Dr. Timar Jézsef Professzor Ur biralataban szerepl6 kérdésekre adott valaszok

(Klekner Almos: ,Asztrocitmdk invazivitdsinak szerepe a személyre szabott
onkoterdapiaban” cimii MTA doktori munka vonatkozdsaban)

Szeretném megkoszonni Dr. Timar Jozsef Professzor Ur opponensi véleményét,
konstruktiv biralatat és jogos kritikai észrevételeit. Megjegyzéseire és kérdéseire azoknak
megfeleld sorrendben vélaszaim a kovetkezok:

Biralo: ,,A leggyakoribb agydaganatok a glialis tumorok. Ha szo szerint vessziik, a
disszertdcio cime a tartalmat nem fedi, mert az asztrocitomak csak egy részéet képezik a
daganatok spektrumanak, amit a jelolt elemzett.”

Valasz: Kutatasaink fo célkitlizése az asztrocitomak igen szerény kezelési eredményei
mogott allo jellegzetesen kiterjedt peritumoralis infiltracid kozelebbi megismerése volt.
Ehhez az asztrocitomak invaziv tulajdonsagait mas daganatokéhoz képest vizsgalva
probaltunk kozelebb jutni. Ezért szerepel tobbféle daganat a kutatasainkban, de a cél és a
lényeg az asztrocitomak egyéb daganatoktol jelentésen eltérd invazivitdsanak a
feltérképezése volt.

Biralo: ,,Masrészrol, a glialis daganatok invazivitasa kiterjedten vizsgalt, de molekuldris
szinten egyaltalan nem lezart kérdés, aminek megertése alapveto jelentosegii. Ha ezen
osszefiiggések tisztazodnanak, akkor lehet majd biomarkerekké vagy prognosztikus
markerekké konvertalni ezeket, amit majd fel lehet(ne) hasznalni az ilyen betegek személyre
szabott terapidjanak kidolgozasara.”

Valasz: Ezzel a megjegyzéssel alapvetden, elméleti sikon egyetértek, hiszen minden
relevans molekularis 6sszefliggés tisztazasa lenne az idealis feltétele a klinikai szintre valo
tovabblépésnek. Meglatasom szerint azonban egy olyan komplex kutatési teriileten, mint a
peritumoralis invaziod, a teljes molekularis hattér minden részletre kiterjedd megismerése
nagyon eloddzna a részeredményekben rejlé potencidlis lehetdségek hasznositasat. A
célterapias kezelését is megkezdték, a paninhibitor integrin-gatld cilengitide huméan
tanulmanyokban valo (klinikai kiprobalas fazisaban torténd) tesztelésével. Ez szamunkra
egyértelmiien inspirativ volt, hiszen olyan irdnyban, olyan uton indultunk el, amin mar
masok is nem csak, hogy jartak, de mar a gyakorlati megoldast keresik. Mas kérdés, hogy
az eddigi invazidgatlo szerek mennyire bizonyultak effektivnek, de az szdmunkra vilagos
volt, hogy ez a kutatasi teriilet és célkitlizés szamos mas kutatot is aktivan foglalkoztat, igy
nem vagyunk egyediil a témaban (1-3).

Birdlo: ,,A 4.célkitiizés az EGFR és integrin (melyik) expresszio prediktiv szerepének
elemzése GBM-ben (vagy ahogy mdshol jelzi asztrocitomaban) érdekes kutatdsi kérdés,



amit nem lehet megvalaszolni az EGFR gént érinté genetikai eltérések feltérképezese
nélkiil.”
Valasz: A 4. célkitlizésben az integrin beta-1 expresszidjat és ERB1-el torténd
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transzmembran receptor (az integrin beta-1) kolonalizacidjat vizsgaltuk. Mivel az integrin
receptorokrol ismert, hogy a peritumoralis invazidban nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak,
igy annak felismerése, hogy az EGFR rajtuk keresztiil jatszik szerepet az invazidban, sét,
szamit. Elfogadva azt a nézetet, miszerint a fehérjeszintii valtozasok kozvetlenebbiil
tikrozik egy szovet bioldgiai tulajdonsagait, mint az esetleg nem manifesztalodo genetikai
eltérések, ugy vélem, hogy ebben az esetben az ErbB1 vizsgalatanak eredményei a genetikai
hattér ismerete nélkiil is értelmezhetdk.

Birdlo: ,,...az 1p/19q ko-delécios molekularis markerek prognosztikus és prediktiv
szerepének elemzése hazai oligoasztrocitomas és oligodendrogliomas beteganyagban, egy,
a napi rutin diagnosztikaban standardként hasznalt eljaras tankonyvi adatait igazolta
vissza.”

Valasz: Az 1pl19q kodelécid szerepének nemzetkozi leirdsa mar valoban korabban
megtortént, de hazai megerdsitésérél meég hasonld vizsgalat nem sziiletett. Klinikai
betegadat-feldolgozasainkban ezért is fogalmaztunk 0gy, hogy megerdsitettiik hazai
beteganyagon is a nemzetkozi tapasztalatokat, és ezekhez kiegészité Osszefliggéseket is
feltartunk, melyeket - ezzel megegyez6 fejezetcim alatt, €s nem az 0j eredmények kozott -
igy foglaltam 0ssze:

- Grade III oligoasztrocitomakban és oligodendrogliomakban a kor elérehaladtaval csokken
az 1p19q kodelécids esetek aranya, valamint

- ebben a betegpopulacidban 1p19q kodelécid esetében a teljes tumoreltavolitds a
recidivamentes tulélést egyértelmiien meghosszabbitotta. Ez azt jelenti, hogy egy infiltrativ
intracerebralis  tumorbdl  tortént  esetleges  biopszidval igazolt anaplasztikus
oligodendroglioma esetében kimutatott 1pl19q kodelécidé pozitivitdas a miitéti
tumoreltavolitas forszirozasa mellett szol.

