjedelm(, mely 53 dbrat és 21
tablazatot is magaban foglal. Az értekezés formai szempontbdl megfelel a doktori miivekkel szemben
tamasztott kritériumoknak, a szerzd vilagosan tagolt fejezetekben térja az olvasé elé munkajanak
hatterét, konkrét célkitizéseit, a munka soran alkalmazott médszereket. A megbeszélés nem kapott
kiilon fejezetet, hanem az egyes eredmények leirdsa utan talalhato. A disszertécio tartalmaz egy révid
osszefoglalast, egy 1 oldalas kdvetkeztetések cimii fejezetet, valamint az eredeti megfigyelések és Uj
megallapitasok listajat. A dolgozatot egy 307 publikaciot tartalmazé irodalomjegyzék zarja.

A disszertacio nyelvezete egységes, és csak elvétve tartalmaz eliitéseket. Ugyanakkor az als6 margo
sziikre szabdsa zavard, sok helyen az oldalszamozdsba belelég a szoveg (17, 75, 81. oldal) és a
tablazatok 2 oldalon megjelenitése sem szerencsés, kiilondsen gy, hogy azok egy oldalra is befértek
volna (11, 12, 16, 19. tablazat). Az 4brak és tablazatok gondosan kivitelezettek, informativak és
nagyban segitik a megértést. A szamszerdsithetd szignifikdns killénbségeket bemutato dbrak tébb mint
felénél az abraaldirdsaban nincs megadva a szignifikanciat jelz6 szimbdlumok jelentése, és az a
statisztikai modszerek fejezetben sem szerepel. Az in vitro sejtkultirdkon végzett kisérleteket
bemutaté dbrak dbraaldirdsabol és tébbnyire a szoveghdl sem deriil ki az adott kisérletben alkalmazott
technikai illetve bioldgiai replikditumok széma. Az alkalmazott statisztikai moédszerekrél sincs emlités
az dbraalairdsokban.

Il. Tudomdnymetriai szempontok

Az értekezés alapjat 23 angol és 2 magyar nyelv( lektoralt folydiratban megjelent kézlemény adja,
melyekben két kivételtsl eltekintve a jelolt meghatdrozd, els6 vagy utolso szerzd. A 23 angol nyelvii
cikkb6l 15 cikk D1 vagy Q1 kategériaju folydiratokban jelent meg, a cikkek dsszesitett impakt faktora
100,44, a cikkek atlagos impakt faktora 4,37. A jel6lt kiemelkedd tudomanyos aktivitdsat mutatja, hogy
nevéhez kothetd folyoiratcikkek szama a PhD elnyerése utan 71, fiiggetlen idézettsége 1507. Ezekkel



a paraméterekkel a jeldlt magasan teljesiti az MTA &ltal meghatdrozott, a doktori cim elnyeréséhez
sziikséges tudomanymetriai feltételeket.

lll. Koherencia szempontok

A biralé feladata az értekezés tudomanyos megalapozottsaganak megdllapitasan tal az is, hogy
véleményt alkosson arrél, hogy az értekezésben osszefoglalt eredmények egy kerek egésszé
dsszedllnak-e, mennyire koherens a bemutatott munka. A disszertdcié cimének megfelel6en a targyalt
cikkek mindegyike tumorokkal és epigenetikdval kapcsolatos, ugyanakkor ez egy nagyon szerteagazo
teriilet. A jelolt vildgossejtes veserdkkal, valamint hipofizis és hasnyalmirigy neuroendokrin
tumorokkal, 6sszességében 5 tipust tumorral kapcsolatos eredményeit taglalja a disszertacioban. Az
eredmények két epigenetikai mechanizmus kore csoportosithatok, a miRNS altali szabalyzas, illetve a
DNS metilacié/demetilacié. Véleményem szerint nem csokkentette volna a disszertdcio értékét, ha
vagy csak a vildgossejtes veserakkal kapcsolatos eredmények, vagy csak a neuroendokrin tumorokkal
kapcsolatos eredmények keriiltek volna bemutatasra. Ez a megoldds kénnyebben kivitelezhet6vé tette
volna az eredmények egy fejezetben valo diszkutélasat is.

Részletes birdlat, kérdések:

A disszertacié bevezetése tomor, mégis olvasmanyos, jol kdvethetd. A jelolt bevezeti az olvasét az
epigenetikai szabalyoz6 mechanizmusok tumorbioldgiai aspektusaiba, a jelatviteli utvonalak
moédosuldsaiba daganatokban, valamint 6sszegzi a leglényegesebb tudnivaldkat a disszertaciéban
bemutatott kilonféle tumorokrél.

A célkitiizések 3 kérdéskorbe csoportositva, témoren és vildgosan vannak megfogalmazva.

