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1. Bevezetés

A kozpontiidegrendszer két f6 sejttipusa a neuron (idegsejt), valamint a neuro-glidlis un. tdmasztd
sejtek csoportja, mely utébbi csoporton belll szintén két f6 csoport kiilonboztetheté meg. Az
ektodermalis eredetd makroglia [asztocita, oligodendrocita, ependyma sejtek], valamint a
mesodermalis eredetd mikroglia. A kozponti idegrendszerben az asztrocita tekintheté a
leggyakoribb sejttipusnak, a vér-agy gat fenntartdsaban, valamint a sejtk6zotti homeosztazis
fenntartasaban tolt be szerepet. Az oligodendrocitdak myelinhlvely termelési képességlk altal a
sejt-sejt kozotti ingerulatvitel révén torténd kommunikaciét gyorsitjdk meg. A mikroglia sejtek a
kozponti idegrendszer immunsejtjeinek tekinthetéek, az ependyma sejtek pedig a kamrak belsé
felszinét alkotjak, a liquor termelés-, és keringésszabalyozasaban vesznek részt. Neuro-
onkologiai megkozelitésben ezen neuro-glidlis sejtek neoplasztikus atalakulasaként kialakult
daganatformakat nevezzik gliomaknak. Kiinduldsi hely szerinti megkozelitésben a gliomak
els6dleges kozponti idegrendszert érint6 daganatformanak tekinthet6ek, szemben a mas
szervrendszerben kialakult daganatformakkal, melyek metasztatizacié révén képesek elérni a

kozponti idegrendszeri strukturakat.

Jelen doktori disszertacié célja a gliomak csoportjan belul a leggyakoribb alcsoportoknak
tekinthetd diffuz, infiltrativ terjedési mintazattal bird, alacsonyabb gradusu asztrocitomak,
valamint a glioblasztoma prognosztikus faktorainak vizsgalata. Jelent8ségliket adja egyrészrél
gyakorisaguk, hiszen az oOsszes malignus kozponti idegrendszeri (KIR) daganat 34-ét ezen
daganatok alkotjak, masrészr6l pedig a rendelkezéslinkre all6 terdpidas lehetdségek
korlatozottsaga. Sebésztechnikai szempontbdl az infiltrativ jelleg miatt a teljes eltavolitds nem
kivitelezhet®, onkoterapias szempontbol pedig a kifejezett intratumoralis heterogenitas, valamint
agressziv novekedési rata miatt behatarolt a kezelés. Habar az 6sszes malignus daganat csupan
1-2 %-at teszik ki a malignus KIR daganatok, a daganatok jellegéb6l fakad6 kezelési nehézségek,
a magas morbiditasi tényez8k, az érintett aktiv keres6képes korosztaly jellege miatt,

gyakorisagahoz mérten aranytalanul nagy tarsadalmi — gazdasagi tehertételnek tekinthetd. Az



elmult b6 évtizedben jelent8s valtozasok torténtek ezen daganatcsoportok besorolasaban,
valamint a prognosztikus tényezdék klinikai gyakorlatba torténé implenetalasa soran is. Célunk volt
egyuttal ezen napi gyakorlatban hasznalt prognosztikus szempontbdl relevans tényez6k, valamint
a kapcsolodd klasszifikacios valtozasok oOsszefoglalasa, valamint a karakterisztikus difflz,
infiltrativ terjedési mintazat mogotti folyamat és az extracellularis matrix kapcsolatanak tobbrétd

meghatarozasa.

1.1. A kodzpontiidegrendszeri daganatklasszifikacié valtozasa

Az elmult szazadban a glidlis daganatok klasszifikacioja leginkabb a hisztogenezis
iranyvonalainak figyelembevételével tortént, amely a daganatokat azok mikroszképikus
jellemzobik, feltételezett kilonbozd kiinduldsi sejtjei és ezek differencidltsagi allapota szerint
kulonboztette meg. A hisztoldgiai tulajdonsagokon alapuld elkulonités a sejtek fénymikroszképos
jellemzéit, a sejtek szarmazasaval osszefuggd fehérjék immunhisztokémiai expressziodjat és az
ultrastrukturalis tulajdonsagokat vette figyelembe. Az elmult kdzel harom évtized tanulmanyai
igazoltak azonban tobb molekularis genetikai alteracié szerepét az agydaganatok
tumorigenezisének folyamataban is, melyek végul fokozatosan diagnosztikus kritériumokka is

valtak.

2014-ben kovetkezett be a jelentés fordulat, a Harleem-konszenzus keretében, ahol a
daganatklasszifikdcid vonatkozasaban szakitottak az évszazados, teljes mértékben a
mikroszképos vizsgalaton alapuld diagnosztikus elvvel. Bevezetésre kerllt az integrativ
diagnozisalkotas fogalma, melynek keretében az adott daganattipusra jellegzetes fenotipusos és
genotipusos jegyek is meghatarozoé tényezdveé valtak, bioldgiailag homogénebb és pontosabban

meghatarozott diagnosztikus entitasok létrehozasanak céljaval.

A 2016-0s revizidban fontos kulonbségtételt jelentett a diffuz, infiltrativ jellemvonasokkal bird
gliomak megjelolése, a korulhatarolt, ezen terjedési mintazattal nem jellemezhet6 gliomakkal

szemben. A multban az 6sszes asztrocita eredeti tumor ugyanazon csoportba kerlt, a reviziot



kovetéen a diffuzan infiltrald gliomak kozos csoportba kertltek: alapozva ezt nem csupan a
novekedési mintazatukra és viselkedéslikre, sokkal inkdbb a ko6zos jellemzdként fennalld
genetikai driver mutaciokra az IDH1 és IDH2 gének esetében. A 2016-os WHO KIR
klasszifikaciéban, a diffuz gliomak csoportja magaban foglalja a WHO Gr. 2 és Gr. 3 tipusu
asztrocita eredetl tumorokat, a Gr. 2 és Gr. 3 oligodendrogliomakat, a Gr. 4 glioblasztomakat,

valamint a kapcsolddé gyermekkori diffuz gliomakat.

A molekularis diagnosztika fejlédése szlkségszerlien Ujraértelmezést slrgetett az uUjonnan
definialt entitasok prognosztikus varakozasaival kapcsolatban is. A korabbi relevans
prognosztikus kulonbség az IDH-mutans WHO Gr. 2 (diffuz) asztrocitomak és az IDH-mutans
WHO Gr. 3 (anaplasztikus) asztrocitomak kozott a kutatasok tikrében minimalizalodni latszott. A
diffdz, infiltrativ, de high-grade jellemvonasokat nem mutato gliomakat egy csoportként, az Ujabb
szakirodalmi terminus szerint alacsonyabb gradusu gliomak (lower grade glioma) csoportjaként
emlitik. Ennek alapja, hogy a mitotikus aktivitason alapuldé egzakt elkllonités nehezen
kivitelezhetd, valamit bizonyos molekularis alteracidok altal kijelolt alcsoportokban a tulélési
paraméterek nem a gradussal mutattak 0sszefliggést, hanem a tumor agresszivitasat, kemo- és

sugarszenzitivitasat egyarant befolydasold molekuldris eltérésekkel korrelaltak.

A klasszifikacié a 2016-os moédositast kovetéen is tobb elemében jelentds valtozason ment
keresztil. A mdédositasok alapjat a cIMPACT (Consortium to Inform Molecular and Practical
Approches to CNS Tumor Taxonomy) munkacsoportok altal végzett munka jelentette, mely
alapjan végul a WHO klasszifikacio 5. verziéja megalkotasra kerult. Végérvényesen kivezetésre
keralt a primer és szekunder glioblasztoma fogalma, glioblasztoma kizarélag diffuz, infiltrativ
terjedési mintazattal bir6é IDH-vadtipusu esetekben diagnosztizalhatd, IDH-mutans esetekben Gr.

4 asztrocitomardl beszélink.

Osszefoglalva, jelenleg a gliomék taxonémiai besorolasat tekintve a WHO kdzponti idegrendszeri

daganatokat részletezd 2021-ben megjelent, 5. kiadasa a jelenlegi iranymutatd. A kozponti



idegrendszert érintd daganatformak eszerint 13 f6 csoportba kerlltek beosztasra, mely f6
csoportokon belll a gliomak, a glioneuronalis és neuronalis tumorokkal egyuttesen kerultek
beosztasra. A gliomak csoportjan belil tobb entitdas megkllonboztethetd, azonban
dolgozatomban a leggyakoribb csoportnak tekinthetd diffuz, infiltrativ terjedési mintazattal

jellemezhet6 asztrocitomakkal, oligodendrogliomakkal, valamint glioblasztomaval foglalkozom.

