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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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matrix metalloprotedzok

myeloproliferativ daganat (myeloproliferative neoplasm)

magneses rezonancia képalkotas (magnetic resonance imaging)

mikroér stiriség (microvessel density)

vérlemez eredetii novekedési faktor (platelet-derived growth factor)
primitiv neuroektodermalis tumor

kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcid (quantitative real-time
polymerase chain reaction)

veserék (renal cell cancer)

ribonukleinsav

receptor tirozin-kinaz

Sonic Hedgehog jelatviteli utvonal

simaizom aktin (smooth muscle actin)
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(tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains 2)
tumor nekrozis faktor o

tirozin-kinaz receptorok

tirozin-kinaz receptor inhibitorok

ultrahang

vaszkularis endotelidlis ndvekedési faktor (vascular endothelial growth
factor)

vaszkularis endotelialis névekedési faktor receptor (vascular endothelial
growth factor receptor)

Egészséglgyi Vilagszervezet (World Health Organization)

WNT jelatviteli atvonal (Wingless-related integration site)
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2. BEVEZETES

2.1 Altalanos rész és a gyermekkori agydaganatok epidemioldgiaja

Napjainkban a daganatok elleni kiizdelemben egyre fejlettebb és hatdsosabb terapias
lehetéségek valnak elérhetdvé, ami nagy kihivast jelent a gyogyitd folyamatban részt
vevo orvosok szamara. Ugyanakkor a legtobb 1) terapias lehetoség (beleértve a célzott
terapiakat is) els6sorban a felnéttkori daganatos megbetegedések vonatkozasaban
kerllnek Klinikai vizsgélatra vagy gyakorlati bevezetésre. Azonban feltétlendl fontos,
hogy a jovOben ezek a modszerek a gyermekonkologidban is felhaszndlasra kertiljenek.
A fejlett orszagokban és hazankban a gyermekek kozott a masodik leggyakoribb
halalok a daganatos megbetegedés (KSH, halaloki struktdra valtozasa Magyarorszagon,
2014. méjus). Magyarorszagon a Gyermekrakregiszter adatai alapjan 2012-ben 265
gyermekkori rosszindulatld elvaltozast diagnosztizaltak. Hasonléan a nemzetkozi
statisztikai adatokhoz, a leukémia utan a masodik leggyakrabban el6forduld gyerekkori
rosszindulati megbetegedés az agydaganat (Nordfors és mtsai.,, 2013b).
Magyarorszagon 2012-ben az 0sszes gyermek-tumoros megbetegedés kdzel 27%-a a

kdzponti idegrendszerben volt talalhaté (1. bra).

Wilms tumor (5%)

Non-Hodgkin lymphoma (6%) Egyéb (18%)

Neuroblastoma (10%)

Leukémia (27.8) Kozponti idegrendszer (26,6%)

Lagyrész tumor (7%)

1. abra. A leggyakrabban el6forduld gyermekkori daganatos megbetegedések 2012-ben
Magyarorszagon (265 eset, 0-14 éves korosztaly).
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Mig felnéttkorban a kozponti idegrendszerben talalhatd daganatok nagy része attéti
tumor, a gyermekeknél elsdsorban primer agydaganatok figyelhetéek meg. A kozponti
idegrendszerben elhelyezkedd neuroektodermalis eredetli tumorok klasszifikacioja
sokrétii. Elsdsorban a sejtes eredetiik szerint kiilonboztetjiik meg oket, igy alapvetden
harom nagy csoport fordul eld: a glidlis sejtekbdl kiinduld astrocytoma, az agykamrak
ependyma sejtjeibdl kiinduldé ependymoma, és a kisagy prekurzor sejtjeibdl kiindulod
medulloblastoma (Steliarova-Foucher és mtsai., 2005). A gyermekkori agydaganatok
korllbeltl 10%-anal alakul ki valamely orokletes genetikai rendellenesség talajan a
betegség, mint példaul az egyes tipust neurofibromatosis (NF1) esetén bizonyos
glioméak vagy a kettes tipust neurofibromatosis (NF2) esetén ependymomék (Gold and
Cohen, 2003). Ugyanakkor gyermekkorban eltérnek a kiilonb6z6 daganattipusok
aranyai is: mig felndttkorban elsésorban az astrocytoma és az agyhartyabol indulo,
gyakran joindulatd meningeoma a leggyakoribb, addig a gyermekeknél gyakori az un.
primitiv csirasejtes daganat (medulloblastoma) és az ependymoma. Gyermekeknél az
elsd életévben javarészt szupratentoridlis daganatok alakulnak ki, elsdsorban
astrocytoma, ependymoma és primitiv neuroektodermalis tumor (PNET), mig az életkor
novekedésével az infratentorialis tumorok keriilnek el6térbe, mint a medulloblastoma és
az ependymoma (de Bont és mtsai., 2008). Az agytumorok a lokalizaciojuk révén
gyakorlatilag rosszindulatiinak tekinthetéek, mivel a koponyaban torténé ndvekedésik
térsziikito folyamathoz és igy életveszélyhez vezethet.

Bar a kombinalt kezelés kovetkeztében a gyermekonkoldgidban altalaban kedvezdbb
részleges vagy teljes terdpias valaszt kapunk, mint a feln6ttkori tumoroknal, azonban
nagyobb az esélye a kés6bbi, jabb primer tumor kialakulasanak. A gyermekkori
agydaganatok kezelése az elmult évtizedek soran rendkiviil sokat fejlodott az 0 terapids
eszkdzok és a kemoterdpids eljarasoknak koszonhetéen. Azon betegeknél, ahol a teljes
tumor eltavolitasra ker(lt, az 5 éves tulélés meghaladja az 50%-ot (atlagban 60-65%),
mig, a részlegesen eltavolitott agydaganatok esetén a betegek 5 éves tulelés csupan 25-
30% korul mozog (de Bont és mtsai., 2008). A felndttkori daganatokhoz hasonléan a
kezelések befejezése utdn 5-7 éven keresztiul folyamatos kontroll vizsgalatok
szlikségesek.

A hagyomanyos modalitasok mellett azonban sziikséges a jelen kor kdvetelményinek

megfeleld ) kezelési formakat is tanulmdnyozni és bevezetni, amely kihasznalja a
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molekuléris biologia fejlédésének koszonhetd 0j lehetdségeket. Mig a felndttkori
daganatos betegek kezelése soran szdmos olyan molekuléris célzott hatdéanyag all
rendelkezésre, amelyeket mar sikeresen alkalmaznak a klinikai gyakorlatban (emlérak
esetében az anti-HER2 ellenanyag trastuzumab, a vastagbél daganataiban az EGFR
gatld6 monoklonélis ellenanyag cetuximab vagy az antiangiogén terapiaban alkalmazott
anti-VEGF ellenanyag bevacuzimab, stb), addig a gyermekonkolégidban alkalmazasuk
még kérdéses. Tovabbi ilyen terapidk Kifejlesztese és bevezetése mérfoldkovet

jelenthetne a gyermekonkoldgiaban is.
2.2. A gyermekkori agydaganatok tipusai

2.2.1. Astrocytoma

Az astrocytomdk glidlis eredeti tumorok, a felnottek kozott ezek a leggyakrabban
kialakulo agydaganatok. A WHO klasszifikacid alapvetden differencialtsaguk szerint
hatdrozza meg az egyes tipusokat. A gyermekeknél leggyakrabban az ugynevezett
pilocitikus astrocytoma fordul el6, amely altalaban magas differencialtsagu (grade 1) és
az Otéves tulélés a 90%-ot is eléri (Rodriguez és mtsai., 2013) (2. abra). A legrosszabb
prognézisu glioblastoma (grade 4) esetében a hagyomanyos kemoterapia €s sugarterapia
csak részleges valaszt ad, ezért az egyéves progresszidbmentes tulélés kevesebb, mint

hisz szazalék (Ansari és mtsai., 2012).
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2. abra. Astrocytoma tumorok szovettani képe (20x). (A) Viszonylag alacsony
sejtstirtiségli, jellegzetes nyulvanyos tumorsejtek a pilocitikus astrocytoméban. (B)
Nagy sejtstiriiségii, osztodo sejtekben gazdag, differenciélatlan, sokféle sejtalakot és

vaszkularis proliferaciét tartalmazé glioblastoma.
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A glioblastoma kezelésének sikere a felnéttek esetében a kombinalt terapia ellenére is
igen korlatozott, az atlagos talélés nem haladja meg a 2 évet. A rossz progndzis miatt
azonban ¢getden sziikséges ) markereket €s terapias célpontokat talalni, amelyek
hozzéasegithetnek a molekularis célponti kezeléshez. Természetesen szdmos molekularis
szintli csoportositast alakitottak ki az astrocytoma esetében, tobbek kozott a nem kodold
RNS expresszids szint alapjan, amely az egyes klinikai fenotipusokat is
megkuldnboztetheti egymastol (Zhang és mtsai., 2012).

Szamos preklinikai és klinikai vizsgdlat tortént a felndttkori astrocytomak
molekularisan célzott kezelésének tekintetében, sajnos azonban a klinikai vizsgalatok
eddig nem jartak szamottevé sikerrel. A ceélzott terapiak kozll az anti-angiogén
bevacuzimab irinotecannal kombinalva biztaté eredményeket hozott, a daganatok 63%-
a mutatott terapias valaszt (Parekh és mtsai., 2011). A neoadjuvans imatinib terdpia a
legtobb vizsgalatban részt vevo betegnél nem jelentett jelentds talélési eldnyt (Razis €s
mtsai., 2009). A maximalisan toleralhaté dézisu VEGFR gatlo sunitinib irinotecannal
kombinalva csak limitalt anti-tumor aktivitast mutatott (Reardon és mtsai., 2011). A
molekularis lehetdségek komplexitasat, illetve az egyes terapidk lehetséges
szinergizmusat mutatja, hogy egérkisérletekben, illetve szdvettenyészetben a CD133 és
nestin pozitiv glioma sejtvonalat sikerult gatolni c-Jun kindz inhibitorral (Yoon és
mtsai., 2012). Az érképzddési folyamatok mind részletesebb megismerésével azonban
sikerlilhet majd a glioblastoma és azon belul a gyermekkori glioblastoma esetében is

hatékonyabb célzott kezeléseket kialakitani.

2.2.2. Ependymoma

Az ependymoma a harmadik leggyakoribb koOzponti idegrendszeri daganat
gyermekeknél (Bergeron and Philip, 2004). Ezek a tumorok az agykamrakat és a
gerincveld kozponti csatornajat béleld ependyma sejtekbdl alakulnak ki szolid vagy
papillaris képzédményként. A tumorsejtek monomorfak, gyakran pszeudorozettakat
képeznek, és a hagyomanyos grade szerinti osztdlyozas alapjan kiilonithetdk el

egymastol (3. abra).
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3. abra. Ependymoma sz6vettani képe (20x).
A sejtek alapvetéen monomorfak és gyakran

perivaszkularis pszeudorozettakat képeznek.

Legtdbbszor rossz prognoézist mutatnak egyrészt lokalizacidjuk, masrészt invaziv
viselkedésiik miatt, igy a teljes sebészi eltavolitas sokszor nem valdsithatd meg.
Gyermekkorban a leggyakoribb lokalizaci6 a fossa posterior, mig felndttkorban gyakran
fordulnak el6 a szupratentorialis régioban (Gelabert Gonzalez és mtsai., 2001; Maksoud
és mtsai., 2002). Az ependymomak az agykamrai novekedésiik, az ezaltali térsziikito
hatasuk, illetve az agyfolyadék &ramlas akadalyozdsa miatt az agynyomas

fokozodéasaval kapcsolatos tiinetek okozhatnak (4. abra).

4. dbra. A gyermekkori ependymomak lokalizacidi. (A) Az MRI felvételen lathat az
oldalkamra kornyékén 1évd tumor. A daganat akadalyozza a kamrai folyadék dramlésat
es kamratadgulatot okoz. (B) Nativ CT felvétel a vermisben 1évé infratentorialis

tumorroél.

10
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Az ependymoma - mint a legtobb primer agydaganat - szinte sosem képez attétet,
azonban a lokélisan invaziv viselkedése igen nehezen teszi prognosztizalhatova a
betegséget. A gyakori kitjulasi képességiik és a kedvezdtlen prognozisuk miatt nagyon
fontos Ujabb és pontosabb prognosztikai markerek, illetve molekularis célpontok
felkutatasa (Kuncova és mtsai., 2009).

