Valasz Prof. Méhes Gabor biradlatara és kérdéseire

Szeretném kifejezni kdszonetemet Méhes Gabor Professzor Urnak a disszertaciom

minden részletre kiterjed6 alapos attanulmanyozasaért, az elismerd szavakért és a segit6
szandéku kritikai észrevételekért. Kiilon koszondm azt a megjegyzést, hogy ,egyes kivdlo
minéségli mikroszkopos felvételek mérete indokolatlanul kicsi”, mivel a disszertacid
Osszeadllitasakor tobbszor is lebeszéltem magam a szovettani képek nagyobb méretben vald
abrazolasarol.
Ami az egyes tanulmanyok atfedését illeti, az a vizsgalatainknal — a betegekre vagy a
tumormintdkra vonatkozéan — kevesebb volt mint 10%, igy nem volt lehet6ség a javasolt
keresztbe validaldsra. Nagyon halas vagyok a tdbb vizsgdlaton is ativel§ Osszefliggések
tanulmanyozasara vonatkozo javaslatokért. Mentségemiil szolgal, hogy a hianyolt elemzések
— igy példaul a peritumordlis agyddéma és az agyi attétben detektalt immunsejtek denzitdsa
kozti Osszefliggés vizsgdlata — a Nemzeti Agykutatasi Program keretében jelenleg is zajlé
projektjeink egyik f6 témdja, kiegészitve a mononuklearis immunsejtek fenotipizalasaval,
tovdbba az agydédéma patomechanizmusat kutaté immunhisztokémiai vizsgalatok (pl.
aquaporinok, VEGF[R], tight junction proteinek) elvégzésével.

Koszonom a 26. abrara vonatkozo kritikai észrevételt. Valdban, az dbraalairasban felcserélésre
kerilt a kék és sarga szin, szerencsére azonban az dbra — szinskaldra vonatkozé — belsé szinkéd
magyarazata egyértelm(ivé tette az adatok értékelését. A 14. Tdblazatban olvashaté 17
marker és a szovegben kés6bb emlitett 29 marker kozti latszélagos ellentmondds kénnyen
feloldhatd, mivel a tdblazat csak azokat biomarkereket mutatta be, amelyek az egyes vizsgalati
csoportok kozott expresszids kiilonbséget mutattak, tehat a 29-bdl 17-et. Erre utaltunk a
tablazat cimében is.

Az opponensi véleményben feltett kérdésekre valaszaim az aldbbiak:

1. Létezik-e olyan tiidérak adatbdzis, ahol hasonlo vizsgdlatok eredményei nagy szamban
elérheték és ahovad a kutatdsi adatokat feltéltve az értékes eredmények — tul a publikdacio
adta lehetéségeken — tovabbi kutatdsok szamdra elérhet6k? Mennyire volndnak az ilyen
adatbdzis elemzések hasznosak egy adott bioldgiai mechanizmus szerepének gyors
validdldsdra?

A tliid6rdk-adatbazisra vonatkozd kérdés a transzlacids tlid6rak kutatas kulcskérdése, ami
mellett megemliteném még az archivalt fagyasztott tumormintak szerepét is. Tlid6rakban
rendelkezésre allnak in silico génexpresszié elemzést lehet6vé tevé adatbazisok (GEO
Database, COSMIC Database), azonban munkacsoportunk kutatasai alapjan is elmondhaté,
hogy ezek hasznalata magas szintl informatikai tudast igényel, emellett az adatbazisokban
rogzitett klinikai adatok mennyisége és minGsége nagyban meghatdrozza az eredmények
kiértékelhet6ségét [Krzystanek, Biomarker Res, 2016]. A klinikai adat- és szovettani-
mintabazis kérdéskore rendkivil nagy jelentdségl a ritkan el6forduld tiidérakok esetében,



