Dr. Biiki Andras Professzor Ur biralataban szerepld kérdésekre adott valaszok

(Klekner Almos: ,Asztrocitémdk invazivitisinak szerepe a személyre szabott
onkoterapiaban” cimii MTA doktori munka vonatkozdsdban)

Nagy tisztelettel szeretném megkdszonni Dr. Biiki Andras Professzor Urnak, hogy doktori
disszertaciomat elbiralta, szamos eldrevivo kérdést megfogalmazott és munkamat értékelte. A
biralatra adott valaszaim a kérdéseknek megfelelé pontokba szedve a kovetkezok:

1. A Dbevezetoben az extracellularis matrix szerepével kapcsolatban leirtakra
vonatkozoan kérdés, hogy mi magyarazza azt a jelenséget, hogy a priméren soliter
megjelenésii malignus glialis daganat a késobbiekben nem csak lokalisan terjed, hanem
akar szimultin tobb gécban is megjelenik. Osszességében tehat nem csak az ECM
komponensének van szerepe agydaganat progresszioban?

A glioblasztoma (GBM) szimultan tobb gocban valo megjelenése valoban ismert
jelenség €s az ECM szempontjabol is érdekes kérdéseket vet fel. A kozolt adatok szerint a tobb
goci GBM gyakorisaga relativ szerény (1-3), emellett azonban ismert az a nézet, hogy
multiplex megjelenés vagy az egy tumorbdl elvandorolt gliomasejtek kolonizaciojabol
szarmazik — és ez esetben az invazid jelentdsége még inkabb felerésodik, vagy de novo jelenik
meg a glioblasztoma (ami a genetikai prediszponaltsagnak koszonhetd) — ez esetben az ECM
szerepe sem pro-, sem kontra nem jellemezhetd. Osszességében, a biralonak azzal a
megallapitasaval teljesen egyetértek, hogy nem csak az ECM komponenseknek van szerepe az
agydaganat progresszidjaban. Ezzel egyiitt véleményem az, hogy a GBM méretbeni
progressziojaban és recidivahajlamaban a tumor invaziv jellegének — és ezaltal az ECM-nek —
a disszertacioban részletezett peritumoralis infiltracionak koszonhetéen és természetesen a
proliferativ jelleggel egyiitt valosziniileg dontd szerepe van.

2. Mi a kiilonbség mai tudasunk szerint az agyi metasztazisok és a GBM koriili ECM-
ben, mely a gliomak esetében permissziv, a metastasisok esetében non-permissziv jelleget
olt az infiltracio vonatkozasaban?

Az ECM-tumorsejt kapcsolathoz sziikséges receptorok ¢s ligandok igen nagyfoku
variabilitdst mutatnak. Leggyakoribb képviseldik a transzmembran integrin receptorok ¢€s
ligandjaik, a lamininek. A kiilonb6zd alegységek varidcidibol addéddan tobb mint 40 féle
integrint (18 o és 8 féle B lanc) és kb. 15-féle laminint (5 féle a, 4 féle B és 3 fele y alegység)
ismeriink. A megfelel$ peritumoralis invaziohoz megfeleld glidmasejtreceptor — ECM-ligand
kapcsolat sziikséges. A gliomasejteket koriilvevd agyallomany ligandjai nem meglepé moédon
sokkal inkdbb kompatibilisek a sejtfelszini receptorokkal, mint az idegen szdvetbdl szarmazo
tumorsejtek receptorai. Ezt a kiilonbséget igyekeztiink kutatasaink soran objektiven
meghatarozni. Véleményem szerint amennyiben elfogadjuk azt, hogy az invaziv tumor teljes
eltavolitasara kevesebb az esély, mint a nem-invaziv daganat esetében, valamint elfogadjuk,
hogy az ECM-nek igen jelentds része van a peritumoralis infiltracio kialakitasaban, akkor
ezekbdl kovetkezik, hogy az ECM-nek komoly szerepe van a reszekcio radikalitasaban.



Kutatdsaink soran ehhez szolgéltattunk molekuldris szinten kimutathato kiilonbségeket,
miszerint a tenaszcin-C, a CD168, integrin o-1, a-3, a-7, B1 és verzikan, stb. szignifikans
eltérést mutattak a kiilonbozd peri-tumoralis szovetmintak és az ép agyallomany kozott.

A birdld azirdnyll megjegyzésével, miszerint az invazido az adott tumor enzimeinek
degradacios képességétol is fligg, teljesen egyetértek. Feltételezheté azonban, hogy az adott
tumor ra jellemzd enzimei az idegen kornyezeti ECM komponensekre nézve kisebb
szubsztratazonossagot talalva kisebb hatékonysaggal miikodnek, mint a sajat kornyezetiikben,
igy a peritumoralis ECM struktura ebben az esetben is befolyasold faktorként viselkedhet.

3. A bevezetéssel kapcsolatos legfontosabb kritikai észrevétel, melyre jelolt valaszat
is varja a biralé, arra vonatkozik, hogy (szinte) kizarolagosnak mindsiti a daganat
progresszidja, illetve kurabilitasa vonatkozasaban az extracellularis matrix invazio
jelenségét. Az asztrocitomak genetikai determinaltsaga és variabilitisa nem csak az
extracellularis matrixra gyakorolt hatasukat, hanem a de novo, illetve és/vagy multifokalis
megjelenésiiket determinalja.

