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1. ELOSZO

A neuro-onkologia olyan, hatarteriileteket 6tvoz6 multidiszciplinaris, Gjonnan
lendiiletet nyert klinikai szakirany, mely a 2006-ban rutinszertien bevezetett kemoterapids
készitmények ¢€s 1j onkoterdpids protokollok széleskorii elterjedésével alapozta meg
1étjogosultsagat. Az idegsebészet, sugarterapia, klinikai onkoldgia és patologia kdzponti
idegrendszeri proliferativ folyamatokkal foglalkozd szakembereinek -egyiittmikodésével
megalakult ~ onkoteamek  (neuro-onkoteamek)  felallitisaval ~a  neuro-onkologia
visszavonhatatlanul bevonult a klinikai szakok kozé és fejlodése meglep6en meredeken iveld
palyara allt. Mind a primer agydaganatos, mind pedig az attéti daganatos betegek 2006 utan
tapasztalt egyértelmien javuld életmindségi és talélési paraméterei az uj szakteriilet
jelentdségét és eredményességét bizonyitjak, melyekhez tobb tényezé hozzajarulasa vezetett.
Az egyik ilyen fejlddést hozo valtozas a kiillonbozd szakteriiletek otvozésével kialakult
kombindlt kezelési metddusok eldretdrésében valosult meg, mig a molekularis patoldgiai
markerek megjelenése és a klinikumba valé bevonulasa egyrészt a diagnosztika, masrészt a
terapia megvalasztasdban hozott jelentds eredményeket, melyek tovabbi javuldsa ma mar
leginkabb a személyre sz0l6 neuro-onkoterdpia megvaldsulasatol varhatd. Ennek a fejlodési
folyamatnak az elemei az elméleti kutatasok eredményeinek a klinikumba valo 4tiiltetésébol
alakultak ki, és igy a transzlaciés kutatds kézzel foghatd hatékonysaganak egyik 0
bizonyitékaul szolgalnak. Jelen egyetemi jegyzetben a teljes neuro-onkologia attekintése
helyett a betegellatasba beépiild kutatasi folyamatok fontosabb allomasainak bemutatasa a cél,
kiilonos tekintettel a Debreceni Egyetemen megvalosult eredményekre. Mivel 2006 elétt a
primer malignus agydaganatok — a magas gradust asztrocitomak — lesujtoan szerény talélési
adatai jelentették a legnagyobb kihivast a neuro-onkologusok szamara, ezért a f6 kutatéasi
célkitlizések is ezzel a szovettani entitassal kapcsolatban fogalmazodtak meg leginkabb, majd
késobb fokozatosan kiterjedtek a gliomdk csoportjara, de az attéti daganatok és benignus
intrakranidlis daganatok sem maradtak ki a vizsgalatokbol. Az 0Osszes relevans
agydaganatkutatds adatcentrikus kozlése helyett a jegyzet célja a komplex megkozelités
elényeinek feltarasa, egyrészt a tarsszakmak horizontdlis Osszefiiggéseinek attekintésével,
masrészt pedig a molekuléris alapoktol a betegség kialakulasaig torténd korfolyamat vertikalis
megjelenésének a megvilagitasaval. Ezaltal nyerhet betekintést az olvasé az agydaganatok
diagnosztikai folyamatainak fejlodésébe a szovettani mintavételtdl a folyadékbiopsziaig, a

hisztomorfologiai vizsgalattol a génszekvenalasig, és megértheti, hogyan kezd egyre jobban



harmonizalni az idegsebészeti szemlélet az onkoterapia eszkoztaraval, mely utdbbi

folyamatos fejlédésének és stlypontathelyezddésének okaihoz juthatunk kozelebb.

Jelen jegyzet célkitlizéseinek megvalositasahoz az aldbbiakban ismertetjik a gliomak
ineffektiv kezeléséért nagyrészt felelés tumorinvazivitds problémakorét, az alacsonyabb
gradust gliomak molekuldris onkoldgiai megkdzelitését és kezelési iranyelveit, a standard
kemoterapia alapjat képezd temozolomiddal kapcsolatos ismereteket, a tumor-
hetergoneitasbol szarmazé nehézségeket, néhany idegsebészeti megfontolast, egyes genetikai
alteraciok klinikai jelentdségét, a folyadékbiopszidban rejlé Ilehetdségeket, ¢és végiil
bemutatasra keriil a Debreceni Idegsebészeti Agydaganat- és Szovetbank és az éltala képviselt

kutatési potencial.



2. A GLIOMAK INVAZIVITASA

2.1. A gliomak és az extracellularis matrix

Mivel a sejtosztodast gatlo antiproliferativ hatasmechanizmusti kemoterapeutikumok
effektivitasa kitartdo probalkozasok ellenére sem érte el a kivant szintet, hatarozott igény
jelentkezett egyéb tdmadasponta készitmények kifejlesztésére. Tekintve, hogy mind a
sugarterapia, mind pedig a miitéti kezelés hatékonysdganak leginkabb az agydaganatok
invazivitasa szab korlatokat, az intracerebralis tumorok kornyezeti infiltracios képességének
megismerése és befolydsoldsa az utdbbi idokben egyre gyakrabban valt a neuro-onkologiai
kutatdsok célpontjadva. A tumoros invazid folyamatanak megértéséhez a tumorsejtek ¢€s

kornyezetiik kapcsolatanak kozelebbi feltarasa valt sziikségessé.

A kozponti idegrendszer (KIR) sejtjeit a szervezet tobbi sejtjeihez hasonléan a
fehérjében és rostban gazdag extracellularis matrix (ECM) veszi kériil. Osszetételét illetden a
matrix rendkiviil heterogén, dontéen kollagéneket, elasztint, laminineket, fibronektint,
proteoglikanokat (PG), gliikozaminoglikanokat (GAG), illetve enzimeket tartalmaz.
Felépitésére jellemzd, hogy a kiilonbozd molekulak, enzimek és szolubilis faktorok
kotdszoveti rostok halozatdba agyazodnak. Az ECM szovet-specifikus és dinamikus, aktiv
kornyezetet biztosit a sejteknek. Ez a szoros sejt-ECM kapcsolat kiilonb6z6 jelatviteli
utvonalon keresztiil meghataroz6 szereppel bir szamos fizioldgias és patholdgiai folyamatban,
mint példaul a sejtmozgas, differencialédas, génexpresszid, hisztogenezis valamint a
rosszindulatii daganatok terjedése.

A tumorsejtek invazioja soran szoros kapcsolat alakul ki a sejtek és az ECM kozott. Ez
a sejt-ECM konnexi6 a sejt-sejt interakcioval és a szolubilis faktorok rendszerével egyiitt egy
komplex kommunikacids haldzatot hoz 1étre. Az intrakranidlis daganatokat igen jol lehet
jellemezni eltérd invaziv potencialjaikkal, ami nagyban ECM fiiggd. A kifejezetten invaziv
malignus gliomak nagyban kiilonboznek a csaknem gomb alakt agyi attétektdl és sokszor
nehéz intraoperative megkiilonboztetni Oket a peritumordlis agyszovettdl, melyet a
gliomasejtek tobb centiméter mélyen infiltralni képesek, ami radikalis reszekciojukat eleve

lehetetlenné teszi. Masfeldl pedig egy atlagos szoliter agyi attét sebészi eltavolitasa rutin



idegsebészeti feladatnak szamit. Ugy tiinik, az ECM-nek kiemelkedd szerepe van ebben az

igen eltérd intenzitasu invaziv viselkedésben.

2.1.1. Az extracellularis matrix szerepe az invazioban

Ahhoz, hogy a gliomak invaziv természetét megérthessiik, at kell tekinteniink a
peritumoralis infiltracio cellularis és molekuléris torténéseit. A tumoros invazid legfontosabb
szerepldje az ECM, mely a normal agyi térfogat meglehetOsen nagy részét jelenti, hiszen az
egészséges agyszovet térfogatanak nagyjabol 20%-a az extracellularis tér. Az extracellularis
térfogat ardanya azonban a primer agytumorok jelentds részében szignifikdnsan
megemelkedik, a teljes tumorszdvet térfogatanak mintegy 48%-at képviseli. Az agyszoveti
ECM szerkezete és komponensei sokban eltérnek az egyéb szervekben megtalalhaté ECM
felépitésétdl. Az agyi ECM foként makromolekuldkat tartalmaz, (GAG-okat és PG-ket) és
csak kisebb részben vannak jelen a fibrillaris glikoproteinek (pl. kollagének, fibronektin,
elasztin vagy retikulin). Az ECM-ben talalhat6 glikoproteinek dsszetevéi kulcsfontossaguak a
peritumordlis infiltracidan, hiszen a celluldris kitapadas €és a migracio szerkezeti elemeit
adjak. Az invéazi6 molekuldris mechanizmusainak feltardsa végett kiterjedt kutatdsok
iranyultak a hialuronsav (hialuronan, HA), a PG-ok ¢és kiilonboz6 tipusu GAG-ok jelenlétének

¢s funkcidjanak vizsgalatara, és tobb esetben allapitottak meg pozitiv Osszefiiggést egyes

crer

crer

kapcsolatba 1épnitik. A sejtfelszini receptorok koziil kiemelenddek az integrinek, a CD44 ¢s a
CD168. Bizonyos proteazok, valamint szintetdzok szintén erdsen befolyasoljak az

crer

pericelluléris halozatot emészteni képesek.

A gliomasejtek aktiv mozgasukhoz az ECM makromolekulainak segitségével besziirik
kornyezetiiket és azt a tumoros szovethez hasonlova alakitjdk. A peritumoralis invazid
folyamata a tumoros sejtek és a nem-neoplasztikus sejtek, illetve az ECM konfrontacios
zOnajatol fugg. Mig a gliomasejtek foként adhézids receptorokat és protedazokat
expresszalnak, addig a szoveti sejtek olyan makromolekuldk szintézisét segitik eld, amelyek
az eredeti szerkezet fenntartasaért feleldsek, illetve gatoljak az invazids sejtmozgast. Mivel az
agyparenchymaban az ECM-ben nincs fibrillaris jellegii, erds kotdszovetes szerkezetl,

kollagénben gazdag halézat, az agydllomany lagy szoveti tulajdonsagokkal bir, és ezért nem

9



crer

tumorok esetében tovabbi két tényezd segiti még elé a peritumoralis beszlirédést. Az egyik
ilyen tényez0 az, hogy az agy parenchymadjanak normal szerkezete nagyrészt a fehérallomany
vezetni tudjak. A masik infiltraciot segitd tényezO a glialis sejtek specifikusan fokozott
migraciora vald képessége. Mindkét tényezd az agyszovetre jellemzd, és a fejlodéstani,

szerkezet €s a funkcid kozotti kapcsolat ismeretével konnyen megérthetd.

Neuro-onkologiai szempontbdl a gliomasejtek fokozott motilitasa, valamint a kifejezett
peritumordlis infiltracié az aldbbi problémakhoz vezet:

A. Mivel a gliomasejtek invazidja az alacsony gradust tumorokban is megfigyelhetd,
még ezekben, az egyébként benignus jellegli tumorok esetében sem tekinthetd a teljes
eltavolitas egyszerlien kivitelezhetd és kézenfekvd megoldasnak. Ez az oka annak,
hogy az alacsony gradust (II-es gradust) tumorokat ,,semi-benignus” tumoroknak
tartjuk. A tumor makroszkoposan teljesnek tind sebészi eltavolitasa ellenére a
recidivak aranya nagyon magas, a betegek teljes gyogyulasa messze nem
torvényszerd.

B. Magas gradust tumorok esetében sem nyitott mitéttel, sem pedig konformalis
radioterapiaval, vagy sztereotaktikus pontbesugarzassal (,,gammakés™) sem lehet teljes
tumoreltavolitist elérni. Erthetd tehat, hogy miért tallkozunk majdnem minden
esetben a tumor lokalis kiGijulasaval.

C. A lokalis kemoterapias kezelésnek (intraparenchymalis vagy miitét utan alkalmazott
intracavitalis gyogyszerek) hatasfoka alacsony, hiszen a reszekcios iireg sz¢élétdl akar
tobb cm-es tavolsagban is megtalalhato infiltraldo tumorsejtekre a helyi kezelés mar

érdemben hatast nem gyakorol.

2.1.2. A gliomak peritumordlis invaziojanak molekuldris megkozelitése

Mivel laborvizsgalataink targyat az ECM tumorinvazioval Osszefiiggésbe hozhatod
molekuléi képezik, részletes megismerésiik kutatdsunk alapjat jelenti. A tumoros infiltracio
sejtszintll eseményei igen Osszetett molekuldris folyamatok eredményeképpen valdsulnak

meg.

10



crer

osztani:
1. Sejtmembran-asszocialt molekuldk (receptorok és adhézios molekuldk).
Fo6bb képviselbik: - integrinek
- CD44
- RHAMM (receptor for hyaluronate-mediated motility)
- szindekanok
- kadherinek

2. ECM komponensek (a receptorok célmolekulai).
Fobb képviseldik: - gliikozaminoglikanok (GAG-0Kk)

- proteoglikanok (PG-K)
- hialuronsav (HA)
- fibronektin
- lamininek
- agrin
- tenaszcin

- lektikanok (brevikan, neurokan, verzikan, stb.)

3. Az ECM komponenseit szintetizald vagy lizalo enzimek.
F6bb képviseldik: - matrix-metalloproteinazok (MMP-K)
- katepszinek

- hialuronsav szintetazok (HAS)

2.1.3. A tumorsejtek invazidjanak folyamata

A primer agydaganatok invazids hajlama régbéta ismert tény, igy a peritumoralis
besziirdédés molekularis mechanizmusai mar sok éve a neuro-onkoldgiai kutatdsok targyat
képezik és néhany invaziés folyamatot mér részletesen ismeriink. Altalaban a tumoros
invaziot egy négylépéses modellel lehet leirni, mely az agytumorok esetében is alkalmazhato.
Ez a modell az alabbi 1épésekbdl all:

1) az invazivitds helyén a tumorsejtek levalnak az egyre novekvd primer tumoros

sejthalmazrol,
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2) a levalt sejtek specifikus receptoraik révén kapcsolddnak az ECM meghatarozott

komponenseihez,

3) a gliomasejtek altal szekretalt proteazok lokalisan bontjak az ECM-et, a kdrnyezd

szovetben migracids utvonalat alakitanak ki,

4) a tumorsejtek citoszkeletalis folyamatok segitségével aktiv mozgasba kezdenek.

A peritumoralis invazié minden egyes fenti 1épése szamos molekula Osszehangolt
miikodését kivanja meg, melynek eredményeképpen a tumorsejt az alabb részletezett aktiv

sejtszintll mozgas révén a normalis agyparenchymaba vandorol.

1) A szoveti invazidban szerepld tumorsejtek primer tumorsejthalmazrol torténd levalasa
meglehetdsen bonyolult folyamat és tovabbi 1épésekre oszthato:
a) a primer tumor-sejthalmazt Osszetartd kadherin medialt sejtkapcsolatok
destabilizalodasa és szerkezeti felbomlasa,
b) a primer tumormasszahoz kapcsolodast biztositd tovabbi sejtadhéziés molekulak
csokkent kifejez6édése, mely a gap junction tipusu sejt-sejt kozotti kapcsolatok erds
redukcidjdhoz vezet,
c) végill a sejtet az ECM-hez kihorgonyz6 CD44 enzimatikus bontasa torténik meg
egy ADAM nevii metalloproteinaz altal.
2) A tumoros sejtek ECM-hez torténd kapcsolodasa specifikus sejtfelszini és transzmembran
receptorok révén torténik meg, melynek egyik jellemz6 forméja az integrinek kapcsolodasa a
lamininekhez, fibronektinhez és kollagénhez vagy a CD44 kotédése a HA-hoz.
3) Az ECM komponensek degradacioja a proteazok, pl. MMP, hialuronidaz, katepszin és
kondroitin-szulfataz megemelkedett szintje és fokozott aktivitasa révén jon 1étre.
4) A migraci6 soran a glioma sejtek a kornyez6 ECM-mel allandé kapcsolatban allnak, ahol
az ECM a sejtek szamdra egyrészt mechanikai barriert jelent, de a mozgo sejtek szdmara htizo
kotddési strukturat is képvisel. A sejtek morfologiaja megvaltozik a sejtmozgas alatt: a sejt
polarizalttd valik, membran kitiiremkedések jelennek meg, a mozgas irdnyaban allabak
(pseudopodium-ok), tovabba lamellipodium-ok, filopodium-ok és invadopodium-ok alakulnak
ki. A membran-kitiiremkedésekért felelds aktin filamentumok mellett egyéb szerkezeti és
jelatviteli molekuldk is aktivdlodnak és citoszkeletdlis kontrakciok révén a membran
kihorgonyzddik, 0sszességében a sejt elérehalad. Az ECM alkotdk citoszkeletonhoz torténd
csatlakozasat disztroglikanok biztositjak. A glialis sejtek mozgasaban €s 6sszehuzodéasaban a

miozin-1I két izoformaja (A és B) vesz részt. A miozin-Il révén a glioma sejtek a magjuknal
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szlikebb poérusokon is képesek atjutni, ami azért fontos, mert az agyallomanyra kifejezetten

szlik extracellularis terek jellemzok.

2.1.4. A gliomdk invdzidjaban szerepet jatszo extracelluldris mdtrix komponensek
vizsgalatanak klinikai jelentosége

Kozismert idegsebészeti tapasztalat és dilemma, hogy mig a gliomak radikalis sebészi
megoldasa az infiltrativ ndvekedés miatt az esetek donto tobbségében kivitelezhetetlen, addig
a szoliter attéti daganatok teljes eltavolitasa altaldban rutin idegsebészeti beavatkozasnak
mindsiil. Ez a megfigyelés a leggyakoribb, primer tiid6karcindma eredetli metasztazisok
esetében is rendszeresen tapasztalhat6. A tiidérak hematogén attétképzésének leggyakoribb
helye a KIR. A betegség lefolyasa soran az esetek 40-65%-aban 1étrejon az agyi metasztazis,
sOt, az esetek 9%-aban ez az egyetlen tavoli szervi attét. Valamennyi egyéb szervi daganat
egylittesen az esetek 8-10%-aban jar agyi attéttel. Az intracerebralis attéti tumor radikalis
reszekabilitdisa nem utolsoésorban annak a ténynek koOszOnhetd, hogy az agyi attétek
novekedése nem, vagy csak minimalis invazivitast mutat. A glidblasztoma és a tiidorak attét
kozott tapasztalhatod jelentOsen kiilonbozo reszekabilitast eredményezd intracerebralis invazid
oka dontden a két tumortipus extracellularis matrixanak eltérd szerkezetében, az ott taldlhatod
makromolekuldk mikrolokularis expressziojaban ¢és tulajdonsagaiban keresendé. Ha
megismerjiik az egyébként hasonléan anaplasztikus, de jelentdsen eltérd intracerebralis
gliomak invazivitasanak gatlasara szolgaldé eszkozokhoz juthatunk. Ennek segitségével a

miutéti reszekabilitds és a sugarterapia effektivitasa is jelentdsen novelhetd lenne.

2.2. Az anti-invaziv terapia létjogosultsaga

Jelenleg a primer agytumorok kurativ onkoterapidja még nem ismert. Az intenziv
sejtosztodas, a szignifikans peritumoralis besziirddés és a fokozott angiogenezis egylittesen
felelés a gliomak kiemelkedéen magas recidiva-aranyaért. A nemrégiben bevezetett
kemoterapids szerek effektivitdsanak atmeneti jellege miatt valosziniileg kombinacios terapia
hozhatna javuldo eredményeket. Ezért amellett, hogy nagy specificitdsi tumormarkereket
keresiink, a gliomak invazojanak molekularis spektrumat is érdemes felderiteni. Emellett szol,
hogy az invazioval Osszefliggésbe hozhaté molekuldk mRNS expresszids szintje jellemzo6 a
kiilonbozé szovettani tipustt tumorcsoportokra. Ezért az individualis kemoterdpidhoz
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sziikséges egyedi anti-tumor célpontok kivalasztasahoz a gliomak invazids spektrumanak
meghatdrozasa komoly segitséget nyujthat. A tumorprogresszid dsszetettségébdl fakaddan a
gyogyszerkombinacié mar kiterjedhet az anti-proliferativ, anti-invaziv valamint anti-angiogén
varhatok. A jelen disszertacidban részletezett kutatasok targyat képezo peritumoralis invazio
gyogyszeres redukdldsa révén a rezidudlis vagy recidiv daganat radikalis mitéti
eltavolitasanak esélyei egyértelmiien javulnanak, illetve a sugarkezelés (akar az FBRT, akar a
stereotaxias sugarsebészet) kurativ jellege is felmeriilhetne. Kutatasainkat ezek alapjan
egyrészt a jelenlegi onkoterapia ineffektivitasa okainak feltdrasa, masrészt a peritumoralis

invazio molekularis hatterének megismerése vezette.

2.3. A gliomak invazivitasaval kapcsolatos kutatasok ismertetése

2.3.1. Agyi attéti daganat és gliomdk invazivitasanak dsszehasonlitisa

Betegek

Szovetmintaink a Debreceni Idegsebészeti Szovet- €s Agydaganatbankbol szarmaztak:
mitét soran a daganat széli részébdl eltavolitott és folyékony nitrogén felszinén azonnal
lefagyasztott, majd -80°C-on tarolt mintakon végeztiink méréseket. A vizsgalatokhoz csak a
terapias céli beavatkozasok soran eltavolitott szovetmintakat hasznaltuk, igy a beteg szamara
semmilyen, a rutin kezeléstdl eltérd kockazat nem keletkezett. Tekintettel az anaplasztikus
daganatok heterogén jellegére, a vizsgalatok sordn minden fagyasztott tumordarabbodl
szOvettani metszetet is készitettiink a szovettani mikrolokularis diagn6zis megerdsitéséhez.

A célkitlizésekben megfogalmazott kérdések megvalaszolasdhoz négy fazisban
végeztiik el méréseinket. Az egyes fazisban vizsgalt szovetmintdk és molekulak listait az 1.
tablazatban foglaltuk Ossze. Az els6 fazisban az irodalom attekintése alapjan Osszeallitottuk
azoknak a molekuldknak a listdjat, melyek a peritumoralis invazidban szerepet jatszhatnak (2.
tablazat). Ezeknek a géneknek az mRNS expressziojat meghataroztuk 5 GBM, 5 peritumoralis
normdl agyszovet és 5 tiidé adenokarcindéma intracerebralis attétbdl szarmazod szdvet-
mintaban. Ezutan az mRNS expresszios értékeket a kiilonb6zd szovettani csoportok kozott
Osszehasonlitva meghataroztuk azoknak a molekuldknak a korét, melyek szignifikans eltérést

mutatva a nagyobb esetszamu vizsgélatokhoz tovabbi mérések céljara érdemesnek talaltunk.
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Az elézetes mérések alapjdn az egyes tumorcsoportok nagyobb szamu analiziséhez
Osszeallitott molekulak listajat invazids panelnek neveztiik el. Konkrét, publikalasra érdemes
eredményeink mar ennek a célzottan Osszevalogatott invaziés panelnek a mérési

eredményeibdl sziilettek.

Figis Célmolekulik szima Szévettani tipusok és | Immunhisztokémiaval vizsgalt
mintaszam molekulak

5 GBM

1 96 5 MET -
5 NORM
4 GBM neurokan, verzikan,

2 23 4 MET szindekan, MMP-2, -9
11 GBM agrin, neurokan,

3. 30 10 MET szindekan, verzikan,
9 NORM hialuoronsav, MMP-2, -9
9 A-ll
10 MET brevikan, neurokan,

‘ 20 8 SCH tenaszcin-C, verzikan
9 NORM

1. tablazat. A kilonb6zd eredetli intrakranialis daganatok invazidban szerepet jatszo extracellularis matrix-
molekulak meghatarozasanak fazisai. GBM = glioblasztoma, MET = tiid6 adenokarcindma agyi attéte, NORM =
nem tumoros (peritumoralis) agyallomany, A-ll = ll-es gradust asztrocitoma, SCH = schwannoma, MMP =
matrix metalloproteinaz.

A masodik fazisban az eldzetes mérések alapjan megallapitott invazids panelt
vizsgaltuk 8 szdvetmintan: 4 GBM ¢és 4 tiidé adenokarcindma agyi attéti daganatdban. 23
invazidban szerepet jatsz6 ECM molekula mRNS expresszios szintjét hartaroztuk meg és
koziiliik 5 molekula esetében immunhisztokémiai (IHC) vizsgalatot is végeztiink. A harmadik
fazisban elvégzett mérésekhez 30 szovetmintat elemeztiink: 11 glioblasztomat, 10 tiido
eredetli adenokarcindma szoliter agyi attétét €s 9 peritumoralis agyszovetmintat valogattunk
0ssze, melyeknél 30 invazids molekula mRNS expresszidjat mértiik meg és 7 molekula (IHC)
analizisét végeztiik el. A negyedik méréshez Osszesen 36 szovetmintat vizsgaltunk: 9 II-es
gradusu asztrocitoma, 10 tiid6 adenokarcinoma agyi metasztazis, 8§ schwannoma ¢és 9
tumormentes peritumoralis agyszovetmintat dolgoztunk fel. Ebben a fazisban az invazios
panel 26 molekulabdl allt és 4 molekulan végeztiink IHC vizsgélatot.

Az RNS analizisre szant mintakbol elobb metszeteket készitettiink szovettani

diagno6zishoz ¢és immunhisztokémiai vizsgalatokra, majd a maradék szovetdarabot RNS
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mintadkon gyakorlott neuropatologus allapitotta meg.

izolalasra tovabbitottuk. A szdvettani diagndzist a klinikumtol fliggetlen sorsu kodolt

Fehérjék Gének TLDA azonositd
Beta-actin ACTB Hs99999903_m1
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH Hs99999905_m1
Beta-2-microglobulin B2M Hs00187842 m1
CD44 CD44 Hs00153304_m1
CD168 (RHAMM) HMMR Hs00234864_m1
Aggrekan AGC1 Hs00153936_m1
Verzikan CSPG2 Hs00171642_m1
Brevikan BCAN Hs00222607_m1
Neurokan CSPG3 Hs00189270 ml
Neuroglikan C CSPG5 Hs00198108_m1
HAS1 HAS1 Hs00758053_m1
HAS2 HAS2 Hs00193435_m1
HAS3 HAS3 Hs00193436_m1
Kondroitinases (AC és ABC) GALNS Hs00166833 m1l
Szindekan1 SDC1 Hs00174579 m1l
Szindekan2 (HSPG1) SDC2 Hs00299807_m1
Szindekan3 (N-Szindekan) SDC3 Hs00206320_m1
Szindekan4 (Amphiglycan, Ryudocan) SDC4 Hs00161617_ml
Laminin alphal LAMA1 Hs00300550 m1
Laminin alpha2 LAMAZ2 Hs00166308_m1
Laminin alpha4 LAMA4 Hs00158588_m1
Laminin betal LAMB1 Hs00158620 m1l
Laminin beta2 LAMB2 Hs00158642_ml
Laminin gammal LAMC1 Hs00267056_m1
Tenaszcin-C (Hexabrachion) TNC Hs00233648_m1
Tenaszcin-R (Restrictin, Janusin) TNR Hs00162855_m1
Fibronektin FN1 Hs00277509_m1
(Matrilinl) MATN1 Hs00159075 m1l
Matrilin2 MATN?Z2 Hs00242753 ml
Fibrillinl FBN1 Hs00171191 ml
Fibrillin2 FBN2 Hs00417208_m

Fibrillin3 FBN3_HUMAN Hs00261049 m1
Elasztin ELN Hs00355783_m1
Agrin AGRN Hs00394748 m1l
Perlekan (HSPG2) HSPG2 Hs00194179 m1l
Kollagén - Type | alphal COL1A1 Hs00164004_m1
Kollagén - Type Il alphal COL3Al Hs00164103_m1
Kollagén - Type IV alphal COL4Al Hs00266237_m1
Kollagén - Type VIl alphal COL8AL Hs00156669 m1
Kollagén - Type VIII alpha2 COL8A2 Hs00697025_m1
Aquaporinl AQP1 Hs00166067_m1
Aquaporin2 AQP2 Hs00166640 m1
Aqguaporin3 AQP3 Hs00185020 m1
Aqguaporin4 AQP4 Hs00242342_m1l
FGF8 FGF8 Hs00171832_m1
WNT1 WNT1 Hs00180529 ml
WNT2 WNT2 Hs00608224 _m1
WNT2B WNT2B Hs00244632_m1
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https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs99999903_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=25&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs99999905_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00187842_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00153304_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&MFCSpeciesType=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&SearchRequest.Common.QueryText=CD44&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&batchSpecies=&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00234864_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&MFCSpeciesType=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&SearchRequest.Common.QueryText=HMMR&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&batchSpecies=&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00153936_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&MFCSpeciesType=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&SearchRequest.Common.QueryText=AGC1&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&batchSpecies=&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00171642_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&MFCSpeciesType=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&SearchRequest.Common.QueryText=CSPG2&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&batchSpecies=&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00222607_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&MFCSpeciesType=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&SearchRequest.Common.QueryText=BCAN&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&batchSpecies=&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00189270_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&MFCSpeciesType=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&SearchRequest.Common.QueryText=CSPG3&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&batchSpecies=&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00198108_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&MFCSpeciesType=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&SearchRequest.Common.QueryText=CSPG5&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&batchSpecies=&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00758053_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00193435_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00193436_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00166833_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00174579_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00299807_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00206320_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00161617_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00300550_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00166308_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00158588_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00158620_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00158642_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00267056_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00233648_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=2&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00162855_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=25&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00415006_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=25&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00159075_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00242753_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00171191_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00417208_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00261049_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00355783_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=25&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00394748_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=25&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00194179_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00164004_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00164103_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00266237_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00156669_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00697025_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00166067_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00166640_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00185020_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00242342_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00180529_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00608224_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00244632_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&

49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98

Lactadherin (MFG-E8, HMFG) MFGES8 Hs00170712_m1
Kadherin E CDH1 Hs00393592_m1
Kadherin N CDH2 Hs00169953_m1
Kadherin N2 - Brain Kadherin CDH12 Hs00415843 m1l
Kadherin P CDH3 Hs00354998_m1
TGF Betal (Camurati-Engelmann disease) TGFB1 Hs99999918 ml
TGF Beta2 TGFB2 Hs00234244 m1
TGF Beta3 TGFB3 Hs00234245_m1
TGF Beta-induced, 68kDa TGFBI Hs00165908 ml
TGF Beta-induced factor (TALE family homeobox) TGIF Hs00820148 g1
TGF Beta-induced factor2 (TALE family homeobox) TGIF2 Hs00222358 m1l
TGF Beta-induced factor2-like, X-linked TGIF2LX Hs00536782_s1
TGF Beta-induced factor2-like, Y-linked TGIF2LY Hs00536782_s1
Transglutaminasel (K polypeptide epidermal type I) TGM1 Hs00165929 m1
Transglutaminase2 (C polypeptide) TGM2 Hs00190278 m1
Transglutaminase3 (E polypeptide) TGM3 Hs00162752_m1
Transglutaminaseb TGM5 Hs00188562_m1
Transglutaminase? TGM7 Hs00369497_ml
Factor XIII Al F13A1 Hs00173388_m1
Factor XIII B F13B Hs00157471_m1l
Integrin - Alphal ITGAL - PELO Hs00235030_m1
Alpha2 (CD49B) ITGA2 Hs00158148 m1
Alpha2B (CD41B) ITGA2B Hs00385235_m1
Alpha3 (CD49C) ITGA3 Hs00233722_m1
Alpha5 (Fibronektin receptor) ITGAS Hs00233732_m1l
Alpha6 ITGA6 Hs00173952_m1
Alpha7 ITGA7 Hs00174397_m1l
Alpha8 ITGAS Hs00233321_m1
Alpha9 ITGA9 Hs00174408_m1
Alphal0 ITGA10 Hs00174623 m1l
Alphall ITGALl Hs00201927 m1l
Betal (Fibronektin receptor, CD29) ITGB1 Hs00559595_m1
Beta2 (CD18) ITGB2 Hs00164957_m1
Beta3 (CD61) ITGB3 Hs00173978 m1l
Betad ITGB4 Hs00236216_m1
Beta5 ITGB5 Hs00609896_m1
MMP-1 (Interstitial Kollagenase) MMP1 Hs00233958_m1
MMP-2 (Gelatinase A) MMP2 Hs00234422 m1
MMP-8 (Neutrophil Kollagenase) MMP8 Hs00233972 m1
MMP-9 (Gelatinase B) MMP9 Hs00234579 m1
MMP-13 (Kollagenase 3) MMP13 Hs00233992_ml
EGFR (erb B1) EGFR Hs00193306_m1
erb B2 ERBB2 Hs00170433 m1l
erb B3 ERBB3 Hs00176538_m1
erb B4 ERBB4 Hs00171783_m1l
Glial fibrillary acidic protein GFAP Hs00157674 _m1
CEA = CEACAMb5 PSG2/CEACAMS5  Hs00237075 m1l
Citokeratin-18 KRT18 Hs01920599 gH
Citokeratin-19 KRT19 Hs00761767_s1
Ki-67 MKI67 Hs00606991_m1

2. tablazat. Az elézetes mRNS expresszids szintek meghatarozasahoz az irodalmi eredmények alapjan
Osszeallitott molekula- és génlista.
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https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00170712_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00393592_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00169953_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00415843_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00354998_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs99999918_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00234244_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00234245_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00165908_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00820148_g1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00222358_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00536782_s1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00536782_s1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00165929_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00190278_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00162752_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00188562_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00369497_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00173388_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00157471_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00235030_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00158148_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00385235_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00233722_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00233732_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00173952_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00174397_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00233321_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00174408_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00174623_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00201927_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00559595_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00164957_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00173978_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00236216_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00609896_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00233958_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00234422_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00233972_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00234579_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00233992_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00193306_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00170433_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00176538_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00171783_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00157674_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00237075_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=500&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs01920599_gH&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00761767_s1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00606991_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=&searchValue=null&MFCSpeciesType=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&adv_kw_filter1=all&adv_query_text3=&species=Homo+sapiens&adv_query_text2=&adv_query_text1=&paraTreeViewNode=null&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=25&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&isSL=N&

mRNS analizis

A kivalasztott molekulacsoport mRNS expressziojat egyedi rendelés alapjan eldallitott
un. ,,DNS-kartya” segitségével végeztik el (,,Micro Fluidic Card” - Applied Biosystems,
USA). Az invazios panelt alkotd sejtfelszini receptorokat és ligandjaikat vizsgaltuk. A tumor
eredetét igazold markereket (glial fibrillary acidic protein [GFAP] és citokeratin 18,19), a Ki-
67 proliferacios markert és belsé standardként a beta-aktin és glicerinaldehid 3-foszfat
dehidrogenaz [ GAPDH] expressziojat szintén vizsgaltuk.

A frissen (folyékony nitrogénben) fagyasztott mintakat manualis CryoPress eszkozzel
(Microtec Co., Ltd, Japan) porlasztottuk. A frissen porlasztott mintakat ezutan a megfeleld
mennyiségli TriReagent (Invitrogen, USA) oldatba helyeztiikk, és azonnal rotor-stator
homogenizatorral homogenizaltuk. Total RNS-t a TriReagent lizatumbol a gyartd eldirasai
alapjan vontuk ki. Az RNS tisztasagit ¢és mennyiségét NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, USA) segitségével hataroztuk meg, majd -80°C
-on taroltuk. RNS mindségét 1,2%-o0s agardz gélelektroforézissel vizsgaltuk ethidium
bromide festék segitségével. Total RNS-t egylanci ¢cDNS-be konvertaltuk High Capacity
cDNA Archive Kit with RNasin (Applied Biosystems, USA) segitségével (600 ng total RNS
mintanként egy reverz transzkriptaz reakcidoban). Az atirt cDNS-t egy ,,microfluidic card”
portjaiba helyeztiik.

TagMan Low Density Array (TLDA) kisérleteket végeztiink Applied Biosystems
7900HT real-time PCR rendszer segitségével Micro Fluidic Card upgrade-ben (Applied
Biosystems, USA). A Micro Fluidic Card format a mintankénti 40 gén analizisét teszi
lehetévé. Minden mintarél masolat is késziilt, amit szintén analizaltunk. A Micro Fluidic
Card-dal nyert eredményeket SDS 2.1 software segitségével elemeztik ki automatikus
kiiszobérték mellett és a mar meghatarozott Ct értéket hasznalva hataroztuk meg a mintdkban
jelenlévdé cDNS mennyiségét. Minden esetben meghataroztuk a “housekeeping” GAPDH gén
expresszios mértékét is. A GAPDH mutatta a legkisebb varidciot az egyes mintdk kozott és
referencia génként szolgalt a dCt értékek kiszamitasanal.

Expresszios értékeket a comparative Ct method segitségével hatdroztuk meg, ahogy
azt az irodalomban mar korabban leirtdk (Livak és Schmittgen, 2001). Roviden, feltételezve,
hogy a PCR hatékonysaga barmely gén esetében TLD-Assay-t hasznalva az 1-hez kozelit, egy
tumoros vagy normal (kalibrator) mintaban a gén mRNS expresszidjat (Han és mtsai. 2005)

Ossze lehet hasonlitani a kdvetkez6 egyenlet segitségével (Hirose és mtsai. 2001):
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2—dCTtumor = 2—dCTnormaI

Xtumor = €s Xnormal

27T ¢rtékét GeneSpring 7.3 software (Silicon Genetics, Redwood City CA, USA)
segitségével hataroztuk meg; igy megkaptuk az egyedi, individualis mRNS expresszids (X)

kiilonbségeket a mintakon beliili kategoéridkban.

Immunhisztokémia (IHC) és mikroszkopos analizis

Az els6 fazisban IHC vizsgalatokat nem végeztiink.

A masodik fazisban 5 molekula THC festddési intenzitdsat vizsgaltuk: neurokan,
szindekan, verzikan, MMP-2 és MMP-9.

A harmadik fazisban tortént méréseknél a mRNS meghatarozas eredményeinek
értekelése utdn hét molekulat valasztottunk ki és vizsgaltunk fehérjeszinten immunhiszto-
kémiailag: az agrint, a neurokant, a szindekant, a vezikant, a MMP-2-t és -9-et, valamint a
hialuronant.

A negyedik fazisban a mRNS eredmények értékelése utan a brevikdn, neurokan,

tenaszcin-C és a verzikan keriilt kivalasztasra proteinszintli immunhisztokémiai vizsgalatra.

A fagyasztott mintakat Saint Marie oldatban (Sainte-Marie, 1962; Tuckett és Morriss-
Kay, 1988) fixaltuk 24 6ran keresztiil 4°C-on. A fixacio és dehidraci6 utan a mintakat viaszba
agyaztuk €és 5-um vastag szeleteket készitettiink. A mintdkat haematoxylin-eosin festékkel
festettilk meg, de emellett immunhisztokémiai eljarast is alkalmaztunk a kovetkezd protokoll
szerint: a mintdkat el@inkubéltuk ready-to-use 2.5% normal horse szérumban (Vector,
Burlingame, CA, USA) 30 percen keresztiil 37°C-on, igy a nem specifikus primer antitest
kotodését gatoltuk meg. Brevikan meghatarozasahoz MAB40091 (Monoclonalis Antibody
Brevikdn40091) (R&D Systems, Minneapolis, USA), neurokdnhoz AB26003 (ABCAM,
Cambridge, USA), tenaszcinhoz AB19011 ¢és a verzikdnhoz AB1032 (Chemicon, Millipore,
USA) antitesteket hasznaltunk.

A metszeteket ezutdn 4°C-on inkubaltuk 12 o6rédn keresztiil a megfelelden higitott
antitesteket tartalmaz6 oldatban. A morfologiai vizsgalatokhoz immunhisztokémiai ¢és
hemalaun festést végeztiink.

Az immunhisztokémiai metszeteket harom kiilonb6z06, tapasztalt kutatod elemezte ki és
értékelte a 2. fazisban 1-t6l 4-ig, a 3. fazisban a kiilonbségek észlelésének finomitasa

érdekében 1-t6l 5-ig terjedd skalan. A pontértékek az intercellularis stroma fest6dési
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intenzitasat jellemezték, ahol az 1-es érték a negativ, a maximalis érték a legintenzivebben

festddé mintat jelentette.

Statisztikai modszerek

A mérések pontositasa €és a statisztikai analizis érdekében minden quantitative real
time polymerase chain reaction (QRT-PCR) mérést kétszer végeztiink el. Mintaink statisztikai
elemzése soran az egyes gének expresszids szintjei kozotti kiilonbség meghatarozasdhoz a
Mann-Whitney féle U-probat alkalmaztuk. A p<0,05 esetén az eredményeket szignifikansnak
tekintettiik.

2.3.2. A jelenlegi onkoterdpia hatdsa az invadzios panel molekuldinak expresszidjara

Betegek

Ehhez a tanulmanyhoz 31, idegsebészeti miitét soran eltavolitott és intraoperative
gyorsfagyasztott human GBM szovetmintat vizsgéaltunk. A mintdkat a Debreceni
Idegsebészeti Agydaganat és Szovetbankbol valogattuk ki Gigy, hogy 15 minta onkoterapidban
még nem részesiilt betegtdl szarmazott, 16 esetben pedig sugar- és kemoterdpiat kdvetden
kigjult daganat reszekcidja sordn nyert tumorszovetet dolgoztunk fel. A betegek
azonnal folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, és feldolgozasig -80°C-on taroltunk. A
szovettani diagnozist tapasztalt neuropatologus verifikalta. A szovetmintadkban az invazios
panel részeként 19 darab ECM alkotdéelem RNS ¢€s fehérje szintli génexpressziojat hataroztuk
meg. A matrix molekuldkat, melyek kozott transzmembran fehérje, bontd enzim és PG is van,

a korabbi kutatasi eredményeink alapjan valasztottuk ki (4. tablazat).
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Betegszam Kezelés Betegszam Kezelés

Beteg 1 RT +2 TEM Beteg 9 CRT +2 TEM
Beteg 2 CRT +6 TEM Beteg1l0 CRT +6 T TEM
Beteg 3 CRT Beteg1ll CRT

Beteg 4 RT+4 TEM Beteg1l2 CRT+2TEM
Beteg 5 CRT +6 TEM Beteg 13 RT +15TEM
Beteg 6 CRT+6 TEM Beteg 14 CRT

Beteg 7 CRT+6 TEM Beteg 15 RT + 15 TEM
Beteg 8 CRT Betegl6 CRT+1TEM

3. tablazat. A kezelés utani betegcsoport onkoterapiajanak részletei. RT: 30x1,8Gy fokalis agyi sugarkezelés,
CRT: konkuralé kemoirradiacioé (RT+75 mg/m? temozolomid napi adasa), TEM: temozolomid monoterapia (elsé
ciklus: 150 mg/m2, utdna 200 mg/m?)

4. tablazat. A vizsgalt gének (invazios panel) és az RNS analizis soran hasznalt assay probak listaja.

Gén TLDA azonosité
Brevikan BCAN-Hs00222607_m1
Kadherin-N2 CDH12-Hs00415843 ml
CD168 HMMR-Hs00234864_m1
Kollagén type III alphal COL3A1-Hs00164103_m1
Erb B2 ERBB2-Hs00170433_ml
Fibronektin FN1-Hs00277509_m1

Integrin alphal

Integrin alpha3

Integrin alpha?

Integrin betal

Laminin alpha4

Laminin betal

Matrix metalloproteinase-2

Matrix metalloproteinase-9

ITGA1-Hs00235030_m1
ITGA3-Hs00233722_m1
ITGA7-Hs00174397_m1
ITGB1-Hs00559595_m1
LAMA4-Hs00158588 m1
LAMB1-Hs00158620_m1
MMP2-Hs00234422_m1
MMP9-Hs00234579_m1

Neurokan NCAN-Hs00189270_m1
Szindekan-1 SDC1-Hs00174579_m1
Tenaszcin-C TNC-Hs00233648 m1
Tenaszcin-R TNR-Hs00162855 m1l
Verzikan VCAN-Hs00171642_m1
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A vizsgalt molekulak mintakban vald6 mRNS szintjét valds idejii kvantitativ reverz
transzkriptaz-polimeraz lancreakcié (RT-QPCR) segitségével mértilk meg, a kapott értékeket
pedig komparativ Ct mddszerrel szadmoltuk ki a kordbban bevalt modszer szerint.

Az mRNS szint meghatarozasat kovetden kvantitativ fehérje analizist végeztiink.
Elészor szovet homogenizatumot készitettiink, ugyanugy, mint a QRT-PCR-hoz, azonban a
szoveti lizishez 50 mM Tris, | mM EDTA, 17 mM beta-mercaptoethanol és 0.5% Triton-
mértiik meg. A fehérjék relativ mennyiségének meghatarozasarat az SRM (selected reaction
monitoring) célzott tomegspektrometrids modszerével végeztiik. A kapott SRM spektrum
gorbe alatti teriiletének kiszamitasaval, és tovabbi szoftveres analizissel (Analyst 1.4.2)

megkaptuk az egyes mintdk fehérje szintjeit.

