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Dr. Sapi Zoltan: ,,A csont és lagyrészdaganatok genetikai és molekularis szervezddésének
feltérképezése és alkalmazasa a patolégiai diagnosztikaban” cimii MTA Doktora Palyazat biralata

Az értekezés megfelel az MTA Doktora Pélyazat formai kovetelményeinek. Tartalomjegyzék, bevezetés,
modszer, eredmények és megbeszElés, uj megallapitasok, irodalomjegyzék, kdszonetnyilvanitas,
kozleményjegyzék, kdzleményjegyzék attekintd adatai fejezetekre tagolodik, 144 oldal terjedelmi. Az
eredményeket kivalé mindségii abrak, fényképfelvételek illusztraljak, az adatokat tablazatok foglaljak
Ossze. A hivatkozéasok szama a sajat kozlésekkel egyiitt 247, a szdmozast igényesen, névsor szerint végezte.

Dr. Sapi Zoltan a magyar patologustarsadalom kiemelked6 alakja, nemzetkdzi ismertségi
lagyrészpatologus. Diagnosztikus és kutaté munkaja az Orszagos Onkologiai Intézet Patologiai Osztalyan
indult, majd a Semmelweis Egyetem I. sz. Patologiai Intézetében teljesedett ki, vizsgalatai hatterét az I. sz.
Patologiai Intézet professzionalisan miikodé immunhisztokémiai és molekularis patologiai laboratoriumai
biztositjak. A legkorszer(ibb metodikakkal végzett diagnosztikus tevékenysége lehet6vé tette az egyes
lagyrészdaganatok kiillonboz6 szempontl vizsgalatahoz sziikséges esetszam Osszegytijtését, a rangos
folydiratokban k6zolt 6nallo, invenciozus kutatdmunkat. Az értekezés alapjaul szolgald kozlemények
Osszesitett impakt faktora 50.638. Sapi dr. a disszertacoban 6 célkitiizést fogalmazott meg:

1) A molekularis médszerek alkalmazhatdsaga és haszna a preoperativ (aspiracids citologiai)
diagnosztikdban

2) A molekularis diagnosztika sziikségessége, prognosztikai és prediktiv értéke a mindennapi rutin
szovettani diagnosztikaban

3) Az oriassejtes csonttumor genetikai eltéréseinek a vizsgalata

4) A synovialis sarcoma genetikai eltéréseinek €s jelut-rendszereinek vizsgalata

5) A periférias idegtumorok genetikai instabilitasanak vizsgalata

6) A gastrointestinalis stromalis tumor (GIST) mTOR jelutrendszerének vizsgalata a molekularis
eltérések fiiggvényében.

A disszertacioban és a tézisekben szerepld tudomanyos eredmények eredetiek, hiteles adatokat
tartalmaznak, alkalmasak a célkitlizések megvalaszolasara. A nyilvanos vita kitiizését és a disszertacié
elfogadasat javaslom.

Részletes biralat
1) A molekularis médszerek alkalmazhatosaga és haszna az aspiracios citolégiai diagnosztikaban

94 lagyrészdaganat komplex aspiracios citologiai vizsgalata (citomorfologia, immuncitokémia,
citogenetika, DNS index) alapjan diagnosztikus algoritmust allitott fel, az alabbiak szerint:

a) Definitiv diagndzisu, rosszindulatl lagyrészdaganat

Klinikai konzekvencia: a preoperativ diagnozis ismeretében az entitdsnak megfeleld sebészi és egyéb
kiegészito terapia

b) Magas malignitdsu sarcoma

Klinikai konzekvencia: radikalis miitét a magas malignitasu sarcomak kezelési elvei szerint

¢) Jéindulatu lagyrészdaganat

Klinikai konzekvencia: egyszerii kimetszés elegend6

d) Kérdéses biologiai viselkedésii lagyrészdaganat

Klinikai konzekvencia: szélesen az épben végzett kimetszés javasolt, a teenddket illetden meg kell varni a
miitéti készitmény patologiai vizsgalatat. Nem ajanlott az excisios biopszia, a preoperativ kemoterapa, vagy
az amputacio.




Az algoritmus alapjan a sebész teenddje egyértelmii, a FISH-technika alkalmazasaval végzett citologiai
mintavétel szovettani diagnézissal egyenértékli diagnozist biztosit.

