Biralatra kaptam Dr. Klekner Almos ,,Asztrocitémak invazivitisinak szerepe a
személyre szabott onkoterdpiiban” cimi MTA doktori értekezését

A doktori disszertaciorol alkotott véleményemet a formai, tartalmi és dsszegzd fejezetek alatt
kivanom megfogalmazni.

1., Formai megallapitasok

A 121 oldalas disszertacio 100 oldalon foglalja dssze, illetve részletezi jeldlt téziseit, mindezt
15 oldalas irodalomjegyzék és publikacios lista koveti. Az atlathatésagot szolgélja a mi elején
kozzétett roviditésjegyzék.

Részletes kvantitativ elemzéstél tartozkodnék, az ortografiara vonatkozé megallapitasokat
pedig azért nem kivanom kozzétenni, mert a potencialis kritikai észrevételeket gyakorlatilag
minden magyar akadémiai munkaval kapcsolatban elmondhatéak lennének.

Altalaban az dbrak méretvalasztasa és a feliratozas kénnyen kovethetd, talan a doktori
disszertacié esetében nem lett volna talzés, ha az oszlopgrafikonok esetében nem a sziirke
arnyalatait, hanem szinezést alkalmaz a szerzo.

A dolgozat tagolasaban a megfelelé alapinformaciokat kozvetitd bevezetést a célkitiizések,
majd a modszertani ismertetés koveti. A szamos valaszthaté forma koziil a biralohoz kozelebb
allo, a doktori mivet tudomanyos kizlemények szerkesztési elvei alapjan egységbe foglalo
modon, az eredmények, majd a megbeszélés és az osszefoglalds kovetkezik. Ez az
cgyszerisitett logikai linc tartja Gssze az egyébként néhol lazabban &sszefiiggd
témacsoportokat. Kifejezetten dicséretes, hogy a szerzd megfelelé id6t szant arra, hogy a
tudomanyos tevékenységének eredményeit és publikdcioit gondolatilag és szerkezetileg is
atalakitsa, a doktori mtibe épitse.

2., Tartalmi elemzés
A munka els6 fejezete a probléma hatterének dsszefoglalasat képezd bevezetés.

A bevezetésben talan érdemes lett volna kitérni a bevacizumab esetében annak miitéti kezelés
lehetdségeit korldtozé hatasra, a TMZ hatasandl pedig érdemes lett volna hangstlyozni az
alacsony mellékhatas profilt, illetve azt a tényt, hogy a mismatch repair enzimdefektusos
betegeknél van egyértelmiien jelenetds hatdsa a szernek.

1., A bevezetében az extracellularis matrix szerepével kapcsolatban leirtakra
vonatkozéan kérdés, hogy mi magyarizza azt a jelenséget, hogy a priméren soliter
megjelenésii malignus glidlis daganat a késébbiekben nem csak lokilisan terjed, hanem
akir szimultin tobb gécban is megjelenik. Osszességében tehat nem csak az ACM
komponensének van szerepe agydaganat progressziéban?

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 infiltracié vonatkozasaban? Erosen kérdéses allitas az, és legfeljebb hipotézisnek
clfogadhaté az, hogy az extracellularis matrix hatdrozna meg kizarélagosan, vagy legalabbis
dontéen a glioblastoma és a tiid6attét kozt tapasztalhatd kiilonbozé rezekabilitast. Az ECM
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komponensek degradacios képessége példaul nem az ECM-t6l fiigg, hanem a magatél a tumor
tipustdl, tovabba szerepet jatszik a kiilonbozo viselkedésben a neovascularizacios képesség, az
immunvalasz kivaltasanak kilonbsége is.

3., A bevezetéssel kapcesolatos legfontosabb kritikai észrevétel, melyre jelolt valaszat is
varja a biralé, arra vonatkozik, hogy (szinte) kizarélagosnak mindsiti a daganat
progresszioja, illetve kurabilitisa vonatkozasiban az extracelluliris matrix invazio
jelenségét. Az asztrocitomak genetikai determiniltsiga és variabilitisa nem ecsak az
extracellularis maitrixra gyakorolt hatisukat, hanem a de novo, illetve és/vagy
multifokalis megjelenésiiket determinilja. Onmagéban az extracellularis matrixra vonatkozé

megfigyelések értelmezése alapjan sem a daganatot, sem annak kezelését nem lehet fokalissa
tenni.