A betegség kimenetének megjosolasaban a legfontosabb tényezd a sebészi eltavolitas
sikeressége és a beteg életkora (Jaing és mtsai., 2004; Phi és mtsai., 2012). Tovabba van
néhany immunhisztokémiai marker, amely prognosztikai szereppel bir (Milde és mtsai.,
2012; Preusser és mtsai., 2008; Ridley és mtsai., 2008). Ugyanakkor a jelenlegi grading
rendszer énmagaban csak korlatozott prognosztikai jelent6séget képvisel (Ellison és
mtsai., 2011; Metellus és mtsai.,, 2007). A WHO szerint az ependymomék a
differencialtsag alapjan grade | (subependymoma, myxopapillary ependymoma), grade
Il (ependymoma) vagy grade Il (anaplasztikus ependymoma) besorolasuak lehetnek
(Louis és mtsai., 2007). A grade | szint viszonylag jobb prognézist jelent, azonban a
grade 1l és Il esetén gyakran rossz kilatasokkal kell szamolni (Kilday és mtsai., 2009).
Egy korabbi tanulmény ravilagitott, hogy az anaplasztikus morfologia fontos
prognosztikai faktor az infratentorialis ependymoma esetében (Phi és mtsai., 2012).

Az elmult néhény évben egy ugynevezett molekuléris staging felallitasara is
Kisérletet tettek az intrakranialis ependymoma esetében, viszont ennek a Kklinikai
felhasznalasa a gyakorlatban még korlatozott (Korshunov és mtsai., 2010; Taylor €s
mtsai., 2005; Witt és mtsai., 2011). Az utdbbi évek kutatadsainak eredményeként
bizonyos molekularis faktorok es genetikai elvaltozasok prediktiv és prognosztikus
értéke is felmerilt (Grill és mtsai., 2011; Kilday és mtsai., 2009; Korshunov és mtsai.,
2002; Snuderl és mtsai., 2008; Yang és mtsai., 2012) (1. tablazat).

11
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1. tablazat. Molekularis es genetikai eltérések és prognosztikus illetve terapias

jelentéségiik gyermekkori ependymomaban.

Marker Prognosztikus szerep Terapiés kdvetkezmény
Tenascin kifejezodés Negativ

Bcl-2 kifejez6dés Negativ

VEGF-A kifejezddés Negativ VEGF gatldk alkalmazasa
EGFR kifejez6dés Negativ EGFR géatlok alkalmazésa
1qg duplikéacio Negativ

6023 elvesztése Negativ

22q elvesztése Negativ

1925 elvesztése Negativ

p53 mutacio Negativ alacsony apopt6zis indukcio

2.2.3. Medulloblastoma

A leggyakoribb gyermekkori agydaganat a medulloblastoma, amely az agressziv
primitiv neuroektodermalis csirasejtes tumoroknak (PNET) egy formaja és a kisagyban
alakul ki (Ajeawung és mtsai., 2012; Northcott és mtsai., 2012b). A tumorok sejtdusak,
a sejtek differencidlatlanok, ritkdbban neurondlis és glidlis differenciacié jeleit
hordozhatjak, szovettanilag kisméretii kerek magvu sejtek alkotjak (5. abra).

IR 7 S
A A

LIS ¢ —’\ £4 oY%
NPT IR T

5. abra. Medulloblastoma szovettani

képe (20x). Rendkivil sejtdis és
mitotikusan aktiv, kisméretii

differencidlatlan sejtekbdl all6 daganat.

A legfontosabb prognosztikai faktorai a daganat kiterjedése, az életkor, és a sebészi
kezelés eredményessége (Varan, 2011). A szOvettani vizsgalat soran meghatarozott
esetleges neuronalis vagy glialis differencidcié prognosztikai szerepe vitatott (Miyahara

és mtsai., 2014; Verma és mtsai., 2008). Genomikai vizsgalatok eredményeként jelenleg

12



DOI:10.14753/SE.2016.1966

4 f6 molekuléris alcsoportot talaltak a medulloblastoma esetén (Ichimura és mtsai.,
2012; Northcott és mtsai., 2012a). A két leggyakoribb molekularis elvaltozasa SHH
illetve a WNT utvonal abberans aktivalodasa (Gibson és mtsai., 2010). A
medulloblastoma genetikai hatterének tisztazasa alapvetéen hozzajarulhat ahhoz, hogy a

jovOben egyre hatékonyabb terapias protokollok keriiljenek kidolgozasra.

2.3. A gyermekkori agydaganatok terdpiéja és prediktiv faktorai

A szovettani tipus mellett szamos olyan tényez6 1étezik, amely meghatarozza a betegség
lefolyasat, mint példaul az életkor, a lokalizaci6 vagy a genetikai hattér. A sok
paraméter miatt a gyermekkori agydaganatok prognézisanak felallitdsa gyakran
bizonytalan, éppen ezért a genetikai és molekularis markerek szerepe egyre inkabb
ndvekszik mind a diagnosztikdban, mind a kezelések soran (Louis és mtsai., 2007).

A gyermekkori agydaganatok tunetei sokfélék lehetnek. Mivel a zart csontos
koponyaban indul el a térfoglald folyamat, ezért els6sorban az agynyomas fokozodas
jelei figyelhetéek meg. Masrészt a daganat lokalizaciojanak kovetkeztében specifikus
tlneteket és panaszokat okozhatnak. Legfontosabb tlinetek a fejfajas (66%), a
hanyinger-hanyas (57%), a lataszavar (46%), jarasbizonytalansag (41%), a koros
faradtsag (41%), stb. (Molineus és mtsai., 2013). A beteg Kivizsgalasat a fizikalis-,
laboratoriumi, neuroldgiai és szemeszeti vizsgalattal kell kezdeni. Az alapvetéen
szlikséges diagnosztikai eszkdz az agydaganatok diagnosztikajaban az MRI, amely jol
kimutatja a daganat elhelyezkedését, kiterjedését, illetve a proliferacidjara utalo jeleket
is tartalmazhat. A konvencionalis MRI azonban viszonylag kevés informaciot szolgaltat
a daganat gradusara, illetve szdvettani tipusara vonatkozéan. A pontos diagndzist csak a
daganat biopsziaja vagy a mitéti preparatum szovettani feldolgozasa utan lehet
megallapitani, amely alapjan meg lehet hatarozni a sziikséges terapiat. Az ij MRI alapu
képalkoto technikak, mint az dgynevezett diffGzios tenzor képalkotas (DTI), igéretesnek
tlinnek, amelyek esetleg specifikusabb diagndzist tudnak majd biztositani (! INVALID
CITATION ), Tovabbi lehetséges diagnosztikai eljaras a kutacsokon keresztili UH
vizsgalat vagy a lumbalpunkcio, amely soran akar daganatos sejteket is nyerhetink a
cerebrospinalis folyadékbdl a pontosabb diagndzis érdekében.

A gyermekkori agydaganatok kezelésében is tobb szakteriilet egyiittes kozremiikodése

szilkséges. A kombinalt, tébb diszciplinat magaba foglalé beavatkozasok (sebészi,
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kemoterapia, sugarkezelés) sorat hasznaljdk a gyermekek gydgyitasa érdekében. Az
idejében elkezdett, koriiltekintéen meghatarozott kezelések igen jO eredményeket
hozhatnak, melynek kovetkeztében minden 3 gyerekkori agydaganatos betegbdl kettd
hosszU tava tualélést er el. Azonban mindig mérlegelni kell a kezelésekkel jard
mellékhatasokat is, mivel hosszatdvon akar jelentds életmindség romlas kovetkezhet be,
ezért rendkiviil koriltekintéen kell eljarni a gyerekkoru betegek érdekében (Turner és
mtsai., 2009).

2.3.1. Sebészeti kezelés

A gyermekkori agytumorok dont6 tobbségénél mind a mai napig (az 10j terapias
lehetdségek ellenére is) a sebészi kezelés donté fontossagli, amely alapvetéen
meghatarozza a betegség kimenetelét. Az idoben és a teljes tumornak az ép széllel
torténd sebészi eltavolitasa a betegség végleges gyogyulashoz vezethet. A szubtotalis
sebészeti eredmények azonban nagymértékben rontjdk a progndzist. Amennyiben a
daganat teljes eltavolitasara nincs lehetdség a kezelés kezdeti szakaszaban, akkor
kemo- illetve sugarkezelés kovetkezik és esetleg lehetdség nyilik egy kés6bbi
reoperécid soran a maradék tumor szdvet eltavolitasara. A sebészi kezelést megneheziti,
hogy az agyban torténd beavatkozas térben limitalt, és bizonyos agyteriletek
sérulésekor maradandd karosodasok keletkezhetnek. A jél korilhatarolt tumorok, mint a
medulloblastoma, viszonylag koénnyebben operalhatd, de az ependymomak és az
astrocytomdk elhelyezkedése mar bonyolultabbé teheti a mitéti eljarast. A kraniotomia
altalaban alacsony mortalitassal jar és a komplikaciok gyakorisaga sem haladja meg a

felnott betegeken elvégzett beavatkozasokét (von Lehe és mtsai., 2013).

2.3.2. Kemoterapia

Gyermekkori agytumorok kemoterapids kezelése a felnétt daganatokhoz hasonldan
protokollok alapjan torténik. A medulloblastoma kezelésénél van a legnagyobb szerepe
a kemoterapianak, melynél az egyik legfontosabb kemoterapias szer a vincristin. Ez
els@sorban a sebészi kezelés utan szokott torténni, a sugarkezelés el6tt vagy azzal
parhuzamosan  (szendvicsterapia). A vincristint  sziikséges  kombinalni

cyclophosphamiddal, cisplatinnal vagy karboplatinnal. A legigéretesebb a
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karboplatinnal torténd kombinacid, mivel az egyben a radioszenzitizacidhoz 1is
hozzajarulhat (Jakacki és mtsai., 2012). Szamos tanulmany megemliti, hogy a nagy
dozisi kemoterapia mellett autolog Ossejt transzplantacid novelheti a kezelés
hatékonysagat (Varan, 2011). A feln6ttkori astrocytomanal konvencionalis
temozolomid kezelést a gyermekkori agytumorokndl is évek oOta hasznéljak, amellyel
kedvez6 terapias valaszt lehet elérni, viszonylag alacsony toxicitassal. Egy Ujabb
tanulmanyban a szert kombinaltak O6-benzylguanine-el, és a terapias valasz fokozasat
figyeltek meg magas gradusu astrocytomaknal (Warren és mtsai., 2012).

Gyermekkori glioblastoma kezelésénél a hagyomanyos kemoterapia az irinotecan,
amelyet bevacizumabbal mar kombinaltak, de egyelore az eredmények bizonytalanok
(Narayana és mtsai., 2010). Egy masik tanulmanynal dsszehasonlitottdk az irinotecan
mellett temozolomiddal is. A mellékhatas spektruma kedvezobb volt, de a valaszadasi
arany gyengébb volt, mint a felnott betegeknél, a kisszamu beteganyag pedig nem volt
alkalmas az egyértelmii kovetkeztetétesek levonasara (Parekh és mtsai., 2011). Az
egyes szerek kombinacidban torténd alkalmazasa (irinotecan, vincristin, temozolomid)
soran a mellékhatasok cstkkentése érdekében alacsonyabb doézisban térténhet az
alkalmazasuk hasonld hatés elérése mellett (Wagner és mtsai., 2013). Az ependymoma
kezelésében a hagyomanyos kemoterapias szerek egyelére nem jatszanak jelentOs
szerepet (Wright and Gajjar, 2012).

2.3.3. Sugarkezelés

Az idegrendszer fejlodése miatt 3 (egyes tanulmanyok alapjan 5) éves kor alatt nem
ajanlott a sugarkezelés. A sugarterapianak nagy jelentdsége van az agydaganatok
kezelésenél, mivel rendkivil hatékony, pontos, és maga a kezelés viszonylag alacsony
kockazattal jar (Mirza és mtsai., 2010). Mindharom tumor tipusnal alkalmazasra kerul
tervezés alapjan a konvencionalis sugarterapia. A sugarkezelés gyermekkori
agytumoroknal a hagyomanyos konformalis besugarzasi technikan alapszik, azonban
szdmos Uj maddszer is elérhet6 , mint az IMRT, a sztereotaxia, vagy a protonbesugarzas
(Claude és mtsai., 2011). Mig a technikai hattér fejlédése megteremtette a sztereotaxias
besugarzas feltételeit, ezt azonban gyermekkori agydaganatoknal meg korlatozottan
alkalmazak (!!' INVALID CITATION '),
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2.3.4. Molekuléris célpontu terapia

Az utobbi idében robbandsszerli fejlédésen ment keresztiill a molekularis neuro-
onkologia. A gyermekkori agydaganatok kialakuldsiban szerepet jatszé fontosabb
jelatviteli Utvonalak a 6. abran lathatéak. Mindharom daganat tipusnal torténtek
kiilonbozé vizsgalatok a célzott terapiaval kapcsolatosan, azonban az eddigi
eredmények egyelére nem egyértelmiieck (Wolff és mtsai., 2012). A molekuléris
profilok meghatarozésa altal kovetkeztetni lehet a daganat viselkedésére, amelynek

célja, hogy egyeni, molekuléris célpontu terapiakat lehessen kidolgozni az adott

betegnél a hagyomanyos kezelések mellett (Ichimura és mtsai., 2012; Northcott és
mtsai., 2012a; Northcott és mtsai., 2012b).

