Vélemény

Dr. Gyorffy Balazs, PhD

Transzkriptom szintii adatok alkalmazasa a rosszindulata daganatos
betegek varhato terapias valaszanak és talélésének elérejelzésére

¢. akadémiai doktori értekezésérol

A Kklinikai onkoloégia egyik nagy kihivdasa a gyégyszerekkel szembeni
rezisztencia — olyan problémak mellett, mint a primer és a metasztazisai kozotti
kiilonbség (ma mar a molekularis profilok alapjan), vagy kombinalt kezelésnél
az elony helyett fellépd toxicitds. A rezisztencia oka mar jelen lehet a kezelés
elott (velesziiletett, vagy a tumor novekedése soran kialakuld), de lehet, hogy
atmeneti javulas utan 1ép fel. Utobbi hatterében eléfordulhatnak farmakolégiai
okok vagy biologiaiak. JelSlt a szerzett rezisztencia problémait tlizte ki
sokirnyu, de mégis Osszetartd kutatdsainak célpontjaul, azzal az érthetd és
dicsérend6 igénnyel, hogy a kutatdsi eredményeit a klinikummal szembesitse,
megvalositva a ,,bench to bedsite” stratégigjat.

Az értekezés adminisztrativ részén hamar 4teshetiink, el6re vetitve, hogy
mindenben megfelel az akadémiai doktortdl elvartaknak. A 113 oldal jél tagolt,
érthetd6 (néha probara téve a szakmai zsargonhoz szokott biraldé fantaziajat),
logikus magyarazatokkal, valamint 276 irodalmi hivatkozassal. A sajat
eredmények szinvonalar6l tanuskodik a részben kiilfsldi kollaboracioban
végzett munka el6keld folydiratokban megjelent cikkei, az MTMT-ben

nyilvantartott impakt faktorral, megfeleld szdmu els6, és utols6 szerzéséggel. A



tudomanyos aktivitds mellett kiemelend$ az iskolateremtés egyik legjobb
ismérve, a PhD és mas hallgatok munkdjénak igen eredményes tamogatésa.
Ami pedig az értekezés érdemi részét illeti... megjegyzésekkel, kérdésekkel; a

bevezetésnél oldalak szerint, a tobbi fejezetnél 6sszevonva.

Bevezetés

(6.0.) A bérrék gyakorisaga (itt 11 ezer/év) tGl magas — nem szoktdk
beleszamitani a basaliomat, amely semimalignus (csak elvétve ad attétet)

- A farmakologiai rezisztencia rendszerint azt jelenti, hogy a szer nem jut el
megfeleld koncentricioban a célsejtekhez (itt a tumorsejtekhez) (ez pl.
alapprobléma az agydaganatok esetében)

(7) Nem emliti a jelenleg a klinikumban alkalmazott tumormarkereket (pl.
CEA, PSA, CA19-9, CA15-3, CA125, AFP...) és azt a markerekkel kapcsolatos
gondot, hogy szenzitivitdsuk és specificitasuk alacsony — gondolja a jelélt, hogy
az dltala talalt markerek ett6l mentesek? (a kérdést azért emlitem itt, mert a
munka egészére vonatkozik)

(8) A tamoxifen meghatérozaséval kapcsolatban emliti az IHC-t és a microarrayt
(utobbi mellett foglal allast) — megbecsiilné a koltség/hatékonysagot a két
modszer esetében?

(9) 7a klinikumban csak negativ biomarkerekkel taldlkozunk” a jel6lt szerint —
ezt gondolja pl. tiid6rak esetében a mutdans EGFR1-r8l, vagy az ALK-ré1? ezek
ugyanis pozitivan utalnak a kivalasztand6 terapids szerekre.

(10) Ha a ,HER2 pozitivitdis mértéke egyenesen ardnyos a trastuzumab
kezelésre varhatd valasz mértékével” — akkor a HER2 miért negativ biomarker?
- Emlithetd a HER2 gatldsdval szembeni rezisztencia okai k6zétt, melyek elég
sokan vannak, a HER2/HER3 dimerizacid, mint egy eredményes randevii,sajnos
a beteg karara, mert aktivalodik a PI3K-t.

