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BEVEZETES

A primer agydaganatok legnagyobb csoportjat alkotd asztrocitomak az agyallomany
tamasztoszovetét képezd gliasejtekbol szarmaztathatok. Megjelenésiik és agresszivitasuk
alapjan a WHO I-1V. gradusba sorolja dket, melyek koziil a legnagyobb jelentdségi a kiilon
névvel illetett IV. gradust asztrocitoma, vagyis glioblastoma multiforme (GBM). A
glioblasztoma incidencidja az Egyesiilt Allamokban 3.2:100.000/év, férfiakban mintegy
masfélszer gyakoribb, mint ndkben. Tipikusan a kdzépkoruak betegsége, 40 és 65 év kozott
fordul el6 a leggyakrabban, a betegek atlagéletkora 54 év. A gliomék az 6sszes intrakranialis
tumor 30-35%-aért felelosek. A felndttekben a gliomak kozott a leggyakoribb (55%) tumor a
glioblasztoma, és az 6sszes malignus primer intrakranialis daganat 46%-at képezi. A hossza
tava tulélés nagyon ritka, €s csupan a legujabb terapias eszk0zOk bevezetésével valt
elérhetévé a 9.8%-os Otéves tulélés. Terapia nélkiil a glioblasztoma varhato atlagos tulélése
nem tobb mint 3-6 honap. A gyakorlatilag biztosra veheté daganatkitjulas egyik f6 oka, hogy
a GBM Kkifejezett infiltrativ tulajdonsaggal bir és ezaltal teljes sebészeti reszekcioja szinte
soha nem kivitelezhetd.

A kozponti idegrendszer (KIR) sejtjeit a szervezet tobbi sejtjeihez hasonldoan egy
fehérjében és rostban gazdag allomany, az extracellularis matrix (ECM) veszi koriil. Az ECM
szovet-specifikus, dinamikus ¢és aktiv kornyezetet biztosit a sejteknek, ill. sejt-ECM
kapcsolaton és masodlagos jelatviteli Utvonalakon keresztiil meghatarozd szereppel bir
kiilonb6zo fizioldgias és patologiai folyamatokban, mint példaul a sejtmozgés, differenci-
alodas, génexpressziod, hisztogenezis valamint a rosszindulati daganatok terjedése. A
tumorsejtek invaziodja soran szoros kapcsolat alakul ki a daganatsejt és az ECM kozott. Az
intrakranialis daganatokat igen jol lehet jellemezni eltéré invaziv potencialjukkal, ami
nagymértékben fligg ettdl a sejt-ECM kapcsolattol. A kifejezetten invaziv malignus gliomak
jelentésen kiilonboznek a csaknem gomb alakt agyi attétektdl €s a peritumoralis agyszovet
infiltracidja a legtobb esetben lehetetlenné teszi radikalis eltavolitasukat. Ezzel szemben egy
atlagos szoliter agyi attéti daganat sebészi reszekcioja altalaban rutin idegsebészeti feladatnak
szamit. Az ECM-nek kiemelkedd szerepe van az anaplasztikus daganatok meglepden eltérd
mértekil invaziv viselkedésében.

Korabban évtizedeken keresztiil egyediil a radioterapia szolgalt posztoperativ terapias
lehetdségkeént a glioblasztomas betegek kezelésében. A sugarterapia Onmagdban alkalmazva a
betegek atlagos tulélési idejét a kezelés nélkiil varhatd 3-6 honaprol koriilbeliil 9-12 honapra
emelte.

A GBM kezelésében 2006 ota vilagszerte elfogadott kezelési mod a 6 héten 4t tartd
konkuralé kemo-irradiacio, melynek soran a betegek naponta (6sszesen 30 alkalommal) 1.8-
2.0 Gy sugarkezelésben (focal brain radiotherapy, FBRT) és ezzel egyiitt napi 75mg/m? per
os temozolomid (TMZ) terapiaban, majd tovabbi legalabb 6 ciklus TMZ monoterapiaban
részesiilnek. Ez a jelenleg is aktudlis kezelési protokoll a ttlélési paraméterek javulasat hozta:
az atlagos progresszidomentes tulélés 4,5 honaprol 6,9 honapra, a teljes talélés 8,6 honaprol
14,6 hoénapra javult.

A TMZ egy olyan oralis alkilalo agens, amelyet vér-agy gaton térténé permeabilitasa
alkalmassé tesz a gliomak kezelésére. A TMZ fiziologias pH értéken spontan hidrolizal 3-
metil-(triazén-1-yl) imidazole-4-karboxamidda (MTIC), ami tovabb hidrolizal 5-amino-
imidazol-4-karboxamidda (AIC), amely a tulajdonképpeni aktiv alkilalo agenssé,
metilhidrazinna alakul. Ez az erdsen reaktiv kation a DNS-ben az O6 pozicidoban 1évo
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guaninokat metilalja és igy bazispar mismatch-et okoz. A sikertelen mismatch javitasok a
replikacié sordn a DNS leany-szal torését okozzak, ami a sejt apoptdzisdhoz vezet.

A TMZ dozirozasanal a szovodmények eldfordulasi valdszinlisége (mieloszupressziv
hatas) az elsddleges korlatozd szempont. Az intratumoralis lokalis koncentracid emelése
anélkiil fokozna az antiproliferativ hatast, hogy a mellékhatasok eléforduldsa novekedne. A
glioblasztomas betegek terapiaja soran alkalmazott kezelési protokollban az irradiacio fizikai
hatasanak tulajdonitott atmeneti vér-agy-gat permeabilitas-fokozodastél —magasabb
intratumoralis gyodgyszerkoncentracido elérése varhat6. A kérdés az, hogy a TMZ oralis
bevitele és az irradiacid kivitelezése idoben hogyan viszonyuljon egymashoz a maximalis
hatékonysag elérése érdekében? Ehhez elsd lépésben egy megbizhatd gyodgyszeranalitikai
metodusra van sziikség, mely az igen alacsony koncentracioji TMZ-t olyan, erésen komplex
bioldgiai mintabdl, mint a huméan szérum gazdasadgosan, nagy biztonsaggal detektalni képes.
A kemoterapias készitmények Osszehasonlitdsdhoz, a legmegfelelobb kivalasztasdhoz emellett
az intratumoralis gydgyszerkoncentracid ismerete jelentds segitséget nyujtana, de erre
vonatkozé irodalmi adatok eddig még nem sziilettek.

A TMZ alkalmazasa mellett széles korben folynak a kutatasok tovabbi kemoterapias
készitmények kifejlesztésére, melyek érdemi megoldast jelenthetnének a recidiva
problémajara, azonban az atiité siker még varat magara. A jovobeni elképzelések alapjat az
antiproliferativ hatasmechanizmust kiegészitd, 1) tdmadasponta készitmények kutatdsa adja.

A magas proliferacios rata és az invaziv jelleg mellett a malignus gliomak kezelési
sikertelensége sokszor a daganatos sejtek csokkent kemo- és radioszenzitivitisanak
tulajdonithato. Ma mar szamos, a radiorezisztenciaval 6sszefliggésbe hozhatdé mechanizmus
felderitésre keriilt, azonban a hatteriikben all6 molekularis interakciok még mindig
meghatarozatlanok. Raadasul, a DNS karosodasra adott elégtelen valasz, a sejtfelszini
molekuldk, koztilk a novekedési faktor receptorok koros egyiittmitkodése miatt kialakult
szabalyozatlan jelatvitel szintén fontos szerephez jut. Az epidermal growth factor receptor
(EGFR, vagy ErbB1) gyakori funkcioszerzé6 mutacidja a malignus gliomakban mar régota
ismert. Az ErbB1 receptor tirozin-kinazok az ionizald sugarzasokra adott valaszreakciokban
és rezisztencia kialakitasaban vesznek részt, az emelkedett ErbB1-szint csokkent radioszenzi-
tivitassal jar a magas gradusu asztrocitoma sejtekben. Azt is kimutattdk, hogy a tumorsejtek
tobb, az ErbB csaladba tartozd molekulat expresszalhatnak, amelyek homo- és
heteroasszocialédhatnak a jelatviteli folyamatok soran. Tovabba, a tumoros sejtek tulélése és
proliferacioja nagyban fligg a sejt és annak kornyezete (ECM) kozotti kdlcsonhatastol és a
funkciondlis kapcsolatok bizonyos sejt adhézidos molekuldk és a receptor tirozin-kindzok
kozott hozzajarulhatnak a kemo- és radiorezisztencia kialakuldsdhoz. Az egymassal
asszocialodott receptor tirozin-kinazok és sejtadhézios molekuldk koaktivacidja redundans
szignalokat kiild a citoplazméba és ezzel befolyasolja a sejtek valaszat a célzott terapidkra.
Nem véletlen tehat, hogy az EGFR ¢és kapcsoloddé membranreceptorok vizsgalata napjainkban
is a kutatasok egyik {0 témajat képviseli.

Osszegzésként elmondhatjuk, hogy jelenleg a primer agytumorok kurativ
onkoterapidgja még nem ismert. Az intenziv sejtosztodds, a szignifikdns peritumoralis
besziir6dés, a csokkent radio- €s kemoszenzitivitds és a fokozott angiogenezis egyiittesen
felelés a gliomak kiemelkedden magas recidiva-ardnyaért. A nemrégiben bevezetett
kemoterapias szerek effektivitdsanak atmeneti jellege miatt valosziniileg kombinalt terapia
hozhatna javuld eredményeket. Ezért amellett, hogy komoly erdfeszitések torténnek nagy
specificitasi tumormarkerek kutatdsara, az aktudlis onkoterapia ineffektivitasanak vizsgalata
és a gliomak invazidja molekularis spektrumanak feltarasa sokat elarulna a kiilonbozo
szOvettani tipusu és gradusu tumorcsoportok varhatd biologiai viselkedésérdl és jelentdsen
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hozzajarulna a neuro-onkologia fejlédéséhez. A relevans irodalmi adatok szerint a személyre
szabott kemoterapiahoz, ill. egyedi anti-tumor célpontok kivalasztasahoz a gliomak
invazidjaban kulcsszerepet betolté molekulak meghatarozasa komoly segitséget nyujthat.
Kutatasainkat ezek alapjan egyrészt a jelenlegi onkoterdpia ineffektivitdsa okainak feltarasa,
masrészt a peritumoralis invazid molekularis hatterének megismerése vezette.

CELKITUZESEK

A jelenlegi szerény neuro-onkologiai kezelési eredmények hatterének megismeréséhez
¢s az onkoterapia hatékonysdganak fokozédsa céljabol kutatasainkhoz a kovetkezd
célkitlizéseket fogalmaztuk meg.

1. Mivel minden vizsgalat sajat beteganyagon torténik, ezért els6 1épésben a Debreceni
Idegsebészeti Klinikan kezelt betegek mintagytijtését sziikkséges megszervezni. A szabalyozott
formaban, etikai engedéllyel és kutatasi célokra alkalmas szovetmintdk gytijtése, tarolasa €s
kezelése céljabol Tumor- és Szovetbankot kell 1étrehozni. A glioblasztomas betegek klinikai
paramétereinek feldolgozasaval parhuzamosan adatbankot is érdemes kialakitani. Ennek
segitségével meg lehet majd hatarozni a jelenlegi onkoterapia effektivitasat és tjra lehet
értékelni a klinikai betegadatok prognosztikai szerepét valamint az idegsebészeti mutéti
ellatas kiterjesztésének jelentdségeét.

2. A betegadatok feltérképezése utdn a genetikai prognosztikai faktorok sajat betegpopulacion
megvalosuld klinikai relevanciajanak meghatarozasat és az 1pl19q kodelécid vizsgalati
eredményeinek €és onkoterapiat befolyasold prediktiv szerepének elemzését tiiztiik ki célul.