Kérdés: Sziikséges-e a DNS index és a proliferacios index vizsgalata, ha a FISH vizsgalat diagnosztikus
transzlokaciot igazol? A 4 csoport esetszama (16+22+29+20) dsszesitve 87. A fennmaradd 7 esetre nem
talaltam utalast. Ezeket valamilyen okbdl ki kellett venni az osztalyozasbol?

2) A molekularis diagnosztika sziikségessége, prognosztikai és prediktiv értéke a szovettani
diagnosztikaban

A jelolt ebben a fejezetben eldszor a gastrointestinalis stromalis tumorok (GIST-ek)
differencialdiagnosztikéajaval és prediktiv faktoraival foglalkozik. Mint ismeretes, a GIST-ek
immunhisztokémiailag kit (CD117)-pozitiv daganatok, a tdpcsatorna pacemaker sejtjeibdl indulnak ki. A
GIST-ek jellemz6 molekularis eltérése a novekedési faktor receptort kddold KIT gén mutacidja, mely a
gyakorisag csokkend sorrendjében a juxtamembran domént kodold 11-es exonban (az esetek 70%-a), a
ligand-kotd extracellularis domént kodolod 9-es exonban, valamint a citoplazmatikus tirozin kinaz
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Az immunfestéssel kit-negativ esetekben a PDGF receptor alfa gén mutacioja igazolhatd. A mutécios
statusz a gyakorisag csokkend sorrendjében a 18-as, a 12-es, valamint a 14-es exon. A 18-as exon mutacios
esetek imatinibre és sunitinibre rezisztensek. A GIST-ek 12-15%-aban nem mutathaté6 KIT/PDGFRA gén
mutacio (an. vad tipusa GIST).

A GIST-ek korismézése Sapi dr. gazdag tapasztalata szerint két szempontbol problematikus. El6fordul,
hogy a GIST morfologiai képe vagy az elhelyezkedése nem tipusos (skeinoid rostos GIST, kit-negativ
GIST, extragastrointestinalis GIST), maskor pedig a leletezendd daganat morfologiailag vagy
immunfestddési sajatossagokban hasonlit a GIST-hez. Sapi dr. inflammatoricus fibroid polyp, soliter
fibrosus tumor, follicularis dendriticus reticulumsejtes sarcoma, sarcomatoid carcinoma attét, kalcifikalodo
fibrosus pseudotumor, mesenterialis fibromatosis, tovabba myogén és neurogén daganatok eseteiben
meérlegelte a GIST lehetdségét. Az értekezés mindségi felvételeken mutatja be a GIST-ek korismézésének a
nehézségeit.

Sapi dr. rutinszertien elvégzi a kdzepes és magas kockazatti GIST esetek mutacids analizisét. A vizsgalat a
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USA-ban 2011. oktoberében még nem volt ajanlott a GIST rutinszeri mutécids analizise.

Az értekezés 195 GIST mutacios statuszat kozli, a figyelemre méltd eredményeket viszonylag sziikszaviian
elemzi. Jelolt anyagaban a KIT-gén 11-es exonjanak a mutacidja 42%-ban, a PDGFRA gén 10-es
exonjanak a mutacidja 2.5%-ban, a vad tipusti GIST pedig 39%-ban fordult el6. Mi lehet az irodalmi
adatoktol eltérd mintazateloszlas oka? A gyomor epitheloidsejtes GIST-jeire jellemz6 a PDGFRA gén
mutacioja. Jelolt anyagaban érvényesiilt-e ez az dsszefliggés? A PDGFRA gén 10-es exonjan 5 esetben
észlelt mutacio értékes megfigyelés, mert a 10-es exon mutacios eltéréseit az 6sszefoglald kozlemények
nem targyaljak. Sapi dr. a vad tipusu GIST-ek magas gyakorisagat azzal magyarazza, hogy hozza a
problémas GIST-ek érkeznek konziliumba. A magyarazatot aldtimasztand, ha a jel6lt nem-konziliumi és
konziliumi GIST anyagaban a mutacids mintazat megoszlasaban statisztikailag szignifikans kiilonbséget
taldlna. A KIT-gén 9-es exonjanak a mutacios gyakorisaga egyezett az irodalomban kozoltekkel. Ez a
mutacié a vékonybél GIST-jeire a jellemzd. fgy van ez a jelolt anyagaban is?