Statisztikai modszerek

Fehérje és mRNS szinten is a szignifikans expressziokiilonbséget Mann-Whitney U-
teszttel hataroztuk meg. A szignifikancia szint p<0,05 volt, emellett 95%-0s konfidencia

intervallumot is szamoltunk.

2.3.3. A peritumordlis agydllomany szerepe a tumorinvdzioban

Betegek

Osszesen 27, idegsebészeti miitét soran eltdvolitott humén agyszovetminta keriilt
feldolgozasra. Az alabbi harom szoveti tipust kiilonboztettiik meg: GBM makroszkdposan
kozvetleniil daganat melletti teriilete (peri-GBM, 9 db), tiidé adenokarcindma intracerebralis
metasztazis peritumoralis zondja (peri-Met, 9 db) és nem tumoros agyszovet (Norm, 9 db). A
peritumoralis mintavételek csak akkor torténtek meg, amikor az a tumor eltavolitdsa soran
elkeriilhetetlen volt. A nem tumoros agyszovetmintdkat epilepszia sebészet soran eltavolitott
agyrészletekbdl gylijtottiik. Mindegyik mintdt a tovabbi vizsgalatok megkezdése eldtt

tapasztalt neuropatologus értékelte €s osztalyozta.
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Gén

TLDA azonosito

Brevikan

Kadherin-N2

Kollagén type III alphal
EGFR (erb B1)

Erb B2

Fibronektin

CD168

Integrin alphal

Integrin alpha3

Integrin alpha7

Integrin betal

Laminin alpha4

Laminin betal

Matrix metalloproteinase-2
Matrix metalloproteinase-9
Neurokan

Tenaszcin-C

Tenaszcin-R

Verzikan

BCAN-Hs00222607_m1
CDH12-Hs00415843 m1
COL3A1-Hs00164103_m1
EGFR-Hs00193306_m1
ERBB2-Hs00170433_m1
FN1-Hs00277509_m1
HMMR-Hs00234864_m1
ITGAL-Hs00235030_m1
ITGA3-Hs00233722_m1
ITGA7-Hs00174397_m1l
ITGB1-Hs00559595_m1
LAMA4-Hs00158588 m1
LAMB1-Hs00158620 m1
MMP2-Hs00234422_m1
MMP9-Hs00234579_m1
NCAN-Hs00189270_m1
TNC-Hs00233648_m1
TNR-Hs00162855_m1
VCAN-Hs00171642_m1

5. tablazat. A vizsgalt gének (invazids panel) és RNS analizis soran hasznalt assay probaik listaja.

Az invazios panel molekulai mRNS és fehérje expressziojanak meghatarozasa

A molekuldkat korabbi kutatasi eredményeink alapjan valasztottuk ki (5. tablazat), és a
kordbban részletezett modon végeztik el az RNS ¢és fehérje expresszios értékek

meghatarozasat.

Statisztikai modszerek

A harom szovettani csoport kozott fennallo feltételezett kiilonbség igazolasara
ANOVA tesztet hasznaltunk, ahol ennek a feltételei teljesiiltek, mas esetben pedig Kruskal-

Wallis tesztet. Két csoport dsszehasonlitdsa soran Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk, igy

23



tudtunk gén és fehérje szinten szignifikdnsan kiilonb6z6 expresszids szintet azonositani.
Szignifikancia szintet p<0,05-nél hataroztuk meg és a szignifikans eltéréseknél 95%-0s

konfidencia intervallumot (CI) is szamoltunk.

2.3.4. Az invazios spektrum prognosztikai szerepének vizsgdlata glioblasztomdban

Kutatasunk soran az Agydaganat- és Szovetbankbdl szarmazo, intraoperative gyorsfagyasztott
GBM minték esetében végeztiink méréseket. Az mRNS és protein expressziot 20 ECM alkoto
esetében vizsgaltuk (invazids panel), melyeket a kordbbi eredményeink alapjan valasztottunk

ki. Az invazios panelbe ezuttal bevalogatott molekulékat a 6. tablazat tartalmazza.

1 brevikan

2 kadherin-12

3 kollagén, type III, alpha-1 chain
4 EGFR

5 ERBB2

6 fibronektin-1

7 HMMR (CD168, RHAMM)
8 integrin, alpha-1 chain

9 integrin, alpha-3 chain

10 [integrin, alpha-7 chain

11 |integrin, beta-1 chain

12 | laminin, alpha-4 chain

13 | laminin, beta-1 chain

14 | MMP-2

15 | MMP-9

16 |neurokan

17 |szindekan-1

18 |tenaszcin-C

19 |[tenaszcin-R

20 |verzikan

6. tablazat. A kutatds soran vizsgalt invazios panelt képvisel6 ECM alkotok. A molekuldk mRNS és protein
szintli expressziojat QRT-PCR és tomegspektroszkop segitségével vizsgaltuk.

24



Betegek és szovetmintak

Vizsgalatainkhoz 26 betegbdl szdrmaz6 GBM mintat valasztottunk ki. A betegek
atlagos ¢letkora: 58,69+8,01 min. 43 év, max: 75 év volt. A mintabevalasztasnal alapvetd
szempont volt, hogy minden beteg azonos kezelési protokoll szerint keriilt ellatasra: a betegek
subtotalis daganatreszekcido utan konkurdld kemo-irradidcioban és TMZ monoterapidban
részesiiltek. TMZ mellett bekdvetkezd progresszid esetén bevacizumab monoterapiat
alkalmaztunk ameddig a klinikai allapot lehetové tette. A mintakat két csoportba osztottuk a
teljes tulélés alapjan; sajat intézeti tapasztalataink alapjan a Stupp protokollban részesiild
betegek esetében meghatarozott atlagos, 23 honapos talélést tekintettik szelekcios
tényezonek. A 23 honap vagy annal rovidebb teljes tiléléssel rendelkezd betegekbdl szarmazd
mintakbodl képeztiik az ,,A” csoportot, mig a ,,B” csoportba a 23 hdénapnal nagyobb teljes
tulélést mutato betegek kertiltek (A csoport 12 {6, B csoport 14 £6).

Modszer

A mintakban a kivalasztott molekuldk mRNS szintii expresszidjat kvantitativ real-time
PCR-ral, a fehérjeszintli expressziot tomegspektrométerrel hataroztuk meg a korabbi
vizsgalatainkkal megegyezden.
Statisztikai elemzés

A tulélési, valamint a molekuldk expresszidjanak mérésébdl szarmazd adatok
Osszehasonlitasat kétmintas t-probaval, illetve statisztikai aranybecsléssel végeztiik. Az egyes
molekulak talélésre gyakorolt hatasanak elemzése soran az LWL (locally weighted learning)

¢s ,,J48 pruned tree” dontési fa elnevezésii statisztikai osztalyozokat hasznaltuk. A statisztikai

elemzést biomatematikus segitségével a Weka 3.6 statisztikai elemzdszoftverrel végeztiik.

2.4. Agyi attéti daganat és gliomak invazivitasanak 6sszehasonlitasa

2.4.1. mRNS expresszios eredmények
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1. fazis

Az els6 fazisban az irodalmi attekintés alapjan Osszevalogatott, tumoros invazidban
szerepet jatszd 96 molekula mRNS expresszios szintjét hataroztuk meg GBM, tiid6
adenokarcinoma agyi attéti ¢és peritumoralis agyszovet mintdkon. A mérések alapjan
hataroztuk meg azoknak a molekuldknak a korét, melyek a tapasztalt eltérések alapjan
nagyobb szamu szovetmintan vald tovabbi vizsgdlatra is érdemesnek taldltunk (invazids

panel).

2. fazis

Az ezt kovetd fazisban GBM ¢és a tiid6 adenokarcindma esetében az invazids panel 23,
peritumordlis infiltracidban szerepet jatszo ECM-komponensbdl allt. A 23 molekulabol 17
tartozott a PG-k kozé, a tovabbi 6 vizsgalt molekula pedig az enzimeket képviselte. A
fentieken kiviil szintén meghataroztuk tumorspecifikus markerként a GFAP és a citokeratin-
18,19 valamint proliferacids markerként a Ki67 mRNS expressziojat (7. tdblazat).

A tumormarkerek a megfeleld daganattipusra jellegzetesen minden minta esetében
jelentds kiilonbséget illetve specifikus mRNS-emelkedettséget mutattak, ami a mintak eltérd
szOvettani tipusat egyértelmiien megerdsitették. A Ki67 minden esetben egymashoz hasonlé
magas értéket eredményezett, bizonyitva ezzel a mintdk magas proliferacios aktivitasat és a

szovetminta megfelelden sejtdus — és nem nekrotikus jellegét.
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GBM - Met
Gén fold change p value
Brevikan 128,33 0,0290
Fibronektin 1,90 0,6860
Laminin alfa 1 4,11 0,1140
Laminin alfa 2 2,80 0,0570
Laminin alfa 4 2,77 0,1140
Laminin beta 1 2,90 0,0570
Laminin beta 2 1,10 0,8860
Laminin gamma 1 0,96 1,0000
Neuroglikdn C 15,19 0,0250
Neurokan 21,36 0,0290
Perlekan 0,56 0,3430
Szindekan 1 0,07 0,0290
Szindekan 2 3,71 0,0290
Szindekan 4 0,14 0,0290
Tenaszcin C 5,77 0,0290
Tenaszcin R 10,43 0,1140
Verzikan 3,87 0,0290
Hilauronsav szintaz 1 1,09 0,8860
Hilauronsav szintaz 2 3,36 0,3430
Hilauronsav szintaz 3 2,28 0,2000
Matrix metalloproteindz 2 4.67 0,0290
Matrix metalloproteindz 8 0,57 0,6860
Matrix metalloproteinaz 9 1,85 0,6860
Citokeratin 18 0,0037 0,0290
Citokeratin 19 0,0006 0,0290
GFAP 19,52 0,0290
Ki-67 0,79 0,6860

7. tablazat. Huszonharom, tumoros kornyezeti infiltracioban szerepet jatszd extracellularis matrix-komponens
mRNS expresszios szintjének Gsszehasonlitasa glioblasztomaban és tiid6 adenokarcinoma agyi attétében, tumor-
és proliferacios markerekkel kiegészitve. (A szignifikans kiilonbségek vastag betiivel kiemelve.)

27



A két kiilonboz6 eredetli daganatban mért mRNS expresszios értékek dsszehasonlitdsa
soran a GBM mintédkban az adenokarcindma attétéhez képest szignifikdnsan magasabb szintet
mértlink a brevikan, a neurokan, a neuroglikan-C, a szindekan-2, a tenaszcin-C, a verzikan, és
az MMP-2 esetében.

A szindekan-1 és 4 mRNS expresszidés szintje az attéti daganatban bizonyult
statisztikailag igazolhatdan magasabbnak.

A fibronektin, a perlekan, a szindekan-2, a laminin-al,2,4, f1,2, y1, a hialuronan-szintaz
1,2,3, az MMP-8 ¢s -9 mRNS szintjeinek esetében nem volt szignifikdns kiilonbség a GBM ¢és

az attéti daganat kozott.

3. fazis

A harmadik fazisban harminc szévetmintat vizsgaltunk harom kiilonb6z6 homogén
szovetcsoportban: 11 GBM mintat, melyek a tumor marginalis zonajabdl szarmaztak, tovabbi
10 mintat intracerebralis tid6 adenokarcindbma metasztazisbol, 9-et pedig normal
agyszovetbdl. A statisztikai analizis eredményeit a 34 molekulbdl 4ll6 invazidés panel mRNS
expresszio kiilonbségei tekintetében a vizsgalt mintacsoportok kozott a 8. tabldzatban
foglaltuk ossze.

A tumormarkerek €és a Ki67 proliferaciés marker mRNS expresszidja megerdsitette a

szovettani diagnosist.

A) GBM versus normél agyszovet

Az agrin, fibronektin, laminin a 4, B-1, B-2, perlekan, szindekan-1, tenaszcin-C, CD44,
CD168, HAS-2, MMP-2 ¢és -9 mRNS expresszidja szignifikansan emelkedett volt GBM-ben
Osszehasonlitva a normal agyszovettel, mikdzben a szindekan-4, tenaszcin-R és HAS-1
mRNS expresszidja statisztikailag alacsonyabb volt GBM-ben. Az aggrekan, brevikan,
laminin a-1, -2, laminin B-1, laminin y-1, matrilin-1, -2, neurokan, neuroglikan, szindekan-2,
verzikan, kondroitinases, HAS-3 és MMP-8 mRNS szintjei nem kiilonboztek 1ényegesen a

normal agyszovetben és GBM-ben.
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B) Intracerebralis tidOeredeti adenokarcindma metasztazis €s normal agyszovet

Jelentésen csokkent mRNS expressziot mértiink brevikan, laminin o-1, matrilin-2,

neurokan, neuroglikan-C, szindekan-2, tenaszcin-R és HAS-1 esetében a tiid6

adenokarcinoma metasztazisban a normal agyszovettel 0sszevetve. Ezzel szemben az agrin,
fibronektin, laminin B-1, B-2, y-1, perlekan, szindekan-1, -4, CD168 és MMP-9 mRNS szintje
statisztikailag magasabb volt a metasztatikus tumorban a normal agyszovethez viszonyitva.
Nem volt lathato kiilonbség az aggrekan, laminin o-2, -4, matrilin-1, tenaszcin-C, verzikan,
CD44, kondroitinazok, HAS-2, -3, MMP-2 ¢és -8 mRNS szintjét tekintve a két szovettipus

kozott.

Norm - Met Norm - GBM GBM - Met
p érték  fold change | pérték  fold change | pérték  fold change
aggrekan 0,421 0,79 0,421 0,39 1,000 2,01
agrin 0,002 0,30 0,012 0,44 0,218 0,67
brevikan <0,001 172,46 0,820 1,27 <0,001 135,66
fibronektin <0,001 0,08 <0,001 0,09 0,916 0,87
laminin alfa-1 0,032 4,55 0,548 2,98 0,421 1,53
laminin alfa-2 0,310 1,84 0,841 0,82 0,222 2,24
laminin alfa-4 0,713 0,85 0,023 0,47 0,098 1,79
laminin beta-1 0,020 0,36 0,001 0,27 0,379 1,33
laminin beta-2 0,020 0,44 0,005 0,34 0,130 1,29
laminin gamma-1 0,016 0,29 0,222 0,38 1,000 0,76
matrilin-1 0,548 1,69 0,310 2,34 1,000 0,72
matrilin-2 0,002 6,07 0,761 0,90 <0,001 6,72
neurokan <0,001 44,76 0,095 2,29 0,001 19,50
neuroglikan-C <0,001 46,94 0,058 3,15 <0,001 14,89
perlekan <0,001 0,08 <0,001 0,12 0,342 0,70
szindekan-1 <0,001 0,01 0,008 0,23 <0,001 0,06
szindekan-2 0,008 3,27 1,000 1,44 0,151 2,27
szindekan-4 0,020 0,41 0,048 1,53 0,008 0,27
tenaszcin-C 0,348 0,40 0,006 0,06 0,007 6,91
tenaszcin-R <0,001 136,10 <0,001 10,53 0,018 12,92
verzikan 0,596 1,27 0,289 0,56 0,307 2,29
CD44 0,094 0,39 0,003 0,15 0,012 2,70
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CD168 <0,001 0,06 <0,001 0,12 0,053 0,46
kondroitinases (AC,ABC) | 0,222 0,77 0,841 0,95 0,690 0,81
hialuronan synthase-1 <0,001 26,98 <0,001 33,55 0,504 0,80
hialuronan synthase-2 0,838 0,77 0,002 0,11 0,003 6,84
hialuronan synthase-3 0,421 1,75 0,690 0,83 0,222 2,10
MMP-2 0,131 0,37 0,004 0,15 0,032 3,08
MMP-8 1,000 0,89 0,857 1,50 0,310 0,60
MMP-9 0,001 0,06 <0,001 0,05 0,805 1,11
citokeratin 18 0,008 0,002 0,310 0,72 0,008 0,003
citokeratin 19 0,008 0,003 0,151 4,49 0,008 0,001
GFAP 0,016 33,31 0,548 0,73 0,008 45,61
Ki67 0,008 0,01 0,008 0,01 0,548 0,82

8. tablazat. Jelentds kiilonbségek (vastagon szedve) a 30, invazidval Ssszefliggésbe hozhaté molekula és a 4
tumormarker mRNS expresszidja kozott glioblasztomaban (GBM), tiidé adenokarcindma agyi metastaisaban
(Met) és a normal agyszdvetben (norm).

C) GBM és tiid6 adenokarcinoma metasztazis

A kiilonboz6 eredetli anaplasztikus tumorokat Osszehasonlitva, az mRNS expresszid
brevikan, matrilin-2, neurokan, neuroglikan-C, tenaszcin-C és R, CD44, HAS-2 és MMP-2
esetében jelentdsen magasabb volt GBM-ben, mint tiid6 adenokarcindma metasztazisban. A
szindekan-1 és szindekdn-4 transzkriptumai lényegesen emelkedtek az adenokarcindma agyi
attétje esetében. Nem észleltiink statisztikailag jelentds kiilonbségeket agrin, aggrekan,
fibronektin, laminin a-1,-2 or -4, laminin B-1, -2, laminin y-1, matrilin-1, perlekan,
szindekan-2, verzikan, CD168, kondroitinaz, HAS-1 és -3, vagy MMP-8 és -9 esetében.

4. fazis

A negyedik 1épésben elvégzett mérések soran harom kiillonbozd eredetii és dignitasu
tumor ereményeit hasonlitottuk 6ssze egymassal és a peritumoralis agyszovet eredményeivel.

Osszehasonlitva a génexpressziot a NSCLC agyi attétjében és a Il-es gradusu
asztrocitomaban a kadherin-3, kollagén type I, III és IV, fibronektin, perlekan, szindekan-1 és

-4 és a MMP-9 expresszidja volt jelentésen magasabb a metasztazisban. Ezzel szemben, a
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brevikan, kadherin-2, laminin alpha-4, beta-2, matrillin-2, neurokan, szindekan-3, tenaszcin-C
és -R, verzikan, HAS-2 és MMP-2 szintjeit az asztrocitomaban talaltuk magasabbnak.

A NSCLC agyi attétjeiben magasabb mRNS szinteket talaltunk kadherin-3, neurokan,
szindekan-1 és MMP-9 tekintetében, 0sszevetve a schwannomaval, mig a schwannomaban
magasabb volt a kadherin-2, kollagen IV, VIII, laminin alpha-4, beta-1 és beta-2, matrillin-2,
neuroglikan-C, perlekan, szindekan-3, HAS-2 és MMP-2 szintje.

Osszehasonlitva a schwannoma és az asztrocitoma mintakat, a kollagen alpha-1,
kollagen III, IV és VIII, fibronektin, perlekan, matrillin-2, szindekan-4, laminin alpha-4, beta-
1 és beta-2 magasabbnak talaltatott schwannomaban, mig a brevikan, neuroglikan-C,
tenaszcin-C és -R, neurokan és verzikan inkabb az asztrocitomaban expresszalodott.

Az asztrocitoma mintak és a normal agyszovetbdl valok Osszehasonlitasa feltarta,
hogy az agrin, brevikan, kadherin-2, kollagen type I, Ill, IV, fibronektin-1, laminin alpha-4 és
beta-2, matrillin-2, neurokan, perlekan, szindekan-3, tenaszcin-C, verzikan, HAS-2, és MMP-
2 és -9 mRNS szintjei jelentdsen magasabbak voltak az asztrocitoma mintakban. Ezzel
ellentétben, a szindekan-4 és a HAS-1 mRNA szintjei a normal agyszdvetben bizonyultak
magasabbnak.

A schwannoma mintdkban az agrin, a kollagén I, III, IV és VIII tipusok, a
fibronektin, laminin alpha-4, beta-1 és beta-2, matrillin-2, perlekan, szindekan-3 és -4, HAS-2
¢s MMP-2 mRNS értékeit mértilk magasabbnak a normal agyszovethez viszonyitva, mig a
normal agybol vett mintakban a brevikan, neurokan, neuroglikan-C és tenaszcin-R mRNS-ek
magasabb értékeit rogzitettiik.

Az agrin, kadherin-3, a kollagen I, III, IV és VIII tipusok, a fibronektin, a laminin
beta-1 és beta-2, perlekan, szindekan-1 és -4, valamint a MMP-9 mRNS szintje szignifikdnsan
magasabb volt az agyi metasztdzisokban, mint a normal agyszdvetben. Ezzel ellentétben, a
brevikan, kadherin-2, neurokan, neuroglikan-C, matrillin-2, szindekan-3, tenaszcin-R és a

HAS-1 sokkal alacsonyabb volt a metasztazisokban, mint a normal agyszovetben.

2.4.2. Immunhisztokémiai eredmények

1. fazis

Az els6 fazisban nem végeztiink immunhisztokémiai vizsgalatokat.
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2. fazis

Ot molekula esetében (neurokan, verzikan, szindekan, MMP-2 és -9) vizsgaltuk az
immunhisztokémiai reakcié intenzitdsat. Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran a
neurokan, a verzikan és a MMP-2 esetében a glioblasztomaban az attéti daganathoz képest
egyértelmiien magasabb értékeket allapitottunk meg. A szindekén és az MMP-9 az

adenokarcindméban mutatott intenzivebb festddési reakciot (1. bra).

4
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> OMET
m GBM
1,5
1
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0] T T
neurokan szindekan verzikan MMP-2 MMP-9

1. abra. Immunhisztokémiai reakciok szemi-kvantitativ eredménye glioblasztomaban (GBM) és tid6
adenokarcindma agyi attétében (MET). Minden metszeten harom kiilonboz6 teriileten 0-4-ig osztalyoztuk a
festddési intenzitast, majd eredményeinket atlagolva jutottunk a végleges értékekhez.

3. fazis

A harmadik fazisban GBM, adenokarcindma attét és peritumoralis agyszovetmintakon
végeztliink immunhisztokémiai festést €s 0sszehasonlitd elemzést 7 molekulara vonatkozdan:
agrin, hialuronan, neurokan, szindekéan, verzikan, MMP-2 és -9. Az immunhisztokémiai és
HA hisztokémiai reakciokat a 2. abran foglaltuk Ossze. A morfologiai értékelésnek
megfelelden az immunreaktivitas a legkifejezettebb az agrin, neurokan, szindekéan és verzikan
esettben a sejtmembranon ¢és az extracellularis térben volt, mig a MMP-k erds
immunoreaktivitdst mutattak a sejtmembranon ¢és intracellularisan. A legerdsebb
immunfestédés az agrin, szindekdn ¢és MMP-9 esetében a tiidé6 adenokarcindma

metasztazisban volt megfigyelhetd, mig a MMP-2, neurokan és hialuronan a legmagasabb
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értékeket GBM mintakban mutatta. A tumormarkerek és a Ki-67 festodési intenzitasa

megfelelt a kdrszovettani diagndzisnak.

IHC score

7 T T T I E Norm
Met
mGBM

2. abra. Négy proteoglikan, két MMP és a hialuronsav immunhisztokémiai festédési intenzitasa
glioblasztomaban (GBM) intracerebralis tiid6 adenokarcindma metasztizisban (Met) és normal agyszovetben
(Norm). A reakciokat 1-5-ig felallitott score szerint harom kiilonboz6 régidban hataroztuk meg. Az egyes
régiokbdl nyert score-okat 6sszehasonlitas céljabol atlagoltuk.

4. fazis

A vizsgalatunk utolsé fazisaban négy kiillonb6zd szovettani csoportban (II-es gradust
asztrocitoma, adenokarcindbma agyi attéte, schwannoma ¢és peritumoralis agyszovet)
végeztlink THC festést négy molekula esetében: brevikan, neurokan, tenaszcin-C €s verzikan.

A brevikan, neurokén, tenaszcin-C és a verzikdn immunreaktivitasa a legintenzivebb
volt a sejtmembranon ¢és az extracellularis térben. A legintenzivebb festddést minden
molekula esetében az asztrocitoma szovetekben észlelték. A normal agyszovetben kevésbé
kifejezett immunfestodést talaltunk neurokan, tenaszcin-C és verzikdn esetében, a
schwannoma mintdk pedig gyengébb immunfestédést mutattak brevikan és neurokan
tekintetében. A metasztatikus szovetek mutattdk verzikdn esetében a leghalvanyabb
immunfestddést. A tenaszcin-C festddés nagyon gyenge volt mind a schwannoméban, mind
NSCLC-ben. A tumormarkerek és a Ki-67 festddési intenzitdsa Osszhangban allt a

hisztologiai diagozissal.
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2.5. A jelenlegi onkoterapia hatasa az invazios panel molekulainak expresszidjara

2.5.1. RNS expresszios eredmények

A konkuradld kemo-irradiacids kezelés elétti és utani GBM szdvetmintdk esetében a
génexpresszid Osszehasonlitisa sordn a kezelt mintdkban a 19 vizsgalt molekukabol 12
molekula RNS szintje csokkent (brevikén, kollagen type III alphal, fibronektin, integrin
alphal, integrin alpha7, laminin alpha4, laminin betal, MMP-9, neurokan, szindekanl,
tenaszcin-R, verzikan), mig 7 molekula transzkriptumaban lattunk emelkedést (kadherin N2,
CD168, erbB2, integrin alpha3, integrin betal, matrix metalloproteinase-2, tenaszcin-C), (3.
abra).

2.5.2. Proteomikai eredmények

Kvantitativ fehérje vizsgalattal 2 molekula esetében (szindekan-1, tenaszcin-C) nem
kaptunk értékelheté eredményt, 12 vizsgélt fehérje szintje csokkent (brevikan, kadherin N2,
CD168, kollagén type III alphal, erbB2, integrin alpha3, integrin alpha7, integrin betal,
laminin betal, MMP-2, MMP-9, neurokan, tenaszcin-R) 5 génnél pedig a fehérje
koncentracié novekedését tapasztaltuk (erbB2, fibronektin, integrin alphal, laminin alpha-4,

verzikan) (4. abra).
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3. abra. A vizsgalt extracellularis-matrix molekulak (invazios panel) RNS expressziojanak fold change valtozasa
onkoterapia el6tti, valamint utani glioblasztoma mintakban log[2] skalan feltiintetve. A balra mutatd savok
magasabb kezelés elotti szintet jelentenek, mig a jobbra mutaték onkoterapia utdni magasabb expressziot. A
szignifikans valtozast vilagossziirke szinnel jeldltiik.
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4. dbra. A vizsgalt extracellularis matrix molekulak (invazios panel) fehérje szintli mennyiségi valtozasai (fold
change, log[2] skalan feltiintetve) kezeletlen és konkuralod kemo-irradiacoban részesiilt glioblasztoma mintakban.
A molekuldk a valtozads mértékének sorrendjében szerepelnek. A balra iranyuld vonalak a kezelés elotti
magasabb szintet, a jobbra iranyuld vonalak a kezelések utdni magasabb szintet jelentik. A szignifikans valtozast
vilagossziirke szinnel jeldltiik.
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Az expresszios valtozasokat RNS és fehérje szinten egyiitt elemezve 8 esetben lathato
konkordans valtozas (9. tablazat). A brevikan, kollagén type III alphal, integrin alpha7,
laminin betal, MMP-9, neurokan, tenaszcin-R a kezelt mintakban mindkét vizsgalatban
konzekvens expresszidcsokkenést mutat, ezzel ellentétben az erbB2-nél a transzkripcio és a
transzlacid sordn is expresszidemelkedés volt megfigyelhetd. A statisztikai elemzések soran
az eltérések mindossze 2 esetben bizonyultak szignifikansnak: RNS szinten a MMP-9 (fold
change: 0,21, p érték: 0,006 95%-o0s CI: [0,13] - [0,26]), protein szinten pedig a brevikan
(protein szint: -4432,44, p érték: 0,006 95%-0s Cl: [-8857,43] - [-7,46]) csokkent szignifikans

mértékben az onkoterapiat kovetden.

RNS FEHERJE
Molekula fehérje o RNS FEHERJE
fold change  p érték szint p értek
Matrix metalloproteinase-9 -696,52 0,767 ! !
Brevican 0,38 0,149 -4432,44 i} i}
Tenascin-R 0,44 0,260 -248,43 0,597 i} i}
Neurocan 0,47 0,244 -1174,38 0,716 i} i}
Collagen type Il alphal 0,70 0,540 -35,47 0,806 ! !
Syndecan-1 0,74 0,678 0,00 0 ! -
Integrin alpha? 0,75 0,161 -720,12 0,113 ! !
Integrin alphal 0,78 0,228 218,80 0,575 l 1
Fibronectin 0,78 0,395 68,87 0,753 ! 1
Versican 0,82 0,859 1,70 0,909 ! 1
Laminin betal 0,83 0,185 -499,08 0,223 i} i}
Laminin alphad 0,84 0,374 124,27 0,766 ! 1
Integrin alpha3 1,02 0,621 -279,55 0,307 1 |
Matrix metalloproteinase-2 1,04 0,859 -660,13 0,093 1 !
CD168 1,10 0,737 -116,92 0,482 1 l
Tenascin-C 1,24 0,984 0,00 0 1 -
Erb B2 1,27 0,429 121,35 0,503 1 1
Integrin betal 1,28 0,199 -496,82 0,112 1 !
Cadherin-N2 2,20 0,334 -538,95 0,166 0 !

9. tablazat. A vizsgalt extracellularis matrix molekuldk (invaziés panel) RNS és fehérje szinth
expressziovaltozasai kezeletlen, valamint sugar- és kemoterapia utani glioblasztoma mintakban. A vilagossziirke
sorok az RNS és fehérje szinten is egyiranyu valtozast mutatdé molekuldkat jelolik, a fekete hatteres kiemelés
pedig a szignifikans valtozast jelenti.
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2.6. A peritumoralis agyallomany szerepe a tumorinvazioban

2.6.1. RNS expresszios eredmények

A peri-GBM ¢és peri-Met Gsszehasonlitasban tiz  molekula mutatott relativ
expressziondvekedést a peri-metasztatikus szovetben: brevikan, ErbB1, ErbB2, integrin alfa-
1, alfa-3, alfa-7, laminin alfa-4, beta-1, tenaszcin-R, verzikan. Kilenc gén esetében volt
megfigyelheté fokozott expresszi6 GBM peritumoralis mintaiban: N-kadherin-2, kollagén
alfa-1, fibronektin, CD168, integrin beta-1, matrix metalloproteinaz-2 (MMP-2), MMP-9,
neurokan, tenaszcin-C. Két esetben talaltunk statisztikailag szignifikéns eltérést: a tenaszcin-C
(95% CI: 7,95-12,92) és a CD168 (95% CI: 2,75-4,64) expresszidja szignifikansan magasabb
volt peri-GBM-ben peri-Met-hez viszonyitva (5. abra).
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5. abra. Az invazidval Osszefliggésben vizsgalt molekuldk (invazids panel) mRNS expresszios fold change
valtozasa log2 alapu skalan glioblasztoma melleti agyallomany (peri-GBM) és attéti daganat melletti
agyallomany (peri-Met) szovetekben. A molekulak a kapott értékek ndvekvd sorrendjében szerepelnek. Az 1,00
alatti érték peri-Met-ben 1év6 fokozott expressziot, mig az 1,00 feletti érték peri-GBM-ben 1év6 fokozott

expressziot jelent.
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A peri-GBM mintakat a Norm szovethez viszonyitva 14 esetben volt peritumoralisan
expresszio emelkedés: N-kadherin-2, kollagén alfa-1, ErbB1, ErbB2, fibronektin, CD168,
integrin alfa-1, alfa-3, beta-1, laminin beta-1, MMP-2, MMP-9, neurokan, tenaszcin-C, de
csak a CD168 (95% ClI: 0,30-0,44) esetében volt statisztikailag szignifikans az eltérés. 5 gén
expresszioja csokkent peri-GBM-ben nem tumoros agyszovethez viszonyitva: brevikan,
integrin alfa-7, laminin alfa-4, tenaszcin-R, verzikan, mely koziil csak a tenaszcin-R (95 %
Cl: 1,40-5,11) csokkenése bizonyult szignifikansnak.

Osszehasonlitva a peri-Met és a Norm mintdkat 13 molekula mRNS szintjénél
talaltunk peri-Met emelkedést: brevikan, kollagén alfa-1, ErbB1, ErbB2, CD168, integrin
alfa-1, integrin alfa-3, integrin alfa-7, integrin beta-1, laminin alfa-4, laminin beta-1, MMP-9,
verzikan. Emellett mindossze hat gén szintje csokkent a peritumoralis szovetben Norm-hoz
viszonyitva: N-kadherin-2, fibronektin, MMP-2, neurokan, tenaszcin-C, tenaszcin-R. Ebben

az 6sszehasonlitasban egyik esetben sem talaltunk szignifikans eltérést.

2.6.2. Proteomikai eredmények

Az mRNS-szinten vizsgalt molekuldk protein-szintli mennyiségi meghatarozdsdhoz
un. jelolés nélkiili SRM alapu kvantitativ fehérje analizist végeztiink. Az ErbB2 és tenaszcin-
C kivételével mindegyik gén fehérjéjét meg tudtuk hatdrozni. Az Gsszesitett eredményeket a
10. tablazat mutatja.

Peri-GBM ill. peri-Met korrelacioban 11 ECM fehérje mennyisége volt emelkedett
GBM esetében, amibdl 5 mutatott az mRNS értékekkel megegyezd iranyu valtozést: N-
kadherin-2, CD168, integrin beta-1, MMP-9, neurokan. A CD168 emelkedés szignifikansnak
bizonyult (95% CI: 325,9-1109,1) csaktigy, mint gén szinten. A metasztazis koriil 6 fehérje
szintjének emelkedését detektaltuk, amibdl 3 volt az mRNS valtozassal megegyezd: integrin
alfa-1, tenaszcin-R és verzikan. A fibronektin-szint novekedés peri-Met-ben szintén
szignifikansnak bizonyult (95% CI: [-642,5]-[-10,5]).
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10. tablazat. Az invazids panel molekulainak fehérje expresszids szintjei glioblasztoma melleti agyallomany
(peri-GBM) és attéti daganat melletti agyallomany (peri-Met) és nem tumoros betegb6l szarmazé (norm)
agyszovetmintakban.

Nem tumoros agyszovethez viszonyitva peri-GBM mintakban 13 fehérje szintje volt
nagyobb, amib6l 10 a génexpressziokkal megegyez6 valtozast mutatott: N-kadherin-2,
kollagén alfa-1, ErbB1, fibronektin, CD 168, integrin alfa-1, alfa-3, beta-1, laminin beta-1,
MMP-9. Mindossze 4 fehérje koncentracidja volt magasabb Norm szdvetben, ebbdl 2
mutatott konkordanciat: tenaszcin-R, verzikan. Szignifikans eltérést nem detektaltunk.

Peri-Met és Norm Osszehasonlitasban 8 fehérje szintje emelkedett meg a peritumoralis
szovetben, 7 esetben konkordanciaval: kollagén alfa-1, ErbB1, integrin alfa-1, alfa-3, alfa-7,
beta-1, verzikan. A peri-GBM - peri-Met korrelaciohoz hasonléan a fibronektin-szint
emelkedés itt is szignifikans volt annak ellenére, hogy gén szinten ugyaniugy csokkenést
detektaltunk. Peri-Met-ben nem tumoros mintakhoz képest csokkent koncentraciot mértiink 9
fehérje esetében, ebbdl 4 esetben volt a csokkenés az mRNS valtozassal megegyezd iranyla: N
kadherin-2, MMP-2, neurokan, tenaszcin-R. Ez utdbbi esetben sem talaltunk szignifikans

eltérést.
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2.7. Az invazios spektrum prognosztikai szerepének vizsgalata glioblasztomaban

2.7.1. A betegek klinikai adatainak eredményei

A GBM mintékat két csoportba osztottuk a teljes tulélés alapjan; 23 honapos tulélést
tekintettiik szelekcios tényezonek. A 23 hénap vagy anndl rovidebb teljes tuléléssel
rendelkez6 betegekbdl szarmazd mintakbodl képeztiik az ,,A” csoportot, mig a ,,B” csoportba a
23 honapnal nagyobb teljes talélést mutatd betegek kertiltek (A csoport 12 {6, B csoport 14
f0).

Az invézioban szerepet jatsz6 molekuldk meghatarozasara kivalasztott mintdkat ado
betegek atlagos progressziomentes tulélése (PFS) az A csoportban §8,0+7,0 honap, a B
csoportban 14,4+8,3 honap volt. Az atlagos teljes tulélés (OS) az A csoportban 13,4+£8,3
honapnak, mig a B csoportban 35,2+13,6 honapnak adodott. A két csoport atlagos
progressziomentes ¢&s teljes tulélése szignifikansan kiillonbozik egymastol (PFS: p = 0,04; OS:
p < 0,001). A tumorok lebenyi lokalizacidja 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
szignifikansan (p = 0,42). A két csoportban a kiujulds miatti reoperaciok aranya (7/12 vs.
12/14) sem Kkiilonbozik szignifikdnsan egymastol (p = 0,27). Elmondhat6é tehat, hogy a
tuléléseket leszamitva a betegek klinikai paraméterei hozzéavetdlegesen azonosak, a két

csoport homogenitasa nem kiilonbozik egymastol szignifikansan.

2.1.2. Az invazios molekuldk RNS expresszios mintdzata

Az egyes gének expressziojat egyedileg vizsgalva a két csoport adatai kozott
szignifikans kiilonbséget nem talaltunk (6. abra). A 20 ECM alkotd expresszidjat egyiittesen
vizsgalva azonban az egyes csoportokra jellemz6 invazids mintdzat, azaz invazios spektrum
hozhato 1étre, melynek statisztikai osztadlyozo algoritmusok elemzésével specifikus ¢és

szignifikans eltérés igazolhat6 a kiilonbozd tulélést mutatd betegesoportok kozott.
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6. abra. Az invazios panel molekuldinak mRNS expresszios értékei kiilonboz6 tulélést mutatdé GBM mintdkban.
Group A: atlagos teljes tulélés < 23 honap; Group B: atlagos teljes talélés > 23 honap

A csoport-6sszehasonlitast végzo tesztek emellett bizonyos molekuldk kulcsszerepét is
meghataroztdk, melyek egylittes expressziovaltozasa a szignifikans kiilonbséghez
nélkiilozhetetlenek. A két kiilonbozo betegesoportban a brevikan és az integrin-f1 expresszios
szintje tiinik jelentdsnek a tumorok invazivitdsa és a varhato talélés alakuldsa szempontjabol.
Az elemzd program a mintak 85,2%-at azonositotta helyesen, a modszer szenzitivitasa 0,852;
pozitiv prediktiv értéke 0,858 volt (11. tablazat). Az elemzések soran tehat egyértelmiien
megallapithatd, hogy a molekuldk invazids spektruma és a varhato tulélés jol igazolhato

Osszefiiggést mutat.
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Helyesen azonositott ROC Pozitiv
mintak Szenzitivitas | analizis prediktiv
No. % érték érték
A csoport 9/14 64,2% 0,750 0,775 0,900
B csoport 14/15 93,3% 0,933 0,775 0,824
Osszesitve 23/25 85,0% 0,852 0,775 0,858

11. tablazat. Az invazios panel mRNS expresszios eredményeinek statisztikai osztalyozoval torténd elemzése
utan a jobb és rosszabb prognozisu csoportok elkiiloniilése glioblasztomaban.

2.7.3. Protein expresszios eredmények

A proteinszintli elemzések soran az A és B csoportok kozott a molekuldkat egyenként
vizsgalva szignifikdns kiilonbség nem igazolhatdé (7. 4bra). A fehérje szintli expresszids
értekekbdl 6sszealld invazids spektrum az egyedi adatokkal szemben azonban jol hasznalhato,
hiszen az expresszids mintdzat alapjan az esetek 85,7%-4ban a mintat helyesen becsiilte meg
tulélés szempontjabol (szenzitivitas: 0,857, pozitiv prediktiv érték: 0,893). Kiemelendd, hogy
a magasabb tulélési csoportba tartoz6 mintdk mindegyikét helyesen becsiilte az algoritmus

(12. tablazat). A brevikan, kadherin-12, integrin-a3, valamint laminin-o4 és —f1 fehérjék

bizonyultak kulcsmolekuldnak az osztalyozas szempontjabol.

42




3500

3000 I I
2500 I I I I
2000 I I :[ I :[
il |
500 I :[ ]: I :[ I :[

F N PP PSSP PLYPERFLSSES
RPN MG G - S Y PR Y S SR SR ST S O SO P s
& & ¢ ¢ & e & & &S S S & & N @&
AR N A &P & & & & @
& R R S S I U

B Group A Group B

7. dbra. Az invaziés panel molekuldinak protein expresszids értékei kiilonbozo tulélést mutatdé GBM mintakban.
Group A: atlagos teljes tilélés < 23 honap; Group B: atlagos teljes tulélés > 23 honap.

Helyesen azonositott ROC Pozitiv
mintak Szenzitivitas | analizis | prediktiv
No. % érték érték
A csoport 6/8 0,75% 0,75 0,875 1
B csoport 6/6 100% 1 0,875 0,75
Osszesitve 12/14 85,7% 0,857 0,875 0,89

12. tablazat. Az invazids panel protein expresszids eredményeinek statisztikai osztalyozdval torténd elemzése
utan a jobb és rosszabb prognozisu csoportok elkiiloniilése glioblasztomaban.
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2.8. Agyi attéti daganat és gliomak invazivitasanak osszehasonlitasa

Altalanos megallapitas az onkologidban, hogy a tumor-eltavolitis radikalitdsa
meghatdrozza az onkoterdpia hatékonysagat. Ezt azonban a daganatok kornyezeti invazidja
meghiusithatja, ahogyan az asztrocitomak esetében is el6fordul. A peritumoralis infiltraciot
nemcsak a malignus gliomakban, hanem az alacsony gradusti tumorokban, igy a II. gradusu
asztrocitomakban is megfigyelték. Ezzel szemben a NSCLC agyi metasztizisai csak
mérsékelten invazivak, igy a radikalis eltavolitdsuk 4altaldban rutin idegsebészeti
beavatkozasnak szamit. Tanulményunk célja elsésorban a kiilonboz6é eredetli agytumorok
invazioval Osszefiiggésbe hozhaté molekuldi expressziés mintdzatdnak meghatarozasa és
Osszehasonlitdsa volt. Maésodsorban pedig azonositani kivantuk azokat a molekulédkat,
amelyek elsddlegesen felelosek a II-es gradust asztrocitomak peritumoralis invazivitasaért.
Mivel a tumorinvazid nagyban fligg a meglehetésen nagyszdmu ECM komponens és a
tumorsejtek kozotti interakcioktol, megvizsgaltuk egy gondosan Gsszevalogatott 96 tag
ECM-alkoté csoport molekuldit, melyekrél korabban mar igazolddott, hogy aktivan részt
vesznek a peritumordlis infiltracioban. Az eldézetes mérések soran ezekbdl a molekuldkbol
célzott vizsgalatokkal az intrakranidlis daganatokra jellemz6 molekuldk korét, az un. invdzids
panelt hataroztuk meg, és tovabbi mRNS expresszios méréseinkhez a kiilonb6z6 daganatok

Osszehasonlitdsakor mar ennek a panelnek a tagjait vizsgaltuk.

2.8.1. Az invazios panel vizsgdlata tiidorak agyi metasztazisaban és glioblasztomdban

A tiidékarcindma agyi attétei és a GBM 0Osszehasonlitasakor Osszesen 30 ECM-
komponens génexpresszidjat hataroztuk meg, hogy az eltérd invazivitds molekularis
hatteréhez kozelebb keriiljiink. 21 ECM komponens, hét proteaz, a HA membran-receptor
(CD44) és a CD168 esetében végeztiink kvantitativ RT-PCR-t. Az mRNS analizis eredményei
alapjan a fentiek koziil hét molekula (agrin, neurokan, szindekan, verzikan, MMP-2, MMP-9
¢s a HA) immunhisztokémiai festddését is vizsgaltuk.

Korabbi tanulmanyok pozitiv korrelaciot irtak le a glioma invazids készsége és a
brevikan, a fibronektin, a laminin, a szindekan, a tenaszcin-C, a verzikan, az MMP-9, a HA és
a CD44 expresszioja kozott. Sajat méréseink az irodalomban kozolt eredményeket részben

megerdsitették, részben kiegészitették, amennyiben jelentds kiilonbséget észleltiink a normal
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agy és a GBM kozott a fibronektin, laminin -1, perlekan, szindekan-1, -4, tenaszcin-C, -R,
CD44, CD168, HAS-1, -2, és MMP-2 és -9 mRNS profilja tekintetében.

Nincs kielégit6 adat az irodalomban asztrocitomak esetében az aggrekanrdl,
matrilinrél, perlekanrol, neuroglikan-C-r6l, neurokanrol, CD168-r6l vagy a kondroitinazrol.
Megfigyelésiink szerint azonban a CD-168 ¢és a perlekdn mRNS expresszioja szignifikdnsan
magasabb GBM-ben a normal agyszovethez képest, mig a tobbi tekintetében nem volt
nyilvanvalo kiilonbség a kett6 kozott.