RN

6. abra. . A gyermekkori agydaganatok kialakulasaban szerepet jatsz6 fontosabb

jelatviteli utvonalak (Nageswara Rao és mtsai., 2012).

A medulloblastoma kezelésénel vizsgaltdk a NOTCH es SHH jelatviteli Gtvonalak
szelektiv gatlasat, amelyek hatékonysagat a fazis 1 vizsgalatok eredményei egyelore
nem erdsitették meg (Ajeawung és mtsai., 2012). Az elmult id6szakban a gyermekkori
astrocytomaknal leirtak a BRAF onkogén mutaciojat, amely (j terapias és prognosztikai

lehetségeket nyithat meg a kozeljovoben (Rodriguez és mtsai., 2013). A bevacizumab
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alkalmazésa gyermekkori agydaganatoknal még nem kerilt be a gyakorlatba, csupéan
egy Kisebb vizsgélat latott napvildgot ellentmondasos eredményekkel glioblastoma
esetében, amely arra utal, hogy a gyermekkori daganatokban rosszabb a terapias valasz
a felnétt betegekhez viszonyitva (Narayana és mtsai., 2010). Mivel az ependymomanal
a konvenciondlis kemoterapia nem kerul alkalmazésra, ezert szdmos igéretes kisérlet
tortént, hogy molekularisan célzott terdpiat lehessen alkalmazni a sebészi és a
sugarkezeles mellett (Wright and Gajjar, 2012). Fontos megemliteni, hogy a prognézist
befolyasold fokozott VEGF expressziot talaltak feln6tt és gyermek ependymoma
betegeknél (Korshunov és mtsai., 2002), ami az anti-VEGF terapiak alkalmazéasanak
lehetdségét vetiti eldre.

A biologiai terapia egyik elonye, hogy ezek a célzott szerek alkalmazésai kisebb
toxicitassal jarhatnak (csontvelé karosodas, kardiovascularis mellékhatas, stb.), mint a
hagyoméanyos konvenciondlis kemoterdpia és sugarkezelés. A fejlodé agy rendkiviil
érzékeny lehet eme szerekre nézve, igy a jol felkészilt onkoldgusnak bdlcsen kell
donteni, hogy megfeleld képen hasznalja a rendelkezésre 4allo terdpias eszkozoket

(Nageswara Rao és mtsai., 2012).
2.4. Daganatos érképzodés

2.4.1. A daganatos érképzodés altalanos jellemzése

Az érképzddésnek szamos alapvetd élettani szerepe van, tobbek kozott az egyedfejlddés
sorén, a sebgydgyulds folyamataban, vagy a terhesség zavartalan lefolydsaban. Az
érképzodés ugyanakkor a daganatok progressziojanak is egyik alappillére. A daganatok
bizonyos térfogat felett mar nem képesek diffuzié Gtjan a tapanyagellatasukat
biztositani, ezért az érképzddésen keresztiill probaljdk meg elérni a megfeleld
verellatasukat (Folkman, 1971). A tumor erezettség mértéke a latdidegi glioma esetében
prognosztikai faktort is jelent (Bartels és mtsai., 2006). Az aktiv tumoros érképz6dés
mar szdmos daganat tipusnal kimutatasra kerult, mint példaul fej-nyak daganatokban
vagy melanomaban (Quatresooz és mtsai., 2010; Rao és mtsai., 2010).

Manapsag a rakkutatason beliil az érképzddés iranti tudomanyos érdeklddés jelentdsen
megndvekedett. Ennek egyik oka, hogy jelenleg is egyre tobb tumorban Kkerl

kimutatasra az érképzddésért felelds faktorok jelenléte, amelyek meghatarozhatjak a
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malignus betegség progresszivitasat, a masik oka pedig, hogy egyre tébb olyan Uj
hatdéanyag keril a piacra, amelyek ezeket egyre sikeresebben képesek gatolni azt. Ez
megmutatkozik a mindennapi onkoldgiai ellatasban, mivel a klinikai onkologus is egyre
gyakrabban hasznélja fel a betegagy mellett. llyen daganatok példaul a pajzsmirigyrak,
glioblastoma, vastagbélrak, tiidérak, neuroblastoma, vagy a nem szolid daganatok kozil
példaul a lymphoma (Sherman, 2010). Felnéttkori glioblastomaban mar elterjedt az
érképzést gatld kezelés, azonban az eredmények ellentmondasosak. A bevacizumab
szinergista, anti-angiogén hatasat tanulmanyoztak fazis 3 vizsgalatokban glioblastomas
betegekben, ahol csupéan parcidlis valaszt vagy stabil allapotot mutattak ki, szdmos
mellékhatds mellett (Drappatz és mtsai., 2012). Az antiangiogén szerek alkalmazasa és
kombindldésa a hagyomanyos kemoterapidval igéretesnek tiinik az agytumorok

kezelésénél, azonban még tovabbi vizsgalatokat igényelnek.

2.4.2. Az érhalézat jellemzésére szolgalo jeloléfehérjék

A CD34 fehérje az endotél sejt felszinén elhelyezkedd sialomucin csaladba tartozo
glikoprotein, amelynek nagy szerepe van a sejtek kozotti adhézidban. Tovabba, fontos
szerepe van még a cellularis immunvalaszban és a sejtmigracidjaban. Szamos tumorban
megndvekedhet az expresszidja, mint a Kaposi-szarkomaban vagy az AML esetében.
Differenciaciés markerkéent is funkcional, aminek expresszidja 6sszefliggést mutat az
intratumoralis vaszkularizacié mértékével (Netto és mtsai., 2008).

A claudinok az egyik meghatarozo Osszetevoi a sejtek kozotti szoros kapcsolatokat
alkotd tight junction fehérjekomplexeknek. Jelenleg 24 claudin gént azonositottak az
emberi szervezetben (Krause és mtsai.,, 2008). A claudinok szabalyozzdk a
paracellularis barriert a sejtek kozott és igy az intercellularis téren keresztili anyagok
cserejét, tovabba szerepet jatszanak a sejtek kozotti adhézidban is az endoteélis vagy az
epitedlis sejtekben, illetve a szervek fejlédésében. A claudin fehérjék szdmos szbdvetben
megtalalhatdak,egyes tipusainak kifejezodése nagy mértékben szervspecifikus. Ennek
alapjan példaul a claudin-1 megtalalhato az epehodlyagban, a claudin-2 megfigyelhet6 a
vese proximalis tubulusan és a claudin-7 a vékonybelekben (Krause és mtsai., 2008). A
kdzponti idegrendszerben leirasra kerultek a claudin-1, -2, -5, -7 és -12 proteinek.
(Liebner és mtsai., 2000; Takei és mtsai., 2007; Wolburg és mtsai., 2003). A claudin-2

megtalalhaté a plexus chorioideusban, a claudin-3, -5, -12 az agyi Kkapillaris
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endoteliuméban (szerepuk lehet a glioblastoma kialakulaséban), a claudin-11 a Swann-
sejteken, A claudin-5 és a claudin-12 jellemzi azon agyi endotél sejteket, amelyek részt
vesznek a veér-agy gat felépitésében (Szmydynger-Chodobska és mtsai.,, 2007).
Mindazonaltal szdmos claudin szerepet jatszhat a kozponti idegrendszeri
tumorképz6désben, beleértve a claudin-1 és a claudin-3 fehérjéket (Fanning és mtsai.,
1999; Forster, 2008; Gonzalez-Mariscal és mtsai., 2003; Schulzke and Fromm, 2009).
Ependymomakban elsésorban a claudin-2, -5, és -7 fokozott expresszidja volt
kimutathato (Nordfors és mtsai., 2013a).

Ezen claudin  fehérjékelhelyezkedését, illetve  funkciojat  Osszehasonlitva
szamosregionalis kilonbséget mutatnak az agykamrarendszerben lev6 ependyma sejtek
és a plexus choroideus sejtjei (Masseguin és mtsai., 2001; Mathew, 2008). Leirasra
kerult, hogy a myxopapillaris ependymomaknal a claudin-5 és a claudin-3 a nagyagyban
nagyobb mértékben expresszalodott, mint a kisagyban (Nordfors és mtsai., 2013a).
Mindazonaltal ezek a kiilonbségek még korantsem teljesen feltérképezettek. Tovabba a
vér-agy gat nem egy szorosan lezart rendszer, hanem specifikus régiokat képez,
amelyek még a liquor-kontakt neuronok szamara is atjarhatok lehetnek (Vigh és mtsai.,
2004; Vigh and Vigh-Teichmann, 1998). A tumor sejtek invaziv képességének egyik
kritikus pontja a sejtek kozotti adhézio fellazulésa vagy az esetleges megsziinése, amely
hozzajarulhat a daganatos sejtek szorddasahoz. Ezen sejtkapcsold fehérjék
szabalyozatlansdga az egyik eldfeltétele annak, hogy az agydaganatok invazidja
megtorténjen a koriilotte 1évo idegszovetbe (Lewis-Tuffin és mtsai., 2010; Maret és
mtsai., 2010). Az egyes sejtkapcsold struktirak dsszetétele, megléte vagy hianya pedig
Osszefiliggést mutat az egyes tumorok hisztologiai jellemzoivel (Figarella-Branger és
mtsai., 1995). Szdmos daganatos szOvetben a claudin fehérjék (-1, -3, -4, -7)
megvaltozdsa (mindkét irdnya mennyiségi valtozas) figyelheté meg a normal szévetben
1évokhoz képest. Csokkent expresszidjuk figyelhetd meg emldraknal és prosztata raknal
(claudin -1, -7), illetve fokozottabban jelenik meg petefeszekrak esetén. A tumor
progresszioban jelents szereppel rendelkeznek, amelyeket in vitro és in vivo
kisérletekkel mar igazoltak, amelyek azon a hatason alapszik, hogy serkentik a
daganatos sejtek motilitasat, illetve az invaziv képességét. Ezen kivul novelhetik a
matrix metalloprotedzok aktivitasat is. A claudin -3, -4 -11 tekintetében figyelték meg

elsésorban a daganatos sejtek invaziojanak novekedését. A claudin -6, -7
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vonatkozasaban pedig a proliferacio és a migracio mértéke emelkedett a tumoros
szovetben, a claudin-4 pedig az angiogenezis stimulalaséban jatszott szerepet (Kwon,
2013).

A simaizom aktin (SMA) a Kkontraktilis apparatus egyik f6 alkotocleme, a
mesenchymalis sejtek markere, amelynek tobb izomform4jat tudjuk elkiloniteni. Az
egyik tipusa az érett erekben megfigyelhetd izomelemeket épiti fel. Az erek
pericitaiban az alfa-SMA figyelhet6 meg. Az érfal mentén talalhato SMA kifejez6dés
mértéke Osszefliggest mutat az angiogenezissel és a tumoros invazidval bizonyos
agydaganatoknal (Takeuchi és mtsai., 2010; Verbeek és mtsai., 1994). Az agyban 1év6
kapillarisok  falaban gyakran megfigyelhetoek a kontraktilitassal rendelkezd
differencialatlan mesenchymasejtek, a pericytak, amelyek az ér boritdsdban vesznek
részt, stabilizaljak az erek falat. Fontos szerepet jatszanak az érképzédésben (bimbdzas),
amelynél a pericyta boritas fel6l torténik az 0j ér fejlédése. Szamos cytokin szabalyozza
a folyamatot (elsésorban az ANG1 és a PDGF-BB). A pericytak az érképz6désben
bet6ltott szerepuk alapjan nélkiilozhetetlenek a glioblastomak fejlédésében (Liu and
Ouyang, 2013).

A desmin egy 3. tipus( intermedier filamentum, amely sarcomerekben fgyelhet6 meg
mindharom izomszovet fajtanal, igy az erekben 1évé pericitikban is. Szadmos
egérkisérletben, illetve pericyta markerként felhasznalasra kertl.  Bizonyos
tumortipusokban, mint példaul a rabdomyosacromakban fokozott expresszidjat lehetett
Kimutatni (Zin és mtsai., 2014).

A CD31 egy endothedlis sejtadhézids molekula, amely a 17. kromoszoman helyezkedik
el. Megtaldlhatdé a vérlemezkék-, a monociték-, illetve a neutrofil granulocytak
felszinén. Ezen Kivul szerepet jatszik az intercellularis kapcsolatokban és az
angiogenezisben is. Ezen fehérje fokozott expressziojat megfigyelték mesenhymalis

tumorok esetében (Akhundov és mtsai., 2011; Jennings és mtsai., 2012)

2.4.3. Az érképz6dés mechanizmusa
Az (gynevezett neoangiogenesis, azaz erUjdonképzédés mechanizmusa egy jol
feltérképezett folyamat, amit bimbdzasnak is hivnak. Ez a legelterjedtebb

vaszkularizaciés forma, amikor a tumor G kapillaris névedéket (bimbot) hoz létre,

amelynek a folyamatos novekedése altal hozza létre a daganatos érhalozatot. Ennek
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leglényegesebb markere a VEGF-A, amely tobb tényez6 altal stimulalja a folyamatot.
Ezen Kkivll szerepet jatszanak a bimbdzéasban a tobblépcsés mechanizmus soran
bizonyosproteaz enzimek (bazalis membran degradacidja), az ANG2 citokin (pericyta
boritas kialakitasa) és a fentebb targyalt adhézios molekulak megvaltozasa.