A tumorprogressziot valoban nem csak az ECM, hanem a tumorsejtek genetikai faktorai
is meghatarozzak. A sejtproliferacio, mutaciok, klonok kialakulasa, stb. legalabb olyan fontos
tényezok, ezt én magam is elismerem. A mi megkdzelitésiinkben inkabb ugy fogalmaznank,
hogy a tumor terjedésében és a lokalis recidiva kialakulasaban vélelmezhet6é az ECM az egyik
legfontosabb befolyasold tényezonek. Ezen én magam is sokat gondolkodtam, és arra a
megallapitasra jutottam, hogy valdban, gy tiinik, hogy a de novo megjelend 10j glidma-
manifesztaciokat nem tudjuk megel6zni, igy a daganat az elvileg teljes reszekcid vagy
eliminacié utan is ki fog ujulni. Az onkoldgia mai allaspontja szerint ezt tényleg nem tudjuk
el, akkor egy kezeléssorozatot feltételezve a beteg tulélése jelentésen meghosszabbithato.
Valoban, a tumorkitjuldst Gjabb ¢és Gjabb lokalizacidban az anti-invaziv terapia nem tudja
teljesen megakadalyozni. Viszont kezelhetové teszi a helyzetet ¢és atmenetileg ismét
,tumormentessé” a beteget.

4. Kérdés, hogy osszesen hany betegb6l, hany mintat tartalmaz az adatbank, mennyi
a mintavételtol az ultrafreezerig eltelt idd, torténtek-e a mintavételtdl ultrafreezerig eltelt
idore vonatkozé vizsgalatok a mintamindség meghatarozasara, illetve hogy az
ultradarabolasra Keriilé6 mintakbol rutinszeriien milyen szovettani modszerekkel
definialjak a daganat/infiltracios zona/normal szovet tartalmat.

A Debreceni Idegsebészeti Agydaganat- ¢s Szovetbank folyamatosan boviil, ezért a pontos
valasz hétrél hétre valtozik. Jelenleg az alabbi adatokkal tudok valaszolni a kérdésre:
Tumorbank: 1410 mitétbdl, kb. 60 szovettani tipusban, tobb mint 6100 katalogizalt
szOvetminta.

Szérumbank: kb. 590 betegbdl, kb. 40 kiilonb6z6é korképbdl, tobb mint 2580 katalogizalt
szérumminta.

Teljes vér-bank: kb. 300 betegbdl, kb. 30 szdvettani korképbdl, tobb mint 2500 katalogizalt
vérminta.

Vizelet: kb. 30 betegbdl, kb. 6 szovettani korképbdl, tobb mint 180 katalogizalt vizeletminta.



A mintavételtdl a lefagyasztéasig eltelt id6 a par masodperctdl a par percig valtozik. Ez
alatt az id6 alatt a molekularis struktirak még stabilak, esetleg a funkcionalé molekulak
(enzimek) mitkddése karosodhat. Erre vonatkozé mindségi meghatarozas még nem tortént. A
kolni agydaganatbankbdl azonban rendszeresen torténtek ornitin-dekarboxilaz enzimaktivitas-
meghatarozasara ¢épild vizsgalatok, melyek teljesen megbizhatd és reprodukalhato
eredményeket hoztak. Ez alapjan azt gondoljuk, hogy a jelenlegi mintagylijtési metddus
elfogadhatdé mindségii mintadkat eredményez.

Infiltracids zona-hatart biztonsaggal definidlni nem tudtunk. Vizsgélataink soran arra
szoritkoztunk, hogy a mintaink tisztdn tumorstromat vagy tumormentes agyallomanyt
tartalmazzanak. Amennyiben ez kritikai megjegyzés a birald részérdl, el kell fogadnom, és
dolgozni fogunk a jovOben ennek a problémanak a megoldasan.

5. Milyen akkreditacioval rendelkezik a bank és milyen biztonsagi berendezésekkel
iizemel (telefonos riasztast ado héméro, kettos tarolas, kettés kompresszor, széndioxid
tartalékrendszer, sziinetmentes aramforras)?

Az Agydaganatbankunk miikddése elsé percétdl TUKEB engedéllyel rendelkezik,
melyet kétévente meguajitunk. Maga a miiszerpark tobb kettds kompresszoros ultramélyhtitobol
all, melyek mindegyike CO> back-up biztonsagi rendszerrel van ellatva, ami -60 °C f616tt
automatikusan bekapcsol. A hiit6k helyileg a miitéblokkban talalhatok, ahol sziinetmentes
aramforras biztosithatd. Emellett papiralapt homérséklet-regisztrald egységet is beépitettiink,
¢s az eltett papirkorongok 11 évre visszamendleg igazoljak, hogy a mintdk egyszer sem
olvadtak ki.

Végiil a legnagyobb biztonsagot talan az adja, hogy tobb (2 db) mélyhiitészekrényiink
van, ill. a szervizzel 24 6ras kiszallasi szerz6désiink van.

A betegek az adatgytijteményben kdddal szerepelnek, igy a mintdk kezelése soran sem
a nevik, biztositasi szamuk, sziiletési daitumuk, semmilyen személyes adatuk nem publikus, és
az adatok idegen kézbe keriilésére realis veszély nem all fenn.

6. Kérdés, hogy mit jelent az ,igen rossz KPS érték”, amely alapjan BSC-t
indikaltak?

Az ,jigen rossz KPS érték” széles tartomanyt takar. A BCS kezelési csoportba esd
betegek mindegyike KPS < 60, a csoport KPS atlaga 56,0 ahogy az a 45. oldalon 1évd 8.
tablazatban lathato.

A palliativ radiotherapiaban részesiilt betegek atlag KPS-e 60. Ezek a betegek 10 x 3
Gy sugarkezelésben részesiiltek.

7. Kérdés, tortént-e barmilyen hataserdsség vizsgalat az elemzés tervezésekor?
Az 1p19q kodelécié prediktiv szerepének sajat beteganyagon torténd meghatarozasara
hataserdsség vizsgalat nem tortént.

