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1. BEVEZETES

A kozponti idegrendszer (KIR) daganatos megbetegedései a betegség kiindulasi helye alapjan
alapvetéen két csoportra bonthatéak.!? Elsddleges (primer) daganatos betegségnek nevezziik a
KIR-ben kialakul6 daganatos elvaltozasokat, masodlagos (szekunder) daganatoknak pedig az
egyéb szervek daganatos megbetegedésébdl szarmazo KIR attéteket (metastasis) tekintjiikk. A
leggyakoribb rosszindulati primer KIR daganatok a gliomék, az &sszes rosszindulata KIR
daganat kozel 75%-a glidlis eredetii. Ezen a csoporton beliil is kiemelkedé az astrocytomak
aranya: az Osszes malignus primer agydaganat kozel 2/3-a astrocytoma.® A daganatok
el6fordulasa, a betegek epidemioldgiai jellemzdi a szovettani tipustdl fliggden valtoznak (1.
TABLAZAT). A betegségcesoport jelentéségét elsdsorban nem a gyakorisaguk adja — bar relativ
gyakorisaguk elég magas —, hanem a betegség egy¢b jellemz6i. Az astrocytomaknak nincsenek
korai vagy specifikus tiineteik, igy viszonylag késon keriilnek felismerésre. A tumorok
tulnyomo tobbsége diffuz novekedést mutat, emiatt sebészi eltavolitasuk, kiilonosen magasabb
gradus esetén, rendkiviil nehéz feladat. Ezen feliil tumorsejtek a sugdr- és kemoterapiara
kevéssé érzékenyek, igy onkoldgiai ellatasuk szintén kihivast jelent. Fontos tovabba, hogy a
betegek jelentds része aktiv keresoképes korban van, igy az astrocytomdk nem csupan

egészségiigyi, hanem tarsadalmi-gazdasagi szempontbodl is komoly jelentdséggel birnak.*>

A jelen doktori értekezést megalapozé kutatds elsédleges célja a leggyakoribb, és egyben a
legrosszabb indulata, primer malignus agydaganat, a glioblastoma (GBM) vizsgalata volt. A
glioblastomas betegek kezelése az elmult évtizedben jelentds valtozason, fejlddésen esett at, a
betegek tulélési esélyei javultak, osszességében azonban a GBM tovabbra is egy, a beteg, a
csalad és a kezeld egészségligyi személyzet szamara komoly kihivast jelentd, a betegek
¢letmindségét nagy mértékben lerontd, sajnalatos modon elkeriilhetetleniil a beteg halalahoz

vezetd betegség.®’ Megfigyelhetd azonban a betegek kozott egy — a daganatos betegségek



kozott is meglepden jelentds — heterogenitas, bizonyos betegek a kezelésre jobban reagalnak,
progressziomentes és teljes tulélésiik is az atlag folotti. Jelenleg nincs azonban egyetlen
megbizhatd6 modja sem annak, hogy a kezel6orvos a betegség prognozisat valamilyen
mértékben  megbecsiilje.  Ismertek  bizonyos tényezdk, amelyek a kedvezdbb
betegségkimenetelt valosziniisitik, ezek azonban nehezen alkalmazhatéak egyéni

lebontasban.®?

A GBM agressziv klinikai viselkedésének hatterében — a kismértéki radio-kemoszenzitivitas
mellett — a daganatsejtek igen nagymérték(i invazioés képessége all. A daganatsejtek e
tulajdonsagéanak forrasa jelentds részben a tumor extracellularis matrixaban (ECM) keresendd.
Az ECM mennyiségi és mindségi valtozasai szamos daganattipusban, igy GBM-ben is
igazoltak, és hozzajarulnak egy pro-cancer niche kialakulasahoz, melyben az astrocytoma
sejtek képesek a kornyezd agyszovet besziirésére. A peritumoralis infiltrdcié azonban nem csak
a GBM-re, hanem alacsonyabb gradust astrocytomakra is jellemzd.21%? Eppen ezért a
kutatasba kiilonbozé gradusti astrocytoméabdl szdrmazd tumormintdkat vontunk be és ezek
molekularis Osszetételét vizsgaltuk kiilonbozé szempontok alapjan. A mérések soran nem
csupan astrocytomakban mértiik meg kiilonb6zd, a gliomainvazioban szerepet jatsz6 ECM
alkotok mennyiségét, az eredmények helyes értelmezéséhez mas szdvettani csoportba tartozo
malignus daganatbol, agyi metastasisbol szarmazo mintakat is elemeztiink, kontrollként pedig
minden esetben nem tumoros agyszovetet is hasznaltunk. Eredményeink értelmezését mindig a
klinikai hasznosithatosag vezette, a molekuléris biologia mddszereit felhasznéalva probaltunk
vélaszt adni a klinikusokat foglalkoztatd kérdésekre, igy az elvégzett kutatds a transzlacios
medicina korébe tartozik, és egyfajta hidat igyekszik képezni az alapozd ¢és klinikai

orvostudomany kozott.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. EPIDEMIOLOGIA

2.1.1. LEIRO EPIDEMIOLOGIA

A primer KIR daganatok koriilbeliil 32%-a malignus daganat. Mint az a bevezetésben is
emlitésre keriilt, a malignus daganatok kb. 75%-a glialis eredetii, ezek korhoz igazitott
incidencia rataja 5,78/100.000 f6. Az 6sszes astrocytoma incidencia rataja 4,5/100.000 £6.2 Az
egyes szoOvettani tipusok altalanos epidemiologiai jellemz6i eltérnek. (1. TABLAZAT). Nem
azonos az egyes korcsoportokban az egyes szovettani csoportok eléforduldsi gyakorisaga,
hiszen gyermekkorban a benignusabb gliomék a jellemzdbbek, a leggyakoribb tipus (37%) a
pilocytas astrocytoma (WHO grade I astrocytoma), felndttkorban azonban a magas gradusu
gliomak dominilnak, a daganatok 67%-a GBM (WHO grade IV astrocytoma).’
Altaldnossagban elmondhaté, hogy az életkor elérehaladtaval a daganatok incidenciaja

novekszik. (1. ABRA)

1. TABLAZAT Glildlis tumorok epidemioléogiai jellemzdi. A diagnozis idején jellemzo életkor
és a betegek tulélése jelentds kiilonbségeket mutat a kiilonb6zé gradusti tumorok kozott.

crer

mar nem javasoljak; k.m.n. = kiilén megnevezés nélkiil)

MEDIAN 1 EVES 5 EVES
SzZOVETTAN W’HO INCIDENCIA ELETKOR TULELES TULELES
GRADUS - /100.000f6 v % %
Pilocytas astrocytoma I 0,35 12 98 94,2
Diffuz astrcytoma Il 0,51 48 74,4 49,7
Anaplasztikus astrocytoma [l 0,39 53 64,4 29,7
Glioblastoma v 3,20 64 39,3 5,5
Oligodendroglioma Il 0,25 43 94,3 80,9
Anaplasztikus
oIigc?dendroinoma . 0,10 >0 81,7 26,7
Oligoastrocytoma* -1 0,20 41 88,8 63,6
Ependymalis tumorok -1l 0,43 44 94,3 84,2
Malignus glioma, k.m.n. l-1v 0,47 36 65,1 48,5




Megallapithatdé tovabbd, hogy az astrocytomdk gyakoribbak férfiakban; incidencia rata:
5,44/100.000 5 vs. 3,7/100.000 f&6.> Az életkor és a nemek ardnya mellett a gliomak
gyakorisaga jelentds kiilonbségeket mutat a vilagban. A gazdasagilag fejlettebb teriileteken (pl.
Eszak-Eurdpa) sokszorosa a betegség incidenciaja a mashol tapasztalhatonak (11/100.000 5 a
skandinav allamokban, Indidban vagy a Fiilop-szigeteken 2-4/100.000 f5).2* Ugyanakkor
érdekes, egyben a foldrajzi, kulturalis-¢letmddbeli és/vagy genetikai hajlamositd tényezok
enyhe, jelenleg nem teljesen értett és tisztazott befolyasolo hatasara utal, hogy a gazdasagilag
szintén fejlett Japanban az eurdpai eldfordulasi gyakorisag fele a betegség incidencidja.*
Ugyancsak egyéb hajlamositd tényezdkre utal, hogy az USA-ban az afroamerikai népesség
korében szintén gyakoribb a gliomak ardnya a fehérekhez képest.® Az utobbi néhiny évtizedben
altalanos jelenségként elmondhatd, hogy novekedett a gliomak incidenciaja, €z azonban
feltehetdleg elsdsorban a megnovekedett atlagos élettartam, a hatékonyabb diagnosztikai
eljarasok ¢s az 1dosebb korosztily kivizsgalasa soran megvaltozott orvosi hozzéaallas

kovetkezménye, és nem a fokozott daganatképzédésé.®

1. ABRA A kiilonb6z6 gliomak gyakorisaga az életkor és a korcsoport fiiggvényében. Az
abran jol latszik, hogy a glioblastoma incidenciaja messze meghaladja felndttkorban az 6sszes
tobbi daganat incidencidjat. Lathatdo emellett, hogy felndttkorban (és fiatal felndttkorban) az
infiltrativ ndvekedésti daganatok gyakorisaga szintén 2-3x nagyobb a nem infiltrativ
novekedésli daganaténal, mig ez gyermekkorban éppen forditva van.

8
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Gyermekek (0-14 év) Kamaszok és fiatal felnSttek FelnGttek (40+ éves)
(15-39 év)
M@ Pilocytas astrocytoma Diffuz astrcytoma Anaplasztikus astrocytoma
Glioblastoma W Oligodendroglioma @ Anaplasztikus oligodendroglioma
W Oligoastrocytoma* W Ependymalis tumorok @ Malignus glioma, k.m.n.
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2.1.2. ETIOLOGIA ES RIZIKOTENYEZOK

A gliomak kialakulasanak pontos oka nem ismert. A jelenleg legelfogadottabb szemlélet szerint
szamos genetikai €és epigenetikai elvaltozas felhalmozddasa sziikséges ahhoz, hogy a tumor
kialakulhasson.'® Régota ismert azonban néhany ordkletes korkép vagy szindroma, amelyek
jelentésen novelik a gliomak kialakulasanak kockazatat. Ilyen korképek a Li-Fraumeni
szindroma (7P53 gén mutacioja), a neurofibrmatézis 1 és 2 (NF 1 és 2 gének), Lynch szindroma
(MSH2, MLH1 gének) vagy Ollier-betegség/Mallier-betegség (IDH1/IDH2 gének). Fontos
azonban leszogezni, hogy ezen betegségcsoport kovetkezményeként kialakult daganatok
csupén a gliomak nagyon kis hanyadat teszik ki. >/

Genom szinti asszociacios vizsgalatok (GWAS) soran azonositottak tovabba tobb olyan
egypontos nukleotid-polimorfizmust (SNP), amelyek a csiravonalban talalhatoak ¢és
gyakoribbak gliémés betegekben. Osszesen 8 ilyen locusrdl sikeriilt igazolni a kapcsolatot a

fokozott gliomaképzddéssel, a locusok a TERT, TERC, EGFR, CCDC26, CDKN2A, PHLDB1,

RTEL1, TP53 géneknek megfeleléen helyezkednek el.'®

A kornyezeti tényez0k koziil a nagy-dozisu ionizalo sugérzas szerepe egyértelmiien bizonyitott
(magasabb el6fordulas az atombomba tamadasok taléloi, illetve valamilyen daganat miatt
koponya besugarozason atesett betegek kozott).!*? Alacsony dézis esetén azonban az
egészségligyi ellatds soran hasznalt ionizalo sugarzas altal hordozott csekély kockazat csupan
pozitiv csalddi anamnézis, igy feltételezett genetikai hajlam esetén jelent veszélyt.?l A
mobiltelefonhasznalat és az ezzel jaro elektromagneses sugarzas IARC 2B kategoriaba tartozo
rizikotényezd, azaz ,lehetséges, hogy karcinogén az emberre. Az emberre vonatkozoan
korlatozott, az dllatkisérletek eredményei alapjan viszont kevesebb, mint elegendo bizonyitek
all rendelkezésre a karcinogenitasra”. A besorolas epidemioldgiai tanulmanyokat alapul véve
nem tudta kizadrni a kapcsolatot, a tanulmdnyok eredményei inkonzisztensek voltak. A

besorolast kovetden a gliomak és mobiltelefonhasznélat kapcsolatat vizsgdld tanulmanyok

8



egyike sem igazolt barmilyen Osszefliggést, azonban az igen jelentés mértéki
hasznalatnovekedés €s a tumor kialakuldsdhoz sziikséges hosszu latenciaidé miatt egyeldre a
hivatalos 4llaspont nem véltozhat.?2?