Ugyanakkor a daganatos szovet erezédésének szamos tovabbi forméja létezik (Dome és
mtsai., 2007). Eppen ezért a vaszkularizaci6 mechanizmusainak feltérképezése és
megértése donté fontossagl, hiszen csak akkor lehetséges megfelelé molekularis
terapids eszkozoket kialakitani. A daganatokban zajlo erez6dési mechanizmusok kozé
tartozik még a posztnatdlis vasculogenesis, az intuszuszceptiv angiogenesis, a
glomeruloid tipust vagy a vaszkulogén mimikri. A meglévé erekbe torténd érképzodést
érinkorporécionak nevezzik, amely elsdsorban a jo vérellatasu szovetekben alakulhat
ki. Ennél a mechanizmusndl a neoangiogenezis nem dominal, hanem a tumor a
kornyezetében 1évé strti kapillaris hal6zatot hasznalja fel a sajat tapanyag ellatasanak
biztositdsara. Ennek soran a lehasado erek egy része behatol az azt kovetd érszakasz
lumenébe, igy a folyamat mechanizmusa a meglévé sejtek atrendez6désébdl all és a
fennall6 jO kapillaris hal6zat ereit, mintegy bekebelezve és funkcionalisan aktiv
allapotban tartva hasznalja fel a késObbiek sordn. Ez els6dlegesen a jo vérellatast
szovetekbdl kiinduldé daganatokndl valosul meg, az agydaganatok koziil ezt a format
elsésorban a human gliomanal sikertilt megfigyelni (Nico és mtsai., 2010).

A vaszkulogén mimikri esetében a daganatos erek falat nem endotél sejtek, hanem
tumorsejtek bélelik. Ezek a megvaltozott daganatsejtek felveszik az ér-endotél sejtekre
jellegzetes funkcionalis elemeket, eldsegitve ezzel azt, hogy a vérkeringés meginduljon
a képz6édményben (Francescone és mtsai., 2012; Scully és mtsai., 2012). Egyes glioma
daganatokban ez a mimikri folyamat mar kimutatasra kerilt (EI Hallani és mtsai.,
2010).

A postnatalis angiogenezis soran a keringésben 1év6 csontveldi eredetli prekurzor sejtek
a daganat altal termelt angiogén stimulus hatasara aktivalodnak. A folyamat soran az
Ossejtek a daganat (vagy metasztazisa) helyére vandorolva vesznek részt az
érképzddésben.

Glioblastomaban gyakran el6fordul egy specialis erezetségi forma, az tgynevezett
glomeruloid tipus, amely egyes esetekben elsédleges formaja a vaszkularizacionak és

jelentés prognosztikai jelentéséggel bir. Ennek sordn az alacsony pericyta boritasu
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Kisereket tartalmazd érgombolyagok szorosan egymés mellett helyezkednek el
csoportokat alkotva, amely altaldban rossz prognozissal pérosul. (Birner és mtsai.,
2003).

Az intusszuszceptiv angiogenezis soran a kotGszoveti lemezek altal felosztott
érlumenekbdl alakulnak ki ujabb erek. Az igen gyors érszamnovekedés oka, hogy mar a
meglévd ereket osztjak fel hosszanti iranyban a kot6szoveti lemezek, ezzel megndvelve
az érdenzitast is. A folyamat kombinalodhat mas érképzodési formakkal, a PDGF,
illetve az angiopoetinek jatszanak donté szerepet benne, amely malignus gliomaknal
mar leirasra kerilt (Plate és mtsai., 2012).

Valamennyi vaszkularizacidés format egyediilallé angiogén tirozin-kindz receptor
kifejezddési mintazat jellemez: a neoangiogenesist a VEGFR2, a vaszkulogenezist az
f1t3/kit/ VEGFR2, a posztnatalis érképzddést a TIE receptorok, a vaszkularis mimikrit az
EphA és FAK, a glomeruloid képzédést a VEGFR2 és PDGFR (Dome és mtsai., 2007).
Szemben a felndttkori glioblastomaval, a gyermekkori agytumorokban csak néhany
vizsgalat tanulmanyozta az érképz6dési mechanizmusokat (Bartels és mtsai., 2006;
Gilhuis és mtsai., 2006; Korshunov és mtsai., 2002; Puputti és mtsai., 2010; Sie és
mtsai., 2010; Wagemakers és mtsai., 2010). A gyermekkori agydaganatok
komprehenziv vizsgalatanak a fontossagat jol mutatja egy Gj tanulmany, amelyben
bemutatjdk milyen alapveté angiogenetikus kiilonbségek vannak pilocitikus

astrocytoma és a glioblastoma kdzott (Sie és mtsai., 2010).

2.4.4. Az érképzodés molekularis szabalyozasa

Az érképzddés komplex folyamatat szdmos molekularis halozat szabalyozza. Az
angiogen faktorok legismertebb képvisel6i a VEGF fehérjék és ezek receptorai, melyek
aktivalodasat elsésorban a hypoxia valtja ki, és kozvetleniil stimuldljadk a meglévo erek
endotél sejtjeit. A képzOdo uj érbimbo a fellazult sejtkapcsolatokon keresztiil a bazalis
membranon atlépve Gjabb érbimbdt alakit ki. Ezek utan protedzok és egyéb enzimek
segitségével a motilissa valo endotél sejtek a stromalis allomanyba kijutva alakitjak ki
az 1j érlument, amiben szerepe van a kiilonb6z6 matrix metalloprotedzoknak (MMP), €s
olyan adhéziés molekulaknak, mint példaul a cadherinek. Felnéttkori glioblastoma
esetében a VEGFR2 szint emelkedése és a vaszkularizaci6 megndvekedésének

Osszefliggését mar igazoltak (Kuczynski és mtsai., 2011). A VEGF elleni antitest, a
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bevacizumab gatolta a tumor tovabbi ndvekedését bizonyos esetekben. A VEGFR2
tovabbi még szelektivebb gétldsa kombindlva més molekularis terapids megoldasokkal
igéretes (Hamerlik és mtsai., 2012).

Az érettebb ereknél megfigyelheté perivaszkularis elemek (pericytak, vaszkularis
simaizom-sejtek) szabalyozdsdban fontosak a PDGF fehérjék és receptoraik. Fontos
fehérjék az embriondlis fejlodés és differenciacio soran, az idegrendszerben pedig a
endotél sejtek altal termelt PDGF-BB képes serkenteni az ereket boritd pericytak és
vaszkularis simaizom sejtek proliferaciojat és mozgasat. Ennek megfeleléen az PDGF
rendszer szerepe nem korlatozodik az 1j erek képzodésére, de azok érési folyamatat is
alapvetden befolydsolja, illetve alternativ erezddési mechanizmusokban is fontos
szerepet jatszik. Osszességében, a PGDF receptor gatlok is potencialis anti-angiogén és
anti-tumor szerek szdmos malignus daganatban.

A hematopoetikus Ossejt receptorként ismeretes c-Kit (CD117, SCF (stem cell factor)
receptor), amely egy sarcoma viralis onkogénként keriilt felfedezésre, els6ként
hematopoetikus Ossejtekben irtak le (Edling and Hallberg, 2007). Ezenkivil ennek a
fehérjének is van érképzOdést tamogatd funkciodja, melynek az az alapja, hogy
kifejez6dik az endotél progenitor sejtek felszinén. Az agydaganatok kdrében az endotél
sejtek c-Kit expresszidjat mar kimutattak felnbttkori glioblastomanal (Haberler és
mtsai., 2006) és szamos gyermekkori agydaganatnal (Puputti és mtsai.).

Az angiopoetinek olyan vaszlularis novekedési faktorok, amelyek fontos
szerepet jatszanak az angiogenezisben. Ezen citokinek hatasara alakulnak ki azok a
mechanizmusok, amelyek a tobb 1épcsds angiogenetikus folyamatokban kulcsszereppel
rendelkeznek, mint a pericyta boritas kialakuldsa, az érpermeabilitas ndvelése, vagy az
érinkorporaciés mechanizmusban az erek bekebelezése. Természetesen ezen citokinek
mas molekulakkal egyiitt kozosen alakitjak ki a megfeleld érképz6dési mechanizmust.
Az angiopoetin csalddnak 4 tagja ismeretes (1-4), amelyekbdl az érképzédésben
betdltott szerepe alapjan az ANG-1 és az ANG-2 kiemelked6. A 4 angiopoetin a
plazmamembranban elhelyezkedé TIE-2 receptorokhoz kétve fejtik ki aktivalo (ANG-1,
-2, -4) vagy gatlé (ANG-3) hatasukat. A TIE-2 receptorok kdzponti szerepét az mutatja,
hogy rajta keresztul valosul meg (VEGF receptorokkal interakcidoban) szamos szignal

transzdukcids utvonal (PI3K, NFkB, Rho-Kinaz, sth.) és a sejtregulacié (Fagiani and
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Christofori, 2013). Az ANG-2, mint egy ANGL1 antagonista jelenik meg a rendszerben,
mivel gatolja az ANG-1-et, és megndvekedése neoangiogenezisre, illetve metasztazisra
utalhat. Ezen receptorok és utvonalainak feltérképezése, illetve gatlasa potencialisan
célzott terapiat jelenthet (Eklund and Saharinen, 2013; Eroglu és mtsai., 2013). A TIE-2
receptor szdmos mutacioja ismert, amely ugyancsak malforméaciohoz vezethet (Limaye
és mtsai., 2009).

2.5. Angiogeén tirozin-kinaz receptorok

2.5.1. A tirozin-kinaz receptorok jellegzetességei

Az integrans membranfehérjék csoportjaba tartozé tirozin-kinaz receptoroknak (TKR)
alapveté szerepet jatszanak a legtobb rosszindulatd daganat kialakuldséban és
progresszidjaban. Szamos TKR fontos diagnosztikus, prognosztikus vagy prediktiv
biomarker. A 17 kilonb6z6 csaladba oszthatd TKR gének mintegy 58 fehérjét
kodolnak. Ko6zos jellemzdjiikk, hogy a sejtmembranban talalhatoak eés sejten kivili
ligandok megkotése utdn, vagy a membranon belil komplexeket kialakitva
aktivalodnak és kindz aktivitassal rendelkeznek, amely altal a sejten belll szdmos
jelatviteli folyamatot szabalyoznak. A kindz aktivitds soran egy nagy energiaju
vegyiiletrl (els6sorban az ATP) keriil at egy foszfat csoport a célmolekula (egyes
esetekben egy masik TKR) egy tirozin aminosavjara. A klinikai gyakorlatban szdmos
tirozin-kindz receptor gatlészer alkalmazasra keriil a daganatos megbetegedések
kezelése soran (2. Téablazat). A tovabbiakban csak az érképzédésben hangsulyos

szerepet jatsz6 harom receptorcsalad keriil bemutatasra.

2. tablazat. A fontosabb angiogén TK receptorok élettani és onkologiai szerepe.

Receptor Elettani funkcid Onkogén szerep | Terapias célpont
VEGFRL1 (FLT1) Antiangiogén parakrin GBM, CRC,
NSCLC

Y ey GBM, CRC, RCC,

VEGFR2 (FLK1) Erképzddés érképzodés NSCLC

VEGFR3 (FLT4) Nyirokérképzddés nyirokérképzddés -

PDGFRA Organogenezis onkogén mutacid GIST, GBM

PDGFRB Organogenezis amplifikécid MPN, AML
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verkepzes,

c-Kit (CD117) termékenység

onkogen mutécié | GIST, AML, CLL

2.5.2. A VEGFR receptorok

A VEGFR fehérjecsaladba harom fehérje tartozik, mig 6t kiilonb6z6 VEGF ligand fehérje
talalhat az emberi szervezetben (Shibuya, 2013). A VEGFRL1 fehérje nem rendelkezik kindz
aktivitassal és els6sorban mint decoy-receptor mitkodik (Wu és mtsai., 2010). A VEGFR2 a
VEGF-A ligand legfontosabb receptora, az érképzodés egyik meghatarozo szabalyozdja és
nagy kindz aktivitassal rendelkezik. A VEGFR3 elsésorban a VEGF-C fehérjét koti és a
nyirokérképzédés egyik legfontosabb molekularis szabalyozdja (Su és mtsai.,, 2007). A
daganatsejtek gyakran termelnek jelent6s mennyiségli VEGF-A fehérjét. Tovabba a
daganatos sejteken esetleg elhelyezkedd kiilonboz6 VEGF receptorok, elsdsorban a
VEGFR2, az autokrin folyamatokon keresztiil végsé soron a tumor ndvekedését
kdzvetlendl is thmogatni képes. Egy Uj vizsgalat kimutatta, hogy a VEGFR és az EGFR
egyfajta szinergista hatason keresztiil elésegitik a tumor novekedését (Lichtenberger és
mtsai., 2010). Szémos preklinikai tanulmany azt sugallja, hogy a VEGF-A és a
VEGFR2 célpontu terapias lehetéségek igéretesek lehetnek a gyermekkori
agytumorokban is (Maris és mtsai., 2008; Meco és mtsai., 2010). A VEGFR2 mellett
egy tanulmanyban a VEGFRI jelent6sen megnovekedett szintjét is sikertlt kimutatni
glioblastomaban (Dickinson és mtsai., 2006). A VEGFR1 expresszio jelentGségét
tobbek kozott az adja, hogy Ujabban ezek is felmeriltek mint lehetséges terapias
célpontok (Yao és mtsai., 2011). A tumorsejtek altal kifejezett VEGFR2 jelenlétét mar

igazoltdk medulloblastoma esetében (Blom és mtsai., 2010; Slongo és mtsai., 2007).