A modszerek fejezet gazdag részletességgel van megirva. Kiilon szeretném kiemelni, hogy a
disszertacidoban bemutatott munka soran nagy mennyiségl mintdt gy(jtottek és analizaltak, pl. 682
formalin-fixalt paraffinba dgyazott szévet, 200 feletti plaza/szérum minta, 108 vizelet minta. A
kisérletes mintak mellett in silico analiziseket is végeztek, melyek soran a nyilvdnosan hozzéférhet6
adatbazisokban kozzétett mérési eredményeket elemezték Ujra. Ez a vildgossejtes veserak esetén 1562
daganatszovet és 524 egészséges veseszovet gén és miRNS expressziés adatainak Ujraelemzését
jelentette, mely jél jelzi az elvégzett munka volumenét. A disszertdcio egyik legf6bb erénye az
élvonalbeli technolégiak alkalmazésa a kutatas soran, és azok sikeres dtvozése a klasszikus vizsgalati
modszerekkel.

Az eredményekkel kapcsolatos kérdések:

1. A vildgossejtes veserakkal kapcsolatos vizsgdlatokban kimutattak, hogy a sejtek pro-invaziv és
mesenchymdlis iranyl tranzicidja és az érbefogas allhat az angiogenezis gatloszerekkel
szembeni rezisztencia hatterében. Ezzel kapcsolatban szeretném megkérdezni, hogy van-e
esetleg valamilyen kisérleti stadiumban &ll6 hatdanyag, mely ezt a mechanizmust célozza?
Milyen potencialis lehet&ségek meriilnek fel? Van-e olyan ex vivo szbvettenyésztésen alapulé
technika (organ-on-a-chip) mely alkalmas lehetne a hatéanyagok tesztelésére?

2. Nagyon érdekesnek tartom azt az agyalapi mirigy onkocitomadval kapcsolatos megfigyelésiiket,
miszerint az anyagcsere Utvonalak szerepet jatszanak a DNS szintézisben és a sejtciklus
szabalyozasaban. Ez kifejezetten csak erre a daganattipusra igaz, vagy minden daganatra,
esetleg altaldnos érvény( minden sejtben megfigyelhetd jelenség?

3. Adisszertacioban azt irja a jelolt, hogy a gliilokortikoidok hatasara megvaltozott Wnt jelatvitelt
legaldbb részben miRNS-ek szabdlyozzak (88. oldal). Ugyanakkor az eredmények azt mutatjak,
hogy a gliikokortikoid kezelés kiilénb6z6 miRNS vélaszokat véltott ki a modellként alkalmazott
harom gliikokortikoid vélaszadasra képes sejtes rendszerben. Ugyanakkor a Wnt utvonal
aktivalodasat mindharom sejttipusban beigazolddott. Hogyan magyardzhaté ez? Mas-mas
miRNS reguldlja a Wnt Gtvonalat a kiilonféle sejtekben? A bevezetésben azt olvashatjuk, hogy
a tumorokban taldlhaté epigenetikai eltérésekre terapids célpontokként tekintenek (6. oldal).



6.

Ez vonatkozik a miRNS-re is? Es ha igen, akkor nem jelent-e problémat, hogy ennyire
sejtspecifikus az a miRNS készlet mely egy-egy jelatviteli Gtvonalat szabalyoz?

A jeldlt a 20. tabldzatban listdzza azokat a transzkripciés faktorokat, melyek aktivitasa
megvaltozik aszpirinkezelés hatdsara. Ezt a mérést PitNET sejteken végezték? Személyes
érdeklédésemnél fogva feltiint, hogy két endoplazmas retikulum stressz vdlaszban
kulcsszerepet jatszé transzkripcios faktort is tartalmaz a lista, az ATF4-et és az XBP1-et. Milyen
iranyba véltozott az ATF4 és XBP1 transzkripciés faktorok aktivitdsa az aszpirin kezelés
hatasara? Ismert-e mas sejtekben is az aszpirin ER stresszt befolydsolé hatasa?

A disszertacidban rengeteg eredményt mutat be a jelolt, és az eredeti megfigyeléseket
bemutatd listdban 20 megallapitdst sorakoztat fel. Arra lennék kivancsi, hogy melyik az az
eredmény, amit a legjelentésebbnek tart? Ha csak egyet tudunk megjegyezni, melyik legyen
az?

Van-e jelenleg olyan terapia (akar kisérleti/pre-klinikai fazisban) mely a daganatok epigenetikai
eltéréseit célozza, vagy még tul korai ez a kérdés?

Uj megéllapitasok

A fenti kérdésekre adott valaszoktdl fiiggetleniil a jeldlt 4j tudomanyos eredményeinek fogadom el a
kovetkezGket:

1.

10.

11.

Azonositotta a legfontosabb szereppel biré tumorszuppresszor miRNS-eket a vilagossejtes
veserak patogenezisében, és kimutatta, hogy a miR-124-3p, miR-200c 3p és a miR-30a-5p
szabalyozza a tumor sejtek migraciéjat s ezaltal a dagant progresszidjat.

