Biralat Dr. Kiss Istvan ,,Génexpressziok és allélpolimorfizmusok, mint a daganatmegeldzés
molekularis epidemioldgiai biomarkerei” cimi MTA doktori értekezésérdl

A daganatos megbetegedések hazankban a sziv- és érrendszeri megbetegedésekbdl szarmazd
haldloz4sok utén a leggyakoribb halaloknak tekintheték. gy nagy jelent6séggel birnak azok a
vizsgalatok, melyek célja a daganat megel6zéshez kapcsolhaté biomarkerek azonositasa.
Ezt a torekvést jelentosen el6segitik az elmult évtized molekularis biologiai eredményeinek
epidemioldgiai vizsgalatokba t6rténd integralasa, a genetika és ma mar egyre ndvekvo
mértékben a genomika epidemioldgiai vizsgalatokban t6rténé széleskorii alkalmazasa. Ebbe a
torekvésbe kapcsolodott be évekkel ezel6tt Dr. Kiss Istvan. Kutatd munkajanak eredményeit
2013-ban MTA doktora értekezésben foglalta 6ssze ,,Génexpressziok és allélpolimorfizmusok,
mint a daganatmegelGzés molekularis epidemiologiai biomarkerei” cimmel.

Az értekezés terjedelme 140 oldal, melyet az irodalomjegyzék utan az értekezésben
felhasznalt, a PhD disszerticioban nem szerepld publikaciok listdja kovet.  Formai
szempontbdl megfelel az MTA doktori értekezés kovetelményeinek. Alapjat Gsszesen 15
nemzetkdzi és 12 hazai folyoiratban megjelent kozlemény alkotja.

A birdléi feladatok megkonnyitése érdekében szivesen vettem volna a kézlemények pdf
formatumban mellékletként t6rténd csatoldsat. Hasonloan hianyoltam a kozl6 folyodiratok
Osszesitett impakt faktorat és az eddigi, a dolgozatot megalapozo kozleményekre tortént
fuggetlen idézetek szamat, melyek az értekezés alapjat képez6 kozleményekre az alabbi: IF:
16,058; fliggetlen idézetek szama: 85. Tovébbi scientometriai jellemzok az MTMT adatbazis
szerint: Osszesitett IF a teljes munkéssagra vonatkozoan: 77,862, melyekre a flggetlen
idézetek szama: 639.

Az értekezés 7 nagy fejezetbdl all, 6sszesen 50 abraval és 17 tablazattal illusztralva.

Bevezetés (35 oldal): a jelolt véleményem szerint talzott részletességgel ir a kiilonbozo
daganatos megbetegedések epidemioldgiai helyzetérol, ezt a bevezetés fejezetben 10 abraval
illusztralja. A fejezet részei: a dolgozatban kés6bb részletesebben vizsgalt metabolizald
enzimek (kissé tankonyvszeril) részletes leirasa, az X-ray Repair Cross Complementing 1
(XRCC1) DNS- hibajavité enzim, p53 tumorszuppresszor gén, a Mir 146-A mikro RNS,
tovabbi kockazati tényez6k és génexpresszidos valtozasok, mint biomarkerek
jelentdségének/szerepének bemutatasa.

Megjegyzés: az irodalmi hivatkozasokbol hidnyoltam a legujabb eredményeket bemutatd
kozleményeket, irodalmi Gsszefoglalasokat. 4 Bevezetésben a p53 gén szerepének elemzése
sordan a cervix daganatok rizikojaval kapcsolatban a jelélt dlial emlitelt irodalmak kozil a
legfrissebb 2009-ben jelent meg, hogyan modosultak a leirt dllitasok az elmult évek kutatdsai
alapjan?

Célkitiizések fejezetben: 3 6 célkitiizést fogalmaz meg a jelslt, melyek az alabbiak:
1. onko- és tumorszuppresszor gének, mint biomarkerek;

2. az altalanos populaciéban (az atlagos populacié helyett ez jobb megfogalmazas) olyan
genetikai variansok populdciés szintli vizsgalata, melyek magas rizikdju csoportok
azonositasdra alkalmasak (keriilném az angol ,.high-risk” elnevezést);

3. az olah ciganyok daganatok iranti kockazatianak elemzése.