Birdlo: ,,Az EGFR génhibainak elemzése GBM-ben kollaboracios munka volt, amelyben a
jelolt tarsszerzo volt a publikaciokban. Az igazi ujdonsag ezen vizsgalatokban a negativ
eredmény volt, vagyis hogy az EGFR TK szakaszat érinté mutaciok nem fordulnak elo
prognosztikus szerepére vonatkozo vizsgalatok is nagy sokszerzos kollaboraciokban
torténtek, ahol a jelolt meghatdrozo szerepe nem volt egyértelmii, bar ez a munkdja lett a
disszertacio legjobb publikacioja (D1). A megfigyelés, hogy az EGFR és bl integrin
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egylittes expresszioja és heteroasszocidacioja a novekvé malignizalodassal fokozodik, igen
erdekes megfigyelés.”

Vilasz: Az EGFR amplifikacié a GBM jellemzdje, olyannyira, hogy tobb szerzd szerint is
ez differencialdiagnosztikai jelentdségii eltérés mas gradusu asztrocitomakkal szemben (4-
6). Az EGFR migraciora gyakorolt stimulal6 hatasat is mar korabban leirtak, ill. az EGFR-
integrin kapcsolata is ismert megfigyelés (7). Jelen kutatasunk soran az EGFR-integrin
heteroasszociacid vizsgalata a korabbi kutatasi eredményeinkre €piilt, €és az invazivitas
molekularis szerepldinek tovabbkutatasar6l ¢és az EGFR-rel valdo kapcsolatanak
vizsgalatardl szol. Az EGFR, mint transzmembran receptor kutatdsa a Debreceni
Egyetemem Biofizikai és Sejtbiologiai Intézetének egyik 6 profiljaba tartozik, és a cikkben
senior kutatoként szerepld Vereb Gyorgy Professzor Ur ezen a teriileten komoly
szaktekintélynek szamit. Glioblasztomas betegek vizsgéalatat mar a szoban forgo cikket
megel6zden legalabb 6-8 évvel elkezdtiik, és kdzos munkank eredményeképpen egy PhD
dolgozat is sziiletett. Ennek a munkanak egyik legfontosabb publikéacidja volt az ERBBI1 -
integrin B1 kapcsolatat vizsgdlo kozlemény, amelyet az idegsebészeti elézetes kutatasok
alapjan kezdeményeztiink, idegsebészeti mintdkon torténtek és a betegek teljes kezelési
kortorténetének és talélési paramétereinek feldolgozasaval zajlott. Mivel a koltségigényes
vizsgalomodszerek a Biofizikai Intézetben zajlottak, ami nekiink anyagi kiadasba
egyaltalan nem kertilt, illetve az eredmények igen munkaigényes kiértékelése is ott zajlott,
az ottani laborvezetd lett az utolsd szerzdé, és mivel a PhD hallgatomnak a védéshez
szliksége volt az elsd szerzds kozleményre, O lett a befektetett munkéja utan az els6 szerzo.
Szamomra az, hogy az Idegsebészeti Klinikan foly6 invazivitas kutatasaba be tudtam vonni
egy vilagszinvonalu labort, szamunkra teljesen koltségmentesen elvégezték a vizsgalatokat,
nem kevés idot szantak a kiértékelésre, boven megérte azt az arat, hogy a megsziiletett
publikacidban csak tarsszerzoként szerepelek. Az eredmény szerencsére 0j megfigyeléseket
hozott, és ravilagitott arra az eddig nem tisztazott jelenségre, miszerint az EGFR-nek az
integrinekkel vald kapcsolata prognosztikai jelentségli 6sszefiiggést jelent.

Birdlo: ,, Felmeriil a kérdés (az-EGFR-integrin kutatassal kapcsolatban), hogy a fokozott
protein expresszio mogott nem-GBM asztrocitomakban az EGFR génnek valamilyen hibdja
(CNV vagy ECD-delécio) kimutathato-e a GBM-hez hasonloan?”

Vilasz: A szoban forgo kutatas soran magat az EGFR gént nem vizsgaltuk, muticid-analizis
nem tortént, igy ebbdl a szempontbol a kiilonb6z6 gradust asztrocitdma-csoportokat nem
elemeztiik.

Biralo: ,,GBM-TMZ kezelésének farmakovigilanciajara vonatkozo vizsgalat igazi
originalis kutatds, amely egy kémiai természetii munkabol és egy valodi in vivo kezelések
soran GBM betegek szérum és tumor elemzésén alapul. A jelolt uj kapillaris elektroforézis-
alapu eljarast dolgozott ki a TMZ és metabolitjainak az MTIC- és AIC-nek érzékeny
kvantitativ kimutatasara. A modszerrel a TMZ féléletideje vizben és szérumban nagyon



hasonlo szobahon (appr. 30 perc). Miutan a TMZ DNS-t karosito aktiv metabolitia a
metilhidrazin, felmeriil a kérdés, hogy az uj modszer alkalmas-e ennek a kimutatdasdra is?”
Valasz: A temozolomide aktiv metabolitja a metil-triazén-imidazol-karboxamid (MTIC),
ami tovabb bomlik amino-imidazol-karboxamidra (AIC). Mivel a DNS-t karositd aktiv
metabolit a kialakuldsaval egyidében tovabb is bomlik, ezért a koncentracidja igen alacsony
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detektalni, viszont a tumorszdvetben elért MTIC szint meghatdrozasara még nem tettiink
kisérletet, igy errél beszdmolni nem tudok, de tekintettel arra, hogy az intraparenchymalis
TMZ koncentracio csak toredéke a szérumbeli koncentracionak (0,12 pg/g vs. 14,2 pg/ml),
ennek kivitelezése erdsen bizonytalannak tekinthetd.