Bizonyitotta az ARH fokozott kifejez6désének szerepét vildgossejtes veserdkban, melyet
részben a miR-124-3p szabalyoz.

A CAV1 és FLOT1 géneket miR-124-3p célmolekuldiként azonositottdk, és bizonyitottdk
szerepiiket a tumorsejtek migrédcidjaban és invazidjaban.

Bizonyitotta az AHR, miR-124-3p, CAV-1 és FLOT-1 prognosztikai jelent6ségét vildgossejtes
veserakban. ‘
Vilagossejtes veserdk és hepatocelluldris karcindma esetében kimutattak, hogy a
daganatsejtek a migracio fokozddasdval jar6 fenotipus véltasa és az érbefogés jelensége allaz
angiogenezis gatlé szunitinib és szorafenib rezisztencia kialakulasanak hatterében.
Vildgossejtes veserdkban kimutattdk, hogy a szunitinib rezisztencia kialakuldsaban szerepet
jatszik a MDGA1 és FRAS1 gének mikodésének miRNS-ek éltali szabalyozésa.

Hipofizis neuroendokrin tumorokban igazoltdk a sejtciklus G2/M atmenetet szabdlyozd
molekuldk (CDK1 és a CDC25A) és azok miRNS-ek altali szabdlyozdsanak szerepét a nem-
funkcionalod daganatok patogenezisében.

A hipofizis onkocitomak esetében kimutattak a miRNS expresszié globalis csokkenését, és az
expresszios mintazat megvaltozasat és ennek okaként azonositotték a Drosha enzim csdkkent
jelenlétét. Bizonyitottdk a miR-127 3p és miR-744-5p tumorszuppresszor funkcidjat e
daganattipus kialakuldséban, valamint kimutattak az Aconitdz 2-t célz6 miR-744-5p szerepét
az onkocitomak citrat-ciklus szabalyozasaban.

Szintetizaltdk a 14q32 ldkuszon kddolt miRNS klaszter expressziés mintazatat kilonboz6
endokrin daganatokban, és kimutattak, hogy szovetspecifikus funkciét tolt be a daganatok
progresszidjaban.

Mellékvesekéreg daganatokban és kiilonbozé glukokortikoid célszdvetekben kimutattak a
glilkokortikoidok hatdsdra megvéltozott Wnt jeldtvitel mikddését.

Igazoltdk, hogy a miRNS-ek alkalmazhatdak folyadékbiopszids biomarkerként klinikai
mintakon.



12,

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Vizeletbdl olyan exoszomalis miRNS kombinacidkat hataroztak meg, melyek alkalmasak a
vildgossejtes veserakos mintdk elkllonitésére az egészséges és a jéindulati vesedaganatos
mintaitdl.

Igazoltdak, hogy a daganatsejtek miRNS tartalmi exoszomakat szekretalnak, melyeken
keresztiil kornyezetiikben taldlhaté sejtekkel kommunikalnak.

Gonadotrép eredetli nem-funkcionalé hipofizis neuroendokrin tumorokban a betegek
nyomonkovetésére alkalmas potencidlis biomarkerként azonositottak a miR-143-3p-t.
Hasnyalmirigy neuroendokrin tumoros betegekben igazoltdk a keringé miRNS-ek diagnosztikai
jelent6ségét és kimutattak, hogy a miRNS-ek képesek emelni a kromogranin A diagnosztikai
pontossagat.

Hipofizis neuroendokrin tumorokban igazoltdk, hogy a demetildcié folyamata (emelkedett
5hmC/5mC ardny) negativan korreldl a proliferdciés rataval és a differencialtsagi allapottal. A
folyamat hatterében azonositottdk a metildcié-demetildcié folyamatdt szabdlyozé TET1-3
enzimek és kofaktoruk expresszidjanak eltéréseit.

Az aszpirin hipofizis neuroendokrin daganatellenes hatasanak vizsgdlata sordn epigenomikus
és genomikus szintl mechanizmusokat fedeztek fel és igazoltdk a demetildcid, a p53 és E2f1
transzkripcids faktorok, valamint a Survivin és Pttgl szerepét.

Potencialis markerként azonositottak az ShmcC-t, mely jellemzi a hipofizis neuroendokrin
tumorok proliferativ és differencidcids allapotat, valamint alkalmas a decitabin és az aszpirin
daganatellenes hatdasanak nyomon kovetésére.

Osszefoglalds, javaslat

Osszegezve, Dr. Butz Henriett jelentds tudomanyos eredményekkel jérult a teriilet tuddsanyaganak
bévitéséhez. MTA doktori értekezése mind tartalmi, mind formai szempontbdl megfelel az
elvarasoknak, ezért javaslom az értekezés nyilvdnos vitdra tiizését, és sikeres védés esetén a jeldlt
részére az MTA doktora cim odaitélést.
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