2.5.3. A PDGFR receptorok

A PDGF fehérjecsaladba negy monomer fehérje tartozik, amelyek dimereket alkotva
fejtik ki hatasukat. Ezeket a ligandokat két PDGF receptor, a PDGFRa es PDGFRf
képes megkdtni. Az PDGF/PDGFR rendszer az embriondlis fejlédés soran a vese, a
tiido, a vérkeringés ¢és vérképzés differenciacids folyamatainak egyik meghatarozo
szabalyozoja, az idegrendszerben pedig a neuroglialis progenitorok differenciaciojat

szabalyozzak (Hoch and Soriano, 2003). Felnéttkori glioblastomaban és gyermekkori
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astrocytomaban is leirdsra keriilt mar a megnovekedett PDGFRa expresszid ¢és
amplifikacié (Haberler és mtsai., 2006; Joensuu és mtsai., 2005; Puputti és mtsai.,
részénél (Gilbertson és mtsai., 2006). A metasztatikus medulloblastomakban
megnovekedett PDGFRP expressziot taldltak Osszehasonlitva a nem metasztatikus
esetekkel (Gilbertson and Clifford, 2003). Szadmos felnéttkori agytumornal szinten
megnovekedett PDGFRp kifejez6dést talaltak (Dickinson és mtsai., 2006). A PDGFRp
érképzodésben betoltott szerepe felndttkori gliomanal maér leirdsra keriilt, mig
gyermekkori gliomak esetében is felmerilt a gatlasanak lehet6sége. (Guo és mtsai.,
2003; Herrington and Kieran, 2009; Thorarinsdottir és mtsai., 2008; Ziegler és mtsai.,
2008). Egy uj tanulmany pedig a PDGFRP onkogén mutacioit irta le gyermekkori
rosszindulatu gliomaban (Paugh és mtsai., 2013). Gyermekkori agydaganatokban a
nagy mértékitc PDGFR expresszio korrelalt az alacsony differencialtsagu tumorokkal
(Thorarinsdottir és mtsai., 2008). A PDGFR célpontl preklinikai tanulmanyok
eredményei alapjan egy hatasos terapias lehetéség merll fel a gyermekkori

glioblastomanal (Bielen és mtsai., 2011).

2.5.4. A c-Kit

A hematopoetikus Gssejtekben talalhaté a novekedési/Gssejt receptor c-kit (CD117),
amely egy sarcoma viralis onkogénként kertilt felfedezésre és expressziojat elséként
hematopoetikus Ossejtekben irtak le (Lennartsson and Ronnstrand, 2012). A c-Kit
gyakran szamos kiilonb6z0 daganatos betegségben is megjelenik a tumorsejteken, és
ennek kapcsan igen igéretes molekularis bioldgiai eredmények szilettek (Castillo és
mtsai., 2004). Az agydaganatok koziil elsdsorban felnéttkori glioblastomanal és
astrocytomanal, valamint gyermekkori medulloblastomanal mutattdk ki ezen tirozin
kinaz receptor megnovekedett expresszidjat (Joensuu és mtsai., 2005; Nico és mtsai.;
Puputti és mtsai., 2006). (Cetin és mtsai., 2005; Gomes és mtsai., 2007), és a (Blom és
mtsai., 2010; Chilton-Macneill és mtsai., 2004; Enguita-German és mtsai., 2011). Ezek
a klinikai vizsgélatok folyamatban vannak mas malignitasoknal is, mint a magas
gradust gliomanal, ahol sikerllt kimutatni ezen fehérjék megndvekedett expressziojat
(Zavalhia és mtsai., 2012). Erdekességként viszont medulloblastomanal jelentds

mértékii pozitivitast lehet megfigyelni egesz sejtpopulaciokra vonatkozva (Chilton-
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Macneill és mtsai.,, 2004). Gyermekkori agydaganatok kozil a pilocitikus
astrocytomanal irtdk le a megnovekedett expresszidjat (Puputti és mtsai., 2010). A
gyermekkori  szolid daganatok metasztazis hajlamat is  prognosztikusan
meghatarozhatjak ezen receptorok expresszidja (Taylor és mtsai.,, 2009). Ezen
receptorok gatlasanak hatékonysagara mar szdmos sikeres kisérlet tantskodik (Blom és
mtsai., 2008; Haberler és mtsai., 2006).

2.5.5. Az angiogén tirozin-kinaz receptorok gatloszerei

A Kklinikai onkoldgiai betegellatas soran végsé soron arra torekszink, hogy a péaciens
szamara a legmegfelel6bb terdpidt tudjuk biztositani. A daganatos betegek egy
kiilonleges csoportot képviselnek, hiszen szamukra a legrovidebb id6 alatt a lehetd
leghatasosabb terdpias eszkozt szikséges megtalalni. A metasztatikus (colorectalis,
veserdk, stb.), illetve a suboptimalisan operalt rosszindulatd betegségeknél a betegek
¢letkilatasai rendkiviil korlatozottak, igy naluk donté fontossagu az életkilatasaik
szempontjabol lehet6 legindividualisabb- és célzotabb kezelést elinditani. Az
érképzodésének gatlasara szamos hatdanyag(csoport) kerilt kifejlesztésre, amelyek a
szolid tumorok esetében foként két modon valosulnak meg. Kozvetetten a VEGF faktort
gatoljuk a klinikumban bevacizumabbal (colorectalis, glioblastoma, szamos egyéb
tumor), vagy kozvetlenul a tirozin-kindz receptorok gatlasan keresztul, példaul a
sorafenib (hepatocellularis carcinoma), a sutent (veserak), vagy az erbitux (colorectalis
rakok) fektik ki a kulonboz6 érképz6dési mechanizmusra gatlé hatasukat. A
molekularisan verifikalt és specifikus tumor tipusra kiilonb6zé mddon-, illetve tobb
receptoron hat6 szerek kombinalasa jelentheti a jovoben a legoptimalisabb terapia

kivalasztasat és alkalmazasat a hagyomanyos kezelések mellett.

A daganatos sejtek felszinén elhelyezked6 tirozin-kindz receptorok specifikus gatlasaval
felmerul annak a lehet6sége, hogy azokat a tumorokat, amelyek az adott jelatviteli
folyamat aktivitasat felhasznaljadk a ndvekedésiik biztositasahoz, elpusztitsuk. Ezen
receptorokra hatd specifikus inhibitor gyogyszerek megjelenése egy Uj paradigmat
jelentenek a molekuléris célpontl terapiak kozott. A jelatviteli hal6zat gatlasa a

tumorsejt novekedésének gatlasahoz, egyes esetekben apoptOzisahoz is vezethet. A
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nagy molekulasuly( antitestek szelektiven a tirozin-kinaz receptorokhoz kapcsolodva
fejtik ki hatdsukat. A Kkis molekulasulyl géatlészerek a sejtmembranon atjutva
intracellularisan kapcsolédnak a receptorokhoz és gatoljak meg azok mikodését.
Szamos ilyen vegyulet mar mas daganatok esetében a klinikai gyakorlatban is hosszu
évek Ota bevalt. A 3. tablazatban a mar torzskdnyvezett antiangiogén hatéanyagok révid
felsoroldsa szerepel. Szamos gyogyszer ezek kozil mar preklinikai vagy épp klinikai
vizsgalat alatt all gyermekkori agydaganatok esetében is.

Jelenleg a klinikai gyakorlatban mind a kronikus, mind az akut myeloid leukémianal
(CML es AML) és a gasztrointesztindlis stromalis daganatoknal (GIST) eldszeretettel
alkalmazzék az imatinib alapu terdpias célpontu kezelést, amely tébbek kozott a c-Kit és
a PDGFRp gatlasa révén fejti ki hatasat (Shiba és mtsai., 2009). Tébb preklinikai
vizsgalat igazolta, hogy a c-Kit/PDGFR gatlé imatinib és a VEGFR/PDGFR gatlo
sunitinib hat&sosak lehetnek a medulloblastoma sejtek migrécidjanak és a PDGFR
aktivaciotol fliggé tumoros invazionak a gatlasaban (Abouantoun és mtsai., 2011;
Abouantoun and MacDonald, 2009). Gyermekkori agytumoroknal a célzott terapiaval
kapcsolatosan csak nagyon kevés vizsgalat tortént (Goumnerova, 1996; Herrington and
Kieran, 2009). Legtdbbszér ezek nem szisztematikus vizsgalatok, hanem egyedi
méltanyossagi elbiraléas alapjan kertltek felhasznélasra a gyermek neuro-onkoldgiaban
(Aguilera és mtsai., 2011; Benesch és mtsai., 2008; Couec és mtsai., 2012; Peyrl és
mtsai., 2012).
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3. tablazat. A fontosabb engedélyezett angiogén TKI gydgyszerek és klinikai

felhasznalasuk.

Hatéanyag |Indikéacio Tipus Célmolekula
Bevacizumab (,3I?3M; NSCLC,; attétes CRC; monoklonalis VEGE
attétes RCC ellenanyag
VEGFR2,FLT3,
Cabozantinib | attétes pajzsmirigydaganat Kismolekula | KIT, MET, RET,
TEK
Dasatinib CML; ALL Kismolekula §|_z|2l|es spektrumd
GIST; dermatofibrosarcoma
Imatinib protuberans; ALL; CML; Kismolekula BCR/ABL, KIT,
A : PDGFRp
szisztémas mastocytosis
.y e VEGFR-1,-2,-3,
Pazopanib Elérehaladott RCC; lagyrész Kismolekula | PDGFR-a,-,
sarcoma
KIT
VEGFR-1,-2,-3,
Regorafenib | attétes CRC Kismolekula | RAF, RET,
PDGFR, KIT
VEGFR-2,-3,
Sorafenib Elérehaladott RCC; HCC Kismolekula | RAF, PDGFRp,
KIT, FLT3
VEGFR-1,-2,-3,
s attétes RCC; GIST; hasnyalmirigy | .. PDGFR-a.,-f,
Sunitinib neuroendokrin daganata Kismolekula KIT, FLT3, CSF-
1R
. " . . EGFR1,
Vandetanib | attétes pajzsmirigydaganat Kismolekula VEGFR2, RET
. rekombinans
ZIv- ttétes CRC fazies | Y EO-A, VEGF-
aflibercept . B, PIGF
fehérje
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3. CELKITUZESEK

3.1. Vannak-e alapvetd kiilonbségek a gyermekkori agydaganatokban a
mikrovaszkuldris denzitds és az érképzodési mechanizmusok tekintetében?

A kérdés megvalaszolasa celjabol 6sszegyijtottik a harom leggyakoribb gyermekkori
agydaganat (astrocytoma, ependymoma, medulloblastoma) 44 esetét. CD31 és
simaizom aktin immunhisztokémia utan meghataroztuk a mikrovaszkularis denzitas és a
glomeruloid érformaciok gyakorisagat valamint a pericyta boritassal rendelkezé erek

arényat.

3.2. Mely angiogén tirozin-kindz receptorok vannak jelen a gyermekkori
agydaganatok erein, illetve a tumorsejteken?

Meghataroztuk a VEGFR, PDGFR és c-kit tirozin-kinaz receptorok kifejez6dési
mintézatat a negyvennégy gyermekkori astrocytoma, medulloblastoma és ependymoma
daganat ereiben, illetve a tumor sejtjeiben. Megvizsgaltuk tovabba ezen mintazat és az
erez6dési mechanizmusok kozotti osszefiiggést. Ezek a vizsgalatok hozzajarulnak, hogy
megallapitsuk, mely tirozin-kindz receptorok lehetnek esetleg lehetséges terapias
célpontok az egyes daganatokban.

