Valasz Dr. Szalai Csaba, az MTA doktora biralatara

Haldsan kdszondm a dolgozat minden részletre kiterjedd kritikai biralatat
valamint a kutatasaink soran elért eredmények elismeré méltatasat.

Valaszok a biral6 kérdéseire:

A TagMan RT-PCR validaciéhoz tartozo cikkben van egy tablazat, amelyben
tobb mint 20 esetben a kllbnbséget jelzé P érték nagyobb, mint 0,05. Ez azt jelenti,
hogy nem minden esetben sikeriilt igazolni a microarray eredményeket? Mekkora az
egyezes a kétféle modszer k6zott?

A vizsgalatban 6sszesen 46 génre végeztink TagMan R T-PCR validaciot.
Mivel olyan géneket valasztottunk ki, amelyek t6bb génnel valé rezisztenciaval
is kapcsolatban voltak, ezért ennél tobbet, 6sszese n 76 rezisztencia-
génexpresszid kozotti kapcsolatot tudtunk igazolni. A 24 nem szignifikans
0sszefliggés alapjan a gén chipek és az RT-PCR eredm  ényei 76%-ban egyeztek.

A 4.5. pontban a szdvegben az szerepel, hogy 40 sejtvonalbol 27 rezisztens
leanyvonalat fejlesztettek ki. Ezzel szemben a 18. abran, illetve a hozza tartoz6
cikkben is az szerepel, hogy 2 sejtvonalbdl 29 leanyvonalat fejlesztettek ki. Melyik az
igaz?

Osszesen 29 rezisztens sejtvonalat fejlesztettink k i, ezért van az
ertekezés 18. abrajan is 29 sejtvonal. Azonban az R T-PCR méréseket csak 27
sejtvonalra végeztik el, mivel tébb vizsgalatot 6ss zevonva futtattunk meg és
nem volt annyi uUres hely, hogy az 6sszes sejtvonala  tlemérjik. A 4.5 pont alatt a
két szam sajnos felcserél 6dott.

A 68. oldalon szamomra egy kicsit homalyos megfogalmazassal az olvashato,
hogy azt talaltak, hogy egy-egy sejtvonalban a rezisztencia kialakulasanal mindéssze
egy-két mechanizmus volt aktiv. Ez az addig kdzoltekbdl szamomra nem kdvetkezik.
Mibdl allapitottak meg?

Ennek a hatterét a 19. abra mutatja, ahol egy szink  éddal abrazoltuk, hogy
az egyes geéenek expresszioja milyen mértékben n  6tt meg. Egy példaval
illusztralva: az ABCB1 gén expresszibja jelent  6sen megn 6tt az MDA231-RA-5 és
MDA231-RP-12 sejtvonalakban, de egyéltalan nem valt ozott az MDA231-RA-1 és
MDA231-RP-19 vonalakban. Ugyanez volt megfigyelhnet 6 a tobbi gén esetén is.
lgazdn magas expressziot két sejtvonaltol eltekintv e (MDA231-RA-10 és MCF7-
RA-2) csak egy-két gén esetén mutattak a vizsgalt v onalak. Egyetlen olyan
sejtvonal sem volt, ahol az 6sszes vizsgalt gén akt  ivitasa megn 6tt volna. Ezekb 6l
arra kovetkeztettink, hogy egy vonal esetében a rez isztencia hatterében is
valdszin Uleg csak a néhany megvaltozott mechanizmus allhat.



Ezek szerint a cikkben a doxorubicinnel mutat rezisztenciat, mig az
ertekezésben a paclitaxellel. Mi az igazsag? llletve mi lehet a magyarazata, hogy bar
asszociaciot mutatott a cikkben doxorubicin rezisztencidval, de ellentétes trenddel?

Mindkét gyogyszerrel szembeni rezisztencia igaz, az  onban ellentétes
elojellel.

Ez az ellentétes Osszefliggés az eltér 6 hatdsmechanizmuson alapulhat.
Ataxanok a replikacios fehérjéken hatnak, a mitoti  kus orso kialakulasat gatoljak,
eredetileg ezért vartuk az 6sszefliggést a két kérdé  ses tubulin génnel (TUBB2C
és TUBB3). A doxorubicin az antraciklinek csaladjdb a tartozik, amelyek
elsésorban interkalacion keresztil gatoljak az RNS képz  6dését a DNS-r él.

A forditott 0Osszefliggés okat egészen pontosan nem t  udjuk
megmondani, azonban valdszin (leg a gyogyszerek hatasanak fazis-
specificitasaval fugghet 6ssze. Amig ugyanis a fent iek alapjan a taxanok csak
0sztodo sejtekre tudnak hatni, addig az antraciklin ek nem fazisspecifikusak.
Masként fogalmazva, amig a taxanok potencidlja egye nesen aranyos a
proliferacié mértékével, addig az antaciklinek eset  ében forditott dsszefliggés is
lehet. Ezt az elképzelést akkor tudnank igazolni, h  a multivarians elemzést
végeznénk egy proliferacios markerrel, mint pld az MKI67 expresszidja (ez
azonban sajnos nem volt benne az éltalunk lemért gé  n-panelben).