(11) Itt taldlkozhatunk azzal a problémaval, hogy bar ugyanaz a molekularis

hiba kiilénb6z6 tumorokban tdmogathatja a célzott terapiat, vannak ez alodl



kivételek (nem is kevés). Ilyen pl. az EGFR1 muticidja, mely megtalélhat6 a
tiid6 adenocarcinoméban és vastagbélrakokban, de mig €lézd tirozin-kinaz
gatlokra, utobbi gatld antitestekre reagal. Jelolt ezt kivételként értékeli?

- Az 1.3 cim szisztémas terapiaval szembeni rezisztenciardl szdl, de szerintem az
elézOleg targyalt szerek (tamoxifen, trastuzumab) is ide tartoznak. Vagy csak az
eddigi részletes targyalasuk miatt maradtak ki?

(12) Ha egyszer a mintak heterogének, ahogy azt a jeldlt helyesen emliti, akkor
hogy lehet, igaz, a zavaré tényezOk mellett, a kiilonboz6 sejtvonalakat
Osszehasonlitani? Vagy k6z6s a ,,nevez6”? Ez elég kritikus pont, amit késébb a
rezisztenciagének progresszidban jatszott szerepével probal bizonyitani. A
probléma, és a jelolt ezt jol érzi, a tumorok intra- és intertumoralis
heterogenitdsa (ebbdl kovetkezik a metasztizisok kezelésének részbeni
kudarca). A kérdés a modszereknél is megjelenik.

- Kiilon kérdés, amit jo lenne modellezni, hogy a rezisztencia kialakuldsa utdn
nem egyszer ugyanazzal a szerrel kezelnek, sokszor sikeresen (rechallenge).

- Mit ért tumortipustdl fliggetlen biomarker alatt? Ez a klinikumban alig
képzelhet6 el. Alkalmasak ezek azonositdsara az in vitro rendszerek?

(13) A célzott terapia a tumorsejtek egy-egy jellemzd génhibajat veszik célba.
Ennek egyik problémajat, vagy a hatasmod megismerésének nehézségét jelenti
az, hogy a jelenleg hasznalt szerek t6bbsége t6bb tdmaddsponttal rendelkezik —
amit a jelolt kés6bb emlit is, masrészt pedig az, sajnos, hogy a normal sejteket,
amelyekben nincs is a célzott génhiba, ugyancsak eltalaljak — azaz toxikusak.
Ilyen értelemben hasonlitanak a klasszikus kemoterdpidra, de a toxicitasi
profiljuk elég eltérd..

(14) A rezisztenciagének elGrejelzésénél fontos emliteni az EGFRI
rezisztenciagént (T790M), amit mar elég jol ismeriink, és tipikus péld4jat kinalja
annak, ahogy ezt a gént probaljak gatolni. Ez belefér a koncepcidoba?

(15) A technologiai részben szivesen olvastam volna arrdl, hogy a mikroarray

hogyan helyettesiti a patolégiai diagnoézist. Bar az az ilyen térekvések



kétségkivill izgalmasak, és egyetértek azzal, hogy a patoldgiai alcsoportok és a
molekularis profilok nem mindig egyeznek. Nagy kérdés, hogy a terapia
szamara melyik a jobban hasznalhat6. Erre ad majd valaszt, legalabbis részben,
a cézott terapia.

- Megjegyzem, hogy a bevezetés részletesen foglalkozik a moddszertannal,
amelynek inkabb a metodikaknal lenne a helye, és rovidebben, bar terjedelmi
korlat nincs.

(17) Kissé keveredik a prediktiv biomarker és a prognoézist jelzd. Biztos vagyok
abban, hogy a jel6lt ezt pontosan tudja. A prognézisnal probléma forrasa, hogy a
klinikai vizsgélatok soran is nehezen megitélhetd, foleg ha a kétféle kezelésnél
(karndl) a rezisztens betegeket atteszik az érzékenyek kozé (cross-over). A
predikcio a terdpia valasztasanal lehet hasznos. Az el6rejelzés egyik nehézségét
a kombinicidk jelentik. Jelolt szamos modszer koziil ennek megkézelitésére
melyik alkalmas?

(18) A jelolt szerint az OncotypeDX-szel sem fiiggetlen, sem reprodukald
vizsgalat nem tortént. Tudomdsom szerint a klinikai reprodukélhatésag 95%
koriili, az eladott tesztek a félmilliét kozelitik.

