Opponensi vélemény dr. Pajor LaszI6: Klondlis heterogenitds és evolucio haematologiai
daganatokban c. MTA doktori disszertdciojarol

A disszertacio az onkoldgia egyik ha nem a legnagyobb problémdjat és dogmdjat elemzi a malignus
daganatok klondlis homogenitasat vagy heterogenitdsat. Sokdig élt az a nézet hogy a malignus
daganatok un. klondlis betegségek egy transzformadlt sejtbél indulnak ki és alapvet6 genetikai
jegyeiket tekintve relative homogének. Késébb ez a dogma annyiban finomodott hogy a
haematoldgiai daganatok klonalis betegségek mig a szolid daganatok nem azok. Mdra igazoldst nyert
az hogy a malignus transzformacio lényege a kromoszomalis és genetikai instabilitds és mint ilyen
klonalisan heterogén daganatokat eredményez és ez barmely daganatféleségben kimutathato, a
haematoldgiaiakban is. Ez utdbbi daganatokban Pajor doktor 25 éves kutatdsai is jelentGsen
hozzajarultak a korabbi dogma megtoréséhez. Csak sajnalni lehet hogy a disszertacié illetve annak
bevezetGje nem adott elég teret a fenti dogma kialakuldsanak és megtorésének torténeti
attekintésére és az elmult évek ismereteinek dsszefoglaldsara, a szolid daganatok és haematoldgiai
daganatok kozotti arkok lebontasara ami segitene a klinikai onkoldgia és a haematoonkoldgia kézotti
falak bontdsahoz is.

A disszertacio szerkezete sajatos elegye a Tézis-szer(i és publikaciok mellékelését jelenté formanak és
a szabalyos Maddszer-Eredmények-Diszkusszid klasszikus formanak. Az Anyag és Mddszer rész 30
oldal és az egyes dolgozatok mddszertananak részletes ismertetését tartalmazza, bar itt is
kovetkezetlen a szerzé a 4 alfejezet tekintetében mert az Eredmények/Diszkussziok 5 taguak. (ez
aztan a birdlé dolgat nehezitd faktorra valik....) Igen zavard hogy az egyes dolgozatok tematikajanak
megfelel6en szinte cikkenként Eredmények és Diszkusszidval taldlkozunk 100 oldalon at, és ez nem
azért zavaré mert nehéz atragni magunkat a disszertacion hanem mert toredezetté teszi az amugy
hatalmas munkdssag egységben vald értékelését, a bels6 Osszefliggések megtaldlasat és az igazi
Ujdonsagok kiszemezését. Az irodalmi hivatkozdsok sajnos megint az egyes témakorokre bontottak
40 oldalon at, gyakorlatilag az eredeti kozlemények hivatkozaslistdi, nem egységesen szamozottak,
ujfent megnehezitve a tdjékozddast. Megjegyzend6 hogy a kimerit6 irodalmi hivatkozaslista alig-alig
tartalmaz ujabbakat, néhdny 2012-14 kozotti dolgozat kivételével gyakorlatilag 1990-2010 kozottiek
megerd@sitve azt a kordbbi észrevételemet hogy a sok és jelentés eredmény nem igazan kerdlt
megfelelSen friss nemzetkdzi megvildgitasba.

Maga a disszertacio 27 kozleményre épil melyek koziill 23-ban els6/utolsé tehat meghatarozo
szerepet jatszo a jelolt, ezek 6ssz-IF-a 50.6 (ami nem tilinik magasnak), idézettségiik 238 am ezek
gyakorlatilag fele D1-es (4db) és Ql-es (6 db) magas mindsitési kdzlemény.

A Disszertacio er8ssége az Anyag és Modszer fejezet Ujdonsdgtartalma amely atnyulik az Eredmények
fejezetbe is mivel ez a XX. szdzad utolsé évtizedének jelentés mikroszkdpos technoldgiai fejlesztésére
alapult, az automatizalt mikroszképidara, amely lehetévé teszi a targylemezeken |évé sejtek
lokalizaciojat, ujra-elemzését sokféle maodszerrel (IHC és in situ hibridizdcid kombinaldsa),
sokparaméteres elemzés és in situ citofluorimetria. Ennek feltétele megfelel6 morfometriai
szoftverek innovativ tovabbfejlesztése volt amelyben a jelolt aktivan részt vett (ATTOFLUOR, VIDAS,
IMAN). A késGbbiekben a digitalis mikroszkdpia felhasznaldsdval az ilyen analizisek 3D rekonstrukcios
formadi is lehet6vé valhattak amelyben a jeldlt szintén aktivan vesz részt (3D Histech).




Nagyszamu gyermekkori pre-B-ALL elemzésére 8 paraméteres iFISH mddszert dolgozott ki és
kimutatta hogy az alacsony és a magas hiperdiploid alcsoportokban kromoszomaszam-elemzéssel
6.9/10.2 mig az érzékenyebb mddszerrel 15.3/26.7 egyedi szubkldon azonosithato, amelyek a
kromoszomdlis instabilitas eltér6 mértékét reprezentdljak. Megjegyzendd, hogy ez a nagymértéki
klondlis heterogenitas nagyon hasonlit a szolid daganatokban megfigyeltekhez. iFISH elemzései azt is
bemutattdk, hogy a klonok keletkezésének milyen a hierarchidja, ami a 21-X-14 k&z6s Gsre épil. A
vizsgalatok eredményeként egy triplex FISH eljarast dolgozott ki a diploid preB-ALL statusz
meghatarozasara amelyet szabadalmilag is levédett.