Biralo: ,,A modszert 2 GBM-es TMZ kezelt beteg esetében is alkalmazta a TMZ szérum-
esetéeben normal agyszévetbol és kiilonbozé tumorteriiletekrél vett mintaban  is
meghatarozta a TMZ koncentrdciot. A biralo szamara meglepé modon tobb tumor-
részletben is ugyanolyan szintii volt a TMZ, mint a normal agyszovetben. Tobb helyen is
olvashato, hogy a tumorban detektaltak a TMZ-t. Lehet azt tudni, hogy a mintak
tartalmaztak-e necrosist, bevérzést, illetve a tumorstroma milyen mértékii lehetett ezekben?
(kisebb vagy nagyobb a TMZ az ilyen teriileteken). Hasonloképpen kérdés az, hogy a normal
glia/fehérjeallomany és a tumor kozott van-e kiilonbség a TMZ koncentracioban? Szemben
a vdrakozassal, a kémiai munkaban utolso szerzo a jelolt és a klinikai anyagon tortént
vizsgalatban csak tarsszerzo.”

Valasz: A TMZ koncentraci6 a tumormintakban 0,06 — 0,09 — 0,12 pg/g, mig a nem-
tumoros agyszdvetben 0,05 pg/g (55. 0. 9. tablazat), ami azt jelenti, hogy az intratumoralis
TMZ koncentracid 2-2,5-sz6r nagyobb, mint a peritumoralis fehérallomanyban detektalt
gyogyszerszint. Ez az eredmény arra utal, hogy a TMZ atjut a vér-agy-gaton, st a tumorban
magasabb koncentraciot ér el, mint a nem-tumoros agyallomanyban. A tumormintakbol
természetesen metszet is készilt, ami a nekrozist és bevérzést kizarta.

A TMZ-r6l sz0l6 publikaciokban a szerzéséget szintén a raforditott anyagi forras,
miszerhasznalat, mérémodszer-kalibracio és a  PhD-szabalyzatbol  szarmazé
sziikségszerliség €s nem egy laborba bekéredzkedd koltségvallalas nélkiili kollaboraciot
kérd klinikus egyéni igénye szabta meg. Meglatasom szerint egyébként az elsd cikkben
nincs 0 analitikai modszer-kidolgozas, viszont van klinikai relevancia (a konkuralo
kemoirradiacios kezelési fazisban a TMZ orélis adagolasanak iddzitésére tett javaslat
révén), mig a tumorszdvetben torténd gyogyszerszint-meghatarozas 01j analitikai modszer
kifejlesztését is jelentette. A szerzdségek meghatarozasanal tehat szamomra az is szempont
volt, hogy neuro-onkoldgiai gyakorlati, klinikai szempontbol melyik cikk jelentdsebb, a
kémikus kollaboratorok szamara pedig természetesen az analitikai problémamegoldas €s
ujdonsag volt hangsulyosabb. Tudomanyos egyiittmiikodések esetén véleményem szerint
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ez egy jol miikodd és méltanyos szerzodi sorrend-elosztés, és oOriilni fogok, ha hasonldan jo
kapcsolatot fogok tudni mas kutatélaborokkal is a jovében kiépiteni €s fenntartani.

Birdlo: ,,A disszertacio donto része, amely a jelolt sajat kutatdsait tartalmazza, az
asztrocitomak invazivitasat meghatdarozo ECM molekulakra vonatkozo vizsgalatok. Mint
minden prekoncepcio, annak mindsége meghatdrozza, hogy milyen eredmények
keletkezhetnek ezek elemzésébol. Az un. ECM panel matrix fehérjék (laminin, fibronektin,
tenascin), proteoglikanokat (pelekdan, syndecan, versican, neurocan, neuroglycan,
brevican), néhany MMP format (-2, -8, -9) és kondroitinazokat és bizonyos hialuronsav
szintazokat, valamint a HMMR/CDI168 adhézios molekulat tartalmazott. Fajdalmasan
hianyoznak a kezdeti panelbol a kondroitin szulfat és heparan szulfat bioszintézis
kulcsenzimei és a CD44 splice variansai. Késobbi panelekbe a CD44 kézés domén
belekeriilt, de pl. egyéb szerint proteaz pl. (uPA) kimaradt. Ami még fajdalmasabb, hogy a
daganatok attétképzéseben oly sokat elemzett heparandz enzim is hianyzik, pedig az
idegszoveti proteoglikanok kozott a HSPG-k mind ott vannak. Masrészrél mara mar ismert,
hogy a proteaz aktivitas nem feltétleniil, sot, sokkal gyakrabban a protedz inhibitorok
fokozott expresszioja miatt novekszik, igy a TIMP vagy a PAI jelenlétének ismerete nélkiil
nehéz értelmezni az expresszios eltéréseket. Ugyanakkor szerepel a panelben a Ki-67
sejtciklus marker és a GFAP glialis intermedier filamentum marker, egyik sem ECM
komponens. ”

Vialasz: Az invazivitasban résztvevo molekuldk szama igen magas. Mivel az 6sszeset nem
tudjuk vizsgalni, kénytelenek vagyunk sziikiteni a célmolekuldk korét. A végsd panelt
érintd kritikakat el kell fogadnom, az jellegébdl adodoan sosem lesz tokéletes. Minden
kutatd, minden kollaboracios partneriink mas és mas molekulakat hianyolt a listarol, és
valosziniileg jogosan. Heparanase (HPSE), urokinase-type plasminogen (uPA) activator,
PAI - Plasminogen activator inhibitor, TIMP — tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-
nak valoban van szerepe GBM-ben is, ezek a célmolekulék a kutatasunk kezdetén, kb. 12
évvel ezeldtt szamunkra még nem keriiltek fokuszba. Az idevago kritikat elfogadom,
tanacsnak tekintem, és a jovore nézve megfogadom. Az altalunk kialakitott panel egyébként
ugy jott létre, hogy Osszegyljtottiik az idevagd javaslatokat, és messze 100 feletti
kozleménybdl Osszeirtuk a relevans molekuldk kozponti idegrendszeri tumorok
invazivitasaval kapcsolatos irodalmi adatait. A kutatomunkéanak ebben a kezdeti, és nem
legkonnyebb fazisdban nagy segitségemre volt, hogy akkor mar évek 6ta dolgoztam egyiitt
Modis Laszlo Professzor Ur szévettani laborjaval (DE, Anatomiai Intézet), ahol az ECM
kutatdsabol mas témaban (agyi aneurysmak érfalstruktiraja) elso szerzds cikkem is sziiletett
(8). Igazsag szerint innen indult affinitasom az ECM irant, és az akkori tapasztalataim, ¢S
az Anatdmian a szdvettani laborban tanultak, ill. Modis Professzor Urral valo szamtalan
konzultaci6 utan alakult ki a gliomak vonatkozasaban vizsgalandé molekulak kore. Mivel
ez kb. 15 éve tortént, ezért azota ijabb molekulak is a latotérbe keriilhettek, igy az idevago
kritikat elfogadom, tanulok beldle és a paneliink kiegészitésére utald javaslatokat
elfogadom. Mindezek mellett szem el6tt kellett tartanunk azt a célkitlizésiinket, hogy a
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kutatasaink eredményét gy van esélyiink a klinikai alkalmazhatdsag szintjére emelni, ha
rutinszerd beteganyag-vizsgalatra aranylag egyszert és olcso vizsgalatot fogunk javasolni.
Ez mindenképpen csokkenti a panelen szerepld molekuldk szamat. Jelenleg kb. 20
molekulanal tartunk, melyek mRNS expresszidjat betegenként kb. 20.000 Ft-bol tudjuk
meghatarozni. Ez az 6sszeg még talan elfogadhato teher a jelenlegi diagnosztikus kiadasok
kozott.