(19) A melanoma esetében nyilvan hidnyzik a ma mdr alapvetének szadmitd
génhiba, a BRAF mutacidja, amelyet gatlo szerrel, a vemurafenibbel szembeni
rezisztencia komoly kihivds — de mar késziilnek a mésod- sét harmadvonal(
gatloszerek, nem egy mar a klinikai kiprobélas fazisidban van.

(20) A petefészekrakkal kapcsolatban emliti, hogy klonalis eredetii, egyetlen
sejtben torténé mutdcidra vezethetd vissza — ez minden tumor esetében igaz
(akar szolid, akar hematoldgiai). Nem egyszer fejtorést okoz a multifokalis
daganatok eredetének magyarazata. Persze egyetlen génhiba még nem
eredményez malignus tumort.

(21) Van arra adat, hogy miért nem kezelnek daganatos betegeket — akik igy
»whegativ” kontrollként szolgalnak?

(24) A transzkriptom mennyire veszi figyelembe a mikroRNS-eket?




Osszefoglalva — a bevezetés 1ényegében teljesiti feladatat, bevezeti az olvasét az
elkovetkezd problémak felé, igaz, stilszeriien, ez elég heterogénre sikeriilt, néha
mar tankOnyvi szintre emlékeztetd részletességgel targyalja az ismereteket,

mashol inkabb jelenidejli, ami jobban tiikrozi az értekezés szinvonalat.

Célkitiizések

(25) A ,,személyre szabott terapia” voltaképpen ,,tumorra szabott terapia” — lasd
a szerek okozta toxicitds. Egyébként — szerintem - a két opcid (a masodik a
gyogyszerfejlesztés) kiegészitik egymast, sét, a génexpresszids profil célja
éppen az, hogy ujabb célpontokat fedezzen fel — ez vonatkozik a
rezisztenciagénekre is.

(26) Miért gondolja a jeldlt, hogy fliggetlen rezisztencia-markerek lennének,
amikor a tumorok génexpresszios profilja is igen eltérd — vagy csak ebben
egyeznek?

- Négy tumortipus vizsgalata elegend6 a fliggetlenség kimondasidhoz?
Osszefoglalva —a célkitlizések vilagosak, a nagy kérdés természetesen a klinikai

relevancia.

Moadszerek

Néhany kérdés, megjegyzés:

- A microarray rendszer altal hasznalt hibridizacios probak figyelembe veszik-e
a tumorképz6dés soran frekventdltabban eléforduld, de normalis esetben is igen
gyakori splicing varidnsok pontos kimutatdsanak sziikségességét?

- A real-time PCR rendszerek target szekvencia tervezésénél és a microarray
rendszerek tervezésénél a funkciok sokszorozoddsat biztositd alternativ
transzkript varidnsok specifikus kimutatésa és 6sszehangoldsa kiemelten fontos
feladat. Mi biztositja, hogy ugyanarra a transzkriptomra tervezett oligo-szett és
RT-PCR-szett minden tumor minden é&llapotara hasznalhaté lesz? Hogyan

kezelhet6 az intra- és intertumoralis heterogenitds?



- A human genom array mindenkire alkalmazhat6? Vagy léteznek egyéni
kiilonbségek,

- Ma mar elavultak az I. tibldzatban a klinikai vizsgéalatok fazisjeldlései.
Osszefoglalva — a széles metodikai készlet igazolja a jelolt szakmai

felkésziiltségét.

Eredmények
4.1.
Az in vitro végzett vizsgalatokban arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy sikertilt
ezzel a rendszerrel tumortipustol fiiggetlen rezisztenciagéneket és jelutakat
azonositani. Ahogy emlitettem ez elég merész 4llitas, mert csak egy mutdns gén
esetében is (pl. EGFR1, HER2) a rezisztencidhoz vezeté molekuldris valtozasok
listajat irtdk mar le. Kozottiik szamos tumorfliggd tipust is. Milyen tanéacsot tud
adni az in vitro rendszer eredményei alapjan a gyodgyszeriparnak? Segitenek az
in vivo driver gének azonositisdra? Amelyek természetesen terapids célpontok
lehetnek.

- A melanomaval kapcsolatban a kérdés ugyanez.

- A doxorubicinnel szembeni rezisztenciagének haszndlata beteganyagon, mit
prognosztikai markerek, igen meggy6z6. A betegek osztilyozdsa a
monoterapia (ami igen ritka) elStt tortént, vagy retrospektiven? Hogy
magyarazza az abran a platé kialakuldsat?