8. Kérdés, hogy melyik id6 intervallumbol szarmazott a normal agyszoveti kontroll,
illetve, hogy a szérum minta kontrolloknal mennyire tudtak kovetni, illetve mennyire
osszehasonlithato a Temodal metabolizmusa.



A TMZ humén tumormintdkban torténd direkt meghatarozdsira a nem tumoros
agyszovetet a tumor megkozelitése soran a mitét kezdeti fazisaban vettiik, és a tumort boritd
jobb frontalis lebenybdl szarmazott a gyogyszer bevétele utan 105 perccel. A tumormintakat a
135., a 150., és a 165. perben vettiik. Szérummintékat is gylijtottiink a miitét kozben és TMZ-
mentes negativ szérummintakat is hasznaltunk kontrollként. Ezekre els6sorban a kapillaris
elektroforézis metodikajanak alkalmazasdhoz volt sziikség, ahol a mintak elektroferogramjanak
Osszehasonlitasa adja a konkrét eredményt.

A szérum-mintdkban a mar kordbban meghatarozott koncentracido-valtozasok a TMZ
metabolizmusanak megfeleléen alakultak, de magaban a tumormintaban a TMZ metabolikus
termékeinek AIC (amino-imidazol-carboxamid) ¢és MTIC (metil-triazén-imidazole-
carboxamid) koncentraciojat nem vizsgaltuk.

9. Milyen genetikai alcsoportba tartoznak ezek a betegek a 2016-os beosztast is
figyelembe véve? Milyen prognosztikai csoportba tartoztak genetikai vizsgalatuk
alapjan?

Az EGFR-integrin kdlesonhatasanak vizsgalatdhoz gyiijtott tumormintdk még sajnos
abbdl a ,pregenetikus” korbol szarmaztak, amikor még sem az IDH-1, sem az 1p19q, sem az
MGMT metilacido meghatarozasa nem jatszott szerepet a GBM diagnosztikajaban.

A kérdésfelvetés teljesen jogos, és utdlag is érdemes lenne 6sszehasonlitani az ErbB1 -
homo- és ErbB1-integrinf31 heteroasszociaciok meghatarozasaval megallapithatd prognosztikai
csoportokat a jelenleg mar rutinszerlien hasznalatos molekularis patologiai modszerek
eredményeivel.

10.  Ezen fenti felvetések kommentalasat kérem. (Ha betegek BSC-t kaptak a miitét
utan, akkor mi indokolta a BSC-t, ha valéban miitéten estek at? Lehet-e BSC-nek nevezni
az aktiv miitéti kezelést, illetve ez a dontés mennyivel a miitét utan sziiletett meg?)

A glioblaszomas betegek onkoterapidjanak meghatarozasakor a legfontosabb
meghataroz6 faktor a Karnofsky Performance Scale (KPS), mely 6sszefoglalo mddon és
leegyszerlisitve szamszer(siti a beteg ¢letmindségét. A KPS gyakorlatilag magéaban foglalja a
neurologiai statusz mellett a belgydgyészati €s pszichiatriai statuszt is. Leegyszerlisitve
mondhatjuk, hogy a KPS 70 alatti betegek esetében az aktiv onkoterapianak nincs mindségi
¢letet meghosszabbitd hatasa, ezért ilyen esetben kemo- és sugarterapia helyett csak a
panaszokat enyhit6 tiineti terapiat, angol roviditéssel élve Best Supportive Care-t (BSC)-t
alkalmazunk. Az altalunk vizsgalt betegpopulacioban a KPS meghatérozéasa a tumor-miitét utan
tortént meg. A KPS 70 alatti betegek esetében csak tiineti terapidt alkalmaztunk. Ennek a
betegcsoportnak az atlagos KPS értéke miitét utan 56,0 volt. A KPS meghatarozasanak
idOpontja egyénenként valtozott, hiszen a betegek egy része miitét utdn még javulast mutathat.
Legprecizebb gy megfogalmazni a miitét utani KPS-t, mint a miitét utan elért legmagasabb
KPS-értéket — gyakorlatilag fliggetleniil a miitét ota eltelt id6tdl, és mi is ezt a mddszert
kovettiik, ezért nem fogalmaztunk meg a post operativ statusz meghatarozasara fix idépontot.



11.  Mivel lehet magyarazni, hogy a tumor méret és a tulélés kozti 6sszefiiggés nem volt
megfigyelhetd. Magyarazhato-e ez az alacsony esetszammal vagy a Kkizarasi mérethatarral
(4 cm)?

A tumorméret és a varhato tulélés kozotti osszefliggés kérdése régota tartja ébren a
glioblasztomas betegek kezelését végzo kollégak érdeklodését. Azt az altalanos megallapitast,
miszerint a nagyobb tumor rovidebb tuléléssel jar, a klinikai betegadatok is sokszor
megerdsitik. A mi vizsgalatunk esetében azonban a kiilonboz6 kezelési metddusokon beliil
hasonlitottuk 6ssze a kiilonb6z6 tumorméret fliggvényében a talélést. Mindharom metddus
esetében (csak RT, RT + TMZ, RT + TMZ + BC) a 4 cm alatti tumoros betegek atlagos talélése
hosszabb volt, mint a 4 cm feletti betegek csoportjaban, de a kiillonbségek olyan szerénynek
bizonyultak (1,2 honap; 1,0 honap; 3,1 honap), hogy ehhez képest a szoras €s a csoportonkénti
relativ alacsony esetszam miatt (20, 35, 25 beteg Osszesen) semmilyen szignifikans eltérés nem
igazolodott. Emellett azt is figyelembe kell venni, hogy mi az azonos KPS pontszamt és azonos
terapiaban részesiilo betegeket hasonlitottuk 6ssze, ami automatikusan azt eredményezte, hogy
a nagyméretli tumoros és rossz allapoti betegek nem is keriiltek bele az dsszehasonlitasba,
hiszen nem is kaphattak azonos terapiat a kisebb tumor mellett j6 allapotu betegekkel. Azoknal
a betegeknél, akiknél a tumorprogresszié olyan hamar okoz allapotrosszabbodast, hogy az
onkoterdpidnak egyszeriien nincs ideje kifejteni a hatasat, természetesen rovid talélés lathato.
Azonban ha ezeket a betegeket kivessziik az 6sszehasonlitasbol azéltal, hogy kezelési modalitas
alapjan végezziik a betegcsoportositast, akkor arra a kdvetkeztetésre jutunk, hogy az azonos
onkoterapidban részesiild betegek esetében nem a tumorméret, hanem a tumor kemo- és
radioszenzitivitasa valik mérvadd paraméterré.

