Opponensi biralat
Kulka Janina: Prediktiv és prognosztikai vizsgalatok eml6karcinémaban

ciml MTA doktori értekezésérol

A Doktori Ertekezés témdja a n6kben leggyakoribb neopldzia, az eml6rak klinikopatoldgiai,
biolégiai sajatsagainak, valamint klinikai 6sszefliggéseinek elemzése. A human és egy kis
fejezet erejéig kutya eml6rak szoveteken végzett kutatdi munka szorosan kapcsolddik a
szerz6 diagnosztikus tevékenységéhez, aki az egyik legelismertebb hazai eml6patologiai
centrum vezet6 patolégusa és munkacsoportjaval évtizedek o6ta ezen a terileten
tevékenykedik. A sok latott eset és nagy klinikopatoldgiai tapasztalat konnyen
kivitelezhet6vé teszi a nagyobb esetszamokon alapuld vizsgdlatokat, rdadasul megfelel6
adatbazis és a szovetmintak hozzaférhetGsége is biztositott. A dolgozatban emlitett 2000-
2009 kozotti id8szakban a szerz6 és munkatdarsai 1100 feletti esetet katalogizaltak, melybdl
magatdl értetéddnek tlinik egy-egy tanulmany szamara megfeleld, statisztikailag értékelhetd
darabszamot kivalasztani. Kilon érdem, hogy ritka, de a kezelés szempontjabdl specidlis
elvaltozdsok (pl. terhességi emlérdk, fiatalkori emldérak) is nagyobb szdmban allnak
rendelkezésre és tobb szempontbdl elemzésre is keriilhettek.

Az Ertekezés tovabbi altaldnos érdeme az igen véltozatos metodikai arzenal, a klasszikus
szovettani modszereken tul eredményeiket tissue microarray, FISH, gPCR, RT-PCR, Western-
blot, confocalis laser mikroszkdpia bevetésével érték el. Mindezeket a szerz6 igen
céltudatosan és professzionalis szinten alkalmazza célkit(izései megvalaszolasara.

A tézisek lényegében az emlbSkarcindmak kimenetelét potencidlisan befolyasold
klinikopatoldgiai és bioldgiai sajatsagokkal foglalkozd 9 kiilonalld részbdl allnak, mindegyik
egy-egy tanulmdany eredményein alapul. Néhany témakor az eml6rdak mara klasszikusnak
szamitd prognosztikai bioldgiai sajatsdgait (hormonreceptorok, Her-2 génmi(ikodés,
sejtproliferacids index, 6rszem nyirokcsomok) elemzi szovettani-technikai aspektusokbdl, a
fennmaradd rész viszont a szovettani rutinban egyel6re nem szerepld innovativ kutatasi
eredményeket mutat be (claudinok, génexpresszid). A munkak egyik legf6bb erénye, hogy a
klinikai adatbazisok haszndlatdval a legtobb esetben a vizsgalt szoveti paraméterek és a

betegség kimenetele kozotti 6sszefliggéseket is részletesen vizsgaljak és feltarjak.



A dolgozat hiven kovetné az értekezések klasszikus szerkezetét, azonban az egyes
témakoroknek megfeleléen tordelve, valdjaban kilon bevezetéseket, metodikat,
eredményeket és megbeszélést tartalmaz. Mindez igazan jol kdvethet§ strukturat alkot, az
olvasé azonban hianyolhat egy atfogd bevezetést az eml6rakok bioldgiajardl és a kezelés
kihivasairol — beleértve a legljabb terapids célpontokat is. A hormonreceptorok
hatasmechanizmusanak, a Her2/neu jelatvitel ismereteinek vagy pl. az egyes claudin
fehérjék funkcidjanak a felelevenitését kdvetéen jobban lehetett volna utalni az egyes
klinikopatoldgiai észlelések jelentGségére, a kezelés hatékonysaganak, vagy éppen a
progresszid bekovetkeztének logikdjara. A kutatdsi anyag sorrendje valdjaban nem
kiilonosebben l|ényeges, azonban a bevezetd szintjén els6re kissé nehezen érthet6en
esetlegesnek tiind mdédon keverednek a klinikai, patoldgiai és molekularis kérdéskorok.

