Dr. Klivényi Péter Professzor Ur birilatiban szerepld kérdésekre adott vilaszok

(Klekner Almos: ,Asztrocitémdk invazivitisinak szerepe a személyre szabott

onkoterapiaban” cimii MTA doktori munka vonatkozdsaban)

Szeretném megkoszonni Dr. Klivényi Péter Professzor Ur értékes biralatat, eldremutatd
véleményét és sokszor jogos kritikai észrevételeit. Pontokba szedett kérdéseire, azoknak
megfeleld sorrendben valaszaim a kovetkezok:

1. Az intratumoralis heterogenitas egy elég jelentés probléma a (epi)genetikai faktorok
értékelésekor. Ennek kikiiszobolésére milyen 1épések torténtek?

Az intratumoralis heterogenitds minden human glioblasztomat (GBM) érinté kutatés
esetében sulyos kihivas elé allitja a kutatot. Ez a heterogenitds tobbek kozott a magyardzata
annak, hogy a GBM-sejtvonalakon leirt tudomanyos megfigyeléseket nem lehet teljes
mértékben a humén tumorra vonatkozdan is megfeleltethetonek tekinteni. A gyakorlatban a
tumorra jellemz6 heterogenitasbol szarmazo eltéré eredmények megsziiletését nem is lehet
kivédeni. Ezért a kutatasok sordn azt az elvet kovetjiik, ami a szovettani diagnosztikara is nagy
vonalakban érvényes: ha egy tumor kiilonbozé teriileteirdl kiilonb6z6 gradusnak megfeleld
képet kapunk, akkor a legmagasabb gradusnak megfeleld diagnézist tekintjiik mérvadonak a
kezelés megvalasztasakor. Vizsgalataink soran minden tumorbdl tobb darabot s
lefagyasztottunk, és a konkrét feldolgozas eldtt elobb a tumormintakbol metszetet készitettiink,
melyet tapasztalt neuropatholdogus véleményezett, €s csak abbdl a tumormintabdl indult tovabb
a vizsgalat, amely a szOvettani vélemény alapjan egyértelmiien a vart gradust tumornak (a
legtobb esetben glioblasztomanak) bizonyult. Ezzel a nekrotikus teriileteket, a jelentdsen
bevérzett teriileteket vagy eltérd dignitasu teriileteket megbizhatdéan ki lehetett szlirni. A
morfologiai kép alapjan heterogénnek tind tumormintak genetikai heterogenitdsadt nem allt
modunkban meghatdrozni. Erre nem volt kapacitasunk, és kérdéses is, hogy a gyakorlatban
mennyire kivitelezhetd. A mi vizsgalatainkban a neuropathologus véleményére hagyatkozva
valogattuk ki a vizsgalatra szant szovetmintakat, tovabbi eldzetes tesztelés nem tortént.

2. A genetikai eltérések Kkiilonbozoek-e attol fiiggoen, hogy primer (de novo) vagy
szekunder (astrocitoma eredetii) glioblastomat vizsgalunk?

Vizsgélataink soran bevalogatott GBM mintdk mind primer tumorbol szarmaztak, igy a
primer-szekunder GBM koz6tti kiillonbségeket invazidos szempontbol értékelni nem tudjuk.
Mivel azonban ez a jovOre nézve érdekes témafelvetés, ezért terveink koz¢ fel fogjuk venni és
el fogjuk végezni, kdszondm szépen a figyelemfelkeltést!



3. Hogyan valtozik az invazios spektrum asztrocitoma Kiilonb6z6é gradusaiban? Van-e
valamilyen jellegzetes mintazatvaltozas, amely elore jelezhetné a transzformaciot, ill.

terapias célpontként is szolgalhatna?

A kiilonbozé gradusu asztrocitomak invaziods spektrumanak vizsgalatanak kérdését
kiilon kdszondm, hiszen az invazié dignitastol fliggd jellege szervesen a témahoz tartozik €s
természetes kovetkezd 1épése kutatasainknak. Ennek megfelelden mar ez irdnyban torténtek
mérések, és valoban, arra a megallapitasra jutottunk, hogy az invazios spektrum gradus-
specifikus (1. tablazat), és az elkiilonitésben {6 szerepet jatszo kulcsmolekuldk is azonosithatok
voltak (2. tablazat).

