Opponensi vélemény
Dr. Nagy Bdlint: A valésidejii PCR médszer alkalmazdsa
a klinikai genetikai gyakorlatban” c. MTA doktori értekezésérdl

Aligha van a medicinanak olyan aga, ahol olyan intenziv fejl6dés kovetkezett be
az ut6bbi évtizedben, mint a genetikdban: A Human Genom Program eredményei és a
molekuldris genetikai technikdk térhoéditdsa, és naprél napra valé gazdagodasa
megvaltoztatta a human genomra vonatkoz6 ismereteinket, 4j lehet8séget teremtett a
genetikai betegségek diagnosztikdja terén, koézelebb vitt benniinket a betegségek
patogenezisének megismeréséhez, s ezaltal Uj perspektivat nyitott a betegségek
személyre szabott gyégyitdsa és megel6zése terén. Napjainkban is tanui és részben
részesei vagyunk a technikai technolégiai fejlédésnek, djabb és egyre finomabb
modszerek vdalnak elérhet6vé, amelyek eredményesebbé teszik a kutatdst és
hatékonyabba a genetikai betegségben szenveddk klinikai ellatasat. A laboratériumban
dolgozék és a Kklinikai genetikusok feladata és felel6ssége ma az uj technikai,
technologiai lehetéségek minél gyorsabb bevezetése és hatékony alkalmazasa a
mindennapi klinikai gyakorlatban.

A jelolt ennek az elvardsnak tett eleget akkor, amikor 6t éves finnorszagi
tanulmanyutjat kovetSen hazatérve a 2005 utdni években itthon, a Semmelweis
Egyetem lLsz. NOgyogyaszati Klinikdjanak genetikai laboratériuméaban bevezette az
akkor uttérének szadmité valds ideji PCR technikdt és munkatdrsaival a vildgon
negyedikként, hazdnkban els6ként vezették be a mddszert szdmbeli kromoszéma
rendellenességek, majd egyéb, a terhes patologidval Osszefliggé kérdések
tanulméanyozasara. Az értekezésben a jelolt a valés ideji PCR-rel szerzett tapasztalatait
foglalja 0ssze, Osszehasonlitva azt mas mddszerekkel, kiilonb6z6, a varandés anyak
ellatdsa, a genetikai tandcsadds soran felmerild diagnosztikus kérdések
tanulmdnyozdsdban. Az egyes - egymastol fliggetlen témaju vizsgéalatokat - a kozos
modszer és a terhességgel valé 6sszefliggésiik kapcsolja 6ssze.

A dolgozat 146 oldalon, 266 irodalmi hivatkozassal, a szokasos szerkezeti
felépitésben foglalja 6ssze mondanivaléjat. Az Elézmények és irodalmi dttekintés c.
fejezetet koveti a Célkitiizések ismertetése, majd az Anyagok és Modszerek, az
Eredmények és a Megbeszélés, végiil az Uj eredmények dsszefoglalasa fejezet.

Az értekezés legterjedelmesebb része, szoveges részének mintegy fele (111
oldalbdl 47) az El6zmények és irodalmi dttekintés fejezet, amelyben a szerzd bemutatja a
genetikai laboratériumi médszerek fejlédését, kiilonos tekintettel az dltala alkalmazott
fluoreszcens PCR és valos idejii PCR modszerekre. A leirds analitikai szempontbol
korrekt, didaktikus, jol tikrozi a jelolt metodikdkban valé jartassdgat, az egyes
modszerek (készilékek, reagensek, detektaldsi eljardsok, az eltérd tipust prébak)
el6nyeit és hatranyait. Ugyanakkor a napjainkban mar altaldnosan ismert és széles
korben haszndlt médszerek ilyen részletes ismertetése egy doktori értekezésben nem
latszik sziikségesnek.



Az irodalmi Aattekintés fejezetben a modszer fébb alkalmazasi teriileteit is
bemutatja: a mikrobiol6giai diagnosztika tertiletérdl a toxoplazma gondii kimutatdsat, az
egynukleotidos polimorfizmus vizsgalatok koézil a 21-triszomia és a VEGF gén
polimorfizmusanak vizsgalatat, az F508del delécié kimutatdsat cisztds fibrosisban,
génexpressziés vizsgalatok példajaként a CD24 mRNS expresszidt, s végil az anyai
szabad DNS vizsgalatot emliti. Ahogy a Célkkitiizések fejezetbdl késébb megtudjuk, e
témakorok vizsgalata képezi a szerzé munkdssdganak alapjat. Az eklektikusan
kivalasztott, témdjukban egymastél filiggetlennek latszé vizsgalati teriiletek rovid
klinikai és moédszertani jellemzgit ismerteti: toxoplazma gondii kimutatasa, a varandoés
anyak fert6z6désének lehetséges kdvetkezményei és a korokoz6 kimutatdsanak indirekt
(szerologiai) és direkt, koztik a F-PCR-rel és a kvantitativ valds ideji PCR-rel valo
kimutatdsdnak lehetGségei; 21-triszomia kimutatdsa egynukleotidos polimorfizmus
alapjan; VEGF gén SNP polimorfizmuséanak vizsgalata HELPP szindrémaban; a cisztas

anyai vérben 1év6é magzati szabad nukleinsav vizsgdlata nemmeghatarozasra és RhD
pozitivitds meghatdrozdsdra.