Az Eredmények alfejezetei szemléletesen és béségesen mutatjdk be az adott projekt
részleteit, és a legtébb esetben a klinikai kimenetellel valo Osszefliggéseket is latjuk. A sok
abra (6sszesen 44 darab) és tablazat (47darab) dont6 tobbsége eredeti, sajat eredményt
mutat, bd@séges statisztikaval, tobbnyire szemléletesen, gyakrabban a m{ szamara
Ujrarajzolva, irva. A Megbeszélés lényegében a Bevezetésben megfogalmazott kilenc
megvizsgalt kérdéskor rovid oOsszefoglalasat, elemzését jelenti, a legfontosabb, azota
megjelent irodalmi hivatkozasok, szemléletek, dilemmadk felsorolasdval kiegészitve. Az
Irodalomjegyzék 388 hivatkozast tartalmaz, korrekt modon a legljabb relevans eredmények
is képviselve vannak.

A doktori értekezés szovegében igen kevés formai, szerkesztési kifogas emelhetd.
Helyenként a szerzd kicsit elGre szalad és sajat részeredményeket kozol, pl. mar a Bevezet6
1.9 alfejezetében. Hasonloképpen az Anyagok és Moddszerek részben is szerepelnek a

vizsgalati mintakkal kapcsolatos, eredmények tekintheté adatok (pl. 8., 11. és 19. tablazat).

Az Ertekezés tanulmanyozasa utan a kovetkezé kérdéseket tartanam fontosnak tisztazni:

1. Eml6rakok hormonreceptor pozitivitasa kapcsan a leggyakoribb az ER és a PR ko-
expresszidja, ehhez képest kedvezbtlen tényezének taldltak a csokkent PR
expressziot, ill. negativitast. Ismertek-e a PR regulacid genetikai/epigenetikai

aspektusai és ezek mennyiben fliggnek 6ssze az ER expressziééval. Mennyire lehet



dinamikus az esetleges szétkapcsolddas és miért javithatja ez a tumorsejtek

tulélését? Mit jelent bioldgiai értelemben a 20%-0s expresszios kiiszob?

A bevezet6ben az altalanos megitélésnek megfelelGen kritikusan emliti a Ki-67 index
evidencidit és reprodukalhatdsagat a klinikai gyakorlatban, bar a klinikum részérél
nyilvanvaldéan o6ridsi az igény ezen egyszerl szamadat rendszeres alkalmazasara.
Mdsokhoz hasonléan a jelolt sajat eredményei (76. old.) is azt mutatjdk, hogy a
magas proliferaciés indexd (LUMBP) csoport minden szempontbdl kedvezétlenebb
kategdridba tartozik. A Ki-67 elleni antitestek — a diagnosztika szamara igen fontos -
Osszehasonlitd vizsgalatai (4.3 alfejezet) azonban a célfehérje meghatarozasaval
kapcsolatos kételyeket csak tovabb erdsitik. Bar mara az antitestklon kérdése a
korabbiakhoz képest letisztultabb (a MIB1 klén alkalmazéasa tiinik elterjedni), az
ugyanazon antitesttel tapasztalt interlaboratory és interobserver variabilitas
tovabbra is komoly akadalya a Ki-67 marker jobb klinikai megitélésének. Vajon
hogyan lehetne ezeket a hibaforrasokat a napi rutin vizsgalatok soran kikiiszoboIni?
Milyen lehet8ségeket [at a sejtproliferacid egzakt vizsgalatara és annak

minGségbiztositasara?

Her2 kopiaszam vizsgalataikban a 17q poli/aneuszdmia el6fordulasat és jelentGségét
is megdllapitottdk. A kordbbi tanulmanyban a Ventana automatizalt FISH
modszertanat alkalmaztak, amely az eredeti valtozatban kizarélag a HER2 ldkusz
specifikus probat tartalmazta FITC jeloléssel (1158 eset), melyet kovetett egy CEP17
probaval kiegészitett HER2 FISH vizsgdlat is (94 eset). Az els6 tanulmanyban
kimutatott 40 (3,5%) tisztan poli/aneuszomias emlérak utan (80. old) a kiegészitett
FISH ennél jéval nagyobb aranyban mutat poli/aneuszémiat (31/98, 31,6%)(85. old).
Feltételezem, hogy az utdbbi tanulmany eredménye a mérvado, bar az arany igen
magas. Az esetek pontos megitélése Ujabban kitlintetett szerepet kap az egyértelm(
prediktiv szerep mellett annak a fényében is, hogy ezek az esetek potencialisan
hordozhatjak a kromoszomdlis instabilitds (CIN) fenotipust és egyidejlileg
természetesen aneuploidiat mutatnak. Lehet-e ennek kiilén prognosztikai szerepe?
Ebbdl a szempontbdl azt is érdekes lenne megtudni, hogy vajon mennyi lehetett a

HER2 génamplifikacié kiséretében egyidejlileg fenndlld poli/aneuszomias esetek
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ardnya? Eszleltek-e sajat anyagukon a HER2 poli/aneuszémia csoportban CIN-re

utald, vagy mas agressziv irdnyu génexpresszios eltéréseket?