3.3. Mi az ependymoma sejtek claudin-5 expressziéjanak klinikai jelentdsége?

A gyermekkori agydaganatok ereinek claudin-5 jel6lése soran észleltik, hogy az
ependymomak egy részében a tumorsejtek membranjaban is megtalalhatd.
Megvizsgaltuk az egészséges ependyma és a plexus choroideus claudin-5 kifejezédését
és 0sszehasonlitottuk a sejtkapcsold elemek ultrastrukturalis szerkezetét. Nemzetkozi
egyiittmiikodés keretében Osszegyiijtottiink 54 intracranialis gyermekkori ependymoma
esetet és jellemeztik a claudin-5 kifejez6dés Osszefiiggését a klinikopatologiai

paraméterekkel, illetve megvizsgaltuk a lehetséges prognosztikai jelentdségét.
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4. MODSZEREK
4.1. Betegcsoportok

4.1.1. Gyerekkori agydaganatok

A gyermekkori agydaganatok tirozin-kindz receptorokkal kapcsolatos retrospektiv
vizsgalatdt 44 formalinban fixalt, paraffinba &gyazott mintdn (16 astrocytoma, 14
ependymoma és 14 medulloblastoma) végeztiik el. A beteg gyermekeket az Orszagos
Idegtudomanyi Intézetben 1997 és 2006 koOzott operaltak. Valamennyi minta az
elsédleges sebészeti eltavolitasbol szarmazott. Egyik betegnél sem tortént a sebészeti
beavatkozas el6tt sugar-, illetve kemoterapias kezelés. A betegek atlag életkora 8,2 év
volt (4. tablazat).

4. tablazat. A betegek jellemz6i beleértve az életkort, a tumor elhelyezkedését,

szovettani tipusat és differencialtsagi allapotét.

Astrocytoma (14) | Ependymoma (16) | Medulloblastoma (14)
Eletkor (év) 6,2 (1-14) 8 (1-16) 8,3 (1-20)
Leany 2 (14%) 9 (56%) 7 (50%)
Fiu 12 (86%) 7 (44%) 7 (50%)
Supratentorialis 11 7 -
Infratentorialis 3 6 14
Spinalis - 3 -
glioblastoma (4) - nem differencialt (7)
Szovettan pilocitikus (10) - differencialt (3)
- dezmoplasztikus (4)
Differencialtsag ! (10) ' i
IV (4) 11 (15) -

Az astrocytoma esetek kozott ebben a kohortban szignifikansan toébb fit volt, mint
ledny. Harom ependymoma esetet kivéve valamennyi tumor intracranialis

elhelyezkedésii volt. A legtobb astrocytoma szOvettanilag alacsony gradusu volt,
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azonban 4 gyermekkori tumornal glioblastoma is szerepelt. Valamennyi ependymoma
eset anaplasticus volt. A medulloblastoma esetek kozott 7 differencidlatlan, 4
desmoplasztikus és 3 glidlis vagy neuronalis differencidltsagot mutatott a szOvettani
vizsgalat soran. A betegpopulécio viszonylag reprezentativ és az egyes tumortipusok
jellegzetes képét mutattdk az altalanossagban el6forduld gyermekkori agydaganatok
koreben.

4.1.2. Intracranialis ependymoma betegcsoport

Az ependymomak sejtkapcsold struktdrainak vizsgalata az 54 beteg agytumoranak
formalinban fixalt, paraffinba agyazott szovettani mintaibol tortént. Ezen mintak egy
része (35) az Idegsebészeti Tudomanyos Intézetb6l (Budapest), a mintdk masik része
(19) a Bécsi Orvostudomanyi Egyetemr6l (Ausztria) szarmazott. Az 6sszes szdvettani
minta a sebészeti eltdvolitds utan kerilt feldolgozasra. Egyik betegnél sem tortént
sugar- vagy kemoterapias kezelés a sebészeti beavatkozas el6tt. A betegek atlagéletkora
az operaci6é idépontjaban 6,1 és 5 év volt (8 honaptol 17 évig terjedt), az atlagos

kovetési periodus 6,8 év volt (2 héttdl 16,7 évig).

4.1.3. Humén autopszias ependyma mintak

A rutin autopszia soran a 35. és a 40. gesztacios hét kozott elhalalozott Gjszulottek
esetében ependyma szovetmintak is eltavolitasra keriiltek. Azok az esetek kizérasra
keriiltek az analizisb6l, ahol kozponti idegrendszeri rendellenesség is megfigyelhetd
volt. A mintak vétele minden egyes esetben az oldalkamrabdl, a harmadik agykamrabdl,
a negyedik agykamrabdl, illetve a gerincveld felsé két szegmentumabol tortént. A
kamrarendszer 6vatos anatomiai felnyitdsa utdn hozzavetSlegesen 1 cm® blokkok
kimetszesere keriilt sor a kovetkezé agyrészletekbol: caput nuclei caudati, glomus
choroideum, crus cerebri, fornix, pes hippocampi, harmadik agykamra thalamus kozeli
felszine és a fossa rhomboidea eminentia mediales terllete. A mintavétel soran az
ependymalis felszin az eredeti allapotban kerult eltdvolitasra. A plexus choroideus

mintdk mindig a jobb oldalsé kamrabdl keriltek eltavolitasra.
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4.2. Laboratoriumi eljarasi médszerek

4.2.1. Az érdenzitas meghatarozasanak modszere

Az intratumoralis érdenzitds meghatarozasadhoz az FFPE blokkokbol 3 mikrométer
vastagsagl metszetek késziiltek. A deparaffindld l1épések utan az epitopok feltarasat a
Target Retrieval Solution (51699, DAKO, Carpenteria, CA, USA) Kit segitségével 30
perces megadott h6fokon torténd kezelést végeztik el. Az immunhisztokémiai reakcid
az automata Ventana ES Immunostainer rendszerben (Ventana Medical System, Inc.
Tucson, AZ, USA) lett végrehajtva a gyarto altal megadott el6irasok szerint. A
vizsgalathoz a kovetkezd antitesteket alkalmaztuk: SMA (1:400, DAKO, M0851),
CD34 (1:500, DAKO, M7165). Az immunhisztokémiai festés utan a metszetben
talalhaté sejtek azonositdsahoz Mayers hematoxilint (Zymed, South San Fransisco, CA,
USA) alkalmaztunk. Az immunhisztokémiai eljaras soran a pozitiv és a negativ
kontrollok (az elsédleges antitestek kihagyasaval) minden egyes inditaskor jelen voltak,
a szemikvantitativ meghatarozas az egyes esetekrdl informaciéval nem rendelkezd,
fuggetlen patoldgus altal tortént.

A meghatarozés soran fénymikroszkdp segitségével (Olympus B061, Olympus Optical
Co. Ltd, Tokyo, Japan) 3 veletlenszeriien kivalasztott, tumorgazdag teriileten kerultek
azonositasra a CD34 pozitiv, valamint SMA pozitiv a tumoros szdvetbe beagyaz6do
erek. Ezen teriiletek az azonositas utan mind kis (10x), mind nagy (40x) nagyitéassal
megvizsgalasra Kkerlltek. Azon pozitiv vaszkuléris strukturédkat szamitottuk egy
érképletnek, amelyek vilagosan elkiilonithetéek voltak a szomszédos erekt6l, a tumor
sejtektél és mas kotoszoveti elemekt6l. A glomeruloid képletek kdzé sz&mitottuk az
ugynevezett mikroglomeruloid klasztereket, amelyeket Goldbrunner és munkatarsai
irtak el korabban (Goldbrunner és mtsai., 1999).

A daganatban ezek utan kdzepes nagyitas alatt megszamoltuk a pozitiv ereket, illetve a
glomeruloid strukturakat latoterenként, és érdenzitas esetén a 3 latétér atlagat, mig

glomeruloid érképletek esetén az 6sszeget adtuk meg.
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4.2.2. A Tirozin-kinaz receptorok kifejezédésének meghatarozasa

A tirozin kindz receptorok daganatos erekben, illetve a daganatos sejtekben
megfigyelhetd expresszidjat a kovetkezoképpen hataroztuk meg mindkét esetben: az
immunhisztokeémiai reakcio sorén a paraffinos blokkokbdl 3 mikron atméréji szeletek
késziiltek. A deparaffindlo 1épések utan a metszetekben 1évd epitdopokat a Targer
Retrieval Solution (S1699, DAKO, Carpenteria, CA, USA) Kit segitségével 30 perces
hokezelés utan redukaltuk. Az immunhisztokémiai reakcié az automata Ventana ES
Immunostainer rendszerben (Ventana Medical System, Inc. Tucson, AZ, USA) lett
elkészitve a gyartd altal megadott eldirds szerint. A vizsgalathoz a kovetkezd
antitesteket alkalmaztuk: VEGFR1 (1:100, Spring, E2804), VEGFR2 (1:100, Spring,
E3714), PDGFRa (1:100, Spring, E2694), PDGFR (1:100, Biogenex, AN463) és c-Kit
(1:700, DAKO, A4502). Az immunhisztokémiai eljards sordn a pozitiv és a negativ
kontrollok (az elsédleges antitestek kihagyasaval) minden egyes inditdsakor jelen
voltak.

Féenymikroszkop segitségével (Olympus B061, Olympus Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan)
véletlenszeriien kivalasztottunk 3 jol fest6dd adott tirozin-kindz receptor altal pozitiv
daganatos stromaban 1évé ereket, illetve daganatos sejteket. Ezen teriiletek azonositasa
utan megvizsgaltuk oket kis (10x) és nagy (40x) nagyitdssal. Meghataroztuk a
daganatos ereket mas szoveti struktiraktdl. A daganatos sejtek tekintetében a részleges
festddeést nem tekintettiik pozitivnak, csak az egyértelmii komplett membranfestédést. A
daganatban ezek utan nagy nagyitas alatt megszamoltuk latoterenként a pozitiv ereket,
és a 3 metszet atlagat adtuk meg szamszeriien. A daganatsejtek vonatkozasaban pedig
szazalékos becslést végeztiink latoterenként, és a 3 latotér becslésének atlagat szamoltuk
ki értékkent.

Megvizsgaltuk, hogy a munkankban szerepld tirozin-kinaz receptor antitestek mutatnak-
e egyértelmii ér-, illetve tumor sejt jelolddést a daganatos stromat tartalmazéd
metszetben. Utana atlagot szamoltunk annak alapjan, hogy az adott daganat tipusnal az
antitest mennyi esetnél mutatott pozitivitast. Ezt az atlagszamot adtuk meg az adott
esetre vonatkozdéan. Tehat azt figyeltik meg, hogy a metszet mutat-e expressziot
fiiggetleniil annak mértékétdl. A szemikvantitativ meghatarozéas ebben az esetben is

patoldgus altal tortént.
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4.2.3. A sejtkapcsolo strukturak kifejez6désének vizsgalata

A sejtkapcsold  struktirak vizsgalatanal a kovetkez6 modszert alkalmaztuk:
immunhisztokémiai reakcid soran a paraffinos blokkokbol 3 micron atmérdji szeletek
készlltek. A deparaffinald lépések utan a metszetekben 1év6 epitopokat a Target
Retrieval Solution (S1699, DAKO, Carpenteria, CA, USA) Kit segitségével 30 perces
hékezelés utan redukaltuk. A reakcid vizsgadlata az automata Ventana ES
Immunostainer rendszerben (Ventana Medical System, Tucson, AZ, USA) a gyarto altal
megadott eldiras szerint tOrtént. A vizsgalathoz a kovetkezd antitestek és ezekhez
megfeleld higitasok lettek alkalmazva: claudin-1 (1:80, Zymed, #18-7362), claudin-2
(1:20, Zymed, #18-7363), claudin-5 (1:120, Zymed, #18-7364), claudin-7 (1:100,
Zymed, #34-9100), E-cadherin (1:500, Dako #M3612), N-cadherin (1:300, Abcam
#12221), occludin (1:250, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) és vimentin (1:300, Dako
#MO0725). Az immunhisztokémiai eljaras soran a pozitiv és a negativ kontrollok (az
elsddleges antitestek kihagyasaval) minden egyes inditasakor jelen voltak.

A korédbban leirt fénymikroszkép (Olympus B061, Olympus Optical Co. Ltd, Tokyo,
Japan) segitségével megvizsgéltuk a tumorszOvetet tartalmazd, a megfeleld
ellenanyaggal jelolt lathatd tertleteket. Azon daganatotokat, illetve metszeteket
tekintettlink claudin-5, illetve egyéb sejtkapcsold struktira tekintetében pozitivnak, ahol
a daganatos sejtek kordl jol lathatéan, 6sszefliggéen és kompletten megjelent az antitest
festédése. Az erekre korlatozodo pozitivitast negativként értékeltik.