1.2. Epidemiolégia

Minden évben, vilagszerte korulbelul 100.000 ember kerul diffuz gliomaval diagnosztizalasra. Ez
az 0sszes daganatos diagndzis mindosszesen két szazaléka, azonban a morbiditasi és mortalitasi
adatok miatt kifejezett tarsadalmi hatassal bir. Erdekes epidemioldgiai adat, hogy azon
orszagokban, ahol az észak-eurdpai szarmazasu népesség tulnyomorészt él a betegségek
eléforduldsi ardnya sokkal kifejezettebb (Eszak- Amerika, Ausztralia, Uj-Zéland; Incidencia: 7.8 —
9.6 / 100.000 f6), azok terlletekhez viszonyitva, ahol tulnyomodrészt azsiai és afrikai népesség
talalhaté (Délkelet-Azsia, India; Incidencia: 1.9 — 3.3 / 100.000 f&). Szembet(iné a Nyugat-
Eurépaban tapasztalt négyszer magasabb eléfordulasi ardny a joélétben él6 kelet-azsiai
orszagokhoz viszonyitottan is (Nyugat-Eurdpa: 8.5 / 100.000 f6; Japan, Szingapur: 1.9 / 100.000
f6), mely arra utal, hogy az etnikai, kulturalis, valamint kdrnyezeti tényez6k is jelentds befolyasolo

szereppel birhatnak a gyakorta emlitett jelentési torzitason felul.

Elmondhatd, hogy a kozponti idegrendszert érinté daganatok 27.9 %-a tekinthet6 malignusnak. A
malignus lézidk tobb, mint 50 %-aért a glioblasztoma tehetd feleléssé, dsszességében a glialis

folyamatok pedig tobb, mint 80 %-at adjak a malignus KIR daganatoknak.

Az életkorra korrigalt incidencia értékek vonatkozasaban a difflz asztrocitaer és
oligodendroglidlis tumorok 4.45 / 100.000 f6 (95 % Cl: 4.42 — 4.48), mig a glioblasztoma 3.27 /
100.000 6 (95 % ClI: 3.24 - 3.29) értékkel jellemezhetd, a férfi nem esetében masfél — kétszeres
predominancia mellett, valamint a 40 év folotti életkor tekintetében gyakoribb eléforduldsi

rataval. Tulélési adatok vonatkozasaban a 1-, valamint 5-éves tulélési mutatdk az iranyaddak az



onkologiai gyakorlatban, valamint jellemz6 adat a median teljes tulélési id6, mely a glioblasztoma
esetében 8 honap (95 % Cl: 8-9), a legjobb progndézisu Gr. 2 oligodendroglioma esetében pedig

205 hoénap (95 % CI: 196-209).

1.3. Kezelés

Klinikai, egyuttal prognosztikus szempontbdl is kiemelendd a daganatsebészeti beavatkozas
szerepe. A jelenleg érvényes ajanlasok szerint, amennyiben a beteg altaldnos allapota,
tarsbetegségei ezt lehetdvé teszik Ugy a sebészi eltavolitas az elsédlegesen valasztando eljaras.
A sebészi eltavolitas radikalitdsanak mértéke minden glidlis daganatforma vonatkozasaban

pozitiv prognosztikai tényezének tekinthetd.

A sebészi eltavolitas kapcsan az onko —funkcionalis egyensuly megtartasa a legfontosabb iranyt(.
Habar a radikalitds mértéke a teljes tulélési idével korrelal, az eltavolitas mértékének
meghatarozasat kelld részletességl kockazat-haszon értékelésnek sziikséges megeléznie ahhoz,
hogy a beteg szamara a lehet6 legkisebb mértékid életmindség romlas mellet a lehetd legnagyobb
mértéku reszekciod (extent of resection — EOR) elvégzését érhesstik el (maximalis funkciomegtarté

sebészeti megkozelités).

Posztoperativ terapia vonatkozasdban altalanossagban elmondhatdé, hogy a kedvezd
prognosztikus mutatékkal rendelkez, alacsonyabb gradusu folyamatok esetében elsésorban a
PCV (procarbazin, lomustin [CCNU], vincristine) kombinalt kemoterdpias regimen, mig
kedvezbtlenebb esetben a szintén alkilalé kemoterapias szernek minésitheté temozolomid (TM2)
kezelés részesitend6é elényben a radioterdpia alkalmazasa mellett. Magasabb gradusu
folyamatok, igy a glioblasztoma esetében is a terapids protokoll részét képezi a konkurralé kemo-

irradacid, az un. Stupp-protokoll.

1.4. Az Extracellularis Matrix

Az extracelluldris matrix a sejteket korulvevd, dinamikus remodellacioban alld, komplex

kornyezet, amely a szoveti struktura kialakitasaban, valamint a szovet funkcionalitasaban is
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kiemelt szerepet tolt be. Az extracellularis matrix egyfajta funkcionalis egységként tekintendd,
amely a sejtek kozotti teruletet tolti ki. Hozzajarul a sejtek mobilitasahoz, egyrészrél kihorgonyzé
funkcid és migracios barrier biztositasaval, adott esetben pedig a sejtek migracidjanak
elésegitésével. Aktiv részt vallal a jelatviteli folyamatokban, toébbek kozott biomechnikai erd

létrehozasaval, valamint az ezaltal kozvetitett szignalok révén.

Mas szoveti strukturak felépitésében is részt vesz, azonban az agy esetében mindségi és
mennyiségi 0sszetétele eltéré. Mennyiségi dsszetétele is relevans, fiziologias kérulmények kozott
az extracellularis matrix allomany az agyszovet térfogataranyanak 20 %-a, ezzel szemben primer

agyi daganatok esetében ez a térfogatarany az 50%-ot is elérheti.

A diffuz, infiltrativ gliomak esetében a sebészi eltavolitas korlatja a daganatsejtek peritumoralis
infiltracidja, mely esetben a daganatsejtek tobb centiméter tavolsagban képesek a primer

tumormassza helyétél eltavolodni, a normal agyszovetallomanyt infiltralni.

A jelenség megértésére a Scherer-féle masodlagos strukturak szolgalnak példaként, mely 1938-
ban kerult leirasra. Ezek a strukturak illusztralni képesek, ahogyan a glioma sejtek az kdzponti
idegrendszeri agyallomanyt infiltraljak és azok anatdmiai strukturai mentén terjedni képesek.
Ezen hisztoldgiai strukturak a perineuronalis és perivaszkuldris szatelldzis, valamint a szubpialis,

valamint fehérallomanyi rostkotegek (corpus callosum) mentén mutatott terjedés

Az extracellularis matrix tobb ponton kapcsoldédik a peritumoralis invazié folyamatahoz.
Egyrészrél részt vesz a tumorigenesis egyik kiindulasi pontjanak tekintheté glioma 6ssejt niche

kialakitasaban, valamint a daganatsejt migracidojanak minden lépését medialja.

Azinvazidban 4 jellegzetes lépést kiilonboztethetiink meg.

1. Asejtek levalnak a primeren ndvekvé tumoros masszarol

A tumorsejtek kadherin-medialt junkciok segitségével tartjak fent a sejt-sejt kozotti

kommunikacidjukat. Els6ként ezen junkcidk destabilizalédasa jon létre, majd a fent részletezett



EMT révén a glioma sejtek adhézios tulajdonsagai megvaltoznak, a sejtek motilisabb karaktert

nyernek.

2. Daganatsejtek kot6édése az ECM-hez

A glioma sejtek tobb kilonb6zé médon képesek az ECM-el kapcsolddni. Ezen receptor — ligand
kotédési mintazatban a daganatsejtek felszinén évé receptorok, valamint az ECM kilonb6zé
ligandjai kozott valésul meg azinterakcio. Kiemelt szerep jut ezen folyamatban az integrin receptor
molekulacsaladnak, mely a lamininekkel, tenascin molekulakkal, valamint fibronektinekkel is
ezen kotédés létrejottét szolgalja. Az agyi ECM allomanyban excessziv mennyiségben év§

hialuronan kotésére alkalmas CD44 receptor szintén ezen folyamatban jatszik dontd szerepet.

3. ECM degradaciodja

Az ECM remodellacioja elengedhetetlen része az tumorsejt invazio létrejottének. Ezen enzim-
medialt folyamatban szerepet jatszanak a matrix-metalloproteinazok, a hialuronidazok, valamint

egyéb katepszin tipusu proteazok is.

4. Citoszkeletalis kontrakcié révén megvaldsulé mozgas

A sejtek, a tumorsejt — ECM relacioban megvaldsuld, fokalis adhézids kinazok altal kozvetitett
jelatvitel révén, a citoszkeletalis kontraktilitasnak koészonhetéen tudnak mozogni. A sejt
polarizaltta valik és membran protruziok keletkeznek, amelyek aktin filamentumokat és
kulonbo6zd strukturalis és jelatviteli molekuldkat tartalmaznak. Az aktin filamentumok és a miozin
Il molekula izoformainak bevondasaval létrejott citoszkeletalis kontrakcié folyamata az, amely a

sejtek mozgasaért felelds.

1.4.1. Az extracellularis matrix 6sszetétele

A kozponti idegrendszerben az ECM-et legnagyobb mennyiségben képvisel6 molekula a
hialuronsav (HA), amely egy fehérjéhez nem kotott, térkitolté szénhidrat éridsmolekula, un.

glikézaminoglikan (GAG). A HA kotésében részt vevd molekuldak a CD44, valamint



CD168/RHAMM (receptor for hyaluronate mediated motility). A glikézaminoglikanok
tulajdonsagat az 6sszetétellk, a kapcsolédo szulfat-csoportok és szacharidok hatarozzak meg. A
csoport jellemzd molekuldi: kondroitin-szulfat, keratan-szulfat, dermatan-szulfat, illetve a

heparan-szulfat. Legfontosabb szerepliket a proteoglikanok felépitésében jatszak.