talalati esély LDA soran
(%) azonositott
megkiilonboztetés kulcsmolekulak
. IB1 | LDA ,
szintje szama
normal vs. Al 90,62 96 4 gén
78,
Al vs. All 89,3 7 gén
57
All vs. Alll 85,71 82,6 5 gén
Alll vs. GBM 80 82,6 6 gén
low grade vs. high grade | 77,58 | 78,9 5 gén
0sszes gradusbol 51,3 | 50,8 4 gén

1. tablazat Az altalunk felépitett osztalyozok talalati pontossaga keresztvalidaciot
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2.A. tablazat TLDA mérések eredményeinek analizise utian az egyes gradusokat
elkiilonité kulcsmolekulak
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2.B. tablazat TLDA mérések eredményeinek analizise utan az alacsony és magas
gradusu asztrocitOmakat elkiilonité kulcsmolekulak

Eredményeinket ez évben publikaltuk (5), és jelentOségét egyrészt abban latjuk, hogy az
onkoterapids indikacidkat meghatarozd gradusbeosztdst — ami az esetek nagy részében
objektiven nehezen megitélhetd paraméter — jelentdsen megkonnyitheti, valamint a
disszertacioban is emlegetett kulcsmolekulak azonositasara is lehetdség nyilt, aminek késObb
meég terapids kovetkezményei is lehetnek.

4. A peritumoralis szovet mennyire tekinthet6 homogénnek egy invaziv terjedésii tumor
esetén? Szamomra ez azt jelenti, hogy ebben a régioban vannak még normal sejtek is, de
mar kozottiik fellelheté kiilonb6zé aranyban tumorsejtek is. Raadasul a tumorsejtek
befolyasolhatjak az ép sejtek génexpressziojat is (pl. citokinekkel). Ezek befolyasolhatjak
a génexpresszios eredményeket. Tortént-e szovettani analizis a tumoros-nem tumoros
sejtek aranyanak meghatarozasara?

A peritumoralis agyallomany vizsgalatakor 3 f6 mintacsoportot vizsgaltunk. Ebbodl két
szovetmintacsoport olyan betegekbdl szarmazott, akiknél daganat melletti agyallomanyt
vizsgaltunk. A mintaszelekcionak két Iépcsdje volt: az elsd, makroszkdpos szelekcid mar mitét
kozben megtortént, amikor lathaté volt, hogy a tumorreszekcidé soran tumor melletti
agyallomany is feldldozasra fog keriilni, akkor azokat kutatdsi célokra megmentve
intraoperativan lefagyasztottuk. A masodik szelekcios 1épcsoét a neuropathologus altal végzett
mikroszkopos vizsgélat jelentette: csak azokat a mintakat tovabbitottuk expresszios analizisre,
melyek esetében a neuropathologus egyértelmiien peritumoralis agyalloméanyt allapitott meg,
¢s tumorsejtre gyanus sejtek csak elvétve fordultak eld. A peritumoralis agydllomanyban
ugyanis valoban fordulhatnak el6 daganatbol szarmazo sejtek, de ezek aranyat kvantitativan
nem hataroztuk meg. Véleményiink szerint ezeknek a sejteknek az aranya olyan kismértékii
volt, hogy az egész szovetminta feldolgozasabol szarmazé6 mRNS vagy proteinmennyiséget
szamottevden nem befolyasolta. Ennek ellenére elismerem, hogy kutatastechnikailag precizebb
lenne a tumorsejt-arany pontos meghatarozasa, de ehhez sziikséges flow-cytometrias
szeparatorral nem rendelkeztiink, ¢és pusztan biztonsdgi mérés céljabol elvégzendd
vizsgalatokra nem futotta kapacitasunkbol. Természetesen a késdbbiekben magasabb
besorolasu publikdcidohoz ennek igényét majd szem eldtt kell tartanunk, kdszondm szépen a
kérdést, ill. megjegyzést.



5. A génexpresszios valtozasokat nem kovette protein szintii valtozas a glioblasztomaban
a vizsgalt gének esetében. Ennek értelmezése hianyos, nincs megfelelé irodalmi
kontextusba helyezve.

