Véalasz Dr. Balazs Margit, az MTA doktora biralatara

Mindenek elétt tisztelettel koszéndm Balazs Margit Professzor Asszonynak,
hogy elvallalta doktori munkam opponensi feladatat, valamint az elért eredményeinkre
vonatkozo elismerd szavait.

Valaszok a biral6 kérdéseire:

74. oldal ,a sejtvonalakban elvégzett igazolas utan a legjobb géneket
veserakos” mintdkban is megvizsgaltak és igazoltdak az LGALS8, a RAB17 és az
EPCAM gének 0sszefliggését a sunitinib-rezisztenciaval. Ezzel kapcsolatban egy
technikai kérdésem lenne: hogyan tértént a mintagydjtés a gyogyszeres kezelés elétt?
A betegek hany %-anak a mintait tudtak az analizisben felhasznalni?

A vizsgélathoz a mintagy Gjtés a Semmelweis Egyetem Urologiai
klinikajan tortént valamennyi eltavolitott veséb 6l, a daganat miatt elvégzett
mutét soran a patoldgiai protokoll részeként. A felha  sznalhatdé betegszamot
csOkkentette, hogy célzott terapias kezelés csak az  on betegeknél j6tt szdba,
ahol progresszié kovetkezett be, nekiink pedig csak ezekre a mintakra volt
szikségunk. Végs 6 soron a gy (jtott mintak 38%-at hasznaltuk fel a kutatas
soran.

A melanoma pathogenezisével kapcsolatba hozott génlistak 6sszehasonlitasa
soran 9 génlistat talaltak, melyek megfeleltek az analizis feltételeinek. Ezek a
kozlemények 2002-2005 kozott jelentek meg. Az analizist kbvetden jelentek-e meg a
feltételeknek megfelelé kdzlemények? Ha igen, mennyiben modositja a korabbi
megallapitasokat, ha ezeket az adatokat bevonjak az analizisbe?

A kilenc génlistat vizsgald tanulmanyunkban (Ref: G yorffy, J Invest
Dermatol, 2007) nem probaltuk meg az eredeti, nyers  adatokat Gjra feldolgozni.
Egyrészt ugy éreztik, hogy ez egy fontos hianyossag volt, masrészt szamos
tovabbi kdzlemény is megjelent, amelyek szintén tar  talmaztak génexpresszios
mintazatokat. Mindezek alapjan harom évvel kés 6bb készitettiink egy Ujabb
tanulmanyt, amelyre az értekezésben csak roviden ut  altam (Ref: Timar, Clin Exp
Metastatis, 2010). A masodik vizsgalat az els 6 vizsgalat eredményeit
meger Gsitette.

Mi lehet az elsédleges oka annak, hogy a génexpresszidés mintazatok alapjan
a melanoma attétképzdé potencialjaval kapcsolatba hozhatdé génlistakat nem tudtak
azonositani?



Ez nagy valészin (iséggel a tumorokon belili nagyfoku heterogenitasra
vezethet 6 vissza. Ezt tdmasztjdk ala a kovetkez 6 generacidés szekvenalasi
mérések eredményei is, ahol a melanoma a kolorektal is és a tud érak utan a
harmadik legtobb nem szinonim mutéaciot tartalmazé t umortipus volt (Ref:
Vogelstein, Science, 2013).

A melanoma génexpresszidos mintdzatok statisztikai e lemzése soran
altalunk alkalmazott PAM (Ref: Tibshirani, PNAS, 20 02) a t-préba alapjan lett

kifejlesztve. Ezért ez is azon a koncepcion alapul, hogy két csoportot akkor tud
egy gén jol megkulonboztetni, ha a csoportok kodzott i nagy kulénbség kis
csoporton belili szérassal tarsul. A PAM kiegészul egy ,soft thresholding”-nak

nevezett lépéssel, amelynek soran egy kiszéb folyam  atos emelésével a két
csoportot megkulonboztet 6 génlistdk hosszat csokkentjuk. Amennyiben a
tumoros szdvet nagyon heterogén, akkor a csoporton bellli széras nagyon nagy

lesz, és emiatt végs 6 soron nem lesz szignifikans a vizsgalt gén.

Léteznek-e olyan tanulmanyok, melyek a melanoma heterogenitds és a
génexpresszid kozotti kulonbséget a tumor kilonbdzé részeibdl szarmazd mintak
génexpresszios eltérései alapjan bizonyitjak be?

Igen, példaul jelenleg nyomdaban van egy kdzlemény, amelyben egyes
sejtek alapjan felallitott génexpressziés mintazatt al tudtdk a tumor
heterogenitasat mérni (Ref: Ennen, Oncogene, 2014).  Ennek soran a sejteket in
vitro felszaporitottak, majd egy 114 gént tartalmaz 6 panel expressziojat mértek
le.