ECM komponenseket és invazioval Osszefiiggd molekuldkat vizsgaltak mar NSCLC
esetében is. A bronchialis adenokarcindmaban a HA, fibronektin, laminin, verzikan, MMP-9
¢s a CD44 szignifikansan magasabb expresszidjat észlelték, mig a perlekan, tenaszcin-C és a
szindekan nem korreldlt a tumorndvekedéssel. Nincs olyan adat sem, mely egyértelmii
Osszefliggést mutatna az agrin, brevikan, matrilin, neuroglikan-C, neurokan, CD168,
kondroitindz, HAS és a tiid6 eredetli adenokarcinoma viselkedése kozott. Sajat méréseink
soran Osszehasonlitva az intracerebralis tiidé adenokarcindma metasztazisokat a normal
agyszovettel, a vizsgalt 30 molekula koziil 18 esetében jelentds kiilonbségeket észleltiink.
Néhany molekula az eredeti szovetre jellemzd (pl. a brevikan, neurokdn, a neuroglikdn-C az
agyszovetmintakban), mig masok valdszinilileg a peritumoralis invazidban jatszanak fontos
szerepet (fibronektin, szindekén-1, -4, CD-168 és MMP-9). Az agrin, laminin B-1, 3-2, y-1 és
a perlekdn intracerebalis tiid6 adenokarcindbma metasztazisban megnovekedett

expresszidjanak magyarazatdhoz még tovabbi kutatdsokra van sziikség.

Eredményeink szerint 11 molekula mRNS expresszioja szignifikansan kiilonbozott a
GBM és az adenokarcindma metasztazis kozott. Mivel a brevikan, matrilin-2, neurokan,
neuroglikan-C és a tenaszcin-R magasabb mRNS expressziot mutatott mind a normal
agyszovetben, mind pedig a GBM-ben a metasztatikus tumorokhoz viszonyitva, ezeket a
molekulakat a gliaszovetre specifikus molekuldknak tekinthetjiik. Masrészt a tenaszcin-C,
CD44, HAS-1 és a MMP-2 mRNS expresszidja a metasztazishoz hasonlitva csak a GBM-ben
volt emelkedett. Ezekbdl az eredményekbdl arra kdvetkeztetiink, hogy az elébbi, GBM-ben ¢s
normal agyszovetben egyarant magasabb szintet mutatd molekuldk a primer agydaganat és a
peritumoralis agyallomany nagyfoku hasonlosagat eredményezik, igy a GBM tumorsejtjei
“otthonosan érezve” magukat a kornyezé agyalloméanyban, azt mélyen infiltralni képesek. A
tobbi szovetmintahoz képest a GBM-ben észlelt magasabb expressziot mutatd molekulak

crer

szerepelnek.
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Az mRNS expresszio és az immunhisztokémiai eredmények 6sszehasonlitasa

A vizsgalt szovetminta-csoportok immunfestddési intenzitdsdban meglévo
kiilonbségek jol korrelaltak a verzikéan, agrin, szindekan és a MMP-2 mMRNS-expressziojaban
¢észlelt eltérésekkel. Az immunhisztokémiai analizis sordn az agrin, a szindekan és a MMP-9
predominansnak bizonyult a horgd eredetli adenokarcindémaban, mig a MMP-2, a neurokén és
a HA a legerésebb immunfestédést a GBM-ben mutatta.

Az MMP-9 a leger6sebb immunfestddési intenzitdst a tiid0 adenokarcinoma
metasztazisaiban mutatta, de a leger6sebb mRNS expressziot a GBM csoportban mértiik. Bar
a legmagasabb neurokdn mRNS-expressziét normél agyszovetben talaltuk, de az
immunhiszto-kémiai reakcié a tumorokban mutatott kissé emekedett fest6dési intenzitast.
Ezek az eltérések valdsziniileg poszt-transzkripcids eseményekhez kothetdk és pontos
tisztazasukhoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A HA leginkabb GBM-ben volt jelen. Mivel receptoranak, a CD44—nek ugyancsak
magasabb mRNS expresszidjat mértiik, altalanos szerepe az invazid folyamataban
megerdsithetd.

Osszefoglalasként megallapithatjuk, hogy a 30 invazidval dsszefiiggd molekula mRNS
expressziojanak GBM-ben, normdl agyszovetben és intracerebralis adenokarcindma
metasztazisban torténd Osszehasonlitdsdval sikeriilt néhany olyan molekulat azonositani,
melyek valdszinlileg részt vesznek a GBM kiemelkedéen magas invazids aktivitdsaban.
Vizsgalataink szerint a tenaszcin-C, CD44, és MMP-2 latszanak a leginkabb érintettnek a
GBM peritumoralis infiltraciojaban, de a fibronektin ¢és a szindekanok korabbi
kozleményekben felvetett pozitiv szerepét a kiillonbozo infiltracios aktivitas tekintetében nem
tudtuk megerdsiteni. Az eddig kozolt adatokhoz tovabbi 0j eredményként hozzdjarulva a
brevikan, neurokan, neuroglikan-C és a matrilin-2 glioblasztomak invazivitasaban betoltott

lehetséges szerepét tudtuk igazolni.

2.8.2. Az invazids panel vizsgdlata tiidérdak agyi metasztazisaban, alacsony grdadusu
asztrocitomaban és schwannomdban

Az invazidés panel génexpressziojat infiltrativ ,,szemibenignus” Il-es gradust
asztrocitoma, non-infiltrativ és benignus schwannoma és a non-infiltrativ, de malignus
NSCLC agyi metasztazisabdl szarmazo6 szovetmintakon vizsgaltuk. A 26 tagli invazids panel

mRNS expresszidjanak meghatarozasaval az egyes csoportokra jellemzd expresszids
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mintazatot sikeriilt alkotni. Cluster analizis utjan vizsgaltuk ezeknél a molekuldknal az
expresszios mintazatban bekovetkezett valtozasok jellemzo voltat (8. abra). E statisztikai teszt
altal vildgosan kimutathatd, hogy minden egyes szdvetcsoportnak megvan a maga jellegzetes
invaziés molekula mintdzata (invdzios spektrum), ami arra utal, hogy az invazids panel
molekuldinak az mRNS expresszidos mintazata az illeté tumorszovetre erdsen jellemzo. A
brevikan, neurokan, neuroglikan, tenaszcin, verzikdn és a MMP-2 a normal agyszovetre és a
Il-es gradusu asztrocitomara voltak jellemzbek, mig a schwannoma és az adenokarcinoma
ECM-a dontéen kollagéneket, fibronektint, szindekanokat, laminineket ¢€s kadherineket
tartalmazott. Ezek a jellegzetes invazios spektrumok jelentés mennyiségii kotdszovetes
allomanyra utalnak a schwannomaban és a metasztazisban, mig a gliomas szovetekben a sajat
jellemz6é GAG-ok és PG-k jelennek meg. A nagyfoku hasonldosag a I1-es gradusu asztrocitoma
¢s a normal agy kozott magyarazatul szolgal a gliomasejtek kornyez6 agyszovetbe torténd
invazids spektruma kozott segit megérteni a csokkent peritumoralis infiltraciot a metasztazis

esetében.
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SCH MET All NORM

8. abra. Hierarchikus klaszterezés komplett kapcsoltsagi elemzéssel Pearson korrelaciot alkalmazva az mRNS
expresszios mintdzat specificitasnak tesztelésére 26 invazidval Osszefiiggd extracellularis matrix molekula
esetén normal agyszovetb6l (NORM), Il-es gradust asztrocitomabol (A 1I), intracerebralis adenokarcindma
metasztazisbol (MET) és schwannomaboél (SCH) szarmazoé mintaknal. A kék-sarga-piros szinkodok a
génexpresszio fokozodasat jelzik.

A kiilonb6z6 csoportok kozott az egyes molekuldk expresszidjaban észlelt szignifikans
eltéréseket elemezve négy molekula (brevikdn, neurokan, tenaszcin-C, verzikdn) szintje
jellemzéen magasabbnak bizonyult a Il-es gradusu asztrocitomaban, mint a tobbi
szovettipusban, ami a gliomak peritumoralis invazidjaban jatszott egyedi szerepiiket tamasztja

ald. Az immunhisztokémiai eredmények ezt a megfigyelést megerdsitették.

2.9. A jelenlegi onkoterapia hatiasa az invazios panel molekuldinak expresszidjara

A ma mar rutinszerlien alkalmazott konkurdld kezelés sikere mellett is jelentkezd
gyakori terapia-rezisztencia alapjan felmeriilt az igény a glioblasztomak minél szélesebb kori
génexpresszids €s fehérje valtozasainak feltérképezésére. Tobbek kozott a sejtmotilitast, a

membrandsszetételt, valamint az ECM felépitését, és olyan jellegli valtozésait vizsgaljak,

crer
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hatékonysagat. Ezen valtozasok mélyebb ismerete megismertetheti a jelenlegi protokoll
korlatait és utat nyithat j célpontu terapiak megtervezéséhez. Jelenleg kevés ismerettel
rendelkeziink a konkuraldé kezelés okozta részletes molekularis mechanizmust illetben, a
kezelés infiltraciora gyakorolt hatdsa sem tisztazott, ¢és az eddigi vizsgalatok
sejttenyészeteken, nem pedig emberi agyszOveten torténtek. Felmeriilt tehat az igény a
glioblasztomak konkurald kezelése eredményességének molekularis szintii vizsgalatara, hogy
valaszt kapjunk arra a kérdésre, hogy a jelenlegi onkoterapia gén és fehérje szinten 1étrehoz-e
kutatasunk soran 19, peritumoralis infiltraciéban szerepet jatszo0 ECM-komponens mRNS ¢és
protein szintli expressziojat hataroztuk meg kezelés eldtti és konkuradld kemoirradiacio utan

kigjult human GBM mintékban.

Meéréseink szerint a kombinalt sugar- és kemoterapiat kovetéen minddssze a MMP-9
mRNS expresszioja és a brevikan fehérje szintje mutatott szignifikans csokkenést. A tobbi

vizsgalt molekula esetében nem volt szignifikans valtozas.

Mint matrix-degradalo enzim, az MMP-9 szintje glioblasztomakban emelkedést mutat
a normal agyszovethez képest. Trog D. €s mtsai TMZ ¢€s besugarzas hatasat vizsgaltdk GBM
sejtvonalon ¢és a kezelést tulélo sejtekben szignifikans metalloproteinaz emelkedést
tapasztaltak, ami korrelalt az agressziv, infiltrativ tulajdonsaggal. A mi eredményiinkben a
MMP-9 RNS szinten még csokkenést mutatott, fehérje szinten azonban ennek ellenkezdje
volt tapasztalhato.

A brevikan fehérjeszintli csokkenése 0sszevag Nakada M. és mtsai valamint Held-
Feindt J. és mtsai eredményeivel, akik a glioblasztomaban szintén Osszefiiggést talaltak a

brevikan szint csokkenése és a sejtinvazio kozott.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a konkuraldé kemoirradiacio nem hat
lényegesen a GBM invazids képességére. A jelenlegi onkoterapia mindkét {6 elemének
(irradiacié és TMZ) elsddleges tamadaspontja a DNS-replikacio gatladsa, és igy anti-
proliferativ hatassal birnak. Vizsgélataink azt mutatjdk, hogy emellett, a sejtosztodast gatlo
hatas mellett az alkalmazott kezelésnek invazio-gatlo hatasa nem igazolhatd, igy a hatalyos

konkuralé kemo-irradiacionak a recidiv.z GBM peritumoralis infiltraciojat jelentdsen

mérsékeld hatdsa nem varhatd. Az invazidban szerepet jatsz6 ECM komponensek koziil jelen
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tanulmanyban kiszlirt és szignifikans eltérést mutatd két molekula a célzott anti-invazios

kezelések kifejlesztéséhez lehetséges targetként szolgalhat.

2.10. A peritumoralis agyallomany szerepe a tumorinvazioban

Ebben a tanulmanyban az invézioval 0Osszefiiggdé ECM komponenseket ¢€s
transzmembran receptorokat vizsgéltunk primer (GBM) ¢és szekunder (adenokarcindma
metasztazis) agydaganatok peritumoralis teriiletében ¢és nem tumoros agyszovetben.
Mindegyik elemzésre keriild molekulat a relevans irodalom attekintése és a hasonlo teriileten
végzett korabbi kutatasaink eredménye alapjan valasztottunk ki.

Vizsgalataink soran az mRNS expressziés mintazat létrehozdsa és a fehérje szintek
kvantifikalasanak eredményeképpen tobb ECM alkotdelem é€s receptor is Osszefliggésbe
hozhat6 a peritumoralis invazid mértékével. Egyes molekuldk mRNS és fehérje szinten is
azonos iranyu valtozast mutattak, emellett néhany szignifikansan eltért a kiilonboz6 vizsgalt
szOvettani csoportokban. Eredményeinket a korabbi irodalmi adatokkal dsszevetve a jelentds
kiilonbséget mutaté molekulakkal kapcsolatban az alabbi megfigyelések tehetdk.

A tenaszcinok otféle tagbol (tenaszcin-C, - R, -X, -Y, -W) all6 nagyméreti ECM
glikoprotein csaladot alkotnak. Koziilik a kiilonb6z6 un. alternative splicing soran létrejott
tobbféle  izoformaval  rendelkez6  tenaszcin-C  kulcsszereppel  rendelkezik  az
embridgenezisben, sebgyogyulasban, valamint a tumorprogresszidban. Malignus gliomakban
a tenaszcin-C autokrin modon noveli a glioma sejtek invazivitasat, létrehozva egy reaktiv
valtozast a tumor koriili agyszovetben. Hirata és munkatarsai azt talaltdk, hogy a tenaszcin-C
expresszio aranyos az MRI képeken 1€v6 peritumorallis reaktiv elvaltozasok nagysagaval €s a
GBM betegek prognodzisaval. Herold-Mende és munkatarsai egyenes ardnyossagot talaltak a
tenaszcin-C szint emelkedése és a daganat malignitasa kozott. A tenaszcin csalad egy masik

tagjarol, a tenaszcin-R-rdl bizonyosodott be, hogy fontos szereppel bir a KIR kialakuldsaban,

crer

crer

figyelheté meg pilocitas (WHO Gr. 1.) asztrocitomakban glioblasztomakkal szemben. Ezzel
megegyezoen a tenaszcin-R expresszid csokkenését irtdk le az asztrociter tumorok gradusanak
emelkedésekor. Eredményeink az irodalmi adatokkal Osszhangban vannak: szignifikdns

MRNS szint-emelkedést talaltunk tenaszcin-C és csOkkenést tenaszcin-R esetében a peri-
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GBM matrixban. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a tenaszcin-R akadéalyozza a peritumoralis
invaziot, mig a tenaszcin-C segitheti azt.

A fibronektin egy olyan ECM gliokoprotein dimer, ami integrin sejtreceptorokhoz és
mas matrix komponenshez (fibrin, kollagén, stb.) kotddik. A sejtadhéziot, migraciot és
differencialodast segitve kulcsszerepet jatszik az embridogenezisben, sebgyogyuldsban,
daganatnovekedésben és attétek kialakulasaban. A gliomakban a fibronektin expresszioja
emelkedik, elésegitve ezzel a sejtmigraciot és az invaziot egyenes aranyban a tumor
gradussal. Masfeldl Sabari ¢s munkatarsai vizsgalatai alapjan a fibronektinben gazdag matrix
jelentdsen gatolhatja a GBM sejtek szétszorddasat. Mi szignifikansan alacsonyabb fibronektin
fehérje szintet detektaltunk peri-GBM-ben, mint peri-Met-ben, mely alapjan valdsziniisithetd,

hogy a fibronektin gatolja a tumorsejtek szomszédos agyszovetbe torténd migralasat.

Bizonyos enzimek szintén nagy hatissal birnak a peritumoralis invaziora. A MMP
csalad gy jarul hozza a daganat progresszidhoz, hogy kiilonb6zé6 ECM komponenseket és
sejtfelszini receptorokat tud lebontani és atalakitani, ezaltal Gjrarendezi a matrixot, igy segitve
eld a sejtek kozotti kommunikaciét. Ami az MMP csaldd zselatinaz csoportjat illeti,
Kisérletiinkben az MMP-9 nagymértékii emelkedését tapasztaltuk peri-GBM-ben mind RNS,
mind fehérje szinten, ami feltehet6en a peritumoralis szovetbe torténd tumor invaziot segiti.

A CD168 (tigy is ismert mint HMMR vagy RHAMM) egy HA receptor, ami hatassal
van a sejtek kozotti kommunikéciora, a migraciora, ezzel segitve az angiogenezist és a
metasztazisok kialakulasat. A CD168, kapcsolatba 1épve az aktinnal a kalmodulinnal,
mikrotubulusokkal ¢€és mas mitdzishoz kapcsolddd struktardval, expresszio-emelkedést
mutatott agressziv daganatokban. Mi szignifikdnsan magasabb CD168 mRNS és fehérje
szintet talaltunk a peri-GBM mintakban mind a Peri-Met-hez, mind a Norm szovethez
betoltott szerepét.

Az intracerebralis daganatokat Ovezé agyallomany vizsgalata alapjan Ossze-
foglalasként elmondhatd, hogy az invazioval Gsszefliggd ECM molekuldk (invazids panel)
mRNS és fehérje szintli vizsgilata mindkét esetben definitiv kiilonbségeket talalt a
peritumoralis szovetekben, azokat akdr egymashoz, akir tumormentes agyszovethez
hasonlitottuk. Ami a peri-GBM mintéakat illeti, a vizsgalt molekulak nagy része nem mutatott
szignifikans eltérést, kivéve a tenaszcin-C és a CD168 emelkedését. Ez alapjan feltételezhetd,

hogy a glioblasztomat koriilvevé agyszovet ECM-je nem reagal hatarozottan a daganat
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terjeszkedésére. Valoszinlileg ezzel magyarazhatd, hogy az ECM nem tudja megfeleléen
emellett kiemelik e két molekula glioma sejt invazidban betdltott szerepét. Masfeldl azok a
kiterjedt molekularis valtozasok, amelyek az attéti daganattal szomszédos agyallomanyban
jonnek létre, valosziniileg csokkentik a tumorinfiltracidt azaltal, hogy kialakul egy olyan

peritumoralis ,,hal6é” a metasztazis koriil, ami gatolja a tumorsejtek terjedését.

2.11. Az invaziés spektrum prognosztikai szerepének vizsgalata glioblasztomaban

Mivel a gyogyulashoz sziikséges teljes miitéti eltavolitast a peritumoralis invazio teszi
kivitelezhetetlenné, ¢és igy a mindig bekdvetkezd lokalis recidivaért is ez tehetd feleldssé,
ezért az invazids molekuldk kutatdsa az elmult idészakban egyre nagyobb hangsulyt kapott.
Jelen tanulmany azt vizsgalta, hogy az invazioban szerepet jatsz6 ECM alkotok expresszidja
milyen Osszefiiggést mutat a glioblasztomas betegek tulélésével? Az expresszid
meghatarozasahoz 20 ECM alkotdbdl allitottuk Ossze az invazidos spektrumot, és erre
vonatkozoan végeztiink mRNS és protein szintli meghatarozast.

A vizsgalatba azonos kezelési protokoll szerint kezelt glioblasztomas betegeket
valogattunk be, és a mintakat a tapasztalt tGlélés alapjan két csoportra bontva vizsgaltuk az
invazidban szerepet jatsz6 ECM komponensek expressziojat.

A statisztikai elemzések sordn dnmagaban egyetlen molekula esetében sem talaltunk
szignifikans kiilonbséget. Azonban az invazidés molekuldk csoportjanak expresszios értékei
egylitt a csoportra jellemzd invazios spektrumot képeznek, melynek statisztikai elemzésével
nagy pontossagu talalati eséllyel meghatdrozhatd, hogy az adott minta az alacsony vagy
magas talélésii csoportba tartozik-e? Az invazios spektrum elemzése tovabba olyan ECM
alkotokra hivta fel a figyelmet, amelyek szerepe kiemelkedden fontosnak tlinik a betegek
tulélése alakuldsanak szempontjabol, igy ezek potencialis terapids célpontok lehetnek. A
statisztikai osztalyozoprogramok (LWL és J48 pruned tree) alapjan a brevikan, kadherin-12,

integrin B1, integrin a3, laminin o4, illetve B1 kulcsmolekulaként azonosithato.

Mind az RNS, mind a protein expresszios eredmények egyiittes elemzése alkalmas
volt arra, hogy a minték invazios spektrumanak vizsgalata alapjan a betegség kimenetelére, a
beteg talélésére magas talalati valosziniiséggel kdvetkeztethessiink. Nagy jelentdségii klinikai

szempontbol, hogy a mddszer pozitiv prediktiv értéke magas, kiilondsen a rosszabb tulélésii
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csoportra vonatkoztatva. A klinikai vizsgdldémodszerek megbizhatdsagat jellemzé ROC
analizis is a mddszer hasznéalhat6sagat tamasztja ald. Az invazios spektrum RNS expresszios
vizsgalati eredményeiben 0,775; a protein expresszio esetében pedig 0,875 volt a gérbe alatti
tertilet, mely értékek — kiilondsen a proteomikai mérések esetén — megbizhatdé modszerrdl
tesznek tanubizonysagot €s az invazids spektrum prognosztikai faktorként vald szerepeltetése

mellett szOlnak.
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3. AZ ALACSONYABB GRADUSU GLIOMAK
MOLEKULARIS ONKOLOGIAI MEGKOZELITESE ES
KEZELESI IRANYVONALAI

Az alacsony gradust gliomak (low grade gliomas, LGG) pontos besorolasa, valamint
szerint. A helyzetet neheziti, hogy a legtijabb eredmények tiikrében a jelenleg széles korben
alkalmazott, hisztologiai jellemvonasokon, gliasejttipuson €s a mitotikus aktivitas értékelésén
alapulo szovettani beosztas és gradusmeghatarozas is feliilbiralasra szorul. Ez tetten érhet6 az
epidemioldgiai adatok tekintetében is, hiszen a legtobb esetben még nem az 1j klasszifikacio
szerint torténik az adatok rogzitése. CBTRUS adatok szerint az incidencia 0,46 / 100.000 6 a
diffuz asztrocitomak esetében és 0,23 /100.000 {6 diffuz oligodendrogliomak esetében,
ugyanezen adatbazis szerint a prevalencia a diffuz asztrocitomak esetében 4,68 / 100.000 6,
mig a diffuz oligodendrogliomak esetében 3,57 / 100.000 6. A hattérben allo rizikofaktorok
koziil az ionizal6 sugarzas, valamint néhany orokletes szindroma emelhet6 ki (Li-Fraumeni,
Lynch). Az alacsony gradus ellenére a gliomak teljes gyogyulasa csak kevés esetben érhet6
el, mert az infiltrativ jelleg miatt teljes eltavolitdsukra ritkan van lehetdség. JelentOségiiket
tovabb noveli, hogy malignizal6dasi hajlamuk miatt elébb-utobb progresszidra szamithatunk,
ami a beteg ¢letkilatasait markansan redukalja. A WHO jelenlegi megfogalmazasat kdvetve
jelen Osszefoglaloban a diffiz, infiltrativ tulajdonsagokkal bird alacsony gradust gliomak
(LGG) csoportjaval kapcsolatos ismereteket foglaljuk dssze (13. tablazat). Ez alapjan a diffuz,
infiltrativ, de malignus jegyeket nem mutatd gliomakat egy csoportként, az 'jabb
szakirodalmi terminus szerint alacsonyabb gradusu gliomak (lower grade glioma)
csoportjaként emlitik. Ennek alapja, hogy a mitotikus aktivitdson alapuld egzakt elkiilonités
nehezen kivitelezhetd, valamint bizonyos molekularis alteracidk altal kijelolt alcsoportokban
a tulélési paraméterek nem annyira a gradussal mutattak osszefiiggést, hanem sokkal inkabb a
tumor agresszivitasat, kemo- ¢és sugarszenzitivitasat egyarant befolyasoldé molekularis
eltérésektdl fliggtek. A molekularis markerek fontossagat hangstlyozza tovabba, hogy azonos
szovettani csoportba sorolhatd alacsonyabb gradust gliomak a megegyez6 terapia ellenére is
igen eltérd progressziomentes (PFS) és teljes tulélési adatokat (OS) mutatnak. Ennek
megfeleléen ma mar a kordbban homogénnek tekintett alacsonyabb gradusu gliomak
csoportjan beliil a kiilonbozd terapia meghatarozasanak eldsegitésére alacsony és magas

rizik6ja alcsoportokrol beszélhetiink.
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A kezelési stratégiak felallitasaval kapcsolatban elmondhat6, hogy a folyamatosan
boviild ismeretanyagot a klinikai vizsgalatok nem képesek naprakészen kovetni. A
vizsgalatok elvégzését, értékelését neheziti az altipusok eltérd bioldgiai viselkedése, terapias
valaszkészsége, valamint az, hogy az altaldban hosszi kovetést igényld tanulmanyokban az
altipusok reprezentaltsaga nem kellé mértéki, igy a levonhatd kovetkeztetések is korlatozott
értekiiek. A bovilé irodalmi adatokban jelentkez6 molekularis patoldgiai markerek
jelentésége ¢€s megbizhatosdga a biologiai szerepiiket bizonyitd adatok alapjan
evidenciaszintekkel jellemezhet6 (14.-15. tablazat). A szamos prognosztikai faktor
ismeretének koszonhetden a jelenkor onkoldgiai iranyvonalanak tekinthetd individualis
kezelés igénye az LGG esetében is egyre siirgetObben jelentkezik. Azonban az elérhetd
kezelési alternativak kozotti terapids dontés meghozéasa rendkiviil nehéz, az exponencialisan
boéviilé vonatkozo szakirodalom ismerete, megfeleld kritika melletti minél szélesebb korii
felhasznaldsa a dontés megkonnyitésére elengedhetetlen. A nehézségekre adott valaszként a
LGG rizikocsoportjainak elkiilonitésére jelentds erdfeszitések torténnek, jelen allas szerint —

a WHO altal propagalt integrativ diagnozisalkotasnak kdszonhetdéen — a rizikocsoportok
beosztasdban a korabban is alkalmazott klinikai és hisztopatologiai tényezdk, valamint az

egyre boviilé molekuléris alteracidk egyiittesen segitik a terapias dontéshozatalt.

A low-risk ¢és high-risk LGG csoportok elkiilonitéséhez a hagyomanyosan bevalt
klinikopatologiai faktorok mellett hisztopatoldgiai, radiologiai és molekuldris patologiai
markereket kiilonboztetiink meg (16. tablazat). Ezen tényezdk tobb, egymdstdol néhany
paraméter tekintetében kiillonboz6 vizsgalat ereddjeként keriiltek meghatarozasra, azonban a
rohamosan gyarapod6 faktorok klinikai relevanciaja még nem tisztult le, és igy a low-risk —
high-risk LGG csoportok meghatarozasra sincs még dsszefoglalo, egyértelmii ajanlas.

Az elkiilonitésben szerepet jatsz6 molekularis alteraciok vonatkozasaban kiemelhetd
néhany, kozelmultban végzett nagy volumeni vizsgalat, amelyek a kovetkezményes kutatasi
iranyvonalat nagyban befolyasoltak: a tobb mint 1000 diffuz gliomat 3 molekularis marker
(IDH mutacio, 1p/19q kodelécid, TERT mutacid) alapjan csoportokba sorold vizsgalat,
valamint a kozel 300 alacsonyabb gradust gliomat IDH mutacio, valamint kodelécios statusz
alapjan csoportokba sorold vizsgalat. Javarészt ezen vizsgédlatoknak kdszonhetden, ma mar a
LGG alcsoportok, ezzel rizikocsoportok elkiilonitését szolgalja mind az IDH mutécids, mind
az 1p/19q kodelécids statusz is. Fontos azonban hangstlyozni, hogy mind az IDH mutans,
mind az IDH vad tipusu diffuz gliomak csoportjan beliil a tovabbi alcsoportok jelentdsége is

igazolast nyert, alatimasztva a gradusokba sorolés atértékelésének fontossagat.
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Jol lathat6, hogy jelenleg nincs egyértelmii lehetdség a kivant bindris jellegli dontés
meghozasara, hiszen mig a klinikopatologiai faktorok tobbsége (pl. életkor, tumor méret,
MIB-1 LI, sth.) folyamatos spektrummal bir, ahol a meghatarozott cut-off értékek sok esetben
pontatlanok, addig a molekuldris paraméterek meghatarozasa még nem megfeleléen
standardizalt, sok szempontbdl szubjektiv elemet tartalmaz, igy ezek tovabbi pontositdsa
sziikséges. Hiszen példaul eredetileg a 40 éves ¢€letkor meghatarozdsa azon alapszik, hogy
ebben az életkorban magasabb a malignus transzformacié veszélye, azonban jogosan meriilt
fel a kérdés, hogy az indolensebb lefolyast oligodendrogliomak esetében is fenntarthato-e ez
a hatarérték. Kovetkezésképpen, a kezelési algoritmusok meghatarozasanal gyakorlatilag
minden beteg esetében egyedi megkozelités sziikséges, minél tobb paraméter egylittes
értékelésével, azok vonatkozo evidenciaszintjeinek figyelembevételével kozelithetdé meg a
legpontosabb rizikdcsoportba sorolas. Ezt a folyamatot segiti eld a molekularis markerek
meghatarozasa, de ezek egyre boviild csoportjdnak attekintése és az egyes markerek

jelentdségének megitélése alapos irodalmi attekintést igényel.

3.1. Jelenlegi terapias ajanlasok

A fentiek figyelembevételével elmondhatd, hogy minden alacsonyabb gradusu glioma
esetében a diagnozis megallapitasat kovetden elsdsorban a minél kiterjedtebb sebészi
eltavolitas ajanlott, amennyiben a beteg funkciondlis éallapota, valamint a miitét technikai
kivitelezhetdsége ezt lehetévé teszi. (Level II; UpToDate 2C-szintli evidencia). Mivel a
daganat diffuz, infiltrativ természetének koszonhetden a sebészi eltavolitas nem jelent
definitiv megoldast, ezért posztoperativ terapia alkalmazasa sziikséges, amelyben a kombinalt
sugar- ¢és kemoterdpia alkalmazéasa tlinik a legjobb valasztdsnak (RTOG 9802, (Level I;
UpToDate 1B-szintli evidencia). A posztoperativ terdpia iddzitése (adjuvans vagy késleltetett
id6épontban torténd alkalmazasa) azonban az egyes betegek esetében egyéni meérlegelés
kérdése.

A miitét utani onkoterapia sugar- és kemoterapiat tartalmazhat. Annak eldontése, hogy az
egyes alcsoportok esetében, mely betegeknél elegenddé a képalkotd vizsgélatokkal valo
kovetés (alacsony rizikdju csoport), €s mely esetekben sziikséges a miitét utan onkoterapia
(magas riziko6ja csoport), ma is nagy kihivast jelent a neuro-onkoldgusok szamara. Az alabb
részletezett EANO (European Association of Neuro-Oncology) ajanlason til az NCCN
(National Comprehensive Cancer Network), a NICE, valamint a SEOM (Spanish Society of
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Medical Oncology) ajanlasok is alkalmazzak low-risk és high-risk csoportokba torténd
besorolast, elsdsorban annak eldontésére, hogy az obszervacid vagy az azonnali posztoperativ
terapia alkalmazésa sziikséges. A besorolés alapjat elsésorban a korabban részletezett kliniko-
patologiai faktorok alkotjak, illetve az IDH mutacids statusz, valamint az 1p/19q kodelécios

statusz.

Az EANO ajanlas a molekuléris alcsoportok szerint csoportositva tiinteti fel a kezelési

alternativakat:

Low risk LGG-nek mindsiil az IDH mutans diffiz asztrocitoma k.m.n. (NOS), az IDH
mutans gemisztocitas asztrocitoma, az IDH mutans, 1p/19q kodeletalt oligodendroglioma,
illetve a diffaz oligodendroglioma k.m.n. (NOS). Ezekben az esetekben miitét vagy biopszia
utan opcidé az obszervacid. Az obszervacié alternativaja (1) a sugarterapia adjuvans PCV
alkalmazasaval, vagy (2) a konkuralo radioterapia és temozolomid alkalmazasa, adjuvans
temozolomiddal. Low risk LGG-k kozott a diffiz oligodendroglioma k.m.n. (NOS)
tumorokban, valamint diffuiz IDH mutans, 1p/19q kodeletalt oligodendrogliomakban a
radioterapia és adjuvans PCV terapia egyiitt alkalmazando.

High risk LGG-nek mindsiilnek az IDH vad tipusu diffaz asztrocitomak. Ezekben az
esetekben a kovetkezé posztoperativ terapias alternativak valaszthatok: (1) radioterapia, (2) a
radioterapia adjuvans PCV alkalmazasaval, valamint (3) a konkuralo radioterapia és
temozolomid alkalmazésa, adjuvans temozolomiddal (az MGMT statusz dontéstamogatod
szerepe ellentmondasos). High risk 1p/19q intakt Gr. 1l asztrocitomak esetében az esetleges
sebészi beavatkozason tul radioterapia és fenntartd6 PVC terdpia alkalmazédsa sziikséges
(evidencia: Level II).

A sebészeti eltavolitast vagy radioterapiat kovetd progrediald low vagy high risk LGG
esetében temozolomid kemoterapia alkalmazasa esetében sziikséges (evidencia: Level II).

Az UpToDate szakmai portal szerint megallapitott ajanlds az obszervacid vs.
posztoperativ terdpia alkalmazasadnak vonatkozaséban

Az UpToDate egy 1992-ben létrehozott internetes portal, a bizonyitékon alapuld
orvoslds eszméjének minél szélesebb korli terjesztésének tamogatasara. A vildg 191
orszagaban, koriilbeliil 1,7 millio egészségligyben dolgozd felhasznald alkalmazza napi
szinten, klinikai  dontéstdmogatas  szempontjabol.  Osszehasonlitasok alapjan a
legmegbizhatobb ¢és az egyik leggyorsabb platformnak tekinthetd a klinikai kérdések

megvalaszolasaban. Jelentdségét adja, hogy adott téma szakirodalmat a szakteriilet elismert
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képviseldi dolgozzak fel naprakészen és fogalmazzak meg a tudomany jelen allasa szerinti
legmegalapozottabb véleményt.

Low risk LGG-nek mindsiil az IDH-mutans, 40 évnél fiatalabb, teljes vagy near-total
mutéti eltavolitason atesett tumor. Ilyenkor altalaban betegkovetés (observatio, MRI-kovetés)
a valasztott kezelési stratégia, kiilonésen, ha 1p/19q kodelécid6 igazolhato
(oligodendrogliomak). (AANS Level III; UpToDate 2C-szintli evidencia).

High risk LGG az IDH-vad tipusu, vagy malignus jellemvonasokkal biro alacsony
gradusa diffaz infiltrativ glioma, tovabba az az IDH-mutans eset, ahol jelentés mértékben
maradt vissza reziduum a mitétet kovetden. Ezeknél a betegeknél posztoperativ onkoterapia
sziikséges (AANS Level I1I; UpToDate 2C-szintli evidencia).

Jelen ajanlasokban korlatozott mennyiségli informécio integralasa szerepel csupan, amely
elsdsorban a magas mindségli evidencidk hidnyanak koszonhetd, azonban véleményilink
szerint elengedhetetlen a jelenleg alacsonyabb mindségli evidencidkon alapuldé markerek

szerepének, jelentdéségének taglalésa is.

Kiujulo, progredialo LGG kezelése

A kitjulo, progredialo LGG-k esetében a kezelési algoritmusokban jelentds kiilonbség
nincs. Recidivak esetében a mitéti eltavolitds akkor javasolt, ha azt a radioldgiai kép
megengedi, vagy a tumor tiinetképzd jellege sziikségessé teszi. Ezt kovetden, amennyiben
korabban komplett sugarterdpia tortént, gy a konvencionalis radioterdpia helyett a
sztereotaktikus frakcionalt irradacid szerepét erdsitették meg, a radiacid indukélta nekrozis,
valamint neurotoxikus hatdsok csokkentésének érdekében. A kemoterapeutikumok koziil a
temozolomid, valamint nitrozurea szarmazékok ajanlottak elsésorban, azonban recidivak
esetén kiilondsen fontos hangsulyozni az individudlis terdpids terv felallitdsanak

sziikségessegét.

Konszenzus-keresési torekvesek

A LGG kezelésének meghatarozasakor az alacsony €s magas rizikoji csoportok
elkiilonitése alapvetd jelentdségl, de erre eddig még teljes korli konszenzus nem sziiletett.
Jelen kozlemény célja attekintést adni a LGG esetében eléforduld molekularis patoldgiai
faktorok jelentdségérdl, azok hattérmechanizmusairdl, diagnosztikus — terapids dontéseket

befolyasold hatasaikrdl, valamint jelenlegi illetve jovObeli alkalmazhatosagukkal kapcsolatos
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szakirodalmi ajanlasokrol. Ezek tablazatszerii Osszefoglalasaval az alacsony- és magas
rizikdju LGG csoportok meghatarozasat kivanjuk egyértelmiibbé tenni, illetve elémozditani,
hogy a frissen diagnosztizalt betegek esetében az onkoterapids algoritmus kivalasztasat
megfeleld evidencia szintli adatokra tdmaszkodva lehessen meghatarozni. Ehhez elsé
Iépésben a diagndzis meghatarozasaban kell konszenzusra jutni, ami Onmagaban sem
egyszerl feladat. Ezt a célt szolgalja a cIMPACT-NOW konzorcium is: Consortium to Inform
Molecular and Practical Approaches to CNS Tumor Taxonomy— Not Official WHO. 2016-
ban 3 munkacsoport alakult azzal a céllal, hogy a WHO kozponti idegrendszeri
leglijabb  kutatdsi eredményeinek  értékeléséhez, interpretdlasdhoz, 1j ajanldsok
megfogalmazasdhoz. A 3 munkacsoport ajanlasait a ,,NEC — not elsewhere classified — és
,NOS — not otherwise classified” — jelzok; a H3K27M mutans, diffaz kdzépvonali glioma és
IDH mutans diffaz és anaplasztikus asztrocitoma; a glioblasztomaszerii jellemvonasokkal bird
IDH vad tipust diffaz asztrocitaer gliomak valamint a ,,gyermekkori tipusa” diffuz gliomak
(IDH vad tipust alcsoport) vonatkozasaban adta ki.

Osszességében megéllapithatd, hogy a LGG tumorcsoport szdmos alcsoportra
oszthatd, és hogy a csoportositds soran kikeriilhetetlen szerephez jutnak a molekularis

patoldgiai faktorok. Ezek koziil a fontosabbakat részletezziik az alabbiakban.

3.2. Molekularis patologiai faktorok

3.2.1. IDH1/2 (izocitrat-dehidrogendz) mutdcio

1. Hattérmechanizmus

A mutacié 2008-as azonositasa jelentés mérfoldkovet jelentett a glioma kutatasban.
Elészor a szekunder glioblasztomak prognosztikus szempontbol is relevans alcsoportjat
sikeriilt elkiiloniteni. A késdbbi vizsgalatokban igazolodott azonban, hogy az elvéltozas
alacsonyabb gradust, Gr. II, valamint Gr. III asztrocitomak, oligodendrogliomak 70-80%-
aban is azonosithato. Az IDH1/2 mutaciok tobb mas daganat esetében is ismertek, pl. az akut
myeloid leukémia, akut limfocitas leukémia, myelofibrosis, vagy a melanoma esetében.

Az IDH1, illetve IDH2 enzimek az izocitrat alfa-ketoglutaratta torténd atalakulasat
katalizaljak. A katalitikus folyamatban mindkét enzim a nikotinamid adenin dinukleotid

foszfatot (NADP+) hasznélja kofaktorként, amelynek révén NADPH-t allitanak eld. Az IDH1
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a citoszolban ¢és peroxiszomakban, mig az IDHZ2 a mitokondriumban lokalizalodik.
Fiziologias koriilmények kozott mindkét enzim az intrinsic (metabolizmus) és extrinsic
(sugarzas) faktoroknak koszonhetd oxidativ kéarosodas mérséklésében jatszik szerepet.
Heterozigdta missense mutaciokrol van sz6, amelyek koziil leggyakrabban az IDH1 132.
pozicidjaban 1év6 arginin érintett, arginin — hisztidin cserét eredményezdvel van dolgunk
(R132H; Gr. I — Gr. Il gliomak kb. 90%-a). Ritkdbban ugyanezen aminosav mas
modosulasai is eléfordulhatnak (pl. R132C, R132S), illetve az IDH2 172. pozicidjaban 1évo
arginin is érintett lehet. Az érintett aminosav minden esetben egy szubsztratk6td helyen
talalhatd, ezzel Osszefliggésben a mutacid ,neo-enzimatikus” aktivitast eredményez. A
korabbi magas izocitrat iranti affinitias lecsokken, kovetkezésképpen lecsokken az alfa-
ketoglutarat (aKG), valamint NADPH szintje és megné az onkometabolitnak szamitd 2-

hidroxiglutarat termelése. Ez utobbi kompetitivan gatolja az aKG-dependens enzimeket,

amelyek (1) hiszton, valamint a (2) DNS demetilacioban jatszanak szerepet.

(1) A hiszton metilacié esetében fontos kiemelni a H3F3A gént, valamint az altala kodolt
H3.3 fehérjét, amely tobb, a gliomak onkogenezisében, valamint prognosztikajaban is jelentds
szerepet jatsz6 pathomechanizmust kapcsol 0Ossze. A H3.3 fehérje nyitott, aktiv
kromatinallomény jelenlétével parosul a telomer régidkban, a hisztonfehérje DNS-hez torténd
kotédésének megvalosulasahoz az asztrocitomak esetében fontos diagnosztikus markernek
(Isd. ATRX mutacid) tekinthet6 ATRX fehérjével alkotott komplex sziikséges. A komplex
kotddésének kovetkezményeként a telomer régiok rovidiilése valik elégtelenné, az ALT
(Alternative Lenghtening of Telomers) folyamat részeként. Megemlitendd, hogy a glia sejt
eredetli daganatok egy 1) alcsoportjat eredményezé H3K27M mutacio is ezt a gént érinti,
azonban az emlitett hipermetilaciés mechanizmussal ellentétben, ott éppen a metilacié valik

lehetetlenné. (Isd. H3K27M mutécio).

(2) A DNS metilacié nagy jelentéséggel biro kovetkezménye a G-CIMP [a glioma citozin-

foszfat-guanin (CpG)-sziget metilator] fenotipus kialakulasa, melynek keretében valosul meg

crer

hipermetilacio). A fentiekbdl lathatd, hogy az IDH1/2 gének mutacioibol tobb, a gliomak
onkogeneziséhez kapcsolhato folyamat eredeztethetd, kozponti szerepet tolt be diagnosztikus

¢€s prognosztikus szempontbodl egyarant.
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2. Klinikai relevancia — Evidencia szintje: 2A (NCCN)

Diagnosztikus szempontbol a szekunder glioblasztomak, a Gr. II és Gr. III asztrocitomak és
oligodendrogliomak azonositasaban tesz szolgalatot, mig tumorra bizonytalan eredetli
szovetmintak esetében a mutacid azonositisa bizonyitékul szolgalhat diffuz infiltrativ glioma
komponens jelenlétére. Prognosztikai szempontbdl a mutans tipus esetében a Gr. II és Gr. 111
diffuz infiltrativ gliomak esetében jobb prognodzissal, indolensebb lefolyast tumorral
szamolhatunk.

Osszefiiggésben van tovabba az alkildld kemoterapiara adott kedvezd valaszreakcioval is,
amelyhez részben hozzdjarul a mutécidhoz tarsuld6 G-CIMP hipermetilator fenotipus, ezen
beliil — jelenlegi ismereteink alapjan — legfoképp az MGMT promoter régié metilacioja.

A mutacio klinikai relevanciajabol kiindulva az alacsony gradust tumorok alcsoportjainak
elkiilonitésében kiemelt szereppel bir. Elmondhatd, hogy az integrativ diagnozisalkotés
kovetkeztében az IDH mutans diffiz infiltrativ gliomak kiilonb6z6, hasznos informaciokat
szolgaltatd alcsoportokkal rendelkeznek, amely azonban hasonlé mértékben nem igaz az IDH
vad tipusu tarsaikra. Ezért a 2016-o0s WHO KIR klasszifikacioban az IDH vad tipust
daganatok, mint ,provisional entities” szerepelnek. Az egyéb molekuléris alteraciok
integralasa  elengedhetetlen, hiszen ezen csoport esetében sokszor nehéz a
differencidldiagnozisok megfeleld értékelése, eléfordul az alul- ¢és tuldiagnosztizélas
lehetsége egyarant. Az elobbi eshetdség keretében tobb alacsony gradusunak mindsitett
daganat esetén meril fel, hogy az valdjaban primer glioblasztoma lehet, mig
tuldiagnosztizalas is eléfordulhat, hiszen egyes tanulmanyok a glialis, glioneuralis eredettl,
IDH vad tipusu daganatokkal (pl. ganglioglioma, pilocitas asztrocitoma, gyermekkori low-
grade diffuz asztrocitoma) fedeztek fel hasonlosagokat.