A Célkitiizésekben megfogalmazottak szerint a jelolt célja az altala alkalmazott
modszerek 6sszehasonlitdsa, optimalizdldsa és klinikai alkalmazhatésaguk vizsgalata az
egyes témakorokben. Az egyes vizsgalati teriileteket a k6z6s mddszer kapcsolja 6ssze.

A Célkitlizéseket kovetd Anyagok és Moddszerek, Eredmények és Megbeszélés
fejezetekben Ujra és uUjra sorra veszi az egyes témakoroket, a cimnek megfelel
mondanivaldval. A témdkra valé ismételt visszatérés az egyes témak feldarabolédasat és
elkertilhetetlentil ismétlésekbe bocsatkozdst eredményez, az olvasot pedig
visszalapozasokra kényszeriti.

A dolgozat egésze, szerkezete szempontjabdl szerencsésebbnek tartottam volna,
ha a bevezetd részben a mddszerek ismertetése és alkalmazasi lehet&ségeik csupan
altalanos felvazoldsa utan az egyes témakorok ismertetésére a Célkitiizéseket kovetGen
kertilt volna sor akar ugy, hogy az egyes témakorok alkottak volna egymast kovetd
onallé fejezeteket, majd egy kozos, altalanos megbeszélés adta volna meg a munka

segitette volna az egyes kérdések folyamatos ismertetését, ugyanazon fejezeten beliil
ismertetve az egyes témak el6zményét, a vizsgdlat indokoltsdgat, a konkrét médszertani
vonatkozdsokat, az elvégzett vizsgalatokat és azok eredményét sét a megbeszélés
odavonatkoz6 részét is.

A fenti - dontéen formai - megéallapitdsomon til az egyes témakorokre vonatkozé
megjegyzéseimet és kérdéseimet azok sorrendjében teszem fel. Klinikai genetikusként
és gyermekgyogyaszként gondolataim, kérdéseim elsGsorban a vizsgéalatok Klinikai
aspektusait, a kapott eredmények interpretdlasat és a vizsgalati moédszer jovobeli
hasznositdsanak lehetdségét érintik.

1. A toxoplazma gondii mikrobialis genomjanak (122 bp) kimutatasa.



A szerz6 célja a kongenitdlis toxoplazma infekci6 megbizhaté meghatarozasa,
azaz annak vizsgalata, hogy a varand6s anydk szeroldgiailag igazolt toxoplazma
infekcidja esetén a protozoon datjut-e a placentdn, a kérokoz6 magzatvizben vald
kimutatdsa segit-e az anya antibiotikum (spiramycin) kezelése sziikségességének
eldontésében, a kongenitélis toxoplasmosis megel6zésében. Hetvennégy szeroldgiailag
vagy anamnézis szerint toxoplazma fert6zésen atesett varando6s anyat vizsgalt el0szor
hagyomanyos PCR, késébb F-PCR és DNS fragment analizis, majd valés ideji PCR
modszerrel, pozitiv Kkontroll alkalmazdsaval. Az emlitett mddszerek analitikai
szempontbdl egyre érzékenyebb és gyors meghatdrozast tettek lehetdvé, a modszer
érzékenysége a protozoon egy kdépidjanak kimutatédsat is lehet6évé teszi.

Ismert, hogy az IgM pozitivitds friss, illetve nemrégiben lezajlott infekciora, mig az

emelkedett IgG érték kordbban barmikor (akdr a terhességet megel6z6en) atvészelt

fert6zésre utal. A magzat veszélyeztetettségét, a valdszin( fert6zést és az antibiotikum
kezelés indikacidjat a frissen lezajlott fert6zés kapcsan fellép6 viraemia jelenti.

A 74 vizsgalt mintdbdl 58 volt IgM pozitiv (72. old.-on ez 48), kett6 IgG pozitiv,
egy esetben az ultrahang a betegségre utalé eltérést mutatott, mig a tobbi anya
feltételezett expozicid miatt Keriilt vizsgalatra. A vizsgdlatra a terhesség 18-34. hete
kozott kertilt sor.

A magzatviz vizsgédlat eredménye szempontjabdl 1ényeges kérdés, hogy mennyi
id6 telt el a fert6z6dés feltételezett bekovetkezése és az amniocentézis kozott? Mivel a
fert6z6dés kovetkezménye a terhesség egyes fazisaiban klinikailag kiilonb6zd, fontos,
hogy az anya a terhességet kozvetleniil megel6z&en, a terhesség korai vagy késoi
fazisdban fert6z6dott-e? (A szerzd hivatkozik Hohifeld és mtsai (1994) kézleményére,
miszerint a kongenitdlis toxoplazmoézis diagnosztizaldsaban a 18 terhességi hét utan
végzett UH és magzati molekuldris genetikai vizsgalatot tartjak a legmegbizhatébbnak.