12. Hogy definidlja a parcialis, illetve radikalis tumor eltavolitast? A miitét utan
mennyivel késziilt az MRI vizsgalat és milyen sajatossagait latjuk?

Régi forr6 pont az idegsebészetben a tumor-eltdvolitas radikalitdsanak objektiv
megitélése. Ezt a problémat sajnos mi sem tudtuk megoldani, hiszen egy eleve infiltrativ és éles
hatar nélkiilli tumornal a teljes reszekci® fogalma is nehezen értelmezhetd. Ezért
leegyszeriisitve, a miitéti leirds és a posztoperativ 1. napon késziilt kontrasztos CT-felvétel
alapjan hataroztuk meg — legalabbis a lathatd tumormassza makroszkdéposan teljes, vagy
parcialis reszekciojat. Elismerem ennek a moddszernek a gyengeségeit, sajnos ennél a
vizsgéalatnadl ennél jobbat nem tudtunk alkalmazni. Az irodalom ezt a modszert egyébként
elfogadja, és non-volumetrids tumor-meghatarozasnak nevezi, igy mi is ezt a moddszert
alkalmaztuk.

13. Ezt a korabbi rezekcio és tulélés kozti kapcsolatot elemzé miitéti nagy review-k
eredményéhez képest hogyan véleményezi? Lsd. korabbi #13. kérdés.

Az altalunk végzett klinikai adatgytijtések soran azt tapasztaltuk, hogy miitéti radikalitas
nem befolyasolta szignifikansan a talélést. Valoban ismert szamos olyan kdzlemény, melyek
szerint a reszekcio Kkiterjedtsége igazolhatoan befolyasolja a betegek tul¢lését. Ezek a
kozlemények azonban még dontden a Stupp-éra eldtt gyiijtott adatokra épitenek. Az tjabb
kozlemények mar sokkal arnyaltabban fogalmaznak, és elsdsorban a kiilonb6zd intraoperativ
tumorreszekcios technikak 1étjogosultsaganak alatamasztasat célozzak (pl. 5-alanin-levulinsav-



festés, intraoperativ funkciondlis ,,mapping-guided” reszekcid), és elsdsorban alacsonyabb
gradusu glioméra vonatkoznak. High grade tumor tekintetében a nagyobb review-k mar nem
foglalnak egyértelmiien allast, s6t ugy fogalmaznak, hogy a reszekcio mértéke és a tulélés
kozotti Osszefliggésre nincs l.-es szintli evidencia (azaz randomizalt klinikai study-bol
szarmazo bizonyiték). A legnagyobb review 2012-b61 szarmazik (Douglas, Hardesty és Sanai),
amelyben 1990 ¢és 2012 kozott megjelent kozleményeket elemezték és 0sszegezték. 32 high
grade gliomardl és 11 low grade gliomarol sz616 tanulmanyt tekintettek at. A 32 high grade
studybol 6sszesen 5 tanulmanyban hasznaltak 3D volumetrias tumor-térfogat-meghatarozast.
Ebbdl az 6tb61 3 esetben sikeriilt a teljes tumorreszekcio és teljes tulélés kozott statisztikailag
igazolhatd pozitiv korrelaciot talalni; két studyban az elemzések ilyen Gsszefiiggést nem
igazoltak. A t6bbi kdzlemény un. non-volumetrias adatelemzésre épiilt. Ezek koziil 17-ben
igazoltak a teljes reszekcio tulélésre gyakorolt pozitiv hatasat, mig 11 kdzlemény cafolta ezt.

Ezzel cseng 0ssze a mi tapasztalatunk is, miszerint szamos olyan GBM-es beteglink van,
akikb6l csak biopszia tortént, a talélés az atlagosnal mégis joval hosszabbnak bizonyult.
Véleményem szerint ennek magyarazata abban rejlik, hogy a kemo- és sugarszenzitiv tumorok
esetében a tumor-tdmeg miitéti reszekcidjanak nincs dont6 szerepe a talélés tekintetében. En a
sajat adatainkat tobbszor ellendriztem, ezeknek bizton hiszek, és tartom az allaspontomat: nem
térfoglaldo GBM esetében a tulélést befolyasold legfontosabb tényezd a tumor onkoterapiara
adott valaszreakcioja.

14.  Alapvet6 probléma ezzel a vizsgalattal, hogy miért pusztan egy betegen tortént ez
a meghatarozas?

A TMZ intratumoralis koncentraciojanak meghatarozasa azért csak egy betegen tortént,
mert az altalanos kezelési elvek szerint a betegeknek kozvetleniil a tervezett miitét elott
kemoterapias készitményt mar nem javasolt adni. Siirgds miitét elott pedig romlod neurologiai
statusszal keriilnek osztalyos felvételre és miitébe — mely azonban a TMZ meghatarozasahoz
sziikséges minimum 1-2 6ras iddintervallumon mar mindig talnyalik. A mi esetiink egy ritka
véletlennek a megragadasabol szarmazott: az osztalyra keriilt betegnek a joszandéku
hozzatartozok a miitét elott minden szokésos gydgyszert beadtak és a rapidan romld allapota
betegnél elvégzett siirgdsségi beavatkozas még beliil esett a TMZ metabolizmus idékorlatain.