Ebbdl kovetkeztethetd a cIMPACT-NOW munkacsoport legiijabb ajanldsa is, miszerint az
EGFR amplifikacié azonositdsa — a TERT mutécid, valamint a kombinalt teljes 7-es
kromoszémaszerzés ¢és teljes 10-es kromoszomavesztés mellet (+7/-10) — fontos plusz
informaciot szolgaltathat az IDH-vad tipusu Gr. 11, valamint Gr. III asztrocitomak esetében. A
+7/-10 kromoszomalis alteracio esetében a teljes kromoszomakat érint6 elvaltozasok
bizonyultak egyeldre prognosztikai tényezének a részleges kromoszoémavesztéssel/-szerzéssel
szemben, azonban ezek azonositasa is tobblet informaciot szolgaltat. A fent emlitett 3
molekularis eltérésbdl 2 egyidejii eléfordulasa kimondottan az IDH vad tipusi GBM-re
jellemzd, a 3 egyilittes el6fordulasa azonban gyakran és exkluziv modon fordul elé ebben a
csoportban (glioblasztoma-szeri jellemvonasok). Ennek kovetkeztében a Gr. 11 -Gr. 111 diffaz

asztrocitomak esetében a prognozis meghatarozasaban ezen markerek azonositisa nagyobb

61



hatasfokkal bir, mint a szOvettani jellegzetességek alapjan torténd csoportositas. A fenti
alteraciok egylittes eldforduldsa sokkal agresszivebb, progndzis tekintetében a vad tipust
GBM-hez hasonld klinikai lefolyast jelez. A kedvezdbb prognoézisti daganatokra jellemzd
alteraciok azonositasa is emlitésre keriil, ezen esetekben MYB amplifikacio, valamint BRAF
mutacio tehet szolgalatot a jelenlegi ismereteink alapjan.

Egy masik cIMPACT ajanlas az IDH vad tipusu ¢s H3K27M mutacioval nem rendelkez6 (H3
vad tipust) diffaz gliomak csoportositasanak lehetséges tovabbi csoportositasat vizsgalta és
tobb molekularis alteracid lehetséges szerepét is felvetette, megkiilonboztetve a diffuz
gliomak csoportjan beliil egy ,,gyermekkori tipust” alcsoportot. Meghatarozo alteracionak
tekintette a BRAF V600E mutaciot, a MYB vagy MYBLI1 strukturalis variansait (az
amplifikaciot is ideértve), FGFR1 alteraciokat [tirozin kindz domén bels6 tandem duplikacio;
egyedi nukleotid variansok (SNV)]. A csoportositas jelentdsége lehet, hogy ezen daganatok
inkabb a Gr. I besorolasu tumorok viselkedéséhez hasonlatosak. Ezzel szemben, mivel ezen
alteraciok gyakorta fordulnak eld pilocitas asztrocitomakban, gangliogliomakban, pleomorf
xanthoasztrocitomakban, detektalasuk nehezitheti a differencial diagnosztikat azokban az
esetekben, ha a fent emlitett entitdsok klasszikus hisztologiai jellemvonisai nem
azonosithatéak, valamint azon ténybdl kifolyolag, hogy a ,,gyermekkori tipust” diffuz
gliomak infiltraciés potencialja kiilonboz6 intenzitasi. Erre szolgalhat megoldasul a
cIMPACT munkacsoportok azon elhatarozasa, hogy a jovoben az emlitett daganatok esetében
is integralt szovettani és genetikai informaciok figyelembevételével lehessen megallapitani a
diagnozist.

Habar az IDH mutacioval biro diffiz, infiltrativ gliomak esetében kiilonb6z6 alcsoportokkal
rendelkeziink, egy kozelmultban végzett vizsgalat ramutatott a gradusok szerinti beosztas
feliilbirdlasanak sziikségességére ezen csoporton beliill is. Az eredmények tiikkrében a
szerepe bizonyult jelentdsnek az IDH mutans asztrocitomak gradusainak feliilbiralasaban. A
CDKN2A/B delécid bizonyult a legerételjesebb paraméternek a rossz tlélés vonatkozasaban,
jelenléte, fliggetleniil a nekrozistdl, a legrosszabb talélési mutatokkal tarsult. Megallapitottak,
hogy a CDKN2A/B delécidoval nem bird, Gr. III szovettani besorolasi daganatok tulélési
mutatoi inkabb a Gr. II daganatokéhoz allnak kozel, mig a delécid jelenléte, annak ellenére is,
hogy ezen daganatok nem mutattak nekrotikus teriileteket, a GBM tulélési mutatoival voltak

atfedésben.
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3. Diagnosztika

lehet, ezért a WHO a kovetkezd elv kovetését ajanlja. Amennyiben immunhisztokémiaval
IDH1 RI132H mutacié negativitasa egyiittesen igazolddik a szekvenalds révén kimutatott
tipusrdl beszEliink. Vad tipusrél beszéliink tovabba abban az esetben is, amennyiben
onmagaban végzett szekvenalds eredményeképpen a fent emlitett kodonok a mutdciok
vonatkozasaban negativ eredményeket mutatnak. Kovetkezésképpen, negativ R132H mutaciot
célz6 immunhisztokémiai vizsgalat esetén a szekvendlds elvégzése javasolt, kiilondsen 55 év
alatti ¢életkorban, ahol az egyéb mutaciok gyakorisdga sokkal kifejezettebb. 55 év feletti
GBM-es betegek esetében, amennyiben immunhisztokémidval negativ eredményt kapunk,
ugy a szekvenalas elvégzésére nem feltétleniil sziikséges, az IDH vadtipusu GBM diagnozisa

onmagaban ezen eredmény alapjan is felallithato.

3.2.2. G-CIMP fenotipus

DNS demetilacio gatlas révén az IDH mutans gliomak szoros 0sszefiiggést mutatnak a
G-CIMP fenotipussal. Ez a hatas egy epigenetikai modosito tényezonek tekinthetd, hiszen a
gének promoter régidiban taldlhato CpG-szigetek hipermetilalddnak, kovetkezményesen
gatolva az érintett gének transzkripcigjat. IDH mutans, G-CIMP poz., 1p/19q kodeletalt
tumorok jobb tulélési adatokkal rendelkeztek, mint a szintén IDH mutans és G-CIMP poz., de

kodelécidoval nem rendelkez6 tumorok.

Klinikai relevancia — Evidencia szintje: 11l

3.2.3. MGMT promoter hipermetildcio

1. Hattérmechanizmus

A hipermetilator fenotipussal Osszefiiggésben emlitheté egy fontos, prognosztikai és
hipermetilacidja. A hipermetilacid, mint epigenetikai mechanizmus gyakorta fordul elé az
onkogenezis soran, els6sorban DNS-repair gének, valamint tumor szuppresszorok
vonatkozasdban. Jelen esetben is errdl beszéliink, hiszen az MGMT funkcigjat tekintve egy

DNS hibajavité enzim (O8-metilguanin-DNS metiltranszferaz), amely az alkilalé agensek (pl.
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temozolomid, procarbazin, nitrozurea szarmazékok) 4altal okozott DNS karosodasok
kijavitasaért is felelds. A kemoterapeutikumok altal okozott alkilacié leggyakrabban a guanin
a sejt apoptotikus folyamatainak elindulasat indukalva ezaltal. Az MGMT eredendéen DNS
hibajavité enzimként ezen alkilacios folyamatok ellenében hat, csokkentve ezzel a malignus
KIR daganatok kezelésben hasznalt alkilaldo kemoterapeutikumok hatasat. A hipermetilacio
kovetkezményes transzkripcid gatld hatdsaval azonban potencirozza ezen szerek

hatékonysagat.

2. Klinikai relevancia — Evidencia szintje: 2A (NCCN)

Eléfordul az MGMT-t érintd hipermetilacid jelensége az IDH muténs és kdvetkezményes
G-CIMP fenotipusu gliomak dont6 tobbségében, valamint a primer glioblasztomak kb. 40%-
aban. Prognosztikai szerepe alacsony gradusu gliomak esetében is igazolhato, azonban egyes
vizsgalatok értelmében ez az IDH muticidoval vald Osszefiiggéssel magyarazhatd. A
glioblasztoma miatt intenzivebb fokuszban vannak azonban IDH vad tipust esetek, ahol
elsdsorban prediktiv vonatkozésa (temozolomid terdpia hatdsdnak eldrejelzése) dominal. Ezen
utobbi csoporton beliil, idds, primer GBM-el rendelkezd (>65-70 év) betegek esetében az
EANO (European Association for Neuro-oncology) kimondottan ajanlja meghatarozasat,
hiszen a terapias dontés meghozatalaban elengedhetetlen segitséget nyujthat. Jelentoségét
fokozza tovabba a TMZ terapia kovetkeztében kialakuld rezisztencia, amely soran
inaktivalodhatnak mismatch repair fehérjék, amelyek egy ,hipermutatator” fenotipushoz
gliomak vonatkozasaban mutatott elényeinek ellenére egyelére a mindennapi diagnosztikaban
nem jatszik a jelentdségének megfeleld szerepet. Ennek hatterében elsdésorban a detektalasi

mechanizmusok kozott 1évo ellentmondasok, a standardizacié hidnya allnak.

3. Diagnosztika

Azonositasaban hasznalt technikak koziil a legjelentdsebbek metilacio-specifikus PCR,

piroszekvanalas, valamint immunhisztokémiai detektalas.
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3.2.4. 1p/19q kodelécio

1. Hattérmechanizmus

A hatterben egy kiegyensulyozatlan, a teljes kromoszoma karokat [1-es kromoszdéma
rovid karjat (1p), valamint a 19-es kromoszéma hosszu karjat (19q)] érint6 transzlokacio all
[t(1;19)(q10;p10)], amelynek koszonhetden kialakulnak a komplett deléciok és a
del(1;19)(p10;q10) részlet elveszik. A pathogenezisben egy korai eseménynek tekinthetd,
amelynek perzisztdlasa lathatd a tumor progresszidja sordn is. Az oligodendroglialis
tumorokkal gyakorta tarsulnak még a CIC és FUBP1 gének mutacioi is. A CIC mutacid kb. az
oligodendrogliomak 2/3-aban, mig a FUBP1 mutaci6 az esetek 1/3-aban detektalhato. A CIC
represszorként funkciondl, a FUBP1 gén pedig egy DNS kotd fehérje kodolasaért felelds,
amely révén a c-myc regulacioban jatszik szerepet. A hemizigéta CIC mutacidknak szerepe
fontos, feltehetéleg  jelentds  mértékben  hozzajarulnak az  oligodendrogliomak

patogeneziséhez.

2. Klinika relevancia — Evidencia: 2A (NCCN)

Az 1p/19q kodelécio tobb szempontbdl is fontos molekularis patoldgiai elvaltoznak
tekinthetd. A 2016-os WHO KIR klasszifikdcioban mar csak azon glidlis daganatok
diagnosztizalhatoak oligodendrogliomaként, amelyek IDH mutacioval, valamint 1p/19q
kodelécioval egyarant rendelkeznek. Az 1p/19q kodelécio a legtobb esetben IDH mutacidval
tarsul. A kodeléci6 ugyan a hisztologiai jellemvonasokkal jelentds atfedést mutat
(perinukleéris halo, ,,chicken-wire” vaszkularis mintézat), azonban nem olyan mértékii, hogy
egyértelmiien kimondhat6 legyen hisztologiai diagndzisalkotas eredményeképpen. Hasznalata
igy nagy segitséget nyujt bizonytalan vagy kevert szdvettani eredetli daganatok
azonositasaban.

Azonositasanak sziikségessége bizonyos ellentmondasokat felvet, hiszen a WHO legtjabb
KIR ajanlasabol az kovetkezik, hogy a szovettani képen oligodendrogliomanak, valamint
asztrocitaer komponenssel is bird, korabban oligoasztrocitomanak diagnosztizalt tumorok
esetében sziikséges az 1p/19q kodelécid statusz analizise. Ezzel szemben, a kérdéskorben
végzett tovabbi vizsgalatok (cIMPACT-NOW munkacsoport) kiegészitést tesznek
szlikségessé, hiszen igy teljes mértékben kizarasra keriilnek az analizis sziikségessége alol a
tisztan asztrocitaer mindsitést kapott daganatok. A munkacsoport konszenzusa szerint,

amennyiben IDH mutalt diffuz asztrocitoma vonatkozasaban az ATRX funkciovesztd
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mutacidja  azonosithatd  (immunhisztokémiai negativitas) ¢és/vagy erés a p53
immunopozitivitasa, akkor az 1p/19q kodelécios statusz analizise nélkiil is indokoltak az IDH
mutalt Gr. II diffaz asztrocitoma és a Gr. III anaplasztikus asztocitoma diagnézisok. Ezen
tényezok hianyaban azonban indokolt szOvettanilag asztrocitaer kép esetében is a kodelécids
vizsgalat.

Az IDH vad tipusi tumorok esetében nem javasolt a kodelécids stitusz analizisének
elvégzése, hiszen az ilyen esetekben azonositott 1p/19q kodelécio esetében gyakran el6éfordul,
hogy csak inkomplett delécidval allunk szemben, amely nem tekintheté diagnosztikusnak
oligodendrogliomak vonatkozasaban. Ezen alteracid bizonyos esetekben magas gradusu
asztrocitomak csoportjaban fordulhat el6 és agressziv klinikai lefolyassal tarsul.

JelentOsége azonban nem megkérddjelezhetd, fiiggetlen prognosztikai faktornak is tekinthetd,
a glialis daganatok koziil az IDH mutalt és 1p/19q kodeletalt tumorok rendelkeznek a legjobb
prognosztikai adatokkal. Hozzajarul ehhez tovabba, hogy az MGMT alteracidjaval
kombindlva, tovabb ndvelhetd ezen 3 fliggetlen prognosztikai faktor egyedi relevancigja. A
diagnosztikus és prognosztikus szerepén tal prediktiv szerepe is igazolasra keriilt a PCV

kemoterapeutikumra adott valaszreakcioban.

3. Diagnosztika

A kodelécio kimutatasa leggyakrabban FISH (fluoreszcens in situ hibridizacié) és aCGH

(comparative genomic hybridization array), és PCR technikak alkalmazasaval torténik.

3.2.5. TERT mutacio

1. Hattérmechanizmus

A telomer régiok meghosszabbitasdban az ALT folyamatan tal a telomeraz enzimek
toltenek be fontos szerepet. A malignus gliomakban kulcsszerepet jatszo TERT gén is egy
koszonhetden fokozodik az enzim aktivitdsa, ezéltal a telomer szekvencidk elongacidja
kovetkezik be. A két legfontosabb €s egyben egymast kdlcsondsen kizaré mutacids hotspot az

5-0s kromoszoma C228T, valamint C250T mutacioi.

2. Klinikai relevancia — Evidencia szintje: 2A (NCCN)
A TERT mutaciok rendkiviil gyakran fordulnak elé primer glioblasztoma (80%), valamint
IDH mutans, 1p/19q kodeletalt oligodendrogliomak esetében (>95%), a gliomagenezis egy
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korai Iépésének tekinthetéek. A Gr. II, valamint Gr. III asztrocitaer eredetii daganatokban
jellemz6, ugyancsak a telomer integritds szabalyozdsdban szerepet jatsz6 ATRX
ezen IDH mutans asztrocitomakban jellemz6éen nem fordul eld, diagnosztikus segitséget
nyujtva ezaltal.

Prognosztikai szempontbol amennyiben a TERT mutacié |IDH-mutacioval, 1p/19q
kodelécidval egyiittesen fordul eld, tgy kedvezd tényezOnek szamit, hasonléan igaz ez
azokban a ritka esetekben is, hogyha nem tarsul az 1p/19q kodelécidé. Azon esetekben
azonban, amikor IDH mutacid, valamint 1p/19q kodelécié nélkiil fordul el6, a TERT mutacid
kedvezétlen prognoézist jelent.

Gyakran fordul el6 a kedvezdtlen progndzist eredményezé +7/-10 kromoszomalis
alteracioval, valamint EGFR amplifikacioval (Isd. IDH mutécio), igy az cIMPACT-NOW
ajanlas értelmében az IDH vad tipusi asztrocitomak tovabbi felosztasaban jatszhat
kulcsfontossagti szerepet. Az IDH vad tipust esetekben a mutacié konzekvencidinak
értékelése kelld koriiltekintést igényel, mivel a TERT mutacidé kimutathaté mas glia eredetli
kozponti idegrendszeri neoplazmak (pleomorf xanthoasztrocitoma, ependimoma, piloid
jellemzokkel bird anaplasztikus glioma) esetében is. Ertékelés elétt a morfologiai képen
azonositani szilikséges a diffiz infiltrativ természetet, asztrocitaer eredetet, valamint az IDH

mutacios statusz meghatarozasa is sziikséges.

3. Diagnosztika

Jelenleg nincs rutinszeriien alkalmazott diagnosztikus eljaras, azonositasa elsGsorban

szekvenalas révén torténik.

3.2.6. ATRX mutdcio

1. Hattérmechanizmus

Funkcigjat tekintve az ATRX (a-thalassemia/mental-retardation-syndrome-X-linked)
fehérje a DAXX transzkripcios faktorral komplexet alkotva tobb sejtszintii folyamatban is
részt vesz, melyek koziil kiemelendd a telomer régiok kromatin 4lloményanak remodellacioja.

A H3F3A mutaciok el6fordulasaval is szorosan korrelal diffiz asztrocitomakban, a kodolt

crer

crer

emlitett hisztonfehérje inkorporacidja elégtelen lesz, amely igy a telomer szekvenciak
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meghosszabbitasat eredményezi, az ALT mechanizmus révén. Az ALT, a telomeraz enzimek

funkcidjdhoz hasonléan, de attdl eltéré mechanizmussal képes a telomer szekvencidk

crer

crcr

2. Klinikai relevancia — Evidencia: 2A (NCCN)

A legijabb WHO ajanlas értelmében az ATRX funkcidveszté mutacidja az asztrocitaer
daganatok azonositasat segité molekularis bioldgiai marker. Szinte kivétel nélkiil az IDH
mutacioval egyiitt fordul eld, valamint gyakorta asszocidlodik még a TP53 mutécioval,
azonban az esetek tobbségében nem fordul elé — az oligodendrogliomakra jellemzé — TERT
mutéacioval egyiittesen. Ebbdl kovetkezik a cIMPACT ajanlasban is megfogalmazott allitas,
miszerint megfeleld alteracio tarsuldsok esetén felesleges az 1p/19q kodelécios vizsgalat
elvégzése. Prognosztikai markerként torténd alkalmazhatosaga is vizsgalat targyat képezte, a
vizsgalatban, melyben IDH mutacioval, valamint 1p/19q kodelécidval bird tumorok csoportjat
vetették Ossze TP53 és ATRX mutéicioval birdé daganatok, valamint ezen csoportokba nem
illeszked6 gliomak csoportjaival, ott az ATRX és TP53 mutacioval bird csoport intermedier
progndzissal birt, azonban prognosztikai szerepe nem volt statisztikailag kelld biztonsaggal

megerdsithetd, ezért tovabbi vizsgalatok is sziikségesek ennek pontos meghatarozasahoz.

3. Diagnosztika

Az ATRX funkcidvesztd mutdcidja immunhisztokémiai modszerrel —pontosan
azonosithatd, hiszen a festddési intenzitds csokkenése (loss of staining) tapasztalhato. Az
immunhisztokémiai eredmény pozitivitdsa esetében vad tipusrdl, mig negatativitds esetében

mutaciorol beszélhetiink.

3.2.7. H3K27M — mutdcié

1. Hattérmechanizmus

Az IDH mutici6 kovetkezményes valtozasainak mar emlitésre keriilé H3.3.
hisztonfehérjét kodoldo H3F3A génben (kisebb mértékben érintett lehetnek a H3.1 fehérjét
kodoldo HISTIH3B/C gének is) bekdvetkezd funkcionyeré mutaciorol van szo. A mutacid

kovetkeztében egy hipometilacios fenotipus alakul ki, lehetlenné valik a metionin
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metilalédasa a 27-es pozicidban, amely végeredményben a kromatin alloméany csendesitését

jelenti.

2. Klinikai relevancia — Evidencia: 2A (NCCN)
A WHO 2016-o0s KIR klasszifikacidjaban a H3K27M mutacidval rendelkezd daganatok

kiilon entitasként — diffiz kozépvonali gliomaként — keriiltek feltiintetésre. Ezen mutacioval
rendelkez0 daganatok esetében minden esetben kozépvonali érintettségrol (agytorzs
[korabban: agytorzsi glioma] hid [korabban: DIPG — diffuse intrinsic pontine glioma],
talamusz, kisagy, hipotalamusz, gerincveld) beszélink. A kozépvonali, IDH vad tipusu
gliomak csoportjan beliil képez egy alcsoportot, amelyet ezen feliil alacsony MGMT promoter
metilacids allapot, valamint rossz prognézis jellemez. A WHO klasszifikacié Gr. IV-be
sorolja ezeket a daganatokat, amely tobb hisztopatologiailag alacsony gradust daganat
esetében jelenti azt, hogy a mutacid azonositasaval a gradus meghatarozasa feliilbiralando.
Ebben a vonatkozasban tehat azt mondhatjuk, kdzépvonali elhelyezkedésii, hisztoldgiailag
alacsony gradusu gliomanak imponal6 térfoglalas esetében fel kell, hogy meriiljon a mutacid
azonositasanak kérdése. A WHO ajanlas értelmében fennall a mutacid azonositdsaval jarod
pozitiv hozadék abban az esetben is, amikor egy kozépvonali daganat esetében nem sikeriil
kell6 mindségli biopszids mintat venni, hogy fénymikroszképpal az infiltrativ glioma
diagnozisat felallithassuk. Tokéletes példaként tekinthetd arra vonatkozodan, hogy a korabbi
gradusokra alapuld prognosztikai beosztasok a jovoben éatalakulhatnak, jelentdségiik hattérbe
szorulhat a molekularis patologiai tényezdk mellett.

Azonban, a klasszifikacio vonatkozé részének sziikséges mddositast vetiti elére a cIMPACT-
NOW munkacsoport altal kidolgozott legfrissebb ajanlas. Ennek értelmében, tobb, nem diffuz
kozépvonali gliomanak tekintheté daganat (pilocitas asztrocitoma, ependiméma, gyermekkori
diffuz asztrocitoma, ganglioglioma) esetében azonositasra keriilt a H3K27M mutaci6, amely
megkérddjelezi kizarolagos diagnosztikus szerepét, azaz, hogy kimutatdsa minden esetben
diffuz kézépvonali glioma diagnozisat jelenti.

Az ajanlés szerint, ha mind a kdzépvonali lokalizacid, mind a diffiz, infiltrativ természet,
mind a mutacid igazolhatd, abban az esetben diagnosztizalhat6 ez az entitds. A fent emlitett
egyéb daganatok vonatkozadsdban eddig nem igazoltak a H3K27M mutacié prognosztikai
jelentdségét, igy a diffaz kozépvonali glioma, H3K27M-mutalt valtozatahoz hasonlo
megkiilonboztetésiik kiilon entitdsként nem indokolt.

Jelenleg kisebb jelent6séggel bir, de szintén a H3.3 hisztonfehérjét érinti a G34R/V mutacio
is. A H3K27M, valamint G34R/V mutaciok egymast kdlcsonesen kizarjak. Eléfordulasuk és
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progndzisuk is mas, mert az elébb felsoroltaktdl eltéréen a G34R/V mutéacioval bird
daganatok jobb prognoézissal jellemezhetd, nagyagyféltekei lokalizacidval bird diffuz
gliomak, amely elsésorban idésebb gyermekek esetében fordulnak eld. A cIMPACT ajanlas
értelmében — habar altaluk is kiemelten, ritkan fordul el6 ez a mutaci6é a diffaz gliomak
esetében —, érdemes ,,NEC - not elsewhere classified” jeloléssel ellatni oket, jelezvén, hogy
nem képezi a hivatalos klasszifikacid részét, azonban a késobbi kiadasok Osszeallitdsaban
informaciot szolgaltathatnak egy 01j alcsoport 1étrehozasahoz. A NEC diagnézis a patologusok
altal adott deskriptiv diagnozisnak feleltethetd meg leginkabb, amikor az adott tumor nem
illeszkedik a meglévé diagnosztikus kritériumokba, valamint ellentmondas van a hisztologiai,
immunohisztokémiai, genetikai alterdciok vonatkozéasdban, igy részletesebb leirasuk valik

szlikségessé.

3. Diagnosztika

Jelenleg nincs rutinszerien alkalmazott diagnosztikus eljaras, azonositidsa elsGsorban
szekvenalas és immunhisztokémiai azonositas révén torténik. Az ajanlas megjegyzi, hogy az
hogy a neoplasztikus sejtek nukledris pozitivitdsat ne tévessziik 0ssze a makrofagok és/vagy

mikroglia sejtek citoplazmatikus pozitivitasaval.

3.2.8. BRAF V600E mutdcio

1. Hattérmechanizmus

A BRAF egy human proto-onkogén, amelyrdl a B-Raf protein transzkripcidja torténik
meg. Funkcidjat tekintve egy szerin/treonin kindz, jelentds szerepet tolt be jelatviteli
folyamatokban a MAPK/ERK tutvonal részeként. A V60OE missense pontmutacio esetében az
enzim Kkonstitutiv aktivacidja torténik meg. A MAPK fttvonal tobb folyamatban is pl.
differencidcid eldsegitésében és sejtoregedésben (szeneszcencia) éppugy szerepet jatszik, mint

a neoplasztikus 4talakulas triggerelésében.

2. Klinikai relevancia — Evidencia: 2A (NCCN)

A mutaci6 jellemzden inkabb a jobb prognozissal tarsuld Gr. I pilocitas asztrocitomakban
(5%), Gr. II-1II supratentorialis pleomorf xanthoasztrocitomakban (PXA) (60-80%), Gr. |
gangliogliomakban (20%), dysembrioplasztikus neuroepithelialis daganatokban (30%) fordul
eld nagyobb gyakorisagban, gyermekkori tulsullyal, de nem diagnosztikus egyik fent emlitett
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daganat esetében sem. Ezel feliil, a 2016-os WHO KIR klasszifikacioban a glioblasztoma 1;j
provizionalis variansanak, az agressziv, rossz prognoézissal bird epitheloid glioblasztomanak
gyakori mutacidjaként emlitett, amely a PXA malignus valtozatanak is tekinthetd.

Ezen feliil, az alacsony gradusu difftiz gliomak esetében kb. az IDH vad tipust formak 1%-
aban azonosithatd. A legfrissebb, kb. 1300 gliomas beteget magaban foglald6 meta-analizis
eredményeképpen kimutattak életkorfiiggd pozitiv prognosztikai szerepét az atlagos teljes
tulélés vonatkozasdban, hiszen prognosztikus szerepe csak gyermeknél, illetve 35 évnél
fiatalabb felndttek esetében all. Mivel azonban a mutacié el6fordulasa a fent emlitett
daganatokhoz képest ilyen kis aranyu, valamint, hogy a kiilonb6z6 prognozisu daganatok
ilyen széles spektrumdban azonosithatd, interpretacidja csak a megfeleld hisztoldgiai
diagnoézissal, mas klinikopatologiai tényezOk azonositasaval torténhet. Példaként, az IDH vad
tipust, pilocitas jellegzetességekkel bird anaplasztikus asztrocitomakban a V60OE mutacio
ATRX funkcidévesztd mutacioval, valamint CDKN2A/B delécidval tarsulva jobb prognozissal
bird alcsoportot jeldl ki a szovettanilag pontosan nem mindig jol elkiilonitheté IDH vad tipusa
glioblasztomakhoz képest.

Feltlintetése a G34R/V muticidohoz hasonloan NEC kategoridként feltiintethetd, hogy a
lehetséges implementéaladsahoz sziikséges informaciok minél szélesebb korben rendelkezésre
alljanak a jovében.

A mutacid jelent6ségét noveli, hogy azonositdsa terapias célpontként is szolgalhat, a
késObbiekben prediktiv markerként funkcionalva, hiszen — a melanoma malignumhoz
hasonléoan — kisérletek igazoljak a dabrafenib (b-raf inhibitor) hatékonysagat gliomak
esetében is. Korlatozo tényezé a kialakuld rezisztencia, amely a MEK-inhibitorokkal
(trametinib, cobimetinib) kombinalt terapia kifejlesztéséhez vezetett. Kozosen alkalmazva

igéretes hatastinak bizonyulnak a klinika tesztek alapjan.

3. Diagnosztika

A muticid azonositisdban jelenleg a legeredményesebb modszernek a mutéicidra

specifikus BRAF — VE1 immunhisztokémiai azonositas tekinthetd.
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3.2.9. BRAF fiizié

1. Hattérmechanizmus:

A BRAF gént érint6 tovabbi aberracio, a 7q34 16kusz tandem duplikécioja altal eldidézett
fuzio a KIAA1549 (ritkabban FAM131B) ¢és a BRAF gének kozott. Ezen elvaltozas is a MAPK

jelatviteli utvonalhoz tartozo B-Raf konstitutiv aktivalasaval jar.

2. Klinikai relevancia — Evidencia szintje: 3

Habar egy jelentds jelatviteli utvonal egyik tagjanak allandé aktivaltsagardl beszéliink,
leggyakrabban ezen alteracio is indolens lefolydsu daganatokban, a hats6 szkalaba
lokalizalodo  Gr. 1. pilocitas  asztrocitomaban  (85%), valamint  pleomorf
xanthoasztrocitomaban azonosithatd. A BRAF V600E mutacioval Osszehasonlitva, ezen
daganatok esetében a fuzid diagnosztikus segitsége is nagyobb mérvi, megléte megbizhatd
marker f6leg a pilocitas asztrocitoma esetében, ezen feliil — fiiggetleniil a hattérben allo
hisztologiai képtdl — pozitiv prognosztikai szereppel is bir.

Ritkabban azonosithaté alacsony gradusu diffuz gliomak esetében is, egyes vizsgalatok
szerint akdr IDH-mutacidval egyiittesen is el6fordulhat. Gyakorisagabol kiindulva, detektalas
esetén fel kell meriiljon, hogy nem diffiz gliomaval, hanem pilocitas asztrocitomaval allunk
szemben. Ebbdl a szempontbol prognosztikus, diagnosztikus, valamint akar prediktiv (MAPK
utvonalon hato dgensek) szempontbol is jelentds segitséget nyujhat az alacsony gradusu diffuz
gliomak esetében.

Differencial diagnosztikai szempontbdl kiemelendd a szintén BRAF-KIAA1549 fuzidval
jellemezhetd diffuz leptomeningealis glioneuronalis tumor, amely, mint {1j entitas keriilt bele a
2016 WHO KIR klasszifikacioba. Gyakran hordoz az oligodendrogliomakra jellegzetes
hisztologiai jellemvonésokat is, valamint gyakran 1p delécioval, 1p/19q kodelécioval tarsul,

habar IDH vad tipust daganatnak szamit.

3. Diagnosztika

RNS szekvenalassal, a toréspontok (16-9; 15-9; 16-11) azonositasat célz6 PCR mddszerrel

valamint FISH technikaval azonosithato.
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3.2.10. EGFR overexpresszio, amplifikacio, képiaszam vdltozasok

1. Hattérmechanizmus:

Az EGFR (HERI1/ERBB1) egy ErbB csaladba tartozo transzmembran receptor tirozin
kinaz, aktivacidja a PI3K, AKT, RAS, RAF, és MAPK foszforilacidjaval jar (EGFR lokusz:
7pl12). Egyike az els6 GBM-specifikus onkogéneknek, a GBM betegek tobbségében
azonosithaté bizonyos EGFR aberracio, mely lehet amplifikacio (40%), overexpresszid (60%)
pontmutacio, delécio (24-67%) egyarant. A GBM mellett alacsonyabb gradust gliomakban is
eléfordul, altaldban azok IDH vad tipusaval tarsul, a korabban emlitetteknek megfelelden az

alcsoportok elkiilonitésében jatszhat szerepet (Isd. IDH mutacio).

2. Klinikai relevancia — Evidencia szintje: 3

Az egyik fontos aberraci6 az amplifikdcio, melynek hatterében a szomatikus gén
koépiaszam eltérések (somatic copy number alterations - SCNA) allnak. Fontos kiilonbséget
tenni azonban a csak néhany kopiaszam valtozast (3-5 gén kopia) eredményez6 aberraciok és
a valddi amplifikdci6 kozott. Az elobbi eset altaldban az egész 7-es kromoszéma
poliszomidjdval magyardzhato, de eléfordulnak csak a 7q kromoszoma régiot érintd
képiaszam valtozasok is. A GBM-re kimondottan specifikus amplifikacioval ellentétben, ezek
a gliomak jelentés részében azonosithatoak. A kutatasok értelmében az emlitett alteraciok
nem is minden esetben jelentik a receptor megvaltozott tulajdonsagat, fokozott miikddését is
egyben. A GBM esetek tobb, mint 40%-ban az amplikonok szama fokalisan akar 50-100 is
lehet, azonban prognosztikai szerepe ezen elvaltozasnak sem egyértelmii, hasznalatuk ezért
inkabb a diagnosztikaban fontos, ahol a GBM elkiilonitését segithetik glioblasztomaszeri
jellemvonasokkal bir6 alacsonyabb gradusti tumoroktol. Ilyen mérvii amplifikacié azonositasa
biopszidban (ellentétben azzal, ahol csupan 1-2 kdpiaszam valtozast jelenté amplifikaciok
vannak), alacsony gradusu hisztologiai kép mellett fel kell, hogy vesse a mintavételezes
elégtelenségének lehetdségeét is, amelyet els6sorban a GBM magas foka intratumoralis
heterogenitdsa okozhat. Hasznat, mint prediktiv marker, egyelére nem sikeriilt igazolni a
tirozin kindz inhibitor terapiaban sem.

A masik abberacid, vad tipusu receptor génjének overexpresszioja, a legtobb GBM, valamint
alacsonyabb gradust gliomaban is kimutathatd. A gén overexpressziojaval gyakorlatilag
minden esetben tarsul a transzkriptalodott fehérje overexpresszidja is. Habar szoros korrelaciod
tapasztalhaté az EGFR amplifikacidoval mind gén, mind protein overexpresszid szintjén, nem
mondhaté kelléen specifikusnak ahhoz, hogy immunhisztokémiai eredmény alapjan
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kimondhaté legyen az amplifikdcio. A protein overexpresszid ezen felill a széles kort
vizsgalatok targyat képezd tirozin-kinaz inhibitor készitmények klinikai vizsgalataiban kertilt
azonositdsra, azonban az eredmények tiikrében nem sikeriilt konkrét indikacidés kort
meghatarozni azonositasara. Egyelére a vad tipusu receptor overexpresszidjat nem sikeriilt
sem diagnosztikus, sem prognosztikai szempontbol a klinikai gyakorlatba épiteni.

EGFR gént érintd leggyakoribb kromoszomalis atrendezddést az EGFRVIII elnevezéssel
illetik. A GBM vonatkozasaban is viszonylag gyakorinak tekinthetd, hiszek az esetek
otodében eldfordul, legtobbszor az EGFR amplifikacioval egyiittesen fordul eld. Az EGFR
gén 2-7 exonjainak delécidja all a hattérben, amelynek koOszonhetéen 267 aminosav
deletalodik a génbdl, annak az EGFR extracellularis doménjat kodold részébdl. Habar a
ligand kotodése igy lehetetlenné valik, a receptor mégis konstitutiv mddon aktivalodik,
rendkiviili onkogén potenciallal birva. Osszeségében azonositasa relevans informéciot
szolgaltat, azonban ennek inkabb diagnosztikus jelentdsége van, prognosztikai szerepérdl

ellentmondasos eredmények sziilettek eddig.

3. Diagnosztika

Az overexpresszid, valamint az EGFRVIII elvaltozas esetében reverz transzkriptaz PCR
reakcid, valamint immunhisztokémiai azonositas szerepel elsdsorban a technikdk kozott. Az
amplifikacid azonositasa a pontos kvalitativ meghatarozast lehetd tevé FISH, valamint
kolometrids in situ hibridizacios technikakkal torténnek, valamint egyre inkabb eldretérbe

keriilnek a multiplex DNS hibridizacios array-K.

3.2.11. TP53 mutacio

1. Hattérmechanizmus:

Az egyik legrészletesebben tanulmanyozott fehérje a p53, kozel a human daganatos
megbetegedések felében kimutathatd mutacidja, a gliomakban is gyakran el6forduld
aberracionak tekinthetd. Tumor szuppresszor génnek tekinthetd, funkciojat tekintve
transzkripcids faktor. Szerepet jatszik a sejtciklus, DNS replikacid, apoptdzis, valamint
kérosodas érzékelésével az apoptozis folyamatat inditja el). A TP53 mutacid, amely a
gliomagenezisben egy korai alteracionak tekinthetd, leggyakrabban a mutacios hotspotnak

szamitd exon 4-8 régioban kovetkezik be, missense mutacio formajaban.
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2. Klinikai relevancia — Evidencia szintja: 3

Az alacsony gradusu gliomak esetében elmondhatd, hogy azok, amelyek IDH mutacio
de a TP53 mutacio, valamint az 1p/19q kodelécid kélcsonesen kizarja egymast. A TP53 erds
nuklearis immunhisztokémiai pozitivitdsa (tumorsejt magok >10%-anak pozitivitasa) ezért
teszi az 1p/19q kodelécio vizsgalatanak mell6z€sét és az asztocitaer eredet igazolasat.
Prognosztikai szempontbol, a vad tipusd IDH-, valamint TP53-statusz egyiittes
el6fordulasahoz viszonyitva jobb progndzissal birnak a TP53 mutdcioval biré tumorok,
azonban nem biztosit olyan mértékli prognosztikus elényt, mint az 1p/19q kodelécio az
oligodendrogliomak esetében, Osszeségében inkabb negativ prognosztikai faktornak
tekinthetd. A mechanizmus hatterében allhat, hogy mutalt esetben a DNS hibajavitd
mechanizmus elégtelensége miatt a hibas DNS javitdsa nem torténik meg, ezért elindul az
apoptodzis folyamata. Ezzel szemben, vad tipus esetében a mar eredendéen nagyfoku genetikai
instabilitdsokkal jellemezheté DNS javitdsa tovabbi genetikai instabilitdsokhoz vezet. Mas
tanulmanyok tovabbd megjegyzik, hogy a TP53 mutacidé akar egyiitt jarhat az alacsony
hogy a szekunder glioblasztomak esetében bizonyitottan gyakoribb el6fordulasu az alacsony
gradust gliomakra is jellemzd missense mutacio. Osszességében azonban elmondhaté, hogy
prognosztikai szerepe — az intenziv kutatasok ellenére is — egyelére meglehetésen
ellentmondasos, inkabb az asztocitdmak diagnosztikdjat segitdé markerként érdemes

tekintentnk ra.

3. Diagnosztika

A legtobb, a hotspotokat érintd, missense mutacié kovetkeztében a p53 fokozott
expresszioja detektalhatdé immunhisztokémiai azonositds mellett. Azonban, azon mutaciok,
amelyek nem missense formaban valosulnak meg, gyakran nem jarnak a protein expresszio
fokozddasaval, igy detektalasuk is nehéz. A vonatkozd ajanlds alapjan a protein
overexpresszio interpretalasdban a tumorsejtek >10%-nak nukledris festddése sziikséges a

mutacidé immunhisztokémiai azonositasahoz.
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3.2.12. CD68

1. Hattérmechanizmus:

A CD68 receptor a lizoszoma/endoszoma-asszocialt membran glikoproteinek csaladjaba
tartozik, azonositasaval monocitak és szoveti makrofagok detektalasa valik lehetévé, amely a
kézponti idegrendszerben elsésorban a mikroglia sejteket, valamint tumor-asszocialt
makrofagokat jelenti. A mikroglia sejtek tekintetében megkiilonboztetjiik a perivaszkularis és
a klasszikus, allandoan jelenlévd mikroglia csoportokat. Az idegszovet karosodasa triggereli a
makrofagok valaszreakcidjat, amelyek az élettelen szovettormelék eltavolitasaban €s — 1évén

antigénprezentalo sejtek — a szerzett immunvélasz indukcidjaban jatszanak szerepet.

2. Klinikai relevancia — Evidencia szintje: 3

A tumor-asszocidlt makrofagok a keringd makrofagokbol és/vagy mikroglia sejtekbdl
eredeztethetoek. Vizsgalatok targyat képezi azonban az is, hogy létezhet-e a mikroglioma
mint Onallé entitds, hiszen glioma sejtek esetében olyan teriileteken is sikeriilt CD68
pozitivitast detektalni, ahol nem voltak habos sejtek, valamint nekrotikus allomadny sem.
Ennél is érdekesebb moddon, az asztrocita sejtek is mutattak CD68 pozitivitast, melynek
hatterében tobb tényezd oki szerepe is felmeriilt: a transzformalt asztrocitdk genetikai
alteracidja; a makrofag-asztrocita fuzi6, valamint az esetleges géntranszfer lehetdsége a
gliomak progresszidja soran. Habar 6nallo entitasként eddig nem sikeriilt azonositani,
valoszinli, hogy a gliomak esetében a makrofagok a tumorsejtekkel flizionalva invaziv és
tumorndvekedés promotald sejteket eredményeznek.

Prognosztikai szerepének pontos tisztdzasa tovabbi vizsgalatok elvégzését teszi sziikségessé,
de az eddigi eredmények negativ prognosztikai szerepét vetitik elére, mivel a CD68
expresszidja a gradussal Osszefliggésben nd, ezen feliil korrelaciot mutat az IDH vad tipust
formakkal, valamint GBM esetében a legrosszabb prognosztikus adatokkal jellemezhetd

mesenchymalis alcsoporttal.

3. Diagnosztika

Azonositasa elsdsorban immunhisztokémiaval, valamint szekvenalassal torténik.
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3.2.13. PTEN

1. Hattérmechanizmus:

A PTEN (phosphatase and tensin homolog) tekintheté a malignitasok vonatkozasaban a
leggyakrabban aberralt génnek. Tumor szuppresszor, amely foszfatazként funkcional, a PI3K-
Akt utvonal kindzainak defoszforildsdval vesz részt elssorban a sejtciklus, proliferacio,

valamint az invazi6 szabalyozasaban.

2. Klinikai relevancia — Evidencia szintje: nem meghatarozott

A PTEN elvesztésével a gliomak kozott leggyakrabban a glioblasztoma esetében
talalkozunk. A glioblasztomak 60-85%-aban kimutathaté a 10 kromoszéma részleges (10q
LOH), vagy akar az egész 10-es kromoszoma elvesztése, amely a PTEN (16kusz: 10923.3)
érintettségét is jelenti. Ezen feliil, a PTEN mutacidja is azonosithato a GBM-s esetek Kkb.
negyedében.

A PTEN elvesztése/mutacioja a magas gradust gliomakban negativ prognosztikai faktornak
tekinthetd tobb tanulmany szerint is, anaplasztikus daganatok esetében ritkdn fordul eld, de
annak malignus transzformaciot jelezheti. Tobb tanulmany altal igazolt, hogy nem fordul el
a PTEN érintettsége alacsony gradusu gliomak esetében, ezért jelenleg nincsen kimutathatod

prognosztikai szerepe ezen csoportban.

3.2.14. Kisebb jelentiséggel biro markerek

Olig-2

Az Olig-2 egy transzkripciés faktor, amely a neuronalis progenitor sejtekben
expresszalodik ¢és az oligodendrocitak differenciaciojaban jatszik fontos szerepet.
Expresszidja az alacsony gradustt oligodendrogliomakban a legnagyobb, mig
ependimomakban, valamint nem glia sejt eredetli daganatokban kis mértékben, vagy
egyaltalan nem expresszalodik. Gyakorlati szempontbdl fontosabb azonban, hogy a diffuz
gliomak mindegyikében azonosithatd, igy a korabbi elképzeléseknek megfeleléen 6nmagaban
nem alkalmas az oligodendrocita eredetli daganatok egyértelmti differencialasara.
Immunhisztokémiai modszerrel festédési intenzitdsanak meghatdrozasa (Olig2 LI) azonban

korrelaciot mutat az oligodendrogliomakra, valamint asztrocitomakra diagnosztikusnak tartott
markerekkel (IDH1/2-mutéacié + 1p/19q kodelécid; IDH1/2-mutacio + TP53-mutécid). A
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vizsgalat értelmében 60% feletti Olig2 LI IDH1/2-mutalt, 1p/19q kodeletalt tumorokra
jellemzd. A vizsgélat megfeleld értékeléséhez a tumor kdzepének megfestésére vald torekvés
fontos kitételnek bizonyult. Az utébbiak kovetkezményeként sem allithatd azonban, hogy az
Olig2 o6nmagéaban helyettesiteni tudna a WHO klasszifikacioban szereplé markereket,

azonban kiegészitd informaciot nyujthat.