Hazai nagyszamu preB-ALL csoportban elemezte a 12/21 transzlokaciét mutatd ETV6/RUNX1 fazids
génnel jellemzett alcsoportot: incidencidt 20%-nak itélte meg hazédnkban. Az dltala kidolgozott KIIF
modszerrel az ilyen leukémidk MRD statuszanak elemzése 10-4 érzékenységgel lehetséges: a
modszer érzékenysége meghaladta a PCR alapt mddszerekét. A betegség szubklinikai stadiumaban a
csontvel6ben 12/21 transzlokaciét mutatd leukémia prekurzornak tarthatd sejteket azonositott
amelyek prognosztikus szerepét is bemutatta. A szerzé ,in utero” keletkezé leukemia prekurzor
sejtekként jellemzi ezeket: kérdésem hogy orokletes vagy in utero-szerzett génkdrosoddsnak gondolja
ezt a kromoszomadlis transzlokdciot ezen betegekben?

Az iFISH technikat alkalmazta arra is hogy egy 17 betegbdl all6 Ph+ ALL kohorszban megkisérelje
igazolni egyértelmlen a CML- vagy valddi primer ALL természetet/eredetet. Elemzései a CML- eredet
melletti adatokat szolgdltattak, a kohorszban primer ALL-re utalé jelek nem voltak. Egy masik
Essentialis Thrombocytaemia kohorszban (64 beteg) szintén a bcr-abl/Ph+-ads jelentGségét elemezte,
vagy is hogy nem-e lehet kapcsolata Ph+CML-lel. Az ilyen konstelldcié hazankban ritka (6.3%), de az
ilyen ET morfoldgiailag megfelel a Ph-ET-nek. A szerzé feltételezése szerint az ET és CML k6z6s
genetikai dse a Ph+ sejtklon. Kérdésem hasonlé a kordbbihoz: 6rokélt vagy szerzett kromoszomdlis
kdrosoddsnak gondolja és mi lehet a carcinogén tényezé emogott?

A szerz0 sajat anyagon is igazolja hogy a CML tipusi MPS-ben bcr+ és ber- klénok is vannak, bar Ph+
valamennyi....ebbdl azonban meglep6 kovetkeztetésre jut: a abl-gatld TKI terdpia monitorozdsa
szempontjabol a DNS alapt moddszert részesitené el6nyben. Miutdn az abl-inhibitorok a fehérjén
tudnak csak hatni, véleményem szerint az mRNS alapi MRD tesztelésnek kell lennie az evidencia
alapu predikcios diagnosztikdnak! KIIF technikdval Ph+ HCL-t is talalt amely CML talajan keletkezett.
Elemezte azt is hogy a B-sejtes fenotipus MPN-ben gyakoribb mint a detektalhaté genetikai markere
az IgH-R+ (32% versus 5%). Szomatikus hipermutdcio analizissel egy pre- és postfollicularis eredetdi
CML- varians létezését tételezte fel amely kiilonbozik a CML-LVC formatél.

A célzott terdpia el6tti id6b6l szarmazd CML kohorszban elemezte a ber-abl expressziot és annak igen
nagyfoku heterogenitasat észlelte és tapasztalta annak fliggetlenségét a tumortémegt6l. Az IFN-
kezelés hatdsdra a bcr-abl expresszié csak a major citogenetikai valaszt mutatd alcsoportban volt
észlelhetd. A mai korszerl TKl-kezelt CML betegcsoportban is hasonlé megfigyelést tett. Az iFISH
mintdak automatizalt feldolgozasara/értékelésére 3D-iFISH mddszert dolgozott ki és meghatarozta
pozitiv és negativ prediktiv erejét a major citogenetikai valasz szempontjabol (15% csontvelGi
hatarértékkel kalkulalva).

Nagyszamu periférids T sejtes lymphoma korlefolydsa soran kimutatta hogy az immunszuppresszid
hatdsara EBV+ B-sejtes klonok nagyméretli felszaporoddsa kovetkezik be és ezen sejtek
immunfenotipusuk és genotipusuk alapjan a klasszikus Hodgkin kor RS sejtjeinek felel meg. A szerzé
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véleménye szerint a megfigyelt folyamat a Hodgkin kor keletkezésének ,in vivo” modelljét

szolgaltatja és un. in situ betegség stddiumanak tartja.

A fentiek kozll Uj eredménynek az alabbiakat fogadom el:

1.

Gyermekkori per-B-ALL hiperdiploid alcsoportjdban elemezve a klondlis heterogenitdst
megdllapitotta hogy a k6z6s Gs egy 21-X-14 kromoszdma triplet kdrosoddssal jellemezhetd.

A diploid pre-B-ALL meghatarozdsara egy triplex iFISH moddszert dolgozott ki és
szabadalmaztatott

Az altala kidolgozott kombinalt immunfenotipus-interfazis FISH eljardssal a pre-B-ALL egy
molekuldris alcsoportjanak (12-21 kr. transzlokaciés forma) MRD statusza nagyobb
érzékenységgel elemezhetd mint PCR-alapi modszerekkel

Kidolgozott egy 3D-iFISH mddszert amely a CML bcr-abl genetikai kdrosodasanak
detektdldsdra kivdléan megfelel

Periférias T sejtes lymphomak elemzésekor EBV+ B-sejtes klonok felszaporodasat észlelte,
amelyek immunfenotipusuk és genotipusuk alapjan Hodgkin kor RS sejtjeinek feleltek meg,
ezzel a Hodgkin kor keletkezésének lehetséges mechanizmusat mutatta be.

Az opponens a disszertacio nyilvanos vitdra tlizését javasolja és egyben annak eredményei alapjan az
MTA doktora fokozat odaitélését is.
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