Erdekes médon az allergias megbetegedések, pl. asthma bronchiale, eczema vagy ételallergiak,
az epidemiologiai vizsgélatok alapjan csokkentik a gliomak kialakuldsanak rizikojat. A gliomas
betegekben alacsonyabb az IgE szint is. A rizikdcsokkenés feltételezett hatasmechanizmusa az

IL-4 és IL-13 hatasan keresztiil valosulhat meg. %

2.2. TUNETTAN ES DIAGNOSZTIKA

A gliomak altal okozott tiinetek elsdsorban az idegrendszeren beliili puszta jelenlétiikbdl
fakadnak, hiszen a koponylirben rendelkezésre allo tér limitalt. A tlinetek kialakulasa
szempontjabol fontos a tumor elhelyezkedése (érint-e elokvens teriiletet), a tumor mérete, a
novekedés mértéke és mindsége (diffiz vagy nem diffiz), a tumort 6vezd oedema mértéke, az
intrakranidlis folyadék szabad aramlasinak megléte.?* A tiinettan nem teljesen fiiggetlen
azonban a szdvettani diagnozistdl sem, hiszen az epilepszias rohamok jellemzdbbek bizonyos
alacsony gradusu gliomakban.?*%

A tiinetek egy része generalizalt, altalanos jellegli. Ilyen tiinetek a fejfajas, hanyinger, zavartsag,
epilepszias rohamok, agyi nyomasfokozodas. A tiinetek egy masik része a tumor agyon beliili
elhelyezkedésébdl kovetkezik, és az érintett kdzpontok zavaranak képében jelentkezik.
Occipitalis elhelyezkedés esetén tipikusak a latasi zavarok, a parietalis lebeny érintettsége
esetén el6fordulhatnak tapintdsi zavarok, frontdlis lokalizacional pedig példaul
személyiségvaltozas.?4?°

Gyanu esetén képalkot6 eljarasok segitségével igazolhat6 a térfoglalés 1éte, a radiologiai képbdl
¢és a beteg kortorténetébdl pedig jelentés részben el is kiilonithetdek a lehetséges korképek

(alacsony gradusu primer tumorok, magas gradusu primer tumorok, agyi attétek, talyog, stb.).

Az MRI és a CT egyarant alkalmas a daganatok diagnosztizalasara. Az MRI pontosabb képet



ad az elvaltozasrdl és a hats6 scala daganatok esetében is alkalmas a diagnozis felallitasara.
Ezen feliil a kisebb elvaltozasok is hamarabb észrevehetdek, igy a betegek posztoperativ
kovetésére, recidivak detektalasara MRI felvételeket hasznalunk. Abban az esetben, ha a
daganat inoperabilis, sztereotaxids mintavételezéssel jutunk szovetmintahoz, a végleges

diagnozis ugyanis minden esetben a szovettani kép alapjan keriil megallapitésra. 2628

2.3. CSOPORTOSITAS

2.3.1. SZOVETTANI CSOPORTOSITAS

A glidlis tumorok heterogén betegségcsoportot alkotnak. Astrocytomak, oligodendrogliomak,
oligoastrocytomak és egyéb daganatok alkotjak ezt az Osszetett csoportot. A WHO
klasszifikacié alapja egészen a legutobbi idokig pusztan a szovettani kép volt. 2016-ban keriilt
bevezetésre az integralt diagnozis fogalma, amely egyesiti az elmult évtizedekben felhalmozott
tudast a daganatok molekularis onkoldgiajarol a tradicionalis korszovettani vizsgalattal, ezaltal
egymastdl jobban elkiilonithetd, a betegség prognozisaval is kapcsolodo csoportokat alakitottak
ki.l (2. TABLAZAT) A 2007-es klasszifikacié alapja az volt, hogy a tumorsejtek melyik nem
neoplasztikus sejttipushoz hasonlitanak leginkdbb, igy a jelen értekezést megalapozo
kutatasokba bevont astrocytoma mintak egy csoportbol (astrocytaer tumorok) keriiltek ki.?® A
2016-os csoportositasban azonban a pilocytds astrocytoma (WHO grade I) a tobbi
astrocytomatol elkiiloniil, melyet a WHO grade II-llI-IV astrocytomak diffaz ndvekedési
mintazata indokol. A 2007-es és 2016-os valtozat kozott fontos kiilonbség az IDH status
meghatarozas. Tovabbi immunhisztokémiai vizsgalatok révén majd mindig elkiilonithetdek az
oligodendrogliomak és astrocytomak, igy kevert oligoastrocytoma elnevezés a jovoben a

lehetdségekhez mérten keriilendd.
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2. TABLAZAT A Kkozponti idegrendszeri daganatok WHO szerinti Klasszifikacioja.
(Roviditett osszefoglalas a 4. kiadas 2016-ban frissitett valtozata nyoman) A WHO 2016-0s
csoportositasa eldszor €piti bele a diagnozisba a molekuléris vizsgalatok eredményeit. Emellett
a kordbbi csoportositasbdl elhagy olyan entitasokat, amelyek 6nallo 1étezése a molekularis
vizsgalatok alapjan nem indokolt (pl. gliomatosis cerebri, protoplazmaés astrocytoma, fibrillaris
astrocytoma). Fontos kiilonbség a korabbi valtozatoktol, hogy a glialis daganatokat a
morfologiai hasonlosag/feltételezett kiindulési sejtféleség helyett a ndvekedési mintazat alapjan
bontja a tumorokat alcsoportokra. A tablazatban jelolt szamok a BNO morfologiai besorolas
szerinti kddokat jelolik, melyben a tortvonal (/) mogotti szamok a klinikai viselkedésre utalnak
az alabbiak szerint: 0 — benignus, 1 — bizonytalan viselkedésii, borderline vagy nem
meghatarozott, 2 — carcinoma in situ vagy grade III intraepithelialis neoplazia, 3 — malignus
tumor. A *-gal jelolt kodszamok a 2016-os klasszifikdcioban szerepelnek eldszor. A dolt
betiivel szedett entitasok hasznalata nem javasolt. K.m.n. — kiilon megnevezés nélkiil

I DIFFUZ ASTROCYTAER ES OLIGODENDROGIALIS TUMOROK

Diffdz astrocytoma, IDH mutans 9400/3
Gemistocytds astrocytoma 9411/3
Diffiz astrocytoma, IDH vad tipusu 9400/3
Diffuz astrocytoma, k.m.n. 9400/3
Anaplasticus astrocytoma, IDH mutdns 9401/3
Anaplasticus astrocytoma, IDH vad tipusu 9401/3
Anaplasticus astrocytoma, k.m.n. 9401/3
Glioblastoma, IDH vad tipusu 9440/3
Oriassejtes glioblastoma 9441/3
Gliosarcoma 9442/3
Epitheloid gliosarcoma 9440/3
Gliblastoma, IDH mutans 9445/3*
Glioblastoma, k.m.n. 9440/3
Diffuz kozépvonalbeli glioma, H3 K27M mutans 9385/3*
Oligodendroglioma, IDH mutaciéval és 1p/19q kodelécidval 9450/3
Oligodendroglioma, k.m.n. 9450/3
Anaplasztikus oligodendroglioma, IDH mutacidval és 1p/19q kodelécidval 9451/3
Anaplasztikus oligodendroglioma, k.m.n. 9451/3
Oligoastrocytoma, k.m.n. 9382/3
Anaplasticus oligoastrocytoma, k.m.n. 9382/3
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VI.
VII.
VIII.
IX.
X.
Xl.
Xil.
Xiil.
XIv.
XV.
XVI.
XVII.

A 2. ABRA a gliomak egyes szovettani csoportjainak megoszlasat mutatja.® Az egyes szdvettani
csoportok (astrocytomdk, oligodendrogliomak, ependymomdk és egyéb gliomak) tovabb
bonthatoak, a szoveti elfajulas mértékének megfeleléen gradalhatdak. A diffiiz astrocytomak
gradusanak megallapitdsa sordn a neuropathologus figyelembe veszi a mitotikus aktivitast, a
mikrovaszkularis proliferaciot és a nekrozis létét/hianyat. Az alacsony gradusu diffuz
astrocytomdban egyik sem figyelhetd meg, az anaplasticus astrocytomaban fokozott mitotikus
aktivitas igazolhatd, a glioblastomaban pedig emellett nekrdézis és/vagy érburjanzas is

észlelhetd.

EGYEB ASTROCYTAER TUMOROK
Pilocytas astrocytoma
Pilomyxoid astrocytoma
Subependymalis dridssejtes astrocytoma
Peopmorf xantoastrocytoma
Anaplasztikus peomorf xantoastrocytoma

EPENDYMALIS TUMOROK

EGYEB GLIOMAK

PLEXUS CHOROIDEUS TUMOROK

NEURONALIS ES KEVERT NEURONALIS-GLIALIS TUMOROK
PINEALIS REGIO TUMORAI

EMBRYONALIS TUMOROK

AGYIDEGEK, PARASPINALIS IDEGEK TUMORAI
MENINGEOMAK

MESENCHYMALIS EREDET(U NEM-MENINGEOMA TUMOROK
MELANOCYTAS TUMOROK

LYMPHOMAK

HISTIOCYTAER TUMOROK

CSIRASEJTES TUMOROK

SELLARIS REGIO TUMORAI

METASZTAZISOK

1,29
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2. ABRA Szovettani csoportok megoszlasa. (A) A malignus primer kdzponti idegrendszeri

daganatok megoszlasat mutato kordiagramon jol latszik, hogy az 0sszes astrocytoma felelds a

rosszindulati primer agydaganatok % része glidlis eredetii, €s tobb, mint fele astrocytoma. A

leggyakoribb primer malignus agydaganat, a legrosszabb indulata astrocytoma, a glioblastoma

egymaga adja az 6sszes rosszindulati KIR daganat majd 50%-4t. (B) Az dbra masodik felében

a gliallis tumorok megoszlasa lathatd. Az dsszes glialis tumor szintén kb. % része astrocytaer

tumor. (Ostrom et al, 2014 nyoman, * a WHO 2016-0s csoportositdsa alapjan haszndlata nem

javasolt.)
A W glioblastoma (46,6%)

M egyéb astrocytoma (3,5%)

[ oligoastrocytomak (4,7%)*
oligodendrogliomak (17,1%)

B ependymalis tumorok (4,7%)

B meningeoma (1,5%)

W egyéb tumorok (14,1%)

l lymphomak (6,1%)

B embryonalis tumorok (3%)

M csirasejtes tumorok, cystak (0,8%)

W glioblastoma (55,4%)

[ diffuz astrocytoma (8,1%)

@ anaplasticus astrocytoma (6,3%)
pilocytas astrocytoma (5,1%)

Bl malignus glioma, k.m.n. (7,3%)

l ependymalis tumorok (6,8%)

W oligodendrogliomak (5,8%)

W oligoastrocytomak (3,2%)*

H egyéb gliomak (2,1%)

2.3.2. MOLEKULARIS CSOPORTOSITAS

Az elmult évtizedekben rengeteg informécio gylilt Ossze az astrocytomakra jellemzd
molekularis eltérésekr6l. Ez alapozta meg a tobb rétegbdl allo integralt diagnozis jelenlegi
rendszerét, teszi lehetdvé az egyes entitdsok igen alapos elkiilonitését, a ,.kevert” diagndzis
lehetdség szerinti melldzését. S6t, a molekularis eltérések alapjan a WHO grade 1I és 111
astrocytomak kozotti olykor nehézkes kiilonbségtétel is megoldodhat a kozeljovoben (jelenleg

az egyetlen kiilonbség a mitotikus aktivitasban van és nincs meghatarozott cut off érték).
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A WHO GRADE Il Es Il ASTROCYTOMAK MOLEKULARIS ELTERESEI. E daganatok legjellemzdbb
molekularis eltérése az IDH1, ritkdbban az IDH2 gén mutaciéja.®® A mutins enzim koéros
miikodése révén hozzajarul a DNS és a hiszton fehérjék metilacidjdhoz, végsd soron a CpG
(cytosine-phosphate-guanine) szigetek metilaciojahoz, igy a G-CIMP (genome-wide glioma
cytosine—phosphate—guanine island methylator phenotype) fenotipus kialakulasdhoz.3
Emellett astrocytomakban gyakori a TP53 és az ATRX gének mutacioja, mig az 1p/19q
kodelécio nem fordul eld. Ezek a mutaciok gyakorlatilag egymast kdlcsonosen kizarjak, és igy

az astrocytomak és az oligodendrogliomak elkiilonithetdek.2

A WHO GRADE IV ASTROCYTOMA (GLIOBLASTOMA) JELLEMZO MOLEKULARIS ELTERESEL. A GBM
két csoportra bonthatd az IDH mutacios statusz alapjan. Az esetek tobb, mintegy 90%-aban a
vad tipust IDH-1/2 expresszaldodik, a maradék 10%-ban mutathato ki csupan az IDH mutacio.
Ez a kisebb csoport gyakorlatilag megfeleltetheté a szekunder, azaz alacsonyabb gradusboél
masodlagosan tovabb malignizdlod6 GBM-nek. A kiilonbségtétel azért fontos, mert a két
csoportnak eltérd a klinikai képe (életkor, korlefolyas, terapias valaszkészség), az IDH mutans
GBM betegek talélése megegyezik az IDH vad tipust anaplasticus astrocytoma betegekével,
vagy akar jobb is lehet annal.®? A vad tipusit GBM-re szdmos mutacio jellemzd, ilyenek pl. a
PTEN tumorszupresszor mutacidi, a CDKN2A/p14°RF vagy CDKN2B egyik alléljanak
elvesztése, a TERT mutaciok. A TERT mutacioi kdlesonosen kizarjadk az ATRX mutaciot, €s
gyakran parosulnak az EGFR kopiaszamanak amplifikalodasaval. A TERT mutaciok GBM-ben
rossz progndzissal jarnak, érdekes modon oligodendrogliomaban azonban kedvezoébbel 33-3¢
Ezek mellett gyakran jelennek meg még a TP53, PDGFRA, MDM2, BRAF, CDK4, CDK6
gének mutacio is.8333" A jellemzd eltérések alapjan négy GBM alcsoportot alkottak: klasszikus,
neurdlis, proneuralis és mesenchymalis (3. TABLAZAT).%® A csoportositas azonban a tumoron

beliili heterogenitds, az alcsoportok kozotti valtas lehetdsége és a meghatarozas technikai

feltételeinek sziikségessége miatt a klinikai hasznositast megneheziti, mar-mar ellehetetleniti.
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3. TABLAZAT Glioblastoma altipusok jellemz6 molekularis eltérései. A The Cancer Genom
Atlas (TCGA) eredményei alapjan 2010-ben Verhaak és munkatarsai készitették el 91
glioblastomas mintaban 601 gént vizsgalva a molekularis alcsoportbeosztast, igy azonositottak
4 olyan jol koriilirhat6 GBM csoportot, amelyek relative jol lefedik a kiilonbozo
tulajdonsagokkal rendelkezé GBM tipusokat. Az elemzés ramutatott arra is, hogy a TP53, RB1,
ERBB2 utvonalak mutécidja rendkiviil gyakran mutalodott GBM-ben, és a haromféle utvonal
gyakran mutat atfedést egymassal, igy feltehetdleg mind a harom utvonal sériilése sziikséges a
GBM kialakulasdhoz. A kiilonb6z6 alcsoportoknak van némi klinikai vonatkozasa is. A
proneuralis alcsoport gyakoribb fiatal betegek korében, és altalaban jobb a prognézis is. Az
agresszivabb terapia altaldban jobb progndzist eredményez a klasszikus és mesenchymalis
csoportban, mig nincs hatdsa a betegségkimenetelre a proneurais csoportban.