Megjegyzés a 36. oldal, 5. sorhoz: ,,Uj mutaciét talaltunk, melyeket publikaltunk, igy egyben a nemzetkozi
adatbazis részéve valt” mondat nyelvtanilag helytelen, hivatkozast nem ad meg.

Sapi dr. példas modon nemcsak a mutacids statuszt, hanem a GIST-ek DNS tartalmat is elemezte. Az
alacsony rizikoju GIST-eket diploidnak, a magas rizik6ju GIST-eket aneuploidnak, a kdzepes kockazata
GIST-eket pedig vagy diploidnak, vagy aneuploidnak taldlta. Az aneuploid esetek rosszabb progndzistinak
bizonyultak (numerikus adatot, szignifikancia értéket nem kozolt).

A 2. fejezet értékes, rangos lapokban kozolt esetismertetésekkel folytatodik. Ezekben a jeldlt bemutatja,
hogy a molekularis vizsgélatok ¢s a DNS tartalom elemzése miként segitette a diagnozis felallitasat a



kiilonféle lagyrészdaganatokban (pleura kis kereksejtes desmoplaticus tumora, lagyrészek malignus
myoepithelialis daganata, alveolaris lagyrészsarcoma, rhabdoid tumor, lipomak/liposarcomak elkiilonitése).
Magyarorszagon els6ként vizsgalta a telomeraz aktivitasat lagyrészdaganatokban, az INI1 szuppresszor
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a béta-katenin mutaciot fibromatozisokban.
3) Az oriassejtes csonttumorok genetikai eltérései

Az osteoclastomak az esetek tobbségében joindulatiak, de kiujulhatnak és rosszindulatiuva is valhatnak.
Jelolt az oriassejtes csonttumor kialakulasanak a vizsgélatat és a bioldgiai viselkedést elérejelz6 tényezd
keresését tuzte ki célul. Kinyerték a CD68-negativ daganatos orsosejteket. A genetikai instabilitas
vizsgélatara a 3-as, a 4-es, a 6-0s, a 11-es és az X-es kromoszoémak szambeli eltéréseit és a 11 p
telomerikus régio eltéréseit FISH technikaval elemezték. A génvesztéseket és a génnyeréseket array
komparativ genomikus hibridizacids technikaval mutattak ki. A daganatos orsosejtek ploiditasat
citofotometriaval hataroztak meg. Vizsgaltak a centroszéma mintazatat benignus, recidiv, valamint
malignus osteoclastomakban.

A ploiditast és a kromoszoma instabilitast 52 eset fagyasztva tarolt szovetmintain elemezték, az atlagos
utankovetési id6 4 év volt. A centroszoma eltéréseit 100 oridssejtes csontdaganaton vizsgaltak.
A CD68-negativ orsosejtek DNS index értéke és a klinikai viselkedés alapjan 5 csoportot képeztek

a) diploid nem-recidiv

b) tetraploid nem-recidiv

¢) diploid recidiv

d) tetraploid vagy aenuploid recidiv

e) malignus

és azt talaltak, hogy a ploiditasbol a biologiai viselkedésre nem lehetett egyértelmiien kovetkeztetni. A
centroszoma sokszorozodasa szignifikdnsan magasabb volt a recidiv és a malignus csoportokban.
Szignifikans korrelaciot talaltak a centroszoma szambeli eltérései és a kromoszoma instabilitas kozott.
Szignifikansan magasabb random egyedi-sejtes aneuszomia allt fenn a recidiv daganatokban, a klonalis
kromoszoma eltérések pedig a malignus csoportot jellemezték. Az aneuszomia tendencidja és csak a
rosszindulatl csoportban fennall6 klonalis eltérések alapjan feltételezik, hogy az driassejtes csonttumor
genetikai instabilitdsaban biologiai kontinuitas lehet. Az oridssejtes csontdaganat bioldgiai viselkedését
biztosan eldrejelzé markert nem sikeriilt talalniuk. A DNS tartalom mérése, a kromoszomalis aneuszémia
mértéke (tobb mint 20%), valamint a centroszéma amplifikaciok FISH-technikéval torténd meghatarozasa
egylitt segiti a recidiva hajlam, ill. a malignus atalakulas kockéazatanak a megbecsiilését.

4) A synovialis sarcoma genetikai eltéréseinek és jellit-rendszereinek vizsgalata

A synovialis sarcoma tisztazatlan hisztogenezisii carcinosarcoma. Immunfenotipusara jellemz6 a vimentin,
a keratin és az EMA egyiittes kifejez6dése. Molekularis markere a t(X;18) (p11.2;q11.2) transzlokacid,
mely a 18-as kromoszoéman elhelyezked6 SYT gént és az X kromoszoman elhelyezkedd SSX1, SSX2 - és
igen ritkan - az SSX4 gént érinti. A korjoslat fiigg a beteg koratol, a daganat nagysagatol, a gyengén
differencialt teriiletek aranyatdl és a rezekabilitastol.

Jelolt a DNS-tartalom és a Her-2 génamplifikédcié prognosztikai értékét vizsgélta synovialis sarcoma 20
esetében DNS citometriaval, valamint a HER2 fehérje immunhisztokémiai kifejez6désével, ill. a
génamplifikacié FISH-technikaval torténé kimutatasaval. Az esetek meghaladtdk az 5 cm-t, nem
tartalmaztak szovettanilag gyengén differencialt teriileteket. Az atlagos életkor 39 évnek bizonyult. Jelolt a
9. tablazatban foglalta 6ssze a klinikai adatokat, a Her-2 statuszt, és a DNS ploiditast. Az utankdvetés
idejére nem talaltam adatot. A kitjulésra és az attétre vonatkozo adatok a tablazatban zsufolodtak és
Osszecsusztak, ezért biztonsaggal nem tudtam dsszegezni a csak recidivas, a csak attétes, ill. a recidivas €s
attétes betegek szamat, és az igy kapott csoportokban a Her-2 statuszt és a DNS-poliditast.

A DNS index 6 betegben anenuploidnak, 14 betegben diploidnak bizonyult. A HER-2 onkogén

kiajult. Statisztikai 6sszefiiggést keresett a HER-2 statusz, a DNS-ploiditas €s a prognodzis kozott. A HER-2
onkogén amplifikécidja és az attétképzés hianya kozott korrelaciot talalt. Nem volt szignifikdns kapcsolat a
recidivak és az amplifikacié kozott, a HER-2 statusz és a ploiditids kozott, valamint a ploiditias, a
metasztazisképzes vagy a recidiva kialakulasa kozott. Az eredmények nem meglepdek, hiszen a vizsgalati



esetszam eleve kevés volt. A recidivakockézat fontos tényezdje a rezekcids vonal tumormentessége, erre
vonatkozoéan nem taldltam adatot. Jelolt vizsgalatai alapjan megallapithatd, hogy a HER2 onkogén
amplifikacdja ritkan jon léte synovialis sarcomakban.
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kutatta. 50 synovialis sarcomaban tissue microarray technikaval a tirozin kinaz receptorok, a RAS, az
AKT/mTOR, a MAP kinaz, a WNT, az apoptosis szabalyozok, tovabba a sejtciklus szabalyozok jelutjait
vizsgalta. 38 sarcoma volt a specifikus transzlokaciora pozitiv, 12 pedig negativ. Mindkét csoportban a
jelutak aktivitasat észlelte. A pozitiv €s a negativ csoportban az egyes jelutak aktivitasanak szazalékos
megoszlasaban csupan a béta-katenin (80% vs 58), a PTEN (95% vs 67%) és a p4EBP1 (40% vs 91%)
vonatkozéasaban észlelt jelentds kiillonbséget. Mivel a transzlokaciora pozitiv €s negativ esetekben hasonld
volt a jelutrendszerek aktivitasa, a kimérikus fehérjének a tumorprogresszidban valdszintileg kevés a
szerepe.

5) A periférias idegtumorok genetikai instabilitasanak vizsgalata

A periférias idegtumorok egyes tipusainak a korismézése nagy tapasztalatot igényel. Jelolt ezeknek a
daganatoknak a ploiditasat, valamint kromoszomalis instabilitasat vizsgalta abbol a célbol, hogy a korisme
felallitasat segitd adatokat szerezzen. 27 schwannoma, 9 neurofibroma (koziiliik 1 atipusos) és 8 malignus
periférias ideghiively tumor adszorpcids citofotometrias DNS vizsgalatat végezte el, valamint a 7-es, a 17-
es és a 18-as kromoszoma szambeli eltéréseit FISH-technikaval elemezte. Az dsszes schwannoma ¢€s
neurofibroma, tovabba 3 malignus periférias ideghiively tumor diploidnak bizonyult. A schwannomék
szubtipustol fliggetleniil poliploid vonast mutattak, tobb mint 10%-os 4c csucsértékkel. Jeldlt ezeket az
adatokat figyelembe veszi a schwannomak leletezésekor. A schwannomakban ritkan, az dsszes sejt 2.58%-
aban talalt aneuszomias sejteket. Az aneuszomias sejtek aranyat atipusos cellularis neurofibroma esetében
18.4%-nak taldlta, ezt az emelkedést a a malignus transzformécioé kockazati tényezdjeként értékelte.

6) A GIST mTOR jelutrendszerének vizsgalata a molekularis eltérések fiiggvényében

Bar az imatinib az attétes GIST-ek mintegy 80%-at kedvezden befolyasolja, eléfordul, hogy a kezdetben jol
reagal6 daganat ) mutaciok révén rezisztenssé valik. Az elsddleges és a masodlagos rezisztencia
legytiirésére 0j tirozin kinaz gatlokat fejlesztettek ki. Mivel sejtvonalakban az Akt/mTOR kinaz dsvényt
gatld rapamycin fokozta a sunitunib GIST-g4tl6 hatasat, az mTOR jelutnak szerepe lehet a GIST-ek
terapias befolyasolasaban.

Ezért a jelolt az mTOR jelut aktivalodasat vizsgalta a jelat-célfehérjék immunhisztokémai kimutatasaval
tissue microarray technikaval 73 KIT-mutalt, 12 PGDFRA-mutalt és 23 vad tipust GIST esetében. Az
mTOR jelut aktivalodasat észlelte a vad tipusu és a PDGFRA-mutalt GIST-ek tobbségében, valamint a
KIT-mutalt GIST-ek tobb mint harmadéban. Eredményei arra batoritanak, hogy a mutacié statusz
megjosolhatoan imatinib rezisztens eseteiben érdemes a rapamycint a tumorellenes kezelésbe bevonni.

Osszefoglalo vélemény

Az értekezés folényes diagnosztikus tapasztalatot és metodikai jartassagot tiikroz. A lagyrészdaganatok
koérismézésének pontositasara, valamint az egyes lagyrészdaganatok molekularis mintazatanak a
megismerésére iranyul6 célkitlizések megvaldsultak. Az értekezés vildgosan fogalmazott, az illusztracié
igényes.

Az eredmények koziil az alabbiakat tartom kiillonosen értékesnek:

1) A lagyrészdaganatok aspiracios citologiai vizsgalataban a metodikai paletta kiszélesitésével
diagnosztikus algoritmust dolgozott ki, mely alapjan a végtagmegtarté mutétek tervezhetdk és
indikalhat6 a neoadjuvans kezelés.

2) Bevezette és rutinszeriien vizsgalja a gastrointestinalis stromalis tumorok mutacids statuszat, ezzel
diagnosztikus biztonsagot €s terapias javaslatot nyujt. A PDGRA-mutalt és a vad tipusu GIST-
ekben az mTOR jelutrendszer aktivalodasat figyelte meg.

3) Az oriassejtes csontdaganatok biologiai viselkedésének elérejelzésében a ploidités, a
kromoszdmalis aneuszémia mértéke, valamint a centroszoma amplifikacio egylitt timpontot adhat
a prognozisra.

4) Schwannomakban ritkan, alacsony szazalé¢kben eléfordulhat aneuszémia.



5) Synovialis sarcomakban a specifikus t(X;18)(p11;ql1) transzlokacid a daganat keletkezésének
korai Iépése. A HER2 onkogén amplifikdcoja ritka synovialis sarcomakban.

A biralatomban megfogalmazott kérdések csupan egyes részletek pontositasat célozzak.

A nyilvanos vita kitiizését és a disszertacio elfogadasat javaslom.

Dr. Ivanyi Béla
tanszékvezetd egyetemi tanar, az MTA doktora

Szeged, 2012. januar 16.