- A proteaszoma-komplex PSMB7 alegységének a vizsgalata érdekes otlet.
Szerepel ez a gén az el6zbekben prognosztikai képességekkel rendelkezének
kimutatottak ko6zott? Ha nem, miért nem? Egyébként mi a sejtek ,relativ
viabilitasa”?

- A parallel evoliciés modell érdekes lehetdség a rezisztencidhoz vezetd
mechanizmusok azonositasara. Ez a modell is jol illeszkedik a tumortipustdl

valé fliggetlenségre?




- A sunitinib-reizisztencia valoban komoly klinikai probléma. Tudjuk, hogy a
sunitinib t6bb tdmadasponttal rendelkezik. EzektS] mennyire fliggnek vagy
fliggetlenek a feltételezett rezisztenciagének?

4.2,

Ez a rész kiilonb6z6 tumortipusokkal foglalkozik.

- A melanoma patogenezisével kapcsolatban a tumorok nagyfokd
heterogenitdsat mutatja ki. Azt is megallapitja, hogy a génexpresszios
mintazatokat ~ generdld  experimentdlis és  klinikai  vizsgalatok
reprodukalhatésaga alacsony. Vonatkozik ez az el8bbiekben kimutatott
rezisztenciagénekre is?

- Az eml6rékok esetében szignifikansnak tartott génlistakat allitottal Ossze,
amely alkalmas egy 0j osztalyozashoz a klinikai paraméterek ismeretében. A
redundans génlistdk eltavolitdsdval a klinikai adatok is jelentdsen
megvaltoznak. Felvethetd az a kérdés, hogy a génekhez kereslink klinikai
adatokat, vagy forditva?

- A petefészekrakokkal kapcsolatban visszakdszén az a kérdés, hogy a
progressziot jelzd géneknek lehet-e klinikai haszna. A prognosztika mellett,
vagy inkdabb elétt, a prediktiv biomarkerek irdnt nagy az igény — beleértve a
varhat6 rezisztenciat is. Milyen esélyt 1at utobbiak azonositasara? Nyilvan a
terapia megkezdése el6tti mintdkban.

4.3.

Igen jelentds kutatomunkat végeztek a bioinformatikai eszkdzok fejlesztése

terén, amelyek a biomarkerek vizsgalatinak optimalizalasat tlizték ki célul.

- Hasznos algoritmusnak értékelték a PLIER+16-ot és MASS5-6t.

- Az on-line rendszerben kapott eredmények biztatoak a statisztikailag
vizsgalatokra. Kérdés lehet, hogy cél lehet-¢ az, hogy az ilyen tipusu adatok
az egyes betegek szdmara is hasznosak legyenek e? Vagy elégnek

bizonyulnak a jelenlegi terapiat meghatarozo, befolyasolé tumormarkerek?



- A vilaghalén elérhetd rendszerekkel kapcsolatban keriil emitésre, hogy
génchipek segitségével ,direkt tumordiagnézis” készithetd. Megmagyarazna

ezt a definiciot a jel6lt?

Megbeszélés

Ez a rész értelemszerlien az el6zbeken alapul, azok szamos kérése keriil ismét
teritékre. Ezeket jorészt sikertilt mar részletesen elemezni. A jel6lt végigmegy az
eredményeken, azzal a dicsérend6 gesztussal, hogy a prok mellett hangstlyt

kapnak a kontrak is, ami nagyban emeli a munka szinvonalat, értékét.

Osszefoglalas

A daganatsejtek gyogyszer-rezisztencidja napjaink klinikai onkologigjanak
kulcsfontossag probléméja. Az in vitro és in vivo modszerek és hihetd adatok
széles skaldjaval jelentOsnek itélhetd megallapitdsokat tesz, sok eredeti
tudomanyos eredménnyel a PhD fokozat megszerzése Ota. Meggy6z6désem,
hogy az értekezés nem csak a jelSlt nemzetkdzi szinti munk4jat bizonyitja,
hanem hasznos olvasmany és forras a fiatal kutatonemzedék szdméra. Kell ennél
tobb? Mindezek alapjan javasolom a mil nyilvanos vitdra bocsajtdsat, és annak

elfogadasat.
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