o PDGFRA fokozott expresszidja/mutacidja
e 4912 lokusz (PDGFRA gén) amplifikacidja
e |IDH1 pontmutaciok
e TP53 mutaciok

PRONEURALIS .
e PIK3CA/PIK3R1 mutacidk
e proneuralis feld6dés (pl. SOX gének)
e oligodendrocyta vonal génjeinek expresszidja (p. OLIG2, nKx2,

PDGFRA)

NEURALIS e neuron markerek expresszidja (pl. NEFL, GABRA1, SYT1)
e 7-es kromoszdma amplifikalddasa
e 10-es kromoszoma elvesztése

KLASSZIKUS e EGFR amplifikacio, vlll EGFR mutacid
e TP53 mutacidk hianya
e CDKN2A delécio
e NES Notch és SHH jelatvitel er6sddése
e NF1 mutdcid vagy génvesztés
e NF1 és PTEN komutacio

MESENCHYMALIS
e mesenchymalis markerek expresszidja(CHI3L1, MET)
e TNF és NFk-B jelatviteli itvonal er6s6dése

2.4. KEZELES

Az astrocytomdk kezelése soran sebészi, sugarterapids és kemoterdpids ellatasra egyarant
sziikség lehet. Az alkalmazott kezelési modszer els6dlegesen a szovettani diagnézistdl fiigg. A
pilocytas astrocytoma (WHO grade 1) esetében a teljes sebészi eltavolitas j6 eredményeket
hozhat, és teljes eltdvolitasra a daganat kevéssé infiltrativ ndvekedése miatt redlis esély is van.
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A diffaz novekedésii daganatok sebészi kezelése mar nagyobb kihivast jelent.®® A diffuz
astrocytoma (WHO grade II) kezelése elsdsorban szintén sebészi. A miitét id6pontjat illetéen
azonban nincs konszenzus, hiszen a daganat lassan ndvekszik és a gydgyszeresen kontrollalhatd
rohamokon kiviil gyakran nem okoz tiineteket. A daganat részleges eltdvolitasa esetén a tumor
visszatérhet, ekkor sugarterapia segithet.*® A kemoterapia szerepe vitatott, magas rizikoju
betegek esetén a sugarterapia esetleg kiegészithet6.*! Az anaplasticus astroccytoma (WHO
grade IIT) kezelése els6 1épésben szintén sebészi, melyet mindig besugarzas, majd adjuvans
kemoterapia kovet.*> A glioblastoma (WHO gradde IV) kezelése sebészi reszekcidval
kezdddik, melyet konkuralé kemo-irradiacio kovet. A konkuralo6 fazis lezaruldsa utan a beteg a
mellékhatasok fliggvényében a daganat kitjulasdig monoterapidban kapja a temozolomide
kemoterapeutikumot. A tumor kiGjulasa esetén 0jabb mitétre és célzott terapias szer

(bevacizumab) adaséra van lehetéség?*®

2.5. PROGNOZIS ES PROGNOZIST BEFOLYASOLO TENYEZOK

A glidbmak prognozisa szoOvettani csoportonként és gradusonként eltérd. (1. TABLAZAT) A
szovettani csoportokon beliil a fiatalabb életkor jobb prognézissal parosul.® (3. ABRA) E jelenség
nem teljesen tisztazott, azonban legaldbb részben magyarazhat6 a kedvezd prognozist biztositd
IDH muticiok magasabb aranyéval a fiatalabb betegcsoportban.®>** A prognézist kedvezden
befolyasolo tényezok kozé tartozik a szakirodalmi adatok alapjan a fiatalabb életkoron kiviil a
magasabb posztoperativ Karnofsky pontszam (KPS), a teljes tumoreltavolitas és a kevesebb

rezidualis tumor, illetve a kisebb mértékii nekrozis.>52
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3. ABRA Astrocytomas betegek tulélésének alakulasa szovettani tipus és Kkorcsoport
fiiggvényében. Az abran jol lathato, hogy a fiatalabb életkor (a diagnézis idején) minden
szOvettani csoport esetén tulélési elonyt biztosit a betegek szamara. Szembetiing ezentul a
pilocytds astrocytoma ¢€s az infiltrativ ndvekedési mintdzatot mutatdé tumorok kozott a
hossztava 5 éves tulélésben tapasztalhato jelentds kiilonbség. Az egyes szovettani csoportok
esetén a median életkornak megfelel korcsoport sotétebb szinii kiemeléssel jelolve. (Ostrom
et al, 2014 nyoman)
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A molekularis vizsgalatok eredményei alapjan az IDHI és IDH2 gének mutacioi erésen
osszefiiggenek a progndzissal, a mutans tipus talélési elényt jelent.*3? Ezen feliil az IDH
mutacios statusz dsszefiigg a G-CIMP fenotipussal alacsonyabb gradusu astrocytomakban, €s
ennek a csoportnak szintén kedvezébb a prognézisa.®® GBM esetén kedvezd az MGMT
promoter régid metilaltsaga, mely Osszefiiggést az alkilalo kemoterapeutikum (temozolomide)
hatdsmechanizmusa magyarazza.*® Az ATRX mutacié szekunder GBM-ben és alacsonyabb
gradust astrocytomédkban gyakori, szintén kedvezdbb betegségkimenetelre utal.*® Gyermekkori
GBM-ben jellemzé (de nem kizarolagos) a hiszton H3.3 muticidja.*’

A nevezett molekularis markerek koziil az IDH mutacids statusz a WHO 2016-o0s integralt
diagnosztikai rendszerének szerves részét képezi.! Emellett elterjedt az MGMT statusz
meghatarozasa, amelynek kiilonosen a 65-70 év feletti betegek terapidja esetén van
jelentdsége.*® Szamos egyéb molekuléris prognosztikai markert vizsgaltak még, az eredmények
azonban a legtobb esetben kevéssé egyértelmiiek és a klinikumban nem vagy nagyon nehezen

hasznalhatoak.
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2.6. AZ EXTRACELLULARIS MATRIX ES A GLIOMAINVAZIOBAN BETOLTOTT SZEREPE

A KIR térfogatanak jelentds részét a neuronok, glia sejtek és véredények teszik ki. Az
extracellularis tér az Ossztérfogat minddssze 15-25%-at teszi ki, ¢és itt talalhatdéak az
extracellularis matrix (ECM) molekulai, ionok, citokinek, novekedési faktorok,
neurohormonok, metabolitok.**>® Az ECM alkotéi is jelentdsen kiilonboznek az agyban a test
tobbi részében megfigyelhetd osszetételtdl. A KIR-ben a {6 ECM alkot6 a hialuronsav (HA). A
HA a nagyméretil, a teret kitolt6 gliikkoz-amino-glikanok (GAG) ko6z¢é tartozik. A HA a sejtek
felszinén 1évd receptorokhoz (CD44 és CD168/RHAMM) kotddve alapvetden hozzdjarul a
szoveti struktara kialakulasahoz, emellett szamos sejtfolyamat (sejtosztddas, adhézid, motilitas)
szabalyozdsaban vesz tészt a receptorhoz vald kotddése®r A fehérje-kotott  Orids
szénidratmolekuldk, azaz a proteoglikanok széles valasztéka megtalalhatdo az agyban. Nagy
mennyiségben taldlhatdbak meg a heparan-szulfat proteogikdnok (HSPG), mint példaul a
syndecan®. Egy masik jelentds csoportot képeznek a kondoritin-szulfat proteoglikanok
(CSPG), e népes csalad képviseldi foleg a fejlodé agyban és regenerdldodds soran
expresszalodnak. Ide tartozik példaul az agrecan, versican, neurocan és brevican. A HA és
egyéb ECM alkotok osszekapcsolasaban jatszanak szerepet.*>* A proteoglikanok koziil
megemlitendd még a tenascinok csaladja, ezek a sejtosztddas, migracio és morfogenezis soran
jatszanak szerepet.>® Rostos ECM 4llomanyboél azonban sokkal kevesebb talalhato az agyban,
mint mashol. Az ECM rostos elemei kdzé a kollagének, a fibronectin és a laminin tartozik,
ezekhez transzmembran receptorok, az integrinek révén kotdédnek a sejtek. A szervezet egyéb
részeivel ellentétben az agyban az ECM és a szdvet strukturalis vazat nem a rostos elemek,
hanem a HA adja.>*%¢-8 Emellett az ECM-ben talalhatéak az ECM dinamikus atalakulasaért

felelds enzimek is, példaul matrix metalloproteinazok, ADAMTS enzimek is.>0*

Ma mar tudjuk, hogy az ECM nem csupan a szoveti morfologia egyik meghatarozoja, hanem a

sejtek kornyezetének egy meglepden dinamikusan valtozo és sokoldalu alkotdja, ami
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meghatarozza a sejtek miikddésének szamos aspektusat. Az ECM tehat nem csupan a sejtek
kozotti tér kitoltésére szolgal, hanem szerepe van Szamos sejtfolyamatban, Ugymint
sejtosztodas, talélés, adhézid, migracid. Emellett egyfajta taroloként szolgdl novekedési
faktorok, citokinek szaméra, ezzel fokozottan befolyasolja a sejtek miikodését.5%62 Eppen ezért
a glioma invazioval foglalkozd szakirodalom az extracellularis matrix Kklasszikus, az
alkotdelemek Gsszességét magaba foglalo leird értelmezése helyett egy funkcionalis egységként
tekinti az extracellularis teret kitolté teljes matrixot. Igy ehhez a funkcionalis extracellularis
matrixhoz tartoznak az itt talalhaté GAG-0k, PG-K, rostos elemek mellett az ECM enzimei, az
ECM alkotoéit koto sejtfelszini receptorok is, de talalhato tobb, az ECM és tumorinvazid
kapcsolatat vizsgalo kozlemény, ahol az itt tarolt citokinek, novekedési faktorok is emlitésre

keriilnek.>403-66

A megvaltozott mennyiségii és mindségii ECM 4ltal teremtett niche megfeleld kornyezetet
képes biztositani a daganatos Ossejtek (cancer stem cell, CSC) szamara. Jelenlegi
elképzeléseink szerint ezen sejtek feleldsek a glioméak kialakuldsaért és fennmaradaséaért,
példaul a CSC-k kihorgonyzasa, a kihorgonyzas helyén egy specialis pro-cancer niche
kialakitasa, a sejtek polarizalasa, és igy az aszimmetrikus sejtosztodas biztositasa révén.84 Az
ECM bizonyos 0sszetevdi kapcsolatban allnak a daganatsejtek invazios képességével is. Nem
csupan valtozik (tobbnyire ndvekszik) mennyiségiik, mely mar dnmagaban hozzajarul az
invazios képesség kialakuldsahoz, de ezen feliil bizonyos fajtajuk a hagyomanyos funkcio
mellett modulécios szerepet is betdlt ebben a megvaltozott kornyezetben. Igy elmondhaté, hogy
a tumorsejtek, a tumoros ECM valamint a kérnyez6 peritumoralis agyallomany nem tumoros
sejtjei és az ECM kozott egyfajta €lénk parbeszéd alakul ki, és e parbeszéd segitségével a
tumorsejtek modositjdk a normal funkcidt, alakitjdk ki az invazidhoz sziikséges

kérnyezetet 11,50,63,67-73
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3. CELKITUZES

Az extracellularis matrix elsésorban glioblastomaban leirt, tumorinvazidban ismert szerepét
figyelembe véve a kutatas célkitizése volt az ECM alkotok mennyiségi valtozasait
meghatarozni kiilonb6z6 gradusu astrocytoma mintakban. Vizsgaltuk, hogy van-e kapcsolat az
invazioban szerepet jatsz6 molekuldk (invadziés panel) expresszids mintdzata (invazios
spektrum) és a kiilonboz6 szovettani csoportok invazivitasa kozott. Kutattuk, hogy az invazids
spektrum mutat-¢ Osszefiiggést az astrocytomak gradusaval. Ezért kiilonboz6 gradusa
astrocytomakbol, valamint primer €és szekunder agydaganatokbol szdrmazo szovetmintakban
vizsgaltuk az ECM molekulak mennyiségét €s expresszios mintazatat. Emellett arra a kérdésre
IS kerestiink valaszt, hogy az ECM 0sszetétel, ill. az invazids spektrum kapcsolatban all-e
azonos gradus esetén a betegség kimenetelével, és igy van-e prognosztikai jelentésége. E célbol

az expresszios eredmények ¢s a klinikai adatok kozotti 0sszefliggést vizsgaltuk.
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4. MODSZERTAN

4.1. BETEGEK ES TUMORMINTAK

Kutatasunk soran a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Idegsebészeti Klinikan miik6do
Agydaganat- és Tumorbankbo6l szarmazd intraoperative gyorsfagyasztott astrocytoma és
glioblastoma tumormintékat, valamint nem tumoros agyszoveti kontroll mintakat hasznaltunk
a molekularis biologiai vizsgalatok elvégzésére. Az immunhisztokémiai vizsgalatokat a DE
Patholdgia Intézetben a betegekhez tartozo formalin fixalt, paraffinba agyazott szovettani
blokkokbol késziilt metszeteken végeztik. A tumor- és agyszovetmintdk kutatdsi céla
gyljtéséhez, tarolasdhoz ¢és felhasznalasdhoz kutatocsoportunk TUKEB engedéllyel
rendelkezik (51450-2/2015/EKU), a betegek minden esetben irasos beleegyezésiiket adtak az
elvégzett mitétek soran egyébként is eltavolitasra keriild tumor- és szovetmintak kutatasi célt
felhasznalasdhoz. A mintdkat minden esetben neuropatholdgus értékelte a pontos szdvettani

diagnozis megallapitasa céljabol.