A magzatviz minta vizsgalata F-PCR-rel és DNS fragment analizissel ot
esetben bizonyult pozitivhak a 74-bol: koziiliik négy IgM pozitiv, az 6todik a
pozitiv UH lelet miatt vizsgalt anya mintaja. A moddszer diagnosztikus eldnyeinek
elismerése mellett az eredmény klinikai hasznositdsa szempontjabdl szamos kérdés
mertil fel:

1. A szerz adatai szerint hazankban évente 1-2 toxoplazmoézis eset fordul elé.

Hogyan sikertlt 58 IgM pozitiv varandos 0sszegy(jtése? Mi volt a toxoplazma
szerolégiai vizsgalat indikacidja? (expozicid, tiinetek: nyirokcsomé duzzanat stb.?)

2. Az ot pozitivnak bizonyult anya esetében tobb olyan kérdés mertil fel, amelyek a
fertézddés ideje, az IgM titer, a kérokozo kdpiaszdma, az antibiotikum kezelés
indikdcidja, a fertézddés klinikai kévetkezménye dsszefiiggésére vonatkoznak:

e Mivolt a konkrét anamnézise az 6t pozitiv varandésnak?

e Mi volt az ultrahang eltérés az 5. anydndl?  Specifikus volt-e a

toxoplazmozisra, hiszen esetében sem IgG sem IgM nem volt kimutathato.

e Volt-e kiilénbség az IgM titerben a pozitiv mintdju anyak koézott? A pozitiv

esetekben kimutathaté-e Osszefliggés a korokozé képiaszdma és az IgM
értéke, illetve a képiaszam és a ferté6z6dés klinikai kovetkezménye k6zott?



e Mi lett a sorsa az emlitett terhességeknek? Kaptak az anyak antibiotikumot?
Az antibiotikum adast kovetden csokkent-e a kérokozd kdpiaszama? Van-e
adat a megsziiletett gyermekek klinikai statuszarol?

3. Mennyiben tekinthet6 a vizsgédlat szenzitivnek és megbizhaténak, ha 54 IgM pozitiv
esetben a teszt negativ eredményt adott. Mi a magyarazata a tobbi IgM pozitiv
varandés anya negativ magzatviz leletének, hiszen az IgM egyértelmilen friss
fert6zésre utal (antibiotikum addsa, placenta kisebb atjarhatdséga, tul rovid vagy tul
hosszu id6 a fert6z6dés és az amniocentézis kozott).

4. Ajelolt megallapitja, hogy a magzatvizben 1év§ parazitaszam és a fert6zés sulyossaga
Osszefliggést mutat, eseteiben azonban - az alkalmazott mddszer érzékenysége
ellenére - nem tér ki erre az Osszefliggésre.  Van-e kimutathatdé korrelacio a
protozoon kdépiaszama és a tlinetek sulyossdga kozott? Egyaltalan a szeroldgiai
pozitivitason tul volt a varand6soknak tiinete?

5. A PCR pozitiv és negativ esetekben kimutathaté volt-e a kérokozé az anyai vérbdl is?
Erdekes lenne a vér-, és a magzatviz-képiaszam sszehasonlitésa.

Mindezen kérdések megvalaszolasa fontos annak eldontéséhez, hogy mennyiben
alkalmazhaté a médszer a kérokozo transzplacentdris atjutdsanak igazolasara, s ezaltal
az antibiotikum kezelés sziikségességének eldontésére.

A fenti adatok hianyaban elvész a jel6lt és munkacsoportjanak az Gttoré szerepe a
transplacentaris passage meglétét vagy kizdrasat célz6, a klinikai dontéshozatal
szempontjabol meghatarozé jelentéségl vizsgdlat hazai bevezetésében. J6llehet a jelolt
hangsulyozza, hogy a kvantitativ vizsgédlat eredménye segit a spiramycin kezelés
elinditdsdra vagy folytatdsara vonatkozé dontés meghozataldban, e dontésrél a pozitiv
esetekben nem tesz emlitést. Az adekvat genetikai tandcsadashoz fontos az aldbbi
kérdések megvalaszolasa:

e A nagyszamu IgM pozitiv anya negativ eredménye birtokdban mennyiben lehet a
dontéshozatalt erre a vizsgdlatra alapozni?

e Lehet-e megfogalmazni olyan ajanldst, miszerint nincs sziikség az antibiotikum
kezelés folytatdsdra a magzatviz toxoplazma PCR negativ eredménye esetén?

e Melyek azok az esetek, az ultrahangvizsgalat soran igazolhaté tipusos magzati
toxoplazma fertdzésre utald jeleken tilmenden, amikor a magzatviz vizsgélat
eredménye alapjan a terhesség 24. hete el6tt komolyan mérlegelend6 a terhesség
befejezése is?

e Eredményei birtokdban ajdnland-e a mdédszer bevezetését mds prenatdlis centrumok
szdmdra? Amennyiben igen, milyen indikdcio esetében?