CD34

A CD34 egy transzmembran foszfoglikoprotein, amelyet eldészér a haemopoetikus
6ssejteken, haemopoetikus progenitor sejteken, majd a késébbiekben a vaszkularis endothel
progenitorokban, embriondlis fibroblastokban azonositottak. Mind a fiziol6gids, mind a
patologias erek esetében festddést mutat, optimalis marker a mikrovaszkuldris denzitas
(MVD) kimutatasaban. Szerepét a neoplazmak esetében is széleskorben vizsgaltak, a gliomak
vonatkozasdban, mint az angiogenezist regulald molekula vesz részt, hozzajarulva 1j erek
kialakuldsdhoz, végérvényben a daganat novekedéséhez. Egy vonatkoz6 meta-analizis alapjan
a magasabb gradusu gliomakkal mutat szoros korrelaciot a CD34 fokozott expressziodja,

azonban prognosztikai szerepe egyeldre ellentmondasos az elvégzett tanulmanyokban.

Nestin

A nestin egy VI. tipusu intermedier filamentum fehérje, a primitiv neuroepithelialis
sejtek, valamint a neuron prekurzor sejtek, neuronalis dssejtek (NSC) fejezik ki a fejlddés
soran. Az asztrocita sejtekre jellemzé GFAP, valamint a neuronokra jellemz6 neurofilament
triplet fehérjék (NF) is az intermedier filamentumok ko6zé tartoznak. Szerepiiket tekintve,
egyrészrdl a sejtek mechnikai ellenalloképességét novelik, masrészrol pedig részt vesznek az
apoptozis folyamatdban, valamint a metabolikus stresszre adott véalaszreakcid kialakitasdban.
Az agydaganatok vonatkozasaban elmondhatd, hogy az intermedier filamentumokra jellemz6
azok koexpresszidja (glioblasztoma esetében a GFAP, vimentin, synemin kiilonb6z6
koexpresszids mintazata korrelal a kiilonb6z6 GBM altipusokkal), valamint azon tulajdonsag,
hogy mas sejtvonalbol szarmazd IF-ot is kifejeznek. Prognosztikai szerepiik egyeldre
korlatozott, tovabbi vizsgélatok elvégzése indokolt.

A nestin szintje az érett kozponti idegrendszerben csdkkent, de az Ossejtek kimutatdsara

hasznalhato a subependymalis régioban, azaz a kamrak falaban, valamint a canalis centralis-
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ban. Elmondhat6o tovabba, hogy felndtt korban patoldgids agysériilés, gyulladas, iszkémia,
valamint neoplasztikus transzformacid kovetkeztében is re-expresszalddik. Ez utobbibol
kovetkezden a gliomak esetében is fokozott expresszidval bir, amely a gradus novekedésével
emelked6 tendenciaji, legmagasabb expressziot a glioblasztoma esetében mutat. Segitségével
a gliomak 6ssejtjeinek (GSC) azonositasa torténhetett meg, amely oOriasi 16kést adott az
onkogenezist az Ossejt-elmélet szempontjabol vizsgald kutatok szamara. Ezen fokozott
prognosztikai faktornak tekintheté mind a gliomakban, mind mas kodzponti idegrendszeri
daganat esetében.

Ezen feliil, kimutatdsa a kevésbe differencialt glia sejtek azonositasaban is nagy szolgalatot
tesz. A szintén Ossejt markerként hasznalt CD133-hoz képest tobb éretlen sejt megjeldlésére
volt képes, amely eldrevetiti, hogy mas markerekkel haszndlva tovabbi, dedifferencialt
sejtpopulaciok azonositasa valhat lehetévé. Kimutatasa kiilonosen hasznos lehet az infiltracios
zona fokozott invazivitdsu sejtjeinek azonositasdban, valamint az tUjonnan formalodo

kapillarisokban, ahol a fokozott mértékii angiogenezist valosziniisiti.

Vimentin — Neu-N — a-internexin

Az IF-ok kozil kiemelendd még a neuron specifikus, azonban az
oligodendrogliomakban is nagymértékben expresszaldodd oa-internexin (INA). Expresszidja
szorosan korrelal az oligodendrogliomakra jellemz6 hisztologiai képpel, és ami még
fontosabb, az 1p/19q kodelécids statusszal. Ennél fogva, egy hasznos, a diagnozis alkotéasat
segitd markernek bizonyul oligodendrogliomak esetében.

Az asztrocita sejtek motilitdsanak fokozasaban kiemelt szerepe igazolddott a vimentin
vonatkozasdban. Mind a gén-, mind a fehérje expresszid tekintetében elmondhatd, hogy
értékeikben a gradus emelkedésével novekedd tendencia azonosithato. Oligodendrogliomak
esetében kisebb esetszam esetében igazoltdk, hogy alacsonyabb expresszidja jobb
prognozissal jar. Hasonlé megallapitas tehetd6 a GBM esetében is, ahol alacsonyabb
expresszioja jobb prognozissal, valamint a temozolomidra adott jobb vélaszreakcidval tarsult.
A NEU-N az emldsok idegrendszerében, az érett, terminalis neuronok sejtmagjaiban
expresszalodo fehérje. Kimutatisa korabban a neuronalis differenciacido vizsgalataban
biztositott oriasi elényt, manapsag azonban a neoplasztikus elvaltozasok morfologiai
differencidl diagnosztikajaban is szerepet kap. Tobb kozponti idegrendszeri daganat esetében

i1s expresszalodik, a gliasejt eredetli daganatok mindegyikében kimutathatd, a pilocités
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asztrocitoma kivételével. Szerepe Kkorlatozott, hasznalata egyediil oligodendrogliomak
esetében vetddott fel, ahol expresszidjanak hidnya nagy aranyban korreldlt az

oligodendroglioma diagnézisaval.

Relevans szovettani jellegzetességek:

Az uniform, kerek sejtmagokat altalaban oligodendroglioma jellemzoként tartjuk
szamon, mig az irregularis, elongalt sejtmag, hiperkromdzia, valamint az eozinofil, fibrillaris
citoplazma els@sorban asztrocitomakra jellemz6. Az oligodendrogliomak koérében tobb olyan
hisztologiai jellemvonas is megkiilonboztethetd, amelyeknek a szenzitivitdsa nem kimagaslo,
azonban a diagnosztikus munkat segithetik. Ilyen jellemz6é a perinuklearis halé mintazat,
amely valdjaban a formalin fixacio egy artefaktumanak tekintendd, de a kerek sejtmagokkal
egylitt az egyedi sejtek tipikus ,(fried-egg” tiikortojas mintdzatdt, mig a sejtcsoportok
Iépesméz mintazatat kolcsonzi. Ilyen mintazat tovabba az elagazddod kapillarisok haldzata
(,,chicken-wire” drotkerités-mintazat), a kalcifikacid, a nuklearis membran éles hatara, finom
kromatinallomany és a kis méretli nukle6luszok. A jelenlegi gradus beosztasban kifejezett
szereppel bir a szdvettan, ahol az anaplazia jellemzdiként szamon tartott a megnovekedett
sejtméret epitheloid jellemvondsokkal, kifejezetett pleomorfizmussal, vezikularis kromatin
mintazattal és prominens nukledluszokkal. A diffaz gliomak jellemzd sajatossaga még a
Scherer-féle szekunder jelek kialakuldsa, amelyek neuronok koriil (szatellozis), subpialisan
(subpialis aggregacio) €s a kis kortikalis véredények (perivaszkularis aggregatumok) koriil
kialakul6 tumorsejt csoportok kdvetkezményei.

A diffaz asztrocitomak egyetlen WHO altal is megkiilonboztetett variansa a gemisztocitas
asztrocitoma, amelynek jellemzdéje, hogy tobb, mint 20%-ban tartalmaz gemisztocitas
komponenst (excentrikus, abundans citoplazmaval bir6 sejtek), valamint perivaszkularis
limfocitds infiltracioval jellemezhetd. A varians jelentdsége, hogy gyorsabb lefolyasu

malignus progresszioval jellemezhetd.

Relevans radiologiai jellemzok:

Az oligodendroglioma jellegzetességei kozé tartozik a kalcifikacio jelenléte (70-90%),
valamint a szubkortikalis-kortikalis lokalizacio. A kalcifikacio CT felvételeken azonosithatod
biztonsaggal, MRI felvételek esetében kevésbé kifejezett vagy egyaltalan nem lathato.
Jellemzd tovabba a genetikailag meghatarozott, IDH mutans, 1p19q kodelécioval rendelkezd

daganatok esetében, hogy kevésbé koriilirt tumorhatdrral, valamint heterogén
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szignalintenzitas eloszlassal birnak T1 és/vagy T2 MRI felvételeken, szemben a kodelécioval
nem bird esetekkel, ahol az MRI felvételeken koriilirtabb hatarokkal és homogén

szignalintenzités eloszlassal rendelkeznek a daganatok.

Invazioés spektrum:

A kutatok jelentés érdeklddésére tartott szdmot az elmult idészakban az alacsony
gradust gliomak kornyez6 agyallomanyt diffuzan infiltralo jellegzetessége is. Igazolasra
keriilt, hogy az extracellularis matrix (ECM) Osszetétele nem fliggetlen a daganatok invaziv
fenotipusatol. Az invazié minden 1épésében, a tumorsejtek dezorganizalodasatol, a migracios
utvonalak kialakitasan at, sejt-sejt, sejt-ECM kapcsolatok kialakitasaig jelentés szerepet
jatszanak az ECM molekuldk. A fiziologids koriilmények kozott igazolhatd szerepiik is
alatdmasztani latszik a malignus daganatokban kozremiikodésiik révén kialakuld fokozott
invazios potencialt, hiszen normal esetben az idegrendszer fejlédése soran, valamint traumas
sériilések altal indukalt reparativ folyamatokban jatszanak szerepet. Kiemelendd tobbek
kozott az idegszovetre specifikus brevikan, neurokan, az endopeptidaz funkcidt betdltdé matrix
metalloproteinazok, a sejt — sejt, sejt — ECM kapcsolatok kialakitasaban szerepet jatszo
integrin — laminin sszekotettések, valamint CD44 — hialuronsav kapcsolat egyarant. Egyedi
expresszios eltéréseiken til invazids spektrum forméjéban torténd egyiittes vizsgalatuk is
jelentds eredményekkel szolgalt. Az invazids spektrum olyan ECM molekuldkbdl épiil fel,
amelyek onmagukban is szamottevd jelentdségliek az invazid szempontjabol, azonban egyedi
relevancidjuk egyiittes alkalmazéasukkal feliilmalhatdo. Az invazids spektrum révén akar a
diffaiz  gliomak kiilonboz6  gradusainak, kiilonb6z6  hisztologiai  eredetli  primer
agydaganatoknak, primer és szekunder agydaganatoknak, valamint az eltérd progndzisu
gliomaknak az elkiilonitése valosulhat meg az elézetes eredmények alapjan. Ebbél kifolyolag
szerepe az alacsony, valamint magas rizikdju LGG csoportban is nagy jelentdségli lehet a

jovoben.

3.3. Konklaziok

Az alacsony gradusu gliomak kezelése az igen széles szorast mutatd talélési
paraméterek miatt a mai napig komoly kihivas a neuro-onkologiaval foglalkozok szdmara. A
tumorprogresszié 1idében varhatd megjelenésének ¢és rapiditasanak megitélése és az
onkoterapiara adott tumorvalasz felbecsiilése képezik az alapjat a frissen diagnosztizalt esetek
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kezelési tervét megalapozo stratégianak. Ehhez ma mar a molekularis patologiai markerek
jelentds tobbletinforméciot nyujtanak, de a szinte honaprol honapra boviild vizsgalati
eszkoztarban nem konnytl tdjékozodni. Ehhez nyujt segitséget jelen Osszefoglald tanulmany,
melynek soran az evidenciaszintekkel jellemzett kiilonbozé prognosztikai €s prediktiv
markerek attekintése kézzelfoghatd segitséget jelenthet az alacsony gradusu gliomas betegek
esetében az alacsony és magas rizikoji betegcesoport szétvalasztdsdhoz, és ezaltal az
onkoterapia indikdcidjanak és idozitésének meghatdrozdsdhoz. A 14, tablazat
evidenciaszintekkel aldtdmasztva tartalmazza azokat a markereket, melyek befolyassal vannak
a betegek prognosztikai csoportositasara.

A kiilonb6z0 nemzetkdzi tarsasdgok, valamint szakmai féorumok (EANO, NICE,
SEOM, UpToDate) altal megfogalmazott kezelési ajanlasok a szamos, jelen tanulmanyban
targyalt faktorok ismeretében az aldbbiakban dsszegezhetd:

1. LGG esetében az alacsony rizikoju csoport kritériumai: IDH-mutécio, 40 évnél fiatalabb
¢letkor és teljes vagy near-total miitéti eltavolitds. Az alacsony riziko6ju csoportba sorolashoz a
felsorolt kritériumok mindegyikének egyiitt kell teljesiilnie.

2. LGG esetében a magas rizikoju csoport jellemz6i: IDH-vad tipus, egyértelmi reziduum a
miitét utan 48 oran beliil késziilt MRI-n, glioblasztoma szerii jellemvonasok, 40 évnél
magasabb életkor. Ezek koziil a kritériumok koziil barmelyik is teljesiil, a beteg a magas
rizik6ju csoportba sorolando.

3. Az egyes betegek megitélésénél akkor lehet egyedi elbirdlas alapjan a riziko-csoport
beosztason mddositani, ha a 16. tablazatban szerepld prognosztikai faktorok relevans eltérései
ezt egyértelmlien aldtdmasztjak. Ennek elsOsorban akkor van jelentdsége, ha a miitét utani
reziduum mértéke nehezen megitélhetd, vagy az ¢letkor kozel 40 év. Ilyen esetekben a
molekularis patologiai faktorok szerepe hatarozottan felértékelddik.

4. Az alacsony rizikdji csoportban megengedett a posztoperativ obszervacié és MRI kdvetés,
mig a magas rizikdju csoportban mindenképpen adjuvans onkoterapia javasolt. Ez esetben az
alkalmazhat6 kezelési megkozelitések: (1) radioterapia dnmagaban, (2) radioterdpia adjuvans
PCV alkalmazasaval, vagy (3) a konkuraldé radioterdpia temozolomiddal, majd adjuvans
temozolomid monoterapia (4) radioterapia adjuvans temozolomiddal.

5. A kiilonboz6 terapias modalitasok kozotti valasztashoz az eddig feldolgozott tanulméanyok
alapjan asztrocitomak esetében els6sorban a radioterapia és temozolomide, mig

oligodendrogliomak esetében a radioterapia és PCV kezelés javasolhato.
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6. A sugarkezelés adjuvans monoterapiaként csak egyedi elbiralas alapjan javasolhat6 akkor,
ha a beteg — 16. tablazatban felsorolt — prognosztikai faktorai az alacsony-rizikdji csoportra
jellemzdek.

Fontos megjegyezni, hogy az emlitett vizsgalatok alapjan a kemoterapia dnmagaban
torténd alkalmazasa, mint elsé vonalbeli kezelés, a diffiz gliomak esetében nem kell6en

alatdmasztott terapias modalités.

Az alacsony gradusti gliomak kiilonb6z6 kezelésének objektiv megitélését célzod
tanulmanyok kiilonb6z6 célkitiizései és a meghatarozott indikatorokban vald eltérés nem
konnyiti meg a neuro-onkologidval foglalkozo klinikusok helyzetét. Ez az elemzés és
Osszefoglalas a gyakorld terapeutdk szamara késziilt, hogy a kezelési algoritmus
meghatarozasahoz tampontot szolgaltasson, azonban ahhoz, hogy gliomak kezelésében
torténd eldrelépéseket és valtoztatasi javaslatokat kovetni lehessen, rendszeres frissités €s

aktualizalas sziikséges.

83



Tablazatok

Kritériumok

1. Nuklearis atipia

2. Mitozis
3. Endothel proliferacio (,,piled up” endothel sejtek, nem hipervaszkularitas)
4. Nekrozis
Jovébeli
Tulajdonsagok Korabbielv  WHO 2016
csoportositasi elv
Egyik fent emlitett kritérium Nem difftz, infiltralo
Gr. 1 Alacsony
sem daganatok
gradusu
1 fent emlitett kritérium ) ]
Gr. 1l ) ) glioma Alacsony gradusu glioma
(altaldban nuklearis atipia)
_ Alacsonyabb
2 fent emlitett kritérium .
. . gradusu glioma*
Gr. (altalaban nuklearis atipia és Magas
endothel proliferacio) gradust Magas gradusu glioma
3 v.4 fent emlitett glioma
Gr. IV Magasabb gr.gl.

kritérium

13. tablazat. A glialis daganatok gradusba sorolasara a WHO altal alkalmazott mddszer (St. Anne Mayo
*Bizonyos molekularis alteraciokkal jellemzett, korabban Gr. III-ba sorolt daganatok is tekinthetéek Gr. II
ekvivalens entitasoknak biologiai viselkedésiik alapjan ebben a tablazatban a jovobeli elv esetében az
alacsonyabb gradusu glioma és a magasabb gr. gl. sorok kozotti elvalaszté vonalat a Gr 111 sor kozepe tajara

tenném.
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Evidencia szintek

AANS

Egy vagy tobb
randomizalt,
kontrollalt klinikai
vizsgalat vagy ezen
vizsgalatok meta-
analizisébol
szarmazd
bizonyitékon alapul

Parallel kontrollok
bevonasaval zajlo
megfigyeléses
vizsgalatokbol
szarmazd
bizonyitékon alapul
(pl. eset-kontroll
tanulmanyok,
kohorsz vizsgalatok)
Szakmai
allasfoglalasbol,
esetsorozat
vizsgalatbol, eset
ismertetésbol,
valamint torténelmi
kontrollok
alkalmazaséaval
késziilt
esettanulmanyokbol
szarmazo
bizonyitékon alapul

UpToDate

Erds ajanlas,
magas
mindségl
evidencia

1A

Erds ajanlas,
kozepes
mindségi
evidencia
Erds ajanlas,
alacsony
mindségl
evidencia

1B

1C

Gyenge
ajanlas, magas
mindségl
evidencia

2A

Gyenge
ajanlas,
2B kozepes
mindségl
evidencia

Gyenge
ajanlas,
2C  alacsony
mindségl
evidencia

NCCN evidencia szintek

1.Kategoria

2A.
Kategoria

2B.
Kategoria

3.Kategoria

Magas foku
evidencian alapul,
széleskori NCCN
konszenzus van a
hatdsossagara
vonatkozoan.

Alacsonyabb foku
evidencian alapul,
sz¢leskori NCCN
konszenzus van a
hatasossagara
vonatkozoan.

Alacsonyabb foku
evidencian alapul,
NCCN konszenzus
van a hatdsossagara
vonatkozodan.

Béarmilyen foku
evidencian
alapulhat, jelentds
NCCN aggaly van
a hatasossagara
vonatkozoan.

14. tablazat. Evidencia szintek az AANS (American Association of Neurological Surgeons) (hivatkozas:
Robinson PD, Kalkanis SN, Linskey ME, Santaguida PL: Methodology used to develop the AANS/CNS
management of brain metastases evidence-based clinical practice parameter guidelines. J Neurooncol 96:11-16,
2010), UpToDate (hivatkozas: Grading guide: UpToDate Inc. https://www.uptodate.com Accessed on: July 28
2019) és az NCCN (National Comprehensive Cancer Network) alapjan.
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. Tumorszuppresszor
Onkogéneket érinté tényezok
géneket érinto tényezok

) 1p/19q kodelécio
TERTp mutacio
ATRX mutacid
A, Genetikai alteracio H3K27M mutacid
TP53 mutacid
G34R/V mutacid
PTEN mutacié/ LOH

) o ) G-CIMP fenotipus
B, Epigenetikai alteracio ) -
MGMT promoter hipermetilacio
EGFR eltérések
C, Szignaltranszdukcids alteraci6  BRAF V600E mutécio -
BRAF fuzio6

D, Metabolizmust érint6 alteracidé IDH mutacio -

15. tablazat. Genetikai alteraciok csoportositasa
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Alacsony gradusu gliomak (LGG)

Paraméter Low-risk alcsoport

Klinikopatologiai faktorok

High-risk alcsoport

Evidencia-
szint

Eletkor <40 év
KPS KPS > 70
Els6 tiinet Epilepszias roham

>40 év

KPS <70

Fokalis neurologiai deficittel,
intrakranialis nyomasemelkedés
tiineteivel stb. kezdddo folyamat

Sebészi eltavolitas Radikalis Inkomplett / parcialis I
Radiolégiai faktorok
Lokalizacié Frontalis / parietalis Temporalis, Occipitalis, Torzsduci, I
lokalizacio Agytorzsi ill. egyéb lokalizaciok
Meéret <5cm preop cratlv > 5 cm preoperativ tumorméret 1
tumormeret
Kontraszthalmozas Nincs Smgmﬁ kan§ halmozds a I
tumorallomanyban
Kalcifikacio + nem jellemz6 11
Bilateralis /multifokalis ) + I
érintettség
FDG - PET metabolikusan inaktiv metabolikusan aktiv 11
Hisztopatolégiai faktorok
MIB-1 LI MIB-1 < 3% MIB-1>3% Il
diffiz, infiltralo, NOS
Variansok oligodendroglialis komponens  gemisztocitas asztrocitoma 1l
Irregularis, pleomorf sejtmag,
. L Kerek, uniform sejtmagok hip erkroméz.la . .
Hisztologiai jellemzék S ; Nagyobb sejtméret, epitheloid 11
Kis méretii nukle6luszok . .
jellemzok

Prominens nukledluszok

Molekularis patolégiai faktorok

IDH mutacio Mutans (+)

+

(de, vannak alacsony-magas
metilaltsagt alcsoportok)

G-CIMP fenotipus

MGMT promoter

Vad tipus (-)

IDH vad tipus + TERT mutacio
és/vagy EGFR amplifikacio
és/vagy teljes 7
kromoszémaszerzés és 10-es
kromoszémavesztés (+7/-10):
GBM szerli viselkedés

IDH mutaci6 + TP53 mutacié + ATRX mutacio asztrocitomak kozott

. 17 :r +
hipermetilacié
1p/19q kodelécid +
TERT muticié Ip/19q kodelécio + IDH
mutécidval tarsulva elényds
ATRX mutécid

jobb prognézis

TP53 mutacid

Ad. 2:

TP53 mutacid dsszeségében
negativ prognosztikai faktor

Ad.1:

IDH vad tipus + TP53 vad tipus
tarsulés rosszabb prognozisu, mint
TP53 mutalt esetek

IDH mutacié + TP53 mutécié + ATRX mutacid asztrocitomak kozott

jobb prognézis
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+
H3K27M mutécid - (kozépvonali lokalizacid esetén Il

relevans; Gr. IV-nek tekintendd)
+

BRAF V600E mutacid (35 évnél fiatalabb életkor - 1l
esetén relevans)

+
BRAF fuzio (mas, jobb prognoézisu - 11
szdvettani altipust jelolhet)

Oligodendrogliomak esetében

detektalhatoak 11

CIC; FUBP1 mutaciok

IDH vad tipus + TERT mutacio
és/vagy EGFR amplifikacio
per g s ) és/vagy teljes 7

EGFR amplifikici6 kromoszdémaszerzés és 10-es I
kromoszdémavesztés (+7/-10):
GBM szerti viselkedés

EGER vIII ) GBM ,Jellemvonas (diagnosztikus m
segitség)

PTEN mutécié/LOH ) GBM Jellemvonas (diagnosztikus nm.
segitség)

CD68 expresszio ) Expres’szmja a magasabb gradussal m
korrelal

CD34 expresszio ) Expres’szmja a magasabb gradussal m
korrelal

Vimentin expresszié ) Expre§5210Ja a magasabb gradussal m
korrelal

Expressziojanak hianya az m

oligodendrogliomaval korrelal

Expresszioja az

Olig — 2 expresszio oligodendroglioma - 11

markerekkel korrelal
Expresszioja az
a-internexin expresszio oligodendroglioma - 11

markerekkel korrelal

NEU — N expresszio

Nestin expresszié ) Expresszioja a magasabb gradussal, m
P dedifferenciacio szintjével korrelal
low-risk csoportra jellemz6 spektrum vs. high-risk csoportra jellemz6

spektrum I

Invazids spektrum

16. tablazat. A terapias megkdzelitések meghatarozasaban alapul szolgald prospektiv, randomizalt klinikai
vizsgalatok

(Magyarazat: LGG: alacsony gradust glioma (low-grade glioma); AO: anaplasztikus oligodendroglioma; AG:
anaplasztikus glioma; AA:anaplasztikus asztrocitoma RT: radioterapia; RT/PCV: radioterapia adjuvans PCV-
vel; konk.: konkurald; adj.: adjuvans; TMZ: temozolomid; RT/TMZ: radioterapia adjuvans TMZ-vel; NR: nem
sikertilt elérni (not reached); HR: relativ kockazat (hazard ratio); KI: 95%-o0s konfidencia intervallum; OS: teljes
tulélés (overall survival)
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4. A TEMOZOLOMID SZEREPE A GLIOBLASZTOMA
KEZELESEBEN

4.1. A glioblasztoma altalanos neuro-onkologiai megkozelitése

A primer agydaganatok az Osszes felnottkori malignus daganatos megbetegedésnek
ugyan csak 2 %-at adjak, de mortalitisuk szempontjabdl jelentGségiik kiemelkedd.
Legnagyobb csoportjuk, a gliomak az Osszes intrakranialis tumor 30-40%-at teszi ki.
Leggyakoribb tipusa az asztrocitoma, melynek a WHO szerinti legmagasabb, 1V-es gradusu
¢és egyben leggyakoribb képviseldje a glioblastoma (GBM). A GBM incidencidja az Egyesiilt
Allamokban 3/100.000/év, férfiakban mintegy masfélszer gyakoribb, mint nékben. Tipikusan
az aktiv keresOképes kozépkoruak betegsége, 40 és 65 év kozott fordul eld a leggyakrabban, a
betegek atlagéletkora 54 év. Felndttekben a gliomak nagyjabol fele (46%) GBM. A
hosszutavu tilélés nagyon ritka, és a legujabb terapias eszkozok bevezetésével is csak 9.8%-
os 5 éves tulélés érhetd el, mig onkoterdpia nélkiil a varhato atlagos tilélés nem tobb mint 3-6

hénap.

A GBM kezelésének els6 1épése az esetek tobbségében a miitéti reszekcid. A tumor
egy része elhelyezkedésétdl fliggd mértékben sebészileg eltavolithatd, de az igen kiterjedt
peritumoralis infiltracid miatt a radikalis reszekcio szinte soha nem valosithatd meg. Az
idegsebész lehetdségeit a daganat elhelyezkedése, kiterjedtsége jelentdsen befolyasolja, €s a
tobblebenyi, valmint kétoldali érintettség a megfigyelések szerint igen rossz prognozissal jar.
A jelenlegi irodalmi adatok szerint a rossz preoperativ Karnofsky Performance Score (KPS), a
dominans féltekei érintettség és a nagy tumorméret is csokkenti a talélési esélyeket.

Korabban a glioblasztomas betegek kezelésére altalanosan elfogadott és alkalmazott
posztoperativ terapiaként évtizedeken keresztiil egyediil az egész agy besugarzas (whole brain
radiotherapy, WBRT) szolgalt, ami az atlagos tlélést a kezelés nélkiil varhato 3-6 honaprol 9-
12 honapra emelte. A WBRT-t a késébbiekben felvaltotta a focal brain radiotherapy (FBRT)
amit kemoterapiaval (KT) — temozolomid (TMZ) — egészitettek ki, ami a tilélési paraméterek
jelentds javulasat hozta. A 2005-ben késziilt Stupp-tanulmanyt kovetden a 70 év alatti, jo6 KPS
ponttal rendelkezd betegek szaméra a standard terdpia részévé valt a sugarterapiaval (RT) egy

idében adott adjuvans kemoterapia (75 mg/m?/nap), amelyet tovabbi kemoterapias kezelés
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kovet (havi ciklusban 150-200 mg/m?nap dozisban altalaban 6-12 hénapon at, havonta 5
napig). A jelenleg is standard protokollnak szamité konkuralé kemo-irradiacios kezelés
novelte mind a progresszidomentes tulélést (PFS) (4,5 honaprol 6,9 honapra), mind a teljes
tulélést (OS) (8,6 honaprol 14,6 honapra).

A konkural6 kemo-irradiacio ellenére kialakuld tumorprogresszid esetén a kezelés
folytathaté bevacizumab monoterapidval, mely a bioldgiai valaszmodositd kezelés eszkdze. A
bevacizumab monoklonalis humanizalt antitest, amelyet a vascular endothel growth factor-A
(VEGF-A) ellen termeltek. A GBM jelentésen vaszkularizalt tumortipus, és fokozottan
igényel VEGF-et és egyéb proangiogenetikus faktorokat az értijdonképzodéshez. Vilagszerte
szamos tanulmany vizsgélta a bevacizumab antitumor hatdsat, melyekbdl az a kovetkeztetés
vonhat6 le, hogy bar a bevacizumab nem befolyasolja szignifikansan az OS-t, ugyanakkor a
PFS id6tartamat meghosszabbitja. A gyakorlatilag mindig bekdvetkezd tumorprogresszio utan
a masodvonalbeli terapia indikaciojanak klinikai allapothoz kotott feltételei azonban az esetek
nagy részében nem engednek meg tovabbi kemoterapiat. Tovabba, a bevacizumab
monoterapia alatt bekodvetkezd progresszid esetén a tovabbi kezelések megvalasztasa
altalanosan elfogadott protokol hijan erdsen intézetfiiggdnek és experimentalis jelleglinek
mondhaté. Nem véletlen, hogy napjainkban egyre tobb kutatds iranyul mind a jelenlegi
onkoterapia ineffektivitasa okanak felderitésére, mind pedig tovabbi kemotera-peutikumok
bevezetésére. A hazai betegallomany terapiafiiggd talélési paramétereirdl kevés adat all
rendelkezésre, ezért ahhoz, hogy klinikai konzekvencidkat eredményezd kutatast

végezhessiink, a sajat betegadataink feldolgozasa adja meg a kiindulési és viszonyitasi alapot.

4.2. A temozolomid klinikai jelentésége

crer

A glioblasztomas betegek jelenlegi standard terapiajanak gerincét képezd
kemoterapeutikum, a TMZ alkalmazasa mellett eldbb-utobb mindig bekdvetkezd tumor-
progresszid okainak megértése fontos 1épés a kezelés effektivitdsdnak javitasara irdnyulod
torekvésekhez.

A TMZ egy olyan oralis alkilalo dgens, melyet a vér-agy gaton torténd permeabilitdsi
tulajdonsagai alkalmassa tesznek a high grade gliomak kezelésére. A TMZ fiziologias pH
értéken spontan hidrolizal (3-metil-triazén-imidazole-4-carboxamidda, MTIC). A MTIC
tovabb hidrolizal 5-amino-imidazol-4-carboxamidda (AIC), amely a tulajdonképpeni aktiv

alkilalo agenssé, metilhidrazinna alakul. Ez az erésen reaktiv kation a DNS-ben az O6
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pozicidban 1év6 guaninokat metilalja és igy bazispar mismatch-et okoz. A sikertelen mismatch
javitasok vezetnek a DNS leany szdlanak toréséhez, ami a sejt apoptdzisat okozza.

A TMZ dozirozasanal a szovédmények eldfordulasi valdszinlisége (mieloszupressziv
hatas) az elsddleges korldtozd szempont. Az intratumoralis lokalis koncentracié emelése
anélkiil fokozna az antiproliferativ hatast, hogy a mellékhatasok eléforduldsi gyakorisaga
novekedne. A glioblasztomas betegek kezelése soran alkalmazott Stupp-protokollban az
irradiacié fizikai hatdsanak tulajdonitott atmeneti vér-agy-gat permeabilitas fokozodastol a
magasabb intratumoralis gyogyszerkoncentracio elérése varhatd. A kérdés az, hogy a TMZ
oralis bevitele és az irradiacié kivitelezése idoben hogyan viszonyuljon egymashoz a
maximalis hatékonysag elérése érdekében? Ehhez elsd [épésben egy megbizhatd
gyogyszeranalitikai metédus kidolgozasara van sziikség, mely az igen alacsony
biztonsaggal detektalni képes.

A TMZ koncentraci6 meghatarozasa tobb nehézségbe iitkozik, szérumbeli
koncentracidja igen gyorsan valtozik, melynek id6beni lefolydsat tobb paraméter is erésen
befolyasolja. A TMZ lebontasa elsdsorban a pH-fiiggd MTIC-¢ torténd hidrolizisen keresztiil
megy végbe és a hepatikus metabolizmus csak kisebb szerepet tolt be. A TMZ savas pH-n
stabil, viszont gyorsan lebomlik neutrdlis vagy bazikus kornyezetben. Mivel a TMZ az
antitumoralis hatasat a MTIC, mint degradacids termékén keresztiil fejti ki, a MTIC plazma
effektivitasat és farmakokinetikdjat kiértékeljiik.

Allandéan felmeriild kérdés a szakirodalomban, hogy a kiilsnbozé gyogyszerek
milyen lokélis koncentréaciot érhetnek el az agyalloméanyban, ill. az agydaganatban, jelen
esetben a glioblasztomaban? Mivel a kezelés effektivitasa leginkabb a tumorban megjelend
gyogyszerszinttdl, a mellékhatasok mértéke pedig a szisztémasan keringd hatdanyag-
koncentraciotol, és végso soron e kettd értek egymashoz viszonyitott aranyatdl fiigg, ezekre
az adatokra égetd sziikség lenne. A kemoterapias készitmények Osszehasonlitdsahoz, a
legmegfelelébb kivalasztasahoz az elérhetd maximalis intratumoralis gyogyszerkoncentracid
ismerete jelentds segitséget nyujtana, de erre vonatkozé irodalmi adatok eddig még nem
sziilettek.

A klinikumban egyre nagyobb jelentdségre szert tevd kapillaris elektroforézis (CE)

potencialisan mindkét célra megfelel, igy tanulmanyainkat eziranyban is kiterjesztettiik.
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4.3. A temozolomid vizsgalata glioblasztomaban

4.3.1. A temozolomid szérumbeli koncentrdcidjanak meghatdirozasa glioblasztomds
betegekben - mintavétel és mérési modszerek

A CE méréseinkhez két glioblasztomas beteg szérum mintajat (a vérmintakat az
egyszeri 400 mg doézisi TMZ oralis alkalmazasa utan 60 perccel vettiik le) és nem tumoros
betegek szérum mintajat alkalmaztuk (a mintak a Debreceni Idegsebészeti Agydaganat- és
Szovetbankbol szarmaztak, a mintagyiijtés a betegek beleegyezésével, alairasaval €s etikai
engedély alapjan tortént). Mindkét beteg részleges tumoreltavolitds, konkurdldo kemo-
irradiaci6 utan allt és a TMZ monoterapias fazisban napi 1x400mg per 0S
gyogyszerbevitelben részesiilt, mely utdn 60 perccel tortént a mintavétel periférids vénabol. A
szérum mintdkat centrifugdldssal nyertiik (3000 rpm). Minden minta oldatot -80 °C-on
taroltunk az analizisig, majd 0,45 pm-es fecskenddsziirén szirtiik, €s tovabbi mintaelokészités
nélkil injektaltuk a kapillarisba.

Méréseinkhez valasztott CE késziilek egy HP3D CE modell volt (Agilent, Waldbronn,
Germany). A mintdk injektalasara minden mérés esetében hidrodinamikus mintabevitelt (50
mbar, 2 s) alkalmaztunk. A mintaoldatokat a kapillaris anodos végénél juttatuk be. A
szeparaciot 68 cm X 50 pum belsd atmérdjii polyimidréteggel ellatott kvarckapillarisban
végeztilk (Polymicro Technology, Phoenix, AZ, USA). A kapillaris effektiv hosszlisdga a
szokasos modszert(i injektalasnal 60 cm, az Un. "short end" injektalasnal pedig 8 cm volt). Az
alkalmazott fesziiltség 25 kV volt. A vizsgalatot didodasoros fotometrids detektalassal
végeztik 200 nm, 214 nm, 260 nm és 325 nm hullamhoszakon. Az elektroferogramokat a
ChemStation szamitdgépes program 7.01-es verzidjaval (Agilent) rogzitettiik és dolgoztuk fel.
A stabilitasi vizsgélatok elvégzésére a CE késziilék automatikus mintainjektalo/elemzd
rendszere volt segitségiinkre.

Az analitikai elvalasztashoz hasznalt pufferelektrolitok Osszetevoi koziil a natrium-
dihidrogén-foszfat, a dinatrium-hidrogén-foszfat, a HCI, a NaOH és a natrium-dodecil-szulfat
(SDS) a Reanaltdl (Magyarorszag) szarmaztak. A 180 pug/mL térzsoldatot TMZ (Temodal 20
mg, Schering-Plough, Magyarorszag) vizben torténd feloldasaval készitettiik.

A kapillarisokat puffer elektrolittal 5 percen keresztiil el6kondicionaltuk: 1 M NaOH-
al (10 perc), 0,1 M NaOH-al (10 perc), vizzel (5 perc) és pufferrel (20 perc) mostuk. A
szérum mintak analizise esetén utékondicionalasként 0,5 M NaOH-ot (3 perc), 0,3 M SDS-t

(3 perc) és puffert (3 perc) alkalmaztunk, hogy eltavolitsuk az Osszes lehetséges adszorbealt
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anyagot a kapillarisrol. A CE analizis el6tt az 6sszes puffert 0,45 pm-es sziirén filtraltuk és

hitoben + 4 °C-on taroltuk.

Mivel a TMZ és bomlastermékei minimalis toltéssel rendelkeznek, a micellaris
elektrokinetikus kromatografiat (MEKC) hasznaltuk arra, hogy elvalasszuk dket egymastol és
a neutrdlis komponensektél. 20 mM alatti SDS tartalmu elektrolit esetében a neutralis
komponensek kozotti elvalasztas nem volt elérhetd, viszont 100 mM SDS tartalmu puffer
elektrolit alkalmazasaval nagyon jelentés hotermelddést tapasztaltunk. Az optimalis SDS
tartalom a puffer elektrolit szamara 40 mM-nak bizonyult. Az elektrolitok pH-ja, illetve
ioneréssége szinte egyaltalan nincs hatassal a vizsgalt komponensek effektiv mobilitasara,
csak az elektroozmotikus aramlast (EOF) befolyésolta. Az analizis ideje pH 9-es értéken volt
a legrovidebb, viszont a felbontas rosszabb volt, mint az alacsonyabb pH értékeken. Savas
puffert alkalmazva az elektroforetikus futtatas sordn a TMZ degradacidja nagyobb foku volt.
Az optimalis pH érték a szeparacid szdmara 7-nek bizonyult, és ezen a pH-n elfogadhato
felbontast lehetett elérni és az analizis ideje is rovid maradt. A felbontas és a puffer
ionerdsségének Osszefliggését (5-100 mM foszfat) is vizsgaltuk, de utobbinak szamottevd
hatasa a szeparacidra nem igazolddott.

mM f061otti foszfat puffert hasznalva (40 mM SDS a pufferben), az aramerdsség 75 pA lett,
ami a csucsok kiszélesedését okozta. A MEKC technika optimalizalasa utan a puffer elektrolit
25 mM foszfatot, 40 mM SDS-t tartalmazott pH 6,8-as értéken. Minden egyes komponenst a

migracios idejiik és jellegzetes UV spektrumuk alapjan azonositottunk.

4.3.2. A temozolomid intratumordlis koncentrdcidjanak direkt meghatdrozdsa humdn
glioblasztomdban

Az agydaganatmintakat jobb frontalis rekurrens glioblasztomas beteg idegsebészeti
mitéte sordn szereztiik be. A hullamzé panaszok miatt hospitalizalt beteg TMZ monoterapids
kezelés alatt allt, de rapid allapotrosszabbodas kovetden siirgds miitétre kertilt sor. Az utolséd
TMZ adagjat (400 mg) a miitét elétt 1 oraval vette be. A miitét soran 3 daganatmintét (0,9915
g, 0,7803 g és 0,7647 g) és egy nem daganatos, normal agyi szovetmintat (peritumoralis
agyallomany a daganatot fedd frontalis poluson, 0,3782 g) gyljtottiink 15 perces
iddintervallumokkal, majd a mintakat egybdl folyékony nitrogén felszinén lefagyasztottuk és

azokat -80 °C-on taroltuk az analizisig.
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Az intratumoralis gyogyszerszint vizsgalatahoz a szérumszint meghatarozasara is
sziikség volt. A glioblasztomas beteg szérum mintait az egyszeri 400 mg dozisi TMZ oralis
alkalmazasa utan 30-250 perccel gyljtottik. Tovabbad nem tumoros betegektdl szarmazd
szérum mintékat is alkalmaztunk kontrollként, illetve a matrix hatasok tanulmanyozasahoz. A
mintakat tomény sésavval savanyitottuk 2 koriili pH-értékre (1 mL szérumhoz 10 pL tomény
HCl-ot adtunk és dsszekevertiik), hogy elkeriiljik a TMZ hidrolizisét. Minden mintat -20 °C-
on taroltunk az analizis eldtt. A CE analizist megel6z6en a szérum mintdkat 15 percen

keresztiil 4 °C-on 9000 rpm-en centrifugaltuk.

A nem tumoros agyszovet- illetve tumormintékat liofilizaltuk, majd homogenizaltuk.
Ezutan a homogenizatumokat (0,0075-0,12 g) kis térfogata (300-600 uL) 1 M-os HCl-ban
gondosan feloldottuk. A vizes oldat pH-jat az el6készitési folyamatok soran erGsen savas
tartomadnyban, 2 alatt tartottuk, hogy elkeriiljik a TMZ hidrolizisét. Az igy nyert sir,
viszkozus oldatot lehtitdttiik és 15 percen keresztiil 4 °C-on 9000 rpm-en centrifugaltuk. A
szupernatanst kozvetleniil a CE eszkozbe injektaluk. Az elddusitashoz a feliiliszobol 50 pL
térfogatot extraktaltunk 3x 300 pL etil-acetattal (10 perc vortex-keveréssel). A mintakat -20

°C-on taroltuk az analizis elott.

4.3.3. A temozolomid szérumbeli koncentrdcidjanak meghatirozasa glioblasztomds
betegekben - eredmények

crer

késziilékbe torténd injektalds idejére tekinthetd érvényesnek €s csak ritkan biztosit relevans
informaciot a mintavételi 1épéskor fennalld valos koncentraciorol (pl. amikor a vérmintat
leveszik a betegt6l). A MEKC technikat alkalmazva lehetéség van arra, hogy egyszeri
futtatasok soran rovid id6 alatt hatdrozzuk meg a TMZ-t és két tovabbi bomlastermékét, az
pH értékeken hataroztuk meg (a pH-t HCI, NaOH ¢és fosztat puffer segitségével allitottuk be).
Az oldatok el6készitése és a CE kapillarisba tortént injektalasuk kozott kevesebb, mint 1 perc
telt el (az oldat hdmérsékletét a minta el6készités soran 4 °C-on kellett tartani). pH 6 és 8
kozott a pH-ban tortént kis valtoztatas is nagy eltérést idézett el6 a hiarom Osszetevd
értéken, kiilonbozd idétartamok elteltével, ahogyan azt a 9. abra illusztralja. Mig ezen a pH

értéken a TMZ felezési ideje 28 perc, a MTIC-nek 13 perc, addig ez pH 9,1-es értéken 9 és 11
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perc volt. A TMZ és MTIC koncentracidi gyorsan valtoztak, viszont az AIC 4 o6ra utdn is

alland6 maradt. Ezekbdl az adatokbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az AIC allando

crer

maximalis koncentracioja.

=
E - TMZ
= =0— AIC
ﬁ 3= MTIC
=1
=
=i
o
=
&
o
! s | . T
4 5

Time (h)

9. abra. A TMZ, MTIC és AIC egy idében torténd monitorozasa human szérumban a TMZ feloldasa utan. A
TMZ kezdeti koncentracidja 180 png/mL volt.

A TMZ és bomlastermékei kozel fiziologias pH értéken jol detektalhatok, azonban
jelentdsen eltérd pH érték esetében csak egy dsszetevd mutathatd ki. Alacsonyabb pH értéken
a TMZ stabil, pH 12 {6lott a TMZ-bol AIC-be torténd konverzid gyakorlatilag azonnal
lezajlik és az AIC koncentracioja szobahdmérsékleten legalabb egy hétig alland6 marad.

Az MTIC stabilitasa szerves olddszerek alkalmazasaval sem fokozhatd. Habar a MTIC
oldédasa 20/80 aranyu izopropanolol/metilén-klorid (v/v) oldatban magas, a stabilitdsa
rendkiviil gyenge. Egy sokkal hidrofob tulajdonsagokkal rendelkezé olddszer hasznalata
esetén pedig az analitokat nem lehet jol kivonni, igy ennek a hasznalata sem célravezeté CE

esetén.

Human szérum vizsgalata soran egyszeri 400 mg TMZ oralisan alkalmazéasa utan 60
perccel tortént a mintavétel, majd a vért azonnal cc. HCl-al savasitottuk pH 1-es értékre és a
fagyasztoba tettiik (-20 °C), igy a lebomlasi folyamat megallt és a vér TMZ mennyisége a
mintavételezési idépontnak megfeleld koncentraciot tikrozte. A TMZ legmagasabb detektalt

koncentracioja az analizalt mintdkban 14.2 pg/mL-nek bizonyult; ez a koncentracié a cmax
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koril van. Az MTIC és AIC ekkor még csak kis mennyiségben detektdlhatdo, mert a
mintavételi idépont a TMZ vérbe torténd maximalis abszorbcidjdhoz kozeli idépontban volt
¢s a TMZ lebontasa még nem kezdddott el a gyomorban fenndlld savas pH éltal biztositott
stabilitas miatt. A TMZ és a lebomlasi termékeinek mennyisége legalabb 2 honapig allando
maradt az acidifikdlas és a -20 °C-on torténd tarolas utan.