A kovetkezo fejezetben célkitiizéseit foglalja dssze. Ezek koziil jelentds a tumor és szovetbank
létrehozasa, a 2-es pontban foglalt genetikai prognosztikai faktorok meghatarozasa részben a
2016-0s WHO Kklasszifikacio tiikrében is fontos, ugyanakkor irodalmilag meglehetésen
tulhaladott. A TMZ individualis alkalmazéasara vonatkozo célkitiizések rendkiviil fontosak és
gyakorlati jelentdségliek. Tovabbi célkitiizése a kemoszenzitivitasra tirozin-kimazin hibitorok
terapias szerepére vonatkozo vizsgalatok elvégzése valamint a gliomak ¢s a metastasisok ECM-
hez vald viszonya kiilonbozoségének elemzése a jelen kemoterapids eszkdzok invazivitas
csokkentd hatasanak vizsgalata, a peritumoralis agyallomany invazidoval szembeni
védekezésének vizsgalata, illetve az ECM alkotoelemeinek tumor sejtekre gyakorolt hatasanak
vizsgalata.

Az agydaganat bank létrehozasa drvendetes példaja annak, hogy a kiilf6ldrél hazajoveé klinikai
kutato hogyan képes a viszonylag egyszerii, de felbecsiilhetetlen adatmennyiséget jelentd
innovaciot megvaldsitani a nemzetkzi minta alapjan. Tovabbi érdeme az adat pool-nak, hogy
olyan metodikai ujdonsagokat (darabolas, buborékmentes fagyasztas) tartalmaz, melyek
rendkiviili mértékben novelik a szévetmintdk feldolgozasanak validalhatosagat.

4., Kérdés, hogy osszesen hany betegbol, hany mintat tartalmaz az adatbank, mennyi a
mintavételtél az ultrafreezerig eltelt idé, torténtek-e a mintavételtél ultrafreezerig eltelt
idore vonatkozé vizsgalatok a mintaminoség meghatarozasara, illetve hogy az
ultradarabolisra keriilé mintikbél rutinszeriien milyen szovettani moédszerekkel
definialjak a daganat/infiltracios zona/normal szovet tartalmat.

A kiilonboz6 biobankoknak a legfontosabb problémaja az adat biztonsag kérdése.

5., Milyen akkreditacioval rendelkezik a bank és milyen biztonsagi berendezésekkel
iizemel (telefonos riasztist adé hémérd, kettés tarolas, kettdés kompresszor, széndioxid
tartalékrendszer, sziinetmentes aramforras)?

Az onkoterapias kezelés hatékonysaganak megitélését 104 GBM-ben szenvedd beteg adatainak
elemzésevel végzi.

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

Hasonloéan definialatlan a betegek miitét utani allapota alapjan indikalt palliativ radioterapia.
Az 1pl19q vizsgalatanak metodikdja egyértelmii, a temozolomide esetében az n=2 esetszam
meglepden alacsony.



1., Kérdés, tortént-e barmilyen hataserdsség vizsgilat az elemzés tervezésekor?
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A temozolomide intratumordlis koncentracidjanak meghatarozasat célz vizsgalatok soran
miitét el6tt egy oraval utolsé 400 mg-os adagjat bevett beteg 3 daganat mintajanak elemzése és
nem daganatos normal agyszévet mintaval térténé 6sszehasonlitasa tortént. A tumor mintikat
15 perces intervallummal vették.

8., Kérdés, hogy melyik id6 intervallumbél szirmazott a normal agysziveti kontroll,
illetve, hogy a szérum minta kontrolloknal mennyire tudtik kévetni, illetve mennyire
osszehasonlithaté a Temodal metabolizmusa.

Az EGFR és integinek (?) kdcsonhatasanak vizsgalata intraoperativ friss fagyasztott Il-es és
IV-es gradusu asztrocitomak szoveti metszeteib6l tortént.

9.,Milyen genetikai alcsoportba tartoztak ezek a betegek a 2016-os beosztist is figyelembe
véve? Milyen prognosztikai csoportba tartoztak genetikai vizsgilatuk alapjan?

A tumorok invazivitdsanak vizsgdlatara az Gigynevezett invazios panel vizsgalatat végezték el.
Az onkoterapia hatdsat vizsgéltak az invazios panel molekuldinak expresszidjara 31 betegen
Osszevetve 15 kizdrdlag sebészeti terapian atesett beteg anyagat 16 sugar és kemoterapiat
kovetden kiujult daganat rezekcidja soran nyert mintakkal. Peritumoralis agyallomany
tumorinvazidbeli szerepének vizsgalatira 27 miitét soran eltavolitott peri-GBM,
perimetasztatikus és normal agyszovetet vizsgaltak, illetve vizsgaltik az invazios spektrum
prognosztikai szerepét 26 GBM-ben szenvedé beteg esetében.