Végiil még egy megjegyzés arra vonatkozdan, hogy a KI-67 és a GFAP annak ellenére
szerepel a panelben, hogy egyik sem ECM komponens. Igen, ez igy van, ezeknek a
molekuldknak a szerepeltetését azért talaltuk célravezetonek, mert altaluk igazolhato
egyrészt a tumor glidlis eredete, masrészt az aktiv, proliferalé tumorsejtek jelenléte, azaz a
Ki-67 markans elkiiloniilése a normal agyszovet és a tumor kozott, illetve magas
expresszioja a tumorban igazolja a tumorszovetet €s pl. kizarja a nekrdzist is, igy egyfajta
mindségi kontrollként is szolgal.

Biralo: ,,Ezen panel felhaszndlasaval elséként GBM és tiidd adenocarcinoma-attét
expresszios mintdzatat hasonlitotta egymdshoz, illetve a kornyezé agyszovethez. Nem
ertheto a koncepcio, amely azt feltételezi, hogy a lokalis invazio (GBM esetén) hasonlo
ECM komponensek részvételével torténik, mint az un. metasztatikus bolcso kialakuldsa
(tiidordakban). A GBM-ben valtozo ECM fehérjék koziil RNS szinten a panel fele
szignifikansan eltérd expressziot mutat, azonban ezek egy része az 50% ala csokkenés vagy
2x novekedeési hatarérték kozeléeben valtozott csak. A matrix proteinek koziil a FN, perlekan
és syndecan-1/2 fokozodasa igen jelentds, hasonloan az MMP2/9-hez. Nehezen
ertelmezheté ugyanakkor a Tenascin-C és -R, illetve a HAS 1-2-3 egymdssal
homlokegyenest ellentétes valtozasai. A magam részérol a GBM-ADCmet dsszehasonlitdst
szakmailag erdsen vitathatonak tartom. A metasztazis ECM expresszios profilia meglepd
modon nagyban hasonlit a GBM-hez, ha a normal agyhoz viszonyitott (FN, perlekan,
syndecan-1, CD168, MMP2/9 fokozodas) és itt is megfigyelhet6 a tenascin C/R és a HAS -
3 ellentétes mozgasa. Ezen jelenségre értelmes magyardzat az lehet, hogy mindkét
daganatban az agy gliaszovete adja a stromat dontoen.... Mindezek értelmezése csak a
fehérje expressziok elemzésével lehetséges, amihez mar csak egy igen limitalt panelt
hasznalt fagyasztott metszeteken IFC-Vel. Ez lehetdséget adott volna azonban arra, hogy a
GBM lokalis invazivitasat vagy a metasztdzis lokalis invazivitasat is elemezték volna, amire
utalo adatot nem lattam az elemzésben. A morfologiai elemzés megmondhatnd az is, hogy
daganatsejt vagy stroma eredetii markerrel dallunk szemben. A 11. és 12. abra hasonlo
elemzést tartalmaz, bar az ECM fehérjék nem dtfedéek nagyon és a 11. dbra a GBM/met
osszehasonlitas, amire mar fentebb utaltam.”

Valasz: Az asztrocitomak és az intracerebralis attéti daganatok ECM profiljanak invazio
szempontjabol vald 0Osszehasonlitdsa feltételezésiink szerint segit megérteni a két,
anaplasztikus daganat jelentdsen eltérd invazivitasanak okat. Nem feltételezziik, hogy a két
kiilonb6z6 daganat esetében a lokalis invazid hasonld6 ECM-komponensek részvételével
torténik. SOt, azt gondoljuk, hogy a két kiillonb6z6 tumor ECM struktaraja és Gsszetétele
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jelentésen kiilonbozni fog, és ezt a kiilonbséget igyekeztiink meghatarozni. Ehhez a
vizsgéalathoz négy kiilon vizsgalat sordn 23-96 molekulabol 4116 panel RNS-expresszidjat
hataroztuk meg. Azt, hogy szdmos, fentebb részletezett molekula expreszidja nagyfoku
hasonlosagot mutatott a GBM ¢és MET vonatkozdsdban, mi ugy értékeltiik, hogy ez a
hasonlésag a tumorra jellemzd altalanos tulajdonsagot tiikr6zi (méretbeni novekedés,
sejtproliferacio, expanzid, stb.). A markans kiilonbséget mutatdo molekulak pedig a daganat
szovettani kiilonboz6éségével fiiggenek 6ssze (9/23 molekula, 60. o., 11. tablazat, ill. 11/30
molekula, 62. o., 12. tablazat).

