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Uj médszerek a daganatok genetikai jellegzetességeinek és heterogenitasanak vizsgalata
c. MTA doktori értekezésérdl

Valahol a szazadforduld kornyékén szembestilhettiink azzal, hogy a technoldgia fejlodése
konyortelentil feliilirja addigi szokéasainkat, gondolkodési paneljeinket, ami
paradigmavaltasként kertiilt a koztudatba. A molekularis szintig tart6 ismeretek egyre jobban
részt kértek maguknak nemcsak a laboratériumi kutatdsokban, hanem, elsésorban azokon
keresztiil a betegagyak is. A patologia szerepe is, ha lassan, de valtozott, vagy még most is
valtozoban van, . A diagnosztika nem vesztette el fontossagat, de mar egyre tobb
informaciokat varnak téle, a mi esetiinkben a terapia tervezéséhez. Ez az értekezés példajat
mutatja azoknak a térekvéseknek, amelyek a a morfologiat még hatékonyabba szeretnék
tenni, alkalmazva a legujabb triikkkdket. A cimben is ez a legfontosabb-

A Bevezetés 26 oldalon targyalja azokat a legfontosabb ismereteket, amelyek részletesen
tajékoztatnak az elkovetkezdkrol, az egyes részletkérdések alapjair6l. A kdzéppontban a
daganatok allnak, a hozzajuk vezetd uton a géneket é¢s kromoszomakat érint6 szabalyozasi
zavarokrol. Ezek pedig sokan vannak (egyre tobben) €s igen valtozatosak. Szoba keriilnek az
egyes témak, sokszor elég részletesen, ami mar inkabb a megbeszélésbe illene. Néhany
gondolat csak a leirtakrél. Emliti, hogy a daganatok kialakuldsahoz nem mindig telik el
hosszu 1d6, amig a kritikus hibak 6ssze nem gytilnek, hanem nagyon gyorsan is, sajnos ezt
tanusitjak a gyermekkori daganatok. Tobbszor keriil szoba a heterogenitas (még a cimben is),
ami valoban az onkologiai gyakorlat egyik legkeményebb kihivasa. Midta tudjuk, hogy két
sejt genetikai profilja sem azonos, a kezdeti, valosziniileg nagyon rovid monoklonalis
allapotot mar a szubklonok megjelenése feledteti. Altaldban. Az is igaz, hogy a génszintii
valtozasok vagy megjelennek a fenotipusban, vagy nem. Az értekezés ezt gondosan elemzi.
Csupéan annyit érdemes megemliteni, hogy az intratumoralis heterogenitas mellett Szerepet
jatszik az intertumoralis (pl. primer tumor €s metasztazisai) és - amirdl sokszor
elfeledkeztiink, bar a klinikum ezt folyamatosan visszaigazolja - a betegek k6zotti
kiilonbségek. Lasd példaul a metabolizmus sokszintiségét. A tumor genomjanak
atprogramozasakor talan meg lehetne emliteni az epigenetikai és nem-kodolo résztvevoket.
Igaz, ezekrdl nagyon keveset tudunk, a mazsanyi adatok ellenére. Megismerkedhetiink a
kromoszomak vilaganak legijabb nomenklatarajaval, ami biztos a tanulnivalok kozé tartozik.
A mitdzis szabalyozo6 kinazokrol és a metodikai kérdésekrdl késdbb sokszor és részletesen
lesz sz0, ezekre most nem térek ki.

Ez a rész tehat fedi az értekezés tematikajat. Amit ki lehet emelni, ezen beliil, az a logikus
gondolatmenet, €s az egész értekezésre jellemzo vilagos megfogalmazas igyekezete,
Iényegében sikeresen. Itt emlitem, hogy formai szempontbdl kifogasolni valot nem talaltam,
sem a szOvegben, sem az abrakkal kapcsolatban.



A célkittizés fogalmazza meg a legfontosabb szandékokat. A célok alpontonként jelennek
meg, ezekre az eredményeknél érdemes visszatérni. A kiemelteket azért megemlitem: a
technologidk fejlesztése, a daganatsejtek ploiditdsdnak és kromoszomalis dsszetételének
jelentdsége (cervix daganatel6tti allapotaiban), a periférias vérben keringd, illetve a
csontvelOben kimutathatd disszeminalt daganatsejtek detektalasa és genetikai jellemzése, az
limfoma esetekben. Ha valaki ugy véli, hogy elég — stilszerlien — heterogén, nem szabad ra
haragudni. Miel6tt a részletekre sor keriilne, fontosnak tartom megemliteni, hogy az
értekezés témajaban megjelent 16 cikkbdl 11 2007-ben vagy elétte keriilt kozlésre, igy nem
csodalhato, hogy a vizsgalati modszerek, eredmények felett tobb helyen eljart mar az id6. Ezt
a jelolt sem tagadja. Véleményem szerint, az értékelésnél figyelembe kell venni, hogy a
kozlések idopontjaban milyen Gj modszereket fejlesztett, megallapitasokat tett az a
munkacsoport, amelynek a jelolt meghatarozo tagjava valt. Az is igaz, hogy néhany helyen az
1d6 mulédsat meg kell emliteni. A témaban a naprakész tajékozottsagot a 234 a felhasznalt
irodalom jegyzéke tiikrozi.