3. A klinikai adatok elemzését kdvetden a primer malignus agydaganatok kezelésében
bazisterapianak szamito TMZ mérsékelt hatékonysaganak okait célszerti meghatarozni. Ehhez
elengedhetetleniil sziikséges a TMZ szérumbeli aktualis koncentracidja rutinszer
kimutatasanak ¢és intratumoralis koncentracidja objektiv meghatarozasanak technikajat
kidolgozni. Ennek soran a GBM kezelésének konkuralo fazisaban per os adott TMZ
sugarterapiahoz viszonyitott optimalis idobeni alkalmazédsara tudnank javaslatot tenni, és
célkitizés az irodalomban még nem szerepld, human glioblasztomaban kemoterapias
készitmény intratumordalis koncentracidjara vonatkozo6 objektiv adatot szolgéltatni.

4. Miutdn megallapitottuk a jelenlegi onkoterapia korlatainak egyes f0 tényezdit, a
glioblasztomas betegek sugar- és kemoszenzitivitdsara utald prognosztikai faktorok
meghatarozasa a cél. A korabbi eredmények alapjan e szempontbol igéretesnek tiind EGFR ¢és
integrin expresszid szerepének vizsgdlatat tekintettiik feladatunknak. Egyrészt a két
célmolekula sejtfelszini asszocidcidjanak asztrocitomakra vonatkozéd prognosztikai
jelentdségének megitélése, masrészt a TKIl-ok GBM kezelésében varhatdo potencidlis
effektivitasat elérevetité EGFR amplifikacio és mutacio meghatarozasa a kutatasunk célja.

5. Megértve a kemo- ¢és sugarterapia effektivitdsanak korlatait, a gliomak mitéti
reszekabilitdsa molekularis hatterének vizsgéalatat tliztiik ki célul. Ehhez els6sorban az
invazioban szerepet jatszO6 ECM komponenseket kell azonositani, majd a kdrnyezd
agyallomanyt kiilonb6zé mértékben infiltrdld tumorok (intracerebralis metasztazis versus
molekularis mechanizmusok 4llnak a kiilonb6z6 szovettani besorolasu, de egyarant
anaplasztikus intracerebralis daganatok igen eltéré mértékli invazidja mogott?
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6. Felismerve a GBM kezelési kudarcdnak egyik f6 okaként szerepeltethetd kiterjedt
peritumordlis invaziot, ezen a vonalon tovabb kutatva elemezniink kell a konkurdlé kemo-
irradidcié glioméak invazivitdsdra gyakorolt hatasanak molekuldris szintli manifesztacioit
kezelés elotti és kezelés utani GBM mintakon. Kérdésiink, hogy a jelenlegi onkoterapia
elésegiti-e a kiajulo GBM mitéti reszekabilitasat, azaz van-e kimutathatd invaziot gatld
hatédsa?

crer

kornyezé agyallomany szerepével kapcsolatban meriilnek fel kérdések. Igy folytatva a
kiilonbozd eredetli anaplasztikus daganatok (pulmondlis adenokarcindma agyi attéte versus
GBM) eltér6 mértékli invazidja magyardzatanak kutatisat, a peritumoralis agyallomany
tumoros infiltracidval kapcsolatban fellépd védekez6 reakcidinak feltarasat is célkitlizéseink
kozé soroltuk. Ezaltal az irreszekabilitdst eredményezd tumorinvazid mindkét oldalanak
résztvevojét vizsgalva lehet a folyamatrol egységes képet alkotni és tumor-specifikus
személyre szabott onkoterdpidhoz 1) adatokat szolgaltatni.

8. Mivel GBM esetében a hosszatava tualéléshez sziikséges teljes miitéti eltavolitas a
peritumoralis invazi6 miatt nem kivitelezhetd és a mindig bekdvetkezd lokalis recidivaért is
ez tehetd feleldssé, az invazids molekuldknak a varhato tulélésre gyakorolt hatisa nem
kérdéses. Ennek a megfigyelésnek az objektiv meghatarozasdhoz azt sziikséges
megvizsgalnunk, hogy az invazidban szerepet jatszO6 ECM alkotok expresszidja milyen
Osszefliggést mutat a glioblasztomas betegek talélésével, és ez GBM esetében 1j
prognosztikai faktornak mindsithet6-e?

BETEGEK ES MODSZEREK
1. A Neuro-onkologiai Labor kialakitdsa

A jelen tézisekben szereplé tudomanyos eredmények mindegyike a Debreceni
Egyetem Klinikai Kozpont (DE KK) Idegsebészeti Klinikan kezelt betegek klinikai
paramétereinek, tumor- és szovetmintdinak feldolgozasabdl szarmazik. Ezeket a kutatasokat
az Idegsebészeti Klinikan Ilétrehozott Neuro-onkologiai Labor keretei kézott mikodo
Idegsebészeti Agydaganat- és Szovetbank (a tovabbiakban Agydaganatbank) altal nyujtott
lehetdségek alapoztak meg. Az Agydaganatbank miikodéséhez a mintat a KoIni Idegsebészeti
Klinikdn mikoédé Neuro-onkologiai Laborban taldlhatdé hasonld tumorbank adta. Az
Agydaganatbank TUKEB engedéllyel rendelkezik, melyet kétévente beszdmold alapjan
hosszabbit meg az illetékes Bizottsag.

2. Tumormintadk és modszerek

Az Agydaganatbank szamara egyrészt intraoperativ gyorsfagyasztott szovetminta-
gyljtést végeztiink, de emellett tovabbi human szévetmintak (liquor, nyal, bronchusvaladék,
vér, szérum) gyljtése és mélyfagyasztott allapotban torténd tarolasa is megvalosult. Az
intraoperativ mintagytijtésnek kiemelkedd eldnye, hogy a lefagyasztott szovetmintdk késébb
nem csak morfologiai vizsgalatokra, molekuldk mennyiségi analizisére, hanem funkcionalis
vizsgalatok céljara (elsésorban enzimaktivitds meghatirozéasara) is alkalmasak maradnak
(szemben pl. a formalin fixalt mintdkkal). Tovabbi elény, hogy a rutinszerii mintagytijtés
egyrészt a ritka tumorokbol évek soran nagyszami mintakollekcid létrejottét eredményezi,
masrészt a kiajult daganatokbol szarmazo szovetmintdk vizsgalataval a kiilonb6z6é onkologiai
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kezelések hatdsainak molekularis szinti meghatarozasa is megvalosithat6. Az Agydaganat-
bank miikodési stratégiaja ezaltal horizontalis és vertikalis mintagy(ijtési célokat valosit meg.
A minél tobbféle szdvettani tipusu daganatbdl szarmazé mintagylijtés a teljes tumorpaletta
lefedésének igényével horizontalis sikban eredményez nagyszdmu archivalt szovetmintat, mig
az egyes betegek idobeni kovetésével megvalosuld mintagyiijtés vertikalis adatkapcsolasi
lehetdséget valosit meg.

Kiilon kiemelendd jelentdségili, hogy az Agydaganatbankban az idegsebészeti mutétek
soran elkeriilhetetlentil eltavolitasra keriild, egyébként nem tumoros agyszovetek is tarolasra
keriilnek. Ezekben az esetekben elsdsorban a funkcionalis idegsebészeti miitétekbdl (pl.
epilepszia-sebészet) szarmazd mintakat gyijtjiik, de a beé¢kelddés elharitasat célzd uncus gyri
hippocampi vagy tonsilla cerebelli eltavolitasa, illetve alkalmanként a frontalis vagy
temporalis polus reszekcid is felbecsiilhetetlen értékii mintak gyjtésére ad alkalmat. Ennek
koszonhetden alakult ki ugyanis egy nem-tumoros, szdmos szempontbol normalisnak
tekinthetd agyszovetgylijtemény, mely nemzetk6zi szinten is egyediilalld és minden
tumorszdvetet c€lzd tudoményos kutatashoz referenciaszovetként funkciondldé mintikat
szolgaltat.

Jelen kutatasainkhoz a kovetkez0 szovetmintakat hasznaltuk fel és az alabbi
vizsgalomodszereket alkalmaztuk:

1. A jelenlegi onkoterapia hatékonysaganak megitélését célzo vizsgalatunkban 104
olyan agydaganatos beteg adatait dolgoztuk fel, akiknél 2002 és 2012 kozott glioblasztoma
miatt idegsebészeti miitét tortént. A posztoperativ terapia alapjan a pacienseket 6t csoportba
osztottuk. Voltak betegek, akik allapotuk alapjan semmilyen onkoterapiaban nem részestiltek,
ezt kovette a palliativ radioterapia csoportja, majd a teljes d6zist sugarterapia, a kombinalt
radio-kemoterapia és végiil az ezt kiegészitd bevacizumabbal is kezelt betegek csoportja.

2. Az 1p/19q kodelécid sajat beteganyagon torténd klinikai relevancidjanak
meghatarozasahoz 2006 és 2008 kozott Osszesen 28, a Debreceni Idegsebészeti Klinikan
operalt beteg esetében tortént a mitét utan 1p/19g-kodelécidé meghatarozas a DE KK
Pathologiai Intézetben. 9 Gr Il oligoasztrocitomas, 10 Gr II oligodendrogliomas, 3 Gr III
oligoasztrocitomas és 6 Gr III oligodendrogliomas beteg klinikai adatait vetettilk Gssze a
genetikai vizsgalat eredményével. Vizsgaltuk a daganat gradusa, a betegek neme, életkora, a
miitét tipusa, a tumor lokalizacioja (féltekék, illetve lebenyek szerinti elhelyezkedés),
valamint a szdvettani tipus és a tumor 1p/19q-kodelécido kozotti Gsszefiiggéseket. Emellett
tanulmanyoztuk az 1p/19g-kodelécido recidivamentes ¢és teljes tulélésre vonatkozd
prognosztikai szerepét a kiilonb6zd gradust tumorok, illetve a kiilonbozé posztoperativ
onkoterdpidban részesiilt betegek vonatkozasaban.

3. A TMZ szint meghatarozasdhoz két glioblasztomas beteg szérum mintajat (a
vérmintakat az egyszeri 400 mg dozist TMZ oralis alkalmazésa utdn 60 perccel vettiik le) és
két nem tumoros beteg szérum mintdjat alkalmaztuk. A TMZ intratumoralis
koncentracidjanak meghatdrozasahoz a tumormintdkat egy jobb frontalis rekurrens
glioblasztomas beteg idegsebészeti operdcidja soran szereztiik be. A beteg temozolomid
monoterapidban részesiilt és az utols6 temozolomid adagjat (400mg) kovetden rapid
allapotrosszabbodas miatt keriilt mitétre. Annak érdekében, hogy kozel radikalis
tumorreszekciot lehessen elérni, a tumorszovet melletti peritumoralis agyallomany is
eltavolitasra kertilt, mely mint nem-tumoros szdvetminta Szerepelt a vizsgalatok soran. A
tumormintakat és a nem tumoros agyszovetmintakat liofilizaltuk és homogenizaltuk, majd ezt
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kovetden egy erre a célra kidolgozott oldési technikat kdvetden tettiik alkalmassa a kapillaris
elektroforézisssel (CE) végzett mérésekre.
A CE mérésekhez egy HP3D CE modelt hasznaltunk (Agilent, Waldbronn, Germany).

4. Az EGFR-integrin expresszid és asszociacid vizsgalatdhoz intraoperative frissen
fagyasztott I1-es és IV-es gradusu asztrocitomak szoveti metszeteirdl késziiltek fluoreszcencia
rezonancia energia transzfer (FRET) mérések konfokalis mikroszkop (Zeiss LSM510 CLSM,
Carl Zeiss, Jena, Németorszag) hasznalataval.