gondolok itt elsGsorban az adenoid cystikus carcinomara vagy a mucoepidermoid
carcinomdra. Mindemellett manapsag mar a ritkan el6forduld driver mutdacio pozitiv esetek is
(pl. NTRK, RET, HER2) , ritka tlid6rak” tipusnak tarthatok, ezért az ilyen adat- és mintabazisok
kialakitasa létfontossagl lenne a tovabbi kutatasokhoz. Altalanossagban elmondhatd, hogy
Eurépdban nincsenek tiidérakra vonatkozd, nyilvdnosan elérhetd, nagy volumen( archivalt
tumormintdkkal és részletes klinikai adatbazissal rendelkez6é centrumok. Ugyanakkor éppen
az ilyen adat- és mintabazisok hidanya tette lehet6vé szamunkra, hogy az Orszagos Koranyi
Pulmonolégiai Intézet igen nagy betegforgalmat és informatikai lehet&ségeit kihasznalva
bekapcsolédhassunk Charles Swanton londoni professzor kutatasi projektjébe, amelynek
eredménye a Nature Medicine-ben kerilt publikalasra [Biswas, Nat Med, 2019]. (Ez a munka
kdzvetlenll nem szerepelt a disszertdcidmban.)

2. EGFR genetikai vizsgdlatok (7.3.2. fejezet, 95. oldal): EGFR génrégid FISH vizsgdlatai 97/118
esetben vezettek eredményre, melyek kézott 39 (40%) FISH pozitiv mindsitést kapott. Az
elnevezés nem szerencsés, mert bdrmely, a normdlistdl eltéré eltérést magdban foglal, dm
egyes, lényegtelennek tartott eltérések (pl. a 14% kordili triszomids eset) ebbdl a csoportbol
késébb kikertiltek. A révid leirdsbol nem vildgos, hogy a FISH-pozitivitds a génamplifikdcion
tul a meggy6z6 poliszomidt jelenti? Az dsszehasonlitdsbdl Iathatd (52. dbra), hogy a
fehérjeexpresszio, a kopiaszdm eltérés és a mutdcids stdtusz az amplifikdlt eseteket
leszamitva jelentGs ésszefiiggést nem mutat, igy érdemes lett volna a poliszémids, ill.
triszomids eseteket kiilén is elemezni, fehérje, mutdcio szempontjabal.

Nagyon kdszondm Professzor Ur kritikai észrevételeit és javaslatait. Fontos hangsulyozni, hogy
erre a vizsgalatra az EGFR diagnosztika igen korai szakdaban kerilt sor, amikor még szamos
kérdés tisztazatlan volt. Mi abban az id6ben a Frederico Cappuzzo altal javasolt klasszifikaciét
hasznaltuk a FISH-pozitivitas megallapitdasahoz [Cappuzzo, JNCI, 2005]. Ily médon pozitivhak
minGsitettiik a mintat, ha a sejtek 15%-aban amplifikacié vagy 40%-aban poliszémia volt
igazolhaté. Rendkiviil izgalmas, és tovabbi vizsgalatokat slirgetd kérdés, hogy hol huzzuk meg
a ,treshold” ot, mivel elgondolkodtatd, hogy a sejtek egy kis részének erés vagy kevesebb mint
felének kozepes képiaszam emelkedése meghatdrozhatja az egész daganat bioldgiai
viselkedését.

3. A 7.3.3.1. alfejezetben az EGFR génvaridnsok vizsgdlata kapcsdn a ritka EGFR varidnsok is
kimutatdsra keriiltek, bdr ezek egy része minden valdszinliség szerint nem relevdns anti-
EGFR terdpia szempontjabdl. A ritka varidnsok esetében a bioinformatikai adatbdzisok
rdaddsul bizonytalan, ellentmonddsos megdllapitdsokat tiikréznek, igy a patogén/onkogén
besorolds mellett gyakrabban ismeretlen (unknown), vagy éppenséggel joindulatu (benign)
meghatdrozds is szerepel. Milyen mértékben sikeriilt az EGFR génszekvendlds utdn a ritka
varidnsok egzakt prognosztikai, prediktiv besoroldsa tanulmdnyaik sordn?