A proteoglikanok egy kozponti fehérjelancbol allnak, ezen fehérjelanchoz pedig kiilonb6z6 szamu
és min6ségli GAG oldallanc csatlakozik. Fontos csoport a hialuronsav kotésére képes
hialadherinek csoportja, melyen belll a kondroitin-szulfat GAG oldallancokat is koté lektikanok
kiemelt szerepliek. Lektikdnnak (kondroitin-szulfat proteoglikanok [CSPG]) tekintheté: brevikan

(BEHAB - brain enriched hyaluronan binding), verzikan, neurokan, aggrekan.

erek, subpidlis, subependimadlis régié6 bazalis membranjaban talalhatéak legnagyobb
mennyiségben a fibrillaris glikoproteinek, az Un. rostos ECM allomany alkotdi. Ebbe a csoportba
tartoznak a kollagének, a fibronektin, valamint a laminin molekulak is. Kiemelend6, hogy a
szervezet mas részeiben a szovetek strukturalis vazat ezen rostos ECM elemek adjak. Az agy ebbél
a szempontbdl kivétel, a vazat, 6sszességében az ismert lagy szoveti tulajdonsagait, leginkabb a
hialuronsav hatarozza meg. Az asztrocitomak esetében a gradus novekedésével fokozodd
kollagén, fibronektin és laminin termelés jar, glioma sejtek invaziéjaban — lokalizaciojukbol is jol
lathatéan —afibrillaris glikoproteinek jelent8s szerepet jatszanak. A lamininek 3 hosszu polipeptid
lanchol (a,B,y) épulnek fel, amelyeket diszulfid hidak koétnek oOssze, az integrinekkel, mint
sejtfelszini receptorokkal képeznek komplexet. A sejtadhézién tul, az invazié, proliferacio,

differenciacié folyamataiban vesznek részt.

Az integrinek fehérje természetl transzmembran-receptorok, dimer szerkezettel rendelkeznek: a-
és egy B-alegységbdl allnak. 8 kilonb6z6 a- és 18 B-lanc kombinaléddhat 6sszesen 24 kiilonb6z6
heterodimerré. A dimer szerkezet meghatarozza az adott receptor kotési tulajdonsagait. Hatassal

vannak a sejtmozgas iranyara, hiszen ligandjukhoz torténé kotédés kdvetkeztében képesek fokalis
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adhézios klaszterek létrehozasara, jellemz6éen az invazids iranyt meghatarozd protruziok

tertletén.

A matrix metalloproteinazok (MMP), cink-dependens endopeptidazok, a legismertebb ECM bontd
proteazok. Fokozott expresszidjuk migracios széleken figyelhetéek meg, ligandjaik: a lektikanok,

valamint a fibrillaris glikoproteinek.
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2. Célkittzés
Kutatasink révén azon kérdéskorre kivantunk valaszt kapni, hogy a difflz, infiltrativ asztrocitaer
daganatok, valamint a glioblasztoma esetén a peritumoralis infiltracioban szerepet jatszé
relevans extracellularis matrix alkotdk, illetve ezek sejtfelszini receptorainak expresszidja,
valamint ezen molekuldk csoportjanak (invazidés panelének) expressziés mintazata, az un.

invazios spektrum korrelaciot mutat-e:

1) GRADE 2 DIFFUZ, INFILTRATIV ASZTROCITOMAK ELTERO PROGNOZISSAL BIRO CSOPORTIAIVAL,

2) GRADE 2 ES 3 DIFFUZ, INFILTRATIV ASZTROCITOMAK ELTERO PROGNOZISSAL BIRO CSOPORTIAIVAL

3) GRADE 3 DIFFUZ, INFILTRATIV ASZTROCITOMAK ONKORADIOTERAPIA ELOTTI ES RECIDIV,
ONKORADIOTERAPIABAN MAR RESZESULT BETEGCSOPORTJAIVAL,

4) GLIOBLASZTOMAVAL DIAGNOSZTIZALT BETEGEK ELTERO PROGNOZISSAL BIRO CSOPORTIAIVAL?

Az adott csoportosszehasonlitdsban vizsgalatra keriilt ECM molekulak alkottak az invazids panelt.
Ezen molekulakat egyedileg gén-, valamint fehérje expresszids szinten is 6sszehasonlitottuk,
azzal a céllal, hogy azok specifikus peritumoralis infiltraciéhoz koéthetd kontribucidjat értékelni
tudjuk. Tovabba, a molekulak expresszidjanak egylttes értékelése is megtortént (invazids
spektrum), mellyel pedig az adott vizsgalati csoportra jellegzetes expresszids mintazatot kivantuk

értékelni és ezaltal az invazds aktivitas és a prognodzis kozotti sszefuggést feltarni.
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3. Mddszertan

3.1. Betegek és tumormintak

A vizsgalataink soran felhasznalt tumormintakat a betegek kezelési tervének részeként indikalt
idegsebészeti mUtéti ellatas soran gydjtottink. A mintakat a m(itéti eltavolitast kévetéen -196 °C
hémérsékletl folyékony nitrogén felszinen konzervaltuk, majd -80 °C-on ultramélyh(tében
kerultek tarolasra a felhasznalasukig. Az immunhisztokémiai vizsgalatokat a Debreceni Egyetem
Patholégia, valamint Anatdmiai, Szovet-, és Fejlédéstani Intézetében végeztik, a betegekhez
tartozé formalin fixalt, paraffinba agyazott szovettani blokkokbdl készilt metszeteken. A
betegellatastol teljesen fliggetlenul futd szovetmintakat tapasztalt neuropatologus elemezte. Az
Agydaganatbank a Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag (TUKEB) engedélyével rendelkezik, és
a kutatasi célu vizsgalatok minden esetben az érintett betegek irasos beleegyezésével torténtek.

Engedély szama: 51450/2015/EKU (0411/15)

A kovetési idészakunk 2003. januar és 2020. februarja kdzé esett, minden vizsgalt beteg esetében
a kezelés, illetve a kovetés a DE-KK Idegsebészeti és Onkoldgiai Klinikan tortént. A feldolgozasra
kerilé mintdk minden esetben a DE-KK Idegsebészeti Klinikdn mkoédé Agydaganat- és

Szoévetbankbdl szarmaztak.

A vizsgalt csoportok esetében hiszto-patolégiai értelemben vett asztrocitaer és glioblasztoma
tipusu daganatok dsszehasonlitdsat végeztuk, melynek meghatarozasat képzett neuropatologus

végezte a diagnodzisalkotas idépontjaban érvényben lév6 protokollok alapjan.
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3.1.1. Invazios panel

Génexpresszids szinten az invazidban szerepet jatszé6 ECM matrix molekulakbdl allo invazids
panelunk vizsgalatat végeztilk, mely 25 ECM molekulat tartalmazott. Ezen panelb6él a Gr. 2
asztrocitomak vizsgalataban 22 molekula esetében, a Gr. 3 csoportban 23 molekula esetében, a
glioblasztoma csoportban pedig 18 molekula esetében tortént értékelheté azonositas. Az
invazios panel részét képezi, azonban szoros értelemben véve nem invazidéhoz kapcsolhaté ECM
molekula a GFAP, valamint MKI67. EL6bbit a glidlis eredet ellendrzésének céljabdl, mig utdbbi a
tumorszovet jelenlétének igazolasara hataroztuk meg. Fehérje expresszio vonatkozdsaban a Gr. 2
tumorok esetében 10 molekula esetében, mig a glioblasztoma esetében minden vizsgalat
molekula esetében tortént meghatarozas. A Gr. 3 daganatcsoport esetében, valamint a
glioblasztoma prognosztikus csoportjaiban a kiemelt szereppel bir6 ECM molekulak illusztrativ

célu immunhisztokémiai festését veégeztuk.

3.1.2. Eltéro prognosztikai csoportu Gr. 2 asztrocitomak

Az alacsony gradusu Gr. 2 diffuz asztrocitomak esetén eltérd prégnodzissal biré betegcsoportokat
hasonlitottunk 6ssze. Az alacsony gradusu daganatok esetében a prognosztikai csoportokba
torténé besorolast a tulélési adatok alapjan végeztik el: kedvezé prognosztikai csoportba a
legaldabb 40 hénap teljes tulélést mutatd betegeket soroltuk (N = 11), mig az ennél hamarabb
elhunyt betegek a kedvezdétlen prognosztikai csoportba kerlltek (N =8). A csoportok kozott
o0sszehasonlitasra kerult a klinikai paraméterek tekintetében az életkor, a daganat lokalizacioja és
oldalisaga, valamint a primer mdtéti ellatas radikalitasanak mértéke. A vizsgalt paraméterek

vonatkozasaban nem igazolddott szignifikans kilonbség a két csoport kdzott. A tulélési idék

,,,,,,,,,,,,,,

///////
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jeloltink. Ezen tulélési id6ket minden esetben tovabbi terapias intervenciot szikségessé tévo,

radiologiailag és/vagy klinikailag igazolt progresszio alapjan kilonitettik el. A PFS |. értékek

O0sszevetése nem mutatott szignifikans kildnbséget.