4.1.1. KULONBOZO EREDETU MALIGNUS KIR DAGANATOK ECM OSSZETETELENEK VIZSGALATA

A primer és szekunder malignus daganatok extracellularis matrixanak vizsgalatat 41 GBM ¢és
22 nem Kkissejtes tiidérak (NSCLC) agyi attétjébdl szarmazd mintdn végeztik el, a
vizsgalatokhoz 0Osszesen 63 nem tumoros agyszoveti kontrollmintat hasznaltunk. (4.
TABLAZAT) A mintdkat minden esetben neuropathologus értékelte a diagnozis megerdsitése
érdekében. Osszesen 40 ECM alkoté mRNS és fehérje szintjét mértiik meg a szévetmintdkban,
melyekben a megfeleld mennyiségli tumorsejt jelenlétérdl a Ki-67 expresszid mérésével

bizonyosodtunk meg. (5. TABLAZAT).
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4. TABLAZAT. Primer és szekunder agydaganatok ECM osszetételének vizsgalatahoz

hasznalt szovetmintak tipusa és szama

A FELHASZNALT MINTAK SZAMA

SZOVETTANI DIAGNOZIS — —

MRNS SZINT MERES PROTEIN SZINT MERES
nem tumoros agyszovet kontroll 27 36
glioblastoma 17 24
NSCLC agyi metastasis 10 12

5. TABLAZAT. Primer és szekunder agydaganatok ECM o6sszetételének dsszehasonlitasa
soran vizsgalt ECM alkotok. A tdblazatban szerepld 0Osszes molekula szintjét mértiik
transzkripcid szintjén, a vastagon szedett 20 molekula expresszios szintjét transzlacids szinten

is vizsgaltuk.

CD44 Integrin B3
Agrin Kollagén VIII, al lanc
Brevican Kollagén |, al lanc
Cadherin-N Kollagén Ill, al lanc
Cadherin-N2 Kollagén IV, al lanc
Cadherin-P Laminin a4
EGFR (ErbB1) Laminin B1
ErbB2 Laminin 32
ErbB4 Matrilin-2
Fibronectin Matrix metalloproteinaz 2 (MMP2)

HMMR (CD168)

Matrix metalloproteinaz 9 (MMP9)

Hyaluronan szintaz-1

Neurocan

Hyaluronan szintaz-2

Neuroglycan C

Integrin al Perlecan
Integrin all Syndecan-1
Integrin a3 Syndecan-3
Integrin a5 Syndecan-4
Integrin a7 Tenascin-C
Integrin a9 Tenascin-R
Integrin f1 Versican
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4.1.2. KULONBOZO GRADUSU ASTROCYTOMAK ECM OSSZETETELENEK VIZSGALATA

Az invaziés panel molekulak és a kiilonb6z6 invazivitassal rendelkezd, eltérd gradusu
astrocytoma mintak Osszehasonlitisahoz Osszesen 94 astrocytoma és 54 nem tumoros
agyszovet kontroll mintat hasznaltunk, amelyekben 20 ECM alkoté mennyiségét mértiik meg
transzkripcios és transzlacios szinten. (6-7. TABLAZAT) Az ECM alkotokat szakirodalmi adatok
¢s a kutatocsoport korabbi eredményei alapjan valasztottuk ki. A tumormintdk glialis
eredetének bizonyitasa céljabol GFAP génexpresszid6 mérés tortént. A mintdkban
meghataroztuk a Ki67 expressziot annak érdekében, hogy megbizonyosodjuk arrdl, hogy a

mintdk megfelel6 mennyiségli malignus sejtet tartalmaztak.

6. TABLAZAT. A gradus és az invaziéban szerepet jatsz6 molekulak kapcsolatianak
vizsgalatahoz hasznalt szovetmintak szama és fajtaja

. L ) A FELHASZNALT MINTAK SZAMA
SZOVETTANI DIAGNOZIS ES WHO GRADUS — —
MRNS SZINT MERES PROTEIN SZINT MERES

nem tumoros agyszovet kontroll 18 36
pilocytas astrocytoma, WHO grade | 14 12
diffuz astrocytoma, WHO grade |l 14 12
anaplasticus astrocytoma, WHO grade || 14 -
glioblastoma, WHO grade IV 16 12

7. TABLAZAT. A gradus és ECM odsszetétel vizsgalata soran vizsgalt ECM alkotok listaja

Brevican Laminin a4 lanc
Cadherin-N2 Laminin 1 lanc
EGFR (ErbB1) Matrix metalloproteindz 2 (MMP2)
ErbB2 (her2/neu) Matrix metalloproteindz 9 (MMP9)
Fibronectin Neurocan
Integrin al lanc Rhamm (CD168, HMMR)
Integrin a3 lanc Syndecan-1
Integrin a7 lanc Tenascin-C
Integrin B1 lanc Tenascin-R
Kollagén Ill, al lanc Versican
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4.1.3. KULONBOZO PROGNOZISU GLIOBLASTOMAS MINTAK ECM OSSZETETELENEK VIZSGALATA

Az ECM molekulak prognézisban betdltott szerepének vizsgalatahoz 26 GBM beteg mintajat
valasztottuk ki. A mintdkban 20 ECM alkoté mennyiségét mértiik meg. (8. TABLAZAT). A
betegek ugyanabban a kezelési protokollban részesiiltek, azaz legalabb subtotalis
tumoreltavolitast kovetden Stupp protokoll szerinti konkurralé kemo-irradiacidoban részesiiltek,
melyet temozolomide monoterapia kovetett. A kemoterapia mellett kialakuld progresszio
esetén bevacizumab monoterapidban részesiiltek a betegek, mindaddig, amig a beteg satusa ezt
lehetévé tette. A mintdk minden esetben az elsd miitét sordn eltavolitott tumormasszabodl
szarmaztak. A betegek atlagéletkora 58,69+8,01 év volt (min: 43 év, max: 75 év). A betegekek
két csoportba soroltuk teljes tulélés (overall survival, OS) alapjan, a 23 honap vagy annal
rovidebb teljes taléléssel rendelkezd betegek alkottak az egyik csoportot (A csoport, 12 £0), a
23 hoénapnal hosszabb teljes tulélésii betegek a masik csoportot (B csoport, 14 f0). Az
elvalasztasi paraméterként meghatarozott 23 honap alapja a szakirodalmi adatok mellett a sajat
TABLAZAT tartalmazza. A mintdkat minden esetben neuopathologus értékelte a diagnodzis
megerdsitése céljabol, a glialis eredet igazoldsara GFAP, a megfelel6 mennyiségii malignus sejt
igazolasara Ki-67 génexpresszio keriilt meghatarozasra.

8. TABLAZAT. Az ECM alkotok és a prognozis kapcsolatinak vizsgalataban elemzett ECM
alkotok listaja

Brevican Integrin, B-1 lanc
Cadherin-N2 Laminin, a-4 lanc
EGFR (ErbB1) Matrix metalloproteindz 2 (MMP2)
ErbB2 Matrix metalloproteindz 9 (MMP9)
Fibronectin-1 Neurocan
Hmmr (CD168, RHAMM) Syndecan-1
Integrin, a-1 lanc Tenascin-C
Integrin, a-3 lanc Tenascin-R
Integrin, a-7 lanc Versican
Kollagen Ill, a-1 lanc Laminin, B-1 lanc
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9. TABLAZAT. A Kkiilonb6z6 prognézisi betegek klinikai adatai. Az atlagos életkort a
diagnodzis felallitdsanak idején szamitottunk, az atlagos tumorméret esetében a legnagyobb
tumoratmér6t vettiik figyelembe. A kitjulasig eltelt id6t a tumoreltavolitastol az els6 MRI-vel
igazolt tumorprogresszioig, a teljes talélést pedig a beteg dokumentalt halalaig szamitottuk. A
posztoperativ KPS-t minden esetben klinikai szakorvos allapitotta meg. (postop. — postoperativ,
KPS — Karnofsky-index, PFS — progressziomentes talélés, OS — teljes talélés, front. — frontalis,
temp. — temporalis, pariet. — parietalis, occipit. — occipitalis, cerebell.- cerebellaris, multilob. —
tobblebenyi elhelyezkedés.)

i ATLAGOS | . 5 5 REOPERALT
ATLAGOS ATLAGOS. | ATLAGOS | ATLAGOS | OLDA- LEBENYI
) TUMOR- . ) BETEGEK
ELETKOR i POSTOP. PFS 0sS LISAG ELHELYEZKEDES i
(€v) MERET | kps ®o) | (o) | (%) (%) ARANYA
(] (]
(Mm) (%)
Front: 25
A bb Temp: 25
61,3 49,3 77,5 6,0 13,4 jobb: it
CSOPORT ) Par'_Gt,' 84 58,33
=12 5,8 +20,8 +18,2 5,7 18,3 33,3 | Occipit: 0
(n=12) Cerebell: 0
Multilob: 41,6
Front: 42,9
B bb Temp: 14,3
56,4 45,5 86,4 14,6 35,7 jobb: iat
CSOPORT J Paru.et.. 0 85,71
(N=14) 19,1 17,8 18,4 19,8 +13,3 35,7 | Occipit: 7,1
N= Cerebell: 7,1
Multilob: 28,6

4.2. MRNS EXPRESSZIO MERESE

Az ECM alkotok transzkripcids szintjének leirdsa kvantitativ reverz-transzkriptdz polimeraz
lancreakcioval (QRT-PCR) tortént. A gyorsfagyasztott mintakat elsé 1épésben szétzuztuk, majd
TRI reagenst (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA) hasznalva homogenizaltuk. Ezt kovetéen a TRI
reagens lizatumbol keriilt izoldlasra a teljes RNS a gyartd utasitdsainak megfelelden, majd
NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies; Wilmington DE, USA)
meghatarozasra keriilt az RNS mennyisége és tisztasdga. A kovetkezd 1épésben reverz
transzkripcioval az RNS-bdl egyszali komplement DNS-t (cDNS) szintetizaltunk High-
Capacity cDNA Archive Kit with RNasin (Applied Biosystems; Carlsbad, CA, USA)
hasznalataval. A szintetizalt cDNS-t ezutdn mikrofluid kértyara toltottiik oly modon, hogy adott
komplement szalbol 100 ng RNS-bdl szarmazo cDNS legyen egy portban, hogy a TagMan low-

density array (TLDA) méréseket (Applied Biosystems 7900HT real-time PCR system with
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Micro Fluidic Card upgrade; Applied Biosystems; Carlsbad, CA, USA) megfeleléen lehessen
elvégezni. A mikrofluid kértydkat SDS v.2.1 szoftverrel (Applied Biosystems; Carlsbad, CA,
USA) elemeztiik relativ kvantifikaldo mérésként, meghatirozva a ciklus kiiszob értékeket (Ct
érték). P-actin és glicerin-aldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) haztartasi géneket
hasznaltunk belsd standardként, a GAPDH gént tovabba referenciagénként hasznaltuk a delta
Ct értékek kiszamitasahoz. A mintadk mRNS expresszidjanak Gsszehasonlitasat a dC; értékek

dsszehasonlitasaval végeztiik el (comparative dCt modszer).”

4.3. PROTEINEK SZINTJENEK MERESE

Az ECM alkotok fehérje szintli expresszidjanak meghatarozasara tomegspektrométert
hasznaltunk. A mintékat elsé 1épésben a mRNS expresszid meghatarozasanal leirt moédon
homogenizaltuk, de ebben az esetben 50 mM Tris, ImM EDTA, 17 mM B-merkaptoetanol és
0,5% Triton-x100™ keverékébdl allo lizis puffert hasznaltunk a mintak lizalasara. A fehérjék
mennyiségét a Bradford modszerrel hataroztuk meg, majd a fehérjékbdl azonos mennyiségiit
hasznaltunk tripszines emésztéshez.”™ A relativ fehérjemennyiség meghatirozasa az SRM
modszerel (selected reaction monitoring) tortént.”*’® A fehérjekoncentracié meghatarozasara
az 500 cps jelintenzitast SRM spektrumok gorbe alatti teriileteinek (AUC) kiszamitasa alapjan
tortént. Az adatok integracioja az Analyst v1.4.2 szoftver (Applied Biosystems; Carlsbad, CA,

USA) segitségével tortént.

4.4. IMMUNHISZTOKEMIAI VIZSGALATOK

Immunhisztokémiai vizsgalatot az IDH1 mutaciés statusz és a Ki-67 protein expresszio
vizsgalatara hasznéltunk az ECM alkotok és a prognozis kapcsolatanak vizsgélata soran, a
prognozis becslésével 0sszefliggd markerek dsszehasonlitasa érdekében. A mintakhoz tartozé
formalinnal fixalt, paraffinba agyazott blokkokbdl késziilt 4pm vastagsaghi metszetek az
R132H mutaciéra specifikus IDHI1 egér monoklonalis antitesttel (DIA HO09) (Dianova;
Hamburg, Németorszag), valamint Ki-67/MIB 1 egér monoklonalis antitesttel (M7240) (Dako;
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Glostrup, Dania) keriiltek megfestésre a gyartd utasitasainak megfelelden, 1:50 (IDH1) és 1:200

(Ki-67) higitasban.