Az eredmények ismertetése soran a 8-as tablazat foglalja 6ssze a 104 glioblastomés beteg
klinikai paramétereit, a BSC-ben részesiilé betegek kapcsan fontos lenne definialni a BSC
indikdciojat, hiszen kerek 10 ponttal volt magasabb a BSC KPS, mint a PRT KPS,
¢rtelmezhetetlen a preop-postop elnevezés a BSC esetében, illetve a postop KPS érték is
nehezen értelmezhetd, hogy mire vonatkozik.

10., Ezen fenti felvetések kommentilasat kérem. (Ha betegek BSC-t kaptak a miitét utan,
akkor mi indokolta a BSC-t, ha valéban miitéten estek 4t? Lehet-e BSC-nek nevezni az
aktiv miitéti kezelést, illetve ez a dontés mennyivel a miitét utan sziiletett meg?)

Az 1.A dbraval kapcsolatban megjegyzendo, hogy a TMZ szignifikans PFS-t néveld hatasat
helyes lett volna csillaggal jelslni, a szignifikanciat altaldban is attekinthetébb lett volna
csillaggal jel6lni a diagramokon.

11., Mivel lehet magyarazni, hogy a tumor méret és a thlélés kozti vsszefiiggés nem volt

megfigyelheté. Magyarazhaté-e ez az alacsony esetszimmal vagy a kizarasi mérethatirral
(4cm).

Ha a tumor méret nem befolyasolja a talélést, mely egyébként nem tiinik logikusnak, akkor az
infiltraci6 atjan torténd tumor névekedésre vonatkozd, a mitben kifejtett elmélet helytallosaga
is kérdéses.

12.,Hogy definidlja a parcialis, illetve radikdlis tumor eltavolitist? A miitét utin
mennyivel késziilt az MR vizsgalat és milyen sajatossagait latjuk?

A mutéti tipus szerinti tilélés osztalyozasat megtekintve és az adatokat 4tnézve gyakorlatilag
szignifikanciat az eredmények nem mutatnak.



13., Hogy magyarazhato ez azokkal a publikiaciokkal szemben, (Smith, Berger, Duffau
esetében), melyek igazoltak, hogy a rezekcié kiterjedtsége meghatarozza mind a low, mind
a high-grade gliomak esetében a kimenetelt (talélést)?

Az 1p19q kodelécié oligodendrogliomakban valé klinikai relevancianak vizsgalata soran inverz
dsszefiiggés volt az életkor és a kodelécio megjelenése kozott, illetve a kodelécio elvesztése €s
a rezekabilitas kozott, ugyanakkor a kodelécid anatomiailag nem volt lebenyekre jellemzo.
Ismét, és ez a dolgozat egészére igaz, hianyoznak az attekinthetoséget segitd, a szignifikanciat
jelzo csillagok a diagramokrol. PFS esetében 3-as gradusu oligodendrogliomak esetében nem
meglepd Osszefiiggést talaltak a kodelécio és a hosszabb talélés kozott, a 2-es gradus esetén a
mitéti kezelés, a rezekcio mértéke nem befolyasolta statisztikailag a recidivamentes talélést,
ezt a korabbi rezekcié és tulélés kozti kapesolatot elemzé miitéti nagy review-k
eredményéhez képest hogyan véleményezi? Lsd. korabbi #13. kérdés.

A kombinalt kezelés hatasa mind az 1P19Q kodelécids, mind a negativ esetekben, mind grade
2-es talélok esetében igazolhato volt.

A kovetkezo fejezet a temozolomid GBM-ben torténd vizsgalatarol szolt. Elegansan elemzi a
TMZ és annak aktiv bomlastermékeinek megjelenését. A tumor mintat v liofilizalé modszerrel
elemezve tudta a tumor TMZ tartalméat meghatarozni.

14. Alapveto probléma ezzel a vizsgilattal, hogy miért pusztin egy betegen tortént ez a
meghatirozas? Elegans lett volna, ha tobb beteg esetében is lehet ilyen vizsgalatokat végezni.
Akar kiilon etikai engedélyt is érdemes lett volna kérni és egy ilyen vizsgalatot folytatni, hiszen
a TMZ alkalmazasa nem befolyasolja a miitéti kimenetelt, nem jelent érdemi mutéti kockazatot.

A 4.4-¢s fejezet az EGFR és az integrinek kolcsonhatasardl szol asztrocitomakban. Az Erb Bl
interakcid, valamint az integrin-fl expresszio szintjének a thlélés elérejelzésére gyakorolt
hatasat allapitottak meg.