Az EGFR amplifikacio vizsgéalatdhoz 20 rekurrens glioblasztomaval rendelkezd
paciens mintait vizsgaltunk meg. Minden paciens idegsebészeti beavatkozasban illetve
legalabb radioterdpiaban részesiilt majd ezutan Ujult ki a daganatuk. Az EGFR expressziot
immunhisztokémial vizsgalattal, az EGFR génamplifikaciot fluoreszcens in-situ hibridizacio
alkalmazasaval hataroztuk meg. Az EGFR mutacié meghatdrozasahoz Nested PCR és DNS
szekvenalast végeztiink.

5. Az invazios panel vizsgalatdhoz 6sszesen 20 GBM, 29 tiid6 adenokarcindma agyi
attéti daganat, 23 nem-tumoros agyszovet, 8 ll-es gradusu asztrocitéma €és 8 schwannoma
szovetmintat hasznaltunk fel, melyeken kiilonb6z6é szamu, osszesen 92 ECM komponens
mRNS ¢€s proteinszinti expresszidjat hataroztuk meg. Az mRNS expressziot TagMan Low
Density Array (TLDA) hasznalataval, (Applied Biosystems 7900HT real-time PCR Micro
Fluidic Card upgrade-ben, USA), a fehérje mennyiségi analizist tomegspektrométer
alkalmazasaval hataroztuk meg.

6. Az onkoterapia invazids panelre gyakorolt hatasanak meghatarozasahoz 31, rutin
idegsebészeti mitét soran eltavolitott €s intraoperative gyorsfagyasztott human GBM
szOvetmintat vizsgaltunk. 15 minta onkoterapiaban még nem részesiilt betegtdl szarmazott, 16
esetben pedig sugar- ¢és kemoterapiat kovetdéen kitjult daganat reszekcidja soran nyert
tumorszdvetet dolgoztunk fel. A szOvetmintdkban vizsgalt invaziés panel 19, korabbi
eredményeink alapjan kivalogatott extracellularis matrix alkotéelembdl allt, melyek RNS ¢és
fehérje szintli génexpressziojat hataroztuk meg.

7. A peritumordlis agyallomany ECM szerkezetének vizsgalatdhoz 19 invazidohoz
kothet6 ECM komponensbdl €s sejtmembran-fehérjébdl allitottuk 6ssze az invazids panelt,
majd RNS és fehérje-szintli vizsgalatokat végeztiink. Haromféle, idegsebészeti miitét soran
eltavolitott human agyszovet minta keriilt feldolgozésra: makroszkoposan kozvetleniil
glioblasztoma melletti agyallomany (peritumoralis zona, peri-GBM), tiid6 adenokarcindma
intracerebralis metasztdzisdnak peritumoralis zondja (peri-Met) és nem tumoros betegbdl
szarmaz6 agyszovet (Norm). A peritumoralis mintavételek csak akkor torténtek meg, amikor
az a tumor eltavolitdsaval egyiitt elkeriilhetetlen volt. A nem tumoros agyszdvet mintdkat
epilepszia sebészet soran eltavolitott agyrészletekbdl gyiijtottikk. Mindegyik mintat a tovabbi
vizsgalatok megkezdése eldtt tapasztalt neuropatologus értékelte és osztalyozta.

8. Az invazids spektrum glioblasztomas betegekben betoltott prognosztikai szerepének
meghatarozadsdhoz az mRNS és protein expressziot 20 ECM alkoto esetében vizsgaltuk,
melyhez 26 betegbdl szdrmazé GBM mintat valasztottunk ki. A mintabevalasztasnal alapvetd
szempont volt, hogy minden beteg azonos kezelési protokoll szerint kertilt ellatasra: a betegek
subtotalis daganatreszekci6 utdn konkurdld kemo-irradidcidoban és TMZ monoterapidban
részesiiltek. A mintakat két csoportba osztottuk a teljes tulélés alapjan: a 23 honap vagy annal
rovidebb teljes tuléléssel rendelkezd betegekbdl szarmazd mintdkbol képeztik az ,,A”
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csoportot, mig a ,,B” csoportba a 23 honapnal nagyobb teljes tulélést mutatod betegek keriiltek
(A csoport 12 16, B csoport 14 10).

3. Statisztikai modszerek

A klinikai adatok vizsgalatahoz az Osszehasonlitandd szamcsoportok eloszlasat a
Shapiro-Wilk-teszttel vagy Kolmogorov-Smirnov szerint, Lillefors’ korrekcidjaval vizsgaltuk.
Normal eloszlas esetén a szignifikans kiillonbségek meghatarozasahoz a paros, illetve paratlan
T-probat, ellenkez6 esetben a Mann-Whitney-tesztet, illetve a Wilcoxon-tesztet hasznaltuk.
Szignifikansnak a p<0,05 értéket tekintettilk és tobb alkalommal 95%-0s konfidencia
intervallumot (CI) is szamoltunk. A molekularis expressziés eredmények vizsgdlatahoz a
statisztikai analizist a SigmaStat 3.5.0.54 segitségével végeztiik (Systat Software, Inc.). A
normal eloszlasu valtozokat a prognosztikai faktorok vizsgalata soran ANOVA segitségével
hasonlitottuk 0ssze, Tukey post hoc tesztje utdn. A teljes és progresszid-mentes tulélést
Kaplan-Meier analizis segitségével vizsgaltuk. Az invaziés spektrum daganatspeci-
fikussaganak meghatarozasara hierarchikus klaszterezés alkalmaztunk komplett kapcsoltsagi
elemzéssel Pearson korrelacidval. A talélési, valamint a molekuldk expresszidjanak mérésébol
szarmaz6 adatok Osszehasonlitdsat kétmintas t-probaval, illetve statisztikai ardnybecsléssel
végeztiik. Az egyes molekulak talélésre gyakorolt hatasanak elemzése soran az LWL (locally
weighted learning) ¢és ,,J48 pruned tree” dontési fa statisztikai osztalyozokat hasznaltuk. A
statisztikai elemzést az esetek tObbségében biomatematikus segitségével a Weka 3.6
statisztikai elemzdszoftverrel végeztiik.

EREDMENYEK

1. A jelenlegi onkoterapia jelentoségének meghatdarozasa glioblasztoma esetében sajdt
beteganyagon

A Debreceni Idegsebészeti Klinikan 2006-ban keriilt bevezetésre glioblasztomas
betegek kezelésére a TMZ rutinszeri alkalmazasa. A konkuralé kemo-irradiacié és a TMZ
monoterdpia ellenére kiujult tumor esetében pedig 2009 ota alkalmazzuk a bevacizumab
monoterdpiat. Jelen vizsgalatban a kiilonb6z6 kezelési metddusok (hagyomanyos irradiacio,
konkuralé kemo-irradidcio, kiegészitd bevacizumab kezelés) hatékonysagat elemeztiik sajat
beteganyagon a klinikai paraméterek tulélést befolyasolo szerepének tiikrében.

A feldolgozas soran figyelembe vettiik a betegek korat, nemét, a tumor oldalisagat,
lokalizacidjat, legnagyobb atmérdjét, a preoperativ és postoperativ Karnofsky pontszadmot
(KPS) ¢és a miitéti beavatkozas Kkiterjesztettségét. Munkank soran az egyes klinikai
paraméterek és kiilonbozd kezelési metddusok tilélésre gyakorolt hatasat vizsgaltuk.

A feldolgozott adatokbol kitinik, hogy a TMZ kezelés szignifikansan novelte a
progresszid mentes tulélést az Onmagaban alkalmazott radioterapidhoz képest, amit a
bevacizumab kezelés tovabb emelt. Ezzel szemben az is megallapithatd, hogy a palliativ
sugarterapianak a tumorprogresszid szempontjabol szamottevd effektivitdisa nem
bizonyithato. A diagnozist kovetd teljes, atlagos tulélés a kiilonbozd csoportokban:
onkoterapidban nem részesithetd betegek esetében 3,7+4,3, palliativ sugarkezelést kapott
betegeknél 4,2+4,0, teljes radioterapidban részesiilteknél 9,148,7, mig kombindlt radio-
kemoterapia esetén 15,3+9,5 honap, ill. a bevacizumabbal kiegészitett terapia esetén 23,0+8,6
honap volt.
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Azonos bazisterapiaban részesiilo betegek tulélési adatainak elemzése

Az altalunk vizsgalt glioblasztomas betegek koziil 60 beteg részesiilt a miitéti ellatast
kovetéen konkurald kemo-irradiacidés kezelésben. Minden beteg posztoperativ Karnofsky
pontja minimum 70 volt, minden beteg 60 Gy koponya-irradiacioban (FBRT) részesiilt és
minden betegnél addig folytattuk a temozolomid kezelést, amig vagy a neuroldgiai allapota
vagy a koponya MRI nem mutatott egyértelmli progressziot. Elmondhatjuk tehat, hogy a
bazisterapia minden beteg esetében azonos volt, a teljes tulélés mégis igen nagy szorast
mutatott: min. 4, max. 43 honap. Ennek az igen nagy eltérésnek a magyarazatat keresve a
betegeket két csoportra osztottuk: az els6 csoportba azok tartoztak, akiknek tulélése a
konkuralé kemo-irradiacios kezeléssel az irodalmi adatok szerint varhat6 atlagos 16 honapnal
kevesebb volt (atlag: 10,2+-4,2 honap). A masodik csoportba a 16 honapnal hosszabban tulélt
betegeket soroltuk (atlag: 25,7+7,4). E két csoport klinikai paramétereinek 6sszehason-
litdsaval probaltunk a nagyfokl eltérésre magyarazatot taladlni és egyben klinikai
prognosztikai faktort meghatarozni.

A két csoport 0sszehasonlitadsanal megallapitottuk, hogy a nemek aranya, a betegek
kora, a tumor oldalisdga, mérete, lokalizacidja, a preoperativ és posztoperativ KPS nem
kiilonbozott jelentdsen. A radikalis miitéti tumoreltavolitds aranya valamivel magasabb volt a
hosszabb tulélést mutatd csoportban, mint a hamarabb elhaldlozottak kozott (62,5 % versus
50,0 %), de a kiilonbség statisztikailag nem igazolodott szignifikdnsnak (p=0,475).

2. Prediktiv markerek meghatarozdasa sajdat beteganyagon: az Ipl9q kodelécio klinikai
relevancidja oligoasztrocitomdkban és oligodendrogliomdkban

A Debreceni Egyetemen 2006-t61 érhet6 el az 1p19q kodelécid jelenlétének rutinszert
vizsgalata. Klinikai jelentéségének megitéléséhez a minimalisan sziikséges 2,5 év atlagos
kovetési id0 adatait elemeztiik 2006 és 2008 kozott Osszesen 28, klinikankon kezelt
oligodendroglia komponensii tumoros beteg esetében. Vizsgaltuk a kodelécid ¢és a
progresszidomentes tulélés Osszefiiggését a terapia fliggvényében, majd eredményeinket
Osszehasonlitottuk a nemzetkdzi irodalomban taldlhaté adatokkal. Ezek mellett szdmos
tovabbi klinikai paraméter és az 1p19q statusz Osszefliggéseit elemezve kerestiink klinikai
relevanciaju kovetkeztetéseket. Vizsgaltuk a daganat gradusa, a betegek neme, életkora, a
miitét tipusa, a tumor lokalizacidja (féltekék, illetve lebenyek szerinti elhelyezkedés),
valamint a szoOvettani tipus és a tumor 1p/19qg-kodelécid kozotti Osszefliggéseket.
Tanulmanyoztuk tovabba az 1p/19g-kodelécio recidivamentes talélésre vonatkozo
prognosztikai szerepét a kiilonbozd gradusu tumorok, illetve a kiilonb6zd posztoperativ
onkoterdpidban részesiilt betegek vonatkozasaban.