Megjegyzendd, hogy a jobb prognosztikai csoportba tartozé harom eset vonatkozasaban a
reoperaciora els@sorban életmindséget befolydsold okbdl (epilepszias rosszullét) és nem érdemi
tumor progresszié miatt kerult sor. Mindharom esetben az operaciot kovetd négy hénapon belul
tortént a reoperacié, amely a PFS vonatkozasaban igy torzitd tényezének tekinthetd6. Ennek
megfeleléen ezen betegek esetében a PFS | + Il. id6k képezték az elsddleges progresszidig eltelt
id6ét szamitasainkban. A torzitd tényez6 kiklszobolése révén a két csoport kozott
progresszidomentes tulélési idejében szignifikans kulonbség igazolhatd (p=0.02*). A PFS Il. id6k
O0sszehasonlitdsara hét esetben volt az egyes csoportok kozott lehetéség, a két csoport kozott

ezen paraméter tekintetében is szignifikans kilonbség igazolhato (p=0.04%*).

Az invaziés panelt alkotd 25 molekulabdl 22 invazidban szerepet jatsz6 ECM molekula mRNS

expresszidjanak egyedi 6sszehasonlitasat végeztiik el a két prognosztikai csoport kozott.

Az invazios panelunk részét képezé6 10 ECM molekula esetében azok fehérje expresszids
értekeinek megitélésére immunhisztokémiai vizsgalatot végeztunk. A molekuldk bioldgiai
funkcidit alapul véve 4 molekula esetében csak az extracellularis matrix, mig tovabbi 6 molekula
esetében mind az ECM allomany, mind a tumorsejtek immunhisztokémiai értékelését is

elvégeztuk.

3.1.3. Onkoterapia elétti és utani Gr. 3 asztrocitomak

A Gr. 3 asztrocitomak esetében ,,A” csoportba tartoznak azon esetek, ahol a molekularis biolégiai
feldolgozasra kerllt tumorminta az elsé daganatsebészeti beavatkozas kapcsan kerilt
eltavolitasa, és ezt megel6z6en radio-onkoterapias kezelésre még nem Kkerllt sor (,,primer
csoport” n=12), mig a ,B” csoportba azon esetek tartoznak, ahol a mintak eltavolitasa
tumorprogressziot kovetéen indikalt reoperatio kapcsan tortént, igy megel6zé radio-onkoterapias
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kezelésben is részesultek (,,kezelésben részesult csoport”, n=9). A kezelésben részesult csoport
esetében 5 esetben csak sugarterapia alkalmazasara kerilt sor, 1 esetben csak onkoterapia

alkalmazasa tortént, mig 3 esetben kombinalt radio-onkoterapia alkalmazasa tortént.

A kliniko-patoldgiai vonatkozasaban 6sszehasonlitasra kerult a klinikai paraméterek az életkor, a
daganat lokalizacioja és oldalisaga, a primer mUtéti ellatas radikalitasanak mértéke, valamint a
teljes tulélés. Statisztikailag szignifikans eltérés egyik vizsgalat paraméter vonatkozasaban sem

igazolhato a két csoport kozott.

Az invaziés panelt alkotd 25 molekulabdl 23 invazidban szerepet jatsz6 ECM molekula mRNS

expresszidjanak egyedi és egyuttes 6sszehasonlitasat végeztik el a két csoport kozott.

A Gr. 3 asztrocitaer daganatok esetében statisztikailag értékelhetd immunhisztokémiai festésre

nem volt lehet8séglnk, kizardlag illusztrativ céllal tortént IHC festés.

3.1.4. 2és 3 gradusu gliomak prognosztikai csoportjai

A gradusok kozotti 6sszehasonlitds révén a Gr. 2 rosszabb prognosztikai csoportba tartozé
betegek, valamint a Gr. 3 betegcsoport vizsgalatat végeztik el. Ezen 6sszehasonlitas jelent6sége
az invazios spektrum prognosztikus szempontu vizsgalata az alacsonyabb gradusu gliomak
esetében, az invazids spektrum rizikdcsoport meghatarozasban torténé alkalmazhatésaganak

értékelésére.

Az Osszehasonlitasra kerult a klinikai paraméterek az életkor, a daganat lokalizacidja és
oldalisaga, a primer mi(itéti ellatas radikalitdsdanak mértéke, valamint a teljes tulélés.
Statisztikailag szignifikans eltérés kizarélag a betegek életkoranak kulonbségében mutatkozott

(p=0.003).

Az invaziés panelt alkoté 25 molekuldbdl 22 invazidban szerepet jatszé ECM molekula mRNS

expresszidjanak egyedi és egylittes 0sszehasonlitasat végeztik el a két csoport kdzott.
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3.1.5. Eltéro progndzissal rendelkezé glioblasztomas betegcsoportok

A legnagyobb esetszam bevonasaval készult 6sszehasonlitasra a glioblasztoma esetében volt
lehet6séglink, ezen alcsoport esetében osszesen 132 beteg adatat sikerult bevonnunk. A
glioblasztomaval rendelkez6 betegeket két prognosztikai csoportra osztottuk a teljes tulélési id6
tekintettuk, Ok jelentették az A csoportot (n=74), mig azokat a betegeket, akik 24 hdnapig vagy
tovabb éltek, ,jobb progndzisu betegeknek” tekintettik, 6k képezték a B csoportot (n=58). Az
atlagos teljes tulélési id6 tekintetében a 24 hdénapos kiiszobérték valasztasanak indoka, hogy
azon betegek akik a Stupp-protokoll szerinti kezelést kovetéen bevacizumabot kapnak, 24
hénapos atlagos teljes tulélési idével jellemezhetbek. Ezen tényt a szakirodalmi adatok, valamint

az intézményunk altal korabban publikalt betegadat elemzés is alatamasztja.

A betegeket radioterapiaval, valamint egyidejl és fenntartd temozolomid kemoterapiaval (Stupp-
protokoll alapjan) kezelték a tumor reszekcidja utan. A daganat kidjulasat kovetéen a betegek

bevacizumab monoterdpiat kaptak az esetleges ismételt progresszido megjelenéséig.

Az A csoportban a betegek median életkora 61,0 év (Cl: 57,97 - 63,28 év), mig a B csoportban 58,5
év (Cl: 55,53 - 61,47 év). A statisztikai elemzés szignifikans kulonbséget mutatott ki a két csoport
kozott (p = 0,0293). A B csoport betegeinek preoperativ és posztoperativ Karnofsky-pontszama
(KPS) ugyan magasabb volt, de a KPS értékek kozott nem volt szignifikans eltérés. A daganatok

klinikai jellemz8i egyéb tekintetben nem kilonboztek a két csoport kozott.

A Kaplan-Meier elemzések megerdsitettéek a feltételezett kulonbségeket mind a
progressziomentes tulélés (PFS), mind az altalanos tulélés (OS) tekintetében az A és B csoport
betegei kozott (6. ABRA). Az A csoportban a median tulélés 9,0 hénap (Cl: 8,14 — 9,86 hdonap) volt,
mig a jobb progndzisu betegek median tulélése 27,0 hénap volt (Cl: 22,17 — 31,83 hdénap) (p
<0,0001). A median PFS kulonbségek is statisztikailag szignifikdnsak: az A csoportban 5,5 hénap

(Cl: 3,79 -7,21 hénap), mig a B csoportban 8,5 hénap (Cl: 4,36 — 12,64 hdnap) volt (p = 0,024).
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Az invazids panelt alkoté 25 molekulabdl 16 invaziéban szerepet jatszé6 ECM molekula mRNS
expresszidjanak egyedi és egylittes 0sszehasonlitasat végeztik el a két csoport kozott. A GBM
invazidval kapcsolatos 16 extracellularis matrix (ECM) molekuldjanak fehérjeexpresszidjat

immunhisztokémiai festés segitségével is hataroztuk meg.

3.2. mRNS expresszio meghatarozasa

Az ECM alkotdk transzkripcids szintjének meghatdrozasa kvantitativ reverz-transzkriptaz
polimeraz lancreakciéval (qRT-PCR) tortént. A gyorsfagyasztott mintakat elsé |épésben
szétzuztuk, majd TRI reagenst (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA) hasznalva homogenizaltuk 25 °C-
on. Ateljes RNS-t a gyart6 protokolljanak megfeleléen izolaltuk a TriReagent lizatumokbdl. Az RNS
mennyiségét és tisztasagat egy NanoDrop® ND 1000 spektrofotométerrel (NanoDrop
Technologies; Thermo Fisher Scientific, Inc., Wilmington, DE, USA) mértuk. Ezt kovetdéen reverz
transzkripciét végeztiink, hogy a teljes RNS-t egyszalu komplementer DNS-sé (cDNS) alakitsuk
egy High Capacity cDNA Archive kittel, RNasin jelenlétében (Applied Biosystems; Thermo Fisher
Scientific, Inc.). Ezutan a cDNS-t egy mikrofluidikai kartyara toltottuk (100 ng teljes RNS-nek
megfelelé cDNS/port). A TagMan® alacsony denzitasu array kisérletek elvégzéséhez egy Applied
Biosystems 7900HT valds ideji PCR-rendszert hasznaltunk Micro Fluidic Card frissitéssel
(Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.). A mikrofluidikai kartyakat az SDS 2.1
szoftverrel (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.) elemeztik relativ kvantifikacios
vizsgalatok céljabdl, és a ciklus kuszob (Cq) értékeket tovabbi elemzésre exportaltuk. A B2-
mikroglobulin, B-actin és a glicerin-aldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) housekeeping gének
mutattak a legkisebb variaciot a mintak kozott. A GAPDH-t hasznaltuk referencia génként a ACq
érték kiszamitdsahoz minden gén esetében. Az expresszids értékeket a korabban leirt komparativ

Cq médszerrel (AACq) hataroztuk meg.