15. Az EGFR muticiés szerepének vizsgalatira rekurrens glioblastomaban végzett
vizsgalatok esetében az a kérdés, hogy ha az esetek tobb mint 20%-ban az EGFR fehérje
fokozott expressziojanak eseteiben alig tobb mint 50%-ban volt az EGFR
génamplifikacio, akkor onmagaban az EGFR génamplifikacionak milyen jelentosége

Az EGFR gén amplifikacioja és az EGFR fehérje fokozott expresszidja kozott valoban
az Osszefliggés nem teljesen direkt és egyértelmil. Ahogy azt az invazios spektrum vizsgalatanal
is tobb esetben tapasztaltuk, a génexpresszido fokozdodasat nem koveti minden esetben
torvényszeriien a protein expresszio novekedése, illetve valtozatlan mRNS expresszié szinthez
IS igen jelentds protein-expressziobeli kiilonbség (akar ndvekedés is) tarsulhat. Ezt az eltérést
olyan poszt-transzlacios szabalyozasi mechanizmusok okozzak, melyek pontos meghatarozasa
még varat magara (ld. hivatkozasok). Eredményeink elsGsorban arra hivjak fel a figyelmet,



hogy az eddig divatos gén-overexpresszid6 meghatarozasa mellett — vagy esetleg helyett — a
fehérjeszintli analizisre egyre nagyobb hangsuly helyezddik.

16.  Azelsé fazis eredményeivel kapcsolatban kérdezném, hogy mennyiben korrelalt az
irodalommal a tumoros invazioban szerepet jatszo mRNS-ek — re vonatkozé sajat
megfigyelés az invazios panel markerének kivalasztasa vonatkozasaban és ahol nem volt
korrelacié, annak oka mi lehetett?

Az invazios panel meghatarozasakor 96 célmolekula RNS expressziojat vizsgaltuk
glioblasztomaban, tiidé-adenokarcindma agyi attéti tumoros és normal agyszovet mintakban.
Minden mintacsoport 5 mintabdl allt, igy egészen pontos, szignifikanciaszintet eredményezd
statisztikai vizsgalatot nem tudtunk végezni. Ezért inkabb kizarasos alapon szelektaltunk
tovabb és a szamottevl eltérést nem mutatd molekulakkal tovabbi méréseket nem végeztiink.
A 2., 3., ¢ésa4. fazisban minden alkalommal tovabb finomodott a végsd panelt alkotd molekulak
kore, igy alakult ki az egyeldre véglegesnek tekinthetd invazids panel, mely jelenleg mar csak
20 elembdl all. Ezeknek fobb képviseldi a proteoglikanok, sejtfelszini receptorok, stb.
(névszerint: brevican, cadherin-12, CD168, collagen-al, erbB1, erbB2, fibronectin, integrin-
al, integrin-a3, integrin-a7, integrin-B1, laminin-a4, laminin-f1, MMP-2, MMP-9, neurocan,
syndecan, tenascinC, tenascin-R, versican.

A kérdésre valaszolva, a 96 molekula esetében kb. 75-80 %-ban itéltiik ugy, hogy a sajat
méréseink az irodalmi adatokkal egybeesnek. Val6 igaz, hogy nem minden molekula esetében
kaptunk a korabbi irodalmi hivatkozasokban leirt eredményeket, de vizsgalataink ebben a
fazisban még csak leird jelleglieck voltak, odaig még nem jutottunk, hogy ezeknek az
eltéréseknek a magyarazatat is felderitsiik.

17. Az immunhisztokémiai vizsgalatoknal mi az intenzivebb festodéi reakcio definicié
numerikus megfeleléje? Mennyiben voltak szignifikinsak ezek az eredmények? Milyen
modszerrel mérték ezt? Milyen kontroll vizsgalatok igazoltak azt, hogy a kvantifikalas
valoban alkalmazhat6? Mas szoval, mik voltak az immunhisztokémiai specifitas
bizonyitékai és ha denzitas vizsgalaton alapult a kiilonbség meghatarozas, akkor annak
mi volt a kontrollja?

Az immunhisztokémiai vizsgdlathoz a metszeteket harom kiilon kutatd elemezte és
négyes, illetve 6tds skalan osztalyozta a festddési intenzitast, ahol az egyes érték a negativ, a
maximalis érték a legintenzivebben fest6dé mintat jelentette. Ily médon szemi-kvantitativan
lehetett szamszertisiteni a festddési reakciot. Az igy kapott értékeket a relativ kis esetszam és a
kiértékelés semi-kvantitativ jellege miatt szignifikanciaszint-meghatarozasnak nem vetettiik
ald. Az immunhisztokémiai vizsgalat szamunkra legfontosabb eredménye az volt, hogy a
fehérje-expresszi6 valtozas iranya megegyezik-e vagy sem az RNS-szintli valtozasokéval? Az
immunhisztokémiai festddési intenzitasok erre a célra teljesen megfelelének bizonyultak, és
nagyon nagy segitséget jelentettek annak eldontésében, hogy az invazidban szerepet jatszo
molekuldk esetében a genotipusban vagy a fenotipusban észlelhetd eltérések mutatnak-e
szorosabb 0Osszefliggést a tumor invazids potencialjaval? Miutdn egyértelmii eltéréseket
észleltink az expresszids valtozas iranydban gén- ¢és fehérjeszinten, eredményeink
megerdsitették azt az elképzelést, miszerint a tumor bioldgiai viselkedését nem elsdsorban



genetikai szintli, hanem poszt-transzlacids szabalyozasi — ha ugy tetszik tumorszupresszids
mechanizmusok hatarozzak meg.