Il-es gradusu, oligodendroglia komponensti gliomakban 1,4-szer gyakrabban fordult
elé 1p/19g-kodelécid, mint annak hianya, mig a IlI-as gradusu gliomak kozott kétszer tobb
1p/190g-kodeléciora nézve negativ esetet talaltunk, mint pozitivat. A daganat gradusa és
1p/19g-kodelécios statusza kozott nem tapasztaltunk szignifikdns korrelaciot, de az
alacsonyabb gradusti gliomakban egyértelmiien gyakrabban fordult el6 a jobb prognozist
jelentd 1p/19g-kodelécid, mint a magasabb gradusuakban.

Il-es gradusti tumorok esetében a betegek életkora és az 1p/19q-statusz kozott
Osszefliggés nem igazolodott.

[11-as gradusti tumorokban az életkor eldrehaladtaval egyre ritkdbban fordult eld
1p/19g-kodelécio. A kodelécioval bird betegek atlagéletkora szignifikdnsan alacsonyabb az
azzal nem rendelkez6kéhez képest (39 év versus 56 év, p=0,043). Ezek alapjan f, hogy az
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idésebb oligodendroglia komponensii tumoros betegek esetén kisebb a kemoterapiara
érzékeny, jobb prognozisuak ardnya, mint a fiatalabbak esetében.

A daganatok reszekabilitdsat a mitéti tipuson keresztiil vizsgaltuk. II-es gradust
daganatok esetében az 1p/19q-kodelécio eléfordulasa egyértelmii Gsszefliggést mutatott a
daganatok reszekabilitasaval. Kiilonosen érvényes ez a megallapitas a Ill-as gradusu
tumorokra: a kiterjedt, csak parcialisan reszekalhaté gliomak koziil egyben sem volt
kimutathatdé 1p/19q kodelécio. A kiterjedt, kornyezetét jelentdsen infiltrald tumorok kozott
tehat kisebb volt a feltehetden kemoszenzitivebb esetek aranya.

A ll-es gradust oligoasztrocitomaknal kétszer ritkabban tapasztaltuk az p/19q-
kodeléciot, mint annak jelenlétét. I1-es gradusu oligodendrogliomaknél négyszer gyakrabban
fordult el6 a kodelécio, mint az ép kromoszomaallomany.

Ill1-as gradust oligoasztrocitdmaknal szintén a kodelécid6 hianya volt gyakoribb,
oligodendrogliomaknal nem talaltunk jelentds kiilonbséget.

Az  1p/19-kodelécidé gyakrabban fordul el6 oligodendrogliomakban, mint
oligoasztrocitomakban.

Il-es gradust daganatok esetében az 1p/19q-statusz €s a progresszid valamint
recidivamentes tulélés kozott 6sszefliggés nem volt igazolhato.

I11-as gradus esetén az 1p/19g-kodelécios betegek recidivamentes tulélése jelentdsen
hosszabbnak bizonyult az azzal nem rendelkezOekhez képest (25,0 versus 6,8 honap,
p=0,009), azaz az 1p/19g-kodelécio el6fordulasa a recidivamentes taléléssel 11I-as gradusu
gliomék esetében pozitiv Osszefiiggést mutatott. ll-es gradus esetén a miitét radikalitdsa
statisztikailag nem befolyasolta jelentdsen a recidivamentes tulélést, a totalis reszekcioval
kezelt Ill-as gradusu tumorok esetében azonban 1p/19g-kodelécid esetében a recidivamentes
talélés szignifikdnsan hosszabb volt a kodelécioval nem rendelkezd esetekéhez képest (25
versus 7,6 honap, p<0,003).

Onkoterapias valaszkészség

Vélaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy az 1p/19q-kodelécié jelenléte a daganatban
befolyasolja-e - €és ha igen, hogyan — a sebészi, illetve komplex daganatellenes terapiaban
részesiilt betegek recidivamentes talélését? A kezelés szempontjabol a betegeket a kdvetkezo
csoportokba lehetett osztani (mind Il-es, mind Ill-as gradusu daganatok esetén): miitét,
mitét+sugarterapia, mutét+kemoterapia, mitéttkomplex kezelés (sugarterapia €s
kemoterapia). A terdpidra vonatkozo konzekvenciakat tulélési gorbék alapjan vontuk le.

Annak a betegcsoportnak, amelynek tagjai nem kaptak tovabbi kezelést a miitét utan,
lényegesen rovidebb volt a tilélése a masik két csoportéhoz képest, tehat a posztoperativ
onkoterdpia jelentésen meghosszabbitotta a recidivamentes tulélést. A csak kemoterapidval
kezeltek recidivamentes tulélése nem tért el szamottevoen a komplex modon kezeltekétol.

A posztoperativ kemo- és/vagy radioterapia a Il-es gradusu, pozitiv 1p/19q-kodelécios
statuszu oligoasztrocitomas, illetve oligodendrogliomas betegek recidivamentes talélését
meghosszabbitotta, mig azoknal a betegeknél, akiknél nem detektaltunk 1p/19q-kodeléciot,
nem késleltette jelentdsen a recidivat.

A Ill-as gradust tumorok esetében, jollehet a kombinalt kezelés eldnyei egyértelmiien
megmutatkoztak, az ebben a csoportban talalhatdo alacsony esetszamok miatt definitiv
Osszefuggéseket nem tudtunk megallapitani.
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3. A temozolomid szérum- és intratumordlis koncentrdcidjanak meghatdarozdsa

3.1. A glioblasztoma jelenlegi onkoterapidas protokolljaban rutinszeriien hasznalt

kemoterapias  készitmény  (temozolomid)  szérumbeli  koncentraciojanak  objektiv
meghatarozasa

Tanulmanyunk célja az volt, hogy glioblasztomas betegek vérében meghatarozzuk a
gyogyszerbevétel id6zitését optimalizalhassuk. Ehhez els6 Iépésben klinikai vérmintdkban a
gyogyszerszint rutinszerli vizsgalatara alkalmas modszer kidolgozasara volt sziikség. Mivel
kutatocsoportunknak a kapillaris elektroforézissel (CE) mar voltak kedvezo tapasztalatai, a
CE alkalmazhatdosagat teszteltiik @ TMZ és lebomlasi termékeinek (MTIC és AIC) szimultan
analizisére.

Mivel a TMZ ¢és lebomlasi termékeinek féléletideje fiziologias pH és hdmérseklet alatt
rovid (gyakran kevesebb, mint 10 perc) a vizsgalat elvégzésére idedlis esetben 1 perc all
rendelkezésre. A CE technikat alkalmazva lehetdség van arra, hogy egyszeri futtatasok soran
rovid 1d6 alatt hatarozzuk meg mind a harom analitot. Amig pH 7,9 mellett a TMZ féléletideje
28, a MTIC esetében 13 percnek adodott, addig ez pH 9,1-es értéken 9 és 11 perc volt, viszont
az AIC koncentracidja 4 ora utan is allandonak bizonyult. Ezekbdl az adatokbol arra
kovetkeztethetlink, hogy az AIC maximalis ¢és tartosan fennmaraddo koncentracidja
megegyezik a TMZ kezdeti koncentracidjaval és egyértelmiien nagyobb, mint a MTIC altal
elért maximalis koncentracio.

Megallapitottuk, hogy a TMZ gyorsan ¢€s teljesen abszorbealodik az oralis bevitel utan
bizonyult. Ezutan a TMZ fiziologias pH-n gyors nem-enzimatikus konverzion ment keresztiil,
el6szor a reaktiv MTIC-¢é, majd a tovabbiakban AIC-¢ konvertalodott.

3.2. A temozolomid koncentracio direkt meghatarozdasa human glioblasztomdaban micelldris
elektrokinetikus kapillaris kromatografia (MEKC) alkalmazasdval

Amig a szérum mintak direkt injektaldsa a CE eszk6zbe nem jelent gondot, addig ezt
nem lehet elvégezni az agydaganatmintdk esetében szilard konzisztencidjuk miatt. Tovabbi
problémat jelent az is, hogy a gyogyszerek koncentracidja az agyallomanyban ¢és a
tumorszdvetben jellemzéen kisebb, mint a szérumban, valamint az elérheté in vivo tumor
mintak igen kisméretiieck (kevesebb, mint 1 g). Ezért el6szor a mintakat liofilizaltuk, majd
feloldva homogén oldatot készitettiink. A szilard halmazallapoti tumorszovet liofilizalasa és
oldasa egyszer és hatékony modszernek bizonyult arra, hogy megfelelé6 homogenitast érjiink
el és a minta a CE szdmara kezelhetévé valjon.

A tumormintdk eredményeibdl dsszefoglalhatd, hogy a TMZ képes athatolni a vér-
agy-gaton, de a csucskoncentracio az analizalt mintakban nem magasabb, mint 0,12 pg/g. Ez
az agyban in vivo mért TMZ koncentracié kevesebb, mint a mas szerzok altal megallapitott
érték.

4. Az EGFR és az integrinek vizsgalata kiilonbozo gradusu asztrocitomakban

4.1. Az ErbBl (EGFR) és az integrin-fl kozti molekularis interakcio vizsgalata
asztrocitomakban

Ahhoz, hogy az in vitro megallapitott Osszefliggéseket Osszevessik a klinikai
tapasztalatokkal, idegsebészeti miitét soran eltavolitott és frissen lefagyasztott, 1l-es és IV-es
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gradus asztrocitomak metszeteiben hataroztuk meg az ErbB1 és az integrin-Blexpressziokat.
Az immunfluoreszcencids modon jelolt szoveti metszetek korrigalt atlagos fluoreszcens
intenzitdsa mind az ErbB1, mind az integrin-fl esetében magasabb volt a IV-es gradusu
daganatokban, mint a Il-es gradusuakban.

A kiilonbozo gradusi daganatokban az ErbBl-integrin-fl1  heteroasszociacio
mértékében szignifikdns eltérést tapasztaltunk. Az elvégzett statisztikai probak szerint az
ErbB1 ¢és az integrin-fl heteroasszociaciok Onmagukban is képesek az asztrocitomak

Kaplan-Meier analizist végeztiink a teljes és a progresszio-mentes tulélés
Osszehasonlitdsara a Il-es és IV-es gradusu csoportok esetében illetve azokban a csoportokban
is, ahol a mintak csoportositdsanak alapjat az képezte, hogy a mintak expresszids értékei alatta
vagy felette helyezkednek el az ErbB1, integrin-f1 molekulak atlagos expresszios értékeinek.
Az atlagos heteroasszociaciok szdmahoz vald viszonyitas is egy kiilon csoportot képzett az
analizis soran. A tulélést egyarant j6l hatarozta meg a hisztopatologiai gradalds, tovabba az
ErbB1-integrin-B1 heteroasszociacié (p<0,001), mig az ErbBl és integrin-f1 expresszios
értékek kisebb mértékben, de még szignifikansnak bizonyultak (p=0,014, p=0,004). Hasonlo
megfigyeléseket tettiink a progresszido-mentes talélés és a gradus, integrin-f1 expressziod €s
heteroasszociacio Osszehasonlitasakor (p<0,001), valamint az ErbBl expressziojara
vonatkozoan (p=0,014).

4.2. Az EGFR szerepének vizsgalata rekurrens glioblasztomakban

Annak érdekében, hogy megbecsiilhessiik a kis molekulastlyd EGFR TK inhibitor
adjuvans terapia hatasat, az EGFR gén protein kindz doménjének, az EGFR fehérje
expresszidjanak és az EGFR gén amplifikaciojanak vizsgalatat végeztik el kemo- és
sugarkezelés utani rekurrens GBM mintak esetében.

Az EGFR fehérje fokozott expresszidjat talaltuk a vizsgalt esetek 65%-ban. Az EGFR
fehérje fokozott expresszidja 35%-ban fliggott az EGFR gén amplifikaciojatol és 15%-ban a
nagyfoku poliszomiatél. A fennmaraddé 15% sem amplifikdciot sem nagyfoka poliszomiat
nem mutatott.