Az RNS-szinten detektalt eredmények fehérjeszintii verifikdldsa a gyakorlatban nem
egyszert laborfeladat. Nincs PCR-hoz hasonld amplifikdlé mddszer, a kis mennyiségli
protein kimutatdsa mar Oonmagéaban siker, mennyiségi analizise pedig nem is mindig
megvaldsithatd. Proteinek specifikus kimutatasdra az THC alkalmas ugyan, de csak
szemikvantitativ meghatarozast nyeriink vele (a digitalis optikai denzitometria sem elég
objektiv, sajat tapasztalat). Western-blottal lehet ugyan kvantitativ elemzést végezni, de egy
mintabol csak egy fehérje biztonsagos meghatarozasa végezhetd el. Ez azt jelenti, hogy
minden egyes protein kvantitativ meghatarozasahoz felaldozunk egy kis darab tumormintat.
Ezt egy panel vizsgalata sordn nem tudjuk megvaldsitani, 20-30 tumormintat nem tudunk
felaldozni kizarolag protein-meghatarozas céljabol. Hasonlo a helyzet az IHC-val is. 20-30
antitestet megrendelni, lemetszeni, megfesteni, kiértékelni nem csak roppant koltség- €s
iddigényes, de amint fentebb emlitettem, max. szemikvantitaiv eredményt hoz. Ez a
magyarazata annak, hogy redukalt molekulaszamon végeztiik el a fehérje-elemzést az RNS-
expressziok meghatarozasanal alkalmazott panelen szerepld molekuldk szaméahoz képest.
El kell azt is mondanom, hogy nagyon komoly er6feszitéseket tettiink Western-blot
vizsgalatokra, de sajnos a fagyasztott tumormintakbdl nem sikeriil megfelel6 mindségi
eredményekre jutni, igy ezzel fel is hagytunk. Emellett szeretném kiemelni, hogy a 6
célkitlizés a rutinszerlien, alacsony koltséggel elvégezhetd vizsgalat, mely minél kisebb
emberi eréforrast igényel €s ezaltal a szubjektivitastol is mentes. Ezért nem erdltettiik a
morfologiai elemzést, viszont a célnak a PCR ¢és a proteomika tokéletesen megfelelt.

Birdalo: ,,A 12. dbran gyakorlatilag az latszik, hogy az oridasi (nagysagrendi) RNS
expresszios eltérésekbol fehérje szinten alig marad valami, a GBM ebben a tekintetben
nagyon hasonlit az agyszovethez, mig a tiidoattét agrin és MMP9 szempontjabol fokozott
expresszios mintazatu. Itt érheté tetten az, hogy mennyire elvalik az mRNS és fehérje
expresszio egymastol, ami minimalisan magyarazatra szorul: hogy ez technikai probléma
vagy biologiai természetii?”

Valasz: Az RNS-szintli és proteinszintli eltérések lehetséges magyardzatainak nagy
irodalma van (9-12). Ez olyan sokrétli kérdés, amelynek pontos meghatarozasara
klinikusként nem is vallalkozom. Természetesen a leginkabb kérdéses molekulak esetében
az RNS-protein disszonancia molekularis okainak tisztazasa elméleti-kisérletes kutatasok
révén mindenképpen célszeri lenne, de erre eddig még nem tudtunk vallalkozni.



Birdalo: A GBM kombinalt kezelése soran bekévetkezo valtozasok invazios panel elemzése
nehezen hasonlithato az elobbiekhez: szamos elem hianyzik, ujabbak szerepelnek, mint a
HER?2, az integrinek, CDHN?2 (indokukat nem talaltam).

Valasz: A GBM-MET 06sszehasonlitasbol szdrmazo eredményeket nem vetettiilk 6ssze az
onkoterapia eldtti és utdni GBM minték dsszehasonlitdsabol szarmazo eredményekkel, igy
az eltéro osszetétell invazios panel vizsgalata nem jelentett szamunkra szakmai, statisztikai,
elvi osszeegyeztethetetlenséget. Az 01j elemként vizsgalt HER2, a kadherin és az integrinek
régdta ismert, hogy szerepelnek az invazids folyamatokban, ezért keriiltek fel a vizsgalt
molekulak listajara. Kutatdsaink sordn torténtek az invazids panel fejlesztésére vonatkozo
eréfeszitések (melyre az igény, mint fentebb elismertem, fennall), ez is ennek egyik
kisérlete volt.

Biralo: ,, Patologiailag sok daganatban kell rutinszeriien elemezni a terapiak hatasat
neoadjuvans kezelések utani miitéti anyagban, amire patologiai kiértékelési modszereket
dolgoztak ki, mivel a mintakban négyféle lehetoség szerint CR, PR, SD, PD dllapotokat
lehet talalni és kell értékelni. Az invazios panelre vonatkozo elemzések igy a morfologia
ismerete nélkiil gyakorlatilag értékelhetetlenek.”

Valasz: Jollehet egy tumorminta morfologiai elemzése mindenképpen hozzajarul a
tumorprogresszio, vagy terapias valasz megitéléséhez, véleményem szerint az invazios
molekulak expresszidja mennyiségi meghatarozasanak ez nem nélkiilozhetetlen feltétele.
Ugyanakkor a kemo- és sugarterapianak az invaziora gyakorolt hatdsara az invazidban
szerepet jatsz6 molekuldk expresszidjanak meghatarozasaval kovetkeztetni lehet. Jelen
esetben, amikor kezeletlen glioblasztomas esetek invazios spektrumat hasonlitottuk
kombinalt kezelés utani tumorok invazids spektrumahoz, minden esetben kezelés ellenére
progrediald tumormintadkat vizsgaltunk (PD, progressive disease), hiszen recidiva miatt
ujabb mitétet gyakorlatilag csak méretbeni progresszid esetén végziink. Ebbdl a
szempontbol tehat a csoportok homogénnek tekinthetdk, és az antiproliferativ terapiak
invazidra gyakorolt hatdsara az invazios spektrum kezelést kovetden kialakult valtozasaibol
tudtunk kovetkeztetéseket levonni.