18



3.3. Afehérje expresszié meghatarozasa

A fehérjeexpressziot szemi-kvantitativimmunhisztokémiai (IHC) meghatarozassal mértuk. A friss
fagyasztott fagyasztott mintakat egy éjszakan at 4°C-on 4%-os paraformaldehid-oldatba
meritettik, majd paraffinba agyaztuk. Az IHC méréseket a Debreceni Egyetem Patholdgiai,
valamint Anatomiai, Hisztologiai és Embrioldgiai Tanszék laboratériumaiban végeztuk. A
metszeteket elészor xilol-oldattal eltavolitottuk a paraffinbdl, majd csokkené koncentracidju
etanol-oldatokkal rehidrataltuk. Ezt kovetéen hdéindukalt antigénfeltarast végeztlink
citratpufferben (pH 6,0). Az els6dleges antitesteket a gyartd utasitasai szerint higitottuk, majd 48
6éran at inkubaltuk. A glioblasztoma mintak esetében a vizualizalast a MACH 4 Universal AP
Polymer Kit® (Biocare Medical, CA, USA) és 3,3'-diaminobenzidin (DAB) alkalmazasaval végeztuk,
hematoxilinnal végzett ellenfestéssel. Minden metszetsorozathoz pozitiv és negativ kontroll
metszeteket is megfestettliink. Az illusztrativ célzattal készilt Gr. 3 mintak vizualizaciojat
masodlagos fluoreszcens ellenanyagok 1:500 higitasban torténé alkalmazasaval végeztik, és egy
éjszakan at inkubaltuk. A metszetek festésére 1:2000 higitasi DAPI-t hasznaltunk, majd
Hydromount segitségével lezartuk 6ket. A festés kiértékeléséhez konfokalis mikroszkdépiat

alkalmaztunk.

A glioblasztoma mintak IHC festének szemi-kvantitativ értékelése az alabbi mddszer szerint
tortént. A fehérje expressziét harom flggetlen vizsgald értékelte, minden metszeten
véletlenszerlen kivalasztott 10 nagy nagyitasu latétérben, szemi-kvantitativ médon. Az értékelés
soran figyelembe vettuk a fest6d6 sejtek és/vagy extracellularis tér szazalékos aranyat, valamint
a fest6dés intenzitasat. A festédés szazalékos aranyat az alabbiak szerint osztalyuztuk: negativ
vagy <10% fest6dés (0), 10-25% festdédés (1), 25-50% festédés (2), 50-75% festédés (3), >75%
festédés (4), a Bondarenko et al. altal leirt médszer szerint. Az intenzitast 0-t6l 3-ig terjedd skalan
értékeltik (negativ: -, gyenge pozitivitas: + (1), kdzepes pozitivitas: ++ (2), erés pozitivitas: +++(3)).
Minden metszet kombinalt pontszamat a szazalékos és intenzitdsi pontszdmok szorzataként

szamitottuk ki, majd minden minta esetében egy atlagos pontszamot hataroztunk meg.
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3.4. Statisztikai médszerek

Az adatok statisztikai elemzését egy biomatematikus segitségével végeztuk. A betegek klinikai
adatainak Osszehasonlitasara kétmintds t-prébat, Mann-Whitney prébat, valamint x2 -probat
hasznaltunk, a kulénb6z6 progndzisu csoportok tulélésének vizsgalatara Kaplan-Meier tulélési

analizis készult.

A teljes invazids panel csoportok kozotti 6sszehasonlitdsa kilonb6z6 statisztikai osztalyozdkkal
(linearis diszkriminancia analizis, legkozelebbi szomszéd moddszer) tortént. A statisztikai
osztalyozék a Weka v3.6 program (University of Waikato, Hamilton, Uj-Zéland) hasznélataval, a
tobbi statisztikai proba a GraphPad Prism v8.01 (GraphPad Software, La Jolla CA, USA) statisztikai

programmal készult.
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4. Eredmények

4.1. Eltéro prognosztikai csoportu Gr. 2 asztrocitomak
4.1.1. mRNS expresszié eredmények

Az extracellularis matrix molekulak egyedi Osszehasonlitasa alapjan 6 molekula esetében
igazolhato szignifikans kulénbség a génexpresszié vonatkozasaban. Ezen molekulak a HMMR
/CD168 (p=0.02*); IDH-1 (p=0.009**); Laminin a -5 (p=0.03*); MKI-67 (p=0.03*); PDGFA (p=0.04%*),

valamint verzikan (p=0.03%).

A linearis diszkriminancia analizis révén ECM molekulak adott prognosztikai csoportra jellemzé
expresszids mintazata kerult értékelésre, annak fényében, hogy az adott prognosztikai csoportra
jellemz6, minden egyes ECM molekulat magaba foglalé expressziés mintazatot, az egyedileg
értékelt ECM molekula melyik prognosztikus csoport iranyaba és a tobbi vizsgalt molekula

viszonylataban mekkora mértékben befolyasolta.

Sorrendben, a legnagyobb hozzajarulassal bird, ezaltal a differencidlasi lehetéséget noveld

molekulak: az integrin B -1, integrin a-V, integrin -5, CSPG-5, HMMR/CD168, CD44, EGFR.

Az ECM molekuldak mRNS expresszidjanak linearis diszkriminancia analizis statisztikai
osztalyozdval tortént értékelése alapjan tovabbi szarmaztatott paraméterek meghatarozasara
nyilt lehetéség, igy azt mondhatjuk, hogy ezen expresszids mintazaton alapuld prognosztikai

csoportositasunk szenzitivitasa 87.5 %, mig negativ prediktiv értéke 88.9%.
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4.1.2. Fehérje expresszidos eredmények

Az eredményeink alapjan szignifikans kilonbség a két prognosztikai csoport kdzott csak az
integrin aV tumorsejtek fest6dési intenzitasaban igazolhatdé (p=0.04*). A fehérje expresszids
eredmeényeink konkordans egyezése figyelheté meg a génexpresszids szinten detektalt értékekkel
az alabbiak szerint: integrin aV, brevikan, CSPG-5, verzikan, integrin B-5, CD-44, molekulak
minden vizsgalt paraméterben, mig az MDM2, MMP2, FLT-4 molekulak tumorsejt festédési

intenzitdsai mutatnak az mRNS expresszioval konkordans eredményeket.
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4.2. Onkoterapia elé6tti és utani Gr. 3 asztrocitomak
4.2.1. mRNS expressziés eredmények

Az egyedi ECM molekula 6sszehasonlitas kovetkezményeként kizarélag az integrin a-3 molekula
esetében [p=0.04*] igazolhato szignifikans kiildnbség a génexpresszié vonatkozasaban a vizsgalat

betegcsoportok kdzott.

A linearis diszkriminancia analizis révén végzett statisztikai osztalyozas értelmében sorrendben a
legnagyobb mérték( differencialasi lehetéséget jelentették a GFAP, HMMR, CD44, integrin a-3,
IDH-1, integrin a - V molekuldak. A linaris diszkriminancia analizis alapjan elvégzett

csoportazonositas szenzitivitasa 85.7 %, mig negativ prediktiv értéke 88.9 %.
4.2.2. Fehérje expressziéos eredmények

A Gr. 3 asztrocitaer daganatok esetében statisztikailag értékelheté immunhisztokémiai festésre

nem volt lehet8séglink, kizardlag illusztrativ céllal tortént IHC festés.
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4.3. Alacsonyabb gradusu gliomak (Gr 2,3) prognosztikai csoportjai

4.3.1. mRNS expressziés eredmények

MRNS expresszidk 6sszehasonlitdsaban a CSPG-5 (p=0.02*), az IDH-1 (p=0.01%*) és az integrin a-
3 (p=0.0003***) esetében igazolhatd szilgnifikans kulonbség. Mindharom molekula
vonatkozasaban a Gr. 3 csoportban igazolhaté magasabb expresszié. A linearis diszkriminancia
analizis révén végzett statisztikai osztalyozas értelmében sorrendben a legnagyobb meértéki
differencialasi lehetdséget jelentették az MDM2, HMMR, integrin-B5 és brevican molekulak. A
kulonb6z6 gradusu asztrocitomak elklulonitése az invaziés spektrum alkalmazasaval nagy

pontossagunak tekinthetd, szenzitivitas 93.7 %-nak, specificitas 100%-nak adddott.
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4.4. Eltéro prognozissal rendelkezo glioblasztomas betegcsoportok

4.4.1. mRNS expressziés eredmények

A glioblasztoma eltér6 progndzissal bird betegcsoportjainak 0Osszehasonlitasa jelentds
kiilonbségeket mutatott az mMRNS expresszié vonatkozasaban. Eredményeinket a 8. ABRAN
tintettik fel, ahol az egyes expresszidos értékek 10-es alapu logaritmikus skalan kerultek
feltintetésre. A molekulak egyedi 6sszehasonlitdsaban harom invazidval kapcsolatos molekula
expresszidja bizonyult szignifikansan eltérének a két prognosztikai csoportban. Az FLT4/VEGF-3,
az MDM2 expresszidja, valamint az MMP2 is szignifikdnsan magasabb expresszids értéket

mutatot a rosszabb progndzisu mintakban (p = 0,0285; p=0,02 és p=0,0023).