Az elektroferogramokat 260 nm ¢és 325 nm-en rogzitve azt tapasztaltuk, hogy
gyakorlatilag csak az AIC ¢és a TMZ mutat abszorbciot, a szérum komponensei nem

interferalnak, igy az elérhetd detekcios szenzitivitas jelentOs.

4.3.4. A temozolomid intratumordlis koncentrdciojanak kozvetlen meghatdirozdsa humadn
glioblasztomdban - eredmények

Amig a szérum mintdk kozvetlen injektilasa a szepardcios kapillarisba nem jelent
gondot, addig ezt nem lehet elvégezni az agydaganat mintdk esetében a szilard
konzisztenciajuk miatt. Tovabbi problémat jelent az is, hogy a gyogyszerek koncentracioja az
agyban (a tumorban) jellemzden kisebbek, mint a szérumban, valamint az elérhetd in vivo
tumor mintdk igen kis mennyiséget képviselnek (kevesebb, mint 1 g). Az altalunk kidolgozott
Uj analitikai modszer, a liofilizacid €s a szaritott anyag ezt kovetd feloldasa egyszerli €s
hatékony modszernek bizonyult arra, hogy biztositsuk a minta homogenitasat illetve, hogy
feloldjuk az analitot egy megfeleld oldatban. A liofilizalt tumor mintékat kis térfogata 0,1 M-
os HCl-ban (300-600 pL) oldottuk, hogy megakadalyozzuk a TMZ hidrolizisét, illetve, hogy
az analit higitasat alacsony szinten tartsuk. Annak ellenére, hogy a kapott oldat siiri volt, a
direkt injektalas és meghatarozasa lehetévé valt. A TMZ csticsa még éppen mérhetd volt 165
perccel az egyszeri 400 mg-os TMZ beadasa utan a beteg mintajaban, viszont mar nem volt

mérhet6 a tobbi tumoros mintakban.
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Amintavételésa y iogishci6  Liofilizacié  TMZ
Minta TMZ bevétele e P
v e .., elotti tomeg utani tomeg  tartalom

kozott eltelt ido ~a
(i) @ (© (“olg)
nem tumoros agyszovet 105 0,3782 0,0748 0,0476
Tumor 1 135 0,9915 0,1047 0,0852
Tumor 2 150 0,7803 0,1217 0,0614
Tumor 3 165 0,7647 0,1211 0,117

17. tablazat. A temozolomid koncentracié human glioblasztomaban és peritumoralis agyszovetben 400 mg TMZ
per os alkalmazéasa utan 105-165 perccel.

A tumor mintak (17. tdblazat) eredményeibdl Osszefoglalhatd, hogy a TMZ képes
athatolni a vér-agy gaton, de a csticskoncentracio az analizalt tumormintakban nem magasabb,

mint 0,12 pg/g.

4.35. A temozolomid szérumbeli koncentrdacidjanak meghatdrozdsa glioblasztomds
betegben - konkliizio

Jelenleg az egyetlen rutinszerien adott elsévonalbeli kemoterapeutikum a GBM
daganatszovetben elért lokalis koncentraciojarol az irodalomban alig talalhatok direkt
mérésbdl szarmazo6 adatok. Ezek hianyaban nem is szerepel ajanlas az ordlis alkilaloé agens
bevételének és a sugarkezelés kivitelezésének idObeni tervezésére, pedig a gyogyszer-
penetraciot fokozd sugarhatas és a vérben elérhetd maximalis gyogyszerkoncentracio
Osszehangolasatol az onkoterapia effektivitdsanak optimalizalasa lenne varhatd. Az igen kis
mennyiségl €s igen gyorsan lebomlo kemoterapeutikum komplex biologiai mintabdl (vérbol)
torténd kimutatdsa azonban nem tekinthetd konnyen elérhetd rutinszerli modszernek, igy
érthetd, hogy klinikai betegellatasbol szarmazé adatokat nem konnyti talalni az irodalomban.

Az elmult két évtizedben, a kapillaris elektroforézis hatékony és sokoldalu szeparacios
eszk6zz¢ valt magas felbontasi képességének, tovabba annak kdszonhetden, hogy képes igen
kis mennyiséget detektalni még komplex (bioldgiai) matrixokban is, de kdzismert elényeinek
ellenére sem volt eddig olyan tanulmany, amely a TMZ és annak lebomlasi termékeinek CE-

vel kivitelezett analizisér6l szamolt volna be. Jelen tanulmanyban MEKC-t alkalmazva

crer
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per os dozis utan. Vizsgalataink sordn igazolni tudtuk, hogy a MEKC technika UV
spektrofotometrias detektalassal jol alkalmazhatéo a TMZ in vivo direkt meghatarozasara
daganatos betegek szérumaban. Méréseink alapjan megdllapitottuk, hogy sikeriilt
glioblasztomas betegek vérében a TMZ ¢és lebomlasi termékeinek (MTIC és AIC)
mennyiségét megfeleld pontossaggal meghatarozni.

Eredményeink alapjan a radioterapidt a TMZ bevétele utdni 1-2 o6ra kozotti
intervallumban javasolt elvégezni. Tanulmanyunk eredményeképpen a Debreceni Egyetemen

a glioblasztomas betegek kezelése mar ezzel az ajanlassal kiegészitett protokol szerint zajlik.

4.3.6. A temozolomid intratumoralis koncentrdciojanak direkt meghatdrozdsa humdn
glioblasztomdban - konklizio

lehetne hasonlitani direkt mérésekkel a kiilonbozd készitmények intratumoralis

A jelenlegi vizsgalatot egy olyan ritka lehetség sziilte, melynek soran egy ismert
glioblasztomas beteg a monoterapias TMZ kezelés alatt allapotrosszabbodas miatt keriilt
klinikai felvételre, ahol elsé 1épésben a tumor okozta térfoglald hatds miatt dehidralast célz6
kezelés indult és a beteg a szokdsos 400 mg TMZ adagjat is bevette. Nem sokkal ezutdn
azonban tudatzavara alakult ki és a térfoglald hatas redukalasa érdekében siirgds mfitét tortént.
Ennek soran a tumor reszekaldsaval sikeriilt a beteg neuroldgiai allapotat stabilizélni, és a
szOvettani vizsgalatra szant szovetmintdkbol gyogyszerszint meghatirozast is tudtunk
végezni.

Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy a MEKC hasznosnak bizonyult agydaganatmintak
mérésének esetében is. A jelen kutatdsban viszonylag kevés eldkésziileti folyamatot
alkalmaztunk és csupan 0,8 g-os minta (tumor) elegendd volt az elddusitashoz €s analizishez.
Az 1j analitikai modszerként alkalmazott szovetminta-liofilizalas, majd homogenizalt oldatba

vitele megbizhatd metdodusnak bizonyult és megfeleld érzékenységli méréseket tett lehetove.

A tumor mintak eredményeibdl 0sszefoglalhato, hogy a TMZ képes athatolni a vér-
agy gaton, de a csucskoncentracid az analizalt mintakban nem magasabb, mint 0,12 pg/g. Ez
az altalunk in vivo mért TMZ koncentracio érték kisebb, mint mas kutatok altal megallapitott

értekek. Egy intracerebralis mikrodializis tanulmanyban a TMZ csucskoncentracidja az agy
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interstitiumaban 0,6 pg/mL koriilinek mutatkozott. Egy prediktiv farmakokinetikai modell
alapjan pedig a josolt TMZ csucskoncentracid 1,8-3,7 ng/mL kozotti értéket ér el az agyban.
A kiilonbségek elsddleges oka a mintavétel helyéiil szolgalod fiziologias kompartmentek
kiilonbségei lehetnek, de az altalunk végzett direkt gydgyszerszint-meghatarozas modszertani

megbizhatosag szempontjabol elsdbbséget élvezve feliilirhatja az eddig k6zolt eredményeket.

Osszefoglalva, tanulmanyunkban elészor az irodalomban sikeriilt a TMZ lokalis
intratumoralis koncentracioét human glioblasztomaban meghatarozni. Ennek soran kidolgoztuk
a szilard halmazallapoti tumorallomany CE-vel torténé meghatarozasanak technikdjat, mely
az irodalomban szintén novumnak szamit. Az altalunk detektalt érték a korabbi kozlésekben
talalhato indirekt szamitott értékeknél egyértelmiien alacsonyabbnak bizonyult. A jelenlegi
onkoterapia soran elérhetd intratumordlis gyodgyszerszint tovabbi, magasabb lokalis

koncentraci6 biztositasara alkalmas készitmények iranti igényt alapoz meg.
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5. A GLIOBLASZTOMA HETEROGENITASANAK KLINIKAI
JELENTOSEGE

A glioblasztoma multiforme a kozponti idegrendszer és tulajdonképpen az egész
szervezet egyik legrosszindulatubb, gydgyithatatlan daganatos betegsége. Viszonylag rovid
idon beliil halalos, a kezelések csak a kitjulast tudjak némileg halogatni, illetve a daganat
elhatalmasodasaig teremthetnek egy elfogadhatd klinikai allapotot. A glioblasztomat
nagyfoku inter- és intratumoralis genetikai heterogenids jellemzi. Ahogy az entitds neve is
mutatja, a ,,multiforme” sz6 a szovettani sokszinliséget mutatja, melybdl a mikrovaszkularis
proliferacid, a nekroézis, illetve a magas mitotikus aktivitas jelentette kordbban a diagnozis
gerincét. Az intenziven folyd molekuldris genetikai vizsgalatok révén eldszor olyan
kromoszoémakat, géneket, molekuldkat lehetett azonositani, amik a gliomak
diagnosztikdjaban, a talélés becslésében, illetve egy adott kezelés hatékonysaganak
mérésében bizonyultak rendkiviil hasznosnak. Ezt kovetéen a kozelmultban az is egyre
vilagosabba valt, hogy a klasszifikacio soran egy molekularis profil kialakitasa sokkal jobban
kortl tud irni egy adott alcsoportot, sot a molekularis patoldgiai markerek fontossagban feliil
is muljak a hisztologiai markereket. Tekintve, hogy a korabbi glioblasztoma klasszifikaciok
csak ez utobbiakra tdmaszkodhattak, a molekularis markerek alkalmazasa teljesen atirta a
korabbi csoportokat 1) entitdsokat létrehozva, egyeseket eltorolve, mig masokat
Osszeolvasztva. A klasszikus szdvettani meghatirozason til az elsd meérfoldkdvet a primer
(,,de novo”) ¢és a szekunder glioblasztomak szétvalasztiasa jelentette, melyeket mar eltérd
genetikai eseményekkel jellemeztek. Ezt kovette 2010-ben Verhaak és munkacsoportjanak
széles korben elfogadott és hasznalt felosztasa, melyben génexpresszios profilok megalkotasa
réveén traszkripcid alapu csoportositast sikeriilt megalkotni. Az egyes tipusok (proneuralis,
neuralis, klasszikus ¢s mezenhimalis) ©6nallo, jol jellemezhetd genetikai defektusokkal
rendelkeznek ¢és a kezelhetdség és tulélés szempontjabol is relative jol kiilonvalnak
egymastol. Az omikai vizsgalatok mind szélesebb korben torténd alkalmazasa mar komplett
genom szintll analizaciot tett lehetové €s egyre tobb epigenetikai valtozast is ki lehetett
mutatni. Ez utobbi révén Brennan és munkatarsai 2013-ban a DNS metilacié mértéke alapjan
6 csoportba soroltak a glioblasztomakat (M1-M6). A genomszintli analizisnek az izocitrat
dehidrogenaz (IDH) enzim oriési prediktiv és prognosztikus értékének felismerése adott nagy

jelentdséget. Ennek kdvetkezményeként a Louis és munkatdsai 2016-ban publikaltadk a WHO
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altal hivatalosan jelenleg is hasznalatban 1év6 klasszifikaciot: IDH-vad tipus/ IDH mutéans /

NOS.

5.1. A tumorheterogenitas szerepe a kezelés ineffektivitasaban

A GBM heterogenitasa kezdetektdl ismert jellemvonas, mely a ,,multiforme” jelz6vel
is kifejezésre keriil. Kialakulasaban a gyors sejtszaporodas soran létrejovo szamtalan mitozis
okozta szubklon kialakulasa all. Az igy kialakuld heterogenitas rdadasul dinamikus jellegi,
hiszen osztodasrol osztddasra valtozhat, ami egyrészt a tumor aktualis genomikai statusanak
meghatdrozasat teszi lehetetlenné, masrészt az alkalmazott terdpia elleni rezisztencia
kialakulasaért is feleldsségre vonhatd. fgy Gsszességében a tumor-heterogenitas két fontos
szempontbol neheziti az effektiv terapiat: mind a pontos, molekuléris szintli diagndzis
felallitasat, mind pedig a célzott onkoterdpia meghatirozasat megakaddlyozza. Tovabb
neheziti a helyzetet, hogy a szubklonok nagy szdmabol addéddan a diagnodzis a
szovetmintavétel helyét6l is nagymértékben fligg, és igy az aldgradalas és a helytelen
genomikai diagnézis felallitdsanak veszélye nem elhanyagolhat6. A fenti mechanizmusok
kivédésére vagy csokkentésére két 1 irdnyvonal van kialakuléban. Az egyik a pontosabb
diagnozist szolgélja oly mdédon, hogy a lokoregionalis szovetminta elemzése helyett a tumor
egeészét jellemzd folyadékbiopsziabdl szarmazod mintdbol torténik a kezelést meghatarozo
genotipus meghatarozasa. A masik irdnyvonal a kezelés kombinalt jellegének el6nybe
helyezésével a minél tobb tumor-klon lefedését eredményezd tobb hatdsmechanizmust és
tdmadaspontu készitmény alkalmazasatél reméli a terapia effektivitdsanak javulasat. A
Jjovokép természetesen ezek Otvozését jelenti, amikor a folyadékbiopszia nyujtotta lehetd
legpontosabb molekularis patologiai diagndzis szolgéltatja a személyre szabott kombinalt
onkoterapidhoz sziikséges informaciokat. Emellett pedig a folyadékbiopszia igen komoly
elénye a szovetmintavétellel szemben, hogy a gyakorlatilag szabadon ismételhetd a terapia
soran, igy a tumor valtozd genetikai allomanya sokkal hamarabb tetten érhetd, mint a
hagyomanyos MRI kovetéssel vagy reoperacid/rebiopsidval, amikor mar a kidjult
terapiarezisztens szubklonokbdl kifejlodott daganat makroszkoposan is vizualizalhatdo méretet
ér el. A gyakori folyadékbiopszias mintavétellel tehat a tumor heterogenitasa leképezhetd,
ennek valtozasa kovethetd €s a terapia mddositasa személyre szabott szoros modositdsokkal
lesz megvalosithatd. Jelen review-ban a GBM heterogenitasdbol szarmazo nehézségeket és

ennek az ellenszerét szolgalo eszkoztarat tekintjiik at részletesebben.
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5.2. Jelenlegi terapias lehetéségek

Annak ellenére, hogy a diagnosztika szinte elképzelhetetlen fejlodésen ment és megy
manapsag is keresztiil, sajnos a glioblasztoma kezelési protokollja az elmult idében nem sokat
valtozott. Filiggetlen a diagnosztikus alcsoportoktol, sablonszerti, a legtobb beteg a sztenderd
kezelési sémaban részesiil. Léteznek ugyan mar a rutin molekularis patologiai gyakorlatban is
olyan vizsgalatok (pl.. MGMT, 1p19q), amelyek moddosithatjak a kezelést, de a molekularis
profil alapu célzott terapia még varat magara. A nemzetk6zi irodalommal 6sszhangban sajat
beteganyagunkon végzett vizsgalat soran is egyértelmi javulast tapasztaltunk mind a
progressziomentes tulélés, mind az Osszesitett tulélést tekintve a Stupp protokoll bevezetése
Ota, sO6t a bevacizumab bevezetése a terdpias protokollba is tovabb javitotta a talélési
gorbéket. Intézetiinkben kezelt betegeink analizise soran azonban azt talaltuk, hogy az életkor
¢és a nem mellett a tumor mérete — oldalisaga —, illetve elhelyezkedése és a sebészi eltavolitas
radikalitdsa sem mutatott szignifikdns Osszefiiggést a betegek tulélésével. Az eleve rossz
Karnofsky értékkel rendelkez6 (KPS<70) betegek protokoll szerint nem részesiilnek
kemoterapids kezelésben, esélyeik a tulélésre sajnos minimalisak. A tulélésben mutatott
jelentds eltérések tehat azoknal a betegeknél, akik posztoperativ allapotuk alapjan alkalmasak
voltak a konkuralé kezelésre a radio-kemoszenzitivitastol fiiggott. Itt élesen kettévalt az
ugynevezett ‘responder’ (PFS = 13.4 &+ 7.5 honap, OS = 25.7 + 7.4 honap) és "non-responder’
(PFS = 4.5 £ 2.3 honap, OS = 10.2 £+ 4.2 honap) csoport. Ez utdbbi azokat jelenti, akiknél a
daganat nem radio-kemoszenzitiv és a kombinalt kezelés ellenére 1ényegesen hamarabb tjul
ki, illetve novekszik. A betegek kozel fele tartozik ebbe a csoportba. A kezelés
sikertelenségének két f6 oka a daganat heterogenitdsa €s az invaziv tulajdonsiga. A
glioblasztoma genetikai mutacidja a 3 f6 jelatviteli Gitvonal valamelyik szintjén bekdvetkezett
véltozas révén valosul meg: az RTK/RAS/PI3K, a P53 és a RB. Ezek kombinécidja
gyakorlatilag hatartalan és az els6dleges eltérést hamar tobb koveti, megteremtve ezzel az
intratumoralis €s intertumoralis heterogenitast. Emellett a glioblasztoma intrinzik
tulajdonsaga, hogy a tumorsejtek képesek messze elvandorolni kiindulasi pontjuktol, melynek
kovetkeztében a daganat hatar nélkiilivé valik. Ellentétben egy agyi metasztazistol, ami jol
koriilirhato és az ép agytol kelloképpen demarkalodik, egy malignus glioma rendkiviil magas
invaziv potenciallal rendelkezik, azaz a sejtek egymassal és az extracelluldris matrix
alkotoelemeivel kommunikalva mélyen (akar a daganat vart hataratél 4-5 cm-re) az

ugynevezett peritumoralis dlloméanyba jutnak. Ennek kovetkeztében a sebészi eltavolitas eleve
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kudarcra itélt. A jelenlegi sztenderd sugarkezelés €és kemoterapia a sejtproliferaciot gatolja,
tehat anti-proliferativ, nem hat azonban az invazivitasra. gy a gliomasejtek migracioja és az
intratumoralis heterogenitas miatt a radikalis tumoreliminacids kezelések nem kivitelezhetok,
a citoredukcios kezelések hatasai pedig csak atmenetiek, a daganat kitjulasa és elérehaladasa
torvényszeri. Ezen recidiva soran tulajdonképpen a terapia rezisztens tumorsejt klonok
szelektalédnak ki, amihez jabb genetikai defektusok tarsulnak és a daganat nem reagal a

sztenderd terapiara, kezelhetetlenné valik és rovid idon beliil a beteg halalat okozza.

5.3. Uj diagnosztikai metodusok a személyre szabott terapia megvalositasiahoz

Tekintettel arra, hogy a jelenlegi szovettani analizis nem teszi lehetové a célzott
kezelést, egy teljesen j koncepcidra van sziikség, ami magaban foglalja az 0j diagnosztikai
eszkozoket is. A daganatbdl vett minta egy adott populaciot vizsgdl egy adott iddpontban, igy
az a tumor heterogenitasa és dinamikus valtozasa miatt nem reprezentativ. Egyre tobb kutatas
tamasztja ala a vérben (vagy egyéb testnedvben) keringd tumorsejtek, exoszomak, illetve
DNS és RNS részecskék hatalmas diagnosztikus, prediktiv és prognosztikus potencialjat. Az
ugynevezett folyadék biopszia révén szinte folyamatosan informdciot nyerhetiink a
glioblasztoma genetikai defektusairdl és az adott terapia sikerességérdl. Sziikség van 4j, nagy
érzékenységli, pontos €s relative gyors vizsgald modszerek rutinszerii alkalmazésara is. Az 0j
generaciés DNS-szekvenaldsi (NGS) modszerek megjelenése minden bizonnyal
forradalmasitani fogja a genom szintli analiziseket. A folyadék biopszidhoz pedig jol
illeszkedik a kvantitativ vizsgalatra alkalmas droplet digitalis PCR (dd PCR). Ezek mellett a
kinyert Ossejtek specialis tenyésztése olyan in vitro modelling format tesz lehetdvé, mint a
glioma organoid, ami a genom megismerése révén szintén alapja lehet a személyre szabott

kezelésnek.

5.3.1. Keringé nukleinsavak

A daganatbdl szarmazo, keringé nukleinsavak eléfordulhatnak sejttdl fiiggetleniil, egy
lipid vagy fehérje struktirdhoz kapcsolddva, vagy keingd extracellularis vezikulumokhoz
kotédve is. Megkiilonboztetiink DNS és RNS fajtat.

A keringd DNS tipusai: sejttdl fliggetlen DNS (cfDNA), keringd tumor DNS (ctDNA),
mitokondridlis DNS (mtDNA). A cfDNA 150-200 bazisparbol allo kettdsspiral, melynek
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plazmaban mért koncentracidja egészséges ember esetén 10-15 ng/ml. Ez az igen alacsony
mennyis€ég daganatos betegség esetén novekszik, illetve Osszetétele is valtozik, legnagyobb
részEt a tumorsejtekbdl szarmazd ctDNA frakcid teszi ki. A c¢tDNA altal hordozott mutacidk
felbecstilhetetlen informacidkkal szolgalnak a daganat genetikai allomanyanak alakuldsarol és
szintjének iddbeli valtozdsa jol jelezheti a terapia hatdsossagat is. Egyelore a diagnozist
neheziti a keringd ctDNA rendkiviil alacsony koncentracidja, valamint rovid féléletideje és ez
a glioblasztomara kiilondsen igaz, azonban megfeleld érzékenységli €s tumor specifikus NGS
panel segitségével mar sikerilt igazolni példaul BRAF/IDH1/IDH2 mutdciokat vagy
ERBB2/MET/EGFR/PDGFRA amplifikaciokat. Primer agydaganatok esetében a CSF-ben
talalhato a legnagyobb mennyiségben ctDNA. A cfDNA mellett a mtDNA (mennyiségi €s
mindségi) valtozasa is tumoros folyamatot jelezhet. A mtDNA-ban bekdvetkezd valtozasok
mar a premalignus 1ézidknal elkezdédnek, magas szintje rossz prognozist jelent. Rendkiviili
szerepe a glioblasztomék korai diagnozisdban ¢s a kiijjulds minél hamarabbi felfedezésében
lehet.

A keringé RNS tipusai: ‘messenger’ RNS (mRNA), nem kodolé RNS-ek (INcCRNA, sncRNA)
¢s a kis nem kodolé RNS-eken beliil mikroRNS (miRNA) és cirkularis RNS (circRNA).
Kiemelt jelentdséggel birnak a miRNA-k, amik 19-25 bazispar nagysagiiak és barmelyik
testnedvben bdségesen megtalalhatdéak. Kivald biomarkerek, glioblasztomaban a miR-21,
miR182, miR210, miR221, miR222, miR454 emelkedd szintet, a miR128 és a miR342
csokkend szintet mutat és mennyiségiik korrelal a terapia hatasara valtozo tumormérettel is. A
INcRNA-k jelatviteli utak modositasa révén aktivan is részt vesznek a tumorprogresszioban,
melyek koziil az alacsony HOTAIR szint és a magas GASS szint jo prognosztikus faktornak
bizonyult glioblasztomak esetén. A circRNA-k jelentdségét leginkabb az adja, hogy sncRNA-
ként részt vesznek gatldé miRNA ,szivacsok” létrejottében, amik a gliomagenezist és

progressziot segitik eld.

5.3.2. Egyéb keringd anyagok

Exoszoméak ¢és tumorsejtek. Az exoszomdk 40-150 nm atmérdjli exacelluldris
vezikulumok, amiknél nukleinsavak, fehérjék, lipidek ¢és metabolitok vannak egy kettds-
membran rétegbe zarva elkeriilve igy a degradaciot. A sejtkommunikacidban betoltott
szerepiik hatarozza meg jelentdségiiket a megfeleld sejt-mikrokdrnyezet kialakitdsaban és igy
a tumorigenezisben ¢és progresszioban. Emellett a sejtkommunikacié alapot adhat a

gyogyszer-rezisztencia (példaul TMZ) és sugar-rezisztenica daganaton beliili terjedésére is,
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ami rezisztens klonok kialakulaséhoz vezet. Eppen ezért a tumor-specifikus exoszomak
eliminalasa a szérumbol igéretes terapias potenciallal kecsegtet. A keringé tumorsejtek (CTC)
rendkiviil alacsony szintje (vérben 10° sejtbdl 1 CTC) és disitasi nehézsége miatt szerepiik

egyeldre nem tisztazott.

5.4. Uj terapias lehetdségek

Elengedhetetlen 1) terapias célpontok keresé€se is, hogy egyszerre tobb jelatviteli ut
blokkolasa is elérhetd legyen igy megakadalyozva a terdpia-rezisztens szubklonok
elszaporodasat. A komplex molekularis genetikai vizsgalatok eredményeként megalkotott
invazids spektrum a kezelési célpontok kivalasztasaban lehet a klinikus segitségére.
Kutatdcsoportunk mar megalkotott ilyen invazios spektrumokat, melyekkel a kiilonbdzd
glioma gradusok is jol 6sszehasonlithatok.

Szamtalan klinikai vizsgélat van jelenleg is folyamatban, melyek tobbféle mechanizmussal
probaljak kordaban tartani a glioblasztoma terjedését, azonban az atiité siker még varat
magara. Az 0j terapidk hatékonysaganak legfobb gatjai a szelektivitas hidnya, a valtozo
haté¢konysdg, az erds mellékhatdsok (toxicitds), és az alternativ utvonalak aktivalodasa.
Emellett probléma a megfeleld gydgyszer koncentracio elérése a daganatban (a vér-agy gat
miatt) és a daganat er0s immunszupressziv hatasa is. Glioblasztoma esetén az FDA jelenleg 2
kemoterapids kezelést (temozolomid és bevacizumab) és a tumor treating field pulzald
elektromos kezelést ismeri el bizonyitott terapiaként. Egyes kutatocsoportok ezt a meglévo
kezeleést egészitik ki mas szerekkel (pl.: bevacizumab mellé irinotecan vagy lomustin). A
BELOB Kklinikai vizsgalattal kézzel foghatd eredménye van annak, ha rekurrens GBM esetén
a bevacizumab mellé lomustint is adnak, ez szignifikdnsan novelte az OS-t. Emellett szintén
rekurrens, operativ GBM-ben probalkoznak neoadjuvans kezeléssel (pembrolizumab) is. A
masik koncepcid, hogy mas dagnatok esetén mar bizonyitottan hatékony kezelést alkalmaznak
GBM-nél. A harmadik vonal pedig a teljesen 1j tdmadasponti szerek kifejlesztése. GBM
esetében az 0j terdpias célpontok szamtalan csoportra oszthatéoak, mégis a daganat altal
létrehozott elkeriilési mehanizmusok és direkt immunszupresszio kovetkeztében kiilonds
jelentdséggel bir az immunterapia. Ebbe tartoznak bele az immunellenérzépont gatlok (pl.:
CTLA-4: nivolumab, ipilimumab, PD-1: pembrolizumab, indoleamine 2,3-dioxygenase:
indoximod), a vakcina alapu terapiak (rindopepimut, SurVaxM - fehérje, DCVax -

dendritikus sejt), a virusterapiak, melyek esetén megkiilonboztetiink vektorvirusokat, amik a
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kivalaszott gént juttatjdk be a célpontig, illetve onkolitikus virusokat (pl.: Toca-511,
talimogene laherparepvec, PVSPIRO, DNX-2401), amik maguk generalnak immunvalaszt és
igy pusztitjak a daganatsejteket, valamint a CAR-T sejtek, amik a daganat egy specifikus
antigénjét ismerik fel (pl.: EGFRvIII, HER2, IL13RA2) és specifikusan a daganatsejteket
eliminaljdk. Az immunterapids lehetoségek mellett emlitést érdemel az Ossejtel (NSC) valod
terapids probalkozas (pl.: NSC viszi be az onkolitikus adenovirust a célponthoz), az
epigenetikus terdpia (pl: hiszton deacetdz inhibitorok: vorinostat, panobinostat) és az
monoklondris antitest alapu célzott terapidk, melyek hathatnak onmagukban (pl.: EGFR
ellenes cepatuxizumab) vagy az antitesthez kotott antimitotikus szer, bakterialis toxin vagy
radioaktiv izotop révén. A MAB-k mellett fontosak az ugynevezett multi target inhibitorok is
(pl.: regorafenib), melyek tobb enzimet is képesek gatolni és ezzel a jelatviteli utak tobb
szintjén 1is beavatkozni. Vannak terdpids probalkozasok uj radiosensitizerekkel, PARP
inhibitorokkal  (olaparib, veliparib), DNA-PK inhibitorokkal, illetve ATM/ATR
inhibitorokkal.

Osszességében elmondhato, hogy rendkiviil sok szer van kiprobalas alatt, melyek egy
része mas daganattipusban mar bizonyitott. Egyre inkdbb eldtérbe keriilnek olyan klinikai
vizsgalatok (pl.: GBM AGILE trial), amik a tobbféle kezelési lehetdségbdl a beteg
szubtipusahoz illesztik a megfeleldt, illetve megfeleloek kombinacidjat. Folyamatosan
érkeznek 1j eredmények és tapasztalatok, de részben a korabban emlitett nehézségek miatt,
részben pedig azért, mert sok vizsgalat még az elején jar, nem ismert olyan szer vagy szerek
kombinacidja, ami az arany sztenderd kezelést megingatnd. A glioblasztoma jelenleg
elfogadott sztenderd kezelése klinikai allapottol fiiggden a biztonsdgosan maximalis
tumorreszekciobdl €és az azt kovetd, temozolomid alapu konkurdldé kemo-irradiatiobdl all,
melyet KiGjulas esetén tjabb sebészeti beavatkozas vagy egyéb kemoterapias szer
(bevacizumab) hasznalata kovet. A jelenlegi molekularis genetikai ismeretség messze
tulszarnyalja a kezelési lehetdséget. A kordbban egy entitasként kezelt glioblasztoma a
genetikai alloméanyat ¢és defektusait figyelembe véve tobb szempontbdl is szamtalan
alcsoportba bonthatd. Ezek a csoportok diagnosztikus, prediktiv és prognosztikai szempontbol
is jol elkiilonithetdk egymastdl és kezelhetdségiik, valamint kezelési célpontjaik is
kiilonbozéek. Az egyre inkdbb teret nyerd folyadék-biopszia alkalmas a heterogén daganat
pontos molekularis feltérképezésére, a kezelés alatt bekdvetkezett valtozasok nyomon
kovetésére, illetve az adott kezelés hatékonysdganak monitorizalasara. Mindezeket latva
kimondhato, hogy a jovoben tobbféle hatasmechanizmusu kombinalt terapiara van sziikség,

ami egyszerre tobb célpontra is iranyul. A kezelési lehetdségeket és a terdpias hatékonysagot
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is figyelembe véve legfontosabb kritérium a beteg jo fizikai allapota. A jo Karnofsky érték
minél tovabbi megtartasa a hosszl talélés kulcsa. Emiatt azt a kordbbi sebészi hozzaallast,
hogy: ’biztonsdgosan maximalis tumorreszekcid’ egyre inkabb fel kell, hogy valtsa a
’maximalisan biztonsagos tumorreszekcio’® fogalma. A posztoperativ, célzott, kombinalt
kezelés célja pedig a citoredukcio helyett egyre inkabb a migracié redukcidja és a demarkacio
elosegitése kell, hogy legyen. Az ilyen mdédon mar éles hatarral rendelkezd daganatok
klasszikus sebészeti vagy sugarsebészeti modszerrel sokkal jobban kezelhetdk. Ezzel elérhetd,
hogy a jelenlegi citocid kezelések helyét a teljes tumorelimindcié valthassa fel, mely vagy
teljes gyogyulashoz vezet, vagy recidiva, novum lokalizacio esetén szisztémas mellékhatasok
nélkiil megismételhetd akar tobbszor is, igy a jelenlegi atlagos tulélés megtobbszorozodése

varhato.
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6. A GLIOBLASZTOMA IDEGSEBESZETI
MEGKOZELITESE

6.1. A jelenlegi onkoterapia effektivitisinak meghatirozasa glioblasztoma esetében sajat

beteganyagon

A glioblasztomas betegek nemzetko6zi szinten 2006-ban bevezetett kezelési protokollja
a kemoterapias készitmények rutinszerti alkalmazasaval jelentdsen javitott a tilélési adatokon.
Felmeriilt tehat az igény a betegek kezeléstdl fiiggd talélési esélyeinek Osszehasonlitasara,
valamint az idegsebészeti, klinikai szempontbdl meghatdrozhatd prognosztikai paraméterek
Ujrabecsiilésére. Tovabba felmeriill a kérdés, hogy a szisztémds hatdsu kemoterdpias
készitményekkel elért eredmények megvaltoztatjdk-e a mutéti radikalitds kedvezd hatasat
feltételezd teljes tumorexstirpatiora vald torekvést? Az onkoterdpia hatékonysaganak
ismeretében atértékelddik-e bizonyos klinikai paraméterek prognosztikai jelentdsége?

A Debreceni Idegsebészeti Klinikdn szintén 2006-ban keriilt bevezetésre
glioblasztomas betegek kezelésére a TMZ rutinszer(i alkalmazéasa. A konkuralé kemo-
irradiacié és a TMZ monoterapia ellenére kiujult tumor esetében pedig 2009 6ta alkalmazzuk
a bevacizumab monoterdpiat. Jelen vizsgédlatban a kiilonb6zd kezelési metddusok
(hagyomanyos irradiacid, konkuralé kemo-irradidcid, kiegészitd bevacizumab kezelés)
hatékonysagat elemeztiik a klinikai paraméterek tulélést befolyasold szerepének tiikrében
sajat beteganyagon.

Vizsgalatunkban 104 olyan agydaganatos beteg adatait dolgoztuk fel, akiknél 2002 és
2012 kozott GBM miatt a Debreceni Egyetem Klinikai Koézpont (DE KK) Idegsebészeti
Klinikdjan mitét tortént. A posztoperativ terapia alapjan a 104 pacienst Ot csoportba
osztottuk.

1. Az elsd csoportba tartozd 15 betegnél az igen rossz Karnofsky pontszam (KPS érték)
alapjan miitét utan sem sugar-, sem kemoterapia nem tortént (best supportive care, BSC).

2. Kilenc esetben a betegek a miitét utani allapot alapjan csak palliativ radioterapidban (pRT)
(10x3 Gy) részesiiltek.

3. A harmadik csoportba 20 beteg tartozott, akik 2002-2005 k6zott estek at miitéten és utana
teljes dozist sugarkezelésben részesiiltek, de kemoterdpiat nem kaptak (30x2 Gy WBRT).
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4. A negyedik csoportba azok a 2006-2008 ko6zott operalt betegek tartoztak, akik mitéti
eltavolitast kovetden konkurald kemo-irradidciés kezelésben (Stupp protokol szerint)
részesiiltek (30x2 Gy FBRT + per os TMZ, + 6-12 ciklus (allapottdl és radiologiai
progressziotol fliggden) TMZ monoterapia, RT+HTMZ). Ebbe a csoportba 35 beteg tartozott.

5. Az 6todik csoportba azokat a betegeket soroltuk (25 beteg), akiknél a Stupp protokol utan a

daganat progredialt és ezt kovetden bevacizumab kezelésben részesiiltek (RT+TMZ+BC).

A feldolgozas soran figyelembe vettiik a betegek korat, nemét, a tumor oldalisagat,
lokalizaciojat, legnagyobb atmérdjét, a miitét elotti €s utani KPS-t és a mutéti beavatkozas
kiterjesztettségét. Ez utobbit 3 tipusba soroltuk: 1. biopszia, 2. részleges reszekcio, 3.
makroszkdposan teljes reszekcio.

Munkank sordn az egyes klinikai paraméterek ¢és kiilonbozé kezelési metddusok

tulélésben jatszott szerepét vizsgaltuk.

A tumor oldalisaganak szerepét aranybecsléssel vizsgaltuk, a pre- és postoperativ
KPS-t, a progresszio el6tti, utani, illetve OS szignifikans voltat kétmintas t-probaval, illetve
Mann-Whitney probéaval ellendriztiik. A két talélési csoportban a betegek nemének, a
kiilonb6zé miutéttipusok, illetve a tumorok lokalizaciojanak aranyait aranybecsléssel
vizsgaltuk. Statisztikai szamitasaink soran minden alkalommal 5%-0s szignifikancia szintet

alkalmaztunk.

A DE KK Idegsebészeti Klinikan 2002 és 2012 kozott a vizsgalati feltételeknek
megfeleld 104 glioblasztomas beteg terapiafiiggd talélési adatainak elemzéséhez felhasznalt
klinikai paramétereket a 18. tablazat tartalmazza.

Megfigyeléseink szerint az atlagéletkorokban (BSC: 66,1+10,3; pRT: 65,6+18,9; RT: 63,7+
8,5; RT+TMZ: 51,8+13,5; RT+TMZ+ BC: 55,2+9,6) szignifikans eltérés nem volt. Az egyes
csoportokban megvizsgaltuk a betegek nemi Osszetételét is, mely egyediil a pRT csoportban
mutatta a férfiak tobbségét, egyébként a tobbi csoport kozott jelentds kiilonbség nem
igazolodott. A tumor oldalisaganak tekintetében a csoportok nem kiilonboznek egymastol

szignifikansan.

Kutatdsunkban a RT+TMZ csoportba tartozd betegek esetében a preoperativ €s
posztoperativ Karnofsky érték 77,7 illetve 80,3 volt. Ehhez nagyon hasonl6 a valtozas az

RT+TMZ+ BC csoportban: a preoperativ KPS 76,0-r6l muitét utan 81,0-ra emelkedett. A RT
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csoportban a Karnofsky értékek 72,0 illetve 74,0. Itt is javulds volt megfigyelhetd, habar a
kiindulasi érték is alacsonyabb volt az el6zé csoporthoz viszonyitva. A csak pRT-ban
részesiilt betegeknél a Karnofsky érték nem valtozott, mind operacid elétt, mind utdna 60,0
pontnak adddott, mig a BSC csoport esetében a preoperativ 70,0 pont 56,0-ra csdkkent a
terapias beavatkozast kovetden. A preoperativ KPS esetén a pRT csoport értékei kiillonbdztek
a RT+TMZ, illetve az RT+TMZ+BC csoport értékeitdl, de mdas kiilonbség nem volt
igazolhat6. Ugyanakkor a BSC csoportban a posztoperativ KPS szignifikansan kisebb volt a
tobbi csoporthoz képest, a pRT csoportot leszadmitva. A csak sugarterapidban részesiilo
betegek posztoperativ KPS értékei tovabba szignifikansan kiilonboztek a konkuralé kemo-

irradiacios kezelésben részesiilo betegek értékeitdl.

Kezelés Esetszam 125:::;1‘ Méret  Preop. Postop.  Nem Oldal (alftll:asg (zi(t)lig
&v) > (cm) KPS KPS (%) (%) hé) ’ hé) ?
BSC 15 66,1 5,2 70,0 56,0 f: 53 b: 70 1,4 3,7
Palliativ RT 9 65,6 51 60,0 60,0 f: 78 b: 56 1,1 4.2
RT 20 63,7 4.3 72,0 74,0 f. 45 b: 60 47 9,1
RT + TMZ 35 52,4 4,4 77 80,3 f: 64 b: 60 7,4 15,3
RT + TMZ + BC 25 55,2 4,3 76,0 81,0 f: 52 b: 56 11,8 22,9

18. tablazat. 104 glioblasztoma miatt operalt beteg fontosabb klinikai paraméterei (BSC = best supportive care;
RT = sugarterapia; RT+TMZ = sugarterapia konkuralé temozolomid kezeléssel kiegészitve; RT+TMZ+BC = a
kemo-radioterapia BC kezeléssel torténd kiegészitése progresszid esetén; KPS = Karnofsky Performance Scale
pontértéke; PFS = progressziomentes talélés; OS = teljes talélés f = férfi; b = bal).

6.1.1. Progressziomentes és teljes tulélés

Terapiat kovetden megfigyeltiik a betegek progresszidmentes tulélését az egyes csoportokban.
Progresszionak az MRI vizsgalat altal igazolt 20 %-ot meghaladd volumen-névekedést, vagy
Uj tumor megjelenését tekintettiik. A BSC-ben részesiilt betegcsoportban az atlagos PFS
1,4+1,4 honapnak bizonyult. A pRT-t kapott betegekben az el6zével szemben rosszabb
eredményt kaptunk: 1,1+0,4 honap. A sugarkezelést kapott betegek korében 4,7+4,7
honapnak adodott a PFS, mig a kombinalt RT+TMZ-ban részesiilt betegek esetében: 7,4+5,5
honap. A RT+TMZ+BC csoportban a konkurdld kezelés utdni TMZ monoterdpia utani

radiologiai progresszioig eltelt idé 11,8+8,5 honap volt. Ugyanebben a csoportban a
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bevacizumab kezelés utdn megjelend tovabbi progresszioig eltelt 1d6 8,5+5,4 honap volt (10.
abra).

A terapia hatékonysagat hivatott jeldlni a progresszio utani atlagos teljes talélési id6 is. A mi
esetiinkben a kovetkezé eredményeket kaptuk: BSC-ben részesiilt betegek esetében a
progresszio utani atlagos talélés 2,443,7 honap, pRT esetében 3,1+3,9, RT esetében 4,4+5,8,
mig a tulélés a kombinalt RT+TMZ esetében 7,9+7,6 honap, RT+TMZ+BC csoportban a
TMZ kezelés utani progresszid utani atlagos talélés: 11,1+5,8 honap, viszont a bevacizumab
kezelést kovetd progresszid utani talélés 2,6+2,6 honapnak bizonyult.

Az adatokbdl kitiinik, hogy a TMZ kezelés szignifikansan novelte a PFS-t az RT-hez
képest, amit a bevacizumab kezelés tovabb emelt (PRT vs. RT+TMZ = 0,0098 illetve
PRT+TMZ vs. RT+TMZ+BC = 0,0232). Ezzel szemben az is megallapithato, hogy a pRT-
nak a tumorprogresszid szempontjabol szdmottevd effektivitdsa nem bizonyithatdo (PBSC vs
pRT =0,7186). A diagnozist kdveto teljes atlagos tulélés a kiillonb6z6 csoportokban: BSC-ben
részesiilt betegek esetében 3,7+4,3, pRT-t kapott betegeknél 4,2+4,0, RT-ban részesiilteknél
9,1£8,7, mig RT+TMZ terapia esetén 15,3+£9,5 honap, ill. RT+TMZ+BC csoportban 23,0+8,6
hoénap.

Tulélés (hénap)
=
wu

BSC pRT RT RT+TMZ RT+TMZ+BC

B progressziomentes tulélés progresszio utani tulélés H teljes tulélés

10.a. 4bra. Kiilonb6z6 modon kezelt glioblasztomas betegek talélése (BSC = best supportive care; RT =
sugarterapia; pRT = palliativ sugarterapia;, RT+TMZ = sugarterapia konkuralé temozolomid kezeléssel
kiegészitve; RT+TMZ+BC = a kemo-radioterapia bevacizumab kezeléssel torténd kiegészitése progresszid
esetén)
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10.h. abra. Kiilonb6z6 modon kezelt glioblasztomas betegek kumulativ talélése Kaplan-Meier analizissel (BSC =
best supportive care; RT sugarterapia; pRT palliativ sugarterapia; TMZ sugarterapia konkurald
temozolomid kezeléssel kiegészitve; BVC = a kemo-radioterapia bevacizumab kezeléssel torténé kiegészitése
progresszio esetén)

6.1.2. Tumorméret

Az atlagos talélést vizsgalva a felfedezéskor mért tumorméret fliggvényében a kdvetkezo
eredményekre jutottunk. 4 cm alatti tumor esetében a RT-ban részesiilt betegek atlagos
tulélése 9,6+10,6 honap, mig az ugyanilyen méretli, de kombinalt, RT+TMZ-ban részesiilt
betegek esetében 15,9+9,1 honap, a RT+TMZ+BC csoportban 24,8+7,6 honap. A 4 cm feletti
tumorok esetében a szamok a kovetkezOképpen alakulnak: csak RT-ban részesiilt betegeknél
8,4+5,6 honap, RT+TMZ kezelés esetén 14,9+9,7 hoénap, mig RT+TMZ+BC csoportban
21,749,3 honap. Az adatokbol egyértelmiien kitlinik, hogy sem a csak RT-t kapott betegek
esetében,

sem kemoterapidval kombindlt kezelés esetében sem volt a tumorméret

statisztikailag igazolhato befolyassal a talélésre (PRT = 0,7824, PRT+TMZ = 0,5593,
PRT+TMZ+BC =0,3949) (11. abra).
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11. abra. Tulélés a tumorméret és a kezelés fiiggvényében glioblasztomas betegekben. (RT = sugarterapia;
RT+TMZ = sugarterapia konkuralé temozolomid kezeléssel kiegészitve; RT+TMZ+BC = a kemo-radioterapia
bevacizumab kezeléssel torténd kiegészitése progresszio esetén)

A tumorok atlagos dtmérdje a kiilonboz6 csoportokban: 5,2 cm (BSC), 5,1 cm (pRT), 4,3%1,5
cm (RT), 4,4+0,9 cm (RT+TMZ) és 4,6=1,1 cm (RT+TMZ+BC) csoportban. Ezek alapjan
lathatd, hogy a kiillonb6z6 posztoperativ kezelésben részesiild betegek tumormérete kozott

szignifikans eltérés nem igazoldodott.