Vizsgélataink soran az mRNS-szintli és proteinszintli expressziok nem mutattak mindig
teljes atfedést egymassal. Az irodalomban ez a megfigyelés mar ismert jelenség, és nagy szamu
kozleményben foglalkoznak a tumorkutatok vele (1d. hivatkozasok). Ez a kérdés benniinket is
sokat foglalkoztatott, és arra a megallapitasra jutottuk, hogy ennek az eltérésnek 2 f6 oka van.
Az egyik, hogy az észlelt kiilonbségek bar egy irdnyba mutatnak, de statisztikailag nem
egyrészt a detektalasi modszerbdl eredd nagysagrendek eltérése eredményezheti ezt, masrészt
a mintaszdm emelésétdl késdbb az egybeesés javuldsa varhatd. A masodik ok a poszt-
transzkripcios és poszt-transzlacios szabalyozasi folyamatokban keresendd. Ugyanis nem
tudjuk pontosan meghatarozni, hogy minden mRNS-r61 atirodik-e a szoban forgd protein, mely
aztan késobb enzimatikus hasitasokkal inaktivva valhat, vagy egyszerien mutacid
kovetkeztében eleve inaktiv termék keletkezik és elképzelhetd, hogy a PCR-hoz hasznalt primer
az MRNS-hez tokéletes specifitast mutatva azt gond nélkiil beviszi a replikacios ciklusokba,
mig a kdrosodott valos fehérjetermék mar polypeptid-szinten a tomegspektrométerben mar nem
hoz specifikus eredményt. Emellett természetesen az ¢él0 tumorszovetben a degradacios
folyamatok is hiperaktivak lehetnek, vagy szamos mas ,tumorszupresszor” hatas is
érvényesiilhet, ami a fehérjeszintii valtozasokért felelds. Ennek felderitése célkitiizéseink kdzott
szerepel, de idaig még nem jutottunk. Remélem, hogy nem sokara ezzel Osszefliggd
eredményekrol is beszamolhatok majd.

6. A munkak kozott nem talaltam adatokat a miRNS vizsgalatarol, annak ellenére, hogy
pl. a miRNS21 prognosztikai faktorként szerepel az irodalomban. Torténtek-e erre
vonatkozo vizsgalatok?

Jelen disszertacioban szerepld kutatasok sordn miRNS vizsgilatok nem torténtek. A
birdloval teljesen egyetértve ezek vizsgalatdit magam is kifejezetten figyelemfelkeltdnek és
relevansnak tartom. A periférias vérkeringésbdl kinyerhetd mikroszémak, mikrovesiculdk és az
altaluk vizsgéalhatd tumorbdl szdrmazdé miRNS és DNS vagy cfDNS mar régota a figyelem
kozéppontjaba keriilt (1-4), de nekiink eziranyu vizsgalataink még nem voltak. A benniik rejlo
igen magas kutatasi potencial szele azonban mar benniinket is elért, és ezért indult meg mar kb.
4 ¢vvel ezeldtt a Tumorbankunk kibdvitése szérum és kb. 1 éve vizeletmintakkal is (mar a
bankunk elnevezése kezdetektdl fogva azért Agydaganat- és Szovetbank, mert a vérszovetet is
tartalmazza). Oriasi jelent6ségét latnank, ha a gliomas betegek periférids vérmintajabol a
mikroszomak segitségével az invazids spektrum meghatarozhaté lenne, hiszen ez esetben
agymiitét nélkiil lehetne diagnosztikai informacidhoz jutni. Ez a kutatasi irdnyvonal oly
mértékben  felkeltette  érdeklddésiinket, hogy mar eldzetes laborvizsgalatokat
kezdeményeztiink, és Szegeden Buzas Krisztina és Szab6 Zoltan mar a mi mintdinkon dolgozik,
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hogy proteomikai vizsgalatokra alkalmas mikroszomakat izolaljon, Debrecenben pedig
Zahuczky Gabor igyekszik a keringé nukleinsavbol PCR-ra alkalmas mintakat izolalni. Oly
mértékben tartom érdekfeszitonek és izgalmasnak ezt a kérdést, hogy a Nemzeti Agykutatasi
Program 2. iitemének tdmogatasat is nagyrészt erre a célra szeretnénk forditani.

Végiil szeretném megkdszonni Klivényi Professzor Ur MTA disszertaciomra forditott
értékes figyelmét és ¢épitd jellegti kritikai észrevételeit, melyek mind a tudomanyos
eredményeim interpretacidjahoz, mind pedig a jovobeni iranyvonalak meghatarozasahoz nagy
segitséget jelentettek.

Debrecen, 2017.06.12.

Dr. Klekner Almos
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