A betegeket FISH+ (amplifikacidé vagy nagyfoku poliszomia) ¢és FISH- (diszomia,
alacsony foku triszOmia, magas foka triszomia és alacsony foku poliszomia) csoportokba
osztottuk. 50% volt FISH+, EGFR amplifikaciot 35%-ban talaltunk, nagyfokti poliszomiat
pedig 15%-ban.

Az EGFR szekvencia analizis vizsgalatok soran az EGFR gén 18-21-es exonjai nem
mutattak mutaciot, és minden esetben megtartott DNS szekvenciat talaltunk.

5. Tiidé adenokarcinoma intracerebrdlis dttéti daganata és kiilonbozo gradusu
asztrocitomak invazivitasanak osszehasonlitiasa

A kiilonbozo eredetli és igen eltérd invazivitasi aktivitds mutatd intracerebralis
daganatok vizsgalatat négy fazisban végeztiik el. Az elsd fazisban az irodalom attekintése
alapjan Osszeallitottuk azoknak a molekuldknak a listajat, melyek a peritumoralis invazioban
szerepet jatszhatnak. 96 kiilonbozé molekula génjeinek az mMRNS expressziojat
meghataroztuk glioblasztoma, peritumoralis normal agyszovet és tiid6 adenokarcindma
intracerebralis attétébol szarmazod szovetmintdban. Ezutdn az mRNS expresszids értékeket a
kiilonbozé szovettani csoportok kozott Osszehasonlitva meghatdroztuk azoknak a
molekuldknak a korét, melyek szignifikdns eltérést mutatva a nagyobb esetszamu
vizsgalatokhoz tovabbi mérések céljara érdemesnek talaltunk. Az elézetes mérések alapjan az
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egyes tumorcsoportok nagyobb szamu analiziséhez Osszeallitott molekuldk listajat invazios
panelnek neveztiik el. Konkrét, publikdlasra érdemes eredményeink mar ennek a célzottan
Osszevalogatott invazids panelnek a mérési eredményeibdl sziilettek.

A masodik fazisban az elézetes mérések alapjan megéllapitott invazids panelt
vizsgaltuk tovabb glioblasztoma és tiidé adenokarcindma agyi attéti daganataban. Az invazios
panel molekuldinak mRNS expresszids szintjét meghataroztuk és immunhisztokémiai (IHC)
vizsgalatokat is végeztiink.

A harmadik fazisban elvégzett mérésekhez a korabbi glioblasztoma és tiido eredetli
adenokarcinéma szoliter agyi attéte mellett peritumoralis agyszovetmintakat is feldolgoztunk.

A negyedik fazisban elvégzett méréshez az elézéek mellé benignus ill. alacsony
gradustt daganatokat valogattunk: ll-es gradusu asztrocitoma és schwannoma mintakon
veégeztiik el az invazios panel meghatarozasat.

Az invazids panel négy kiilonbdzd eredetli intrakranidlis daganatban €s nem-tumoros
agyszovetben tOorténd meghatarozasaval az egyes szovettani diagndzisokra jellegzetes
invazios spektrumokat azonositani tudtuk. Az invazios spektrum az egyes daganatokra igen
nagyfoku specifitdst mutatott, igazolva ezzel az invazioért felelos ECM komponensek
expresszidjanak daganatspecifikus jellegét.

Vizsgalataink sordan négy olyan molekulat tudtunk azonositani (brevikan, neurokan,
tenaszcin-C és verzikan), melyek a tiidorak intracerebralis attéte és az asztrocitomak kozotti
jelentdsen kiilonbozo peritumoralis invazidért leginkabb feleldsnek mondhatok.

6. A glioblasztoma kezelésére alkalmazott jelenlegi onkoterdapidas protokoll hatdisa az
invazivitasban szerepet jatszo molekulak expresszidjdara

Kutatasunkban 31, rutin idegsebészeti miitét soran eltavolitott &és intraoperative
gyorsfagyasztott human glioblasztoma szovetmintat vizsgaltunk. Tizenét minta
onkoterapiaban még nem részesiilt betegt6l szarmazott, tizenhat esetben pedig sugar- és
kemoterapiat kovetden kitjult daganat reszekcioja soran nyert tumorszovetet dolgoztunk fel.
A szovetmintakban vizsgélt invazidés panel tizenkilenc, korabbi eredményeink alapjan
kivalogatott extracellularis matrix alkotdelembdl allt, melyek RNS és fehérje szinti
génexpressziojat hataroztuk meg.

Az expresszios valtozasokat RNS és fehérje szinten egyiitt elemezve nyolc esetben
észleltiink konkordans valtozast, de a statisztikai elemzések soran az eltérések mindossze 2
esetben bizonyultak szignifikansnak: RNS szinten a matrix-metalloproteinaz-9 (MMP-9)
(p=0,006), protein szinten pedig a brevikan (p=0,006) csokkent szignifikans mértékben az
onkoterapiat kovetden.

1. A peritumordlis agydllomdny extracelluldris madtrixanak szerepe a tumorinvazioban

A peri-GBM és peri-Met Osszehasonlitasban tiz molekula mutatott relativ. mRNS
expresszid novekedést a peri-metasztatikus szovetben és kilenc gén esetében volt
megfigyelhetd fokozott expresszid a glioblasztoma peritumoralis mintaiban. Amikor a Peri-
GBM mintdkat a Norm szdvethez viszonyitottuk, tizennégy esetben volt peritumoralisan
mRNS expresszio emelkedés, mig 06t gén expresszidja csokkent Peri-GBM-ben a nem
tumoros agyszovethez képest. Osszehasonlitva a Peri-Met és a Norm mintdkat tizenharom
molekula mRNS szintjénél talaltunk Peri-Met mRNS expresszié emelkedést és minddssze hat
gén szintje csokkent a peritumoralis szovetben a Norm-hoz viszonyitva, de egyik esetben sem
igazolodott statisztikailag egyértelmiisithetd szignifikans kiilonbség.
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Peri-GBM ill. Peri-Met korrelacioban tizenegy ECM fehérje mennyisége volt
emelkedett glioblasztoma esetében, amib6l 6t mutatott az mRNS értékekkel megegyezd
iranya valtozast: CD168, integrin beta-1, MMP-9, N-kadherin-2 és neurokan. A metasztazis
koril hat fehérje szintjének emelkedését detektaltuk, amibél harom volt az mRNS véltozassal
megegyez0d: integrin alfa-1, tenaszcin-R, verzikan. Nem tumoros agyszovethez viszonyitva a
peri-GBM mintakban tizenharom fehérje szintje volt magasabb, amibél tiz a
génexpressziokkal megegyezd valtozast mutatott. Mindossze négy fehérje koncentracidja volt
magasabb Norm szévetben, ebbdl ketté mutatott konkordanciat: a tenaszcin-R és a verzikan.

Peri-Met és Norm 0&sszehasonlitasban nyolc fehérje szintje emelkedett meg a
peritumoralis szovetben, hét esetben konkordanciaval. A peri-GBM - Peri-Met korrelaciohoz
hasonloan a fibronektin-szint emelkedés itt is szignifikans volt annak ellenére, hogy gén
szinten csokkenést detektaltunk. Peri-Met-ben nem tumoros mintakhoz képest csokkent
koncentraciét mértiink kilenc fehérje esetében, ebbdl négy volt az mRNS valtozéssal
megegyezo iranyu.

8. Az invdzios spektrum prognosztikai szerepének vizsgdlata GBM-ben

A tumorok lebenyi lokalizdciojaban és a daganat oldalisagdban nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség a két eltérd tulélési csoportban (p = 0,52, ill. p = 0,75). A daganatok
legnagyobb atmérdje atlagosan 49,3+20,8 mm volt az A csoportban, 43,5£17,7 mm a B
csoportban, a két csoportban a daganatok atlagos mérete nem kiilonbozott egymastol
szignifikdnsan (p = 0,42).

A 20 ECM alkot6 expressziojat egyiittesen vizsgalva azonban az egyes csoportokra
jellemzd invazidés mintazat, azaz invazios spektrum hozhato létre, melynek statisztikai
osztalyozd algoritmusok elemzésével specifikus és szignifikans eltérés igazolhaté a
kiilonbozo tulélést mutatd betegesoportok kozott. A csoport-Osszehasonlitast végzd tesztek
emellett bizonyos molekuldk kulcsszerepét is meghataroztdk, melyek egylittes
expressziovaltozasa a szignifikans kiilonbséghez nélkiilozhetetlenek. A két kiilonbozo
betegcsoportban a brevikan és az integrin-p1 expresszids szintje tiinik jelentdsnek a tumorok
invazivitdsa ¢és a varhato tulélés alakuldsa szempontjabol. Az elemzdé program a mintak
85,2%-4t azonositotta helyesen, a modszer szenzitivitasa 0,852; pozitiv prediktiv értéke 0,858
volt. Az elemzések soran tehat egyértelmiien megallapithatd, hogy a molekuldk invazios
spektruma és a varhat6 talélés jol igazolhatd Gsszefiiggést mutat.

MEGBESZELES

1. A jelenlegi onkoterdpia jelentoségének meghatdrozdsa glioblasztoma esetében
sajadt beteganyagon

Mivel a glioblasztomas betegek kezelési protokollja a 2006-ban bevezetett
kemoterapias készitmények rutinszerli alkalmazasaval jelentésen megvaltozott, és a talélési
paraméterek is sok tekintetben moddosultak, felmeriilt az igény a glioblasztomas betegek
kezeléstdl fliggd tulélési esélyeinek Osszehasonlitasara valamint az idegsebészeti, klinikai
szempontbdl meghatarozhatd prognosztikai paraméterek Ujrabecsiilésére. Tovabba
megfogalmazodik a kérdés, hogy a szisztémds hatasi kemoterdpids készitményekkel elért
eredmények megvaltoztatjdk-e a miitéti radikalitds kedvezd hatasat célzo teljes
tumorexstirpacio jelentdségét? Az onkoterdpia hatékonysaganak ismeretében atértékelddik-e
bizonyos klinikai paraméterek prognosztikai jelentdsége?
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A DE KK Idegsebészeti Klinikan 2002 és 2012 kozott operalt 104 glioblasztomas
beteg korlefolyasat elemeztiik a kiilonbozd kezelési metodusok hatékonysaganak és a klinikai
paraméterek prognosztikai szerepének megitélésére. A klinikai paraméterekkel kapcsolatos
megfigyeléseink alapjan elmondhatjuk, hogy a jo6 preoperativ Karnofsky pontszamu, jo
altalanos allapotu betegek esetében a beteg neme, kora, a daganat oldalisaga, mérete és
lokalizacidja 6nalld prognosztikai faktorként nem szerepeltethetd. A mitét radikalitisa a
kombinalt kemo-irradidcés kezelésben részesiilt csoportban kedvezden befolyasolta a teljes
tulélést, de a tobbi csoportban nem igazolodott statisztikai 0sszefliggés a miitét tipusa és a
tulélés kozott. Mivel azonban a posztoperativ kezelést a KPS pontszdm és a neurologiai status
egyértelmiien befolyasolja, megallapithatd, hogy a jo posztoperativ stitusz megdrzése a
talélés szempontjabol nagyobb jelentdségli, mint a miitéti reszekcid kiterjedtsége. Ezért
magas miitéti rizikot jelentd tumorlokalizacid esetében csak biztonsagosan elvégezhetd
meértekil parcidlis reszekcid ajanlhato.

Kiemelendé, hogy sem a csak sugarterapiat kapott betegek esetében, sem
kemoterapiaval kombinalt kezelés esetében a tumorméret onmagaban nem volt statisztikailag
igazolhatoé befolyassal a talélésre. Eredményeink amellett szolnak, hogy a daganatellenes
kezelést képviseld irradiacio, ill. kemoterdpia hatasa tumormérettdl fiiggetleniil is képes
kifejteni hatasat.