15., Az EGFR muticiés szerepének vizsgialatiara rekurrens glioblastémaban végzett
vizsgalatok esetében az a kérdés, hogy ha az eseteknek tobb mint 20%-ban az EGFR
fehérje fokozott expressziojanak eseteiben alig tébb mint 50%-ban volt EGFR
génamplifikicio, akkor énmagiaban az EGFR génamplifikaciénak milyen jelentosége
lehet, ha kozben a fehérjeatirodas nem-, vagy csak kis részben igazolhato.

A 4.5. fejezetben metasztatikus, illetve glialis daganatok invazivitasat hasonlitja 6ssze MRNS
expresszios eredményeket vizsgalva, azaz invaziv invazids panelt elemezve.

16., Az elsé 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 vonatkozasiban és ahol nem volt
korrelacio, annak oka mi lehetett?

17., Az immunhisztokémiai vizsgalatoknal mi az intenzivebb festodési reakeié definicié
numerikus megfeleloje? Mennyiben voltak szignifikinsak ezek az eredmények? Milyen
moédszerrel mérték ezt? Milyen kontroll vizsgilatok igazoltak azt, hogy a kvantifikalas
valéoban alkalmazhat6? Mas széval, mik voltak az immunhisztokémiai specificitas
bizonyitékai és ha denzitas vizsgalaton alapult a kiilonbség meghatirozas, akkor annak
mi volt a kontrollja?



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

Az onkoterdpia utan minddssze két esetben bizonyult szignifikdnsnak az RNS, illetve egy
esetben az RNS, egy esetben pedig a protein szint valtozas az MMP9 és a brevikan — elébbi az
MMP9, utdbbi a brevikan szintjénél mutatott ilyen eltérést. Peri GBM-ben a tenaszcin és a
CD168 expresszioja szignifikansan magasabb volt, mint peri MET-ben.

19., Az invaziés spektrum prognosztikai szerepének vizsgalatinal glioblastémaban mi
indokolta a 23 hénapos talélési hatar kivalasztasat A és B csoport esetére? Meglepd, hogy
a 7/12 versus 12/14 ariny nem mutat szignifikins kiilonbséget. Milyen statisztikai
modszer volt az, amely egyaltalin ezt a megallapitast lehetové tette?

Az invaziés molekuldk vizsgdlata soran a génexpresszid individualisan nem mutatott
szignifikans eltérést, ugyanakkor a 20 ECM alkoto expressziojat egyiittesen vizsgalva lehetett
specifikus és szignifikans eltérést igazolni a két csoport kozott.

20., Az invazivitdsi panel vizsgalata sordn nyert adatok epifenomén jellegét csak akkor
lehet kizarni, ha kétséget kizarolag igazoljuk, hogy mas prognosztikai tényez6, elsésorban
a WHO 2016-0s beosztisiban mar donté szerepet kapott IDH stitusz nem jatszik
szerepet. Mi ezzel a helyzet? A fehérjeszinten tortént elemzés szintén csak a teljes panel
egyiittes elemzésével hozott szignifikans prediktiv eredményt.

21., Mi a véleménye szerzonek arrol, hogy az RNS szinten meghatirozé brevikin és
integrin-B1 koziil csak elobbi jatszik szerepet a fehérje statisztika esetében, illetve, hogy
sokkal tobb fehérjébdl all 6ssze a statisztikat meghatiarozé csoport.

A megbeszélés soran adja meg azokat az adatokat, amelyet talan az anyagok és méodszereknél
célszerlibb lett volna, azaz a neuroonkologiai labor kutatisi teljesitményénél elemzi az
Osszegyljtott mintaszamot.

Megallapitasaival teljesen egyet lehet érteni, az agydaganat és szovetbank létrehozésa jelentés
teljesitmény. Az onkoterapia effektivitasanak meghatérozasa vonatkozasaban a megallapitasok,
a Stupp protokoll, a komplex kezelés jelentoségének a kiemelése korrekt.

Az alaphianyossag itt is az IDH statusz kiemelése, illetve hogy egyaltalan nem elemez olyan
faktorokat, mint az MR morfologia, az MR spektroszkdpia, perfiziés MR vizsgalatok, a
korszerli MR technikdk szerepe a kimenet becslésben.

Az 1pl9q prediktiv szerepének vizsgalataval kapcsolatban a megbeszélés emliti, hogy a
frontalis daganatokban ez gyakrabban észlelhetd.

22., Szerz6 mivel magyardzza a sajat, ezzel ellentétes tapasztalatat, jelesiil, hogy nincs a
kodelécionak anatémiai predilekcios helye?