Az immunhisztokémiai vizsgalathoz kontrollként teljesen negativ (iires, antitest nélkiili)
¢és olyan metszetek szolgaltak, melyekrdl ismert, hogy az adott antitestre er6sen pozitivak.
Ennek alapja mas kutatdsok eredménye, sokszor az antitest leirasaban talalhatd, hogy mit
érdemes hasznalni pozitiv kontrollnak. A kontroll sajatossagaibol adodik, hogy sokféle szovet
alkalmas lehet — a kimutatand6 targett6l fliggéen — pozitiv kontrollként torténd alkalmazasra,
€s nem is igazan szamit, hogy mit hasznalunk addig, amig specifikusan tud kétédni hozza az
antitest. Vizsgalataink sordn hasznaltunk allati €s humén mintakat, pl. agyat, majat, vesét,
tonsillat, colont stb., és csak olyan antitest-reakciokat elemeztiink, melyek soran mind a negativ,
mind pedig a pozitiv kontroll megfeleld mindségli volt.

18.  Mivel magyarazza, hogy a proteomikai eredmények és az RNS expresszios
eredmények csak részben mutatnak osszefiiggést a kezelés utan?

A proteomikai €s az RNS szintli eredmények kozotti eltérés nem teljesen szokatlan
dolog a tumorkutatdsban (Id. hivatkozasok), és jollehet, mar szamos poszt-transzkripcios és
poszt-transzlacios regulaciés mechanizmus ismert, ezek molekularis szintli pontos
feltérképezése még varat magara. Erre még mi sem tudtunk vallalkozni, eredményeink ezen a
szinten elsésorban deskriptiv jellegiiek.

19. Az invazids spektrum prognosztikai szerepének vizsgalatanal glioblastomaban mi
indokolta a 23 honapos tulélési hatar kivalasztasat A és B csoport esetére? Meglepo, hogy
a 7/12 versus 12/14 arany nem mutat szignifikans kiilonbséget. Milyen statisztikai
modszer volt az, amely egyaltalan ezt a megallapitast lehetévé tette?

Az invazios spektrum prognosztikai szerepének vizsgalatakor meghatarozott 23
hénapos teljes tulélési szelekcids paraméter a glioblasztomas betegek jelenlegi atlagos talélési
értéke. A jo KPS értékkel rendelkez6, konkurald kemo-irradiacioban, majd TMZ
monoterapiaban és végiil még bevacizumab kezelésben is részesiilt betegek atlagos teljes
talélése Klinikdnkon 23 hdénap, mely mas intézetek eredményeihez hasonlo. Ezért ugy
valasztottuk szét a betegeket, hogy aki ennél révidebb ttlélést mutatott keriilt az A, aki ennél
hosszabbat, a B csoportba. A ki(jjulds miatti reoperaciok ardnyat statisztikai aranybecsléssel
végeztiik, melynek alapja az ,N-1" khi-négyzet proba (Campbell, 2007 nyoman, MedCalc
statisztikai programmal). A teszt nem igazolt szignifikans kiilonbséget. Itt szeretném
megjegyezni, hogy palydzati tdmogatasainknak koszonhetden volt alkalmunk szakképzet
biostatisztikust alkalmazni (Steiner Laszl10), és az 6 tanacsait és szamitasait kovetve jutottunk a
publikalt eredményekre.

20.  Azinvazivitasi panel vizsgalata soran nyert adatok epifenomén jellegét csak akkor
lehet kizarni, ha kétséget kizarolag igazoljuk, hogy mas prognosztikai tényezo, elsosorban
a WHO 2016-os beosztisaban mar donté szerepet kapott IDH statusz nem jatszik
szerepet. Mi ezzel a helyzet?

A glioblasztomas betegek IDH statuszanak meghatarozésa csak 2016-t61 képezia WHO
tumorklasszifikaci6 részét. A Debreceni Idegsebészeti Klinikan illetve Neuro-patologian ugyan



mar tobb éve lehet kérni IDH-1 mutacid-analizist, és kb. 2 éve ezt rutinszeriien el is végzik, de
a disszertacio alapjaul szolgalo kozleményekben szerepld vizsgalatok még az IDH-éra el6ttrol
szarmaznak, igy az invazios panel és az IDH-1 statusz 0sszefliggésérdl eddigi eredményeink
alapjan még nem tudok beszdmolni. Ennek ellenére a birdloval egyetértek, és koszondm, hogy
felvetette a kérdést, mert megerdsitette bennem azt az elhatarozast, hogy az invazids spektrumot
a jelenleg ismert genetikai prognosztikai faktorokkal Osszevessiik. Ehhez hiven az éppen
aktualisan foly6 vizsgélatainkhoz mar rutinszeriien meghatarozzuk az IDH-1 mutaciot is és egy
Diisseldorfi kollaboracid keretében az MGMT-promoter-melitacid6 meghatarozasara is
lehetdségiink nyilt.

A kérdés tehat €16, ahogy idOben a vizsgalatok fejlddése bekovetkezik, igy kovetjik mi 1S
vizsgalatainkkal az aktualissa valo igényeket.

21.  Mi a véleménye szerzének arrdl, hogy az RNS szinten meghatarozo brevikan és
integrin-B1 koziil csak elobbi jatszik szerepet a fehérje statisztika esetében, illetve, hogy
sokkal tobb fehérjébol all ossze a statisztikat meghatarozo csoport?