A kiilonbozd kezelési metodusok effektivitasaval kapcsolatban sajat tapasztalataink
szerint a palliativ radioterdpianak progressziomentes talélést szignifikdnsan befolyasold
hatdsa nem igazolhat6. Mivel a palliativ sugéarkezelés altal nyujtott tulélés tartamara
vonatkozd hatas nagyrészt a progresszid utdni rossz neurologiai allapotra vonatkozik,
effektivitdsa erdsen kétséges.

A konkural6é kemo-irradiacéds kezelést kovetd bevacizumab monoterapidban részesiild
betegek (RT+TMZ+BC) tulélése szintén szignifikansan hosszabb volt az Gsszes tobbi
csoporthoz képest, de ha kozelebbrdl megvizsgaljuk a konkurald kezelésben részesiilt betegek
(RT+TMZ) adataihoz képest elért eredményeket, a kiilonbség mar nem lesz statisztikailag
definitiv. Ugyanis a RT+TMZ ¢és a RT+TMZ+BC csoport betegeinek a progresszioig eltelt
ideje 8,4 honap versus 11,8 honap, melyek kozott fennalld 3,4 honap kiilonbség a két csoport
teljes talélése kozotti 6,9 honapot 3,5 honapra csokkenti. Ez a kiilonbség a két terapia kozott
azonban nem tekinthetd szignifikdnsnak. A két csoport progresszioig eltelt idejében észlelt
jelentds kiilonbség magyarazata feltehetden abban rejlik, hogy bevacizumab kezelésben csak
a jo neurologiai allapotu, és progresszio ellenére min. KPS 70 ponttal rendelkezé betegek
részesiilhetnek, ami tulajdonképpen egy eldzetes szelekciot eredményez a lassubb lefolyasu,
kemoterapidra jobban reagald betegek javara. Osszességében tehdt annak ellenére, hogy a
bevacizumab kezelésben részesiilt csoport esetében a teljes tilélés egyértelmiilen hosszabb,
mint a bevacizumab kezelést nem kapott betegek esetében, a kiilonbséget statisztikailag
igazolni nem lehet.

2. Prediktiv markerek meghatdrozdsa sajdat beteganyagon: az Ipl19q kodelécio klinikai
relevancidja oligoasztrocitomdakban és oligodendrogliomdakban

A gliomékat sokdig rezisztensnek tartottdk kemo- illetve radioterapidra, de mara
egyértelmiivé valt, hogy a minél kordbban megkezdett onkoterapia kulcsfontossagi a
progresszidmentes ¢€s teljes tilélés szempontjabol. A gliomak onkoterapias indikaciojanak és
kezelési tervének felallitdsa 4llando kihivast jelent a neuro-onkolégusok szdmadra, hiszen a
kiindulasi alapként hasznalt fo szdvettani csoportositds és gradusbeosztids a tapasztalatok
alapjan igen heterogén csoportot képez. Nagy volt az igény tehat olyan prognosztikai marker
vizsgéalatanak a bevezetésére, melynek segitségével a posztoperativ onkoterdpia egyértelmiien
meghatarozhato. Végiil a genetikai kutatasok vezettek eredményre és ma mar az 1pl19q
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kodelécid (mely a tumor kemoszenzitiv jellegét valdszinisiti) vizsgalata potencidlis
prognosztikai ¢és klinikai jelentésége miatt a nemzetkdzi irodalomban az oligodendroglia
komponensii daganatok esetén a rutinszerlien javasolt vizsgalatok kozé tartozik.

Eredményeink alapjan az oligodendroglia komponensi gliomék vonatkozasaban arra a
kovetkeztetésekre jutottunk, hogy az alacsonyabb gradusu gliomakban gyakrabban fordult eld
a jobb prognozist jelentd 1p/19g-kodelécid, mint a magasabb gradusuakban; a III-as gradusu
daganatokban a kor eldrehaladtaval csokkent a kemoterapidra érzékeny, jobb progndzisu
betegek aranya; az 1pl19q kodelécio eléfordulasi gyakorisaga gliomakban asztrocita
komponens esetén kisebb, mint oligodendrogliomakban valamint, hogy az 1p/19q-kodelécio
recidivamentes tulélésre vonatkozd pozitiv prognosztikai szerepe elsdsorban Ill-as gradusu
oligodendrogliomakra vonatkozik.

Jollehet az 1p/19g-kodelécid jelentdsége még nem vonult be a rutin betegellatéas
gondolatmenetébe, tanulmanyunk eredményeképpen prognosztikai szerepét klinikai
adatelemzéssel sajat beteganyagon is meg tudtuk erdsiteni. Tovabba, az 1p19q statusznak a
kemoterapiara vald érzékenységet jellemz6 szerepét tekintve az oligodendroglia komponensii
tumorok esetében az onkoterapia megvalasztdsaban betoltott prediktiv  funkcidja is
alatdmasztast nyert.

3. A temozolomid szérum- és intratumordlis koncentrdaciojanak meghatdarozdsa

Jelenleg az egyetlen rutinszertien adott els6 vonalbeli kemoterapeutikum a GBM
daganatszovetben elért lokalis koncentraciéjar6l az irodalomban nem talalhatok direkt
mérésbol szarmazo adatok. Az elmult két évtizedben, a CE hatékony és sokoldalu szeparacios
eszkozzé valt magas felbontési képességének, tovabba annak kdszonhetden, hogy képes igen
kis mennyiséget detektalni még komplex (biologiai) matrixokban is, de kozismert elényeinek
ellenére sem volt eddig olyan tanulmany, amely a TMZ ¢és annak lebomlasi termékeinek CE-
val kivitelezett analizisérél szamolt volna be. MEKC-t alkalmazva glioblasztomas beteg
Vizsgalataink soran igazolni tudtuk, hogy a MEKC technika UV spektrofotometrias
detekcioval jol alkalmazhato a TMZ in vivo direkt meghatarozasara daganatos betegek
szérumaban. Méréseink alapjan elmondhatjuk, hogy sikeriilt glioblasztomas betegek vérében
a TMZ és lebomlasi termékeinek (MTIC ¢és AIC) mennyiségét és koncentracidgorbéjét
megfeleld pontossaggal meghatdrozni. Eredményeink alapjan a sugarkezelést a TMZ bevétele
utdni 1-2 o6ra kdzotti intervallumban javasolt elvégezni.

A gydgyszerek intratumoralis lokalis koncentracidjanak ismerete kulcsfontossagl
lehet a gyogyszer hatékonysaganak és akkumulacidjanak meghatarozasahoz. A MEKC
hasznosnak bizonyult agydaganatmintdk mérésének esetében is. A jelen kutatasban
viszonylag kevés elokésziileti folyamatot alkalmaztunk és csupan 0.8 g-0s minta (tumor)
elegendd volt a prekoncentraciohoz és analizishez. Tanulmanyunkban eldszoz az irodalomban
sikeriilt a TMZ lokalis intratumoralis koncentracidjat human glioblasztomaban meghatarozni.
Ennek soran kidolgoztuk a szilard halmazallapoti tumorallomany CE-val torténd
meghatarozasanak technikajat, mely az irodalomban szintén novumnak szamit. Az altalunk
detektalt érték a korabbi kozlésekben taldlhatd indirekt szamitott értékeknél egyértelmiien
alacsonyabbnak bizonyult. A jelenlegi kemoterapia soran elérhetd intratumoralis gyogyszer-
szint tovabbi, magasabb lokalis koncentracid biztositasdra alkalmas készitmények iranti
igényt alapoz meg.
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4. Az EGFR és az integrinek vizsgalata kiilonbozé gradusu asztrocitomakban

4.1. Az ErbBl (EGFR) és az integrin-fl kozti molekularis interakcio vizsgalata
asztrocitomakban

Az integrinek fokalis adhézidos komplexekben kiillonbozd fehérjékkel olyan multimer
klasztereket alkotnak, amelyek az apoptozist megakadalyozd szignalokat képesek generalni.
és metasztatikus képességét is eldsegiti. Kovetkezésképpen az ErbBl ¢és integrin-f1
kolcsonhatasa fontos szerepet jatszhat a fokozott radiorezisztencia kialakuldsaban és 1j
terapids targetként szolgalhat. Az ErbB és integrin molekulak interakcidja és expresszios
szintje kiilonbozik egyedi in situ glioblasztomak esetében, tehat igy megjosolhatjak a terapia
hatékonysagat, a betegség kimenetelét is. A folyamatosan fejlodo fluoreszcencia rezonancia
energia transzfer technika pedig szerepet kap e molekularis interakciok szoveti metszeteken
torténd karakterizalasaban. Az in situ egyedi tumoros szoveteken végzett FRET vizsgalatok
eredményei pontos szadmszerli adatokkal szolgdlnak a molekularis kdlcsonhatasokrdl, igy
azokat a klinikai adatokkal 6sszevetve sokkal pontosabban megitélheté a prognoézis vagy
valaszthat6 ki a vizsgalt személynek leginkabb megfeleld terapia.

Kutatocsoportunk vizsgalati eredményei alapjan kijelenthetd, hogy a fokozott integrin-
B1 expresszio és az ErbB1-integrin-B1 heteroasszociaciok emelkedett aranya az asztrocitomak
esetében rossz progndzist jelez. Ez alapjan a standard onkoterapidra nagy valoszinliséggel
nem reagdlod betegek mar a kezelés megkezdése elott kiszlirhetdk, €s szamukra - személyre
szabott — komplex terapia lenne indikalhato.

4.2. Az EGFR szerepének vizsgalata rekurrens glioblasztomakban

A recidiv tumorok vizsgéalata mindig is az érdeklodés kozéppontjaban allt, hiszen a
mar inefektivvé valt standard kezelés utan kell tjabb kemoterapids készitményt valasztani.
Ehhez nyujtanak segédkezet azok a genetikai tesztek, melyek az egyes agensekkel szembeni
valaszkészséget nagy valdszintiséggel elore jelezhetik. Kutatocsoportunk ezért rekurrens
GBM-ben végzett genetikai vizsgalatokat esetleges prediktiv faktor igazolasara. A
leggyakoribb genetikai eltérés a GBM-ban, az EGFR gén amplifikacidja, amely az EGFR
fokozott expressziojat okozza. Az EGFR gyakran mutalt illetve gyakorta over-expresszalt mas
human malignitdsok esetében is, és ez altaldban agressziv viselkedéssel tarsul. Korabban az
EGFR kinaz extracellularis doménjénének deléciojat tekintették a leggyakoribb EGFR
mutacionak a kiilonb6zé tumortipusokban, egészen a nem kissejtes tiidorakban kimutathato
EGFR kinazt érintd szomatikus mutacio felfedezéséig. A leggyakoribb mutaci6 az EGFR III-
as variansanak delécioja (EGFRVIII), amely az extracellularis domén 2-7 exonjainak
deléciojat jelenti. Ezt a mutaciot GBM genomjanak szintjén is azonositottdk, és kimutattak,
hogy a deléci6 aktivalo hatast fejt ki a receptorra, mely a sejtek szamara fokozott proliferaciot
eredményez. Az EGFR szerepére a glioblasztomakban azok a klinikai tanulméanyok hivtak fel
a figyelmet, melyekben rekurrens glioblasztomas betegek 15-20 %-aban a kis molekulasulya
EGFR tirozin-kinaz (TK) inhibitorok szignifikans tumor regressziot értek el. Eddigi kutatasok
szerint az EGFR TK doménban 1évé mutdciok nem mutattak szoros Osszefliggést a
glioblasztomak TK inhibitor terdpidval szembeni érzékenységével. Ezekben a tanulma-
nyokban azonban az EGFR statuszt primer daganatokban hatdroztdk meg, de rekurrens
daganatban tortént mutéacié analizisrdl részletes irodalmi adat nem all rendelkezésre. Emellett
nem ismert a kemo- illetve radioterapia EGFR allapotot modosito lehetséges hatasa sem.

