Opponensi vélemény dr. Klekner Almos ,,Asztrocitémak invazivitisanak szerepe a
személyre szabott onkoterapiaban” c. MTA doktori disszertacidjarol

A leggyakoribb agydaganatok a glidlis tumorok. Ha sz6 szerint vessziik a disszertacié cime a
tartalmat nem fedi mert asztrocitdmak csak egy részét képezik a daganatos spektrumnak amit
a jelolt elemzett. Masrészrdl, a glialis daganatok invazivitasa kiterjedten vizsgalt de
molekularis szinten egyaltalan nem lezart kérdés, aminek megértése alapvetd jelentéségii. Ha
ezen Osszefliggések tisztdzodnanak akkor lehet majd biomarkerekké vagy prognosztikus
markerekké konvertalni ezeket, amit majd fel lehet(ne) haszndlni az ilyen betegek személyre

crer

A disszertacid célkitlizéseit 8 pontban foglalta 6ssze a jelolt. Ennek elsé pontja az agytumor
biobank kialakitasa volt, ami alapjaul szolgalhatott a kutatasoknak. Ezzel kapcsolatos a
biobankba bevont daganatos betegek kezelési és tulélési adatainak Osszegylijtése azaz a

kiilonb6z6é terapids modalitdsok klinikai hatékonysdganak elemzése. A 2. célkitiizés
megsziiletésének id6pontja érdekes kérdés, mivel a 1p/19q kodelécido prognosztikus és
prediktiv szerepének vizsgalata a 2000-es évek végétdl standard volt vilagszerte igy annak
hasznossagat azeldtt mar joval igazolta az irodalom.... A 3. célkitlizés a bazisterdpianak
szamitd TMZ kezelésekhez sziikséges gyodgyszerszint mérésre alkalmas 1) koltséghatékony
eljaras kidolgozasa igen korszerii kutatasi feladat. A 4. célkitiizés az EGFR és integrin
(melyik) expresszio prediktiv szerepének elemzése GBM-ben (vagy ahogy madshol jelzi
asztrocitdbmaban) érdekes kutatasi kérdés, amit nem lehet megvalaszolni az EGFR gént érintd
genetikai eltérések feltérképezése nélkiil. Az 5. célkitiizés egy meglehetdsen vitathato kutatasi
programot vazol ahol a malignus agydaganatok ¢és tiidorak agyi attéteinek dsszehasonlitasabol
kivanja megérteni az agydaganatok invazivitasaért felelés mechanizmusokat. A 7. célkitlizés a
peritumoralis agyallomany molekularis jellemzése GBM ¢és agymetasztazis Osszehasonlitdsa
révén. A 6. célkitiizés a GBM kemoirradiaciora adott valaszanak molekularis elemzése,
elsdsorban az invazivitasért felelds molekuldk vonatkozasdban. A 8. célkitlizés 1) GBM
prognosztikus markerek kivalasztasa az un. invazids panelbdl, melyet a kordbbi pontokban
elemzett.

Az értekezés alapjaul szolgdld kozlemények szama 16 ebbdl a jelolt 7 angol nyelvi
kozleményben elsd vagy utolsd szerzd igy meghatdrozd szerepe igazolhatd. Ezen cikkek
kozott 1 db Q1-es, 4 db Q2-es és 2 db Q3-as szerepel. Tovabbi 6 magyar nyelvii kdzlemény is
szerepel a disszertacioban, amelyek koziil 4-ben meghatarozo szerepet toltott be a jelolt. A

magyar cikkek Q3 és Q4 mindsitésii lapokban jelentek meg. Minddsszesen tehat 11 olyan
kozleményre épilil a disszertdcid amelyben a jelolt meghatirozd szerepe egyértelmiien
bizonyithato, ugyan akkor ezek harmada magyar (bar originalis kozlemény).

A hazai glialis tumor biobank 1étrehozasa lidvozlendd és 6nmagaban is komoly teljesitmény
aminek nemzetkdzi jelentéségét bizonyitja a jelolt szamtalan nemzetkdzi kooperacios
kutatasban val6 részvétele.



Sajat kutatasai koziil a hazai GBM betegek kezelési adatainak elemzése a nemzetkozileg mar
sokszorosan igazolt terapias hatdsokat erdsitette meg a sugarterapia, TMZ és angiogenezis
gatlok kombinalt alkalmazasaval.

Hasonldé képen az 1p/19q ko-delécidos molekularis markerek prognosztikus és prediktiv
szerepének elemzése hazai oligoasztrocitomas €s oligodendrogliomds beteganyagban, egy a
napi rutin diagnosztikdban standardként hasznalt eljaras tankdnyvi adatait igazolta vissza.