Rendkiviil fontos, hogy a temozolomid szérum koncentraciéjanak meghatarozasara vonatkozo
eredményeit a gyakorlati kezelésbe is atiiltette.

23., A megbeszélés tovibbi részében alapveté kérdés, hogy az egy esetben mért
eredmények mennyire lehetnek relevansak, mennyire iltalinosithatok a TMZ lokilis

. rsr

mellett adott alkilalo szerek alkalmazasanak lehetéségét és sziikségességét?



24., Az invazivitasi profil dsszehasonlitasaban alapveté probléma, hogy az elsésorban
szinte kizarélag vascularis eredettel inokulilodé metasztazisokat az ,agyszoveti
stromaban kialakul6” glioblastomahoz hasonlitja. Mi errél a véleménye?

3., Osszegzés

A dolgozat egyik legfébb kitétele, mely szerint az invazios panel alkalmas lehet a célzott tumor
lokalizalasra és igy a tumor eradikalasat célzo terapidk sikerét okozhatja, meglehetdsen naiv és
tullelkesiilt, ugyanis nem veszi figyelembe a glioblastomaknak azon tulajdonséagat, hogy de
novo tébb gocban képzodhetnek jra, raadasul a mar korabban emlitett statisztikai kérdések, a
fehérje és MRNS profilok kozti diszkrepancia erosen kérdésessé teszik a megfigyelések
interpretalhatosagat, tovabba allaspontja er6sen megkérddjelezheto, ha figyelembe vessziik azt
a genetikai variabilitast, azt az extrém pluripotenciat, amivel ezek az igen malignus glialis
daganatok képesek teljesen megvaltoztatni expresszios profiljukat, igy bujva ki a kemo, illetve
biologiai terapia alol és téve legfeljebb atmenetivé azok sikerét.

A disszertaciobol 0j eredményként fogadhato el, hogy egy hazai adatbazist hozott létre, amely
a személyre szabott terapia magyarorszagi bazisaként szolgalhat a jovoben, és ennek
elemzésével igazolta, hogy a kombinalt kezelés, a daganat sugar- és kemoszenzitivitasa
meghatdrozza a kimenetelt, illetve, hogy a palliativ radioterapia indikacidja erésen limitalt.

Ugyancsak fontos eredmény, hogy ezen adatbazis elemzésével az 1p19q kodelécionak a
rezekcio kiterjedését forszirozo faktorként valo beazonositasat végezte el.

Uj tudoményos eredménynek tekintheté mindenképpen a temozolomid szérumbeli
koncentracio meghatarozasat célzo rutinszeri eljaras kidolgozasa és a TMZ bevétel utan 1-2
Orara torténd 1dozitése a konkuralo sugarkezelésnek.
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leirni glioblastomaban illetve annak igazolasa, hogy az intergrin-fl expresszi6 ERBBI-
integrin-f1 heteroasszociaciok emelkedett aranya asztrocitomak esetében kedvezodtlen
prognosztikai faktor, és azon megallapitasa is 0j megfigyelés, mely szerint az EGFR kinaz
domén mutacidgja nem jellemzd rekurrens glioblastomakra és ez a TRKI mérsékelt
effektivitasara utal.

A biralé véleménye szerint a 6,7.8 és 9. pontban Osszefoglalt ) eredmények, amelyek az
invazios panelre vonatkoznak, erésen kérdéses mértékben allhatjak csak ki a tudomanyos
probat. A magam részérdl az e pontokat alatimaszté adatokat nem tudom olyan erdsnek tartani,
hogy azok alapjan ezeket nemzetkozi jelentdségii, 0j eredményként fogadhatnank el,
mindazonaltal nagy érdeklédéssel varom e vizsgalatoknak a jovében térténd megerdsitését és
ezen eredményeknek a hosszi tavl validalasat, beleértve az addigieknél magasabb
impaktfaktord lapokban valo kozzétételt is.

Osszegezve, Klekner Almos doktor szisztematikus munkdval egy Wttoré jellegii.
agydaganatbank és szovetbazis osszedllitasaval és annak rendkiviil igényes elemzésével a
magyar neuroonkolégiai ellatas és klinikai kutatds szamara fontos fejezetet jelentd
vizsgalatokat végzett és eredményei, ) megfigyelései alapjan, az azokat kézzétevo doktori mi
mindsége okan birald véleménye szerint eleget tett az MTA doktori disszertacidoval szemben
tamasztott formai, tartalmi, illetve habitusi kévetelményeknek.



A fentiek alapjan a doktori mii nyilvanos vitara bocsajtasat és az MTA doktori fokozat
odaitélését tamogatom.
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