A 16 célkittizéseket VIII részletesebben megfogalmazott alpont kovet, melyek elsé IV pontja
kisérletes allatmodellekre vonatkozé vizsgalatokat céloz meg (ez a f6 célkitlizésekbdl nem
deriil ki).

Kérdeés: Az I pontban leirt génexpresszios valtozdsok vizsgdlatdhoz miért a c-myc és Ha-RAS
onkogéneket vdlasztotta? Milyen mds irodalmi adatok vannak a p53 gén expresszio
emelkedésére kémiai karcinogén expoziciot kivetéen?

A tovabbi alpontok kolorektalis, fej-nyaki daganatok és cervix tumorok genetikai
polimorfizmusainak vizsgalatdval elemzi a daganatok kialakulasanak kockézatat, a
polimorfizmusok hatdsdt a daganatok prognézisara. Az utolsé pontban a daganatok
kialakuldsanak kockazatat foglalja Ossze a magyarorszagi roma népességben (egészen
pontosan az oléh ciganyok) és hasonlitja az 4tlagos magyar népesség allélmegoszlasaihoz.

A célkitiizéseket az Anyag és médszer fejezet koveti, mely 14 oldal terjedelmii. A fejezetben
szerepld ,,Vizsgélati elrendezés, betegek és kontrollcsoportok™ bemutatasa nehezen kovethetd,
tablazatos forméban torténd sszefoglalas ezt konnyebben attekinthet6vé tette volna.

Az eredmények fejezet terjedelme 48 oldal, a jelolt az Anyag és moddszer fejezetben
ismertetett betegcsoportokon elvégzett vizsgalatok eredményeit mutatja be. Az eredményeket
38 abran €s 17 tablazatban foglalja Gssze.

L. Az allatkisérletes vizsgalatok soran az 1-nitroporén kezelés hatésat 3 gén (c-myc, Ha-
Ras, p53) génexpresszidjanak megvaltozasara 7 szervben vizsgalta.

Kérdés: Az 1-nitropirén kezelést kovetéen mi volt a kontroll a csontveld mintandl, nincs rd
utalds a szévegben és hidnyzik az dbrardl is ennek magyardzata.

Az MNU és DMBA kezelések génexpresszidra gyakorolt hatdsa a 17-23 abrakon nehezen
kovethetd, a szin valasztasa nem szerencsés az egyes csoportokra vonatkozéan, mivel nem
kiiloniilnek el szemléletesen a kiilonboz6 kezelések az 4dbrakon, a leirds alapjan a kezelés
hatésai nehezen kovethet6k. Az eredmények bemutatasara szemléletesebb abrazolasi médot
kellett volna alkalmazni, az eredeti k6zleményben valamivel jobban elkiiloniilnek a kezelések
és valtozasok.

IL A fejezet kovetkez6 része a human fej-nyaki daganatokban meghatarozott
génexpresszié eredményeit foglalja 6ssze. Az eredményckct bemutaté abrakr6l lemaradt a
szignifikans eltérések jellése. A 24-es és 25-0s dbra kontroll csoportidban meért
génexpresszios értékek jelentGsen eltérnek, mivel magyardzhaté ez? Mennyiben hasonlit ez a
kontroll csoport a két évvel kordbban alkalmazott kontrollcsoporthoz?

Kérdésem, hogy mennyiben lehetiink biztosak abban, hogy a 2 évvel késébb mért
génexpresszio vdltozdasok valoban a kezelések miatt dllnak fenn? A dolgozatban leirt 3 gén
expresszidjanak eltéréseit mennyiben egészitik ki a microarray alapu génexpresszios
vizsgdlatok eredményei? A jelolt véleménye szerint a jelenlegi, globdlis génexpresszios
vizsgdlatok alapjan, melyek lehetnek érzékeny biomarkerek az ditala is vizsgdlt fej- nyaki
daganatos betegeknél?

II. A kovetkezd, az eredmények legterjedelmesebb fejezetében fej-nyaki-, kolorektalis-,
méhnyak daganatokra vonatkozé allélpolimorfizmusok eredményeit foglalja 0ssze a szerz6



két génre, a CYP1A1, UGT1A1 génekre, kissé redundans formaban. Eredményei szerint a
kettds magas-rizikdju genotipus szignifikdnsan nagyobb a daganatos betegeknél, mely azt
jelenti, hogy a két gén egyiittes allélpolimorfizmusa hatassal van a daganatok kialakulasara. A
szerzd megallapitasa szerint ugyanezek az allélpolimorfizmusok prognosztikus jelentdséggel
is birnak, hatasuk érvényesiil a betegek talélésére is.