Az egyes ECM komponensek elemzése utan a legkozelebbi szomszéd statisztikai osztalyozasi

modszert alkalmaztuk (nearest neighbor search) az invazids panel egylttes, atfogd elemzésére.

A statisztikai osztalyozdé algoritmus a kovetkez6 molekulakat azonositotta legfontosabb

befolyasolo tényezékként: CD44, EGFR, FLT4/VEGF-3, IDH1, MMP2, PDGFA, TNC és VCAN.

Ezen ECM komponensek expresszidja kulcsszerepet jatszhat a kiilonb6z6 progndzisu tumorok
elklilonitésében. Az osztalyozd a 132 beteg esetébdl 94 esetben helyesen azonositotta azt, hogy
a beteg legalabb 24 hdnapot fog-e élni, tehat az osztalyozé algoritmus segitségével a beteg
prognodzisa nagy pontossaggal azonosithatdé. A szenzitivitas és a pozitiv prediktiv érték magasabb
volt a rosszabb progndzisu tumorok esetében. A médszer ROC-értéke 0,706, mig a binaris
osztalyozas mindségét mérd Matthew’s korrelaciés egyutthaté (MCC), amely -1 és +1 kozotti

értékeket vehet fel, 0,414 volt.

4.4.2. Fehérje expresszios eredmények

Az elemzett invazidval kapcsolatos fehérjék kozul a brevican, CD44, HMMR, integrin-aV és -p1,

valamint MDM2 expresszidja mutatott szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott.
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Az mRNS- és immunhisztokémiai eltérések irdnya osszhangban volt, kivéve az integrin-f1
molekulat. A fehérjeexpresszid 0sszhangja alatdmasztja az mMRNS-expresszids eredményeink

relevanciajat.

26



5. Diszkusszio

5.1. Altalanossagban

A diffuz, infiltrativ asztrocitomak a leggyakoribb malignus kdzponti idegrendszeri daganatok. Az
IDH 1/2 gének mutacios statuszatol fuggéen felosztasukban megklilonboztetink Gr. 2,3
csoportba sorolandd alacsonyabb gradusu asztrocitomakat, valamint a korabban szekunder
glioblasztomanak tekintett, un. high-grade Gr. 4 asztrocitomat. Glioblasztomardl kizarélag IDH
1/2 vad tipusu esetekben beszélink. A daganatokat jellemz6 peritumoralis infiltracid egyrészrél
diagnosztikus kritériumnak tekinthet6, masrészrél pedig meghatarozé a daganatok kezelése
kapcsan is. A daganatsebészeti szempontbdl kivanatos teljes eltavolitas a daganatsejt eredeti
tumormasszahoz vonatkoztatott tobb centiméterre torténd migracidja miatt nem lehetséges,
recidiva kialakulasa minden esetben bekovetkezik. Az infiltracié egy tobb épésbdl allo aktiv, a
sejtkozotti allomanyt kitoltd extracellularis matrix komponensek aktiv kozremikodése mellett
megvalosulé dinamikus folyamat. Az extracellularis matrix molekulak mennyiségi és min6ségi
meghatarozasa az eltéré prognodzisu, valamint mas-mas kezelési algoritmusban részesiult
betegcsoportokban mutatott expresszidos mintazata alapjan prognosztikus, valamint terapias
elényt is biztosithat a neuro-onkolégusok szamara. Tekintve mind az alacsonyabb gradusu
daganatok kozott ismeretes eltéré novekedési potencialt mutaté alcsoportokat, mind a
glioblasztoma esetében ismeretes hosszu tulélési id6vel jellemezheté betegalcsoportot
rizikbcsoportokat definialdé prognosztikus markerek meghatarozasa jelentds klinikai segitség. A
glioblasztoma a legagresszivabb human malignus megbetegedés. A vér-agy gat altal is
privilégizalt intrakranialis lokalizacié miatt mind a lokalis, mind a szisztémas kezelési lehetdségek
is korlatozott effektivitasuak. Tovabba, a kifejezett intratumoralis heterogenitas, valamint a
klonalis evolucié révén a terapia-rezisztens sejtcsoportok kiszelektaldédasa is aggasztd mértékda.
A jelenleg alkalmazott kemoterapias agensek leginkabb anti-proliferativ hatdsmechanizmust

képviselnek, az ezidaig vizsgalat targyat képz6 invaziét gatlé gydgyszerkészitmények szamottevd
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eredményt nem mutattak sem a progressziomentes-, sem a teljes tulélés vonatkozasaban.
Kutatocsoportunk a fent emlitett problémakorok mentén vizsgalta az alacsonyabb gradusu
asztrocitomak, valamint a glioblasztoma vonatkozasaban a peritumoralis infiltracioban szerepet
jatszé ECM molekulak szerepét eltéré prognosztikus, valamint kezelési algoritmusban részesult
betegcsoportok esetében, az ECM molekulak egyedi hozzajarulasanak, valamint expresszios

mintazatanak prognosztikus célu felhasznalasanak céljabol.

5.2. A Gr. 2 asztocitomak prognosztikus csoportjai az invazios spektrum alapjan

elkiilonithetéek

Ujabban a Gr. 2, valamint Gr. 3 csoportba sorolhaté gliomakat, igy az asztrocitaer folyamatokat is
az alacsonyabb gradusu gliomak terminusa szerint emlitik. A klasszikus hiszto-patolégiai
jellemvonasokon, tovabba a sejtek mitotikus aktivitasan alapuld elkilonités hatranyait jol
példazza ezen betegcsoport, hiszen jelentésen kiilonbozé lehet a terapias ellatasi algoritmus,
végs@soron eltérd prognosztikus varakozasokkal birnak a korabban Gr. 2 diffuz asztrocitomaknak
nevezett csoportba sorolhatd diffuz gliomak. A molekularis markerek fontossagat hangsulyozza,
hogy azonos szovettani csoportba sorolhaté alacsonyabb gradusu gliomak a megegyezd terapia
ellenére is igen eltéré progresszidé mentes (PFS) és teljes tulélési adatokat (OS) mutatnak. Ennek
megfeleléen ma mar a korabban homogénnek tekintett alacsonyabb gradusu gliomak csoportjan
belil a kilonb6zd terdpia meghatarozasdnak elésegitésére alacsony és magas rizikoju
alcsoportokrél beszélhetiink. Az alacsony gradusu asztrocitaer daganatok esetében a
rizikdcsoportok meghatarozasa a posztoperativ onkolégiai ellatast befolyasolja. Jelenleg sem
egyértelm( a tudomanyos allasfoglalas, miszerint az alacsony gradusu glialis daganatok
esetében pontosan milyen feltételek teljesulése mellett szlikséges kozvetlenul posztoperativan
radio-, és/vagy onkoterapia alkalmazasa. Megforditva a kérdést, egyértelmien nem hatarozhaté
meg azon alacsony novekedési potenciallal bird low-risk betegek kore, akiknél csak a szoros
kovetés, az un. watchful waiting stratégia alkalmazasa elegendd. Jelen vizsgalatunkban a Gr. 2

asztrocitomdk prognosztikai csoportjainak 0sszehasonlitdsdban az expressziés mintdzaton
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alapuld prognosztikai csoportositasunk szenzitivitasa 87.5 %, mig negativ prediktiv értéke 88.9%
a linedris diszkriminancia analizis alapjan. Osszeségében tehat elmondhatd, hogy az invazids
spektrum a rossz prognosztikai csoportba tartozd grade 2 astrocytomak kivalasztasahoz
megfeleld eszkdznek bizonyulhat, rutinszeriG felhasznalasaval ezen rizikécsoportok

elkulonitésében kiegészitd eszkozként funkcionalhat.

A prognosztikus csoportok kozott egyébirant tobb molekula is szignifikans kilonbséget mutatott
mind transzkripciés (HMMR, verzikan, PDGF-A Laminin a -5), mind transzlacids szinten (integrin
aV) igazolva. Eredményeink kozott jelentds konkordancia figyelheté meg, mely a molekula egyedi
szignifikans szerepére hivja fel a figyelmet a peritumoralis infiltracié folyamataban. (lsd.

Infiltraciéban kiemelt szerepet jatszo ECM molekulak alfejezet).
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5.3. Adiffaz, infiltrativ gliomak esetében alkalmazott kezelési stratégia korlatozott

anti-invaziv potenciallal bir

A diffuz gliomak esetében alkalmazott kezelési stratégia jellegét, a terapias targetek jellemzéit,
valamint a tulélési mutatdkra és életmindségére gyakorolt hatasat tekintve elmondhato, hogy a
glidlis daganatok terapiajaban érdemi attérés a temozolomid, valamint a bevacizumab
bevezetése 6ta nem tortént. Ennek okaként a kozpontiidegrendszer privilégizalt helyzete jelolhetd
meg elsbédleges okként. A radioterapia vonatkozasaban nehéz a megfeleld céltérfogat
meghatarozasa, hiszen az infiltralé sejtcsoportok a standard radiografias modszerekkel csak
korlatozottan, vagy egyaltalan nem mutathatéak ki. A sugarterapia dézismennyiségének és
eloszlasanak meghatarozasakor, féként a kedvez&bb tulélési mutatdkkal rendelkezd alacsonyabb
gradusu gliomak vonatkozasaban figyelembe kell venni a sugérterapia kognitiv és egyéb
magasabb rend( agyi funkcidra gyakorolt hosszutavu hatasat is. Az onkoterdpia esetében pedig a
koézponti idegrendszeri penetracio, valamint a terapiarezisztens mutaciok altal kiszelektalédo

gliomasejtcsoportok jelentik a legnagyobb kihivast.