4.5. STATISZTIKAI MODSZEREK

A mérési eredmények, valamint a betegek klinikai adatai kiilonboz6 statisztikai modszerekkel
keriiltek elemzésre. Az egyes ECM alkotok szintjének 0sszehasonlitasara esetén kétmintas t-
probat, illetve szignifikdnsan kiilonb6z6 szoras esetén a Mann-Whitney probat, 3 vagy tobb
csoport esetén pedig egyiranyd ANOVA-t hasznaltuk. A teljes invazios panel csoportok kozotti
Osszehasonlitdsa kiillonboz6 statisztikai osztalyozokkal (linearis diszkriminancia analizis,
legkozelebbi szomszéd modszer, J48 pruned tree €s locally weighted learning) tortént. A
betegek klinikai adatainak osszehasonlitasara kétmintas t-probat vagy Mann-Whitney probat,
valamint y?-probat hasznéltunk, a kiilonbozé progndzisu csoportok tilélésének vizsgalatara
Kaplan-Meier talélési analizis késziilt. A statisztikai osztalyozok a Weka v3.6 program
(University of Waikato, Hamilton, Uj-Zéland) hasznalatival, a tobbi statisztikai proba a
GraphPad Prism v7.00 (GraphPad Software, La Jolla CA, USA) statisztikai programmal

késziilt.
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6. EREDMENYEK

6.1. PRIMER ES SZEKUNDER MALIGNUS AGYDAGANATOK ECM OSSZETETELENEK
OSSZEHASONLITASA
6.1.1. MRNS EXPRESSZIO VIZSGALAT EREDMENYE|

Az ECM invazids molekuldinak mennyisége jelentds mértékben eltér a nem tumoros és tumoros

mintak kozott (4. ABRA).

4. ABRA. Az ECM alkotok atlagos expresszidja glioblastoma, agyi metastasis és nem
tumoros agymintakban. A: sejtfelszini receptorok, B: receptorok lignadjai, C: ECM enzimek
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A nem tumoros agyszovet é¢s GBM mintak kozott szignifikansan eltérd mennyiségben
expresszalodott a CD44, cadherin-N, cadherin-N2, kollagén I al, Il al, IV al és VI al, EGFR,
ErbB4, fibronectin, hyaluronan szintaz-1 és -2, HMMR (CD168), integrin-o9, -p1 és -p3,
laminin-o4, -B1 és -p2, MMP-2 és -9, perlecan, tenascin-C és —R molekuldk mRNS-e. A
NSCLC agyi metastazisbol szarmazo mintakban az agrin, brevican, cadherin-N, cadherin-P,
kollagén I al, IIT al, IV al és VI al, ErbB4, fibronectin, hyaluronan szintaz-1, HMMR

(CD168), integrin-a5, -all, -p1 és -B3, laminin-B2, matrillin-2, neurocan, neuroglycan-C,
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perlecan, syndecan-1 és -4, illetve tenascin-R molekuldk mutattak szignifikansan eltérd
expressziot a nem tumoros agyi mintdkhoz képest. A primer és szekunder agydaganatok nem
csupan a normal agyszovettdl térnek el jelentés mértékben, hanem egymastdl is. Az agrin,
brevican, CD44, cadherin-N2, cadherin-P, EGFR, integrin-a5, a-9 és a-11, matrillin-1, MMP-
9, neurocan, neuroglycan-C, syndecan-1, -3 és -4, illetve tenascin-C molekulak expresszios

szintje tért el szignifikansan a két eltérd eredetli tumortipusbol szarmazo mintakban. (4. ABRA)

A mRNS expresszids mintdzat alapjan a harom csoport nagyon jol elkiilonithetd egymastol
statisztikai osztalyozoval.(5. ABRA) A linaris diszkriminancia analizis a cadherin-N, kollagén
IV, ErbB2, hyaluronan szint4z-2, integrin a3, -a5 és a-9, MMP-9, illetve syndecan molekuldk
expresszios szintjét jelolte ki kulcsfontossagiinak az elkiilonités soran. A modszer

keresztvalidaciot kovetden a mintak 92,3%-at azonositotta helyesen.

5. ABRA Glioblastoma, nem Kissejtes tiidérak agyi metasztizis és nem tumoros mintak
invazios sepktrum alapjan torténd elkiilonitése statisztikai osztalyozdéval. Az dbran minden
jelolé egy mintat reprezental és helyzete az ECM alkotok mRNS mennyisége alapjan a
diszkriminalé fliggvény segitségével kiszamitott standardizalt kanonikus diszkriminancia
egylitthatoktol fiigg. A csoport centroidok az egyes szovettani csoportokba tartozo 6sszes minta
atlaga alapjan keriiltek kiszamitasra.
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6.1.2. FEHERJE EXPRESSZIOS VIZSGALAT EREDMENYE|

A nem tumoros agyszovet és a GBM az EGFR, ErbB2, integrin- g1, laminin-a4 és -p1, MMP-
2 ¢és -9 molekulak szintjében tér el egymastol szignifikansan. A metasztatikus mintak csupan
az integrin- a7 szintjében tértek el a nem tumoros agyszovettdl. A primer és szekunder
agytumorok pedig az integrin- a7 és - B1, MMP-9 és neurocan fehérjék szintjében tértek el
egymastol szignifikansan. (6. ABRA) A proteinexpresszios vizsgalatok részben megerdsitik a
MRNS expressziés mérések eredményeit (10. TABLAZAT, 7. ABRA). A fehérjék expresszidja
alapjan képezett invazios spektrumokat is alavetettiik osztalyozo6 algortimusok altal térténd
elemzésnek. A mintak 84,7%-at azonositotta helyesen az osztalyozo. (11. TABLAZAT)
Kulcsmolekulaként az Erb-B1, Erb-B3, integrin-o2, -a3 és -B1, laminin-al és-o4, MMP-2 és
MMP-9, valamint tenascin-R fehérjéket jeldlte ki az osztalyozo.

6. ABRA Az ECM molekulak fehérje mennyisége glioblastoma, agyi metastasis és normal
agyszovet mintakban. A: sejtfelszini receptorok, B: receptor ligandjai, C: ECM enzimek
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10. TABLAZAT A vizsgalat soran az mMRNS és fehérje vizsgalat kozott konkordans
valtozasokat mutato ECM alkotok. A nyilak az 6sszehasonlitas masodik tagjaban az atlagos
expresszios szintet jelzik az els6 taghoz képest; * p<0.05, **p<0.01,***p<0.001,****p<0.0001

A valtozas

A kiilonbség

ECM alkoto Osszehasonlitott csoport . . . .
iranya szignifikanciaszintje
, nem tumoros vs. GBM ™ nem szignifikans
brevican
GBM vs. met N2 MRNS: **
cadherin-N2 GBM vs. metastasis T MRNS: ****
kollagén |, al nem tumoros vs. GBM T mRNS: *
EGER nem tumoros vs. GBM ™ mRNS: *, protein: ***
GBM vs. metastasis N2 mRNS: *
nem tumoros vs. GBM ™ protein: ***
ErbB2 ——
nem tumoros vs. met ™ nem szignifikans
nem tumoros vs. GBM N2 MRNS; ****
ErbB4 nem tumoros vs. met N2 MRNS: ****
GBM vs. metastasis N2 nem szignifikans
integrin a-3 nem tumoros vs. GBM ™ nem szignifikans
integrin B-1 nem tumoros vs. GBM T mRNS: ***, protein: **
nem tumoros vs. GBM ™ mRNS: **, protein: *
laminin a-4 nem tumorqs vs- ™ nem szignifikans
metastasis
GBM vs. metastasis N2 nem szignifikans
nem tumoros vs. GBM ™ mRNS: *, protein: *
laminin f-1 nem tumoros vs. N
, ™ nem szignifikans
metastasis
nem tumoros vs. GBM ™ MRNS: *** ptorein: **
MMP-2 nem tumoros vs. met ™ nem szignifikans
GBM vs. met N2 mRNS: *
nem tumoros vs. GBM ™ MRNS: *** protein: **
MMP-9 .
GBM vs. metastasis N2 protein: **
nem tumoro_s VS. ¢ MRNS: **
neurocan metastasis
GBM vs. metastasis N mMRNS: *, protein: **
, nem tumoros vs. GBM N2 MRNS: ***
tenascin-R
nem tumoros vs. met NY MRNS: ***
versican nem tumoros vs. GBM ™ nem szignifikans
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7. ABRA. A konkordans mRNS és fehérje expresszios valtozasokat mutato ECM alkoték
atlagos mennyiségeinek kiilonbségei az egyes csoportok kozott.
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11. TABLAZAT. Glioblastoma, agyi metastasis és normal agyszoveti mintak elkiilonitése a
fehérje invazios spektrum alapjan. A mintdk nagyon jol elkiiloniilnek egymastol invazids
spektrum alapjan, a modszer pozitiv prediktiv értéke és szenzitivitasa, valamint egyéb klinikai
megbizhatosdgot mérd értékei bizonyitjdk az invazids spektrum szdvettani csoportra
karakterisztikus jellegét.

Helyesen Pozitiv
azonositott esetek | g enzitivitas | ROC érték | Fl1érték | prediktiv

No. % érték
nem tumoros 35/36 0.972 0,972 0,964 0,946 0,921
agyszovet
glioblastoma 18/24 75 0,75 0,856 0,766 0783
metastasis 8/12 66,7 0,667 0,835 0,696 0,727
sulyozott atlag 61/72 84,71 0,847 0,906 0,844 0,843
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6.2. KULONBOZO GRADUSU ASTROCYTOMAK ECM OSSZETETELENEK VIZSGALATA

6.2.1. MRNS EXPRESSZIO VIZSGALAT EREDMENYEI

Az extracellularis matrix invazidban szerepet jatszo alkotdinak mennyisége egy-egy molekula
expresszios szintjét vizsgalva kiilonbozo gradusu astrocytomakban nem mutatott statisztikailag
igazolhat6 eltérést. Az invazios panel molekuldinak expresszids mintazata — azaz az invazios
spektrum — azonban mutat jellegzetes kiilonbségeket az egyes gradusok kozott. Az egyes
gradusok expressziés mintazata kelléen nagy eltéréseket mutat ahhoz, hogy az alapjan a
gradusok elkiilonithetéek legyenek egymastol linedris diszkriminancia analizissel (LDA).
Kiilonosen eltéré a nem tumoros agyszdvet expresszids mintdzata az astrocytoma mintakétol,
valamint az astrocytomakon beliil a glioblastoma invazids spektruma mutat jelentds eltérést. (8.
ABRA) Az LDA az elkiilonités soran kulcsmolekulaként jel6lte ki az alabbi molekulakat, melyek
szintje leginkabb befolyasolja az egyes csoportok elkiilonitését: brevican, cadherin-N2,
fibronectin és integrin B1. Két szomszédos gradushoz tartozé mintakbol alkotott csoport kozott
elvégzett LDA az alcsoportok jobb elkiilonitésére adott lehetdséget a modszer sajatossagaibol
fakadoan. (9. ABRA) E kétcsoportos LDA-k tovabbi kulcsmolekulakat jeloltek ki, amelyek a
,»,szomszédos” szovettani alcsoportok kozotti fo kiilonbségekre mutatnak rd. A MRNS
expresszids mintazat alapjan az LDA besorolta az egyes tumormintdkat valamelyik vizsgélati
csoportba is. Az Osszes vizsgalt csoport (nem tumoros agy és WHO grade I-II-IlI-1V
astrocytoma) esetén ez az azonositasi folyamat 50,8 %-os hatasfoku volt, a kétcsoportos
analizisek azonban mind 80% folotti hatékonysdggal dolgoztak. Mindez a statisztikai
osztalyozok altaldnos sajatossagabodl fakad, ahol besorolandd csoportok szdma a hatdsfokot
minden esetben rontja. A kijeldlt kulcsmolekuldk, melyek expresszios értékei leginkabb
befolyasoljak a diszkriminaléd fiiggvény egyiitthatojat, és az egyes LDA-k hatasfoka a 12,

TABLAZATBAN talalhato.
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8. ABRA A kiilonbozo gradusu astrocytoma mintak elkiilonitése linearis diszkriminancia
analizis segitségével az invazioban szerepet jatszo ECM alkotok expresszios mintazata
alapjan. Az x ¢és y tengelyeken az egyes ECM alkotok mennyisége (mint vizsgalt valtozo)
alapjan elkészitett diszriminal¢ fiiggvényben szerepld standardizalt kanonikus diszkirminancia
egylitthatok szerepelnek, melyek alapjan a diszriminal6fiiggvény elkiiloniti az egyes mintakat.
Az abran egy jelol6 egy mintanak felel meg €s a teljes expresszios mintazat figyelembevételével
késziilt diszkriminalofiiggvény alapjan keriilt elhelyezésre a koordinata rendszerben. A centroid
értékek az egyes egylitthatok atlagos értékébdl lettek szamitva. A tumoros €s nem tumoros
mintak centroidjai az y tengely kiilonb6z6 oldalan foglalnak helyet. A kiilonb6zé gradust
astrocytoma mintakhoz tartozd centroidok az y tengely mentén a gradus szerint novekvo
sorrendben talalhatéak meg. Ezen megfigyelhet6 jellegzetességek is utalnak arra, hogy az ECM
expresszids mintdzata korrelal a gradussal. A abra: az 0sszes minta, B dbra: helyesen azonositott
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12. TABAZAT A gradus és az ECM osszetétele kozotti kapcsolat vizsgalata soran végzet
mRNS expresszios adatokkal végzett LDA altal kijelolt kulcsmolekulak, valamint az LDA
hatasfoka. Az LDA kivaloan elkiiloniti a nem tumoros és tumoros agyszovetet, valamint a nem
infiltrativ grade I astrocytomat és az infiltrativan novekvo grade II astrocytomat. Megfeleld
hatasfokkal tesz kiilonbséget a szomszédos gradusu diffuz ndvekedést mutatd astrocytomak
kozott, de ez az el6bbiektdl kevéssel elmarad. Az alacsony és magas gradusu astrocytomak is
jol elvalaszthatdak az mRNS invazios spektrum alapjan LDA-val.