Vizsgélataink soran megallapitottuk, hogy mig az EGFR fehérje fokozott expresszidja
és a gén amplifikacid jelen lehet a kemoterapia utan, az EGFR gén TK doménjét érintd

17



dc_1200 16

mutacidk sajnos nem talalhatok meg a rekurrens glioblasztomakban. Ez alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a kiujult GBM nem rendelkezik a kindz domén mutécidjaval, amely
dont6 tényezé lehet a glioblasztoémak TK inhibitor terapiara adott elégtelen valaszaban.
Kovetkezésképpen ezekben a betegekben a TMZ utan progrediald tumor esetében a kis
molekulasalyd TK inhibitorok helyett mas hatdsmechanizmusu készitményt érdemes
valasztani.

5. Tidé adenokarcinoma intracerebrdlis dttéti daganata és kiilonbozo grdadusu
asztrocitomak invazivitdsanak ésszehasonlitasa

A tidoérak hematogén attétképzésének leggyakoribb helye a kozponti idegrendszer,
mely a tiidérakos betegek 40-65%-aban jelenik meg. Az USA-ban évi 120-140.000 agyi
metasztazis fordul eld, ez felel az Osszes tumoros haldleset 20%-aért. Valamennyi egyéb
szervi daganat egyiittesen az esetek 8-10%-aban jar agyi attéttel. Az agyban talalt
metasztatikus daganatok leggyakoribb forrasa a primer tiidérak.

Kozismert idegsebészeti tapasztalat és dilemma, hogy mig a gliomak radikélis sebészi
megoldasa az infiltrativ ndvekedés miatt az esetek dontd tobbségében kivitelezhetetlen, addig
a tiidorak szoliter attéteinek teljes eltavolitasa altalaban rutin idegsebészeti beavatkozasnak
szamit. Ez nem utolsé sorban annak a ténynek koszonhetd, hogy az agyi attétek novekedése
nem, vagy csak minimalis invazivitdst mutat. Az igen széles korli nemzetkdzi kutatdsokrol
beszamol6 irodalmi adatok a peritumordlis invaziot egyértelmiien az ECM komponenseivel
hozzék szoros kapcsolatba. A glioma és a tiidorak attét kozott tapasztalhatd jelentosen
kiilonb6zo reszekabilitdst eredményez0 intracerebralis invazid oka tehdt dontéen a két
tumortipus ECM-ének eltérd szerkezetében, az ott talalhatdé makromolekuldk mikrolokularis
expresszidjaban ¢€s tulajdonsagaiban keresendd.

Kutatasaink soran a gliomak ¢és tiidé adenokarcindma agyi attétek ECM
komponenseinek RNS- ¢és proteinszintii analizisével a két kiillonb6z6 daganattipus eltérd
invazios hajlamanak molekularis hatterét vizsgéltuk. Vizsgélatainkhoz a kdvetkezd
feladatokat fogalmaztuk meg:

1. Az irodalmi el6zmények alapjan az igen nagyszamu, peritumoralis invazioban definitiv
szereppel bir6 ECM komponensek Osszevalogatasa, egy un. ,invazios panel”
létrehozasa.

2. Az invaziés panel RNS- €s proteinszintli vizsgalataval a GBM ¢és a tiidorak agyi attétei
kozotti kiilonbségek meghatarozasaval az igen eltérd invazids aktivitasért leginkabb
felelds molekuldk meghatarozasa.

3. Az anaplasztikus tumorokat képviseld GBM elemzését kovetden a benignus
tulajdonsagokkal bird, de mégis infiltrativ primer agydaganat, a Il-es gradust
asztrocitbma esetében az invazidoban leginkabb szerepet jatszd molekuldk
identifikalasa.

Az invazids panel négy kiilonbozd eredetll intrakranidlis daganatban és nem-tumoros
agyszovetben torténd meghatarozasaval az egyes szovettani diagnozisokra jellegzetes
invazios spektrumokat azonositani tudtuk. Az invdzios spektrum az egyes daganatokra igen
nagyfoku specifitdst mutatott, igazolva ezzel az invéazidért feleloss ECM komponensek
expressziojanak daganatspecifikus jellegét.

Vizsgélataink soran négy olyan molekulat tudtunk azonositani (brevikan, neurokan,
tenaszcin-C ¢és verzikan), melyek a tiidorak intracerebralis attéte és az asztrocitomak kozotti
jelentdsen kiilonbdzd peritumoralis invazidért leginkabb feleldsnek mondhatok. Ezek a
molekuldk a késObbiekben egy esetleges individudlis onkoterapidhoz targetként
funkcionélhatnak.
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6. A glioblasztoma kezelésére alkalmazott jelenlegi onkoterdpids protokoll hatisa az
invazivitasban szerepet jatszo molekuldk expresszidjdra

crcr

integrinek, lamininek, proteoglikdnok, szintetizald €s bontd enzimek, stb.) mikroregionalis
expresszidja szabja meg, melynek tumor indukalt valtozasa kulcsfontossagu a daganatsejtek
mozgasaban. Ezt az ECM-ben bekdvetkezo valtozast leginkabb a relevans matrix molekulak
expressziobeli eltéréseinek meghatarozasaval lehet kovetni. Amennyiben az onkoterapia
megvaltoztatja a matrix molekuldk expresszidjat, az hatadssal van a tumor infiltrativ
képességére. E nélkiil azonban a konkurdl6 kemo-irradiacios kezeléstl a tumor invazids
aktivitasdnak mérséklédése nem varhatd, és igy sem egy esetleges neoadjuvans kezelés utan,
sem pedig a kigjult daganat onkoterapia utani radikalis eltdvolitasira sem lesz remény.
Felmeriil tehat a kérdés, hogy a glioblasztoéma jelenleg elfogadott standard kezelése
eredményez-e valamilyen valtozast a tumor ECM-ben, azaz bir-e a konkuralé kemo-irradiacio
az infiltraciot befolyasold hatéssal? Ennek megvalaszolasdhoz onkoterdpia eldtti és utani
GBM tumormintdkban meghatdroztuk az invazidoban szerepet jatsz6 relevans ECM
komponensek expressziojat és dsszehasonlitd elemzéseket végeztiink.

Vizsgalataink soran az onkoldgiai kezelés utani mintakban minddssze a MMP-9
mRNS expresszidja €s a brevikan fehérje szintje mutatott szignifikdns csokkenést, de az
invazids panel tobbi vizsgalt molekulaja esetében nem volt szignifikdns valtozas.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a konkuralé kemo-irradiacid6 nem hat
lényegesen a GBM invazids képességére. A jelenlegi onkoterapia mindkét 6 elemének
(irradiaci6 és temozolomid) elsédleges tdmadéaspontja a DNS-replikdcio gatlasa, és igy anti-
proliferativ hatassal birnak. Vizsgélataink azt mutatjak, hogy emellett, a sejtosztodast gatlo
hatas mellett az alkalmazott kezelésnek invazio-gatldo hatdsa nem igazolhato, igy a hatalyos
konkurald kemo-irradidcionak a recidiv. GBM peritumoralis infiltraciojat jelentdsen
mérsékeld hatasa nem varhatd. Az invazidban szerepet jatszo ECM komponensek koziil jelen
tanulmanyban kisziirt és szignifikéns eltérést mutaté6 két molekula a célzott anti-invazids
kezelések kifejlesztéséhez lehetséges targetként szolgalhat.

7. A peritumordalis agyadllomany extracelluldaris matrixanak szerepe a tumorinvazioban

A kifejezetten invaziv malignus gliomak nagyban kiilonbéznek a csaknem gomb alaka
eltér egymastol. A hasonléan anaplasztikus, de jelentdsen eltérd invazivitdsu daganatok ez
utdbbi képessége egyrészt a sajat, tumor-ECM mindségétdl, masrészt azonban a ,,befogad6”
(host) szovet ECM szerkezetétdl és Osszetételétdl fiigg. A kiilonbozé daganatok ECM
szerkezetét korabbi tanulmanyainkban mar vizsgaltuk, de a peritumoralis agyallomany ECM-

crer

felderitésre vard folyamatok koz¢ tartozik.

Az intracerebralis daganatok normal agyallomany ECM 0sszetételére gyakorolt
hatdsanak megismeréséhez 19 invazidhoz kotheté ECM komponensbdl és sejtmembran-
fehérjébdl allitottuk Ossze az invazids panelt, majd RNS és fehérje-szintll vizsgalatokat
végeztiink. Tanulmanyunk célja az volt, hogy meghatarozzuk a GBM és tiidé adenokarcindma
koriili peritumoralis agyszovet, valamint a nem tumoros betegbdl szdrmazd agyszovet
invazios spektrumat és ezaltal megismerjiik az agyallomany ECM szerkezet valtozdsainak
szerepét az egyes daganattipusok kozotti eltérd mértékii invazioban valamint, hogy a tumoros
beszlirddést esetleg gatlé molekuldris mechanizmusok feltarasdhoz is kozelebb keriiljiink.
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Meéréseink alapjan elmondhat6, hogy a kiilonb6zd, invazidoval Osszefiiggé ECM
molekuldk RNS ¢és fehérje szintli vizsgalata mindkét esetben definitiv kiilonbségeket talalt a
peritumoralis szovetekben, azokat akar egymdashoz, akar tumormentes agyszovethez
hasonlitottuk. A peri-GBM mintakban tapasztalt szerény mértéki eltérések arra engednek
kovetkeztetni, hogy a GBM-et koriilvevd agyszovet invazidés paneljében nem észlelhetd
hatarozott reakcio a daganat terjeszkedésére. Valoszintileg ezzel magyarazhato, hogy az ECM
nem tudja megfelelden megakaddlyozni a tumorsejtek peritumoralis szovetbe torténd
invazidjat. Masfel6l azok a kiterjedt molekularis valtozasok, amelyek az attéti daganattal
szomszédos agyallomanyban észlelhetdk, valoszinlileg csokkentik a tumoros infiltraciot
azaltal, hogy létrejon egy olyan peritumoralis ,,haldo” a metasztazis koril, ami gatolja a
tumorsejtek terjedését. Végiil, az intracerebralis daganatok peritumoralis ECM-ének
vizsgalata olyan molekuldkat tudott azonositani, amelyek hatassal vannak az invazios
folyamatra és igy hozzajarulhatnak ) anti-invaziv targetet célzo terapids szerek
kifejlesztéséhez.

8. Az invdzios spektrum prognosztikai szerepének vizsgdlata GBM-ban

A vizsgéalatba azonos kezelési protokoll szerint kezelt glioblasztomas betegeket
valogattunk be és a mintakat a betegek talélése alapjan két csoportra bontva vizsgaltuk az
invazioban szerepet jatsz6 ECM komponensek expressziojat.

A statisztikai elemzések sordn dnmagéban egyetlen molekula esetében sem talaltunk
szignifikans kiilonbséget. Azonban az invazidos molekuldk csoportjanak expresszios értékei
egylitt a csoportra jellemzd invazids spektrumot képeznek, melynek statisztikai elemzésével
nagy pontossagu talalati eséllyel meghatarozhatd, hogy az adott minta az alacsony vagy
magas tulélésii csoportba tartozik-e? Az invazids spektrum elemzése tovabba olyan ECM
alkotokra hivta fel a figyelmet, amelyek szerepe kiemelkedden fontosnak tiinik a betegek
talélése alakuldsanak szempontjabdl, igy ezek potencidlis terdpias célpontok lehetnek. A
statisztikai osztalyozoprogramok (LWL és J48 pruned tree) alapjan a brevikan, kadherin-12,
integrin B1, integrin a3, laminin a4 ill. B1 kulcsmolekulaként azonosithato.