6.1.3. Miitéti tipus

Megallapithatd, hogy a biopszia ardnya az RT+TMZ csoportban szignifikdnsan kisebb volt,
mint a BSC csoprotban (p=0,0394), a pRT csoportban (p=0,0042) és a teljes dozisa RT
csoportban (p=0,0394), ugyanakkor a kiillonbség nem szignifikans a bevacizumabbal kezelt
csoporthoz képest (p=0,18). A RT, RT+TMZ, RT+TMZ+BC csoportokban a radikalis és
parcialis tumorreszekcidos mitétek aranya kozel azonos volt (PRT vs. RT+TMZ = 0,2668,
PRT vs. RT+TMZ+BC = 0,2668, PRT+TMZ vs. RT+TMZ+BC = 0,7246) (12. abra).

A talélést a miitéti tipus szerint osztalyozva azt az eredményt kaptuk, hogy a biopszias miitét
esetén, ahol csak RT tortént, az atlagos talélés 8,2+5,7 honap, mig kombindlt kezelés esetében
csak 4,0+0,8 honap (13. abra). Parcidlis miitét és RT esetében a tulélés atlagosan 9,8+8,9
hénap, mig kombindlt kezelésnél 15,2+11,6 honap (PRT vs. RT+TMZ = 0,4768). Radikalis
eltavolitas esetében kaptuk a leghosszabb talélési id6t. Radikalis eltavolitas esetében RT-val
kombinalva az atlagos tulélési id6 9,3+£10,3 honap, mig kombinalt RT+TMZ csoportban az
atlagos tulélés 18,3+£15,6 honap (PRT vs RT+TMZ = 0,0841). Az RT+TMZ+BC csoportnal a
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parcialis mutéti tipus teljes tulélése 23,5£11,1, mig a radikélis csoport esetében 23,8+5,9

hénap volt (Ppart. RT+TMZ+BC vs. rad. RT+TMZ+BC = 0,9262).
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12. dbra. A mitét tipusanak megoszlasa a kiilonb6z6 posztoperativ kezelés szerint (BSC = best supportive care;
RT = sugarterapia; pRT = palliativ sugarterapia; RT+TMZ = sugarterapia konkurald temozolomid kezeléssel
kiegészitve; RT+TMZ+BC = a kemo-radioterapia bevacizumab kezeléssel torténd kiegészitése progresszid
esetén)

30

Tulélés (hénap)

biopszia részleges reszekcio teljes reszekcio

ERT mRT+TMZ mRT+TMZ+BC

13. abra. Tulélés a mitéti tipus és a kezelés fliggvényében glioblasztomas betegekben.(RT = sugarterapia;
RT+TMZ = sugarterapia konkurald temozolomid kezeléssel kiegészitve; RT+TMZ+BC = a kemo-radioterapia
bevacizumab kezeléssel torténd kiegészitése progresszio esetén)
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A DE KK Idegsebészeti Klinikan 2002 ¢és 2012 kozott operalt 104 primer
glioblasztomas beteg korlefolyasat elemeztik a kiilonbozé kezelési metddusok
hatékonysaganak és a klinikai paraméterek prognosztikai szerepének megitélésére. A klinikai
paraméterekkel kapcsolatos megfigyeléseink alapjan elmondhatjuk, hogy a jo preoperativ
Karnofsky pontszamu, jo altalanos allapoti betegek esetében a beteg neme, kora, a daganat
oldalisaga, mérete ¢s lokalizacioja 6nallo prognosztikai faktor szerepét igazolni nem tudtuk. A
miitét radikalitasa a konkuralé kemo-irradiacidoban részesiilt betegek (RT+TMZ) csoportjaban
kedvezden befolyasolta a teljes talélést, de a tobbi csoportban nem igazolddott statisztikai
Osszefliggés a miitét tipusa és a talélés kozott. Mivel a posztoperativ kezelést a KPS pontszam
¢és a neurologiai status egyértelmiien befolyasolja, megallapithatd, hogy a jo posztoperativ
staitusz megdrzése a tulélés szempontjabol nagyobb jelentdségli, mint a miitéti reszekcio
kiterjedtsége. Ezért a korabbi ajanlasokkal ellentétben a magas miitéti rizikét jelentd
tumorlokalizaci6 esetében csak biztonsagosan elvégezhetdé mértékli parcidlis reszekcio
javasolhato.

Kiemelend6, hogy a vizsgalt betegpopuldcioban sem a csak radioterapiat kapott
betegek esetében, sem a kemoterapidval kombinalt kezelés esetében a tumorméret dnmagaban
nem volt statisztikailag igazolhatd befolyassal a talélésre. Eredményeink azt tdmasztjak ala,
hogy a daganatellenes kezelést képviseld irradiacid, ill. kemoterapia a tumormérettol
figgetleniil fejti ki hatasat. Ugyanezt az eredményt kaptak Back MF és mtarsai is. Altalanosan
elfogadott irodalmi adat azonban, hogy idés korban viszont (atlag 73 +/- 5 év) a 4 cm-nél
nagyobb tumor méret a rossz prognosztikai tényezdk kozé tartozik, amelyek szignifikdnsan
csokkentik az atlagos tulélési id6t. Ehhez hasonléan, Donato V. €s mtsai szerint a
glioblasztomas betegek tulélésének kimenetelét tobb egymastol fiiggetlen tényezd egyiittesen,
Osszetett modon hatdrozza meg, melyek koziil a 4 cm-nél nagyobb tumor méret rossz
prognosztikai markernek szamit.

A kiilonbozo kezelési metodusok effektivitdsaval kapcsolatban sajat tapasztalataink
szerint a palliativ sugarkezelésnek a progresszidomentes tulélést szignifikansan befolyasolo
hatdsa nem igazolhato, sét, a tiineti terapiahoz képest a teljes talélést is csak kis mértékben
hosszabbitotta meg. Mivel a pRT 4altal nyujtott talélésbeli hatds nagyrészt a progresszid utani
rossz neurologiai allapotra vonatkozik, effektivitdsa és indikacidja erdsen kétséges.

A teljes sugarkezelést kapott betegek (RT) tulélése szignifikdnsan hosszabbnak
bizonyult a BSC-hez és a pRT-hoz képest, mint ahogy a RT+TMZ-ban részesiild betegek
teljes tulélése szignifikdnsan hosszabbnak bizonyult a csak sugarkezelésben részesiild

betegekéhez képest. A konkurdld kemo-irradidcios kezelést kovetd bevacizumab
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monoterapiaban részesild betegek tulélése szintén szignifikdnsan hosszabb volt az Gsszes
tobbi csoporthoz képest, de ha kozelebbrol megvizsgaljuk a konkurdloé kezelésben részestilt
betegek adataihoz képest elért eredményeket, a kiilonbség mar nem lesz statisztikailag
definitiv. Ugyanis a RT+TMZ ¢és a RT+TMZ+BC csoport betegeinek a progresszidig eltelt
ideje 8,4 honap versus 11,8 hoénap, melyek kozott a fennalld 3,4 honap kiilonbség a két
csoport OS-e kozotti 6,9 honapot 3,5 honapra csokkenti. Ez a kiilonbség a két terapia kozott
azonban nem bizonyul szignifikdnsnak. A két csoport progresszidig eltelt idejében észlelt
jelentds kiillonbség magyarazata valdsziniileg abban rejlik, hogy bevacizumab kezelésben csak
a jo neurologiai allapotq, és progresszio ellenére legalabb KPS 70 ponttal rendelkezé betegek
részesiilhetnek, ami tulajdonképpen egy eldzetes szelekcidt eredményez a lassibb lefolyasu,
kemoterapidra jobban reagald betegek javara. Osszességében tehat annak ellenére, hogy a
bevacizumab kezelésben részesiilt csoport esetében az OS egyértelmiien hosszabb, mint a
bevacizumab kezelést nem kapott betegek esetében, a kiilonbséget statisztikailag igazolni nem

lehetett.

6.2. Azonos bazisterapiaban részesiilé betegek tulélési adatainak elemzése

Az altalunk vizsgalt glioblasztomas betegek koziil 6sszesen 60 beteg részesiilt a miitéti
ellatast kovetden konkuralé kemo-irradidcios kezelésben. Minden beteg posztoperativ
Karnofsky pontja legalabb 70 volt, minden beteg 60 Gy FBRT-ben részesiilt és minden
betegnél addig folytattuk a TMZ kezelést, amig vagy a neurologiai allapota vagy a koponya
MRI nem mutatott egyértelmli rosszabbodast. Elmondhatjuk tehat, hogy a ,bazisterapia”
minden beteg esetében azonos volt, az OS mégis igen nagy szOrast mutatott (min. 4, max. 43
honap). Ennek az igen nagy eltérésnek a magyarazatat keresve a betegeket két csoportra
osztottuk: az elsd csoportba tartoztak azok, akiknek a tulélése 16 honapnal révidebb volt
(atlag: 10,2+-4,2 honap). A masodik csoportba a 16 honapndl hosszabban tulélt betegeket
soroltuk (atlag: 25,7+7,4). E két csoport paramétereinek Osszehasonlitdsdval probaltunk a
nagyfoku eltérésre klinikai szempontbol magyarazatot talalni és egyben klinikai prognosztikai
faktort meghatarozni. A 16 honapos atlagos tulélési hatarvonalat a jelenlegi bazis-terapianak
mindsiilé standard konkuralé kemo-irradiacidban részesiilt betegek irodalmi adatok szerinti

atlagos tulélési idotartama adta. A két csoport klinikai adatait a 19. tablazat tartalmazza.
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Bevacizumab . Tumor
Eset- kezelésben Reoperalt (O} PFS Nem Eletkor Oldal  Preop. Postop. -méret
szam részesiilt betegek (hénap)  (honap) (F/N) (év) (J/B) KPS KPS (cm)
betegek
1. 10,2 4,5 15/1 52,0 75,4 77,5 4.3
csop. | 2B ! ’ +4.2 23 3 s3p W2 464 8.0 +1,0
2. 25,7 13,4 19/1 54,3 78,4 78,4 4,1
csop. | 2 18 15 +7.4 7.5 3 a0 ML 45 +10,3 +1,1
A tumor - - C g " .
lokalizAciéja frontalis temporalis  parietalis  occipitalis tobblebenyi
1. csop. 11 3 4 1 9
2. csop. 8 11 5 2 6
A sebészi részleges teljes
bea\"atkozas biopszia eltavolitas eltavolitas
tipusa
1. csop. 4 10 14
2. csop. 1 11 20

19. tablazat. A kiilonbozo atlagos talélést mutatd csoportok klinikai paraméterei. OS= teljes tulélés, PFS =
progresszidomentes talélés, F=férfi, N=nd, J=jobb, B=bal, KPS=Karnofsky Performance Score

6.3. Osszefoglalas

A két csoport dsszehasonlitasanal megéllapithatd, hogy a nemek ardnya, a betegek
kora, a tumor oldalisaga, mérete, lokalizacidja, a preoperativ és posztoperativ KPS nem
kiilonbozott jelentdsen. A makroszkdposan teljes miitéti tumoreltavolitas aranya valamivel
magasabb volt a hosszabb tulélést mutatd csoportban, mint a hamarabb elhalalozottak k6zott
(62,5 % versus 50,0 %), de a kiilonbség statisztikailag nem bizonyult szignifikansnak (p =
0,4754). Egyértelmiien szignifikans kiilonbség csak a szelekcids paraméterként meghatarozott
tulélési idétartamokban mutatkozott (PFS 4,53+5,29 hénap versus 13,37+7,51 honap, p <
0,0001, OS 10,21+£4,19 versus 25,68+7,39, p < 0,0001), ami a két csoportot elvalaszto
paraméter megfeleld szelekcios erdsségét igazolta.

A talélések elemzésénél megallapithatd, hogy az azonos kiinduld neuroldgiai status

mellett azonos bazisterapidban részesiild, mégis igen nagy PFS és OS kiilonbséget mutatd
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csoportok klinikai paramétereinek elemzésénél a két csoport kozott statisztikailag
szignifikansnak mondhato kiillonbség egyetlen kinikai paraméter esetében sem igazolodott. Ez
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy eredményeink azt bizonyitjak, hogy az azonos
neurologiai statuszu és azonos bazisterapiaban részesiilt betegek tulélését nem a vizsgalt

klinikai paraméterek, hanem a daganat sugar- és kemoszenzitivitdsa hatdrozza meg.
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7. AZ1p19q KODELECIO

7.1. Prediktiv markerek meghatarozasa sajat beteganyagon: az 1 p19q kodelécio klinikai

relevanciaja oligodendrogliomakban és oligoasztrocitomakban

A Debreceni Egyetemen 2006-t61 érhet6 el az 1p19q kodelécio rutinszerii vizsgalata,
mely klinikai jelentéségének megitéléséhez minimalisan sziikséges 2,5 év atlagos kdvetési id6
adatait elemeztiik 2006 és 2008 kozott Osszesen 28, klinikdnkon kezelt oligodendroglia
komponensii tumoros beteg esetében. Vizsgaltuk a kodelécio és a PFS Osszefiiggését a terapia
fliggvényében, majd eredményeinket 6sszehasonlitottuk a nemzetkdzi irodalomban talalhato
adatokkal. Ezek mellett szdmos tovabbi klinikai paraméter és az 1p19q statusz dsszefliggéseit

elemezve kerestiink klinikai relevanciaji kovetkeztetéseket.

A betegek klinikai adatait az 20. tablazat tartalmazza. 2006 és 2008 kozott 6sszesen
28, a DE KK Idegsebészeti Klinikan operalt beteg esetében tortént a miitét utan rutinszerii
1p/1909-kodelécido meghatarozas. 9 Il-es gradusu oligoasztrocitomas, 10 Il-es gradusu
oligodendrogliomas, 3 Illl-as gradusi oligoasztrocitomas ¢és 6 Ill-as gradusa

oligodendrogliomas beteg klinikai adatait vetettiik 6ssze a genetikai vizsgalat eredményével.

Szévettan Atlagéletkor 46+14 Posztoperativ kezelés Lokalizacié
oligoasztrocitoma 12 grade II. 44+13 BCNU 2 grade II.
grade II. 9 oligoasztrocitoma  35+80 PCV 7 bal 11
grade I11. 3 oligodendroglioma 51+13 sugarterapia 3 jobb 7
oligodendroglioma 16 grade I11. 51+17 radio- és kemot. 8 kétoldali 1
grade II. 10 oligoasztrocitoma  56+90 nem tortént 8 grade I11.
grade I11. 6 oligodendroglioma 47+21 bal 2
jobb 7
Nem Miitéttipus 1p19q kodelécio
férfi 14 totalis reszekciod 15 pozitiv 14
né 14 parcidlis reszekcid 7 negativ 14
biopszia 6

20. tablazat. 28 oligodendroglia komponensii tumoros beteg klinikai adata
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Vizsgaltuk a daganat gradusa, a betegek neme, é¢életkora, a miitét tipusa, a tumor
lokalizéacioja (féltekék, illetve lebenyek szerinti elhelyezkedés), valamint a szovettani tipus és
a tumor 1p/199-kodelécio kozotti Osszefliggéseket. Emellett tanulmanyoztuk az 1p/19g-
kodelécio recidivamentes tulélésre vonatkozo prognosztikai szerepét a kiilonbozo gradusu

tumorok, illetve a kiillonbdz6 posztoperativ onkoterapiaban részesiilt betegek vonatkozasaban.

Az 0Osszehasonlitandd szamcsoportok eloszlasat a Shapiro-Wilk-teszttel vizsgaltuk.
Normal eloszlas esetén a szignifikans kiilonbségek meghatarozasdhoz a paros, illetve paratlan
T-probat, ellenkezé esetben a Mann-Whitney-tesztet, illetve a Wilcoxon-tesztet hasznaltuk.

Szignifikansnak a p<0.05 értéket tekintettiik.

7.2. Prediktiv markerek meghatarozasa sajat beteganyagon: az 1 p19q kodelécié klinikai

relevanciaja oligodendrogliomakban

Il-es gradusu, oligodendroglia komponensti gliomakban 1,4-szer gyakrabban fordult
elé 1p/19g-kodelécio, mint annak hianya, mig a Ill-as gradusa gliomak kozott kétszer tobb
1p/199-kodeléciora nézve negativ esetet talaltunk, mint pozitivat.

A daganat gradusa és 1p/19g-kodelécios statusza kozott nem tapasztaltunk
szignifikans korrelaciot, de az alacsonyabb gradusu gliomakban szamszerien gyakrabban
fordult el6 a jobb prognozist jelentd 1p/19q-kodelécio, mint a magasabb gradusuakban.

Az altalunk vizsgalt betegek esetében nem tapasztaltunk dsszefliggést a nem és az
1p/19g-kodelécio eléfordulasi gyakorisaga kozott, amely 50%-osnak adodott mind a férfiak,
mind a ndk korében.

Il-es gradusti tumorok esetében a betegek életkora és az 1p/19q-statusz kozott
Osszefiiggés nem igazolddott. Ill-as gradusu tumorokban az életkor eldrehaladtival egyre
ritkdbban fordult eld 1p/19g-kodelécio. A kodelécioval bird betegek atlagéletkora
szignifikdnsan alacsonyabb az azzal nem rendelkezOkéhez képest (39 versus 56 év, p =
0,043).

A daganatok reszekabilitdsat a miitéti tipuson keresztiil vizsgaltuk. II-es gradusu
daganatok esetében az 1p/19q-kodelécio eldéforduldsa egyértelmli Osszefiiggést mutatott a
daganatok reszekabilitasaval. A Ill-as gradust tumorok esetében a kiterjedt, csak parcialisan

reszekalhato gliomak koziil egyben sem volt kimutathato 1p/19q kodelécio.
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A lebenyek szerinti tumorlokalizaci6 vonatkozasdban az 1p/19g-kodeléciora nézve
messzemend Osszefiiggés nem allapithatdo meg.

A ll-es gradusu oligoasztrocitomakban kétszer ritkabban tapasztaltuk az 1p/19q-
kodeléciot, mint annak jelenlétét a daganatsejtekben. ll-es gradusu oligodendrogliomaknal
négyszer gyakrabban fordult eld a kodelécid, mint annak hidnya. IIl-as gradusu
oligoasztrocitomaknal szintén a kodelécié hianya volt gyakoribb, mig oligodendrogliomaknal
nem talaltunk jelentés kiilonbséget. Tehat az 1p/19-kodelécié gyakrabban fordul el6

oligodendrogliomakban, mint oligoasztrocitomakban (14. abra).

100%
80%
60%
40% —
20% - . —
0% | | | 1
G2 OA G2 0D G3 OA G3 0D
E1p/19g + O1p/19q -

14. ébra. 1p/19qg-kodelécié szazalékos el6fordulasa a daganatok szovettani tipusanak ¢és gradusanak
figgvényében. 1p/19q+ = kodelécid igazolhatd, 1p/19q- = kodelécidé nem igazolhaté, G = grade, OA =
oligoasztrocitoma, OD = oligodendroglioma.

A progressziomentes tulélés és az 1p/19q statusz kapcsolata a gradus, a szovettan, illetve az
alkalmazott sebészi és posztoperativ onkoterapia fliggvényében
Il-es gradusu daganatok esetében az 1p/19g-statusz €s a PFS kozott 6sszefliggés nem
volt igazolhatdo (15.a. é&bra). Ill-as gradus esetén az 1p/19qg-kodelécios betegek PFS-e
jelentésen hosszabbnak bizonyult az azzal nem rendelkezOkéhez képest (25,0 versus 6,8
honap, p = 0,009; 15.b. abra), azaz az 1p/19q-kodelécio eléfordulasa a PFS-sel Ill-as gradusu
gliomak esetében pozitiv dsszefliggést mutatott.
Il-es gradus esetén a miitét radikalitasa statisztikailag nem befolyasolta jelentésen a
recidivamentes talélést, a totalis reszekcioval kezelt I1I-as gradusu tumorok esetében azonban
1p/19g-kodelécio esetében a recidivamentes talélés szignifikdnsan hosszabb volt a

kodelécidval nem rendelkez6 esetekéhez képest (25 versus 7,6 honap, p = 0,0028) (16. abra).
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15. 4bra. Progressziomentes talélés Gr. Il.-es (15.a)) és Gr. lll.-as (15.b.) oligoasztrocitomak és

oligodendrogliomak esetén. 1p/19q+ = kodelécid igazolhatd; 1p/19q- = kodelécié nem igazolhatd. 15.a. abra: II-
es gradust daganatok esetében, 15.b. abra: I1I-as gradust daganatok esetében.
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16. abra. Kiilonb6z6 1p/19qg-kodelécids statuszu oligoasztrocitomas és oligodendrogliomas betegek progresszio-
mentes talélése a mitéti tipus és a gradus fliggvényében. 1p/19q+ : kodelécid igazolhatd; 1p/19q- : kodelécid
nem igazolhato.

Terapia

Valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy az 1p/19qg-kodeléciod jelenléte a daganatban
befolyésolja-e — és ha igen, hogyan — a sebészi, illetve komplex daganatellenes terapiaban

részesiilt betegek PFS-ét? A kezelés szempontjabol a betegeket a kdvetkezd csoportokba
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lehetett osztani (mind Il-es, mind Ill-as gradust daganatok esetén): mitét; mitét és
sugarterapia; mitét s kemoterapia; miitét €s komplex kezelés (sugarterapia + kemoterapia).
A terapiara vonatkoz6 konzekvenciakat talélési gorbék alapjan vontuk le.

A ll-es gradusu, pozitiv 1p/19g-kodelécids statusza oligoasztrocitomas, illetve
oligodendrogliomas betegek koziil azon betegcsoport talélése, amelynek tagjai nem kaptak
tovabbi kezelést a miitét utan, 1ényegesen rovidebb volt a masik két csoportéhoz képest, tehat
a posztoperativ onkoterapia jelentdsen meghosszabbitotta a PFS-t. A csak kemoterapidval
kezeltek PFS-e nem tért el szamottevéen a komplex modon kezeltekét6l (17. abra).

A ll-es gradust, negativ 1p/19g-kodelécids statuszii oligoasztrocitomas, illetve
oligodendrogliomas betegek 37,5 %-a nem részesiilt a miitét utan tovabbi kezelésben, 62,5 %-
a viszont posztoperativ kemoterapiat kapott. A két csoport PFS-ének maximumaban nem volt
jelentds kiilonbség, de a posztoperativ kezelésben nem részesiild betegek tulélési gorbéjének
meredeksége nagyobb (talélési atlaga kisebb) volt (18. abra).

A lll-as gradust tumorok esetében jollehet a kombinalt kezelés eldnyei egyértelmiien
megmutatkoztak, az alacsony esetszamok miatt definitiv Osszefliggések nem voltak

megallapithatok.

T’: OP+obszervalds
5 60% 1 — OP+KT
= —— OP+RT+KT

M 20% 1 \

10 20 30 40 50 60
Idé (hénap)

17. ébra. Recidivamentes talélés Il-es gradusu, 1p/19q kodelécid pozitiv oligoasztrocitomak és
oligodendrogliomak esetén a terapia fiiggvényében. OP = miitét; KT = kemoterapia; RT= radioterapia.
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18. 4bra. Recidivamentes talélés IlI-es gradusa, 1p/19q kodelécié negativ oligo-asztrocitomak és
oligodendrogliomak esetén a terapia fliggvényében. OP = miitét; KT = kemoterapia.

7.3. Prediktiv markerek meghatarozasa sajat beteganyagon: az 1 p19q kodelécié klinikai

relevanciaja oligodendrogliomakban és oligoasztrocitomakban

Az oligodendroglioma a harmadik leggyakoribb glialis eredet(i tumor, a gliomak 5-
20%-at alkotjak. Europaban az éves incidencia 0,2 eset 100.000 lakosra. Megkiilonboztetiink
kizarolag oligodendroglialis komponensti daganatokat (oligodendro-glioma), illetve
asztrociter elemeket is tartalmaz6 tumorokat (oligoasztrocitoma). Az oligodendrogliomak
prognozisa kedvezObb, mint az asztrocita komponenst is tartalmazo daganatoké. Az
oligodendrogliomak a WHO Kklasszifikacio alapjan low grade (II. gradus) és high grade (l11.
gradus) csoportokra oszthatok szovettani tulajdonsagaik alapjan. Mivel a gliomak jelentds
része kevert tumor (oligo-asztrocitoma), ezért az asztrocitomak neuro-onkologiai kezelésének
megtervezésehez az oligodendroglia-komponens prognozist befolyasold szerepének ismerete
feltétleniil sziikséges. Irodalmi adatok szerint a DNS replikaciot gatlo onkoterapia
effektivitasat csokkentd repair-mechanizmusok enzimeit kodolod géneket érintd kromoszoma
rendellenességek hozhatok leginkabb Osszefliggésbe a prognodzissal. A leggyakrabban észlelt
kromoszoémalis rendellenesség oligodendrogliomakban az 1p, illetve a 19q lokuszok
elvesztése. Az oligodendrogliomak 75%-aban kimutathaté vagy az lp, vagy a 19q delécio,
mig az egylittes delécié (kodelécio) az esetek 60-70%-4ban van jelen. A II. gradusu tumorok
kb. 80-90%-ban kimutathaté az 1p/19q kodelécio, amit a kiegyensulyozatlan transzlokacio
[t(1;19)(q10;p10)] okoz. Ehhez az eltéréshez mind II-es, mind Ill-as gradus esetén jobb

kemoterapids valaszkészség €s hosszabb PFS tarsul. A jelenség hatterében egyrészt a sejtek
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eltéré osztddasi és apoptotikus képessége allhat, illetve tobb tanulmany szerint az 1p/19q-
kodelécio jelenléte alacsony gradustt gliomakban a tumor alkilaloszerekre vald
érzékenységének jelzéje. Egyes felmérések alapjan a kodelécio jelenléte a frontalisan
daganatokban gyakrabban észlelhetd, mint a temporalis lebenyben elhelyezkedd tumorok
esetén. A gyermekkori oligodendrogliomakban — f6leg az elsé évtizedben — az 1p/19q
kodelécio ritkdbban fordul eld.

Jelen tanulmanyunkban az eddig elvégzett vizsgalatokkal kapcsolatos klinikai
tapasztalatokat gytijtottiik 0ssze. 2006. és 2008. kozott a DE KK Idegsebészeti Klinikan 28
oligodendroglia komponenssel rendelkezé gliomas beteg esetében tortént 1p/19q-kodelécio-
analizis, melynek eredményeit klinikai adatokkal vetettiik Ossze. Emellett a kiilonboz6
kezelési protokollokban részesiilt betegek adatainak elemzésével az 1p/19q-kodelécionak a
kemoterapiara érzékeny (,,responder”) betegcsoport meghatarozasaban bet6ltott prognosztikai
alkalmazhatosagat teszteltiik. Eredményeink alapjan az oligodendroglia komponensii gliomak
vonatkozasdban az alabb részletezett kovetkeztetésekre jutottunk.

I11-as gradust daganatokban a kor eldrehaladtaval csokkent a kemoterapiara érzékeny,
jobb prognoézist betegek aranya, ami az idésebb korban jelentkezé tumorok agresszivebb
jellege mellett szol.

Az 1p/199-kodelécio a reszekabilitassal pozitiv korrelaciot mutatott. Bar I1-es gradust
daganatok esetében a mutét radikalitasa nem befolyasolta jelentdsen a recidivamentes talélést,
a Ill-as gradust tumorok esetében azonban 1p/19q-kodelécio jelenlétében a recidivamentes
tulélés szignifikdnsan hosszabb volt a teljesen reszekalhatdé tumorok esetében a parcidlis
tumoreltavolitashoz képest.

Az 1p19q kodeléci6 eléfordulasi gyakorisaga gliomakban asztrocita komponens esetén
kisebb, mint oligodendrogliomakban. Ez a megfigyelés egybecseng az asztrocitomak kisebb
kemoszenzitivitadsaval, igy kevert komponensii daganatok esetén a sugarkezelés indikacioja —
kiilondsen 1p19q kodelécid nélkiili esetekben — megerdsithetd.

A recidivamentes tul¢lést befolyasolta a tumor lokalizacioja: a szubdominans
féltekében valosziniileg nagyobb aranyban lehetett teljes reszekciot végezni.

1p/19g-kodeléci6 kemoterapiara vald érzékenységet prognosztizalo szerepe II-es
gradust eseteket tekintve sajat beteganyagon is bizonyithat6 volt.

Végiil, eredményeink alapjan az 1p19q statusznak a kemoterapiara vald érzékenységet
jellemz6 szerepét tekintve az oligodendroglia komponensli tumorok esetében az onkoterapia

megvalasztdsaban betdltott prediktiv funkcidja megerdsitést nyert.
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8. A FOLYADEK BIOPSZIA KUTATASI PERSPEKTIVAI

A glioblasztoma egy primer kozponti idegrendszeri malignus daganat, melyet igen rovid
tulélési ido jellemez. A kezelési lehetdségek sziikdsek, és a betegség rendkiviil heterogén
jellege ellenére a klinikusok nem rendelkeznek elég prognosztikai és prediktiv markerekkel az
eltéré kimenetelii betegek jellemzésére. Immunhisztokémiai, FISH vagy PCR mddszerekkel
jol leirhaté molekularis markerek igazolhaték, mint az IDH1 / 2 mutaciok, az EGFRvIII
mutacid, a VEGF overexpresszio vagy az MGMT promoter metilacids statusz, azonban ezek
Kklinikai hasznossaga és pontossaga korlatozott, ezért a pontos meghatarozashoz még mindig
sziikségiink van szovetmintakra a tumorbol.

A folyadék biopszia jelenleg a diagnosztika és a betegek kovetésének egy fejlodo teriilete a
tumoros betegségek kiilonb6zé tipusaiban. A keringd nukleinsav fragmentumokat kiilonféle
formakban gytljtik Ossze kiillonbozd testnedvekbdl, beleértve a szérumot, vizeletet vagy
cerebrospinalis folyadékot, az emlitett markerek mindségének és mennyiségének mérése
céljabol. Szamtalan nukleinsav tipus elemezhetd folyadék biopszia alkalmazasaval. A keringd
szabad DNS-t, a mitokondrialis DNS-t vagy a stabilabb hosszt és kis nem kodold6 RNS-eket,
cirkulasris RNS-eket vagy mikroRNS-eket Gj PCR és 0j generacids szekvenalason alapuld
modszerekkel lehet azonositani és mérni.

E markerek felhaszndlhatok a korabban leirt eltérések azonositdsara minimalisan invaziv
modszerrel. Ezekkel a markerekkel rossz vagy jobb prognozisu betegeket lehet
megkiilonboztetni, vagy azonositani azokat a betegeket, akik nem reagalnak a kezelésre. A
folyadék biopszia felhasznalhato recidiva kimutatdsara, gyakran kordbban, mint az képalkotd

vizsgalattal lathatova valna.
A folyadék biopszia gyorsan fejlédd teriilet, és a daganatok mads tipusaihoz hasonldan a

daganatb6l szarmazd keringd nukleinsavak biologiai folyadékmintakbdl torténd mérése

differencialdiagnosztika és kovetés jovoje lehet glioblasztoma esetén.
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8.1. Glioblastoma — hattér

A glioblastoma (GBM) egy pusztité primer kdzponti idegrendszeri malignus daganat.
A betegség lekiizdése kihivast jelent mind a betegek, mind az egészségiigyi ellatérendszer
szamara. A tulélés nagyon rovid és a kezelési lehetdségek korlatozottak. A GBM a kdzponti
idegrendszer diffuzan novekvd gliomaihoz tartozik, pontosabban a glia, leggyakrabban
asztrocita vagy oligodendroglia eredetli daganatok heterogén csoportjahoz. A betegségek ezen
spektrumat novekedési mintdzatuk jellemzi, nevezetesen az, hogy a daganatsejtek agressziv
modon beszlrik a szomszédos agyi parenchymat, ami kiterjedt peritumoralis infiltraciot
eredményez. A behatolo sejtek elhagyjak a centralis tumorrészt és viszonylag nagy tdvolsagot
IS megtehetnek az agyban, ami a miitéti reszekciod sikerét korlatozza, majd késébb ezek a
sejtek a tumor kiujulasanak forrasava valnak. Annak ellenére, hogy a kozelmult eredményei —
példaul a molekularis alcsoportok igazolasa, a gyakori mutaciok jellemzése, a megndvekedett
molekuldk azonositdsa — nyoman egyre jobban értjiik a betegség természetét, egyeldore nem
lathat6 1ényeges fejlodés a kezelést és a betegség esetleges kimeneteleinek javitasat illeten.
A GBM-et kiterjedt intratumoralis heterogenitis jellemzi, ami tovabb gatolja a hatékony
kezelést. Ezenkiviil a latszolag hasonld klinikai vagy hisztopatologiai jellemzokkel
rendelkezd betegek valaszreakcidi is rendkiviill eltéréek ugyanarra a kezelési modra, ¢€s
gyakran nagyon eltéré a talélésiik. Ennél is fontosabb, hogy jelenleg nincs mod azon betegek
azonositasara, akik reagdlnak a konvencionalis kezelésre, illetve akiknél a daganat
agresszivabb formdja van jelen. A mai napig csak néhany klinikai tényezot sikertlt
azonositani, melyek mutatnak némi 6sszefiiggést a varhatd kimenetellel, és azon molekuléris
markerek szama rendkiviil korlatozott, melyek a glioblastoma prognosztikai vagy prediktiv

markereként hasznalhatok.

8.2. Molekularis markerek glioblastomaban

crer

mutécioit, a VEGF fokozott expressziojat korabban mar Osszefliggésbe hoztak a betegség
kimenetelével vagy a kezelés hatékonysagaval.

Az IDHI1 / 2 mutacidk immar a diagnosztikai rutin részét képezik, €s nemcsak diagnosztikai,
hanem prognosztikai jelentdséggel is birnak, mivel az IDH mutans glioblasztomak prognozisa
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jobb az IDH vad tipushoz képest. Jelen allaspont szerint az IDH-mutacid az onkometabolit-2-
hidroxi-glutarat felhalmozodasa révén részt vehet a gliomagenesisben igy, hogy a progenitor
sejteket kiilonboz6 folyamatokon keresztiil vezetik at gliomak kifejlédésébe. Az IDH
mutaciok a glioblastomaknak csak koriilbeliil 10% -dban vannak jelen, de jelenlétiik jobb
talélésre utal. Az MGMT promoter metilacidja a temozolimid (TMZ) alikilalo agensre adott
valasz prediktiv markere, amely rutinszerien alkalmazott kemoterapias szer a glioblastoma
kezelésében. Az MGMT gén transzlacioja DNS-javitdé enzimet eredményez, az MGMT
promoter régio hipermetilacidja pedig a gén elnémitasat eredményezi, mely hozzajarul a TMZ
terapias hatasanak kifejlodéséhez. A fokozott expresszid vagy a mutaciok (kiilondsen az
EGFRVIII mutécid) gyakoriak a glioblasztomakban, és kdztudottan hozzajarulnak a glioma
invazivitdsdhoz. Szamos mas tipusi tumorban az EGFR jelatviteli folyamatainak gatlasa
hatékony modszernek bizonyult a daganatok elleni kiizdelemben, azonban GBM-ben ez eddig
kudarcot vallott.

Az EGFRvVIII mutacio mas ismert tényezokkel kombinalva (pl. Ki67 <20%, a PTEN vad
tipusi vagy az MGMT hipermetilacid) jobb prognozist jelezhet, és az EGFRVIII pozitiv
tumorok az oltasalapu Uj kisérleti terapidk jeloltjei.

A VEGF a gliomakban overexpresszalodik, és jelenleg ez az egyetlen molekula, amely célzott
terapiara alkalmas (visszatérd) gliomaban. Megallapitast nyert, hogy a VEGF inhibitor
Bevacizumab noveli a recidiva megjelenéséig eltelt idot azoknal a betegeknél, akiket
korabban temozolomiddal kezeltek. A fent emlitett markerek immunhisztokémiai, FISH vagy
PCR alapti modszerekkel azonosithatok. Rendszeresen rendelkezésre allnak a klinikai
gyakorlatban, azonban ezek a modszerek mindig daganatmintakat igényelnek, és nem
alkalmazhatok a kezelési valasz valos idejii megfigyelésére, a daganat kitjulédsanak szlirésére
vagy differencidldiagnosztika céljabol. Sziikség van 0 prognosztikai és prediktiv markerekre
a glioblastoma kezelésében, amelyek jelezhetik a tumor korai kitjuldsat vagy hatastalan
kezelését. Mas daganattipusokban a folyadék biopszids modszerek eredményeirdl kidertilt,
hogy akar egyetlen kezelés utan is Osszefliggést mutathatnak a kezelésre adott valasszal. A
folyadék biopszia egy minimalisan invaziv vagy nem invaziv modszer, mely soran vér-,
vizelet-, nyal- vagy egyéb testfolyadék-mintak keriilnek felhasznalasra egy betegség
azonositdsara  vagy  koOvetésére, 4ltaldban a  bioldgiai  folyadékban  talalhatod
nukleinsavfragmensek kis molekuldinak kimutatdsaval. Mivel a glioblastoma a kozponti
idegrendszer daganata, még a szOvettani mintavétel is nagy kockazatot rejthet, azonban ma

kezelés megallapitdsdra vonatkoz6 dontések a szovettani mintdk elemzésén alapulnak.
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Szdmos mas tipusu daganat esetében azonban a folyadék biopszia technikdja a dontési

folyamat standard elemének szdmit a diagnosztikai és terapias tervezésben.

8.3. Kering6 tumor nukleinsavak

Szamos daganat eredetii keringé nukleinsav (pl. CtDNS, cmtDNS, mRNS, nem kodolo
RNS-ek, beleértve miRNS-eket, hosszu lanct nem kodoldé RNS-ek) kimutathat6 a vérbdl vagy
mas testnedvekbdl, példaul vizeletbdl, cerebrospinalis folyadékbol (CSF), nyalbol, pleuralis
folyadékbol és ascitesbdl. A vérben ezek a kiilonbozd tipusu potencialis biomarkerek szabad
formaban, lipid- vagy fehérjestruktirakhoz kotédve lehetnek jelen, vagy keringd EV-oK,
esetleg vérlemezkék altal szallitddnak.

A 19. édbra a glioblastoma-kutatas leggyakrabban hasznalt folyadék biopszids mintdit

i‘ —

@h’
serum/blood samples

L
S|

urine samples

mutatja.

extraction of

nucleic acid content analyzing nucleic acid samples
collecting various biofluids (cfDNA, ctDNA, ctRNA, INRNA, using various modalities
snBRNA, circRNA, miRNA, (qRT-PCR, nanodrop PCR, NGS)

extracellular vesicles)

19. abra. A glioblastoma kutatdsaban hasznalt folyadék biopszids mintdk. Folyadék biopszids mintakat lehet
gyljteni barmilyen testfolyadékbol, beleértve a vért, a vizeletet, a nyalat, a horgé valadékot, az ascitest vagy a
CSF-t. A betegség jellemzdi miatt a glioblastomaban leggyakrabban a szérum, a CSF és vizelet keriil
felhasznalasra.
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8.4. Keringé DNS

Szabad, sejttdl fiiggetlen DNS (cfDNS) kettdsszalu, koriilbeliil 150-200 bazispar
hosszusagu DNS-fragmentként felszabadulhat a sejtekbdl fiziologids és koros koriilmények
kozott is. A cfDNS szarmazhat apoptotikus, nekrotikus, gyorsan 0sztodo sejtekbol vagy CTC-
kb6l. Ezen kiviil a makrofagok is aktivan felszabadithatjak a CFDNS-t a szérumba. A cfDNS
molekuldi fagocitézis révén gyorsan eltavolitasra keriilnek, és ennek kovetkeztében
egészséges egyéneknél a cfDNS szintje tipikusan alacsony, a plazmaban kortilbeliil 10-15 ng /
ml. Daganatos betegeknél a daganatos sejtekbdl felszabaduld cfDNS-t keringé tumor DNS-
nek (ctDNS) nevezik, és a teljes cfDNS-nek csak a toredékét adja, amely széles tartomanyban
valtozhat, kevesebb, mint 0,1% ¢és tobb mint 90% kozott. A ctDNS altalaban emelkedett
koncentracioban van jelen, kiilonféle folyadék biopszids mintakban, példaul tumoros betegek
(beleértve a glioblasztomat is) vérmintaiban, Osszehasonlitva a kontroll egyénekkel.
Bettegowda és munkatarsai, 640 betegtdl nyert ctDNS elemzésével Osszefliggést talaltak a
plazmaban kimutatott tumor-specifikus variansok koncentracidja és a tulélés kozott a
metasztazissal szovodott betegeknél. Egyes tanulméanyok szerint a terapiara reagald
betegeknél a daganat-specifikus ctDNS-variansok szintje a kezelés megkezdése utan 1-2
héten beliil drasztikus moddon csokken. A CtDNS tumor-specifikus mutaciéi fontos
informacioforrasok lehetnek az adott daganattipusrél. A ctDNS éaltal hordozott mutéaciok
elemzése hatékony eszkoz lehet a korai felismeréshez, tovabba segithet azonositani azokat a
molekuléris valtozasokat, amelyek egy adott terapiaval szemben rezisztenciahoz vezetnek.
Tobb rezisztens szubklon is jelen lehet egy idOben az elvaltozasban, melynek kovetkeztében a
biopszia soran nyert egyetlen minta nem tiikr6zi a tumor molekularis heterogenitasat.

A kiilonb6z6 daganattipusok szamottevo eltérést mutatnak a detektalhatdé ctDNS gyakorisagat
illetéen. A glioblastoma esetében a tumorsejtekbdl szarmazod ctDNS koncentracioja a
plazmaban alacsony a tobbi daganattipushoz képest, amely elsdsorban a vér-agy gat (BBB)
jelenlétének kovetkezménye tulajdonithatd. Szamos kihivas felmeriil a ctDNS elemzésével
kapcsolatban glioblastoma esetén. Az altaladban fennallé problémak mellett, mint példaul a
CtDNS-fragmensek rovid felezési ideje (<1,5 6ra), a f6 probléma a mintdkban talalhato
alacsony ctDNS-mennyiség. Uj technolégidk, mint a cseppalapu digitalis PCR (ddPCR) és az
Uj generacids szekvenaldsi (NGS) technikak optimalizalt formdinak alkalmazasa javitotta a
cfDNS mutaciok detektaldsdnak érzékenységét és specificitdsat. A jovoben mindkét modszer

alkalmazhat6 lesz a klinikai vizsgalatokban. Mig az NGS lehetévé teszi egy adott ctDNS-
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fragmensen el6fordulo lehetséges j mutaciok széles korének feltarasat, a ddPCR segitségével
ismert specifikus mutaciok tesztelhetok. A ddPCR modszer szintén hasznos az 0j generacios
szekvenalassal azonositott mutaciok megerdsitésében.