Az RNS- és proteinszintii eltérések kiilonbozéségérél mar korabban beszéltiink. Annak
magyarazata, hogy a proteomika nem erdsitette meg az integrin-f1 szerepét, teljes biztonsaggal
nem megallapithatd, mint ahogy az sem ismert, hogy miért akadt fenn tobb fehérje a progndzist
meghatarozo kulcs-molekula azonositas soran? Bar valdsziniisithetd, hogy a PCR-eredmények
méréstartomanyabol ad6dé magasabb, és a proteomikai eredmények szerényebb mértékii
szOrasa miatt utobbi esetben statisztikailag konnyebben volt igazolhato szignifikans kiilonbség
vagy kulcsszerep. Ezért itt most az eredmények feldolgozasanak statisztikai megkozelitésérol
(nem a modszerekrodl!) szeretnék par szot ejteni. Sajnos az a tapasztalat, hogy a prognosztikai
faktorokat egyenként vizsgalva, azok specifitasa és szenzitivitasa nem haladja meg a 70-80%-
ot. Ezért mi azt az elvet fogalmaztuk meg, hogy tobb marker egylittes valtozasanak az elemzése
hozhat egy olyan spektrum-valtozast, ami nagyon szorosan korrelalhat a progndzissal. Bio-
informatikus bevonasaval sokaig fejlesztettiik az elemzéseket, egészen a gorbe-analizist6l a
cluster-analizisen at a jelenleg leginkabb megfelelonek tiné ,,J48 pruned tree” dontési fa
elnevezésii statisztikai osztalyozot hasznalva. Ezzel sikeriilt nagy reprodukélhatdsagi arannyal
egyes csoportok esetében a 90-100 %-os szenzitivitast és pozitiv prediktiv értéket elérni. Az
altalunk hasznalt spektrum-analizisnek tovabbi eldnye, hogy az invazidoban kozvetleniil
szereplé molekuldk mellett (pl. kadherin, neurokan, tenaszcin, szindekan, verzikan, stb.) az
invazidhoz kapcsolodo egyéb targetek is bevalasztasra keriiltek (pl. EGFR, CD168), igy a
tumor tobbirdnyl funkcioja egyszerre tiikrozédik az invazids spektrumban. Meggydzddésem,
hogy a spektrumot alkot6 egyes molekulak, ha egyenként nem is mutatnak nagyfoku eltérést a
kiilonbdz6 prognosztikai csoportok kdzott, az egyiittes valtozasuk specifikus lesz €s nem csak
diagnosztikus, hanem terapiat befolyasolo prediktiv jelleget is dlthet.

22. Szerzo mivel magyarazza a sajat, ezzel ellentétes tapasztalatat, jelesiil, hogy nincs
a kodelécionak anatomiai predilekcios helye?

Az 1p19q kodelécidé anatdémiai predilekcios helyét illetden Mueller és munkatarsai
2002-ben publikaltak, miszerint a frontalis lebenyben gyakoribb a kodeléci®6 mint egyéb
lebenyek tumoraiban. Vald igaz, hogy sajat betegeink esetében erre vonatkozd statisztikai



szignifikanciat nem tudtunk megallapitani, de eredményeink azért nem mondtak ellent a
nemzetkozi tapasztalatoknak. Eseteink koziil a fronto-temporalis lokalizacidban 55%-ban volt
1p19q kodelécioé igazolhatd, mig mas lebeny esetében csak 35 %-ban. Az esetszam miatt (28
beteg) szignifikanciaszintet nem tudtunk megallapitani, de a betegek kozotti kiilonbség mégis
tetten érhetd.

23. A megbeszélés tovabbi részében alapveté kérdés, hogy az egy esetben mért
eredmények mennyire lehetnek relevansak, mennyire altalinosithatok a TMZ lokalis
koncentracigjanak alakulasaban? Kérdés, felvetik-e szolubilis véragygat felnyitasa
mellett adott alkilalo szerek alkalmazasanak lehetdoségét és sziikségességét?

A TMZ meghatéarozasa szérumban biztonsaggal kivitelezhetd volt, de az intratumoralis
lokalis gyogyszerkoncentracio meghatarozasa komoly kémiai-fizikai-klinikai kihivast jelentett.
Ennek megoldéasaban a kapillaris-elektroforetikus csapatnak igen nagy az érdeme, hiszen eddig
ilyen vizsgalat még nem tortént. Az eddig ismert adatok szerint (Baker; Portnow) 6tszor6s, Kim
pedig 10-20-szoros TMZ koncentraciot kalkulalt. Elézéek mikrodializist, Kim egyfajta
prediktiv farmakokinetikai modellt alkalmazott. Mi ma mar tudjuk, hogy valdsziniileg
talbecsiilték a TMZ intratumoralis lokalis koncentracidjat, mely az altalunk elvégzett direkt
mérés lapjan 0,12 mg/g-nak bizonyult. Jelen eredménynek két jelentésége van. Az egyik, hogy
sikeriilt kidolgozni egy biztonsdggal alkalmazhatdé gyogyszer-detektalasi modszert, ami
ismerve a kapillaris elektroforézis metodikdjat, komoly eldrelépésnek tekinthetd, ugyanis
szilard halmazallapoti anyagban koncentraciot meghatdrozni nem rutin eljaras. A megoldast
egy régi kozos kutatdsunk adta, melynek sordn siiri bronchidlis valadékban néztiikk meg az
antibiotikum lokalis koncentraciojat (azt vizsgaltuk, hogy az idegsebészeti mitét utan tartdosan
intubalt betegnél hogyan lehetne elkeriilni az aspiracids pneumoniat), és a nem-folyékony
mintat el6szor liofilizalva, majd Gjra feloldva lehetett megbizhato méréseket eszk6zoIni. Ennek
volt kdszonhetd, hogy egy kemoterapias készitmény aktudlis intratumoralis koncentracidja
meghatarozhat6 volt.