Kiterjedtebb mRNS expresszids vizsgalataik eredményeként elsGsorban a grade 2-es
eml6karcinomdk prognosztikai elkllonitésére és az anti-Osztrogén terapia
predikcidjara vonatkozé 3 génes expresszids panelt allitottak fel. A génexpresszids
profilok interpretdciéjat megkdnnyitendd, bioinformatikai vagy matematikai
formuldkat alkalmaztak, amit complex (CJS) és simplified junctional signature (SJS)
értékekkel jellemeztek. Szerencsés lett volna a metodika kifejtése kapcsan az értékek

tartalmara, a modszer validalasara vonatkozd informaciokat is kozolni...

A claudinok eml&szoveti expresszidjat elemz6 tanulmany igen értékes és igéretes
eredményekkel zarul. Sikerrel alkalmaztdk a claudin4/e-cadherin (CC) értéket a
daganatok agresszivitasanak jellemzésére. A Megbeszélés részben az expresszid
valtozasanak, egyes esetekben (pl. claudin 4) fokozédasanak potencialis
mechanizmusai is megvitatasra kerllnek. Ebbél is megallapithatd, hogy egyértelm(
géneltérés, vagy rendszeres mRNS expresszids hatas (stimulus) nem all fenn az IHC
eltérések hatterében, a szerz6 roviden esetleges poszttranszlacios modifikacio, ill. az
egyes claudinok fokozott eliminacidéja iranyaban spekuldl. Van-e ezen

mechanizmusok meglétét alatdmasztd adat a vizsgalatok befejezése 6ta eltelt id6bdI?

Nyilvanvalo, hogy munkai sordn a szerz6 a claudinok vizsgdlatara, mint eszkozre
tekint az eml6- és egyéb daganatok jellemzéséhez. Pont ezért nem mellékes kérdés
azonban, hogy a tight-junction complex egyes alkotdinak megjelenése milyen mddon
jarulhat hozzad a tumorsejtek agressziv viselkedéséhez. Kapcsolddasi strukturardl
|évén sz, a csOkkenést még csak értenénk, de mi a helyzet a fokozott expressziéval?
Vannak-e sajat megfigyelések, esetleg irodalmi adatok arra vonatkozdan, hogy egy
neopldziaban az egyes claudinok milyen konkrét hatassal lehetnek a sejtek tulélésére,

adhézidjara, migracidjara, stb.?

A szerz6k immunhisztokémiaval és mRNS szintjén is foglalkoztak az Aurora kinaz A

expressziojaval. Volt-e lehet8ség a gén emlérakokban is leirt amplifikaciojat vizsgalni?



Mekkora lehet itt a génamplifikacid szerepe és milyen a viszonya a fehérje, ill. RNS-

expresszios eredményekkel?

8. A stromalis valasz vizsgalata kapcsan primer szisztémds kemoterapiat kovetGen igen
latvanyos kiilonbségeket mutattak ki az egyes széveti (matrix) alkotdk tekintetében: a
kollagén IV kedvez§ véalasz esetén, a tenascin C progressziv esetben mutatott jelentés
felszaporodast. Feltehet6en nem fliggetlen mindez azonban a tumorban taldlhato
sejtes kornyezettdl. Milyen kapcsolat varhaté a matrix Osszetétele és a primer
tumorban fellelhet6 stromasejtek, esetleg gyulladasos sejtek szama kozott?
Mennyire ismert a tumorsejtek altal expresszalt fibroblast-stimulalé novekedési

faktor, citokin profil prognosztikai/klinikai szerepe?

Dr. Kulka Janina MTA Doktori Ertekezésében bemutatott kutatasi eredmények a hazai és
nemzetkozi eml6rak kutatds és diagnosztika élvonalat képviselik, munkajaval tevélegesen
prognosztikai jelek, paraméterek gyakorlati alkalmazasahoz. A kutatdmunka és az értekezés
magas szinvonala alapjan az értekezés nyilvanos vitara bocsajtasat javaslom és ennek sikere

esetén részemrdl az MTA doktori cim odaitélését tamogatom.

Debrecen, 2017. marcius 19. Dr. Méhes Gabor
egyetemi tanar

az MTA doktora