Birdlo: A fenti heroikus elemzések értelme az lehet, ha ezekbol prognosztikus vagy a cimben
jelzett  terapias/prediktiv  konzekvencia lenne levonhato. A késébbi gyakorlati
felhasznalhatosag szamara biztos a protein szintii expresszio elonye, mert a daganatokbol
paraffinos blokkok mindig elérhetok, mig friss minta, amelybol megfelelé mindségii RNS
izoldlhato, alig.”

Vilasz: Jelen disszertacidban szerepld vizsgalatok folytatdsaként az esetszam bdvitésének
igénye miatt FFPE mintdkbol is végeztiink RNS izolalast és RNS-expresszios (TLDA)
vizsgalatokat teljesen elfogadhatd eredménnyel, ami azt jelenti, hogy a PCR alapt gyors €s
gazdasagos vizsgalatok a parafinos mintakbol is kivitelezhetok voltak.



Biralo: A GBM-es betegcsoport invazios expresszios mintazatanak elemzése, talan nem
meglepo modon, az eltéro tuléléssel rendelkezo betegcsoportokban nem mutatott eltérést és
az SD értekek sem sejtettek nagy csoporton beliili szorasokat. Hasonlo mondhato el a
protein szintii elemzés eredményérdl is. Mindkét esetben egy J48 pruned tree statisztikali
osztalyozo modszerrel ¢és a Weka3.6 elemzé programmal csoportelemzest végzett.
Megjegyzendo, hogy ezen kulcsszerepet betolto statisztikai elemzo programrol alig lehet
tudni valamit, és az elemzés biologiai részletei is homdlyban maradnak, csak a
végeredményt lathatjuk. A két betegcsoportot a mintdazat RNS expresszio esetéven ez al
elemzés a jo prognozisu csoportot 100, mig a rossz prognozisu csoportot 75%-os talalati
arannyal azonositotta. Az alacsony mintaszam azonban ezen értékelések erds korlatja.
Lathatoan az invazios mintazat elsosorban a kedvezd prognozis megitélésében latszik
hasznosabbnak, mig a kedvezétlen prognozis megitélésére nem alkalmas.

Valasz: A Weka statisztikai adatkezel6 programot mar 2004-ben is hasznaltak
bioinformatikai adatelemzésre, €s a biostatisztikusok igen jo véleménnyel vannak rola (13).
Ezen beliil tobb statisztikai teszt megtalalhatd, melyek koziil az altalunk is hasznalt J48
(més néven C 4.5) a bioinformatikai szakirodalom szerint benne van az elsé tiz ajanlott
adatelemzd teszt kozott (14). Tobb orvosi kutatdcsoport publikacidjaban is dolgoztak ezzel
az elemz6 programmal, igy nem szamit idegen modszernek (két példa: 15, 16), és elonye
abban all, hogy olyan csoportok dsszehasonlitasanal hasznalhat6, ahol a csoportok tagjainak
tobb vizsgalt paramétere kozott egyenként nem igazolhatd szignifikans kiilonbség, de a
paraméterek egyiittes valtozasai alapjan a tagok mégis nagy specifitassal 2 vagy tobb
csoportba besorolhatok (osztalyozhatok). A mi esetiinkben pontosan erre volt sziikség,
hiszen teljesen tumorspecifikus vagy szovettanspecifikus marker hidnyaban ilyen csoport-
analizis segithet a biztos elkiilonitésben. A szoban forgd tesztet képzett biostatisztikus
javasolta, és kozremiikodésével véleményem szerint emelni tudtuk a tudomanyos munkank
szinvonalat, hiszen a komplex kutatasi feladatok koziil az egyik legfontosabbat, az
adatelemzést olyan szakember segitségével tudtuk megvalositani, aki nalunk ehhez jobban
értett (Steiner Lasz16, DE Genomika).

A statisztikai vizsgalomodszerek tekintetében véleményem szerint ennek az j
megkozelitésnek a sziikségességét érdemes felvetni. Ismert tapasztalat, hogy a
prognosztikai faktorokat egyenként vizsgalva, azok specifitdsa és szenzitivitdsa nem
haladja meg a 70-80%-ot. Ezért mi azt az elvet fogalmaztuk meg, hogy tobb marker egyiittes
valtozdsanak az elemzése hozhat egy olyan spektrum-valtozast, ami nagyon szorosan
korrelalhat a prognozissal. Bio-informatikus bevonasaval sokaig fejlesztettik az
elemzéseket, egészen a gorbe-analizistdl a cluster-analizisen at a jelenleg leginkabb
megfelelonek tind ,,J48 pruned tree” dontési fa elnevezésli statisztikai osztalyozot
hasznélva. Ezzel sikeriilt nagy reprodukélhat6sagi arannyal egyes csoportok esetében a 90-
100 %-o0s szenzitivitast és pozitiv prediktiv értéket elérni. Az altalunk hasznalt spektrum-
analizisnek tovabbi eldnye, hogy az invazidban kdzvetleniil szerepld molekulak mellett (pl.
kadherin, neurokén, tenaszcin, szindekan, verzikan, stb.) az invadzidéhoz kapcsoldodo egyéb
targetek is bevalasztasra keriiltek (pl. EGFR, CD168, integrinek, stb.), igy a tumor
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tobbirany funkcidja egyszerre tiikrozodik az invazids spektrumban. Meggydzddésem,
hogy a spektrumot alkot6 egyes molekulak, ha egyenként nem is mutatnak nagyfoku eltérést
a kiilonb6zo6 prognosztikai csoportok kdzott, az egyiittes valtozasuk specifikus lesz és nem
csak diagnosztikus, hanem terapiat befolyasolo prediktiv jelleget is Olthet.