Az eredmények (46 oldal) tekintélyes része modszertani fejlesztésekkel foglalkozik. Ide
tartozik a l1ézer szkenning citométer, a mikroszkopos képanalizis, és a digitalis szkenner. A
LSC-t alkalmasnak talaltdk DNS-index mérésére, ennek hormonreceptorral vald egyiittes
meghatarozasara. Az automatizalt immuncitokémia/FISH kombinaciét (AIPF) a PCR-ral
azonos érzékenységiinek talaltak. Erdeklddés: milyen kérdésekre ad olcsobb, gyorsabb vilaszt
az AIPF a PCR-technikakkal osszehasonlitva.

Gyakorlati jelentéségii, vagy lenne, az egynapos FISH bevezetése. Emlitésre keriil, hogy az
esetek egy részében a fluoreszcens jelek mindsége kifejezetten fokozodott. A HER?2
meghatdrozas problémdit ismerve kérdés az, hogy nem nd-e pl. a fals-pozitiv esetek ardny,
illetve hogy lehet ezt kizarni?

Igen érdekes az autofluoreszcencia jelenségének alkalmazasa. Ezzel kapcsolatban mit jelent a
., viszonYlag szovetspecifikus emisszios mintazat”’? Kerdeés az is, hogy ez a modszer milyen
gvakorlati kérdések megvalaszolasara alkalmas?

Ugyancsak fontos feladat a molekuldris hibak szdveti kimutatasa specifikus antitestekkel.
Nyilvan csak a biralo szamara probléma, hogy mi van el6bb — az uj hiba, vagy a megfelelo
antitest? A példa ennél a modszernél a BRAF V600OE mutacioja. A klinikai adatokkal valod
Osszehasonlitast a kis esetszadm valdban nem teszi lehetové.

A HPV fertdzéssel kapcsolatban a cervikalis citoldgiai mintakban a magas rizikocsoportba
sorolhato 1éziokban jellemzonek talaltdk az aneuploid sejteket, amelyek gyakorisaga az
alacsony (LSIL) és a magas (HSIL) rizikdji csoportban jelentds eltéréseket mutatott. Tovabba
meghataroztak a sejtenkénti kromoszdémaszamot. A hiperdiploid koros sejteket a 3-as ésa 17-
es kromoszomara specifikus FISH-probakkal, majd LSC értékeléssel a sejtenkénti DNS-
valtozasokat jol kovethetOnek talaltak. A kopiaszam emelkedésével a két kopia aranya is
egyre inkabb eltért a normalistol, amit a kromoszoma instabilitas jelének tekintettek



Adott sejtpopuléacidban ,,rejt6zkddd” néhany daganatsejt kimutatasa nagy kihivas. Nyilvan
ehhez specifikus és szenzitiv markerek kellenek vagy az izolalt sejtek aktivitdsanak
kimutatdsa. Az AIPF kombinécio segitségével csontveldi mintakban a hagyoméanyos
citologiai értékeléssel szemben igen érzékenyen mutattak ki a neuroblasztoma sejteket. A
harom leggyakoribb genetikai eltérést (NMYC, , 1p36, 17923) vizsgalva a sejtek kozott
egyik mintaban sem talaltak eltérést, azaz heterogenitast. A daganatsejtekben az NMYC
amplifikécio allanddsaga mellett a kopiaszam a primer és az attéti mintakban is megegyezett.
Emlorak esetében a keringésben meglepden nagy szdmban taladltak CK+/MUC1+
tumorsejteket. Ezek tobbsége apoptotikusnak bizonyult. Ez a megfigyelés azért is érdekes, sot
fontos, mert napjaink daganatok metasztatizalasaval kapcsolatos egyik kulcskérdés a keringd
tumorsejtek, a kering6 tumorbol szarmazo DNS, s6t mikroRNS (stb) vizsgalata, hiszen az
ezekben kimutathatd genetikai eltérések alapjan lehet kovetkeztetni a primer tumor és
metasztazisainak genetikai hasonldsagara, vagy eltéréseikre. Ennek jelentosége a daganat
kimutatott hibak elleni gyogyszerekkel kezelik. A viabilitast ritkén értékelik, legtobbszor az
RNS expressziojat hatarozzak meg. Erdekelne, hogy jelolt a megfigyeléseiket hogyan értékeli
a jelenlegi torekvések és eredmények tiikrében? A sajat eredmények egyezést mutatnak, de
sok esetben az eltérések elég jelentosek. Elképzelhetének tartja-e, hogy a primer tumorban
olyan markerek legyenek, amelyek a metasztatizaldsi hajlamot eldre jelzik?