Mind az RNS, mind a protein expresszios eredmények egyiittes elemzése alkalmas
volt arra, hogy a mintdk invazios spektrumanak vizsgalata alapjan a betegség kimenetelére, a
beteg tulélésére magas taldlati valoszintiséggel kdvetkeztethessilink. Nagy jelentdségii klinikai
szempontbdl, hogy a modszer pozitiv prediktiv értéke magas, kiilondsen a rosszabb tulélési
csoportra vonatkoztatva. A klinikai vizsgalomoddszerek megbizhatosagat jellemzé ROC
analizis is a modszer hasznalhatosagat tamasztja ala. Az invazios spektrum RNS expresszids
vizsgalati eredményeiben 0,775; a protein expresszid esetében pedig 0,875 volt a gorbe alatti
teriilet, mely értékek — kiilondsen a proteomikai mérések esetén — megbizhatd modszerrdl
tesznek taniibizonysagot €s az invazios spektrum prognosztikai faktorként valo szerepeltetése
mellett szo6lnak.

OSSZEFOGLALAS, UJ EREDMENYEK

A GBM kezelését sokaig a miitéti reszekcio €s az azt kovetd sugarkezelés jelentette. A
standard WBRT protokollt késobb felvaltotta a konformalis fokalis agyi besugarzas. Ezt
kovetden a terdpids stratégia a kiilonbdzd kemoterapids szerek megjelenésével boviilt, de
2005 ota vilagszerte a TMZ-ra épiild konkurdlé kemo-irradidcids kezelés a rutin terdpids
protokoll. Ennek koszonhetden a talélési eredmények egyértelmiien javultak ugyan, de még
messze nem tekintheték kielégitének. Ugy tiinik, hogy a DNS replikacio gatlasan alapulé
antiproliferativ konkuralé kemo-irradiaci6 GBM esetében megkdzelitette korlatait, ezért egyre
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nagyobb szerepet kapnak a biologiai valaszmodositdé anyagok alkalmazhatdsagara iranyuld
kutatasok. Egyéb szervi daganataink esetében mara mar a rutinszert protokoll részét képezi,
hogy hormonokat, szintetikus hormonszerii anyagokat vagy éppen hormonok, hormonrecep-
torok elleni ellenanyagokat és enzim inhibitorokat alkalmaznak. Hasonléképpen
eredményesnek tiind probalkozas az angiogenezis-gatld gyogyszerek bevetése, vagy az un.
epigenetikus modulatorok alkalmazasa. A GBM esetében a jelenlegi szerény eredményeket
felmutatdé onkoterapia ismeretében felértékelédik minden olyan 0j eredmény, eljaras és

Jelen tanulmanyban klinikai betegvizsgalatok soran megallapitottuk a glioblasztomas
betegpopulacio aktualis kilatasait és az idegsebészeti, sugar- és kemoterapiatol talélésben
varhaté eredményeket. Ezt kovetden megbecsiiltiik az 1p19q kodelécio, az EGFR ¢és integrin
receptorok statusanak prognosztikai jelent0ségét, majd a jelenlegi terdpia tokéletesitése
érdekében meghataroztuk a TMZ koncentraciojat szérumban €s glioblasztomaban.

Vizsgélataink soran egyértelmiivé valt, hogy a GBM kezelésében is 1) utakat kell
keresni. Miutan a széleskorii irodalmi adatok szerint az asztrocitémak kezelésének kudarcaért
leginkdbb invaziv jellegiik tehetd felelossé, kutatdsainkat ez irdnyban folytatva tobb
kiilonb6zd eredetli és gradust intracerebralis daganat peritumoralis infiltraciéjaban szerepet
jatsz6 molekulat azonositottunk. Meghataroztuk a molekularis invaziés panel és a
tumorspecifikus invazios spektrum fogalmat, lelepleztiik a jelenlegi onkoterapia invazids
mechanizmusokkal szembeni ineffektivitasat és adatokat szolgaltattunk a normal agyszovet
tumoros infiltracidval szembeni védelmi reakcioirol.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a glioblasztomas betegek  tlélési
paramétereinek javuldsa valoszinlileg a kiilonb6z0 tamadaspontu kemoterapeutikumok
kombinalt alkalmazésatol varhato.

Az invazids spektrum nagy specifitasu €s szenzitivitast statisztikai valdszintiséggel
bir6 prognosztikai faktorként megvaldsithatd klinikai jelentdsége kiemelend6 - hiszen a miitét
utani adjuvans onkoterapia meghatarozasdban elsddleges szereppel birhat. Ez leginkabb
abban realizalodhat, hogy a jelenlegi sablonszerli kezelés mellett objektivan megjosolhato
,hon-responder” csoportnak vagy a protokolltél eltérd vagy amelletti kiegészitd
kemoterapeutikum lenne indikalhatd, ami a személyre szabott neuro-onkologia megvaldsulasa
felé mar egy definitiv elorelépést jelentene.

Emellett tanulmanyunk alapjan a jelenlegi citocid, antiproliferativ hatbanyagok mellé
anti-invaziv készitmények alkalmazasa javasolhatd, melyhez az invazids spektrum — jelent6s
anyagi megterhelést nem jelentd — meghatdrozdsa az igen heterogén magas gradusu
asztrocitomak esetében pontos molekularis célpontok azonositasaval jarulhat hozza.
Amennyiben ezek alkalmazasaval sikeriil a glioblasztomas betegek esetében a peritumoralis
invazidt redukdlni, akkor nem csak a teljes miitéti eltdvolitds esélye javulhat, hanem a
stereotaxids sugdrsebészeti kezelés indikécidja is megfontolhaté lenne. Mindezen széleskorii
kezelési eszkozok tumorspecifikus 0Osszevalogatasanak individualis alkalmazasa pedig
megteremtheti a heterogén tumorokra jelenleg egyediil valaszthato sablonszer(i kezelés helyett
a molekularis patologiai leleteken nyugvo személyre szabott neuro-onkoterapia alapjait.

1. Megerdsitett vagy médositott korabbi tudomadnyos eredmények

1. Glioblasztomas betegek klinikai paramétereinek elemzése soran megallapitottuk,
hogy a jo preoperativ Karnofsky pontszami betegek esetében a beteg neme, kora, a daganat
oldalisaga, mérete és lokalizacioja ©nalldo prognosztikai faktorként nem szerepeltethetd. A
betegek tulélési esélyeinek noveléséért az idegsebészeti eszkoztar egyediil a miitéti radikalitas
Kiterjesztésével tud hozzajarulni, de amennyiben e szempontb6l elérte korlatait, a kezelés
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effektivitisa és a glioblasztomas betegek tulélése elsdsorban az onkologiai terapiatdl és a
daganat kemoszenzitivitasatol fligg. Mivel a teljes dozisu radio- és kemoterapia csak KPS 70
felett adhato, ezért a kordbbi felfogassal szemben a mitéti reszekciondl a jo neurologiai
statusz megOrzése elobbre vald szempont, mint a tumor eltdvolitasanak kiterjesztésére valo
torekvés. Fentiek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az azonos esélyekkel induld
betegek tulélését nem a klinikai paraméterek befolyasoljak, hanem inkabb a daganat sugar- és
kemoszenzitivitasa hatdrozza meg.

2. A kiilonboz6 sugarterapias metoédusok effektivitdsanak vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy a palliativ radioterapia a progresszidmentes talélést nem befolyasolja,
igy ebben a betegpopulacioban indikacidja erdsen kérdésesnek tekinthetd.

3. Sajat beteganyagon igazolni tudtuk, hogy oligo-asztrocitémak és oligodendro-
gliomdk esetében a Ill-as gradusi daganatokban a kor el6rehaladtaval csokken a
kemoterapiara érzékeny, jobb prognozisi betegek aranya, ami az idésebb korban jelentkezd
tumorok agresszivebb jellege mellett sz6l. Ugyanebben a csoportban az 1p/19q-kodelécio
esetében a teljes reszekcid a recidivamentes tulélést egyértelmiien meghosszabbitotta, igy egy
esetleges elozetes biopszidbdl kimutatott 1pl19q kodelécid pozitivitas anaplasztikus
oligodendroglidma esetében az miitéti tomegredukciod forszirozdsa mellett szdlhat.

2. Megadllapitott uij tudomdnyos eredmények

1. Kidolgoztuk a temozolomid szérumbeli koncentracidja  rutinszerii
meghatarozasanak metodusat. Ennek eredményeképpen megallapitottuk, hogy glioblasztomas
betegek esetében a konkurald fazisban a sugarkezelést a TMZ bevétele utani 1-2 6ra kdzotti
intervallumban optimalis elvégezni és erre vonatkozo protokollmddositd javaslatot tettiink.

2. Meghataroztuk a temozolomid lokalis intratumoralis koncentracidéjat human
glioblasztomaban ¢és az irodalomban els6ként publikaltuk.

3. lgazolni tudtuk, hogy a fokozott integrin-p1 expresszié és az ErbB1-integrin-f1
heteroasszociaciok emelkedett aranya az asztrocitomak esetében kedvezdtlen prognosztikai
faktorként hasznalhato.

4. Megallapitottuk tovabba, hogy a rekurrens glioblasztomékra nem jellemz6 az
EGFR kinaz domén mutécioja, ami a glioblasztomak kezelésére elvben alkalmazhato tirozin-
kinaz-inhibitorok varhatéan mérsékelt effektivitasat vetiti elore.

5. Létrehoztunk egy intracerebralis daganatok peritumoralis infiltraci6janak
vizsgéalatara alkalmazhat6, relevans ECM komponensekbdl all6 invazids panelt. Ennek
segitségével az egyes szdvettani diagndzisokra jellegzetes invazids spektrumot azonositani
tudtuk. Az invazidés spektrum az egyes daganattipusra igen nagyfoku specifitdst mutat,
igazolva ezzel egyrészt az invazidért felelés ECM komponensek expresszidjanak
tumorspecifikus jellegét, masrészt az asztrocitomak gradusmeghatarozasdhoz is jelentds
segitséget nyujthat.

6. Az invazids spektrum vizsgalata soran tobb olyan molekulat tudtunk azonositani
(brevikan, integrin-B1, integrin-o3, kadherin-12, laminin-a4, -B1, neurokan, tenaszcin-C és
verzikan), melyek asztrocitomak esetében az anti-invaziv onkoterapidhoz a jovében targetként
szolgalhatnak.

7. Kimutattuk, hogy a konkurdl6 kemoirradiaci6 nem hat kelld mértékben a
glioblasztoma sejtek invazios képességére. Az invazios panel elemei koziil csak két molekula
expresszidja valtozott meg szignifikansan (brevikdn és MMP-9), melyek azonban 1j, célzott
anti-invazios kezelések kifejlesztéséhez szintén targetként szerepeltethetok.

8. A peri-tumoralis agyallomany invaziés paneljének vizsgalata alapjan
megallapitottuk, hogy a glioblasztomat koriilvevd agyszovet ECM 0Osszetételét tekintve nem
reagal hatdrozottan a daganat terjeszkedésére. Valoszinilileg ezzel magyarazhatd, hogy az
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ECM nem tudja megfeleléen megakadalyozni a gliomasejtek peritumoralis szovetbe torténd
invaziojat. Masfeldl azok a kiterjedt molekularis valtozasok, amelyek az attéti daganattal
szomszédos agyallomanyban detektalhatok, valdszinlileg csokkentik a tumorinfiltraciot
azaltal, hogy olyan peritumoralis ECM struktura alakul ki a metasztazisok koriil, ami gatolni
képes a tumorsejtek terjedését.

9. A glioblasztomas betegek esetében 11j prognosztikai faktort és potencialis prediktiv
faktort dolgoztunk ki: az invazids spektrum a varhato tuléléssel egyértelmii Osszefliggést
mutatott, igy miitét utani meghatarozasa egyrészt prognosztikai célbol, masrészt az adjuvans
onkoterapia megvalasztasahoz prediktiv célbol javasolhato.
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