non-tumor vs. A | Alvs.All Allvs. Alll Alll vs. GBM '°:;’gﬁrzf:d‘:'
integrin 1 integrin a3 cadherin N2 brevican brevican
laminin a4 integrin a7 ErbB2 cadherin N2 ErbB2
tenascin C integrin f1 neurocan fibronectin fibronectin
tenascin R laminin a4 syndecan 1 laminin B1 ingerin B1
MMP2 versican neurocan versican
tenascin R tenascin
versican
Az elkiilonités hatasfoka
96% 89,3% 82,6% 82,6% 78,9%

9. ABRA. Az ECM expressziéos mintazatian alapulé kétcsoportos linearis diszkriminancia
analizisek grafikus eredményei. A grafikonon egy jelold egy mintat reprezentdl, az y
tengelyen jelenik meg a diszkriminald fliggvényhez hasznalt standardizalt kanonikus
diszkriminancia egyiitthat6 értéke, mely jelentds eltérést mutat a kiillonb6zd gradusba tartozo
mintak kozott. Az egylitthatok értéke alapjan képezett trendvonalak jol mutatjak ezt az eltérést.
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6.2.2. FEHERJE EXPRESSZIO VIZSGALAT EREDMENYEI

A fehérje expresszids vizsgalatok egy-egy molekula expresszios szintjében szintén nem
mutattak statisztikailag igazolhatd kiilonbséget csoportok kozotti eltéréseket vizsgalva. Az
expresszios mintazat azonban itt is kiilonbozatt, a linearis diszkriminancia analizis az invazids
panel molekuldinak expresszioja alapjan képezett invazids spektrum alapjan, az mRNS invazids
spektrumhoz hasonldan, képes volt elkiiloniteni az egyes csoportokat. Az 6sszes csoport LDA
elemzése 79,2%-o0s hatakonysaggal sorolta a mintdkat a megfeleld csoportba, a legfontosabb
molekuldk pedig a brevican, ErbB2, fibronectin, HMMR (CD168), integrin al, laminin o4,
laminin 1, MMP-2, MMP-9 és sindecan voltak. A grade Il mintadk proteomikai mérése nem
elfogadhatd mérési eredményekkel zarult, igy ez a gradus az LDA-b6l kimaradt. Emiatt a teljes
mintan végzett LDA eredményei némileg korlatozottak. A kétcsoportos LDA-K azonban
kivaléan miikodtek, minden esetben legalabb az mRNS invazios spektrum hatékonysagaval
miikotott az elkiilonités és csoportazonositas A 13. tdblazat az azonositott kulcsmolekulékat és

az azonositas hatékonysagat mutatja.

13. TABLAZAT A gradus és az invazios spektrum kapcsolatat vizsgalé LDA altal azonositott
kulecsmolekulak és az azonositas hatasfoka. A dolt betiivel szedett ECM alkotok az mRNS
invazids spektrumok analizise soran is kulcsmolekulaként kertiltek azonositasra ugyanabban a
kategoriaban. Ezen ECM alkotok kulcsszerepe a konkordans eredmények tiikrében igen
valoszinii.

non-tumor vs. A | Alvs.All low grade vs. GBM
RHAMM (CD168) RHAMM (CD168) RHAMM (CD168)
integrin al kollagen lll, al integrin al
laminin a4 integrin 81 MMP2
laminin B1 laminin B1
MMP2
Az azonositas hatasfoka
95,8% 100% 86,1%
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6.3. ELTERO PROGNOZIUSU GRADE |V ASTROCYTOMA (GLIOBLASTOMA) MINTAK
ECM OSSZETETELENEK VIZSGALATA

6.3.1. A MINTAKAT ADO BETEGEK KLINIKAI PARAMETEREINEK VIZSGALATI EREDMENYE!

A betegek progressziomentes tulélése (PFS) a rosszabb betegségkimenetellel rendelkezo
A csoportban 6,0 = 5,7 hénap volt, mig a PFS a jobb prognézisu B csoportban 14,6 = 9,8
honapnak adddott. A teljes atlagos talélés (OS) az A csoportban 13,4 + 8,3 honap, mig a B
csoportban 35,7 + 13,3 honap volt. Mind a PFS, mind az OS szignifikansan kiilonbozott a két
csoport kozott (PFS p=0,04, OS p<0,001. A betegek atlagéletkora nem kiilonbozott
szignifikdnsan a két csoportban (61,3 + 5,88 vs. 56,43 £ 9,06 év, p=0,12). A betegek
homogenitasvizsgalata nem tart fel szignifikans kiilonbséget a tumor lebenyi elhelyezkedése
vagy oldalisaga tekintetében (p=0,52, illetve p=0,92). A tumorok atlagos mérete is hasonlonak
bizonyult (49,3 £ 20,8 vs. 43,53 + 17,7 mm, p=0,42). A kiGjulds miatti reoperaciok aranya sem
tért el egymastol a két csoportban statisztikailag igazolhatdo mértékben (7/12 vs.12/14, p=0,13).
Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a két csoportban a betegek nem kiilonboztek
egymastol, az egyetlen kiilonbség az elvalasztasi paraméterként meghatarozott talélési

adatokban volt, melyeket a klinikai tényezdk kiilonbségei nem magyarazhatnak.

6.3.2. IMMUNHISZTOKEMIA

Az IDH1 mutacié, mint kedvezd progndzissal kapcsolt marker meghatdrozasa sordn az A
csoportban az IDH mutans esetek ardnya 25%, a B csoportban 28,5% volt. Az IDH mutéans
tumorok aranya a két csoportban nem kiilonbozik egymastol (p=0,84). A Ki-67/MIB festddési
index (LI) szintén meghatarozasra keriilt. Az A csoportban az LI 12,5 + 6,09 volt, a B
csoportban pedig 18,61 + 15,11. A Ki-67/MIB festddési index kiilonbozéségei nem mutattak

szignifikans kiilonbséget (p=0,20).
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6.3.3. MRNS EXPRESSZIO VIZSGALAT EREDMENYEI

A mintdkban a 20 vizsgalt ECM alkot6 mennyisége nem mutatott szignifikans kiilonbségeket,
egy-egy molekulat egyediil vizsgalva. Bizonyos molekuldk esetében jelentdsebb kiillonbségek
voltak (pl. brevican, kollagén III, EGFR, MMP-2, neurocan, tenascin-C, 10. ABRA), de
statisztikailag ez a kiilonbség nem volt igazolhatd. Ugyanakkor ezek az egyéni szinten kis
kiilonbségek Osszeadddva egy statisztikailag is jelentds kiilonbséget eredményeznek. Ennek
bizonyitéka, hogy osztalyozéd algoritmussal (J48 pruned tree) vizsgalva az invazids panel
molekulainak expresszids mintdzatat, azaz az invazids spektrumot, a két prognosztikai csoport
mintai az invazios spektrum eredményei alapjan elkiilonithetéek. (14. TABLAZAT) A modszer a
mintak 84,6%-at sorolta helyes prognozisu csoportba, eredményesebb volt a jobb talélésii
betegek esetében, ugyanakkor fontos kiemelni, hogy a pozitiv prediktiv érték magasabb (0,9) a
rosszabb prognozisu csoport esetében, ami klinikai szempontbdl fontos. Az osztilyozo a
brevican ¢és az integrin-f1 molekuldk mennyiségét hatdrozta meg a prognoézist leginkabb
befolydsold invazids molekulanak, és az osztalyozo altal hasznalt dontési fa elsd dontése az
integrin-B1 lanc mennyiségétdl fliggott, igy ennek szerepe jelentGsebb.

14. TABLAZAT A Kkiilonb6zé prognozisu betegekbdl szarmazé mintik elkiilonitése
statisztikai osztalyozoval. A modszer szenzitivitasa kiemelkedd a jobb tulélésii csoportra,

ugyanakkor a pozitiv prediktiv értéke magasabb a rosszabb prognézisu csoportban. A ROC és
F1 értékek kelléen magasak ahhoz, hogy a teszt klinikai szempontbol hasznalhato legyen.

Helyesen iti
A L. | ROC F1 Pozitlv
azonositott esetek | Szenzitivitas e o prediktiv
érték érték .,
No. % érték
A csoport 9/12 75,0% 0,75 0,775 0,818 0,90
B csoport 13/14 | 92,8% 0,92 0,775 0,875 0,82
Sulyozott atlag 22/26 | 84,6% 0,84 0,775 0,85 0,85
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10. ABRA A Kkiilonb6z6é prognoézisai GBM csoportokban eltéré az ECM invaziés
molekuldinak szintje. Az abran az adott molekula expresszids szintjének hanyadosai
lathatoak, az értékek természetes alapu logaritmusat megjelenitve: In(B csoport expresszio/A
csoport expresszid). A pozitiv értékek igy azokat a molekulakat jelolik, amelyek a jobb
progndzisu B csoportban expresszalddnak magasabb szinten, mig a negativ értékek a rosszabb
progndzisu A csoportban vannak jelen nagyobb mennyiségben.
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6.3.4. FEHERJE EXPRESSZIO VIZSGALAT EREDMENYE!

Az invazids panelben talalhatd molekulak fehérje szintli expresszidjanak vizsgalata az mRNS
eredményekhez hasonld eredményeket hozott. A fehérjék mennyisége egy-egy ECM alkoto
esetében nem volt szignifikans, azonban az expresszios mintazat itt is jellegzetes eltéréseket
mutatott. (11. ABRA). A brevican, EGFR és tenascin-C itt is jelentGsebb eltérést mutatott, és az
mRNS eredményekkel konkordans volt a valtozas iranya. A cadherin-N2, valamint a laminin-
04 és -B1 kiilonbség szintén jelentds volt, de mRNS szinten ezek a kiilonbségek nem jelentek
meg ilyen mértékben. A protein invazids spektrum alapjan az osztalyozo képes volt a mintdkat
jo hatasfokkal elkiiloniteni (15. TABLAZAT). Az Gsszes minta 85,7%-at sorolta helyes csoportba,
a pozitiv prediktiv érték ez esetben is az A csoport esetében, a szenzitivitas pedig a B csoport

esetében volt magasabb.
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11. ABRA A fehérje invazios spektrum kiilonbségei kiilonb6zo prognozisi GBM betegek
tumormintaiban. Az oszlopok az egyes ECM alkotok csoportonkénti atlagos mennyiségének
hanyadosat reprezentéaljak, a hanyados természetes alapu logaritmusaként. A pozitiv értékek
igy magasabb expressziot jelentenek a jobb talélésii B csoportban, a negativ értékek pedig a
rosszabb tulélésii A csoportban.
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15. TABLAZAT. A Kiilonb6z6é prognozisi GBM tumormintik invazios spektrumanak
statisztikai osztalyozoval torténd csoportositisainak eredménye. A protein invzazids
spektrum ROC és F1 értékei jobbak a mRNS invazios spektrum alapjan végzett csoportositas
megfeleld értékeinél. A szenzitivitds és a pozitiv prediktiv érték az mRNS vizsgélati
eredményekhez hasonl6 tendencidkat mutat.