Az EGFR génhibainak elemzése GBM-ben kollaboraciés munka volt, amelyben a jeldlt
tarsszerz6 volt a publikaciokban. Az igazi Gjdonsag ezen vizsgalatokban a negativ eredmény
volt, vagy is hogy az EGFR TK szakaszat érint6 mutaciok nem fordulnak el6 GBM-ben. Az
szerepére vonatkozo vizsgalatok is nagy sokszerzds kollaboraciokban torténtek ahol a jelolt
meghataroz6 szerepe nem volt egyértelmili, bar ez a munkéja lett a disszertacid legjobb
publikécidja (D1). A megfigyelés hogy az EGFR ¢és bl integrin egyiittes expresszidja €s
heteroasszociacidja a novekvé malignizalodassal fokozodik, igen érdekes megfigyelés.
Felmeriil a kérdés hogy a fokozott protein expresszio mégétt nem-GBM asztrocitomakban az
EGFR génnek valamilyen hibdja (CNV vagy ECD-delécio) kimutathato-e a GBM-hez
hasonloan?

GBM-TMZ kezelésének farmakovigilancidjara vonatkozd vizsgalat igazi originalis kutatas
amely egy kémiai természetli munkabol €s egy valodi in vivo kezelések soran GBM betegek
szérum ¢s tumor elemzésén alapul. A jelolt uj kapillaris elektroforézis-alapt eljarast dolgozott
ki a TMZ ¢és metabolitjainak az MTIC- és AIC-nek érzékeny kvantitativ kimutatasara. A
modszerrel a TMZ féléletideje vizben és szérumban nagyon hasonl6 szobahdn (appr. 30 perc).
Miutan a TMZ DNS-t karosito aktiv metabolitia a metilhidrazin, felmeriil a kérdés hogy az uj
modszer alkalmas-e ennek a kimutatisara is? A modszert 2 GBM-es TMZ kezelt beteg
adatokat mutatta. Egy GBM-es beteg esetében normal agyszovetb6l és kiillonbozo
tumorteriiletekrél vett mintdban is meghatarozta a TMZ koncentraciot. A birald6 szamara
meglepd mddon tobb tumor-részletben is ugyanolyan szintli volt a TMZ mint a normal
agyszovetben. Tobb helyen is az olvashatdé hogy a tumorban detektaltak a TMZ-t. Lehet azt
tudni hogy a mintdk tartalmaztak-e necrosist, bevérzést, illetve a tumorstroma milyen mértékii
lehetett ezekben? (kisebb vagy nagyobb a TMZ az ilyen teriileteken). Hasonlo képen kérdés az
hogy a normal glia/fehérallomany és a tumor kozott van-e kiilonbség a TMZ
koncentrdacioban? Szemben a varakozéassal a kémiai munkaban utolsod szerzd a jeldlt és a
klinikai anyagon tortént vizsgalatban csak tarsszerzo.

A disszertacid dontd része amely a jelSlt sajat kutatdsait tartalmazza az asztrocitomak
invazivitdsdt meghatdroz6 ECM molekuldkra vonatkoz6 vizsgalatok. Mint minden
prekoncepcid, annak mindsége meghatarozza hogy milyen eredmények keletkezhetnek ezek
elemzésébdl. Az un. ECM panel matrix fehérjéket (laminin, fibronektin, tenascin),

proteoglikanokat (perlekan, syndecan, versican, neurocan, neuroglycan, brevican), néhany
MMP format (-2, -8, -9) és kondroitinazokat és bizonyos hialuronsav szintazokat valamint a
HMMR/CD168 adhéziés molekulat tartalmazott. Fajdalmasan hianyoznak a kezdeti panelb6l



a kondroitin szulfat és heparan szulfat bioszintézis kulcsenzimei €s a CD44 splice variansai.
Késobbi panelekbe a CD44 kozos domén belekeriilt, de pl. egyéb szerin proteaz pl. (uPA)
kimaradt. Ami még fijdalmasabb hogy a daganatok attétképzésében oly sokat elemzett
heparanaz enzim is hianyzik, pedig az idegszoveti proteoglikanok kézott a HSPG-k mind ott
vannak. Masrészrél méara mar ismert hogy a protedz aktivitds nem feltétleniil, s6t sokkal
gyakrabban a proteaz inhibitorok fokozott expresszioja miatt ndvekszik, igy a TIMP vagy a
PAI jelenlétének ismerete nélkiil nehéz értelmezni az expresszios eltéréseket. Ugyan akkor
szerepel a panelben a Ki-67 sejtciklus marker és a GFAP ami glialis intermedier filamentum
marker, egyik sem ECM komponens.