Mi lehet az oka annak, hogy az irodalomban emlérak vonatkozasaban a k6zolt
mintazatok tobbsége nem volt képes a j6 és rossz prognozisu betegeket egymastol
elkaloniteni?

Ennek vélhet 6 oka az alkalmazott technoldgiak kiulonbségére vezet  hetd
vissza. Az egyes mérések RT-PCR, illetve egyszin (i vagy kétszin G gén chipek
felnasznalasaval keészultek. A kulonbéz 6 technolégiak egy-egy génnek
kulonboz 6 szakaszait meérik eltér 6 érzékenységgel és specificitassal. Ezeket az
eredmeényeket eltér 6 statisztikai modszerekkel értekelték ki. A MIAME ( Ref:
Brazma, Nature, 2001) bevezetése el 6tt még a chipek felépitését sem hoztak
mindig nyilvanossagra, a GEO altal hasznalt standar  dokat pedig csak 2006 o6ta
varjak el (Ref: Edgar, Nat Biotechnology, 2006). Mi ndezek 6nmagukban mar
okozhattak azt, hogy a régebbi génexpresszios mintd  zatok igazolasa nem volt

sikeres.

Azonban itt ki kell emelnem, hogy van egy tovabbi, valoszin lleg még
fontosabb tényez 6 is. Egy megbizhatd génexpresszids mintazat felderi  téséhez
tobb ezer mintara van szikség (Ref: Ein-Dor, PNAS, 2006), mikdzben a

mintazatok abszolut tébbségét maximum par szaz bete  gben azonositottak.



Amikor 20-50 ezer gén kifejez 6dését meérjuk egyszerre, akkor ezek az
esetszamok rendkivil alacsonyak.

Végezetil ezt még az is allhat a mintazatok alacson y reprodukalhatdsaga
mogott, hogy a tdbbszoros hipotézis tesztre sok ese tben nem korrigaltak. Ha 10
ezer gén mérése utan egy sima t-prébat csindlunk p< 0,05 mellett, akkor bioldgiai
eltérés nélkdl is azt varjuk, hogy 500 gén ,szignif  ikans” kilonbséget fog mutatni.
A nem megfelel 6 modszerek alkalmazasa miatt nem lehet mindig elkl  dniteni a

valoédi eredményeket a mérési zajtdl (Ref: loannidis , Lancet, 2005), ezért
kulondsen fontosak az altalunk végzett szamitasok. Amely mintdzatok ugyanis
nalunk is szignifikhnsak voltak, azok esetében ez | ényegében egy nagy

mintaszamu fliggetlen igazolast takar.

Milyen feltételeknek kell megfelelni ahhoz, hogy klinikai doéntéshozatalra
alkalmas génexpresszids adatok szulessenek?

Ahhoz, hogy egy Klinikailag is alkalmazott teszt be  kerlljon a
betegellatasba, megfelel 6 hatékonysagot kell elérnie. A hatékonysag
kbzgazdasagi fogalom, és azt veszi figyelembe, hogy mekkora befektetés
(vagyis koltség) mekkora hasznot (vagyis min  6éséggel korrigalt életévet) tud
adni.

Ettél fuggetlen a hatdsossag fogalma, amely nem veszi f igyelembe a
koltségeket, csak az elért hasznot. Mivel az orvoso k feladata els ésorban a
betegek gyogyitasa, ezért els ésorban a hatdsossag meérését veszem nagyito ala.
Statisztikailag leegyszer (siti a dolgot, hogy a kimenet szempontjabol kett 6
lehetséges eredmény varhatd: a teszt vagy azt jelzi elére, hogy a beteg a
terapiara rezisztens lesz, vagy azt, hogy érzekeny. Ezutan a beteg maga a
valésagban vagy érzékeny lesz vagy rezisztens. Haa z elérejelzés és a kimenetel
egyeznek, akkor a teszt valéban pozitiv (pld rezisz  tens) vagy valodi negativ (pld
erzeékeny) el 6rejelzést ad. Amennyiben akett 6 egymasnak ellentmond, akkor fals
pozitiv (pld a teszt rezisztenciat jelez, de a bete g érzékeny) vagy fals negativ (az
el6z6 forditottja) lesz az eredmény. A valoban pozitiv e  |6rejelzések aranya az
0sszes pozitiv eredményhez képest egyenl 6 a teszt szenzitivitAsaval — ez tehat
azt mutatja meg, hogy a rezisztens betegek mekkora aranyat talalja meg. A
valéban negativ el 6rejelzések ardnya az 6sszes negativ eredményhez kép est a
teszt specificithisa. A szenzitivitas és specificith s é&tlagat nevezzik

pontossagnak (accuracy).