Bettegowda ¢és munkatarsai altal végzett kezdeti tanulmany a kimutatott mutaciok, mint az
IDHI, TP53, EGFR ¢s PTEN jelenléte, a glioblastomaban szenvedd betegek egy részére
(10%) korlatozodtak. Masrészt egy ujabb, Piccioni és mtsai altal végzett tanulmany egy
nagyon érzékeny ¢és specifikus NGS panel segitségével a 222 GBM pacienstdl gytijtott
plazmamintak 55%-4ban detektaltak ctDNS mutaciokat. Némelyik ebben a betegcsoportban
azonositott eltérés, beleértve a BRAF / IDH1 / IDH2 mutaciokat, az ERBB2 / MET / EGFR /
PDGFRA amplifikaciokat és a DNS kérosodast helyreallité gének mutacidit, molekularis
célzott terapidkra adhat lehetdséget. Ezeknek a genomidlis eltéréseknek a ctDNS-analizissel
torténd kimutatasa atfogd képet adhat a glioblastoma genomr6l, beleértve a kiilonb6zd
tumorrégiokbol szarmazo ctDNS-t. Eltéré epigenetikai modositasokat azonositottak a GBM-
es betegek plazma- és CSF-folyadékmintaiban is. A DNS-metilacios statusz valtozasa példaul
egy bizonyos kezeléssel szembeni szerzett rezisztenciat jelezhet, ezért figyelembe véve ezeket
az eltéréseket lehetdségiink lehet személyre szabott terapidt valasztani. Lavon és munkatarsai
megvizsgaltak az MGMT promoter metilacidjat a szovettani mintakban és a hozzajuk tartozo
szérum mintakban, melyeket kiillonboz6 gradusu (grade 11-1V) gliomaban szenved6 betegektdl
nyertek. A teszt szenzitivitdisa az MGMT gén promoter metiladciojara a szérummintdkban
51%, a specificitdas 100% volt. A vér-agy gat jelenléte miatt a cerebrospinalis folyadéknak
(CSF) nagyobb mennyiségli keringd tumor DNS-t kell tartalmaznia, kiilondésen a primer
idegrendszeri daganatok esetében, mint a gliomak. Wang ¢€s tarsai elemezték az MGMT gén
promoter metilacidjat a szérum- és CSF-mintakban kiilonb6z6é gradusu gliomas betegeknél.
Az 0sszes CSF- és vérminta koziil a vérmintak 21,3% -anak és a CSF-mintak 33,3% -anak
pozitiv volt az MGMT promoter metilacidja, ami azt sugallja, hogy a CSF-mintak elemzése
elonydsebb lehet a szérum mintakkal szemben. A lumbalpunctio azonban ellenjavallt azoknal
a betegeknél, akiknek megnovekedett koponyaiiri nyomdsa van. Az MGMT promoter
metilacidjanak eltérései mellett Chen ¢és munkatarsai szerint a glioblastomas betegek
alacsonyabb Alu-metilaciés szintet mutattak, mint a kontroll csoport plazmamintai. A
vizsgalat soran egyértelmii Osszefliggés volt megfigyelhetd a talélés és a metilacids szintek
kozott. Minél magasabb volt az Alu-metilacio foka, annal hosszabb volt a beteg teljes
tulélése. Szamos tanulmany eredménye utal ra, hogy a ctDNS mellett az mtDNS tartalom
megvaltozasa szintén szerepet jatszik a daganatok kialakuldasaban. Cormio és mtsai altal

végzett tanulmany szerint az mtDNS-tartalom véltozasai koran jelentkeznek a premalignus
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elvaltozasokban. Zhang és mtsai. szintén kimutattak, hogy a periférias leukocitakban mérhet6
magasabb mtDNS-tartalom fokozott eséllyel glioma jelenlétére utalhat. Tovabba Chen és
betegek tumor reszekcid utani teljes tulélésével (OS) és progressziomentes tulélésével (PFS).
Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a magas mtDNS-tartalm mintdkhoz tartozé betegek
szignifikansan gyengébb OS-t és PFS-t mutattak, mint az alacsony mtDNS-esek. Ezenkiviil az
emelkedett mtDNS szint alacsonyabb NK-sejt frekvenciaval, valamint magasabb IL-2 és
TNF-a koncentracioval tarsult, ami arra utal, hogy a magas mtDNS tartalom esetleg az
immunfunkciok rendellenes megvaltoztatasa révén jarulhat hozza a gliomak progresszidjahoz.
Mair és mtsai egy kisérletben GBM betegektdl nyert tumormintdkat felhasznélva vizsgalta a
mtDNS és ctDNS szintjét GBM kiilonb6zé patkany PDOX modelljeiben. Ebben a
vizsgdlatban a mtDNS kimutatasi aranya 82%, mig a ctDNS-¢é csupan 24% volt a
plazmamintakban. Ezenkiviil a mtDNS a vizeletmintdk 60%-4ban volt azonosithatd, mig a
vizeletben a ctDNS nem volt kimutathatd. A tanulmany eredménye ravilagit a mtDNS

szerepére a GBM korai diagnoézisaban és kovetésében.

8.5. Keringé RNS

A keringé tumor RNS (ctRNS) magaban foglalja mRNS-eket, hosszl, nem kodold
RNS-eket (INRNS-eket) és kicsi, nem kodolo RNS-eket (SnRNS-eket). A kis ncRNS-ek
kozott talalhatunk példaul mikroRNS-eket (MiRNS-ek) és cirkularis RNS-eket (CircRNS-ek).
A keringd RNS-ek rendkiviil stabil formaban vannak jelen a plazméban, valdsziniileg a
szubcellularis részecskékkel valo kapcsolatuk vagy exoszéma csomagolasuk kovetkeztében.

A mMiRNS-ek az egyik igéretes biomarker csalad a rakbetegség diagnosztikajaban. A
MiRNS-ek, mint kicsi, altalaban 19-25 bazispar hosszii ncRNS-ek, részt vesznek a legtobb
fiziologids ¢€s patologias folyamatban, Ugy mint az apoptozisban, proliferacidban,
differencidcidban, migracidban vagy invazidban a poszttranszkripcids génexpresszid
szabalyozasan keresztil. A miRNS-ek a leggyakrabban keringé szabad molekulak a vérben,
rdadasul szamos mas tipust testnedvben is kimutathatok, példaul vizeletben, nyalban és CSF-
ben. Bar tugy tlnik, hogy ctDNS esetén a CSF jobb forras az elemzésre olyan
agydaganatokban, mint a glioblasztoma, nincs egyetértés a miRNS optimalis forrasa
tekintetében. Qu és munkatarsai altal végzett metaanalizis arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a

miR-21-et tartalmaz6 panelek, a forrastol fliggetleniil, specifikusabbak lehetnek a gliomara. A
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GBM-ben szenvedd betegeknél a mir-21 upregulacioja figyelheté meg, és rosszabb tulélési
paraméterekkel ¢és tumor gradussal jar egyiitt. Ezen tal, szintje csokkent a kemo-irradiacio
utan, igy biomarkerként haszndlhatd. A miR-21 kifejezett upregulalt allapota mellett Wang és
glioblasztomas betegek plazma- ¢és szovetmintaiban az egészséges kontrollokkal
Osszehasonlitva. A miR-21 szinttel ellentétben a miR-128 és a miR-342 koncentracidja
megemelkedett a miitét és kemo-irradiacié utan, ami arra utal, hogy felhasznalhatok a
kezelésre adott valasz monitorozasaban is. Ezenkiviil a fent emlitett miRNS-ek mellett
kiilonbozo tanulmanyok szamos mas miRNS expresszios szintjét is eltéronek talalta. A miR-
221, miR-222, miR-210, miR-182 vagy miR-454 emelkedett szintje figyelhetdé meg a
glioblasztomas betegek szérummintaiban, és fokozott tumorprogresszidval, valamint rossz
tulélési adatokkal jar egyiitt.

A miRNS-ekkel egyiitt a keringd IncRNS-ek diagnosztikai és prognosztikai biomarkerek
lehetnek a glioblastomaban is. Az IncRNS-ek hossza 200 nukleotidtol 100 kilobazisig
terjedhet, hasonloan az 5'm7G-cap-vel és 3'-poli(A) farokkal rendelkez6 mRNS-ekhez, de
nem rendelkeznek jelentés fehérje-kodolo képességgel. A INCRNS-ek a fehérjét kodolod
génekhez képest szovetspecifikusabb expresszids mintdzatokkal rendelkeznek, és
expressziojuk nagymértékben Osszefiigg biologiai funkcidikkal és a tumor statusszal. Az
beinditasaban és progresszidjdban, mint példaul a proliferacid, angiogenezis és
gyogyszerrezisztencia. A HOTAIR szamos daganattipusban negativ prognosztikai faktorként
ismert, beleértve a glioblasztomat, és egyértelmii 6sszefliggést mutat a teljes taléléssel. Jie és
mtsai. 106 primer glioblastomaban szenvedd betegtdl nyert szérummintaban elemzett hat
onkogén vagy tumorszuppresszor IncRNS-t (CRNDE, GASS5, H19, HOTAIR, MALA1 ¢és
TUG1). A HOTAIR és a GASS szintek 2 éves teljes tuléléssel és betegségmentes tuléléssel
voltak Osszefiiggésben a glioblastomaban szenvedd betegeknél. Ezen eredmények szerint a
magas HOTAIR és az alacsony GASS szintek rosszabb tlélési adatokat mutatnak, mint az az
alacsony HOTAIR és magas GASS szinttel rendelkez6 betegeknél tapasztalhatd. Ezenkiviil a
HOTAIR magas szintje a kitjulds vagy a progresszido valosziniiségének 1,82-szeres
novekedésével jart egyiitt, mig a GASS5S magas szintje a kiGjulds vagy a progresszid
valoszinliségének 54% -os csokkenésével jart. Fontos megemliteni, hogy az IncRNS-ek ¢és a
mMiRNS-ek komplex szabalyozé szerepet jatszanak az mRNS stabilizalasaban és lebontasaban.
Tovabba a miRNS-ek nagy valosziniiséggel egyfajta hidként mitkddnek a nem kodoldo RNS-
ek és az mMRNS-ek kozott.
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A miRNS-ek és az IncRNS-ek mellett a rendkiviil stabil, evoliciésan konzervalt,
szovetspecifikus cirkularis RNS-ek a tumorgenesis ¢és -fejlddés masik kulcselemei. A
kovalensen zart hurku struktardbodl allé kor alakit RNS-eket a kozelmultban Gjra felfedezték,
mint egy kis, nem kodolo tipusa RNS-t, amely 5 ° sapka 3’ poly-A farokkal rendelkezik,
amely ellenallova teszi Oket az exonukledazzal szemben. A CircRNS-ek tobbnyire nem
kodolnak, de néhanyat polipeptidekké lehet atalakitani. Kiilonb6z6 tipusu cirkularis RNS-ek
léteznek, mint példaul exonikus circRNS-ek (ecircRNS-ek), intronikus RNS-ek (CIRNS-ek),
exon-intron circRNS-ek (EICIRNS-ek), intergenikus circRNS-ek.

A CcircRNS-ek szamos kiilonb6z6 mechanizmus mentén onkogénekként vagy
tumorszuppresszorként részt vehetnek a daganatok kialakulasaban: miRNS-szivacsként
miikddnek, génexpressziot szabalyoznak, RBP-kel 1épnek kdlcsonhatasba, vagy részt vesznek
az RNS és fehérje transzferben €s tarolasban. A vizsgalatok szerint a glioma progresszidjaban
részt vevo circRNS-ek féleg mMIRNS-szivacsként mikodnek. Az idegsejtek sokkal
gazdagabbak cirkularis RNS-ekben, mint mas szovetek, részben a cirkularizaciot elésegitd
specifikus gének bdségének koszonhetéen. Ez a tény arra enged kovetkeztetni, hogy a
CircRNS-ek aberralt expresszidja szorosan 0sszefiigg az idegrendszer betegségeivel, beleértve
a gliomakat is. A GO-elemzés igazolta, hogy az downregulalt circRNS-ek fehérjékkel
alkotnak nagy komplexeket, melyek szabalyozhatjdk az RNS-koté fehérjék készletét.
Ezenkiviil az upregulalt circRNS-ek a G0-G1 atmenetben, a manganion transzportban vagy
store-operated kalciumcsatorna aktivitasban jatszanak szerepet, és ezek a folyamatok részt
vehetnek a gliomak kialakulasaban. A CircRNS-ek jelen vannak a vérben ¢€s mas
a glioma tumorgenesisben GBM-es betegek szovettani és exoszomamintaiban. Wang és
mtsai. szamoltak be arr6l, hogy a circ 0001649 downregulacidja, amely normalis
koriilmények kozott facilitdlja az apoptdzist a Bcel-2 / kaszpéz-3 uUtvonal szabalyozasan
keresztiil, nagyobb daganatmérettel és magasabb WHO gradussal tarsult, jelezve, hogy a
circ_0001649 fiiggetlen prognosztikai markere lehet a GBM mitét utani kovetésének. Zhu és
mtsai tanulménya szerint a circBRAF upregulacidja fliggetlen prediktiv tényezd lehet, jo
progresszio nélkiili taléléssel és teljes tuléléssel a gliomas betegeknél Cox-analizis
segitségével. Tovabba Circ 0034642, circ 0074362, circ_ITCH, circHIPK3 ¢és circCPA4 a
stlyosabb klinikai lefolyashoz és rossz progndzishoz kotheték gliomaban szenvedd

betegeknél. A jovoben a circRNS-ek azonositasa a kiilonb6zd testnedvekbdl szarmazo
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mintakbol elésegithetené, hogy a circRNS értékes biomarkerként szolgaljon a gliomak

diagnosztikdjaban, progndzisdnak meghatarozasaban és kovetésében.

8.6. Extracellularis vezikulumok

Az extracellularis vezikulumok a folyadék biopszidval nyerhetd makromolekuldk
igéretes 1j forrasa az emberi daganatos megbetegedések minimal invaziv vagy nem invaziv
diagnosztikdjahoz és klinikai kovetéséhez. A vér-agy gaton (BBB) atjutni képes exosomak
kicsiny (atmérdjilk 40-150 nm), membrannal hatarolt, kiilonféle sejttipus altal termelt
extracellularis vezikulumok, melyek kiilonb6zo tipust testnedvekben vannak jelen, mint pl.
vér, cerebrospinalis folyadék (CSF), vizelet vagy nyal. Az exoszoémak molekularis dsszetétele
valtozatos, nukleinsavakat, fehérjéket, lipideket és metabolitokat tartalmaznak, amelyeket
kettés membranréteg véd a proteazoktdl, nukledzoktdl ¢és mds lebontd elemektdl.
Tanulmanyok szerint egyes molekuldk nagy mennyiségben fordulnak el exoszomakban, mig
masok csak sejttipustol fiiggéen vannak jelen, és ez a specifikus ingerre reagalva valtozhat. A
szekréciot kovetéen az EV-k kozvetlen membranfuzioval, ligand-receptor kdlcsonhatassal
vagy endocitdzissal 1éphetnek kapcsolatba a szomszédos vagy tavoli sejtekkel, modulalva a
befogado sejtek aktivitasat. Ebben az dsszefiiggésben szamos tanulmany bizonyitotta, hogy az
exoszomak fontos szerepet jatszanak a sejtek kozotti kommunikacidban, és részt vesznek a
daganatok kialakuldsaban, a befogadd sejtekhez onkogén jelek tovabbitasa altal, inicidlva
azok tumorgenezissel Osszefiiggd aktivitasat. Ehhez kapcsolodoan a tumor eredetli exoszomak
a kornyez0  stromasejtek  viselkedésének  megvaltoztatdsival ~ tumor-permissziv
mikrokornyezetet teremthetnek, amely valaszként exoszomakat is szekretal, eldsegitve a
proliferaciot, invazidt, angiogenezist, metasztazisok kialakuldsat, immun-menekiilést vagy a
kezeléssel szembeni ellenallast. Szamos bizonyiték errdl a teriiletrdl azt sugallja, hogy az
exoszomalis bioaktiv molekulak &tjarhatnak a kiilonboz6 sejtpopulaciok kozott, €s részt
vesznek a gliomak kialakulasahoz vezetd folyamatok inicidlasaban és progresszidjaban. Osti
és mtsai tanulmanya feltarta, hogy az EV-k koncentraciéja nétt a GBM-ben szenvedd
betegeknél az egészséges kontrollokhoz képest, tovabba az EV-koncentracidok korrelaciot
mutattak a tumor kigjulasaval. Ezen tilmenden ezen EV-k altal tarolt fehérjék meghatarozasa
glioblastoma-specifikus mintazatot mutatott EGFR amplifikaciokkal, PTEN deléciokkal,
IDH1 / 2 és TP53 mutaciokkal. Egy masik tanulmanybdl kideriilt, hogy a plazma EV-kben

jelen 1évé syndecan-1 hasznos lehet az alacsony és magas gradusu gliomak elkiilonitéséhez,
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melyre 71%-os szenzitivitasa és 80%-0S Specificitasa ad lehetdséget. Bizonyos miRNS-ek,
amint azt példaul Ebrahimkhani és munkatarsai kimutattak, szelektiv csomagokként keriilnek
mMiRNS-panelt hasznalt — miR-182-5p, miR-328-3p, miR-339-5p, miR-340-5p, miR-485-3p,
MiR-486-5p és miR-543 — megkiilonboztetni a GBM-es betegeket az egészséges kontroll
csoporttol 91,7%-os pontossaggal. Santangelo és mtsai. harom miRNS, miRNS-21, miR-222
segithet a magas gradusa gliomak megkiilonboztetésében mas daganatok agyi
metasztazisaitol. Uj bizonyitékok arra utalnak, hogy a TMZ-rezisztens glioma sejtekbol
felszabaduld EV-k, molekularis rakomanyaik révén, képesek atadni a gyogyszerrezisztenciat a
recipiens sejtjeinek, amelyek még TMZ-érzékenyek. Zhang és mtsai. szamoltak be arrél, hogy
az IncRNS SBF2-AS1 upregulalt formaban 6sszefiigg a TMZ-rezisztenciaval, €s exoszomalis
transzport révén tovabb segitheti a TMZ-rezisztencia terjedését a TMZ-érzékeny sejtek felé.
A kemorezisztencia terjedésének eldsegitése mellett az EV-on beliilli makromolekuldk
befolyasolhatjadk a sugarterapia hatékonysagat is. Zhao és mtsai kimutattdk, hogy a
radiorezisztens GBM sejtek EV-aibol szarmazo circRNS-ATP8B4 terjesztheti a glioma
radiorezisztenciajat a miR-766 sponging-val. Figyelembe véve az EV-k jelentéségét a
az exoszoma-termelés modulalasdhoz vagy az exoszoma felvételi utvonalak blokkoldsdhoz. A
keringd tumor-specifikus exoszomak mennyiségének csokkentését célzd koncepcid igéretes
kezelés lehet a daganatos betegek szamara (21. tablazat). Marleau és mtsai. megallapitottak,
hogy az Aethlon ADAPTTM (adaptiv dializis-szer(i affinitas-platform technologia) nevii
plazmaferezis platform alkalmazasaval beépithetok kiilonféle affinitas-agensek a tumor-
specifikus  exoszomak  megragadasahoz  felileti  fehérjék  vagy  glikoproteinek

megjelenitésével.
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8.7. Kering6 tumorsejtek

A primer tumor helyét elhagyo és a keringésbe keriilé tumorsejteket keringé tumorsejteknek
(CTC) nevezziikk. Az epitelidlis-mezenchymalis valtozason ates6 CTC-k metasztatikus
prekurzor sejtek, melyek felszabadulhatnak egyedi sejtként, ugyanakkor homotipusos vagy
heterotipusos csoportokban, mely utébbinak magasabb attétképz6 hajlama lehet, mint az
egyedi sejtnek. Nem ismert, hogy a CTC-k csak a kozponti daganat szubpopulacioit
képviselik-e, vagy inkabb az egész eredeti daganatot. A glioblasztomak extracranialis attéte
nagyon ritka esemény (a betegek 0,4-0,5%-a), amely féleg a tiid6t és a mellhartyat, a
regionalis nyirokcsomokat, a csontokat és a mdjat érinti. A kimutathato attétek alacsony
ami megneheziti a sejtek keringésbe vald bejutasat, vagy lehetséges, hogy a GBM-sejtek
kritikus idegsejt specifikus novekedési faktorokat igényelnek, amelyek hidnyoznak az agyon
kiviil. A CTC-k rendkiviil ritkak, csupan 1 CTC jut 10° vérsejtre, és elkiilonitésiik bonyolult a
szlikséges technikdk Osszetettsége miatt. A CTC-ket szdmos daganattipusokban leirdak mar,
jelenlétik a gyenge tulélési adatokkal hozhaté Osszefiiggésbe. A CTC-k kiilonféle
megkozelitések alapjan kiilonithetdk el. A negativ dusitasi technikdak a CTC méretén (a CTC-
k nagyobbak, mint a normal vérsejtek) vagy mas biofizikai tulajdonsagokon alapulnak, mig a
CTC pozitiv kivalasztasa specifikus tumormarkerek kimutatdsaval érhetd el, amelyek e sejtek
felszinén altalaban expresszalodnak.

Glioblastoma esetén a CTC-ket eldszor Muller és munkatarsai hataroztdk meg. Ez a csoport
fibrillaris savfehérje-pozitivitast (GFAP), CD45-negativ CTC-ket detektalt a glioblastomaban
szenvedd betegek 20,6%-andl, és azt talaltdk, hogy a primer tumor specifikus aberréacioit
hordozzék magukban, beleértve az EGFR gén amplifikaciot vagy a kromoszoma inszercidkat
vagy deléciokat. A miitétet kdvetden nem figyeltek meg szignifikdns kiilonbséget a miitét
eldtti, alatti vagy utani CTC-szamokban, és nem volt dsszefiiggés a CTC-szamok és a klinikali
eredmények kozott. MacArthur és mtsai. a periférids vérben igazoltak agydaganatbol
szarmazo sejteket telomerdz promoter alapu vizsgalattal, a nestin (mint glioma sejt marker)
expresszidjanak tesztjével kombindlva. A vizsgélat egy telomerdz reszponziv adenoviralis
vektort alkalmaz, amely fluoreszcens receptort kédol a hTERT-pozitiv sejtek kimutatasara.
Ennek a modszernek a segitségével sikeriilt a CTC-ket kimutatni a sugarterapia és a TMZ
kezelés elott elemzett 11 (72%) glioblastoma beteg koziil 8-ban, mig a posztradioterapias

betegek kimutatasi aranya a 8-bol egy volt (8%). Sullivan és munkatarsai kifejlesztettek egy
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,negativ kimeriilésti” CTC-iChip-et, amely magnesesen jelolt antitestek (CD16, CD45) révén
hatékonyan tavolitja el a leukocitakat a vérmintakbol, cimkézetlen €s manipulalatlan CTC-ket
eredményezve. Ebben a vizsgalatban 33, glioblastomédban szenvedd felnott beteg koziil 13
tartalmazott CTC-t. A CTC-ket ezutan SOX2, tubulin B-3, EGFR, A2BS5 és ¢c-MET elleni
antitestek felhasznalasaval jellemezték, amelyek a GBM 0Gsszes molekularis altipusat
(proneurdlis, idegi, klasszikus és mezenchymalis) képviselik. Az expresszidos markerek
molekularis jellemzése az egyes GBM CTC-kben a mezenhimalis transzkriptumok
felhalmozodasat ¢és az idegi differencidlodasi markerek redukciojat azonositotta.
Megallapithatd, hogy a CTC-k GBM-ben torténé kimutatasat bemutatd vizsgalatok szama
még mindig korlatozott, és a CTC-k diagnosztikai, prognosztikai, prediktiv és monitorozasi

lehetdségei glioblastoma esetén még tovabbi vizsgalatot igényelnek.

8.8. Osszegzés

Annak ellenére, hogy a kozelmult eredményei nyoman egyre jobban értjiik a betegség
természetét, a glioblastoma még mindig egy olyan rejtvény, amelyet nem egyszerii
megfejteni. A kezelési lehetdségek rendkiviil korlatozottak, a legtobb beteg rossz progndzissal
szembesiil, mig a klinikumban kiizdiink azon betegek azonositasaért, akik rezisztensek a
szokasos kezelési protokollokkal szemben. Az elmult évtizedben a gliomak molekularis
biologiai kutatasainak eredményei jelentés mérfoldkdvekhez vezettek, azonban a varva vart
attorés még nem érkezett meg. Néhany eredmény, példaul a genetikai mutaciok elemzése,
segitett az egyes betegek kozott fennallo kiilonbségeket a glioblastoma 1j, molekularis
vagy az 1p/19q kodelecio a glialis tumorok diagnosztikai vizsgalatiban vesznek részt.
Prognosztikai és a prediktiv markerek azonban tovédbbra sem dallnak rendelkezésre
rutinszerlien. Egyes markerek, koztik az MGMT promoter hipermetilacidja vagy az IDH
mutaciol jol ismertek, mégis, vagy ritkak (IDH mutéaciok), vagy korldtozott terapids
kovetkezményekkel jarnak (MGMT promoter hipermetilacid). A folyadék biopszia egyre
inkabb fejlédé kutatasi teriilet, és folyamatosan nodvekszik azon tumorok szama, ahol a
folyadék biopszids modszereket rendszeresen alkalmazzék a klinikai gyakorlatban. A szérum,
a vizelet, a CSF ¢és mas testnedvek kis nukleinsavrészecskéket tartalmaznak, amelyek a
prognozissal és a kezelésre adott valasszal hozhatok Osszefiiggésbe. E részecskék széles

skalajat tanulmanyoztak glioblasztomaban, és napjainkban a glioblasztoma prognoézisanak
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vagy a kezelésre adott valasz mérésére alkalmas 0j markereknek tekintik oket (lasd 21.
tablazat). Ezek egy része hasznos lehet a diagndzis felallitdsdban, masokat a mutét vagy a
radiokemoterapia utani korai nyomon kdvetés soran, masokat a tumor kitjulasanak vagy a
terapias rezisztencia kialakulasdnak azonositasara lehet felhaszndlni. E markerek
alkalmazasanak eldnyei a hagyomanyos modszerekkel szemben egyrészt a minimalisan
invaziv mintavétel, tovabba a keringd nukleinsavrészecskék szintjének méréséhez alkalmas
technikai feltételek egyre szélesebb korben elérhetdvé valnak a klinikai laboratériumokban is.
Tovabbi vizsgalatokra van azonban sziikség ezen igéretes markerek klinikai el6nyeinek

igazolasahoz.

140



9. ADEBRECENI IDEGSEBESZETI AGYDAGANATBANK

9.1. A Debreceni Neuro-onkolégiai Labor kialakitasa

9.1.1. Szervezeti hattér

Az Idegsebészeti Agydaganat- és Szovetbank (a tovabbiakban Agydaganatbank) egy
OTKA palyazat anyagi tamogatasanak koszonhetéen 2005-ben jott 1étre. Az Agydaganatbank
mukodéséhez a mintat a Kolni Idegsebészeti Klinikdn miikodé Neuro-onkoldgiai Laborban
talalhatd hasonlé tumorbank adta, ahol a szerz6 1 éves német akadémiai Osztondijjal
(Deutsche Akademische Austauschdienst, DAAD) eltoltott kutatdomunka soran ennek
mitkodési feltételeirdl részletes ismereteket szerzett. Az OTKA keretbdl beszerzett nagy
kapacitdsu ultramélyhiitd, a mintafeldolgozashoz sziikséges folyékony nitrogén kezelésére
alkalmas tartdlyok, az intraoperativ mintagylijtés kidolgozasa, a szovetminta archivalas
meghatarozasa, a klinikai adatgy(jtés megszervezése, ennek tarolasa és a minta- valamint
betegadatbank szintézise eredményezte azt a nélkiilozhetetlen tudomanyos hatteret, melyre
azota is kutatasok sora épiil. Az Agydaganatbank az elsd perctdl kezdve TUKEB engedéllyel
rendelkezik, melyet kétévente beszamol6 alapjan hosszabbit meg az illetékes Bizottsag.

Az Agydaganatbank miikddésének szervezeti keretét az e c€lbol szintén 2005-ben
megalakitott Neuro-onkologiai Labor alkotja, melynek f6 feladata a Bank nyujtotta
lehetdségek tudoméanyos kutatdsok céljaira torténd felhasznalasanak eldsegitése és
Kivitelezése. A Neuro-onkologiai Labor miikodéséhez tobb kutatasi palyazat biztositotta és
biztositja ma is az anyagi hatteret. Az Agydaganatbanknak k&szonhetden ma mar a sajat
kutatasok mellett igen jelentds hazai és nemzetko6zi kollaboracioban megvaldsuld tudomanyos

eredmények is sziilettek.

0.1.2. Az Idegsebészeti Agydaganat- és Szovetbank jelentisége

Az Agydaganatbank egyrészt intraoperativ gyorsfagyasztott szovetminta-gytijtést
végez, de emellett egyéb humén szovetmintak (likvor, nyal, bronchusvaladék, vér) gytjtését
¢s mélyfagyasztott dallapotban torténd taroldsat is megvaldsitja. Az intraoperativ
mintagyiijtésnek kiemelkedd eldnye, hogy a lefagyasztott szovetmintdk késdbb nem csak

morfoldgiai vizsgalatokra, molekuldk mennyiségi analizisére, hanem funkcionalis vizsgéalatok

141



céljara (elsdsorban enzimaktivitds meghatarozédsara) is alkalmasak maradnak (szemben pl. a
formalin fixalt mintdkkal). Tovabbi el6ny, hogy a rutinszerli mintagytijtés (a DE KK
Idegsebészeti Klinikdn majdnem minden nap torténik mintagylijtés) egyrészt a ritka
tumorokbol évek soran nagyszamu mintakollekcio 1étrejottét eredményezi, masrészt a kiujult
daganatokbol szarmazd szovetmintdk vizsgalataval a kiilonbozé onkolodgiai kezelések
hatasainak molekuldris szintli meghatdrozdsa is megvalosithatd. Az Agydaganatbank
mintagy(ijtési stratégidja ezaltal horizontalis és vertikdlis mintagytjtési célokat valosit meg. A
minél tobbféle szdvettani tipust daganatbdl szarmazd mintagylijtés a teljes tumorpaletta
lefedésének igényével horizontalis sikban eredményez nagyszami mintagyljtést, mig az
egyes betegek idébeni kovetésével megvalosuld mintagylijtés vertikalis adatkapcsolasi
lehetdséget valosit meg.

Kiilon kiemelendd jelentdségli, hogy az Agydaganatbankban az idegsebészeti miitétek
soran elkeriilhetetleniil eltdvolitasra keriild, egyébként nem tumoros agyszovetek is tarolasra
kerlilnek. Ezekben az esetekben a funkcionalis idegsebészeti miitétekb6l (pl. epilepszia-
sebészet) szarmazo mintakat gyijtjiik, de a beékelddés elharitasat célzd6 uncus gyri
hippocampi vagy tonsilla cerebelli eltavolitasa, illetve alkalmanként a frontalis vagy
temporalis polus reszekcid is felbecsiilhetetlen értékii mintagytijtésre ad alkalmat. Ennek
koszonhetden alakult ki ugyanis egy nem-tumoros, szamos szempontbol normalisnak
tekinthetd agyszovet-gyljtemény, mely nemzetkozi szinten is egyediilalldé és minden
tumorszovetet célzé tudomanyos kutatashoz referenciaszovetként funkcionalé mintakat
szolgaltat.

Az Agydaganatbank emellett szamos, a késobbi szdvettani feldolgozds soran un.
peritumoralis agyszovetnek bizonyult szovetmintat is tartalmaz, mely miitét sordn ugyan
tumornak tlinik, és az anatdmiai szituaciobol adoddan a tumorral egylitt eltdvolitasra kertil
(frontalis, temporalis pdlus, hippocampus), de nem tumorszovet alkotja. Ezek a szovetmintak
a peritumoralis reakciok és invaziv folyamatok vizsgalatdhoz jelentenek potolhatatlan
vizsgalati anyagot.

Az Agydaganat- és Szovetbankban tarolt, célzottan gyiijtott bronchusvaladék és
nyalmintdk az intravénasan alkalmazott gyogyszerek (elsdsorban antibiotikumok)
meghataroz6 minimalis inhibitorikus koncentracido meghatarozasahoz sziikségesek.

Tovéabbi f6 szOvetmintagylijtemény a tumoros betegektdl szdrmazéd teljes vér- és
szérum- vagy plazmagyiijtemény, mely egyrészt a tumoros betegek genomikai vizsgalatat,

masrészt a tumorbdl szdrmazd és a vérkeringésbe keriilt derivatumok (pl. mikro-RNS,
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mikrovezikulumok) izolalasat és analizisét teszi lehetové. A horizontalis ¢és vertikalis
mintagyljtési metddus ezekben az esetekben is megvalosulhat, és igen jelentds kutatési

potencialt hordoz magaban.

9.1.3. Az Agydaganatbank gyakorlati miikédése sordn kifejlesztett debreceni technikdik

1. A tumormintdk mélyfagyasztott taroldsa utdn torténd mintafeldolgozds a mintak
felolvasztasaval jar, igy a tobb kiilonbozo, idében is elkiiloniilé vizsgalatokhoz valo
mintafeldolgozds sordn az eredeti minta mindségi romldsa kovetkezhet be. A
Debreceni Agydaganatbank esetében a mintatarolasi proceduiraba beépitettiink egy
eldzetes mintadaraboldsi 1épést, amikor a folyékony nitrogénben lefagyasztott mintat a
nitrogénben tordelve darabokra, az igy keletkezett darabokat egyenként kiilon
eppendorf tubusokban fagyasztjuk le. Ezaltal minden vizsgalathoz egy kis
mintadarabot tartalmazo kiilon tubust vesziink eld az ultramélyhiitébol, és elkeriiljiik

az eredeti minta darabolasaval jar6 felolvadasi és mintavesztési kockazatot.

2. A folyékony nitrogénben torténd szovetminta-fagyasztds mar régen bevalt
mintatarolasi moddszer, melynek azonban nem csak elényei, hanem hatranyai is
vannak. A folyékony nitrogénbe helyezett szovetminta koril ugyanis a nagy
homérsékletkiilonbség miatt a nitrogén forrni kezd, és szdmos mikrobuborék
képzddik, melyek mechanikai hatdsa a szovetmintat karositani képes. Ennek
elkertilésére kiillonb6zd médiumokban torténd fokozatos lefagyasztas technikdi mar
kidolgozottnak tekinthetok (pl. izopentdn), de ezeknek sem rutinszerii technikai
kivitelezése (nehezen varhatdo el a miitdszemélyzettdl az ehhez hasonld Osszetett
mintapreparalasi technikék alkalmazasa), sem pedig gazdasagi vonatkozasa nem tette
vonzova az egyébként valoban ajanlatos modszert. A Debreceni Agydaganatbank
gyakorlataban sikeriilt kidolgozni egy olyan moddszert, mely kihasznalja ugyan a
folyékony nitrogén adta fagyasztasi lehetdségeket, mégsem jar szovetroncsolo jellegli
buborékképzddéssel. A mi gyakorlatunkban alufélidval bevont parafaszigeteket
hasznalunk, melyek szabadon usznak a folyékony nitrogén feliiletén. A fémtartalmu
bevonatnak koszonhetden a szigetek felszinének homérséklete gyakorlatilag
megegyezik a nitrogénével, igy a rahelyezett friss szOvetminta azonnal atfagy —
anélkiil azonban, hogy forrasbol szarmazd mechanikai hatasssal szdmolni kellene. A

modszer tovabbi elénye, hogy a fémtermoszban 1évé nitrogén felszinén 1szo
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alufoliazott szigeteket filctollal tobb mezdére lehet osztani, mely igy az eldzetes
mintaszelekciot is lehetévé teszi, és az egy miitét soran vett tobbféle szovetminta (pl.
tumor, ép, centralis régio, tumorperiféria) biztonsaggal elkiilonithetd és nem all fenn

annak a veszélye, hogy a termoszba ejtett mintak késébb dsszekeveredhetnek.

9.2. A Neuro-onkologiai Labor kutatasi hatékonysaga 2005-2017 kozott

A DE Idegsebészeti Klinikan 2005-ben 1étrehozott Laborral sikeriilt megteremteni a
klinikai beteganyag tudomdanyos feldolgozahoz sziikséges szovet- és adatgyljtemény
feltételeit, és az e célra kialakitott Idegsebészeti Agydaganat- és Szovetbank messzemenden
bevaltotta a hozza flizott reményeket. 2005-2012 kozott eltelt 12 évben dsszesen 1121 miuitét
soran 68 kiillonbozd szovettani entitasbol vettiink intraoperativ gyorsfagyasztott szovetmintat,
majd a darabolt tarolas eredményeképpen végiil 6324 minta katalogizalt tarolasa valdsult
meg. A késébbi kutatasi tdmogatasok (TAMOP, NAP) segitségével a Labor kapacitasanak
novelésével teljes vér- és szérumminta gyljtése is megkezdddhetett, melynek kdszonhetéen
2017-ig 307 betegbdl rendelkeziink mélyfagyasztott aliquotba rendezett mintdkkal.

Kiilonosen nagy értéke az Agydaganatbanknak a nagyszdmu, funkcionalis
idegsebészeti mitétbdl vagy térfoglald folyamat esetén elvégzett dekompressziobol szdrmazo
nem-tumoros agyszovetminta, mely minden agydaganatkutatisban végzett vizsgalathoz
nélkiilozhetetlen referenciaanyagként szolgdl. E tekintetben az Agydganatbankunk
nemzetkozi szinten is kuridzumnak tekinthetd és a kollaboracids vonzereje is kiemelkedd.

A Tumorbanknak kdszonhetden igen kiterjedt kollaboracios halozatot hoztunk létre,
melynek soran 11 hazai, 2 kanadai és 1 németorszagi kutatolaborral alakitottunk ki

nemzetkozi kdzleményekben mérhetd aktiv tudomanyos kapcsolatot.

9.2.1. Az Agydaganat- és Szdvetbankban rejld kutatdsi potencidl

A Tumorbankban rendelkezésre all6 szovetmintdk tudomanyos igényii feldolgozasa
szamos tovabbi klinikai relevancidval biré témakort hordoz magaban. A harom f6
szOvetminta tipus (tumor, szérum, teljes vér) ugyanis kiilonb6z6 modon nytjtva informéciot
az intrakranialis daganatrol a betegellatas kiilonb6zd megkozelitési modjat is eldrevetiti:

1. A jelenlegi tumorminta-kutatds a mar radiologiai képalkotd modszerekkel

diagnosztizalt, kialakult intrakranidlis szovetszaporulat idegsebészeti miitétén atesett
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2.

3.

crer

célozza.

A szérum-mintak vizsgalataval az exosomak kutatasa valosulhat meg. Ezek a tumorbol
szarmaz6  kiilonb6z6  molekulakat  (proteinek, miRNS, stb.) tartalmaz6
mikrovezikulumok miitéti beavatkozas nélkiil is lehetdséget adhatnak a jovében a
szOvettani tipus, a proliferaciés hajlam, vagy éppen az invazidés aktivitds
meghatarozasara. Ezaltal a radioldgiai és laborvizsgéalatok egylittes elemzésétdl az
onkoterapias stratégia megallapitasa is lehetségessé valhat. Kiilondsen hasznos lehet
ez elokvens régiok kisméretli infiltrativ tumorai esetében, vagy olyan szdvettani
entitasok  eseteiben, amikor a tumoreliminaci6 a daganat sugar- és
kemoszenzitivitasanak koszonhetéen mutéti rizikd6 nélkiil megoldhato. Az elso
kategoriaba tartozik a gliomak nagy csoportja, mig a masodikba az intracerebralis
limfomak, germindmak, valamint a stereotaxids sugarsebészeti beavatkozassal jol
kezelheto attéti daganatok nagy esetszamu csoportja tartozik.

A teljes vér vizsgalataval a genom feltérképezése, az onko- és szupresszorgének
meghatarozasa, a tumor kialakuldsédnak eldrevetithetd valdszinlisége hatdrozhaté meg,
igy az ezirdnyl kutatasok mar a prevencio, a korai diagnozis, a korai, joval effektivebb

onkoterapia lehetdségét hordozzak magukban.
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10. ZARSZO

A neuro-onkoldgidban legnagyobb kihivast jelentd glioblasztoma kezelését sokaig a
miitéti reszekcid és az azt kovetd sugarkezelés jelentette. A standard WBRT protokollt késdbb
felvaltotta a konformalis fokalis agyi besugéarzas. Ezt kdvetéen a terapias stratégia a
kiilonbozé kemoterapids szerek megjelenésével boviilt, de 2005 ota vilagszerte a TMZ-ra
éptilé konkurald kemo-irradiacios kezelés a rutin terdpias protokoll. Ennek kdszonhetden a
tulélési eredmények egyértelmiien javultak ugyan, de még messze nem tekinthetok
kielégitonek. Ugy tiinik, hogy a DNS replikacio gatlasan alapulé antiproliferativ konkurald
kemo-irradiaci6 GBM esetében megkozelitette korlatait, ezért egyre nagyobb szerepet kapnak
a bioldgiai valaszmoddosité anyagok alkalmazhatdsagara iranyuld kutatasok. Egyéb szervi
daganataink esetében mara mar a rutinszerli protokoll részét képezi, hogy hormonokat,
szintetikus hormonszerli anyagokat vagy éppen hormonok, hormonreceptorok elleni
ellenanyagokat és enzim inhibitorokat alkalmaznak. Hasonloképpen eredményesnek tiing
probalkozas az angiogenezis-gatld gyogyszerek bevetése, vagy az un. epigenetikus
modulatorok alkalmazasa. A GBM esetében a jelenlegi szerény eredményeket felmutatd
onkoterapia ismeretében felértékelddik minden olyan 0j eredmény, eljards és gyodgyszer,

Jelen tanulmanyban klinikai betegvizsgalatok soran megallapitottuk a glioblasztomas
betegpopulacio aktualis kilatasait és az idegsebészeti, sugar- és kemoterapiatol tulélésben
varhato eredményeket. Ezt kovetden megbecsiiltiik az 1p19q kodelécid, az EGFR és integrin
receptorok statusdnak prognosztikai jelentdségét, majd a jelenlegi terapia tokéletesitése

Vizsgalataink soran egyértelmiivé valt, hogy a GBM kezelésében is 0j utakat kell
keresni. Miutan a széleskorti irodalmi adatok szerint az asztrocitomak kezelésének kudarcaért
leginkabb invaziv jellegiik tehetd feleldssé, kutatasainkat ez irdnyban folytatva tdbb
jatsz6 molekulat azonositottunk. Meghataroztuk a molekuldris invazidés panel és a
tumorspecifikus invazids spektrum fogalmat, lelepleztikk a jelenlegi onkoterapia invazids
mechamizmusokkal szembeni ineffektivitasat, és adatokat szolgaltattunk a normal agyszovet

tumoros infiltraciéval szembeni védelmi reakcidirol.
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Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a glioblasztomas betegek talélési
paramétereinek javuldsa valdsziniileg a kiilonbozé tamadasponti kemoterapeutikumok
kombinalt alkalmazasatol varhato.

Az invazios spektrum nagy specifitdsu €s szenzitivitdsu statisztikai valoszinliséggel
bird prognosztikai faktorként megvaldsithatd klinikai jelentésége kiemelenedd - hiszen a
miitét utani adjuvans onkoterapia meghatarozasaban elsddleges szereppel birhat. Ez leginkabb
abban realizalodhat, hogy a jelenlegi sablonszerli kezelés mellett objektivan megjosolhato
,hon-responder” csoportnak vagy a protokolltol eltéré vagy amelletti kiegészitd
kemoterapeutikum lenne indikalhat6, ami a személyre szabott neuro-onkologia megvalosulasa
felé mar egy definitiv eldrelépést jelentene.

Emellett tanulmanyunk alapjan a jelenlegi citocid, antiproliferativ hatéanyagok mellé
anti-invaziv készitmények alkalmazasa javasolhat6, melyhez az invazios spektrum — jelentds
anyagi megterhelést nem jelentd6 — meghatdrozdsa az igen heterogén magas gradusi
asztrocitomak esetében pontos molekularis célpontok azonositasaval jarulhat hozza.
Amennyiben ezek alkalmazasaval sikeriil a glioblasztomas betegek esetében a peritumoralis
invaziot redukalni, akkor nem csak a teljes miitéti eltavolitas esélye javulhat, hanem a
stereotaxids sugarsebészeti kezelés indikacidja is megfontolhaté lenne. Mindezen széleskorii
kezelési eszkozok tumorspecifikus Osszevalogatasanak individudlis alkalmazasa pedig
megteremtheti a heterogén tumorokra jelenleg egyediil valaszthatd sablonszerti kezelés helyett

a molekularis patologiai leleteken nyugvo személyre szabott neuro-onkoterapia alapjait.
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11. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AIC — 5-amino-imidazol-4-carboxamid

BC — bevacizumab

BSC — best supportive care

CE — kapillaris elektroforézis

DE KK — Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont
ECM — extracellularis matrix

EGFR — epidermal growth hormone receptor
EOF — elektroozmotikus aramlés

FBRT — focal brain radiotherapy

FISH — fluoreszcens in situ hibridizacio

FRET — fluoreszcencia energia transzfer

GAG — gliik6zaminogliokan

GBM - glioblasztoma

HA — hialuronsav

HAS — hialuronsav szintetaz

KIR — kodzponti idegrendszer

KPS — Karnofsky Performance Score

KT - kemoterapia

MEKC — micellaris elektrokinetikai kapillaris kromatografia
MMP — matrix metalloproteinaz

MTIC — 3-metil-triazén-imidazole-4-carboxamid
NSCLC — non-small cell lung cancer

OA - oligoasztrocitoma

OD - oligodendroglioma

OS — overall survival

PFS — progression free survival

PG — proteoglikén

PRT — palliativ radioterapia

QRT-PCR — quantitative real time polymerase chain reaction
RHAMM - receptor for hyaluronate-mediated motility
RT — radiotherapy
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TK —tirozin kinaz

TKI — tirozin kinaz inhibitor

TMZ — temozolomide

VEGF — vascular endothel growth hormone

WBRT — whole brain radiotherapy
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