2. Egynukleotidos polimorfizmus vizsgalata 21-triszomia kimutatiasara és a
VEGF SNP polimorfizmus és HELPP szindroma o0sszefiiggésének
tanulmanyozasara.

21 triszomia kimutatdsa
A jelolt hagyomanyos kariotipizédldssal, F-PCR-rel és olvadasi pont analizissel
kimutatott 67 21-triszomids és 62 normal DNS mintat vizsgdlt a 21-es kromoszéman



lokalizal6dé két SNP markerre (WIAF 899 és WIAF 2643) tervezett primerek és probak
alkalmazdsaval. A PCR amplifikdciot olvadasi pont analizis, olvadasi gorbe alatti
teriiletek meghatdrozasa, majd az olvadasi gorbék fluoreszcencia negativ értékii derivalt
gorbévé valo atalakitasa kovette. A moédszerrel a két SNP két allélja az olvadasi pont
kilonbség alapjan jol elkilonitheté volt. A jeldlt vizsgalataiban az egyik SNP marker
(WIAF899) kozel 42%-ban bizonyult informativnak, a masik (WIAF 2643) nem adott
megfeleld teriileti ardanyokat. A jel6lt sajat konklazidja, hogy tébb mint két SNP marker
vizsgélatara, multiplex PCR végzésére van sziikség.

Leirja a szerz6, hogy a mddszer bevezetése 6ta mintegy 20000 mintan végeztek
F-PCR vizsgélatot magzatvizbdl. Nyilvanvaldéan ezek a vizsgalatok nem a két SNP-n
alapul6, 50%-nél alacsonyabb szenzitivitdsi médszerrel torténtek. Tudomasom szerint
az F-PCR vizsgalatok soran a 13-, 18- triszomiat és a nemi kromoszémak aneuploidiait is
vizsgaltak.

e Nem vildgos szamomra, miért latta a disszertans olyan fontosnak a két SNP-
eredményeinek bemutatésat.

E témaval kapcsolatban azt sem szabad elfelejteni, hogy a mddszer el6nyei
(gyorsasaga, nem igényel oszt6dd sejteket) mellett - komoly hatranya, hogy nem
alkalmas a szerkezeti eltérések detektdldsdra, ami kiiléndsen fontos a kiegyenstilyozott
transzlokacié hordozé csalddok esetében a kiegyensulyozatlan utéd kimutatdsaban.
Mindez azt jelenti, hogy a G-sdvos kariotipizdldst e médszer nem helyettesiti. Ugyanakkor
eqy negativ F-PCR eredmény a 21-triszomia kizdrdsdval fals megnyugtatdst jelent.

Az is figyelemreméltd, hogy az utébbi évtizedben elérhetévé és egyre szélesebb
korben alkalmazott médszerré valt az arrayCGH mddszer, amely Kkiting feloldé
képességgel, nukleotidszinten képes meghatdrozni a kiegyenstlyozatlan eltéréseket, a
genetikai anyag tobbletét és hidnyat jelenté kopiaszadm eltéréseket, a triszomidk mellett
a mikroduplikdciokat és delécidkat, s6t az SNP-ket is. Szemben a hagyomanyos
kariotipizdlassal, a kiegyensulyozott hordozdék kimutatdsara ez a médszer sem alkalmas.
egyre inkabb el6térbe kertl azonban az anyai vér ,szabad” nukleinsav vizsgilata, a
parallel szekvendlassal torténd triszOmia meghatarozas. Mindezek alapjan, kérdéseim a
kovetkezok:

e Hogyan alkalmazzak a szerzd laboratériumdban a G-savos kariotipizalast és az F-
PCR-t? Minden esetben pdrhuzamosan elvégzik mindkét mddszert? Sikertelen
kariotipizalds esetén hogyan adjak ki a leletet a csaladnak?

e Mi a véleménye arrdl, hogy a korszerli mdédszer ismeretében van-e napjainkban
létjogosultsaga az F-PCR-nek a triszomidk kimutatasdban?

Modszert dolgozott ki a jelélt a VEGF gén SNP-a és a HELLP szindromdra valé hajlam
osszefliggésének vizsgdlatdra

A laboratériumi leletek alapjan diagnosztizalt 75 HELPP szindrémdas varandés
anya és 83 egészséges terhes esetében vizsgalta és hasonlitotta 6ssze a VEGF gén harom
SNP markerének allél genotipusait. Megallapitotta, hogy VEGF T-460T és a C+405C
genotipusok fokozott kockdzatot jelentenek HELPP szindréma kialakuldsdra. Valészinii,
hogy mads genetikai és kornyezeti faktorokkal egyiitt szerepet jatszanak a betegség
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létrehozasaban. Preeclampsidban végzett hasonlé vizsgalatok a VEGF szintekre (azaz a
génexpressziora) vonatkozéan ellentmondédsos eredményt hoztak. E fenotipusos
kiilénbségek hatterében az (az is) allhat, a VEGF-nek t6bb mint 30 SNP-at irtdk le. Az
sem biztos, hogy a megfelel6en megvalasztott SNP-k vizsgalatara kertilt sor. A vizsgélat
mindkét emlitett betegségben indokolt, hiszen a VEGF expresszidja 0sszefliggésbe
hozhat6 a placenta koros fejlédésével. Ismert, hogy a VEGF a placentdris novekedési
faktor (PIGF) antagonistadja. Megvaltozott expresszidja endotelidlis diszfunkciét okoz,
prokoagulans fehérjék (von Willebrand faktor, endotelin, fibronektin, trombomodulin)
termelédését idézi el6. Ebben a folyamatban egynukleotidos polimorfizmusdnak is
szerepe lehet. A pontos mechanizmus tisztdzasahoz a VEGF és mas gének tovabbi SNP-
inek vizsgalata sziikséges. E tekintetben is a GWAS tanulmdnyok nyujthatnak tjabb

informacidkat.

3. ACF F508del mutacidjanak kimutatasa valésideji PCR-rel

A CF, e sulyos AR modon 6rokl6dd megbetegedés tobb évtizedes torténete
ellenére ma is az érdekl6dés kozéppontjadban all. A betegségért felelés CTRF génnek maig

tényt, hogy a kaukdzusi populdciéban a leggyakoribb az eseték mintegy 70%-at kitevé
F508del elnevezésli mutdcio. Tekintettel a betegség stlyos, az életmingséget stlyosan
rontd és az élettartamot megrovidit6é voltdra, megel6zése, az érintett csaladokban valé
ismétlédés megakaddlyozasa kozos torekvés a genetikusok és a gyermekgyodgyaszok
részérol egyarant.

A jelolt valosideji PCR moddszerrel 116, a SE lL.sz. Sziilészeti és Nogyogyaszati
Klinika genetikai tandcsadasat felkeresd személy, 39 férfi és 77 né DNS mintdjat
vizsgalta cisztds fibrosis F508del mutdcié kimutatisara. A mintdk 14 esetben
amniocentézisbdl, 18 esetben chorionboholy mintavételbdl és 84 esetben periféris
vérbdl szarmaztak. A RT-PCR alkalmazasaval 67 normal (50 periférias vérbél, 10
chorionboholy mintabél, 7 amniocentézisb6l), 44 heterozigéta (32 periférids vér, 5
chorionboholy, 6 magzatviz) és 6t homozigéta (2 periférias vér, 3 chorionboholy, 1
magzatviz) F508del eredményt kapott.

Az ismertetett vizsgalattal és eredménnyel kapcsolatos altaldnos megjegyzésem,
hogy jollehet a mddszer alkalmas a hetero- és homozigdta delécié vagy a delécié
hidnydnak kimutatdsdra, a gén nagyszdmd mutdcidéinak és azok lehetséges
kombindcidinak ismeretében ennek az eredménynek Onmagdban nincs klinikai
relevancidja: a negativ eredmény - egy pozitiv klinikai kép/lelet birtokdban nem zarja ki
a betegséget; a magzati és a chorion vizsgalattal heterozigéta F508del-snak bizonyult
magzatok egy nem vizsgalt mdsik mutdciéval tarsulva betegek lesznek; homozigbta
esetben aldtamasztja a CF diagndzisat. Ezért napjainkban a mintegy 30 mutéciét
rutinszer(ien vizsgalé centrumok eredményeire kell timaszkodni.

A konkrét vizsgdlattal kapcsolatos kérdéseim és megjegyzéseim a kovetkezok:

1. Nincsenek adatok arrdl, hogy a vizsgélt 116 személy milyen okbdl kereste fel a
genetikal tandcsaddst: mdr volt beteg gyermekiik? volt a csalddban CF-es gyermek?



2. Nem deril ki, milyen esetben végeztek vizsgalatot periférids vérbdl és mi volt az
indik4cioja a prenatélis (chorion vagy magzatviz) vizsgalatnak?

3. Az 6t homozigéta eredmény a minta szerinti részletezésben hat: két periférias vér,
harom chorionboholy és egy magzatviz mintabél - a hatodik a F508C del). Két
esetben a periférias vérbol végzett vizsgalat sordn igazoltak a homozigéta mutdciot:
a betegség sulyos progndzisanak ismeretében (e betegek rendszerint kb. 30 éves
korig élnek) meglepd, hogy a homozigota allapotot terhes anydkon diagnosztizaltak.

4, Mi lett a terhesség sorsa a 11 heterozigéta F508del és a 4 homozig6ta prenatdlis
diagnodzis esetében? Kiilondsen fontos lenne ismerni a heterozigéta magzatok
sorsanak alakuldsat: hiszen nem tudhatjuk, nem tarsult-e mutaciojuk egy masik
mutacioval kettds heterozigdtasagot és betegséget eredményezve.

Napjainkban a korszerli médszerek alkalmazasaval mintegy 30 (a 2000-bdl)
mutdciét hazai laboratériumokban is kimutatnak. E mutdciék kombindlédhatnak az
F508del-val, magyarazatot adva heterozigéta esetek betegségre jellemzd tiineteire.
Hazankban nemrégiben Kkerilt kidolgozasra a CF szliréssel és diagnosztikaval
kapcsolatos szakmai irdnyelv (VAMAT és az Eli. Szakmai Kollégium Klinikai Genetikai
Tagozat). Ennek Iényege az 0jszlilottek immunreaktiv tripszinnel torténd sziirése, és a
pozitiv esetek, valamint a verejtékteszttel diagnosztizalt betegek mutédciéanalizise
hagyomdnyos szekvenaldssal a kozel 30 mutdcié6 kimutatdsara. Amennyiben a
megszokott tesztekkel mutacié nem igazolhat6, de a klinikai kép komolyan felveti a CF
fenndlldsat, Ugy Uj generacidés szekvendlas jon széba. Az utdbbi évek hazai
eredményeirdl szdmos - sajnos a dolgozatban nem citalt - kdzlemény (Balogh és mtsai)
szamol be.

4. CD24 expresszio vizsgalatok placentabdl nyert szovetkorongokbdl, prosztata
rakbol és benignus prosztata hyperplasias szévetbol izolalt mRNS alkalmazasaval

A munka és az értekezés legsikeresebb és perspektivikus témdjanak a CD24
expresszi6 vizsgalatot és annak interpretdci6jat tartom. 16 egészséges és 16
preeclampsids terhes placenta szovetében vizsgdlta a CD24 expressziét. A CD24
sejtfelszini fehérje, amely szerepet jatszik a sejt-sejt kozotti kapcsolatokban, a
sejtproliferaciéo és adhézié szabdlyozasaban. Szdmos tumorban expresszalédik, a P-
selectinhez kapcsolédva részt vesz a tumorndvekedés szabalyozdsaban, a
metasztazisképzésben és a tumor vérellatdsanak kialakitdsaban. Sejten beliili
molekularis mechanizmus ugyan nem ismert, de eredményesen alkalmaztdk az anti
CD24-et gasztrointesztinalis tumorok kezelésében. Preeclampsidban a placenta spiralis
artériai koros volta, csokkent invazioja figyelhetd meg.

A téma felvetése eszerint mind a tumoros és hiperplazids prosztata elvaltozds
elkiilonitésében, mind a preeclampsids placenta vizsgalatdban indokolt. A jelolt jé
érzékkel ismerte fel e kérdés vizsgalatanak jelent6ségét. Eredményei igazoljak, hogy
szignifikdnsan alacsonyabb CD24 mRNS expresszi6 mérhet§ a preeclampsiis terhes
placentaban a normalissal szemben, ami szerepet jatszhat a placenta kéros fejlédésében.
Irodalmi adatok igazoljak, hogy a CD24/Siglec10 szabdlyozasi Ut fontos anyai és magzati
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felilletek immunregulécidjaban. Olyan potencidlis mechanizmusnak tekintik, amellyel a
trophoblast sejtek irdnyitjak az immunmechanizmust.

Ellentétes folyamatokra utalnak a prosztata tumoros beteg mintdibol végzett
CD24 mRNS meghatarozasok. Huszonegy prosztata tumoros és 10 benignus prosztata
hyperplasids minta vizsgalata kapcsan szignifikdnsan magasabb értékeket mért a jeldlt a
tumoros mintadkban a hyperplasias elvaltozasokkal szemben.

Erdekesnek és megfontolandénak tartom a jelolt azon felvetését, hogy a CD24
mRNS szint vizsgdlatara prosztata valadék, vizeletbdl nyert sejtek, esetleg szabad RNS
szintek mérése is lehetdséget nyujthat, s az igy noninvaziv médszerrel végzett CD24
mRNS koncentracié mérés diagnosztikus markerként lehet haszndlhaté a jovében.
Amennyiben a CD24 fokozott expresszié szerepe igazolhat6, a monoklonélis antiCD24
terdpia lehetdsége is felmertilhet.

5. Szabad nukleinsav meghatarozasok

Egyre nagyobb varakozassal tekint a szakma az anyai kimutathat6 magzati
,szabad” DNS vizsgdlati lehetGségére, ami napjaink prenatdlis diagnosztikajaban
alkalmazott invaziv eljarasokat felvalté noninvaziv diagnosztikus mddszert kindl. A
modszer elterjedésével kapcsolatban azonban szdmos nehézség mertl fel: a ,szabad”
nukleinsavak 94-97%-a anyai eredeti, mig csupan 3-6%-a szarmazik a magzatbdl
(valészintileg placentasejtek apoptosisabdl), s ugyanakkor a magzati genom 50%-a
anyai eredetl. A nemmeghatdrozds és az RhD genom meghatdrozdsa bizonyult
kezdetben sikeresnek, hiszen ezek kiilonbéztek az anydban és a magzatban. Az attérést a
massziv parallel szekvenalds bevezetése jelentette 2011-2012-ben. Az anyai és a
magzati DNS elkilonitésének alapja a két DNS kozotti mindségi kilonbség: a DNS
fragmentumok méretbeli kiilonbsége helyett a méhlepénybdl izoldlt epigenetikai
markerek (hipometildlt maspin gén) kimutatisa hasznalhaté az elkilonitésre. |6
lehetdséget kinal a massziv parallel szekvenalas 4j generaciés szekvenaldssal 99,9%-os
specificitassal és szenzitivitdssal a triszoémidk meghatarozasaban.

A disszertdns 80 amniocentézisre keriilt virandds anya vérébdl izolalt ,szabad”
DNS felhaszndldsaval SRY gént és RhD genotipust hatdrozott meg valdsidejii PCR
segitségével. A 80 terhes kozil 38-ban fil magzat jelenlétét igazolta. Az eredményt
amniocentézisbdl nyert magzati sejtek kariotipizdlasaval és F-PCR-rel is megergsitették.
Kérdéseim:

1. Milyen indikaciéval kertlt sor e vizsgalatokra? A mddszer megbizhatésiganak
ellendrzése, tapasztalatszerzés, vagy X-kromoszémahoz kotott recessziv betegség
fokozott kockazata indokolta a vizsgdlat elvégzését? Ha az utdbbirdl is sz6 volt,
ismert volt az anya hordozé volta? Milyen betegségek esetében Kkertlt sor a
nemmeghatarozasra és mi lett a terhesség sorsa?

2. Az anyal anyai vérbdl nyert ,szabad” DNS vizsgalataval két RhD negativ apa és
anya magzatanak RhD negativitasat erdsitették meg. Ez azt jelenti, hogy a 80
terhességbdl 38 esetben igazolt filmagzatok koziil egy esetben sem volt az anya
Rh negativ? A szerzd szerint a kaukdzusi populacié 80%-a RhD pozitiv. Hogy

8



lehet, hogy csupan két RhD negativ sziil6 esetében kaptak értékelhetd

eredményt?

3. A magzat Rh genotipusanak meghatirozdsa ma mar néhdny orszdgban az Rh
negativ  terhesek  gondozdsdban rutinszerlien ajanlott. Az  anti-D
immunprofilaxisra vonatkozé hazai ajanlds azonban valamelyest eltér ezen
orszdgok gyakorlatatél. Hazdnkban ugyanis a harmadik trimeszterben nincs
rutinszer immunprofilaxis.

e Van-e a szerz6nek adata arra vonatkozdan, hogy Magyarorszagon is
koltséghatékony lenne-e elvégezni anyai vérb6l a magzati RhD genotipus
meghatarozasat minden Rh negativ anydnal? (persze, ha az apa RhD pozitiv)
Amennyiben ennek ismeretében kimondhaté, hogy ndlunk a médszer nem
lenne koltséghatékony, van-e a jel6lt szerint a vizsgalatnak egyéb indikaciés
terlilete a terhes gondozasban, mint az Rh negativ anya szérumdban az antiD
titer emelkedés, ami a szenzibilizalt terheseknél gyakran akkor is jelentkezik,
ha a magzat Rh negativ?

e A jelolt megitélése szerint megkdzelitéen milyen Osszegbdl lehetne egy
magzati Rh genotipus vizsgalatot elvégezni, ha nagyobb tételben torténnének
a vizsgalatok?

Attekintve a disszertdci6 anyagat megéllapithat6, hogy a jel6lt az ezredfordulé
masodik felétd] eltelt 10 esztendd alatt igen szertedgazd és jelent6s munkat végzett.
Legfébb érdeme, hogy az elsajatitott korszeri modszert meghonositotta hazai
munkahelyén és szisztematikusan kezdte vizsgdlni annak alkalmazhatdsagat kiilonbozé
- a terhespatologiaval - 6sszefliggd allapotokban. Vizsgalatai médszertani szempontb6l
precizen kivitelezettek, kortltekint6en végzettek és dokumentéltak.

Mint lattuk, a vizsgédlatok egy része diagnosztikus célt (toxoplazma gondii genom
kimutatdsa, a 21-triszomia detektdldsa, a cisztas fibrosis leggyakoribb F508del
mutdcidjanak kimutatdsa, valamint az anyai vérbdl végzett nemmeghatarozas és RhD
genom kimutatdsa), mig mds esetekben a genetikai eltérések patogenetikai
Osszefiiggését vizsgalja (VEGF SNP polimorfizmusa és HELPP szindréma, a CD24
expresszidja és a preeclampsia, a prosztatarak és a benignus prosztata hyperplasia
osszefliggése).

A diagnosztikus vizsgalatok esetében a gyors és megbizhaté diagndézisra van
sziilkség. Ezért fontos a legkorszer(ibb, gyors és pontos eredményt add, megbizhat6
modszer alkalmazadsa. A genetikai mddszerek folyamatos és rapid fejlédése ezért
folyamatos djitast, alkalmazkoddst igényel. A jel6ltnek 4t kell gondolnia, van-e helye a
valés PCR technikdnak a jov6ben a 21-triszomia kimutatdsdban, az F508del izolalt
valds idejii PCR helye ma a mddszertani palettdn, a korszeri molekuléris genetikai
modszerek birtokaban?