A mi esetlinkben azt vizsgaltuk, hogy az invazids spektrum alapjan milyen valdsziniiséggel
lehet meghatarozni, hogy egy glioblasztomas beteg a jo (azaz a varhato tilélés nagyobb,
mint 23 honap) vagy a rossz (a varhato talélés kisebb, mint 23 hdnap) progndzisu csoportba
sorolhato-e? A statisztikai osztadlyozd szerint kapott értékekbdl a szenzitivitast emliti a
biralat, mely szerint ez a j6 progndzisu csoportra protein szinten 100%, a rossz progndzisu
csoportra RNS szinten pedig csak 75% (74. o. 15. tablazat és 75. o. 16. tablazat). Azonban
a tablazat nem csak ezeket a szerény adatokat tartalmazza, hanem a Kklinikai
alkalmazhatésagot leginkabb tiikr6z6 értéket, a pozitiv prediktiv értéket (PPE) is, ami a
statisztikai teszt végso iizenetét hordozza magaban. A PPE jelentése ugyanis: valodi pozitiv
esetek szama / 0sszes pozitiv eset, (azaz valddi poz. / valédi poz. + alpoz. eset). Az "A"
csoportra ez igy néz ki: helyesen azonositott "A" / (helyesen azonositott "A" + tévesen "A"-
nak azonositott "B" minta). Egyszerlien fogalmazva ez egy pozitiv teszteredmény
megbizhatdsagat, tehat annak a valdszinliségét mutatja meg, hogy pozitiv eredmény
esetében a betegség valoban fennall-e? Esetiinkben az "A" csoport PPE-e megmondja, hogy
mennyire megbizhato a teszteredmény az "A" csoportra, azaz ha a teszt azt mondja, hogy
egy eset az "A" csoportba tartozik, akkor az tényleg, valoban oda tartozott-e? Tehat ha a
PPE=1, akkor az azt jelenti, hogy minden besorolt eset valoban oda is tartozott — esetleg
né¢hany eset kimaradt, de a tévedés csak ,,negativ”’ iranyba fordulhat el6. A mi esetliinkben
az RNS expresszios értékek alapjan a rossz prognézisi A csoport PPE-je 0.9, mig
ugyanennek a csoportnak a protein-expresszios értékek alapjan a PPE-je 1.0 . Tehat pont a
rossz progndzisu csoportot tudjuk az invazios spektrum alapjan egész biztonsaggal
azonositani, és elvileg nem fordulhat eld, hogy wvéletleniil jO progndzisi betegnek
feleslegesen javasolnank kiegészité kemoterapiat.

Birdlo: Az egyes molekulak sulyat tekintve a biralo szamara értelmezhetetlen a kivdlasztott
Jelentds fehérjék listaja: brevikan, CDH12, integrin-a3, valamint a laminin-a4 és b1, mivel
ezt a disszertacioban [évo kisérleti adatok nem tamasztjak ala...

Vilasz: A szoban forgd molekuldk vagy korabbi méréseink sordn hivtak fel magukra a
figyelmet (a brevikan szignifikans eltérést mutatott szamos korabbi elemzésiinkben (GBM-
MET, NORM-MET, NORM-GBM, kezelés elott is utani GBM mintak dsszehasonlitasanal,
egyértelmii eltérés a peritumoralis agyallomany vizsgalatanal, a laminin bl szintén
(NORM-MET, NORM-GBM) és proteinexpresszioval konkordans valtozas kezelés el6tt és
utdni GBM mintak 6sszehasonlitasanal, laminin a4, integrin a3 hatdrozott eltérést mutatott
a peritumoralis agyallomany 6sszehasonlitasanal), vagy az irodalmi adatok alapjan tartottuk
fontosnak szerepeltetni dket.
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Birdlo: Az egész elemzés jelentosége és értelme az, hogy amennyiben ezen mintazat vagy
egyes elemeinek prognosztikus érteke meghaladja a jelenlegi klasszikus patologiai
paramétereket vagy azoktol fiiggetleniil prognosztikus tényezo. Ilyen dsszehasonlitas az
anyagban nem tortént, pedig a szovettani altipusnak, a beteg életkoranak (gyerek/felnott),
a PCNA jelolodés mertékenek, az apoptotikus index értékének, a necrosis és calcificatio
jelenlétéenek alapveto szerepiik van, nem beszélve a genetikai profilrol (p53 és MGMT
mutdaciok, CIMP statusz). Tovabbmenve, a megfigyelések jelentoségének értékeléséhez
fiiggetlen beteg-, illetve tumoros anyagon torténdo validalas sziikséges. Masrészt sziikséges
volna az is, hogy a TCGA nyitott adatbazisban legyenek ezek a megfigyelések validalva
(mRNS expresszio profilok) illetve leellendrizve, ahol kozel 500 ilyen daganat
génexpresszios profilja és klinikai adatai elérhetéek.

Vilasz: A TCGA-bol kigylijtott adatok elemzésével mar korabban is sikertilt heparan-
szulfat-PG (HSPG) és kondroitin-szulfat-PG (CSPG) molekulak és enzimeik expresszidjat
tumor vs. normdl viszonylatban elemezni, de az ezzel foglalkozé review cikk is
megallapitja, hogy az ekképpen meghatarozhaté Osszefiiggések egyrészt még nem
elegendéek, masrészt direkt huméan mintdk vizsgalataval még kiegészitésre ¢&s
megerdsitésre szorulnak (17). PCNA - Proliferating cell nuclear antigen, egy DNS
replikacioban, repairben érintett géntermék, a DNS polimeraz kofaktora. Ismert, hogy
gradussal novekszik a PCNA labeling index, de hogy a magasabb gradusban ennek milyen
szerepe van, van-e egyaltalan, még kérdéses (18). Egy masik kutatdcsoport azt talalta, hogy
a kezelésre adott valasz nem fligg a PCNA-t6l (19). Megfigyelték azt is, hogy a PCNA a
Ki67-tel szorosan 0sszefligg, igy a proliferacio markere (20), ezért felmeriilt a grade II és
IIT elkiilonitésében a szerepe. Az elmult 5 évben 6 db cikket indexel a PubMed PCNA ¢és
glioblastoma keresdszavakkal. En Gigy latom a cikkekbdl, hogy nem ad tobbet a PCNA a
Ki67-nél, és a mi szempontunkbdl az invazidban szerepld molekulakbodl allo panelbe nem
tudjuk beilleszteni. A CIMP statusz (CpG island methylator phenotype) — epigenetikus
szabalyozashoz kothetd fogalom, nagyon sokféle daganatban, koztik gliomakban is
kutattak/kutatjak tk. a DNS repair gének és tumorszupresszorok promoter régidiban
talalhato CpG szigetek kiterjedt hipermetilaltsagat nevezziik CIMP-nek (21). A gliomakban
a jelentGséget az adja, hogy az IDH mutaciok okozzak a CIMP kialakulasat (22). Szerepiik
a GBM-ben nem vitatott, de a mi az invaziot célzd kutatasunk keretei kozott nem tudtunk
ebben az iranyban vizsgalatokat végezni. Osszességében, a hidnyolt genetikai profil
meghatarozasa invazidkutatas szempontjabol nem kertilt az érdeklddésiink kézéppontjaba.
Ettdl fliggetleniil a TCGA adatbazisdnak ¢€s sajat eredményeink egybevetésének igényét
elfogadom, ¢és arra ezentul kiilon gondot fogunk forditani, a javaslatot tisztelettel
megkdszonom.