A Gr. 3 asztocitomak vonatkozasaban végzett vizsgalatunk eredményei alapjan jol lathatd, hogy az
ECM molekulak expresszidos mintazatan alapuld elkulonités a két csoport kozott ugyan jo
hatasfoku, azonban az eredmények teljes korl értékelése alapjan szembetiling, hogy az integrin
a-3 az egyeduli molekula, mely szignifikans eltérést mutatott a két betegcsoport kozott. Ezen felll,
a nem szignifikdns expresszids értékek eltéréseit jelzé fold change valtozdsok sem utalnak
szamottevd expresszios kulonbségekre, valamint a molekulak tobbsége esetében a kezelésben
részeslt betegcsoport esetében mutathaté ki magasabb expresszids érték. Eredményeink azt a
feltételezést erdsitik, hogy a sugarterapia és az antiproliferativ kemoterapia a gliomak invazios

potencialjara szamottevd hatassal nem bir.
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5.4. AGr. 2 és Gr. 3 diffaz, infiltrativ asztrocitomak csoportjai egymassal atfedést
mutatnak - a jelenlegi gradusmeghatarozas 6nmagaban nem biztosit teljeskori

prognosztikus informaciot

Az alacsonyabb gradusu gliomak relevanciaja a korabbiakban részletezésre kerult. Ezen fogalom
megalkotasaval kivantak egy platformra hozni azon korabban kulén besorolasba es6 (Gr. 2 és Gr.
3) daganatokat, melyek habar hiszto-morfolégiailag kulonbdzéek, de bioldgiai és klinikai
viselkedés szempontjabol 6sszetartozé entitasoknak tekinthetéek, ezaltal a kezelési stratégiajuk
egyuttesen hatarozandé meg. A kulonb6z6 gradusu daganatok 6sszehasonlitasat célzo vizsgalati
csoportjaink ezen elv mentén kerlltek meghatarozasra. Megjegyzendd, hogy a két vizsgalati
csoport egyértelmd homogenitdsa az invaziés spektrum alapjan nem igazolhatd, azonban
kiemelendd, hogy az egyedi molekularis 6sszehasonlitdsban, az egyedi szignifikancia szintjét a
mitotikus aktivitast jelz6 MKI67 molekulan tul leginkabb a markans invaziv potencialt jelz6,
valamint gradusértékekkel 6sszefliggésbe hozhatd expresszids szint emelkedést mutaté CSPG-5,
valamint integrin a-3 molekulak mutattak. Vizsgalatunkban ezen molekulak a magasabb gradusu
mintdk esetében mutattak magasabb expresszids értékeket. Egyebirant, szamottevd egyedi

kulonbség nem igazolhaté az altalunk végzett 6sszehasonlitasokban.
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5.5. Azinvaziés spektrum hatékony prognosztikus marker glioblasztomas betegek

esetében

Megallapitasra kerlt, hogy az extracellularis matrix (ECM) komponensei glioblasztoma esetében
is, transzkripcids és transzlacids szinten is eltérd expressziét mutatnak. Az FLT4, MDM2 és MMP-
2 gének mRNS-expresszidja szignifikdnsan kulonb6zott a két csoport kozott, tovabba az MDM2
esetében fehérje expresszids szinten is szignifikans kulonbség voltigazolhatd. Az FLT4 és az MMP-
2 esetében pedig elmondhatd, hogy a statisztikai osztalyozo altal kulcsmolekulaként kerultek

kivalasztasra a kulonb6z6 prognosztikai csoportok elkulonitésében.

A legkozelebbi szomszéd mddszer elvén alapuld statisztikai osztalyozé algoritmus képes volt az
invazios spektrum alapjan azonositani az egyes mintak prognosztikai csoportjait. A médszer nagy
pontossaggal meghatarozta, hogy a beteg a rosszabb vagy a jobb progndzisu csoportba tartozik-
e. Klinikai szempontbdl ez kiemelt jelent6ségl, hiszen ezaltal gyakorlatilag a szovettani
meghatarozassal egyidejlileg van mdod az egyéni beteg tulélésére vonatkozd informacidt nyerni. A
rosszabb progndzisu betegek esetében mutatott magasabb pozitiv prediktiv érték segit azon
betegek azonositasaban, akik kezelését intenzivebbé szlikséges tenni a rendelkezéslinkre allo
modszerek mellett. Eredményeink tovabba kiegészitd informacioét biztositanak a glioblasztomak
molekularis 0sszetételérél is, igy a jovében lehetbévé valhat a megfeleld anti-invaziv terapias szer

kivalasztasa.
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5.6. Azinfiltracioban kiemelt jelent6ségii, terapia target molekulaként

szerepeltetheté ECM molekulak és azok jellemzéi

Az invazivitds kérdéskorének vizsgalata, valamint az egyes ECM molekulak vonatkozasaban
elérhetd informaciok a legtobb esetben a glioblasztomara vonatkoztathatéan elérhet6ek.
Eredményeink révén az egyes karakterisztikus molekulakrél rendelkezésiinkre allo
informacidémennyiséget kivantuk bdéviteni az alacsonyabb gradusu gliomak kérdéskorén belul,

esetleges terapias targetként valod felhasznalasuk megjelolésével egylttesen.

Az alabbiakban a vizsgalt csoportokban konzekvensen relevans molekulaként megjelolt ECM

molekulak szerepét kivanjuk kifejteni:

Az integrin molekulacsalad szerepe a peritumoralis invaziéban régéta a tudomanyos érdeklédés
kozéppontjaban all. Az integrinek heterodimer szerkezet(i, a glikoproteinek csaladjaba tartozo,
sejtfelszini transzmembran receptorok, melyek alpha-, valamint béta-alegységekbdl éptilnek fel,
mely alegységek a receptor ligand iranti specificitasat is meghatarozzak. Ligandok alapjan torténd
csoportositas szerint megklilonboztethetéek kollagén-, laminin-, RGD [arginin-glicin-aszpartat)
aminosav szekvencia segitségével demerizaciéra képes integrinek, valamint leukocita
receptorok. Intrinzik aktivitassal nem rendelkeznek, fokalis adhézidés kinazok (FAK) segitségével
képesek a downstream jelatviteli utvonalak aktivitalasra. Az invazio részjelensége a tumorsejt,
valamint a tumor mikrokornyezet, és az extracellularis matrix stromalis allomanya kozotti
interakcid, melyet az integrin molekuldk tobb vonatkozasban is segitenek. Jelatviteli itvonalak
aktivalasa révén angiogenetikus, valamint proliferativ jeleket is kozvetitenek, valamint

kihorgonyzast biztositd, fizikalis tényezbként is szolgalnak.

A béta-1 alegység a nyolc béta alegység kozil az egyik legfontosabbnak tekinthetd, tobb alpha-
alegységgel képes heterodimer formaciot kialakitani a perivaszkuldris térben. Ezen alegység ellen
hasznalt neutralizald antitest in vitro kisérletek alapjan 6nmagaban is képes az invazids potencial

csokkenését eléidézni, azonban, a klinikai gyakorlatban hasznalt érujdonképzédés gatlo kezelés
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(bevacizumab) hatasat is potencirozni képes. Vizsgalatunk egyértelmien megerdsitette ezen
molekula prognosztikus szerepét, az eredményeink alapjan a rosszabb prognosztikus csoport

azonositasat segitette elsésorban.

Az integrin — aV a RGD-szekvencia felismérésével dimerizaciora képes integrin alegységnek
tekinthetd. Ligandjai kozé tartozik tobbek kdzott a fibronektin, fibrinogén, valamint tenaszcin. Az
alpha-V alegység szerepe els6sorban magas gradusu glialis folyamatokban kertlt részletezésre.
Szerepét mutatja, hogy cilengitid néven az avp3 és avB5 alegységek elleni specifikus neutralizalo
antitest tobb vizsgalat targyat is képezte. Az eddigi eredmények alapjan a mindennapi gyakorlatba
nem kerult be, azonban tovabbra is kifejezett tudomanyos érdeklédésre tart szamot ezen alegység
neutralizalasa. Jelen vizsgalatunkban az alpha-V alegység szerepe mindharom vizsgalati
csoportban jelentdés hozzajaruld tényezd volt a csoportok kozotti elktlonitésben. Eredményeink
az alacsonyabb gradusu gliomak esetében az integrin — aV peritumoralis infiltaciot befolyasolo
jelentds szerepét erdsitették meg, igéretes prognosztikus, valamint anti-invaziv molekularis
targetnek is tekinthetd ezen, a molekula szempontjabol kevésbé vizsgalt betegcsoport

vonatkozasaban is.