Ezen panel felhasznédldsaval elsdként GBM ¢és tiidd adenocarcinoma-attét expresszids
mintdzatdt hasonlitotta egymashoz illetve a kdrnyezd agyszdvethez. Nem érthetd a koncepcio
amely azt feltételezi hogy a lokalis invazid6 (GBM esetén) hasonl6 ECM komponensek
részvételével torténik mint az un. metasztatikus boleso kialakulasa (tiidorakban). A GBM-ben
valtozo ECM fehérjék koziil RNS szinten a panel fele szignifikdnsan eltéré expressziot mutat
azonban ezek egy része az 50% ala csokkenés vagy 2x novekedési hatarérték kozelében
valtozott csak. A marix proteinek koziil a FN, perlekan ¢és syndecan-1/2 fokozodasa igen
jelentds, hasonldoan az MMP2/9-hez. Nehezen értelmezheté ugyan akkor a Tenascin-C és —R
illetve a HAS 1-2-3 egymassal homlokegyenest ellentétes valtozasai. A magam részérél a
GBM-ADCmet 6sszehasonlitast szakmailag erdsen vitathatonak tartom. A metasztazis ECM
expresszios profilja meglepd modon nagyban hasonlitott a GBM-hez ha a normal agyhoz
viszonyitott (FN, perlekan, syndecan-1, CD168, MMP2/9 fokozodas) és itt is megfigyelhetd a
tenscin C/R és a HAS 1-3 ellenétes mozgasa. Ezen jelenségre értelmes magyarazat az lehet
hogy mindkét daganatban az agy gliaszovete adja a stromat dontden....Mindezek értelmezése
csak a fehérje expressziok elemzésével lehetséges, amihez mar csak egy igen limitalt panelt
hasznalt fagyasztott metszeteken IFC-vel. Ez lehetéséget adott volna azonban arra hogy a

GBM lokadlis invazivitasat vagy a metasztazis lokalis invazivitdsdt is elemezték volna, amire
utalo adatot nem lattam az elemzésben. A morfologiai elemzés megmondhatna azt is hogy
daganatsejt vagy stroma eredetli markerrel allunk szemben. A 11. és 12. 4bra hasonld
elemzést tartalmaz bar az ECM fehérjék nem atfedéek nagyon és a 11. abra a GBM/met
Osszehasonlitds amire mar fentebb utaltam. A 12. dbran gyakorlatilag az latszik, hogy az
oriasi (nagysagrendi) RNS expresszios eltérésekbdl fehérje szinten alig marad valami, a GBM
ebben a tekintetben nagyon hasonlit az agyszovethez, mig a tiiddattét agrin és MMP9
szempontjabol fokozott expresszids mintazath. [t érhetd tetten az hogy mennyire elvalik az
mRNS és fehérje expresszio egymastol ami minimdlisan magyarazatra szorul: hogy ez
technikai probléma vagy biologiaitermészetii?

A GBM kombindlt kezelése soran bekovetkezd valtozasok invazidos panel elemzése nehezen
hasonlithat6 az eldbbiekhez: szamos elem hianyzik, Gjabbak szerepelnek, mint a HER2, az
integrinek, CDHN2 (indokukat nem talaltam). Patoldgiailag sok daganatban kell rutin szertien

elemezni a terapidk hatdsat neoadjuvans kezelések utdni miitéti anyagban amire patologiai
kiértékelési modszereket dolgoztak ki mivel a mintdkban négyféle lehetdség szerint CR, PR
SD, PD allapotokat lehet talalni és kell értékelni. Az invazios panelre vonatkozo elemzések igy
a morfologia ismerete nélkiil gyakorlatilag értelmezhetetlenek. Erre rakodik még ra az mRNS



¢s fehérje expresszios kiilonbségek jelensége is. Fentiek miatt értelmezhetdek a kapott
eredmények illetve azok statisztikai szignifikancia hianya, ami hatalmas egyes csoportokon
beliili szoérasokbol adddnak (mivel ezekben a CR és PD keveredése valosziniisithetd).
Végeredményben ebbdl csak az MMP9 RNS szintli csokkenése és a brevican fehérje szintli
eltinése igazolddott. Ez utobbi GBM matrix-markernek tekintheté és nem kiilondsebben
varatlan, amennyiben hatékony a kemo-irradidcos kezelés....egy GFAP jeloléssel is
valoszinlileg hasonlé eredményt kapnank.

A peritumoralis agyallomany elemzése jellegzetesen agydaganat-specifikus jelenségre
vonatkozé kutatds mivel az agydaganatok esetében jellemzd a szabad szemmel nem lathato
peritumoralis mikroinvazié ami attétek esetében nem ismert jelenség. Az un. invazios panel
ebben az esetben is kicsit eltérd a korabbiaktdél amiben az EGFR1 megjelenése szemben a
HER2-vel legalabb indokolhat6. Az elemzések soran mRNS ¢és fehérje szinten 11 fehérje
expresszidja valtozott egy iranyba de ezek koziil csak a CD168/HRMM emelkedése a
tumorok (GBM és metasztazis) koriili agyban valamint az integrin al, tenscinR, FN ¢és

versican emelkedése volt szignifikans tiidorak metasztazis koriil. A jelenség értelmezéséhez a
mintak széveti szintii elemzésére volna sziikség hogy adott sejttipusokhoz vagy matrixhoz
kapcsolhato legyen.