IV. A vizsgalatok tovabbi részében a pre-miR-146a mikro RNS allélmegoszldsait
elemezte a jelolt fej-nyaki daganatokra. Igazolta, hogy a mikro RNS rs2910164
polimorfizmus C allél statisztikailag szignifikdns kockazatndvelé hatassal van fej-nyaki
laphamrakok kialakulasara.

Megjegyzés: Egyes szerzok szerint a pre-miR-146a rs2910164 polimorfizmus inkabb
rendelheté a daganat progresszidhoz szajiiregi és fej-nyaki daganatokban, mint
kialakulasukhoz és mas mikro-RNS —ek polimorfizmusai azok, amelyek a kockazatot novelik

a HNSSC-re vonatkozdan (Liu Z, Li G, Wei S, Niu J, EI-Naggar AK, Sturgis EM, Wei Q. Genetic variants
in selected pre-microRNA genes and the risk of squamous cell carcinoma of the head and neck. Cancer. 2010
Oct 15;116(20):4753-60.).

Kérdés: Mennyiben Osszevethetok eredményei azokkal az adatokkal, melyek 2012-ben
jelentek meg ,,Impacts of microRNA gene polymorphisms on the susceptibility of
environmental factors leading to carcinogenesis in oral cancer”, figyelembevéve, hogy a

kornyezeti tényez6k nagymértékben azonosak a szdjliregi- és fej-nyaki daganatok esetén (Y. H.
Chu, S. L. Tzeng, C. W. Lin, M. H. Chien, M. K. Chtors leading to carcinogene- sis in oral cancer,” PLoS
ONEvol.7,no.6,ArticlelDe39777, 2012,)

V. Egy ujabb vizsgalati csoporton fej-nyaki tumorokon egyrészt az XRCCI1
polimorfizmusok daganatos kockazatra gyakorolt hatdsat, tovabba prognosztikai szerepét
vizsgaltak. Megéllapitottdk, hogy az arg399Gln polimorfizmus statisztikailag szignifikéns
hatassal fokozza a betegség iranti fogékonysagot a legtdbb genotipus esetén. Véleményem
szerint a fejezetben bemutatott t6bb mint 10 tulélési gorbe felesleges, ha nincs szignifikéns
kilonbség, a sz6veges 6sszefoglalast jobban lehetett volna kévetni.

Kérdés: Miért nem lehetett ugyanannak a betegcsoportnak a mintdin vizsgdlni ezeknek a
polimorfizmusoknak a hatdsat, mint a CYP1A41 és UGT1A1génekét?

Modositiak-e megfigyeléseiket a 2013-ban megjelent meta-analizis alapjan elért eredményetr,
mely analizisben az arg399Gln polimorfizmusdt tobb, mint 1 000 mintdn clemezték? (Chen W.
et al: Association of XRCCI1 genetic polymorphism (Arg399Gin) with laryngeal cancer: a meta-
analysis based on 4,031 subjects. Tumour Biol. 2013 Nov 6.).

VL.  Kolorektdlis daganatokban a GSTMI, GSTT1 és p53 gének allélmegoszlasait
vizsgélva szignifikans kiilonbséget talalt a kontroll és a betegcsoport kozott a GSTMI génre
és megallapitotta, hogy a p53 gén Pro-heterozigotak aranya szignifikinsan magasabb a
daganatos betegeknél. Ezt kovetden ismételten Kaplan-Meier g6rbék sorozatdn mutatja be a
jelolt a kiilonbozé genotipusokhoz tartozd kolorektalis daganatos betegek tulélését, ismételten
nehezen k6vetheté formaban.

VII. A kovetkezd két vizsgalati csoportban, ugyancsak kolorektélis betegcsoporton, 7 gén
allélpolimorfizmusénak hatdsait és harom CYP gén (1A1, 1A2, 2E1) és az EPHXI1 enzimek
polimorfizmusainak hatésait elemezte, koziiliik a GSTM1, GSTT1 és p53 gének az el6z6, fej-
nyaki daganatos betegcsoportban is szerepeltek. Statisztikai elemzései alapjan megéllapitotta,



hogy a GSTM1, NAT2, p53 és XRCC1 polimorfizmusok fokozzak a kolorektalis daganatok
iranti kockazatot.