Az ABCBL1 igazoltan aktivalddik, vagy egyelére a statisztikai adatok nem
meggydbzdiek a szerepét illetéen?

Az ABCB1 szerepét szamos irodalmi adat is alatamasz  tja, €és 6nmagaban
nalunk is elérte a szignifikancia-hatart. Azonbana  tobbsz6rds mérést figyelembe
véve ez a szignifikancia elveszett, ami arra utal, hogy a mi modell
rendszertiinkben az ABCB1 nem volt a legfontosabb gén ek kozott.

Kllbénb6z6 eredeti sejtvonalak génexpresszibit hasonlitotta 6ssze az alapjan,
hogy rezisztensek, vagy érzékenyek egy adott kemoterapias szerre. Az eredetiktdl
flggden ezek a sejtvonalak a rezisztenciatdl fuggetlendl is nyilvdn kulonboztek a
génexpresszidban. Nem okoz-e ez torzitast az eredményekben?

A vizsgalatok egy részében (Ref: Gy orffy, Oncogene, 2005 és Gy orffy,
Melanoma Res, 2006) nem egyszer len kilénbdz 6 tumortipusokat vizsgaltunk,
hanem sejtvonal parokat. Mindegyik par egy eredeti (kemoterapiara érzékeny) és
egy ebb 6l szarmazo, a kemoterapiara rezisztens vonalattart  almazott. Statisztikai
elemzeés soran azokat a géneket kerestiik, amelyek mi  nd a négy parban eltér 6
expressziét mutattak.

A vizsgélatok egy masik csoportjaban (Ref: Gy  6rffy, Int J Cancer, 2006
és Pénzvalto, PLoS One, 2013) pedig igyekeztiink az  elérhet 6 legnagyobb szamu
sejtvonalat vizsgalni parhuzamosan. Itt abbdl indul tunk ki, hogy nagyszamu



vonal vizsgalataval az egyes tumortipusok génexpres  szi0s mintazatra gyakorolt
hatasa is csokkenni fog.

Ezek ellenére sem tudjuk azonban azt mondani, hogy ezek a vizsgalatok
torzitastol mentesek. Ez kiegészil azzal, hogy a se  jtvonalak mutaciés statuszat
sem ismertik. Jelenleg dolgozunk egy olyan vizsgéla ton, ahol a RAL jelatviteli
Ut vizsgalata soran a sejtvonalakat nem eredet szer  int, hanem a KRAS és a BRAF
génekben lev 6 mutaciok alapjan osztjuk szét. Reményeink szerint mar a
kozeljov 6ben latni fogjuk, hogy ezzel az alternativ megkozel itéssel stabilabb
eredményeket tudunk-e elérni?

A sejttenyészeteket hosszu ideig kulonb6zé kemoterapias szerek jelenlétében
tartottak fent. Nem valtoztak-e (differencialodtak) meg teljesen ezek a sejtvonalak ilyen
hosszu id6 alatt?

A vizsgalatok soran négy év utan ellen 6riztik, hogy a sejtvonalak
megfelelnek-e az eredeti vonalnak. Ehhez STR (short  tandem repeat) analizist
végeztettink 10 killébnbdz 6 I6kuszra a John Hopkins egyetemen. Ezutan az STR
eredményeket a német Leibniz intézet STR adatbazisd hoz hasonlitottuk. Bar
ennek a vizsgalatnak az volt a célja, hogy a kontam  inaciot kizarjuk, azonban ez
azt is igazolja, hogy a sejtvonalak a tdbbéves vizs  galatok alatt sem valtoztak
meg.

””

Ettél fuggetlenll a parhuzamos rezisztenciat modellez 6 vizsgalatban
(Ref: Tegze, PLoS One, 2012) hagyomanyos citogeneti kai vizsgalatnak is
alavetettik a rezisztens és az eredeti sejtvonalaka t is. Az Uj kromoszémalis
eltérések teljes Uj kromoszomakat és kromoszéma-dar  abokat is tartalmaztak. Az
0j vonalak kromoszoma-szama 60-110 kozott wvolt — a szamfeletti
kromoszomaszam azonban mar a szil 6i vonalakban is megvolt. Ez 6nmagéaban
valéban azt mutatja, hogy az Uj vonalak jelent  ésen differencialodtak. Azt, hogy
ez a sejtek m lGkoddése szempontjabdl valoban milyen jelent  éségi, epigeneikai
elemzéssel tudnank megallapitani, amivel azt tudnan  k megvizsgalni, hogy ezek
mely része volt valéban aktiv. Ez példaul azaltal | ehetséges, ha FAIRE-seq
segitségével kideritjik, hogy ezekben a vonalakban a kromatin mely részei
vannak nyitott allapotban.

3. A legujabb egy sejt szinten térténé NGS (pl. nuc-seq) eredmények alapjan
egy tumorban minden sejt genetikailag kilénb6z4. Egyrészt mi a véleménye errdl,
masrészt, ha ez igy van, nem befolyasolja-e az eredményt, hogy génexpresszids
vizsgalathoz honnan vesszilk a mintat? Van-e erre valami szabaly?