He’Iyesen - Pozitiv
azonositott esetek | g, o, itivitas ertak | FLérték | prediktiv
No. % érték
A csoport 6/8 75% 0,75 0,854 0,857 1
B csoport 6/6 100% 1 0,854 0,857 0,75
Sulyozott atlag 12/14 85,7% 0,857 0,854 0,857 0,893
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7. MEGBESZELES

Az astrocytomak a kozponti idegrendszer leggyakoribb malignus daganatai. A betegek ellatasa
kihivast jelent az ellatd orvosi team szamara, melynek oka, a daganatok alacsony sugar- €s
kemoszenzitivitasan tal a tumorsejtek invazios képessége.>?34%42 Ez az invazios képesség és
diffiz novekedési hajlam olyannyira fontos, hogy a legijabb WHO klasszifikaciéban az
astrocytomakat (€s a hozzajuk sok tekintetben hasonlé oligodendrogliomakat) elsddlegesen mar
nem a kiindulasi sejttipus, hanem a novekedési jelleg alapjan csoportositjuk,.t? Az
astrocytomdk peritumoralis infiltraciojat Ovezé kutatdsok egyik kozponti eleme az
extracellularis matrix. Az ECM molekuldinak, valamint az ECM alkotokkal kapcsolatot
teremtd sejtfelszini receptorok mennyiségi-mindségi valtozasai jol ismertek egyéb daganatok
esetében, és egyre tobb informaciéval rendelkeziink a témaban a gliomakat illetéen
i5, 116367697981 Jelen tudomanyos értekezés célja a glioma ECM invéaziés molekuldinak
vizsgalata volt, annak érdekében, hogy jobban megértsiik, mi all az astrocytomak, kiilondsen a
magas gradusu astrocytomak igen jelentds invadzids potencidljanak hatterében. Az ECM
invazidés molekuldinak (azaz az invazids panelnek) mRNS ¢és fehérje szintli kifejez0dését,
expresszios mintazatat (azaz az egyes tumorok invazios spektrumat) tanulmanyozva arra a
kérdésre kereste kutatasunk a valaszt, hogy az ECM hogyan valtozik astrocytomakban,
1éteznek-¢ olyan molekulak, amelyek ,,felel6ssé tehet6k™ a gliomak invazios képességéért, mi
magyardzza az alacsony és magas gradusu gliomak esetében az invazios potencial mértékének
kiilonbségét. Felmertilt a kérdés, hogy vajon az invazids spektrum, azon til, hogy leirja az ECM
Osszetételét, hasznalhato-e valamire a klinikai gyakorlatban, 6sszefiigg-e példaul a szévettani
diagnozissal vagy a betegek prognodzisaval. Ezen kérdések vizsgalatdhoz WHO grade I-11-111-
IV astrocytoma mintakat, agyi attétbol szarmazo mintdkat és nem tumoros agyszoveti

kontrollmintakat elemeztiink a molekularis biologia mddszereivel.
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7.1. A PRIMER ES SZEKUNDER MALIGNUS AGYDAGANATOK INVAZIOS SPEKTRUMA
MARKANSAN ELTER EGYMASTOL

Eredményeink alapjan jol lathato, hogy az extracellularis matrix dsszetétele, kiilondsen az
invazios molekulak mennyisége, nem elsdsorban a malignitas mértékének fliggvénye, bar azzal
természetesen Osszefliggést mutat. Az egyarant malignus, de eltérd eredetii KIR daganatokban
jelentdsen eltérd Osszetételiinek bizonyult az ECM, ¢és ez a tumoros ECM jelentés mértékben
kiilonbozik a nem tumoros agyszovetben talalhatotol. A glioblastomds és metastasis mintdk
egyarant 24-24, 6sszesen 34 ECM alkot6é mennyiségében kiillonboztek szignifikdns mértékben
mRNS szinten a normal agyt6l. A GBM mintakban kilenc olyan ECM molekula volt, amelyben
a megvaltozott és szignifikansan eltérd mRNS szintet a fehérje expresszio kongruens valtozasa
kovette, négy esetben (EGFR, laminin-a4, -p1, MMP-2) raadasul a fehérjeszint valtozas is
szignifikans volt. A metastasis mintak esetében a szignifikins mRNS kiilonbséget harom
esetben kdvette azonos iranyu fehérjeszint valtozas. A GBM és metastasis mintdk mRNS
invazids spektruma 17 molekula mennyiségében tért el szignifikansan, ezt hat esetben kovette
azonos iranyt fehérje expresszios valtozas, mely egy (neurocan) esetben volt szignifikans is.
(10. TABLAZAT, 7. ABRA) Onmagaban az a tény, hogy a tumoros, és nem tumoros agyszdvet
extracellularis matrixa kiilonbozik, nem meglepd, azonban jol latszik az, hogy a metastasis €s
a glioblastoma mintdk mas-mas ECM alkotok tekintetében térnek el a nem tumoros
agyszovettdl. Tovabba eredményeinkbdl latszik, hogy az egyarant malignus primer ¢&s
szekunder agydaganatok invazids spektruma is jelentdsen eltérd. Mind a matrixhoz valo
kapcsolodds molekuladi és ezek extracellularis receptorai, mind a matrix molekuldkat
egymashoz kotd glikoproteinek mennyiségében van kiilonbség. A kiilonbségek annyira
jellegzetesek, hogy csak az invadzids spektrum alapjan, a szovettani kép ismerete nélkiil sikertilt
azonositani a mintak szovettani csoportjat. Ezek az ECM osszetételbeli kiilonbségek

feltehetdleg Osszefiiggésben allnak azzal a jol ismert tapasztalati ténnyel, hogy az agyi attétek
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jol elhatarolodnak a kornyezd agyallomanytol, mig a glioblastoma nem rendelkezik éles

hatarvonallal, er0sen besziiri a peritumoralis agyszovetet.

7.2.AZ AZONOS SZOVETTANI CSOPORTBA TARTOZO, DE ELTERO GRADUSU
ASTROCYTOMAK ECM ALKOTOINAK EXPRESSZIOS MINTAZATA JELLEGZETES
KULONBSEGEKET MUTAT

Nem ennyire markans az ECM 0sszetételében megfigyelhetd kiilonbség azonos szdvettani
csoportba (astrocytoma) tartozd, de eltéré gradusu tumorok esetében. Az invazios panel
molekulainak mennyisége eltérd ugyan, a kiilonbségek azonban statisztikailag nem bizonyultak
szignifikansnak az egyes gradusokbol képezett csoportok kozott. Ez 6sszhangban all azzal a
szemlélettel, mely szerint az astrocytomdk, kiilonosen az infiltrativ novekedést mutatd
astrocytomak egy egyfajta spektrumon elhelyezkedd entitdsok, melynek egyik végpontja a
glioblastoma, masik végpontja a diffuz astrocytoma, és valahol kiilon helyezkedik el, a nem
infiltrativ ndvekedésii pilocytés astrocytoma.®? Az egyes astrocytomék (pusztan) szdvettani kép
alapjan torténd elvalasztdsa ma mar nem is elfogadott, mindenképpen sziikséges az IDH statusz
meghatarozasa is. A szdvettani kép, a molekularis vizsgalatok és a prognozis kapcsolatat jol
jelzi, hogy az IDH muténs és IDH vad tipust grade II és III astrocytomak esetében az IDH
statusz, és nem a WHO gradus a meghatarozo a talélés szempontjabodl, tehat az IDH muténs
WHO grade II és III astrocytoma tulélése (€s a betegek atlagos életkora is) kozel azonos.
Ugyanez igaz a vad tipus esetén is, és hasonld tendencia figyelheté meg anaplasticus
astrocytoma és glioblastoma esetében is.3%%24 A kiilonbozé gradusokba tartozd mintak
esetében, az Osszes csoportot egyszerre vizsgalva tehat az egyes ECM alkotok nem térnek el
egymastol mennyiségileg jelentdsen, az expresszids mintazat azonban mar statisztikailag is
igazolhat6 kiilsnbségeket mutat. Ugy tiinik, az egyedi molekulak statisztikai kiiszobértéket nem
meghaladd kiilonbségei Osszeadddnak, és az invazids spektrumot, mint az egész mintdra

jellemzd valtozot vizsgalva mar nem elhanyagolhatok az ECM alkotok mennyiségi-mindségi

43



kiilonbségei. A ,,szomszédos” csoportokba tartozé mintdk nagyon jo hatasfokkal kiilonithetéek
el az invazids spektrum alapjan, rdadasul a linedris diszkriminancia analizis kijeldl bizonyos
kulcsmolekulakat is. Nem feltétlentil e molekulak kiilonbsége a legjelentésebb az egyes
csoportok kozott, de a teljes mintazatot elemezve e molekulak kiilonbségei a leginkabb dontéek
a mintdk elvalasztdsa soran. A kulcsmolekuldk kozott integrinek és a hozzajuk koétddo
lamininek, fibronectin mellett a matrix alkotoéit egymashoz koté proteoglycanok (brevican,
ok is megtalalhatéak. (12. TABLAZAT) A fehérje invazids spektrum elemzés részben megerdsiti
ezeket az eredményeket, részben pedig kiegésziti azokat. Utobbira jo példa a laminin-o4 és -p1
lancok kulcsmolekulaként torténé megjeldlése, ismert ugyanis, hogy ez a két laminin lanc a y
lanccal egyiitt alkotjak a laminin-8 (laminin-411) ECM alkot6t, melynek gliomainvazidban
betdltott szerepét korabban masok is leirtak és vizsgalatunkban hol az egyik, hol a masik, hol
pedig mind a két lanc mennyisége tiint az elvalasztis szempontjabol fontosnak.®® (12. és 13.
TABLAZAT) Az invaziés spektrum ¢€s a gradus kapcsolatit a statisztikai osztalyozo tehat

bizonyitja.

A kapcsolat jelentdségét, gyakorlati hasznosithatosagat az adja, hogy jelenleg a gradustol fiigg
a betegek kezelési protokollja és a modszer segitheti a neuropatologust a helyes gradus
megallapitasaban, kiilondsen akkor, amikor limitalt mennyiségli minta all rendelkezésre, pl.
azért, mert csak biopszias mintavételezés tortént. Ilyenkor esetenként nehéz lehet a GBM és az
anaplasticus astrocytoma elkiilonitése, de a grade II és III daganatok helyes diagnosztizalésa is
lehet nehezitett kis mennyiségli minta esetén. Tovabba, mint az az IDH mutécié példajan
lathattuk, a betegség molekularis tumorbiologidja a betegségkimenetel szempontjabol
fontosabb, mint a szdvettani kép, és az invazids spektrum a tumor molekularis Osszetételére
vonatkozoan ad informaciot. Mely ECM alkotok expresszalddnak fokozott mértékben és

melyek mennyisége csokkent? Milyen az egyes ECM alkotok egyméshoz viszonyitott aranya?
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Ma a gliomék onkoterapidja antirpoliferativ jellegli, de vannak Il-es és Ill-as fazisban 1évo
tanulméanyok, amelyekben antiinvaziv 4genseket tesztelnek.?®84®" Az antiproliferativ és
antiinvaziv onkoterapia 6tvozése révén csokkenthetdové valhat az alkilaloszer dozisa, ezzel a
betegek talan kisebb mértékben tapasztaljdk meg a kellemetlen, gyakran a kezelést
ellehetetlenité mellékhatasokat. Az 0j tamadaspont pedig akar azt is lehetdvé teszi majd, hogy
a tumorok teljes mértékben reszekalhatova valjanak, vagy reszekciot kovetéen kisebb

mértékben Gjuljanak ki a daganatok.

7.3.AZ INVAZIOS SPEKTRUM OSSZEFUGGEST MUTAT A PROGNOZISSAL
GLIOBLASTOMAS BETEGEKNEL

Glioblastomas betegekbdl szarmazoé mintdk vizsgalataink alapjan elmondhatd, hogy az
extracellularis matrix Gsszetétele kapcsolatban all azzal, hogy milyen a betegek talélése. A
szakirodalom alapjan a fiatalabb életkor, a férfi nem, a kisebb tumorméret gyenge dsszefiiggést
mutat a kedvezdbb betegségkimenetellel.%° Sajat korabbi és jelenlegi kutatasaink sorin
azonban e prognosztikai markereket nem sikertilt igazolnunk a kiilonb6z6 prognézisu betegek
esetében. Jol ismert tovabba az MGMT metilacios statusz és az IDH mutéaciok szerepe a
progndzisban.**888 Az MGMT stitusz meghatarozas jelentésége elsésorban idéskorban (65<
év) valik vilagossa, itt ugyanis nem metilalt MGMT promoter esetén felmeriil a temozolomide
kemoterapia terapias elony és a mellékhatasok altal a betegre rott teher eltolodott aranya miatt
a temozolomide terapia csokkentése, elhagyasa.*® Az IDH muticio glioblastomas betegek
esetén nem tul gyakori (kb. 10%), és a mutacio Osszefiiggése a taléléssel bar egyértelmi, egyéni
betegek szintjén erds, nagyobb betegpopulaciot vizsgdlva azonban nem meggy6z6. Az IDH
mutans betegek talnyomo hadnyada ugyanazt a pontmutaciot hordozza, igy a mutacio tesztelése
koltséghatékony és egyszerti, ma mar diagnosztikai vonatkozasa miatt rutinszeriien végzik.30:88
Vizsgalatunk soran a 23 honapos elvalasztasi hatar az atlagos, Stupp protokoll szerinti ttlélési

1d6 folott van. Ennek oka, hogy a betegek jelentds része kiegészitd célzott onkoterapidban
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részesiil (bevacizumab) kiujulast kdvetden, és igy az atlagos teljes tulélés a DE KK
Idegsebészeti Klinikdn 23 honap. A vizsgalatba bevont betegek mind a két tulélési csoportban
egyenld ardnyban részesiiltek célzott onkoterdpidban, a betegek egy része mégis rossz
prognozissal rendelkezett, mas betegek pedig akar bevacizumab nélkiil is tovabb éltek. Az IDH
mutacids arany nem kiilonbozott egymastdl a két csoportban, ahogyan a betegek klinikai
jellemz6i sem. A |, klasszikus” prognosztikai markerek alapjan tehat nem lehetett eldonteni,

hogy az egyes betegek melyik tulélési csoportba tartoznak.