Vizsgdlatunk soran két olyan ritka EGFR mutaciét detektaltunk, amelyek szenzitizald
mutdcidnak tarthatok és irodalmi adatok alapjan kedvezd prediktiv faktorok. Ezek a G719X és
az L861Q mutacidk. 2015-ben a ritka mutacidk pontos prognosztikai és prediktiv értéke még



nehezen volt meghatarozhatd, azéta jelentésen bdviiltek az adatbazisokban (pl. COSMIC)
rogzitett terapids eredmények. A kdzleményiink szupplementumanak I. Tablazatdban magunk
is tételesen felsoroljuk az egyes ritka mutacidkat, az alkalmazott EGFR-TKI fajtajat, a terapias
vonalat és a RECIST szerinti terdpias valaszt, jelezvén azt is, hogy mely mutacidk szerepeltek
mar korabban is a COSMIC adatbazisban (http://links.lww.com/JTO/A803).

Az exon 18 G719A mutacidéval kapcsolatban késébb Ujabb sajat tapasztalatot szereztiink, mivel
egy agyi attétes betegiinknél gefitinib kezeléssel tartds remissziot sikerult elérni [Puskds, Med
Thor, 2016].

4. Kifejezetten érdekes kérdés az EGFR aktivdcio megkdzelitése pEGFR IHC alkalmazdsdval a
génmutdcios stdtusz fliiggvényében (7.3.5. fejezet). Vajon vannak-e hasonlo eredmények
(PEGFR) az EGFR gén amplifikdcidjdval kapcsolatban is? Milyen mértékben jdrhat a
génamplifikdcio a pEGFR utvonal aktivdcidjaval? Szoba jéhet-e a pEGFR IHC mint
praktikusan alkalmazhaté surrogate marker?

A szakirodalom alapjan sem tiddé adenocarcinomaban, sem pedig az ugyancsak intenziven
vizsgalt colorectalis carcinomaban nem figyelhet6 meg 6sszefliggés az EGFR génkdpiaszam és
az EGFR protein expresszid kozott; az utdbbi daganattipusban emellett pEGFR expressziot is
vizsgaltak [Hirsch, JCO, 2003] [Lievre, Br J Cancer, 2017]. Ennek egyik f6 oka az, hogy a
kdpiaszam emelkedés mérsékelt, még ha el is éri az amplifikacid szintjét (>4). Masrészt
mindkét daganattipusban relative ritka a kdpiaszam emelkedés. Mindemellett a pEGFR
pozitivitds hatterében nemcsak az EGFR konstitutivan aktiv mutacidja dllhat, hanem feed-back
aktivalas is, amit nemcsak a RAS/RAF, hanem a HER2 is okozhat, mutacié vagy amplifikacio
révén.

5. A 7.3.6. fejezetben a szerz6 a KRAS mutdciok kérdését elemzi tiidérak mintdkban.
Megdllapitja, hogy a vizsgdlat érzékenysége 10% tumorsejt ardny alatt nem megfeleld,
ilyen esetek eredményei taldn nem is szerepelnek. A KRAS mutdns tiid6 ADC-k ardnya
tanulmdnyukban 32,1% bizonyult, ami mai szemmel nézve kissé alacsony, jelen technoldgiai
platform alkalmazdsdval a KRAS variansok ardnya 40% koriili. Vajon mindez az alacsony
allélfrekvencidval jelentkez6 esetek a kordbbindl (Sanger szekvendlds) jobb
kimutathatdsdga koévetkeztében alakult igy? Mi a véleménye a jelbltnek a fokozott
érzékenységli modszerekkel kimutatott, nem domindns (alacsony VAF) mutdns allél
jelentdségérdl, prognosztikai, klinikai szerepérdl?

A KRAS mutdciokat elemzé elsé vizsgalatunk 2014-ben jelent meg. Ekkor még a 12-es és 13-as
kodon mutacidinak a detektalasa el6szor KRAS RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) mddszerrel tértént, majd a pozitiv mintdk kertltek Sanger szekvenaldsra.
Ennek megfeleléen a KRAS egyéb mutdcidit és az alacsony allélfrekvencidju eseteket nem
tudtuk kimutatni.