Kiilonosen nagy eredmény ez agydaganatok esetében, hiszen a vér-agy-gaton valo
gyogyszerpenetraciot lehet ezzel megéllapitani, igy objektiv eszkdz van a keziinkben arra
nézve, hogy dsszehasonlitsuk, melyik készitmény éri el a legmagasabb koncentraciot — és ezzel
feltehetden hatékonysagot — az agydaganatokban? Ez jelentdsen megkonnyitené a
gyogyszervalasztast, és lehet, hogy szamos jelenlegi protokoll megvaltoztatasat idézné eld,
valamint az egyes vér-agy-gat penetraciot fokozo technikak (irradiacié, hiperozmozis, stb.)
hatékonysagat is vizsgalni lehetne.

Az egyetlen esetben tortént mérés magyarazatarol mar kordbban emlitést tettem.
Teljesen elismerem, hogy egy esetbdl altalanositani nem lehet, azonban a metodika
kidolgozésara, ill. ellendrzésére és gyakorlati alkalmazhatosdgdnak megitélésére megfeleld
volt. Igy valéban a kovetkezd 1épés etikai engedélyt szerezni a kozvetleniil a preoperativ
szakban adhat6 kemoterdpids készitmények alkalmazdsira ¢és az intratumoralis
gyogyszerkoncentracid nagyobb esetszdmon torténd meghatarozasara.
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24, Az invazids profil osszehasonlitasaban alapveté probléma, hogy az elsésorban
szinte Kkizardolag vascularis eredettel inokulalodé metasztazisokat az ,agyszoveti
stromaban kialakulo” glioblastomahoz hasonlitja. Mi errél a véleménye?

A metasztazisok kialakuldsanak jellege, mely szerint a vérarammal jutva az
agyallomanyba eredményeznek 1ij tumormanifesztaciot, jelentésen kiillonbozik a
glioblasztomara jellemz6 direkt peritumoralis invazid révén vald terjedéstol. Ez a kiilonbség
veti fel a kérdést, hogy az extracelluldris tumorok agyi attétképzésében milyen szerepe van az
invazivitasban szerepet jatszd és altalunk vizsgalt szdmos molekulanak? A kérdésre adando
valasz abban rejlik, hogy a vérkeringéssel disszemindlodd tumorsejtek kitapadasa, lokalis
infiltracidja, kolonizacidja, nest-képzése mind-mind invazionak tekintheté folyamat révén
valosul meg.

A tumorsejt-endothél kitapadashoz sziikséges adheziv molekulak, sejtfelszini
receptorok, a kornyezetet bontd enzimek szintén invazios lépések, és az invazidhoz sziikséges
¢s ismert, altalunk is vizsgalt molekulacsoportok részvételével torténik. A glioblasztomaban
leirt invazids folyamatokhoz képest azonban az a nagy kiilonbség, hogy az extracellularis
tumorok a kapillarisok faldn ugyan meg tudnak tapadni és ott lokalis tumorproliferacio ki tud
alakulni, de az agyparenchymaba val6 infiltracio nagysagrendekkel kisebb mértékdi, mint a
gliomak esetében. Ezt a funkcionalis kiilonbséget igyekeztiink mi kutatasaink soran molekularis
szinten meghatarozni. Eredményeink alapjan az a pre-hipotézis latszik bebizonyosodni, hogy a
tumor-host kapcsolatban a receptorok-ligandok és enzimek-szubsztratok megfelelossége,
kompatibilitasa hatarozza meg az invazié mértékét. Véleményiink szerint, ha ezt a folyamatot
részleteiben megismerjiik, akkor lehetdséget teremtiink arra, hogy abba beavatkozva a gliomak
invaziv aktivitasat is mérsékelni tudjuk és ezaltal a glioblasztomak kezelhetdségi esélyeit €s a
betegek tulélését ndvelni tudjuk.

Osszefoglalis
A glioblasztoma teljes gyogyitasa ma még utodpia, és ezt mi sem tudtuk megoldani.

Kutatasaink hozomanyaként azonban, ha sikeriil a gliomak invazivitasat redukalni, akkor a
teljes tumoreltavolitas vagy irradiacios tumoreliminacié esélyei javulhatnanak. Igaz ugyan,
hogy a de novo tumorképzédést nem oldottuk meg, de Gjra és Gijra tumormentessé tehetd a
beteg, aki a teljes gydgyuldsban ugyan nem, de életének akar jelentés meghosszabbodasaban
bizhat.

Az is igaz, hogy az extrém modon pluripotens daganat megvaltoztatva az expresszios
profiljat az anti-invaziv terdpidban is Ujra és Ujra rezisztenssé valhat. Mi pontosan ezért
gondoljuk, hogy az Ujra és Ujra meghatirozott invazidés spektrum minden alkalommal
azonositani képes az 01 targetmolekulakat, és igy a kezelést modositva az mégis mindig effektiv
lehet. Hissziik, hogy ezzel megvalosulhat a személyre szabott kemoterapia, melynek egy
betegben vald ,tumorkdvetd” korrigdlasa maganak az individudlis onkoterdpidnak mutathat
fejlodési perspektivat.
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Végezetiil szeretném ismét megkoszonni Biiki Professzor Ur értékes és minden részletre

kiterjed6 biralatat, mely munkam megértéséhez, interpretacidjahoz és jovobeni feladataink
megfogalmazasahoz is igen nagymértékben hozzajarult.

Debrecen, 2017.06.12.

Dr. Klekner Almos
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