VIII.  Bizonyitottan magas kockazati HPV - tipussal fert6zétt nék nyomon kovetésével
vizsgalta, hogy a GSTM1 és T1 allélpolimorfizmusok hogyan befolyasoljak a virus indukalta
karcinogenezist. Megdllapitotta, hogy a 0 genotipusi ndékben a kockazat fokozottan
érvényesiil. Egy kiilon cervix daganatos betegcsoporton a DRD2/ANKK1 polimorfizmusokat
vizsgalva feltételezi, hogy a DRD2/ANKKI1 A1l alllélt hordozok cervix-daganat progndzisa
rosszabb.

IX. Az eredmények utolsé fejezete ismerteti azokat az eredményeket, melyek a Magyar
Epidemioldgia folyodiratban jelentek meg 2004-ben. Vizsgalataikban a magyarorszagi roma
populacidra (oldh cigany) és nem roma népességre vonatkozéan 5 gén (CYP1A1, GSTMI,
GSTT1, NAT2, XRCCI1, p53 és pre-miR-176a) allél megoszlasat elemezte. Megallapitotta,
hogy a daganatos megbetegedéseknél latott haldlozasi kiilonbségek okal nem genetikai
tényez6kben keresend6k.

Ugyanakkor 104. oldalon az szerepel, hogy ,, 4 p53 allélmegoszldasok tekintetében hatalmas
kiilonbséget ldtunk az indiai és a hazai nem roma csoportok kiozétt. ... Ha potencidlis
daganatos kockdzat szempontjabol csoportositjuk ezeket az eltéréseket, akkor a p53 esetén a
roma allél megoszldsok a kockdzat emelkedés, a GSTMI tekintetében pedig a rizikocsokkenés
iranydba mutatnak”.

A mcgbceszélés fejezetben arra utal a jel6lt, hogy olyan allélpolimorfizmusokat valasztottak,
melyek irodalmi adatok alapjan egyes daganatok kockazatat befolyasoljék: innen hidnyoltam
az irodalmi hivatkozasokat az értekezésben vizsgalt polimorfizmusokra vonatkozdéan.

A doktori értekezésben bemutatott a roma népesség allélpolimorfizmusainak a magyar
altalanos populaciotol vald eltérése a pS3 és GSTM1 génekre vonatkoz6 eredmények 2004-
ben jelentek meg a Magyar Epidemiolégia folyoiratban. Kérdésem, hogy milyen ujabb
eredmények dllnak rendelkezésre a roma népesség betegségek irdanti fogékonysagadt jellemzé
polimorfizmusok elemzésére vonatkozéan (hazai és nemzetkozi adatok).

A Megbeszélés fejezel a bevezetés utdn az egyik legterjedelmesebb fejezet (22 oldal),
melyben a szerz6 két nagy eredménycsoportot elemez.

Génexpresszio valtozasokkal kapcsolatos allatkisérlctck credményci
A genetikai polimorfizmusokra vonatkozo6 vizsgalatok

A fejezetben az eredmények 6sszefoglalasa az irodalmi adatok tiikrében t6rténik, jol
kovethetd olvasmanyos formaban.

A fejezethez kapcsolddo kérdéseimet részben mar feltettem a birdlat el6z0 részeiben.
Tovabbi kérdések, melyek az elézéeken kiviil felmeriiltek az alabbiak:

Melyek azok a legfontosabb mechanizmusok, amelyek tisztazdasa sirgetd az dllatkisérletek
alapjdan kapott eredmények verifikdldsahoz?



Milyen adatok vannak az irodalomban arra vonatkozéan, hogy a daganatos haldlozdsért
egyéni érzékenység jellegii genetikai tényezdok tehetdk felelGssé?

Az utobbi idoben bevezetésre keriilt genom szinti asszocidcios vizsgalatok, melyek nemcsak
egyedi gének, vagy néhdny génpolimorfizmus szerepét vizsgdljak, milyen eredményeket
szolgdltattak a tézisekben szereplG betegségekre vonatkozéan?