4.2.4. Kvantitativ valos idejii PCR

A mintak teljes RNS tartalmat tiz makrodisszekcioval metszett, egyenként 6t-6t
mikrométer vastagsagl FFPE blokkbdl nyertiik ki RNeasy FFPE-kit (QIAGEN, Hilden,
Németorszag) segitségével a gyartd utasitasait kovetve. Az izolalt RNS mindségét és
mennyiségét NanoDrop miszerrel hataroztuk meg. A cDNS-eket 400 nanogramm teljes
RNS reverz transzkripcidjaval allitottuk elé High Capacity RNA-to-DNA kit (Applied
Biosystems Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) segitségével. 30 nanogramm
cDNS-t hasznéaltunk a real-time PCR reakciohoz. Power SYBR Green PCR Master Mix

reagenst hasznaltunk a merés soran, amit ABI Prism 7000 Sequence Detection
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rendszerrel végeztiik. Bels6 standardnak az ABL gént hasznaltuk. A claudin-5 és ABL
PCR reakcidjahoz a korébban leirtaknak megfeleléen (28) (5° TTC CTG AAG TGG
TGT CAC CTG AAC), reverz (5 TGG CAG CTC TCA ATC TTC ACA G); forward
(5" ACG AGT CTG GTT GAT GCT GTG), reverz (5 GGC GGA CTG TGG CTT
TGG) szekvencidju DNS primereket hasznaltuk. Negativ kontrollnak cDNS nélkili
PCR reakciot hasznéltunk. Minden reakcidt kétszer vegeztink el. A fluoreszcens
adatokat ciklusonkénti valtozasra konvertaltuk, és a gének relativ expressziéjat DDCT

modszerrel hataroztuk meg a belsé standardhoz képest (Livak and Schmittgen, 2001).

4.2.5. Elektron mikroszképos vizsgélatok

Az ultrastruktaralis vizsgalatokhoz —0Gsszegy@ijtott mintak 2 napon keresztiil
szobahOmérsékleten 1% paraformaldehidet és 1% glutaraldehidet tartalmazé PBS-ben
fixalodtak. Ezt kovetden hozzavetslegesen 1 mm?® ependymat vagy plexus choroideust
tartalmazd szovet darabok Kkerlltek kimetszésre, amelyeket natrium-cacodilatban
(Merck) 3x30 percen &t, majd 2 6ran keresztil 4 fokon 1%-0s OsO4 cacodilét pufferben
kezeltlink. A mintak - cacodilat oldatos mosas utan (3x15 perc)- egy novekvéd etanol
koncentracid-sorozatban kertltek dehidratalasra (30%, 96% és 100% 2x30 perc), majd
propilén-oxidba és propilén-oxid-aralditba kerlltek. Ezek utan a mintak Durcupanba
(ACM; Fluka, Buchs, Svajc) agyazasa kOvetkezett 56 fokos hémérsékleten 2 napon
keresztil. A mintakbol az elsé 1épésben félvékony metszetek késziiltek, amelyeken
metszetek (80 nm vastag) egy Formavar-réteggel bevont sima résii racsra kertiltek és 20
percen keresztil 6% uranil-acetatot tartalmazo 50%-0s etanolkezelés, illetve utana 10
perces olom-citrat kezelés kovetkezett. VVégezetiil az elektron-mikroszkdopos vizsgalat
egy Hitachi tipusu (Yokohama, Japan) elektronmikroszkoppal tortént.

4.2.6. Statisztikai modszerek
A kiilonb6z6é gyermekkori agydaganat betegcsoportok statisztikai 6sszehasonlitasa y2-
modszer segitségével tortént. A Kiilonb6z6é tumor tipusok kozotti érdenzitas és

angiogén RTK kifejez6dés Osszevetésénél a Mann-Whitney modszert alkalmaztuk. A

pozitiv tumor sejtek szdzalékos aranyat a Kruskal-Wallis és ezt kovetéen a Dunn's
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tobbszorés 0Osszehasonlitd modszerekkel szadmoltuk ki. A szupratentoridlis és
infratentorialis ependymoma csoportokat ugyancsak a x2 és a Mann-Whitney
modszerek altal hasonlitottuk Ossze. A valos idejii PCR adatainak az elemzése is eme
modszer segitségevel tortént. A teljes tulélési analizist Kaplan-Meier modszerrel
készitettiik el. A kiilonboz6 talélési gorbéket log-rank statisztikaval vetettik dssze. A
statisztikai szamitasokat a GraphPad Prism 5.0 programmal (GraphPad Inc., San Diego,
CA) végeztik és a P<0,05 szignifikanciaval jellemezheté kiilonbségeket tekintettiik

statisztikailag szignifikans eredménynek.
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5. EREDMENYEK

5.1. A vaszkularizacié mértéke gyerekkori agydaganatokban

Minden tumortipusban az erek egyértelmiien festédtek anti-CD34 ellenanyaggal, ezzel

szemben, az SMA pozitiv erek szdma minden esetben alacsony volt (7A abra).
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7. &bra. Mikrovaszkularis denzitas gyermekkori agytumorokban. (A) CD34 és az SMA
immunhisztokémia altal jol lathaté a daganatos szdvetek mikrovaszkularis halézata. (B-
C) A CD34 és SMA pozitiv erek szignifikansabban nagyobb szamban fordulnak el
ependymomaban, mint astrocytomaban vagy medulloblastomaban. (D) Megfigyelheto,
hogy mindharom tumor tipusnal a CD34-¢l jelolt erek gyakrabban fordulnak eld, mint

az SMA pozitiv struktdrak.

Mindemellett fontos megjegyezni, hogy az astrocytomaban szignifikansan alacsonyabb
a SMA/CD34 arany a medulloblastomahoz képest. (A méretskala 100 um). Ezek a
SMA pozitiv erek érett és stabilizalt erek, az ereket boritd pericitdak és vaszkularis

simaizomsejtek jelolddtek anti-SMA ellenanyaggal (7A. &bra).
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A gyermekkori ependymomaéban szignifikdnsabban nagyobb érdenzitast talaltunk, mint
az astrocytomanal vagy a medulloblastomanal (7B. abra). Azonban nem talaltunk az
erezettségben kilonbséget a 10 pilocitikus astrocytoma és a négy gyermekkori
glioblastoma esetek kozott. Erdemes megjegyezni, hogy az SMA pozitiv erek is
szignifikansabban gyakoribbak voltak az ependymomaban, mint az astrocytoméaban
vagy a medulloblastoméban (7C. abra). Ugyanakkor a legmagasabb SMA/CD34 aranyt
medulloblastomaban figyeltik meg, amely szignifikdnsan nagyobb volt, mint az
astrocytomaban megfigyelhet6 arany. Ez az alacsony SMA/CD34 arany arra utal, hogy
az astrocytomaban taldlhaté a leggyakrabban vaszkularis simaizomsejt vagy pericita
boritas nélkuli, szerkezetét tekintve éretlen érképlet (7D. &bra).

5.2. Glomeruloid érképletek gyerekkori agydaganatokban

Az agyszovetre jellemz6 normalis kapillarishalozathoz képest egyes agydaganatokban
eléfordulnak dgynevezett glomeruloid erek, amelyek a tumorok érhaldzatanak
kialakuldsa soran jonnek létre (8A. abra). llyen CD34 pozitiv glomeruloid tipusu ereket
talaltunk minden egyes medulloblastoméban, mig szignifikdnsan alacsonyabb szdmu
astrocytoma eset tartalmazott glomeruloid struktirékat, és csaknem hianyoztak az
ependymoma esetekben (8B. abra). Minden gyermekkori glioblastoma esetben
eléfordultak ilyen erek, ez a szdvettani diagnozis felallitasdnak egyik alappillére. Ezzel
szemben, az SMA-val jel616d6 glomeruloid struktirék kisebb gyakorisaggal fordultak

elé a CD34 pozitiv glomeruloid erekhez képest (8B. és 8C. abra).
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8. abra. Glomeruloid tipust erek gyermekkori agytumorokban. (A) CD34 jeldlt
glomeruloid erek, amelyekben az egyes kapillaris gombolyagszertien feltekeredtek. (B)
Amig a medulloblastoma nagy szamban tartalmaz CD34 pozitiv glomeruloid ereket,
addig az astrocytoma és foképpen az ependymoma csak kisebb mértékben. (C) A SMA-
val jelolt glomeruloid struktdrak ritkdbban fordulnak elé, mint a CD34 pozitivak, de
ezek fokozott gyakorisaga is megfigyelheté a medulloblastoma esetek nagy részében.
(A méretskala 100 pum.)

5.3. Tirozin-kindz receptor kifejezddése a tumorhoz asszociélt erekben

A gyermekkori agytumorokban megfigyelt eltéré erdenzitdsok és a glomeruloid
formaciok kiilonboz6 gyakorisaga arra enged kdvetkeztetni, hogy a daganatokban zajlé
érképz6dési mechanizmusok is kiilonbozhetnek. Ha ez igy van, akkor az emlitett
angiogén tirozin-kindz receptorok eloszlasa is tumorspecifikus kilénbségeket
mutathatnak. Eppen ezért 6t kiilonbozd angiogén TKR immunhisztokémiai reakciokkal

torténd kimutatasara és a kifejez6dés mértékének mérésére is sor kerdilt.

40



DOI:10.14753/SE.2016.1966

Epen

Astrocytoma

LR

ymoma

- " : ﬂ! -

c-Kit PDGFR}p PDGFRa

VEGFR1

VEGFR2

9. é&bra. Tirozin-kinaz receptorok kifejez6dése a gyermekkori agydaganatok
érhalozatdban. A PDGFRa. pozitiv erek gyakoriak medulloblastomaban, ezzel szemben
a PDGFRp csak gyengén festddik az erekben. A VEGFRI1 pozitivitas megfigyelhetd
szinte valamennyi daganat erein, fiiggetleniil a tumor tipusatol. Er6s VEGFR2 és c-Kit
expresszio lathaté az ependymoma ereiben. (A méretskala 100 pum.)
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A 9. 4brén az egyes tirozin-kinz receptorokra vonatkoz6 olyan reprezentativ felvétel
szerepel, ahol az erck festédése jOI megfigyelheté. Kdzel az 6sszes medulloblastoma

nagy szamban tartalmazott PDGFRa expressziot mutatd ereket (6. tablazat).

6. tAblazat. Az adott angiogén receptorra nézve pozitiv ereket tartalmazé esetek szdma.

Receptor Astrocytoma (14) | Ependymoma (16) | Medulloblastoma (14)
PDGFRa 1 4 13

PDGFRp 2 6 3

c-Kit 3 10 5

VEGFR1 12 14 13
VEGFR2 3 4 0

Ezen tumoroknal erdsen €s magas szamban voltak megfigyelhetéek a PDGFRa pozitiv
erek festddése, ellenben a PDGFR csupan csak gyengén ¢€s alacsony mértékii
érexpressziot mutatott minden egyes tumor tipusnal (9. abra). Ez az ér-specifikus
PDGFRo expresszid szignifikansan magasabb volt, mint az ependymoma vagy
medulloblastoma esetében. C-Kit jel6lt erek a legmagasabb aranyban ependymoma
esetekben voltak jelen, és a jelolodés mértéke szignifikansan magasabb volt mind a

medulloblastomahoz, mind az astrocytomakhoz viszonyitva (6. tablazat és 10. abra).
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10. &bra. Angiogén tirozin-kindz receptor expresszid a gyermekkori agytumorok
ereiben. (A) PDGFRo Altal jelolt erek szignifikansan gyakrabban fordultak elé a
medulloblastomaban, mint az astrocytomaban vagy az ependymomaban. (B) A legtébb
ependymoma esetnél nagy szdmban voltak jelen c-Kittel jel616d6 erek. Ezzel szemben

az astrocytoma és a medulloblastoma erei csak alig mutattak pozitivitast.

Néhany ependymoma esetében erds VEGFR2 és c-Kit kifejezddés volt jelen a tumoros
ereken. Medulloblastoma esetében VEGFR2 receptor pozitiv erek nem voltak
kimutathatoak. Erdekes modon az esetek tdlnyomé tébbségében az erek VEGFR1

jelolodeést mutattak fliggetleniil a daganat tipusatol (6. tablazat és 11. abra).
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11. 4bra. VEGFR1 expresszid a gyermekkori agytumorok ereiben. A VEGFR1

expresszio mindharom tumor tipusnal megfigyelhetd volt.
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5.4. Tirozin-kin&z receptor kifejezddése a tumorsejtekben

A tumorsejt specifikus angiogén tirozin-kinaz receptor expresszié mintazat jellemzésére
az immunhisztokémiai festést kovetd szemi-kvantitativ kiértékeléssel kerilt sor.
Mindharom tumor tipusnal erés PDGFRa expresszidt taldltunk a tumoros sejtekben.
(12. és 13. &bra).
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12. é&bra. Tirozin kinaz receptorok kifejez6dése a gyermekkori agydaganatok
tumorsejtjeiben. A PDGFRo intenziv festddése mindharom tumor tipusnal

megfigyelhetd, mig a PDGFRp csak az ependymoma és medulloblastoma esetekben
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volt jelen. Igen erds c-Kit expresszid volt szamos medulloblastoma tumorsejtjeiben.
Er6s VEGFRI1 jel6lddés volt szdmos gyermekkori agydaganatok tumorsejtjeiben a

tumor tipuséatol flggetlendl.