Ugyancsak fontos az eredmények Klinikai hasznositdsdnak biztositdsa: ehhez
ismerni kell a vizsgalt betegek klinikai adatait (az anamnézist), a vizsgélatok

e
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és a dontés helyességének ellendrzése, s6t a megsziiletett jsziilott klinikai stdtuszanak
kovetése is (l. a kérdéseket a toxoplasma kimutatdsdndl). Ez klinikai genetikussal,
sziilésszel valé egyiittmikodést igényel. E nélkiil a vizsgdlatnak csupan analitikai értéke
van.

Ugyanakkor eléremutatonak, perspektivikusnak tartom a genetikai eltérések és
betegségek Osszefliggésének tanulmanyozasat: a VEGF SNP polimorfizmus és a HELPP
szindroma kockdzata, a CD24 expresszié és a preeclampsia, ileltve prosztata problémak
izgalmas kérdéseket vetnek fel, amelyek tanulmanyoziasa a betegségek hatterének
megismerése mellett a kezelés szempontjabol is Gj eredményeket hozhat.

A jelolt Gj eredményeiként az alabbiakat fogadom el:

1. Els6ként vezette be hazdnkban a valds idejii PCR mddszert a toxoplasma gondii
genom magzatvizben val6 kimutatdsdra. Négy modszer 6sszehasonlitasa alapjan
az egyetlen parazita kimutatdsat is lehet6vé tevé FRET mddszert taldlta
legérzékenyebbnek.

2. A WIAF 899 és WIAF 2643 SNP-k felhaszndldsaval hazankban elséként vizsgalta
a valds idejii PCR alkalmazhatésagat 21-triszémia kimutatasara. Megallapitotta,
hogy két SNP alkalmazadsa nem nyujt megbizhat6 eredményt, tébb SNP bevonasa
és multiplex PCR alkalmazdsa sziikséges a 21-triszomia kimutatdsdhoz.

3. Kidolgozta, optimalizalta és els6ként alkalmazta a médszert a VEGF gén SNP-nak
vizsgalatara HELPP szindromdban. Kimutatta, hogy a VEGF T-460T és a C+405C
genotipusok fokozott kockazatot jelentenek HELPP szindréma kialakulasara.

4. A vilagon els6ként hatdrozta meg a CD24 expressziét preeclampsids varandds
anyak esetében, amit szignifikdnsan alacsonyabbnak taldlt egészséges terhesek
értékeivel Osszehasonlitva. Ezzel ellentétében magasabbnak bizonyult CD24
expresszi6 prosztata rakos betegekben a benignus hyperplasiaban szenveddékkel
szemben. Felveti a vizeletbdl, prosztata valadékbo6l nyert mRNS CD24 szint
mérése diagnosztikus markerként valé alkalmazéasanak lehet&ségét.

5. Prébalkozott az anyai vérbdl nyert ,szabad” DNS vizsgéalatdval nemmeghatarozas
és RhD genom kimutatadsa céljabol. A ma még vildgszerte kisérletes stddiumban
lév6 moédszer varhatéan tovabb tokéletesedik a jovében, ami a disszertans
munkdjara is vonatkozik. Vizsgalatai és kezdeti eredményei a jelolt uj
modszerekkel vald 1épéstartdsra valo torekvését igazoljak.

Az értekezés alapjaul szolgal6é in extenso kézleményeinek szdma 63, ebbél 18
magyar nyelven (11 els6, 2 utolsé szerzés), 45 angol nyelven (12 els6, 2 utolsd, egy
6nallo szerzds) jelent meg, utébbiak Osszesitett impakt faktora: 112,398, hivatkozasok
szama: 653.

Teljes tudomdanyos tevékenységét 163 in extenso kozlemény, Osszesitett Impakt
faktor: 235,1 (PhD értekezés 6ta: 201,3), els6 szerz6s kozlemények szama: 42, utolséd
szerz0s: 18, 0sszes hivatkozds: 1850, Hirsch index: 23). A kozlemények donté része
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kiilfoldi tanulmanydtja alatt vagy kiilfoldi kollegakkal valé kollabordciéban sziiletett, de
hazai tudomanyos tevékenysége is elismerésre mélté tudomanyos aktivitast tiikroz.

Osszefoglaléan: A preciz és a munka kezdeti fizisdban korszerdi mddszer hazai
bevezetése, és sokrétli alkalmazdsanak bemutatdsa a jelolt ambiciéjat és a hazai genetika
fejlodését szolgalé torekvését tlikrozi. A dolgozat mind tartalmilag, mind formailag
megfelel a doktori értekezésekkel szemben tdmasztott eldirdsoknak. Az altalam felvetett
kérdések az eredmények Kklinikai alkalmazhatésaganak javitdsat és a munka jovbeli
folytatasanak segitését célozzak. Megel6z8 tudomdnyos tevékenysége kiemelkedd.
Sikeres védést és a kérdések adekvat megvalaszoldsat kovetéen a doktori cim

odaitélését javaslom.
Debrecen, 2015. januar 26.
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