Az integrin csaladbdl kiemelend6 tovabba az integrin a-3 (ITGA3) molekula, melynek invaziéban
betoltott szerepét igazolja, hogy fokozott expresszidja glioma Ossejt tipusu sejtek esetében
(glioma stem-like cell [GSC]) kerult azonositasra. Az glioblasztoma sejtvonalakon végzett
tanulmany alapjan ITGAS3 pozitiv sejtek a vérerek korili éssejt nichének tekintett terlileten
mutattak fokozott megjelenést, tovabba az infiltrativ sejtek esetében is felllreprezentalt volt

jelenlétiik, valamint Az ITGA3 expresszidja korrelacidt mutatott a sejtek invazios potencidljavalis.

A glidlis eredetll daganatok vonatkozasdban a gliikézaminoglikdnok csoportjdba tartozé
hialuronsav szerepe az invazié folyamatdban jelentés. Neoplasztikus esetekben mennyisége a
normal agyi extracellularis matrix allomanyhoz képest fokozott, valamint expresszidja a gradus

értékkel is aranyossagot mutat. A hialuronsav kétése a HMMR (CD 168), valamint a CD 44
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molekulak képesek. Az elérhetd vizsgalatok dont6 tobbsége szintén a magasabb gradusu glialis
folyamatok esetében tortént, azonban gradustol flggetlen jelentds esetszamot magaban foglalo
adatbazisok (the Cancer Genome Atlas — TCGA) értékelésével véghez vitt vizsgalatok a CD 168 és
CD44 prognosztikus szerepét erdsitették meg. Sajat eredményeink megerGsitették ezen
molekulak kiemelt szerepét az infiltrativ folyamatokban az alacsonyabb gradusu glialis

folyamatok esetében is.

Eredményeink alapjan emlitésre okot add, a peritumoralis infiltracié szempontjabol kiemelt

jelent6ségl molekula az FLT4, az MDM2, valamint az MMP2.

Az FLT4 a ,C” és ,D” tipusu vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF) receptora.
Normalisan nem expresszalodik az emberi agy endotéliumaban, viszont kimutattak, hogy a
glioblasztomaban taldlhaté vérerek endotéliumaban expresszaldédik. Ez tobbek kozott
hozzéjarulhat a bevacizumabbal kezelt betegek escape jelenségéhez, amely egy masodlagos
neovaszkularizacioét jelent az antiangiogén bevacizumab-terapia ellenére. Az MDM2 a p53 fehérje
gatldja. A megnovekedett MDM2-szint az egyik lehetséges mechanizmusnak tekinthetd a p53
kapuérfunkciéjanak megkerulésére, TP53 vad tipusu glioblasztoméakban. Ezen tulmenden, az
MDM2 p53-fuggetlen szerepekkel is rendelkezik. Az MDM2 genomikus instabilitast idéz eld,
valdszinlleg a DNS-karosodas javitasanak gatlasan és a sejtciklus leallitasanak elnyomasan
keresztil. Emellett bizonyitottan el6segiti az EMT folyamatat, ezaltal fokozza a sejtek
mozgékonysagat és a tumor invazivitasat. Az MMP-2 jél ismert szerepet jatszik a tumor
extracellularis matrixanak dinamikus atalakitasaban, valamint egyéb onkogén funkciékban,

amelyek elésegitik a glioma sejtek agyi parenchymaéba valé invazidjat.
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6. Osszefoglalas

Az asztrocitaer daganatok a kozponti idegrendszer malignus daganatainak leggyakoribb
képviseldi. Kurativ kezelésuk sem a komplett sebészi eltavolitast nehezitd peritumoralis infiltracio
miatt, sem a jelenleg tobb szempontdl csak korlatozott effektivitasu sugar-, és kemoterapias
kezelés miatt nem Kkivitelezhet6. Az Ujabban elérheté molekularis genetikai alapon torténd
diagndzisalkotas prognosztikus, valamint prediktiv elényoket szolgaltat a neuro-onkolégusok
szamara, azonban tovabbra is nehezen meghatarozhatdak az egyes, eltéré ellatasi protokollba

tartozo rizikdcsoportok.

Munkacsoportunk a fenti problémakoroket 0Osszekapcsolva a peritumoralis infiltracio
jelenségében szerepet jatszé6 ECM molekulak expresszids mintazatanak értékelésével kivanta a
rizikbcsoportok azonositasat segiteni, oly mddon, hogy az eltéré agresszivitasu, prognézisu,
valamint megel6z6 terapias ellatasi protokollban részestlt asztrocitaer daganatcsoportok

eziranyu molekularis 6sszetételét vizsgaltuk.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy adott ECM molekuldk expresszids értékeinek
figyelembevételével a glioblasztoma, valamint a Gr. 2 difflz, infiltrativ asztocitomak csoportjan
belil a prognosztikus alcsoportok elkiilonitése j6 hatasfoku. Megallapithatd tovabba, hogy az
alacsonyabb gradusu gliomak csoportjan belll a jelenleg alkalmazott gradusmeghatdrozas nem
kelléen reprezentalja a Gr. 2 és Gr. 3 asztocitaer daganatok kozotti klilonbséget, tovabba, hogy a

jelenleg alkalmazott kezelési protokoll szamottevd anti — invaziv potenciallal nem rendelkezik.
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7. Ujtudomanyos eredmények

1. AGr. 2 asztrocitomak eltérd prognézissal rendelkezé alcsoportjai az extracellularis matrix
molekulak invaziés spektruma alapjan elkilonithetéek. Az invazids spektrum értékelése
a graduson beluli rizikdcsoportok azonositasat segiti.

2. A diffuz, infiltrativ gliomak esetében alkalmazott kezelési stratégia az extracellularis
matrix molekulak expresszidjara érdemi hatast nem gyakorol, a kezelés korlatozott anti —
invaziv potenciallal bir.

3. A Gr.2 és Gr. 3 diffuz infiltrativ csoportjai egymassal atfedést mutatnak. A jelenleg
alkalmazott gradusmeghatarozds Onmagaban nem biztosit teljeskorli prognosztikus
informaciét, az alacsonyabb gradusu glioma fogalm napi gyakorlatba valé vezetése
javasolt.

4. Az invazids spektrum hatékony prognosztikus marker glioblasztomas betegek esetében,
alkalmazasa a hosszabb tulélési mutatokkal rendelkezé glioblasztoma alcsoport
kiszelektalasat segitheti.

5. Az invaziés panelbe tartozd extracelluldris matrix molekulak -a magasabb gradusu
gliomakon tul-, az alacsonyabb gradusu gliomak esetében is kulcsfontossagu szerepet

jatszanak a peritumordlis infiltracié folyamataban (pl. integrin a3,aV,1, MMP2).

8. Targyszavak

Alacsonyabb gradusu glioma, asztrocitoma, glioblasztoma, progndzis, rizikd6 csoportok,

peritumoralis infiltracid, extracellularis matrix, invazids spektrum

Lower grade glioma, astrocytoma, glioblastoma, prognosis, risk groups, peritumoral infiltration,

extracellular matrix, invasion spectrum
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9. Koszonetnyilvanyitas

Ezton szeretném megkdszénni témavezetém Klekner Almos Tanar Ur szdmdra témavezetéként
nyujtott segitségét. Koordinalasa, szakmai és emberi tamogatasa mellett sajatithattam el a
tudomanyos moddszertant, valamint lehetéségem nyilt a kdzponti idegrendszer mélyrehatobb

megismerésére. Szakmaisaga, precizitasa, valamint emberi hozzaallasa példaértékd szamomra.

Halas koszonettel tartozom Bognar Laszld Professzor Urnak, hogy lehetéséget biztositott az
Intézetben torténd tudomanyos kutatdmunka folytatasdahoz. Koszonet illeti meg a Neuro-
onkolégiai Laboratérium korabbi dolgozoit, Reményi — Puskar Juditot, valamint Jenei Adriennt,
akik a minta-, és adatgyUjtésben mindig megbizhaté segitséggel szolgaltak. Koszonom a
Neuropatholédgiai Laboratérium munkatarsainak segitségét, akik tlrelemmel és nagy
gondossaggal segitették az vizsgalomodszerek részleteinek elsajatitdsat, a vizsgalatok
kivitelezését. Koszondm a szerz6tarsaimnak az egyuttmikodés lehetfségét, valamint a
szamolatlan hasznos tanacsot a munkam soran. Kilon kdszonet illeti meg Virga Jozsefet, szerz6-
, €s harcostarsamat, akivel az elmult 10 évben k6zdsen dolgozhattam, segitsége elengedhetetlen

volt a disszertacio elkészitéséhez.

Halasan koszonom Barzd Pal Professzor Urnak, aki a mindennapi klinikai munka mellett
Osztonzott és tamogatott a tudomanyos munkavégzésben, tovabba a kutatasaimhoz tartozé

klinikai és sebésztechnikai vonatkozasokat paratlan profizmussal szamomra atadni igyekezett.

Szivem teljes szeretetével koszonom feleségemnek, valamint kisfiamnak a sokszor embert
probalo idészakokban nyujtott tamogatasukat, tlirelmuket. Szamomra Ti jelentitek a mindent.
Nagyon koszonom édesanyamnak, édesapamnak, testvéremnek és nagymamamnak, akik hitet,

célt és lehetbséget biztositottak szamomra.
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