E kromoszoma-centrikus vilagban igen kitiintetett szerep jut az Aurora kinazcsaladnak
(A,B,C) altalaban, itt az egyik tagjanak, a B-nek, amely igen kiterjedt vizsgalatsorozat targya
lett. Ismertsége valoban elmarad a az A-t6l (egyébként a C még inkabb), bar funkcidjukban
tobb azonos vonast, elsdsorban a mitotikus apparatus szabalyozasat, lehet felfedezni. A
daganatokban jatszott szerepiiket illetéen (ebbe tartozik a C is) mar gatloszereikkel is
talalkozhatunk. Az A gatlasara probaljak az alisertibet, B esetében a B1811283, a C ellen
pedig az AMG 900. (Ezek kiragadott mai példak.) A vizsgalatokhoz emlérakokat és
limfomakat hasznaltak. Az Aurora B aktivitasat tobb tényezdvel kapcsolatban értékelték, ezek
kozott szerepelt a sejtproliferaciot jellemzo Ki67, lokalizaciojanal fogva a TP53, valamint az
apoptdzis szabalyozasdban szerepld survivin, €s masok. Emliteni lehetett volna még a
partnereket kozott, a topoizomeraz I1-t is, amely szoros viszonyban van az Aurora B-vel,
raadasul gyakran hasznalnak gatlasara kemoterapias szereket (pl. topotecan, irinotecan. Lehet,
hogy a topo Il gatlasa egyben inaktivalja az Aurora B-t, csokkenti annak fokozott
expressziojat? A TP53-mal valo kapcsolata érdekes, hiszen kodeléciojuk is eléfordul,
mikozben a daganatokban a p53 szuppresszori képességét veszti el, mig az Aurora B
expresszidja fokozodhat. Hogyan lehet ezt magyarazni? Elképzelhetd-e, hogy mindketten
fontos szerepet jatszanak a DNS hibdinak kijavitasaban (a repair-ben), egymas miikédését
erositve? Nem szokatlan, de nem is gyakori az a megfigyelés mely szerint a normalis
szovetben magasabb a proliferaciods aktivitas, mint a beldle kiinduld daganatban, reaktiv
csiracentrumban magasabb a proliferacids aktivitas, de mig az el6zdben a keletkezés €s
pusztulds egyensulya nem vezet a sejtek szabalyozatlan felhalmoz6déashoz, az utobbiban
viszont ez a helyzet. Ezt figyelték meg a reaktiv csiracentrumok és a limfomak
Osszehasonlitasakor. Kozrejatszhat ebben az Aurora-csalad? Nem kétséges, hogy a
szervezetben a sejtosztodas az egyik, ha nem a legbonyolultabb mechanizmus, ezért



részleteinek megismerése fontos feladat. Ennek hatékony példajat mutatjak az Aurora B-vel
kapcsolatos, a fentiekben csak nagyvonalakban érintett vizsgalatok.

Osszességében jol szerkesztett, intelligens értekezés. A tajékozottsagot mutatja a terjedelmes
irodalomjegyzék, a hazai és nemzetkozi elismertséget a szinvonalas folydiratokban megjelend
publikaciok. A tudomany mérészamai (amiket persze vitatni) megfelelnek az MTA doktoratol
elvartaknak (IF, citaciok, Hirsch-index). A birdl6 szdmara 0j eredményeként elismert:

(a) a morfologiai vizsgalatok molekularis szintii fejlesztése €s alkalmazhatésaguk bemutatasa
(1ézer szkenning citometria, automatizalt mikroszkopos képanalizis, digitalis szkenner
technika,

(b) a kering6 daganatsejtek izolalasa és jellemzése,
(c) a mitotikus kinazok koziil az Aurora B szerepének feltérképezése.

Mindezek vagy mar igazoltak jelentdségiiket, vagy bizonyara fogjak, feltehetéen felhasznalva
a vizsgalt teriilet Gjabb eredményeit. Utobbi esetén tanacsolhato a feleltre varo kérdések
pontosabb megfogalmazasa, és az eredmények bemutatéasa, értékelése a mindennapi
onkologia szempontjabol. Ezzel egyiitt az értekezést alkalmasnak taldlom megvitatasra, és
ennek sikere esetén a jelolt szdmara az MTA doktori cim odaitélését tamogatom.

Budapest, 2016. méarcius 28.

dr. Kopper Laszlo
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