Bizonyos esetekben allél-specifikus kompetitiv gatlds mellett zajlé PCR-rel detektdlni lehet
KRAS mutaciét olyan mintdkban is, ahol a legtébb szekvendlasi eljaras nem tudja a mutaciét
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kimutatni [Myers, Per Med, 2015]. Lehetséges, hogy ezek a nem dominans KRAS mutans
szubpopuldcidk is hozzajarulnak a célzott terapidval szembeni rezisztenciahoz. Ezt erGsiti az a
preklinikai vizsgalat is, amelyben tlidérakokbdl inditott szferoid- es organoid-tenyészetek (ex
vivo) erlotinib kezelése soran a kezdetben alacsony allélfrekvencidju KRAS mutdciok
frekvencidjanak novekedését figyelték meg [Banda, Plos One, 2020].

A mutdns allél frekvencia (MAF) klinikai jelent6ségét magunk is fontosnak tartjuk, és az EGFR
esetében vizsgaltuk is. A jelen disszertdcido beaddsat kovetGen publikaltuk azon
eredményeinket, melyek szerint EGFR mutans tiidé adenocarcinomdban a 270% EGFR MAF a
fliggetlen prediktora a hosszabb PFS-nek [Gieszer, Transl Lung Cancer Res, 2020 in press].
Fentiek alapjan a fokozott érzékenységl mddszerekkel kimutatott néhany %-os MAF klinikai
szerepe még nem kell6en tisztazott, mindemellett nem szabad figyelmen kiviil hagyni a
tuddérakban gyakran megfigyelheté tumor heterogenitdst sem.

6. A 7.4.2. és 3. pontban a PD1 és PD-L1 expresszié viszonyai keriiltek a kézéppontba. Uj
markerek bevezetése kapcsdn mindig felmeriil a kérdés, hogy a hazai betegdsszetétel
milyen mértékben felel meg az elsé nemzetkézi (els6sorban amerikai) kézléseknek. Sajnos
az értekezésben bemutatott adatokbdl a valds statisztikai eredmények (pozitiv esetek %-
ban) szdmomra nem deriiltek ki, igaz, a betegésszetétel nem feltétleniil alkalmas a
célcsoport nagysdgdnak a felderitésére (randomizdcid). Rendelkezésre dllnak-e a
magyarorszdgi tiidérakok PD-L1 pozitivitdsdra vonatkozd, sajdt, vagy mds forrdsbol
szdrmazo statisztikai szamadatok és mik az ebbél levonhatd tanulsdgok?

Nagyon készdndm Professzor Urnak ezt a kérdést, mert pontositdsra ad lehet&séget. Valéban,
sem az agyi attétes munkdnkban sem pedig a primer tliidérakok elemzése soran nem kozoéltik
a PD-L1 pozitivitdsra vonatkoz6 szdzalékos megoszldst. A 208 adenocarcinoma agyi attétében
a tumorsejtek PD-L1 expresszids ardnya (TPS) az aldbbi volt: <1%: 35,2%, 1-49%: 43,0%, >50%:
21,8%. A 268 primer tid6 adenocarcinoma szovetmintaban a TPS a kovetkez§ volt: <1%:
26,0%, 1-49%: 59,0%, 250%: 15,0%. Fontos hangsulyozni, hogy sajat vizsgalatainkban csak
adenocarcinomdkat tanulmanyoztunk és a legkevésbé szenzitiv SP142-es antitestet
alkalmaztuk.