Az egy sejt szinten tortén 6 szekvendlas az onkologiaban
koncepcionalisan nem tud attérést igérni. Ennek az egyszer (i oka, hogy el étte
ezt a sejtet el kell thvolitani — ha pedig mar eltd  volitottuk, akkor onnantdl az erre
a sejtre specifikus valtozasok mar lényegtelenek a beteg szempontjabdl.



Jelenleg végzink egy olyan kutatast, amiben azt pré  baljuk
megvalaszolni, hogyan tudjuk genom-szint (i adatok alapjan megmondani, hogy
ha egyetlen minta all rendelkezéstinkre, akkor attol a tumor tébbi része milyen
mértékben tér el. Ehhez a vizsgalathoz egy-egy tumo  r kilénbdz 6 helyeir 61 vett
mintakat hasonlitunk 6ssze, a kutatast a Yale egyet emmel és a Cancer Research
UK-vel egyuttm (kodve végezzik. Azt mar mindenképpen latjuk, hogy a
kilénb6z 6 helyekr 6l vett mintak eltér 6 eredményt adnak, de még nem tartunk
ott, hogy ezt az eltérést el 6re tudjuk jelezni. Reményeink szerint ezen kutatas
eredményei alapjdn mar a kozeljov 6ben fogunk tudni erre a kérdésre
.Kézzelfoghat6” valaszt adni.

4. Hogyan latja a jovéjét a génexpresszio alapu diagnosztikanak?

A onkologiai kezelésben hasznalt szerek dont 6 tobbségénél semmilyen
biomarkertink nincsen, amivel a varhat6é hatast vagy a kezelés sziiksegessegeét
elére tudnank jelezni. Ekdzben a génexpresszié alapu b iomarkerek eddigi
hasznalata (pld HERZ2 receptor) igazolja, ez viszony lag olcs6é modszer arra, hogy
a betegeket klinikailag is relevans alcsoportokba o sszuk szét. Ez kapcsolodik
azzal, hogy a génexpresszido mérése pld RT-PCR-el el enyész 6 kdltséget jelent a
gyogyszerek arahoz viszonyitva. Véleményem szerint ezen két, egymast er 6sit6

tényez 6 miatt a kbvetkez 6 évtizedek soran a génexpresszid merésen alapuld
kiegészit 6 tesztek még nagyobb elterjedése varhato.

5. A genomika fejl6désével milyen igéretes modszereket prognosztizal,
amelyek jelentdsen javithatjak a tumorok diagndzisat és a személyre szabott terapiat?

A rosszindulatd tumorok progresszidja soran kett 6 Kkérdést kell
megvalaszolnunk: els 6ként azt, hogy az aktudlis tumorban mi valtozott me g —
erre a most rendelkezésre all6 maédszerek (gén-chip, kovetkez 6generacios
szekvenalds, chip-seq, sth.) mar alkalmasak. Ezen m  ddszerek tovabbi fejl édése,
az érzékenység és specificitds novekedése, az arak  csokkenése és a méréshez
szlukseéges id 6 rovidulése folyamatosan megfigyelhet 6.

A masik kérdés, ami valdjaban sokkal bonyolultabb, hogy hogyan is
mukddik ez az egész. Hiaba van minden sejtben masik m  utacié, ha nem tudjuk,
hogy ezen mutacidok kozul melyikr 6l torténik mRNS atiras, az atirt mRNS-r 6l
milyen fehérje fog képz &dni, és egyaltalan — melyik valtozas olyan, amelyik a
prognozist is befolyasolja?

Az attorést a mérések kilonbdz 6 szintjének dsszekapcsolasa hozhatja.
Azonban jelenleg ez szdmitdstechnikai korlatokba Gt  kozi. Mar az ezek altal
generalt dridsi adattomeg tarolasa énmagaban is meg  oldhatatlan. Tegyik fel
példaul, hogy egy egyszer 1, és teljesen logikus vizsgalatot szeretnék végezni
amiben azt a kérdést tesszik fel: mi lett azokkal a betegekkel, akiknek
ugyanilyen volt a génexpresszios €s a kovetkez  6generacidos szekvenalasi
profilja, mint a mi betegtinknek? Ha csak a TCGA-ban jelenleg elérhet 6 10 ezer



beteghez szeretnénk viszonyitani, mar akkor az ehhe z szikséges
tarolokapacitas petabajtos méret . Ha félévente megduplazédik a szamitogépek
kapacitdsa, akkor is még tovabbi négy-6t év, hogy e gyaltalan az adatok
lementése lehet évé valhasson. Osszefoglalva: a jovend 6 idét a ,nagy adatok
kordnak” nevezhetjuk, amelyhez még az informatika e gy tovabbi forradalméara
lesz szikség.

Végezetul még egyszer kbszéndm Szalai professzor Urnak az épité jellegl
kritikai megjegyzéseket, valamint hogy az értekezeés nyilvanos vitara bocsatasat és a
dolgozat elfogadasét javasolja.

Budapest, 2014.10.16.
Gyérffy Balazs