Birdlo: Mindezek alapjan a biralo a disszertacio uj, a jelolt kutatasaihoz szorosan kotheto
tudomanyos eredményeinek az alabbiakat fogadja el:
1. Uj TMZ kimutatatisi médszert dolgozott ki, amelyet klinikai kériilmények kozott is
tesztelt nehany esetben.
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2. GBM-ben egy ECM alapu invazios panelt elemzett, amelybol a FN, perlekan és
szindekanl/2 HSPG-k, valamint az MMP2/9 fokozott expressziojat irta le, ami
nagyban hasonlit tiido adenocarcinoma agyi attétéhez.

3. Kemoirradiacioval kezelt GBM-ben a fenti invazios panelbol az MMP9 mRNS és a
brevican fehérje szintii csokkent expressziojat talalta.

4. A GBM koriili agyszovetben az invazios panelbél a CDI68/HRMM fokozott
expressziojat észlelte.

Valasz, kiegészités, Osszefoglalas:

Az igen sokrétli, molekularis patologiai kérdésekre reflektalva szeretném roviden kifejtent,
hogy véleményem szerint hogyan lehet klinikusként, manualis szakmaban emlitésre mélto
kutatomunkat folytatni. Egy olyan intézetben, melynek nincs sajat laboratériuma, sem
biofizikus, biokémikus, labororvos, molekularis biologus személyzete, stb., és a munkaidd
fizikai lekotottsége is jelentésen megneheziti a labormunkat, nehezen varhato el elméleti
alapkutatasban valo kiemelkedés. Ezzel szemben pont annak az eldnyét lehet kihaszndlni,
hogy az egyetemeken egy olyan laborhdlé miikodik, melynek kapacitasat a sajat laborral és
miuszerekkel nem rendelkez6 kutatok is — meghatarozott keretek kozott — igénybe vehetik.
Igy a jo kérdésfelvetés, a megalapozott célkitiizés, a j01 megvalasztott vizsgalomodszerek
¢s a fogyoeszkozokre fordithatd palyazati pénzek egyiittesen képesek meggydzni a
tarsintézetek laborjait, hogy kollaboracioban megvalodsitsak a szoban forgd kutatdémunkat.
Oszinte 6rom és részben biiszkeség is szamomra, hogy elmondhatom, hogy a Debreceni
Egyetemen tart karokkal fogadtak, szinte barhova fordultam laborigényt jelento
kéréseimmel. Az a tapasztalatom, hogy az elméleti alapkutatast végzo intézetek szinte ki
vannak ¢éhezve a jol megfogalmazott, és klinikai relevancia esélyével kecsegtetd
tudomanyos kérdésfelvetésekre, és ha ehhez a vizsgalomodszerekben valo jartassag is tarsul
(én magam 1 évig dolgoztam laborban), akkor egy nyelvet beszéliink, és a kutatis
szarnyakat kap. Kiilondsen, ha egy-egy TDK vagy PhD hallgato is a kérdés biivkorébe
vonhat6 és még az anyagi terhek egy részét is fedezni tudjuk — a vizsgélat f6 targyat képezd
mindségi human tumormintarél nem is beszélve. Igy aztan a jelen disszertacioban szerepl6
mérések koziil egyetlen egy sem az Idegsebészeti Klinikan tortént. Hanem az Anatomian,
Pathologian, Biokémian, Biofizikan Genomikan, Proteomikan, Neurologian, stb. A
legnagyobb tisztelettel fogadom el Timar professzor Ur minden, a vizsgalatok mélységét és
kiterjedtségét ¢és tudomanyos alapossagat illetd kritikajat, mely elméleti kutatdsi
szempontbol valdban jogosnak mondhatd. En magam a rendelkezésre 4llo eszkozok és
korilmények mellett a publikalt eredményeknek a mellékelt szintjéig jutottam, de
meglatasom szerint jelen dolgozat egyik érdeme éppen az, hogy bemutatja, hogy hogyan
lehet egy egyetemi infrastruktirat megfeleld szellemi tékével parositva oly modon
hasznositani, hogy kutatolaborral és személyzettel nem rendelkez6 klinikai kutatocsoport is
nemzetkdzi publikdcidkra felbatoritd eredményeket érjen el.
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Emellett minden kutatasi tanacsot, javaslatot, szellemi segitséget nagyon nagy érommel és

nagy tisztelettel veszek, hiszen ezek megfogadasaval, 6tvozésével és kivitelezésével alakult

ki jelen disszertacid anyaga is. Eppen ezért nagyon koszondm Timdr Jozsef Professzor Ur

biralatat és a jovoben is barmilyen épit6 jellegii kritikai észrevételt készséggel fogadok, a

kutatasba beépitem, és alkalomadtan akar kollaboraci6é szintjén is a hasonld témaval

foglalkoz6 kutatdokkal nem csak nagy lelkesedéssel, hanem kifejezett szakmai aldzattal és

halaval egyiittmiikddni is kész vagyok.

Debrecen, 2017.06.12.

Dr. Klekner Almos
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