Ami a hazai adatok nemzetkozi adatokkal valé 0sszevetését illeti; Velcheti és mtsai 2018-ban
kozolték 6024 1IB/IV stadiumu, nem-kissejtes tiddérakos beteg PD-L1 immunhisztokémiai
adatait az Egyesiilt Allamokbdl [Velcheti, Plos One, 2018]. A 22C3 és 28-8 antitestekkel végzett
immunreakciék eredményei 0Osszhangban voltak egymassal, azonban az SP142
szenzitivitasban elmaradt a tobbit6l. A legnagyobb esetszammal (n=3799) a 22C3 antitestet
vizsgaltdk, és a kovetkez6 TPS megoszlast talaltak: <1%: 38,7%, 1-49%: 28,6%, 250%: 32,8%. A
hazai PD-L1 expresszios adatok 6sszesitése és kozlése jelenleg folyamatban van, errél Dr. Téth
Erika OsztdlyvezetS F6orvos (Orszdgos Onkoldgiai Intézet) széban tajékoztatott. Ugyancsak
t6le szarmazik 593 hazai nem-kissejtes tlid6rakos beteg tumorminta PD-L1 TPS% elemzésének
eredménye is 2019-bél, 22C3 antitesttel: <1%: 33,7%, 1-49%: 34,7%, >50%: 31,5%.
Osszességében tehat elmondhatd, hogy a hazai tiid6rak PD-L1 expresszids eredmények



osszhangban allnak a nemzetkozi adatokkal, ugyanakkor fontos a tovabbi adatgylijtés és
adatfeldolgozas szovettani és molekuldris altipusok, tovabba az alkalmazott immunterapia
hatdsossaga szerint is. Az eredmények 6romtelinek mondhatdk abbdl a szempontbdl, hogy az
immunterapia kedvezd prediktiv faktoranak tarthaté PD-L1 TPS 2>50% a betegek
egyharmadaban kimutathatd, és még tovabbi kozel egyharmaduknal is igazolhatd kisebb
mértékd PD-L1 expresszid a tumorsejtekben.

7. Ugyanebben a fejezetben meglepSen stabil ésszefiiggést tudtak kimutatni primer
tumor/metasztdzis PD-L1 expressziojanak viszonylatdban. Ez felveti azt a gyakorlati
kérdést, hogy metasztatikus folyamatban esetleg valdban elégséges lehet-e a primer minta
IHC tesztelése immun-checkpoint terdpia indikdcidjdara?

A felvetett kérdés megegyezik a mi vizsgalati célkitlizéstinkkel. A tidérakban megfigyelhet6
30-40%-o0s agyi attét gyakorisag — de emlithetném a hasonlé gyakorisdgu csontattétet is —, a
klinikum oldalarél kényszeritette ki a kérdésfelvetést. A betegek jelentds részénél ugyanis
nincs lehet&ség a tavoli hematogén attét biopsziat koveté immunhisztokémiai vizsgalatara.
Azon esetekben, ahol a primer tumor szévettannal — kilondsen pedig sebészi szévettannal —
lett verifikdlva, a kés6bbi PD-L1 immunhisztokémiai vizsgdlat konnyen elvégezhetd. Egyes
esetekben pedig akar forditott is lehet a kérdés, amikor a tidérak gyanuja azaltal meril fel,
hogy pl. agybdl vagy csontbdl eltdvolitasra keriilt egy TTF-1 pozitiv adenocarcinoma attét. A
vizsgdlatunk soran észlelt igen szoros pozitiv korreldcié tdmogatja azt a feltételezést, miszerint
a primer tumor és annak metasztazisa igen hasonld PD-L1 expresszids szinttel rendelkezik,
ugyanakkor éppen sajat vizsgalataink intenek bennlinket dvatossdgra, hiszen kemoterapiat
kovet6en egyes betegeknél megvaltozott PD-L1 expresszidt detektaltunk [Rojkd, J Cancer Res
Clin Oncol, 2018].

Osszefoglalasképpen ugy vélem, hogy minden olyan esetben, amikor az attétnek — vagy akar
a primer tumor recidivajanak — a lokalizacidja és a beteg allapota lehet6évé teszi a rebiopsziat,
akkor éljunk ezzel a lehet6séggel, ha azonban erre nincs mdd, akkor hasznaljuk fel a korabbi
archivalt szévetmintat.

Végezetiil ismételten megkdszondm Méhes Professzor Ur részletes és alapos birdlatat, az
elismer@ szavakat és tovabbi kutatasokat inspirald megjegyzéseit, és kérem, hogy fogadja el a
kérdéseire adott valaszaimat.
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