Az ECM osszetétele azonban eltérének bizonyult a két csoport kozott. Egyedi molekuldk
szintjén itt sem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget, az expresszidés mintdzat, az invazids
spektrum azonban jol lathatoan kiilonb6zott a rossz és a jobb taléléshi betegek kozott. (14. és
15. TABLAZAT) A betegek ~85%-ar6l lehetett megallapitani, hogy melyik prognosztikai
csoportba tartozik, a mdédszer megbizhatdsagi jelzdi megfeleloek. Kiemelendd, hogy a pozitiv
prediktiv érték mind mRNS, mind fehérje invazids spektrum esetében a rosszabb tulélési
betegek esetében volt nagyobb, ennek klinikai szempontbol az a jelentdsége, hogy
megbizhatoan jeloli ki azokat a betegeket, akik kiemelt figyelmet, gyakoribb kovetést
igényelnek. Itt is fontos megemliteni, hogy az invazios spektrum nem csupéan egy eszkoz a
prognozis becslésére. A kozeljovoben remélhetbleg 1j, célzott onkoterapias szerek jelennek
meg, az osztalyozo altal kijelolt kulcsmolekuldk lehetnek ezen 1 szerek célpontjai A
hozzaadott informaciotartalom, a tumor molekularis dsszetételébe torténd betekintés adja a
modszer tovabbi értékét. A célzott onkoterdpia magas koltségei, az esetleges ritka, de stlyos
mellékhatdsai miatt fontos azon betegpopulacié kivalasztasa, ahol a beteg terapias eldnyt élvez
a kezelés alkalmazasa esetén. A megfeleld betegpopulacio kivalasztasa révén tehat gazdasagi
jelentésége is lehet a modszernek, hiszen az invazios spektrum elemzése feltarja, hogy az adott
terapias célpont fokozottan expresszalodik-e a beteg tumoraban, van-e értelme hasznalni az

adott szert. A bevacizumab terapia hatastalansaga az esetek egy részében jol példazza mindezt.
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7.4. A GLIOMAINVAZIOBAN KULCSSZEREPET BETOLTO EXTRACELLULARIS MATRIX

MOLEKULAK

Az agy extracellularis matrixa egyediilallo a test tobbi részéhez képest. Felépitése jelentds
kiilonbségeket mutat, pl. a rostos fehérjék helyett a hialuronsav a dominans alkotoelem,
valamint szdmos elsdsorban a kdzponti idegrendszerre jellemzdé alkotéelem jellemzi (pl.
brevican, cadherin-N2 stb). A nem tumoros agyban az ECM 0Gsszetétele és szervezddése olyan,
hogy a sejtek motilitdsa, a szoveti szervezddés plaszticitdsa és az ECM atalakuldsa kevésbé
jelentds. Ezzel szemben a gliomasejtek képesek ezt a gatld hatast attorve szétszorddni a
kozponti idegrendszerben, raadasul csak ott; hiszen a glialis tumorok jellemzdje, hogy az ép
agyi erek invazidja nem torténik meg, igy a tavoli attétek sem alakulnak ki.11636781 A
tumorsejtek aktivan részt vesznek az ECM megvaltozasaban, egyrészt az ECM alkotok
szintézise, masrészt a nem tumoros sejtek moduldldsa révén, hiszen a megvaltozott

mikrokdrnyezet befolyasolja a nem tumoros sejtek miikodését is 636869

A megvaltozott glioma ECM egyik karakterisztikus vonasa, hogy rendkiviili mértékben megnd
a hialuronsav (HA) mennyisége és szerepe.’>’® Ennek bizonyitékaként szolgdl kutatasunkban
a hialuronsavat szintetizal6 hyaluronan szintaz-2 enzimek mennyiségének novekedése GBM-
ben a normal agyhoz képest. Jelentds kiilonbség volt a CD44 expresszidjaban is, ami a HA {6
receptora, de a koreceptor, a CD168 (HMMR) expresszidja is szignifikans kiilonbségeket
mutatott. Utobbi egyébként az alacsony €s magas gradustu gliomak elkiilonitésében is fontos
szerepet jatszik. Ezek az eredmények illeszkednek a hialuronsav gliomainvazioban betoltott

szerepérdl kialakitott eddigi ismereteinkhez.5%:°8:63,70.9091

A hialuronsavval kapcsolatba 1ép6 lecticanok, egy kondroitin-szulfat proteoglycan csalad tagjai
szintén fokozott mértékben expresszalodnak. Az ide tartozo agyspecifikus brevican, illetve a
versican vagy a neurocan mennyisége jelentdsen ng astrocytomakban, mennyiségiik dsszefiigg
a gradussal. A brevican tobb osztalyozdban kulcsmolekulaként keriilt azonositésra, és a gradus
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novekedése fokozott neurocan és versican expresszidval jar. Ezen adhézioban, migracioban ¢és
sejtosztodasban szerepet jatszd6 molekuldk szerepét mds kutatok is emlitették mar a
gliomasejtek invazids képességével kapcsolatban, a gradusok kozotti kiilonbségek leirasa
azonban tjdonsag.” 9% Ezek a molekulak kapcsolatot alakitanak ki azokkal a rostos ECM
alkotokkal, amelyek egyébként kis mennyiségben vannak jelen a normal agyban. Glioméakban
azonban a rostos allomany mennyisége ndvekszik. Eredményeink alapjan is fokozott a
fibronectin, a kollagének és bizonyos lamininek (pl az a4 és B1 allancot tartalmazo laminin-8)
mennyisége a normal agyhoz képest, és ez a novekedés gradusfiiggd. A migrald tumorsejtek

ezeket a sejteket hasznaljak egyfajta utvonalként a migracio soran. 819497

A tumorsejtek az extracellularis matrix alkotoelemeivel a sejtfelszini receptoraik segitségével
kapcsolodnak. Az invazidban az integrinek szerepe jol ismert, astrocytomak esetében az al, a3,
a5 és aV, valamint a Bl és B3 lancok szerepe meriilt fel kutatasaink soran. Az integrin-p1
kulcsmolekulaként keriilt leirasra vizsgalatunkban, és ez 6sszhangban all a szakirodalomban
talalhaté informaciokkal.>”%81% A lamininek és az ket kot integrinek eredményeink alapjan
a betegségkimenetellel is Osszefiiggnek, erre vonatkozodan eddig kevés adat volt elérhetd.
Tovabba, a sejtfelszini molekulak koziil a syndecanok, tenascinok és cadherinek mennyisége
van Osszhangban a tumorok gradusaval és ndvekedd invazios képességével, ezt eredményeink

és a szakirodalom egybehangzoan megerésitik.>>+101:102

A matrix dinamikus atalakulasaért felelés molekuldk koziil a matrix metalloporoteinazok
szerepe ma mar egyértelmii. Az MMP-2 mennyisége 0sszefiiggést mutatott a gradussal, ami az
eddigi ismereteinket megerdsiti. Mennyisége ugyanis jelentésen ndé gliomakban, sét, a

megndvekedett mennyiségii MMP2 modulans szerepet is képes betolteni.6’103104
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8. OSSZEFOGLALAS

Az astrocytomak glialis eredeti daganatok, a rosszindulati KIR daganatok tilnyomo része
astrocytoma. Kezelésiik és az ezzel Osszefliggd betegségkimenetel az egyes szovettani
alcsoportok kozott jelentds kiillonbséget mutat. A legrosszab prognozisu astrocytoma egyben a
leggyakoribb is, az 6sszes malignus KIR daganat kb. 50%-a glioblastoma. A glioblastoma
tulélése 16-24 honap kozott mozog tobbnyire, azonban a betegek kozott nagyon magas a
heterogenitds. A szakirodalom alapjan a betegek életkora, neme, a tumorméret dsszefiiggenek
a betegségkimenetellel, sajat kutatasi eredményeink azonban ezt nem igazoljak, feltehetéen
azért, mert e tényezOk igazoltan gyenge markerei a prognozisnak. Jelenleg nincs olyan, a

klinikumban jol hasznalhaté marker, amely alapjan a betegségkimenetel megbecsiilhetd lenne.

Jelen munka targyét éppen ezért a tumorok molekularis Osszetétele és a daganatok klinikai
csoportositsa kozotti osszefliggést vizsgald mérések képezték. Vizsgaltuk a szovettani kép és a
tumorok Osszetétele kozotti kapcesolatot, valamint a kiilonb6z6 talélési idével rendelkezd, de
mas szempontbdl nem kiillonb6zd betegcsoportok esetében a tulélési id6 Osszefiiggéseit a
molekularis osszetétellel. A kérdések megvalaszolasdhoz qRT-PCR-t, tdmegspektrométert és

immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink.

Vizsgélatunk alapjan elmondhatd, hogy kiilonbozik a primer és szekunder agyi malignitasok
extracellularis matrixanak Osszetétele. Az ECM invazios molekuldi eltérd expresszios
mintazattal rendelkeznek kiilonb6z6 gradusokban, ez alapjan a mintazat alapjan a tumormintak
besorolhatéak valamely szdvettani alcsoportba. Ehhez hasonlé mdédon, az expresszids mintazat
kiilonbozik a rossz és jobb progndzisu betegcsoportok kdzott, mely alapjan a betegségkimenetel
kozel 85-%-o0s arannyal helyesen becsiilhetd. Az invazids spektrum vizsgalata segitséget
nyUjthat a neuropathologusoknak a mintak elkiilonitésében, a klinikusoknak a progndzis

becslésében, valamint tobbletinformaciot ad a kutatok szamara.
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8.1. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A primer és szekunder kdzponti idegrendszeri malignus daganatok extracellularis
matrixa jelentds kiilonbségeket mutat a nem tumoros agyszovetéhez képest.

2. A primer és szekunder kozponti idegrendszeri malignus daganatok invazids spektruma,
azaz az invazioban szerepet jatszo6 ECM molekuldk expresszidos mintazata jelentésen
eltéro.

3. Az azonos szOvettani csoportba tartozd kozpont idegrendszeri malignus daganatok
(astrocytoma) ECM 0Osszetétele mind transzkripcidés, mint transzlacids szinten a
gradussal Osszefiiggo eltéréseket mutat, igy az invaziés spektrum a gradusra specifikus
jellemzoének bizonyult, melynek meghatarozasaval a kiilonb6z6 gradusti tumorok
megbizhatoan elkiilonithetdek egymastol.

4. Azonos szovettani csoportl és gradusu tumorok (glioblastoma) igen heterogén
prognozissal rendelkeznek, mely nem magyarazhato a betegek klinikai paramétereinek
eltéréseivel.

5. Az invazios spektrum elemzése alapjan tobb molekula az invazi6é kulcsmolekuldjanak
tekinthetd (pl. brevican, integrin-f1, laminin-04).

6. Az invazids spektrum prognosztikai markerként hasznalhat6, mert jo hatasfokkal

kiiloniti el a rossz és jobb prognozist glioblastomas betegeket.
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9. SUMMARY

Astrocytomas are glial tumors, the vast majority of malignant primary CNS tumors are of
astrocytic origin. Treatment and prognosis of the various types of astrocytomas show great
differences among the histologic groups. The one with the worst prognosis is the most common
type, glioblastoma comprises approximately 50% of all malignant CNS tumors. Survival varies
between 16 to 24 months, patients show a great degree of heterogeneity in terms of survival.
Previous research suggests that patient age, gender, tumor size correlate with patient outcome,
however, our previous and present findings could not confirm this, possibly because these
prognostic markers are considered weak. Currently, there is no prognostic marker in everyday

clinical use.

This dissertation is therefore based upon analyses that have been performed to study the
hypothesized correlation between the molecular composition and the clinical classification of
tumors. The connection of histopathology and molecular composition has been analyzed, as
well as the relationship of molecular composition and overall survival of patients with different
prognosis but with no other differences. To answer the questions, gRT-PCR, mass-spectrometry

and immunohistochemistry methods were used.

Based upon our findings, it can be stated that primary and secondary intracerebral malignancies
have different extracellular matrix compositions. The invasion-related molecules of ECM have
different expressional patterns in various grades of astrocytoma and this can be used to identify
tumor grade. The expressional pattern is also different in tumor samples of patients with poor
or better prognosis, which was correctly assessed with an 85% success rate. Analyzing the
invasion spectrum would help neuropathologists in identifying tumor grade, clinicians in

assessing patient outcome and scientists in gaining extra information of gliomas.
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9.1. NOVEL SCIENTIFIC FINDINGS

1. Primary and secondary malignant central nervous system tumors and non-tumor brain
have great differences in extracellular matrix composition

2. The invasion spectrum, i.e. the expression pattern of invasion-related extracellular
matrix molecules of primary and secondary malignant central nervous system tumors
are significantly different.

3. Central nervous system malignancies of the same histopathologic group (i.e.
astrocytomas) show distinct ECM composition in various grades both on transcriptional
and translational level. Thus, invasion spectrum is a grade-specific characteristic marker
of the tumor that allows separation of different tumor grades.

4. Tumors of same histopathology and grade (i.e. glioblastoma) show great heterogeneity
in patient outcome which cannot be explained by differences in clinical factors.

5. Analyzing the invasion spectrum reveals the key role of multiple molecules in tumor
invasion (eg. brevican, integrin- 1, laminin-o4)

6. The invasion spectrum can be used as a prognostic marker because it identifies

glioblastoma samples with poor and better prognosis with good accuracy.
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13. FUGGELEK

1. FUGGELEK: IDH1 R132H mutacié pozitiv glioblastoma. (40x nagyités, 1:50 higitas)
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3. FUGGELEK: Az invazidban szerepet jatszo vizsgalt ECM alkotok relativ génexpresszidja
kiilonboz6 gradust astrocyoma és nem tumoros agyszdoveti kontroll mintakban.
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collagen I Al 0,001474 0,010979 0,017924 0,008695 0,050787
EGFR 0,007503 0,046590 0,050625 0,040416 0,043636
ErbB2 0,002991 0,005698 0,007234 0,007697 0,006377
fibronectin 0,040010 0,061472 0,325110 0,334813 0,355400
ITGA1 0,002504 0,006404 0,004380 0,007064 0,008405
ITGA3 0,006768 0,027154 0,013927 0,013166 0,015467
ITGA7 0,014773 0,039552 0,026133 0,034246 0,026316
ITGB1 0,034459 0,078854 0,097937 0,075568 0,053496
LAMAA4 0,004248 0,018388 0,005888 0,011406 0,006448
LAMB1 0,007234 0,023082 0,027989 0,015423 0,013877
MMP2 0,004883 0,021931 0,046199 0,029321 0,017497
MMP9 0,000547 0,000466 0,000518 0,001231 0,003429
neurocan 0,058322 0,093893 0,154534 0,039313 0,076145
RHAMM 0,000161 0,000313 0,000363 0,000454 0,000806
syndecan 0,000479 0,000518 0,001590 0,000814 0,001284
tenascin-C 0,004963 0,121324 0,124395 0,057651 0,050871
tenascin-R 0,032110 0,097594 0,009916 0,016144 0,005872
versican 0,062663 0,078965 0,086150 0,131703 0,232254
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