A PDGFRp receptor a legnagyobb szamban a medulloblastomanal fordult elé a
daganatos sejtekben (71%), az ependymoma vagy astrocytoma eseteknek csak

kevesebb, mint a felében volt megtalalhato (7. tablazat és 13. abra).

7. tablazat. Tirozin-kinaz receptorok el6forduldsa gyermekkori agydaganatok
tumorsejtjeiben.

Receptor Astrocytoma (14) | Ependymoma (16) | Medulloblastoma (14)
PDGFRa 13 16 16
PDGFRp 6 4 10

c-Kit 0 3 3

VEGFR1 7 10 12
VEGFR2 0 0 0

Alacsony intenzitasu tumorsejt-specifikus c-Kit expresszié minddsszesen 2 astrocytoma
és 5 ependymoma esetében volt jelen. Ezzel szemben 3 medulloblastoma mintaban volt
jelen erds c-Kit festédés a tumoros sejtek plazmamembranjaban (12. abra). VEGFR1
pozitivitast kizarélag a gyermekkori ependymomak 56%-nal talaltunk, mig VEGFR2

expresszid egyik tumornal sem volt megfigyelhet6 a tumorsejtekben.
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13. &bra. PDGFR kifejez6dés gyermekkori agydaganatok tumorsejtjeiben.(A) PDGFRa
szinte az 0sszes minta tumorsejtjén kifejez6dott. (B) Ezzel szemben jelentds
kiilonbséget mutatott a PDGFRP expresszio, amely a medulloblastoméanal

szignifikdnsan magasabb ardnyban fordult eld, mint az ependymomanal.
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5.5. Nem-endotelialis claudin-5 expresszié gyermekkori ependymomaban

Mivel az agyi ereket alkoté endothél sejtek egyik legfontosabb markere a claudin-5, igy
a kezdeti immunhisztokémiai vizsgélati panelben ez a fehérje is szerepelt. Meglep6
modon azonban egyes ependymoma tumorokban a tumorsejteken is egyértelmi, a
sejtmembranra korlatozodo claudin-5 jel6lés volt lathato (14. abra). A tumorsejt
specifikus claudin-5 kifejez6dés csak egyes szupratentorialis daganatokban fordult el6,
sem infratentorialis, sem spinalis elhelyezkedésti daganatok esetében nem volt claudin-5
jelolédés a tumorsejteken. 20 supratentorialis elhelyezkedésti ependimoma koziil 9-nél
(45%) a daganatos sejtek plazmamembranja er6sen expresszalt claudin-5 fehérjét.
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14. dbra. Claudin-5 jel6lés gyermekkori ependymomaban. (A-B) A szupratentorialis
esetek egy részében plazmamembrénhoz kapcsol6dd claudin-5 expresszid figyelhet6
meg a tumorsejtekben (A:10x; B:40x) (C-D) Ezzel szemben az infratentoridlis
tumorokban a claudin-5 az agyi endotel sejtekre korlatozodott. A nyilak a daganat egyes
ereit mutatjak (C:20x; D:40x).
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A claudin-5 fehérje expresszidjaban megfigyelhet6 kiilonbség mellett, a CLDN5 gén
transzkripcidjanak mérésére is sor kerilt. Az FFPE ependymoma blokkokbdl
makrodisszekciot kovetden teljes RNS izolalasa toértént 5 claudin-5 negativ, illetve 6
claudin-5 pozitiv mintabol. A reverz atirast kovetéen az atlagos claudin-5 transzkripcio
szintjét kvantitativ RT-PCR segitségével hataroztuk meg. A tumorsejtekben claudin-5
fehérjét tartalmaz6 ependymoma esetekben szignifikdnsan magasabb volt a

transzkripcid (15. abra).
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15. 4bra. Kvantitativ RT-PCR analizis 11 ependymoma esetben. A 6 claudin-5 pozitiv
ependymomaban a claudin-5 transzkripcid szignifikansan magasabb volt az 5 claudin-5
negativ mintdhoz képest (p=0,03). Az endothél sejtek magas CLDN-5 mRNS szintje
miatt még a tumorsejt-specifikus claudin-5 negativ ependymoma mintak is magas

transzkripciét mutatnak.

5.6. Prognosztikus faktorok a gyermekkori ependymomaban

A tumorsejt specifikus claudin-5 kifejez6dés klinikai jelentéségének a tisztdzasa végett
a kohort részletes klinikopatoldgiai vizsgalata és nemzetkozi egyiittmiikodés keretében
jelentds kib6vitése is lezajlott. A vizsgalt 54 ependymoma kozil 20 szupratentorialis
(37%), mig 34 infratentorialis (63%) elhelyezkedésti volt. A szupratentoriélis
betegcsoportnak szignifikansan magasabb volt az atlagos életkora (p<0,001) és nem volt
szignifikdnsan magasabb a teljes reszekcion atesett csoportnal (p=0,15). A betegek
atlagos és median ¢életkora az operacié idépontjaban 6,3 és 6,4 életév volt, a legfiatalabb
beteg a diagnozis felallitasakor 2 honapos a legidésebb pedig 17 éves volt. Az 54
betegbdl 33 (61,1%) teljes tumor eltavolitason esett at a diagndzis felallitasa utan, mig

21 esetben (38,9%) csupan részleges reszekciot tudtak elvegezni. A Kaplan-Meyer
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analizisben erds tendencia volt megfigyelheté a megndvekedett tulélés tekintetében a
teljes tumor reszekcion atesett csoportnal (17. Abra, p=0,064). 27 esetben (50%) a
tumor differencialtsaga grade 2, mig ugyancsak 27 betegnel (50%) grade 3 volt. Nem
volt szignifikans killénbség a talélésben a tumor differencialtsaga alapjan (16. Abra,
p=0,35), illetve ugyancsak nem volt szignifikans kiilonbség megfigyelheté a
differencialtsdg tekintetében a tumor elhelyezkedése alapjan. Mivel a tumor
lokalizacidja egyes szerzék szerint prognosztikus jelentdségii, valamint a claudin-5
jelolédés csak egyes szupratentorialis daganatokban volt megfigyelhetd, igy a

betegcsoport f6bb jellemzdit a lokalizacio szerinti bontasban mutatja be a 8. tablazat.

8. tdblazat. Az infratentoridlis és szupratentorialis csoportok 6sszehasonlitasa.

Jellegzetességek Infr?l'ilegz)riélis Szupmt:gégriélis p-érték
Eletkor (évek) 39+31 9,7+45 <0,001
Differencialtsag
I 17 50% 10 50 %
Il 17 50% 10 50 % '
Reszekcid
Teljes 18 53 % 15 75%

0,15
Részleges 16 47 % 5 25%

Mivel jelen betegcsoport az egyik legnagyobb gyermekkori ependymoma eset-sorozat,
igy lehet6ség nyilt a tumor elhelyezkedésének, a differencialtsaganak és a miitéti
eltavolitas teljességének a prognosztikus szerepét megvizsgalni. Az eredmeényeink
alapjan a szupratentorialis lokalizacio szignifikansan magasabb teljes tuléléssel parosult,
addig a daganat differencialtsdganak nem volt prognosztikai értéke (16. abra). Tovabba

a mitéti eltavolitas teljessége is szignifikdnsan befolyasolta a betegek teljes tulélését
(17. &bra).
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16. abra. A teljes tulélés Kaplan-Meier analizise a gyermekkori intrakranialis
ependymomaban. (A) A szupratentorialis elhelyezkedés jobb prognézist jelent

(p=0,034). (B) A differencialtsdgnak azonban nincs prognosztikai szerepe (p=0,56).
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17. &bra. A mitéti eltavolitas és a teljes tulélés Kaplan-Meier analizise a gyermekkori
intrakranialis ependymomaban. A teljes reszekcié pozitiv prognosztikus faktor
(p=0,0064).
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5.7. Nem-endotelialis claudin-5 expresszié a kdzponti idegrendszerben

A tumorsejt specifikus claudin-5 jelol6dés miatt az agykamrarendszer és gerincveld
kdzponti csatornat boritd ependyma szdvet vizsgalatara is sor kerlt.

Az ependyma sejtek azonositasara vimentin jel6lést alkalmaztunk (18. abra), amellyel
igazolni tudtuk az ependimdlis sejtréteget. A choroid plexust borité epithelium
kivételével sehol méashol nem volt claudin-5 expresszié az agyi endothél sejteken kivdil.

Choroid plexus

Oldalkamra

- -

Vimentin

Claudin-5

18. &bra. Claudin-5 expresszio Ujszulétt kamrarendszerben. Az ependyma és a choroid
plexus epithelium vimentin jel6léssel azonosithatd. A subependymalis erek endotél
sejtjei claudin-5 pozitivak (nyilhegy), szemben az ependyma sejtekkel. A plexus

choroideus epithelium azonban intenziv plazmamembran claudin-5 festédést mutat.

5.8. Tovabbi sejt-sejt adhézids fehérjék kifejezddése

Mivel a claudin-5 fehérje a sejtek kozotti szoros kapcsolatok egyik alapvetd épitékove,
igy az agyi erekben leirt, szoros kapcsolatok felépitésében részvevé tovabbi claudinok
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(claudin-1,-2,-7), occludin és az E-cadherin fehérjék immunhisztokémiai vizsgalata is
megtortént, mind az egészséges choroid plexus epitheliumban, mind szupratentorialis és

infratentorialis ependymomaban (19. abra).
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19. abra. Sejtadhézids fehérjék az ujszulott plexus choroideusban. Intenziv claudin-1, -
2 és occludin fest6dés figyelheté meg a plazmamembréanban és a citoplazmaban. Az E-

cadherin jel616dés egyértelmiien a lateralis plazmamembranra korlatozodik.

Mig a choroid plexus epitheliumban a claudin-7 kivételével valamennyi fehérje
kifejez6dott, addig sem ezen claudinok, sem az occludin nem volt jelen ependymoma
sejtekben.

Mivel mind az E- illetve N-cadherin szerepe felmerilt az ependymoma kialakulasaval
kapcsolatban korabbi vizsgalatok soran, igy mind claudin-5 pozitiv és negativ
ependymoman megtortént ezen cadherinek immunhisztokémiai jel6lése (20. abra).
Vizsgalataink soran nem talaltunk dsszefliggést a cadherinek es a claudin-5 expresszidja
kdzott.
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20. abra. Cadherin fehérjék ependymomaéban. Csak néhany esetben talaltunk N- illetve

E-cadherin jel6l6dést ependymoma tumorsejteken és ezek nem mutattak 6sszefliggést a
claudin-5 kifejezodéssel.
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5.9. Az ependyma es choroid plexus epithelium sejtkapcsolatainak finomszerkezete

Az ependyma es choroid plexus sejt-sejt kapcsolatokért felelds fehérjeinek eltérd

kifejez0dési mintdzata miatt megvizsgaltuk az apico-lateralis plazmamembranban

Choroid plexus

21. abra. Az Gjszulottkori sejtkapcsolatok finomszerkezete az ependymaban és plexus
choroideus epitheliumban. A lateralis plazmamembranban kiilonb6z6 sejtadhézids
strukturakkal rendelkeznek (nyilhegy). Az ependyma sejtjei kdzott nincsenek szoros
kapcsolatok. Mindkét sejttipus apikalis felszinén vannak mikrovillusok. A choroid

plexus epithelium azonban nem hordoz csillékat (nyil).

A claudinok kifejezé6désének hidnyaval parhuzamosan nem voltak szoros kapcsolatok
az ependyma sejtek kozott, ugyanakkor fejlett adherens junkcidk voltak kimutathatoak.
Mindkét sejttipus mikrovillusokkal rendelkeztek az apikalis felszinen. Ezzel szemben

csak az ependyma sejtek hordoztak a csillokat.
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5.10. Az ependymomasejtek claudin-5 expressziojanak klinikai jelentésége

Mivel a claudin-5 kifejez6dés hatassal lehet az ependymoma sejtek kdzotti kapesolatok
erésségére, igy felmeriilt annak a lehetésége, hogy ez befolyasolja a betegség lefolyasat.
A teljes intracranialis ependymoma betegcsoporton belll a claudin-5 negativ eseteket
szignifikansan rovidebb teljes talélés jellemezte a pozitiv esetekhez képest (22. &bra)..
Fontos megjegyezni, hogy a szupratentoriélis ependymomak kozott a claudin-5 negativ

esetek prognozisa kdzelebb allt az infratentorialis esetekhez (16. abra).
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22. &dbra. A teljes tulelés Kaplan-Meier analizise gyermekkori intrakranialis
ependymomaban. A szupratentorialis eseteket felbontva tumorsejt-specifikus claudin-5
expressziod szerint a negativ esetek teljes tulélése szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint

a claudin-5 pozitiv ependymomaké (p=0.048).
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6. MEGBESZELES

6.1. