Opponensi vélemény dr. Méhes Gdibor ,Uj médszerek a daganatok genetikai

Jjellegzetességeinek és heterogenitiasanak vizsgalatara” cimii MTA doktori disszertdcidjarol

A disszertacio két évtized patologiai kutatasainak és azok eredményeinek Osszefoglalasa. Igen
ritka hazankban hogy jelent6s moddszertani fejlesztés eredményeit tudja valaki bemutatni,
hiszen a mddszertan kiilonosen a miiszerfejlesztés sajatosan specidlis teriilete a patologianak,
aminek feltétele megfeleld ipari mikrokdrnyezet megléte. A transzlacios kutatasok hazdnkban
tulsdgosan is gyogyszerfejlesztés kdozpontiiak, ami igen nagy forrasigénytli és joval kisebb a
diagnosztikum vagy diagnosztikus eszkoz fejlesztési felhasznalds, aminek legalabb akkora
ipari hattere lehet, mint a gyogyszerfejlesztésnek. Ezért is Orvendetes Méhes doktor
disszertacidja €és annak tematikdja még akkor is, ha ezen fejlesztések dontd része nem

hazankban valdsult meg.

A disszertacio az életmiibdl (86 dolgozat, 28 elsd vagy utolsd szerzds kozlemény) 16-ra épiil
(11 elsd vagy utolso szerzds) és 2 szabadalmat is tartalmaz, az 6ssz IF 25%-at és a fliggetlen
idézetek harmadat reprezentdlja. Tematikailag a molekuléris patologia fejlodésének korai
szakaszaira iranyitja a figyelmet, amelyek mara kiteljesedtek és forradalmasitottak a
daganatok diagnosztikajat. Teoretikusan pedig a f6 téma a daganatok heterogenitasa, ami bar
évtizedek Ota a koztudatban van, mégis jelentdségét talan csak ma kezdjiik igazan felismerni.
Formai szempontbdl a disszertacio 100 oldal terjedelmii, melyben az eredmények fejezetben
18 abra ¢és 9 tablazat szerepel, ami az olvaso/birald szamara kissé kevésnek tlinik az
eredmények origindlis adatainak bemutatdsa szempontjabol és inkdbb a tézisszerli

disszertacidkra jellemzd.

A disszertaci6 4 f6 célkitiizés koré szervezddik: un. technologiai fejlesztések
(mikroszkopos diagnosztikus eszkozok és eljarasok), az ezek felhasznalasaval végzett
kutatasok, mint a cervixham ploiditasanak jelentésége precancerosus allapotokban és a
keringésben vagy csontvelében disszeminalodott un. ritka vagy alacsonyszamu
daganatsejtek detektalasi modszerei és genetikai sajatossagai. Végiil egy ettol elkiiloniilo
kérdéskor, az AuroraB mitotikus kinaz expresszidjanak elemzése emlérakban és

limfomaban.



Technologiai fejlesztések

Lézer scanning citometria/mikroszkopia. Az aramlasi citometria a patologia, foleg a
hematopatoldgia alapvetd technikai eszkdze, amely a tobbes markerjeldlési technikaval igen
szenzitiv és specifikus diagnosztikat tesz lehetové foleg a leukémiak, de bizonyos limfomak
esetében is. Kidolgozasaval szinte egy idében meriilt fel az igény hogy a technikat a szolid
léziok/daganatok diagnosztikajara is fel kellene hasznalni mivel igen érzékeny objektiv
kvantitativ méréseket tesz lehetové. A probléma egyike az, hogy szdveti metszetek esetében
sejtszeletekkel dolgozik a patologus, ami a ploiditasvizsgalatok vagy genetikai vizsgalatok
esetében egyaltalan nem idealis. Helyes dontés volt, hogy az LSC-t citologiai mintak és
szoveti lenyomatok elemzésére dolgoztak ki, ahol teljes sejtek keriilnek a targylemezre, teljes
genetikai tartalmukkal. Ehhez eredeti eszk6zt a CerviSoft szivacsot fejlesztette ki a jelolt, ami
a mai un. liquid based citoldgia kidolgozasanak alapja lett. Ezzel a technikaval cervikalis
citologiai mintakban vagy emldrakos anyagban DNS ploiditas-elemzést parhuzamosan tudott
végezni a daganatsejtek marker expresszidjaval (pl. hormonreceptorok). A technologia
fluoreszcens festékekre hasznalatara épiil €s ezek sokcsatornas detektdlasara és mérésére,

teljesen hasonlatosan az aramlasi citometridhoz.

Ezzel kapcsolatosan kérdezem, hogy tud-e a jelolt az LCS mikroszkdpia/citometria mai

rutinszeri alkalmazasarol a diagnosztikus patologiaban?

Ezen a vonalon tovabb haladva a rendszer-adta lehetdségeket kihasznalva kidolgozta az
automatizalt immunfluorescencia és FISH analizis modszerét. Ennek 1ényege, hogy a keresett
sejteket immunmarkerekkel azonositja majd ezek genetikai elemzése (pl. HER2 amplifikacio)
ugyanazon sejtekben FISH: in situ hibridizacioval torténik, valamennyi esetben fluoreszcens
jeloléseket hasznositva. Ennek feltétele volt a megfeleldé mikroszképos infrastruktira
fejlesztése és a képanalizalo algoritmus fejlesztése, ami Zeiss és Metasystem kooperacidban

valosult meg és a Metacyte programban manifesztalodott.

Ezen fejlesztések mai folytatasaként a 3DHistech, hazai KKV-vel egyiittmikodve a digitdlis
mikroszkopiaval kapcsolatos fejlesztéseket végzett. Ezek egyik része a patologia régi
kihivasaval foglalkozik. A korszerli molekularis vizsgalatok feltétele a mintdk pontos
elemzése, a daganat/normal szdvet elkiilonitése és lokalizalasa anélkiil, hogy a festésekkel
rontanank a molekularis elemzés esélyeit illetve feleslegesen hasznilnank el értékes
mikroszkopikus szovetet. Erre igen alkalmas a szdvetek/sejtek autofluoreszcencidjanak

felhasznalasa. Erre dolgozott ki fluoreszcens mikroszkopos eljarast €s modszert a
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sokcsatornds detektalasra melyet szabadalmaztatott, amivel a klasszikus szovettani
festésekhez hasonloan el lehet kiiloniteni a fontos strukturdkat. Egy masik fejlesztésben a
digitalis metszetek képanalizise szempontjab6él a napi rutinban hasznalhato képanalizald
algoritmust fejlesztett, amely nem-fluoreszcens immunhisztokémiai jelolések értékelésére

alkalmas.

Diagnosztikumok tesztelése/validalasa: marker fazis-elemzések. Két tesztelési folyamatban
jatszott meghatarozd szerepet. Az egyik az IQ-FISH technika alkalmaziasa a HER2
amplifikdcié kimutataséara. Itt a DAKO céggel egyiittmiikodve egy gyors HER2 FISH teszt
Osszehasonlitd elemzését végezte az IVD Hercep-teszt rendszerhez képest és igazolta, hogy az
Uj eljaras nemcsak gyorsabb, hanem legalabb olyan érzékeny vagy még érzékenyebb, mint az
eredeti IVD eljaras, amivel segitette az 0j eljaras bevezetését a rutin gyakorlatba. A masik
elemzés a BRAF mutacio genetikai elemzésének kivaltasa immunhisztokémiaval, ami a
Ventana céggel egylittmiikodésben valdsult meg. Itt az ujdonsdg a VO60OE mutans BRAF
specifikus antitest tesztelése volt Langerhans Sejtes Histiocitozis mintakon (15 eset). Az
elemzés azt mutatta, hogy az IHC 93.3%-0s egyezést mutatott a Sanger szekvenalassal. Hogy
ez sok vagy kevés arra nézve iranymutatd az hogy molekularis patologiai validaciokban ¢€s
mindségellendrzésekben 95% feletti sikerességet varnak el. Az 1 esetbeli eltérés alacsony
daganatsejtszdm miatt jott Iétre. Az elemzésben IHC pozitiv daganatsejteket mértek, nem
voltak tekintettel a jelol0dés intenzitasara, igy a daganatos populacié gyakorlatilag 100%-0s

mutans voltat talaltak.

Ezzel kapcsolatban kérdezem, hogy van-e adat arra, hogy LCH-ban, vagy a konkrét esetekben
a BRAF mutacio homo-vagy heterozigota formaban volt jelen, ami magyarazhatna (technikai
okok helyett) az eltérd szintii protein expressziot? Szintén ehhez kapcsolodva kérdezem, hogy

LCH-ban a BRAF mutdcio klonalisan heterogén vagy homogén formaban van jelen a

leziokban?

Alkalmazott (patologiai) kutatasok

Cervicalis hamsejtek ploiditasanak jelentésége precancerosus allapotokban.

A kordbban kifejlesztett LSC technikaval elemezte a magas (>5/>9) ploiditds vagy
aneuploidia az oridssejtek detektdlasanak prognosztikus/diagnosztikus értékét LSIL és HSIL



korai léziokban folyadékalapu citologiai prepardtumokban amikor a HPV statusz is

meghatarozasra keriilt. Pozitivnak a minimum 2 eseményt tartalmazé mintat tekintették.
Kérdésem mennyi sejtre alapozva (talan 1 04)? Miért ez volt a hatarérték, honnan szarmazott?

Igazoltak, hogy a sulyosabb atipidban magasabb a >c9 jellemzett poliploid esetek
gyakorisaga, mint a LSIL-ben.

Mivel magyarazhato hogy az c5 esetében ez nem nyilvanult meg?

Az onkogén HPV pozitiv esetekben szintén magasabb volt a poliploidia foka és a ritka
onkogén HPVk esetében is magasabb volt a nem onkogén HPV fertdzott esetekhez képest. A
HPV16 fert6zott esetekben az 5S¢ 56% a 9¢ 42% volt.

Mivel magyarazhato hogy nem 100% az ilyen ploidia valtozas gyakorisaga?

Fontos az, hogy az ASCUS bizonytalan 1éziokban amellett hogy 27% oHPV pozitivitas van,
7%-ban c9 aneuploidia mutathatdo ki bizonyitva egy alcsoport egyértelmii precancerosus
jellegét. Megjegyzendd hogy a 2-3. tablazat gyakorlatilag olvashatatlan. Fontos megfigyelés
szintén hogy a 9c esetek incidencidja n6 a CIN fokozatokkal (sajnos a statisztika nincsen
bemutatva). Megallapitasra keriilt, hogy az aneuploidia érzékenysége magasabb a morfologia
vagy az onkogén HPV-nél, de specificitasa alacsonyabb. Ugyanakkor a pozitiv prediktiv érték
a morfologianal vagy a oHPV-nél magasabb volt. Sajnos irodalmi hivatkozas nem kisérte az

abrat vagy a szoveget, ahogy mas esetekben is ez eldfordult.

A tovabbiakban az aneuprolidia és a kromoszomalis kiegyenstlyozatlansag kérdését elemezte
LSC-mel DNS festés és 3/17 kromoszoma FISH-el HSIL esetekben ahol az onkogén HPV

volt jelen.
Mi volt az indoka hogy a 3 és 17 kr-t valasztottak?

Igazolodott (ismeretlen szami esetben) hogy az aneuploidia Osszefligg a kromoszoma
kopiaszdm emelkedéssel. A két kromoszoma kiegyensulyozatlan valtozasai alapjan

feltételezték, hogy klonalis jelenség észlelhetd a carcinogenezis progresszioja soran.

Keringd vagy csontvelobe jutott izolalt daganatsejtek kimutatasa és genetikai elemzése



A keringd daganatsejtek kimutatdsa a mai korszerli onkoldgia forré témaja mind
prognosztikus szempontbdl mind a minimalis rezidudlis betegség kimutatasa szempontjabol.
Neuroblasztomas esetekben vérbdl vagy csontveldbdl szeparalt sejtszuszpenzid készitményein
(10° sejt) analizalta a daganatsejtek jelenlétét illetve jellegzetes genetikai sajatossagait
automatikus képanalizissel Metasystem/Metacyte/RCDetect. A NBL sejteket GD2 IF
jeloléssel azonositotta, majd a genetikai eltéréseket FISH modszerrel tobbes elemzéssel
kutatta (NMYC amp, 17qgain, 1p36 vesztés. ) A modszerrel a NBL diagndzisa idején a
morfoldgiailag megallapitott 47%-nal gyakrabban (87%) igazoltak szisztémas disszeminaciot.
A kombinalt AIPF elemzés a kezelések utani MRD kimutatasdban is hatékonyabbnak
bizonyult a morfologiaval szemben. (1/10* daganatsejt) Igazolodott tovabba hogy a csontvel6i

daganatsejtek genetikai jellemzdi a primer tumoréval voltak megegyezok.

Kérdés: a kozel 200 eset elemzése soran tehat egydltalan nem taldltak genetikai eltérést a

csontveldi sejtek és a primer tumor osszehasonlitasakor?

A modszert elérehaladott emlérakos betegekben is tesztelték ahol 19 esetet vizsgaltak. 10 ml
vérbdl nyert 10° sejtes citospin preparatumokon a daganatsejteket immunfluorescensen
jelolték CK és MUC1 markerekkel, és 42%-ban igazoltak daganatsejtet, amelyek szama
azonban igen széles skalan mozgott (1-128/10 ml vér? vagy 10° mononuklearis sejt?). Ez a

magas arany nem meglepetés korabbi elemzésekhez képest.

Keérdés mi volt az elorehaladas klinikai/patologiai kritériuma? A talalt szintek hogy

viszonyulhatnak a CellSearch ivd technolégia dltal meghatarozott hatarértékekhez?

A TUNEL reakcioval kombinalt elemzésekben kimutattdk, hogy a keringd emldraksejtek
koz6tt nagyszamu apoptotikus sejt van és 15%-ban csak ilyeneket tudtak kimutatni. Kivanatos
volna a kérdést tovabb vizsgalni, hiszen a CTC kimutatasanak klinikai jelent6sége van, ahol

kérdéses, hogy az apoptotikus sejtek egyenld értékiiek-e az intaktakhoz képest.

AuroraB mitotikus kinaz expresszio patologiai szerepe

Kisebb emldrakos kohorszon (50 beteg, sajnos nem homogén szdvettani csoport) elemezte a
Ki67-hez viszonyitva az Aurora B expressziot IHC-vel és egy (AMI) aranypart hatarozott
meg. Ez az arany Osszefliggést mutatott a G2M sejtek aranyatol (is). Emlérakban a klasszikus

prognosztikus faktor ki67 Osszefliggdtt az Aurora B expresszioval, de a tumorokat nagyon



széles spektrumban jellemezte. Fontos megfigyelés volt, hogy a HER2+ emldrakok
alcsoportjaban az emelkedett volt az AuroraB a tobbi alcsoporthoz képest. Ugyanakkor az
AMI aranypar a tumorok 40%-ban volt emelkedett, azonban ez mar nem fliggdtt a
molekularis (HER2) alcsoportt6l. Legalabb olyan érdekes az hogy a 17 poli- vagy aneusomias
esetek gyakoriak. Ez azért érdekes, mert a 17p13 régidban van a p53 és az AuroraB génje is.
Béar a 17 polisomia gyakori a kromszoma-hiba is: a 17pl13 régid elvesztése all ezzel
kapcsolatban, tehat a p53 vagy az AuroraB vesztés, mig Aurora B amplifikéciot vagy
polisomiat nem észleltek. Mindazondltal az AuroraB protein expresszio csokkenése a 17p13

vesztésekkel mutatott kapcsolatot.

Kérdésem hogy az ER/PR+ vagy a triplanegativ csoportban van-e szerepe az AuroraB

kindznak? (mivel a ki67 szerepe itt is kitapinthato)

Nyirokcsomok centrum germinativumaiban a Ki67 expresszid magasabbnak bizonyult, mint a
limfomakban. Ugyanakkor ezen terlileteken az AuroraB expresszid is igen magas.
Limféméakban az AMI arany emelkedettségét >50%-ndl hatdroztdk meg, ilyen esetek 26%-
ban fordultak elé és er6sen emelkedett érték is 16%-ban volt jelen. Elemzéseik szerint az
emelkedett AuroraB szint a survivin emelkedett szintjével allt kapcsolatban. A 17p13 lokusz
elemzése alapjan az ezt érintd vesztések nem alltak kapcsolatban az AuroraB expresszidval

szemben az eml6rakokkal.

A bemutatott eredmények koziil nagyra értékelem ¢€s originalisnak tartom az LSC technologia
kidolgozasat, amely elsdsorban a tobbes jelolési modszerek alkalmazasat teszi lehetdve.
Hasonldan originalis technolégia az immunfluorescencia és FISH technologia kombinalasa és
értékeld algoritmusok kidolgozasa. Igen eléremutatdé az autofluoreszcencia patologia
felhasznalasanak kidolgozéasa, ami el6tt nagy jovo all. Igen hasznos munkat végzett (ijonnan
kifejlesztett diagnosztikumok I1Q-HER2FISH ¢és mutans BRAF specifikus antitest

tesztelésében/validalasaban.

Transzlacidés kutatdsai koziil eredeti megfigyelés a cervix precancerosus lézidiban a
poliploidia és oOriassejtek jelentdségének tisztdzasa és ennek kapcsolata az onkogén HPV
fert6zésekkel. Igen értékes a neuroblasztomas vizsgalat, ahol a csontveldi érintettség és MRD
kimutatasat az altala kidolgozott LSC alapti immunfluorescencia és FISH technoldgia

kombindlasaval végzett, amely érzékenyebb a klasszikus citologiai/morfoldgiai elemzéseknél.



Eléremutatonak tartom az emldrakos betegeken folytatott keringd daganatsejt vizsgalatokat
ahol a legizgalmasabbnak az a kérdés tlinik, hogy ezen sejtek élnek e vagy halnak (sajat
eredményei alapjan ezek jelentds szazaléka apoptotikus) ami a ma bevezetett ivd-s technikak
értékelési algoritmusainak megvaltoztatasat kellene, hogy magukkal vonjak. Végiil originalis
megfigyelés az emlorakok egyes alcsoportjaiban az emelkedett AuroraB kindz expresszio,
amely mogott nem all genetikai valtozas (tehat epigenetikus?), azonban ez esetleg az aurora

kinaz inhibitor kezelés szamara képezhetne értelmes alcsoportot.

Osszefoglalva, Méhes doktor MTA doktori disszertacidjat és az abban bemutatott kutatdsokat
értékes munkanak tartom, amely szdmos 1) eredményt tartalmaz, amelyek elegenddek az
MTA doktori cim odaitélésére. Mindezek alapjan a disszertacid nyilvanos vitara tlizését

javaslom.
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