Az alllélpolimorfizmusok vizsgdlatdndl mennyire tekinthets reprezentativnak a hazai roma és
nem roma népesség mintapopuldcicja? Ezt azért kérdezem, mert az 55. oldalon ez van
megnevezve az allél megoszldsok dsszehasonlitdsanak céljaként.

Es végiil a dolgozat utols6 részében, kiilon fejezetben tér ki a gyakorlati alkalmazasokra,
tavlati elképzelésekre és lehetoségekre, az j eredmények ismertetésére.

A dolgozatban ismertetett eredmények koziil tudomdnyos szempontbdl uj eredményeknek az
alabbiakat emelem ki:

Igazoltdk, hogy allatkisérletben a kémiai karcinogén anyagokkal (MNU, DMBA, 1-NP)
torténd kezelés karcinogén-/szerv specifikus expresszi6 véltozasokat okoz a Ha-ras, c-myc és
p53 gének expresszidjaban. Ezek a gén expressziok a karcinogén expozicié biomarkereiként
felhasznalhatok.

A fenti gének expresszidviltozasainak alkalmazhatésagat human vizsgalatban, a tumoros
allapot markereként is demonstraltdk: fej-nyaki daganatos betegek periférids
fehérvérsejtjeiben a fenti gének expresszidja magasabb volt, mint nem daganatos
kontrollokban.

1. Megéllapitottdk, hogy a magyar népességben a pre-miR-146a allélmegoszlasok a térok
népességével mutatnak erés hasonldsagot.

2. Igazoltak, hogy a hazai népességben a GSTMI1 0 genotipus, a NAT2 rapid acetilald
genotipusok, a p53 Pro allél, az XRCC1 Gln allél, a CYP1A1 Val allél, a CYP2E1 c2
allél és az EPHXI1 exon 3 His/Hisgenotipus statisztikailag szignifikdnsan néveli a
kolorektalis daganatok kockézatat

3. Bebizonyitottak, hogy a vizsgalt allélpolimorfizmusok k6z6tt kdlcsonhatasok vannak, és
a tobb kiilonb6z6 high-risk allélt hordozdkban a kockézat joval magasabb szintet ér el.

4. Igazoltik, hogy a GSTMI1 és a GSTT]1 alléloplimorfizmusoknak szignifikans szerepe van
a magaskockazati HPV-fert6zés indukélta cervix-karcinogenezisben. A 0 genotipusu
személyekben statisztikailag szignifikansan gyakrabban alakultak ki cervix-
preblasztomak a perzisztens HPV-fert6zo6tt nék kérében.

5. Igazoltuk, hogy a DRD2 Al/A2 polimorfizmusa statisztikailag szignifikansan
befoly4solja a cervix preblasztomak kialakuldsdnak kockézatit, az Al allél jelenléte
kockazati tényez6nek bizonyult.

6. A tercier prevenciéban felhasznalhat6 prognosztikus markereknek bizonyultak a GSTMI1,
aGSTT1, az XRCCl1és a p53 gének allélpolimorfizmusai, amelyek a kolorektalis ill. a
fej-nyaki daganatos betegek tilélését szignifikdnsan befolyasoltdk. Ugyancsak tercids
prevenciés biomarkereknek bizonyult a DRD2 allélpolimorfizmus améhnyakrak
progresszidjara nézve (Al allél-rosszabb prognézis).



7. Kimutattak, hogy a magyarorszdgi romak egy csoportja (oldh ciganyok) t6bb
allélmegoszlas tekintetében is eltér a hazai kaukazusi népességtdl, és az indiai
populacidkban leirt allélmegoszlasokhoz hasonlit (GSTM1, p53, kisebb mértékben

NAT2).

A disszertici6 megéllapitdsai Osszesen 27 kozleményen alapul, melyek nagy részében a
szerzb elsd vagy utolsé szerzd. A kbzlemények koziil 15 nemzetkozi folydiratban jelent meg,
ami azt is jelenti, hogy kiallta a szakmai biralatok probajat. Ezek és a fenti értékelés alapjan a
dolgozat nyilvanos védés kitiizését javaslom és a doktori tézisekben szereplé eredményeket
elegend6nek tartom az MTA doktora cim megszerzéséhez és sikeres védés esetén tamogatom.

Debrecen, 2014. januar 30.

egyetemi tam;
az MTA doktora