Optimalis esetben a pontossag értéke 1-hez kozelit. Onkolégiaban ez
nagyon ritka eset, talan csak az dsztrogén receptor az, amelyik mar 0,9 koruli
ertéket el tud érni. A kereskedelmi forgalomban kap  hat6 tdbbgénes tesztek ma
0,7 koruli pontossagot tudnak felmutatni. Talan egy egyszer U Okdlszabalyként
lehetne azt definialni, hogy minden 0,7 feletti tes zt alkalmas lehet Klinikai
dontéshozatalra, minden 0,8 feletti tesztet célszer  ( valoban bevezetni és minden
0,9 feletti tesztet a felmerll 6 kdltségekkel nem tér 6dve azonnal be kell vezetni.



Irodalmi adatok szerint az dsztrogén receptor fokozott kifejezédés inkabb az
alacsony malignitasi daganatokra jellemzd, ugyanakkor a jel6lt altal vizsgalt
mintakban és alkalmazott kiértékelés soran sikertlt harom olyan gént talalni — koztik
az 0sztrogén receptor 2-t-, melyek a tuléléssel szoros korrelaciot mutattak. Mennyire
alkalmas ez a hdrom gén a tulélés eldrejelzésére petefészekrdkoknal?

Valéban azt talaltuk, hogy a hormonrendszerrel kapc  solatba hozhato
tobb gén is 6sszefliggott a tuléléssel. Az ESR2 (mas néven 0sztrogén receptor
béta) az dsztrogén receptorok egyik tipusa, amelyik az ESR1-el ellentétes hatast
fejt ki, a progeszteron receptor pedig egy, az 06szt rogén receptor altal
szabalyozott gén. Mindez arra utalhat, hogy a hormo  nterapia a petefészekrakok
esetében is hatasos lehet.

Sajnos azonban az eddigi terapias probalkozasok nem hoztak
eredményt. A platina rezisztens petefészekrakok ese  tében alkalmazott szelektiv
0sztrogén receptor modulator tamoxifen kezelésre a betegek 13%-a (Ref:
Markman, Gynecol Oncol, 1996), a nem szteroid aroma taz géatlo letrozolra a
betegek 0-15%-a (Ref: Ramirez, Gynecol Oncol, 2008; Papadimitriou, Oncology,
2004; Bowman, Clin Cancer Res, 2002), anastrazolra pedig 0%-a (Ref: del
Carmen, Gynecol Oncol, 2003) reagalt.

Ezek alapjan az lehet val6szin G, hogy bar ezek a gének alkalmasak
prognosztikus biomarkernek, azonban egyel 6re prediktiv biomarkerként nem
alkalmazhatéak. Valoszin G, hogy a kés ébbiekben tovabbi markerek egyidej
alkalmazaséaval még fogunk tudni olyan alcsoportokat azonositani, amelyekben
a hormonkezelés is hatasos lehet.

Egy most megjelent kézleményben 1525 petefészekrdk meta-analizisének
eredménye mennyiben hasonlithaté a jel6lt eredményeihez? (Riester M et al.: Risk
prediction for late-stage ovarian cancer by meta-analysis of 1525 patient samples. J
Natl Cancer Inst. 2014)

A Riester és munkatarsai altal elvégzett vizsgalat nagyban hasonlit az
altalunk kett 6 évvel kordbban elvégzett tanulmanyhoz. Nagy adatha Imaz meta-
analizisével kezdték, majd az eredményeket RT-PCR-e | és IHC-val igazoltak.

Azonban a megvalaszolt kérdések teréen eltért a két elemzés: a mi
vizsgalatunkban a tulélést el 6rejelzését az Osszes beteg esetében néztik, a
betegek csoportba osztasa soran pedig a hisztologia i altipusok elkilonitésére
fokuszaltunk. A gének vizsgalatdahoz mi a ,Siginific ance Analyisis of
Microarrays” statisztikai algoritmust hasznaltunk ( Ref: Tusher, PNAS, 2001),
amelyet nem arra fejlesztettek ki, hogy egy génexpr  esszids mintazatot hozzon
létre, hanem hogy minden egyes génre megvizsgalja, hogy az a gén
szignifikansan eltér-e?

Ezzel szemben Riester-ék az els 6 génexpresszidos mintazatukban a
tulélést csak az el 6rehaladott szerdzus petefészekrakok esetében vizsga  Itak, a
masodik mintdzatukban pedig a debulking statusz, va  gyis tulajdonképpen a



sebészet sikerességének az el Orejelzésére hoztak létre génexpresszid alapu
mintazatot (amely tehat tobb gén egyidej { mérését felhasznéalva ad el orejelzést).
Bar mas géneket azonositottak, azonban a fentiek mi  att nem is varhatjuk, hogy
a két vizsgalat eredménye egymassal megegyezzen.

Végezetul még egyszer kdszoném Dr. Balazs Margit alapos biralatat és azt,
hogy a doktori cim odaitélését javasolja.

Budapest, 2014.10.21.

Gyérffy Balazs