A fenti heroikus elemzések értelme az lehet ha ezekbdl prognosztikus vagy a cimben jelzett
terapias/prediktiv_konzekvencia lenne levonhaté. A késébbi gyakorlati felhasznalhatdsag

szdmara biztos a protein szintli expresszid elénye, mert a daganatokbdl paraffinos blokkok
mindig elérhetdk, mig friss minta amelybdl megfelelé mindségli RNS izolalhato, alig. A
GBM-es betegcsoport invazids expresszidos mintazatdnak elemzése, talan nem meglepd
modon, az eltérd taléléssel rendelkezd betegcsoportokban nem mutatott eltérést és az SD
értékek sem sejtettek nagy csoporton beliili szorasokat. Hasonld6 mondhaté el a protein szintii
elemzés eredményérél is. Mindkét esetben egy J48 pruned tree statisztikai osztalyozod
modszerrel és a Weka3.6 elemzd programmal csoportelemzést végzett. Megjegyzendd hogy
ezen kulcsszerepet betoltd statisztikai elemzd programrdl alig lehet tudni valamit és az
elemzés bioldgiai részletei is homalyban maradnak csak a végeredményét lathatjuk. A két
betegcsoportot a mintdzat RNS expresszio esetében 64.2%-rossz, 93.3%-jo taldlati arannyal
azonositotta helyesen. A protein-mintdzat esetében ez az elemzés a jo progndzisi csoportot
100, mig a rossz prognozisu csoportot 75%-os talalati arannyal azonositotta. Az alacsony
mintaszdm azonban ezen értékelések erds korlatja. Lathatéan az invazids mintazat elsésorban
a kedvezd prognozis megitélésében latszik hasznosabbnak, mig a kedvezdtlen progndzis
megitélésére nem alkalmas. Az egyes molekulak sulyat tekintve a birdalo szamara
értelmezhetetlen a kivdlasztott jelentls fehérjék listdja: brevikian, CDHI2, integrin-a3
valamint a laminin-a4 és bl mivel ezt a disszertdicioban 1évé kisérleti adatok nem tamasztjak
ala..

Az egész elemzés jelentdsége és értelme az hogy amennyiben ezen mintazat vagy egyes
elemeinek prognosztikus értéke meghaladja a jelenlegi klasszikus patoldgiai paraméterekét
vagy azoktol fliggetlen prognosztikus tényezd. Ilyen dsszehasonlitas az anyagban nem tértént
pedig a szovettani altipusnak, a beteg életkoranak (gyerek/felndtt), a PCNA jelolodeés
mértékének, az apoptotikus index értékének, a necrosis és calcificatio jelenlétének alapveto

4



szerepiik van, nem beszélve a genetikai profiltol (p53 és MGMT mutaciok, CIMP statusz).
Tovabbmenve, a megfigyelések jelentdségének értékeléséhez fiiggetlen beteg- illetve tumoros
anyagon torténd validalas sziikséges. Masrészt sziikséges volna az is hogy a TCGA nyitott
adatbazisban legyenek ezek a megfigyelések validalva (mRNS expresszios profilok) illetve
leellendrizve, ahol kozel 500 ilyen daganat génexpresszios profilja és klinikai adatai
elérhetdek.

Mindezek alapjan a birdlé a disszertacid 1j, a jelolt kutatdsaihoz szorosan kothetd
tudomanyos eredményeinek az aldbbiakat fogadja el:

1. Uj TMZ kimutatisi médszert dolgozott ki amelyet klinikai koriilmények kozott is
tesztelt néhany esetben

2. GBM-ben egy ECM alapu invazios panelt elemzett amelybdl a FN, perlekan és
szindekan1/2 HSPG-k valamint az MMP2/9 fokozott expresszigjat irta le, ami
nagyban hasonlit tiidé adenocarcinoma agyi attétéhez.

3. Kemoirradiacidval kezelt GBM-ben a fenti invazids panelbdl az MMP9 mRNS ¢és a
brevican fehérje szintli csokkent expressziodjat talalta

4. A GBM koriili agyszovetben az invazidos panelbél a CD168/HRMM fokozott

crer

Ezen értékekkel szinte egyenld ardnyban meriiltek fel tudomanyos kérdések amelyek
megvalaszolésa illetve elemzése nélkiil a bemutatott kutatdsi eredmények tényleges
sulya nem itélhetd meg.
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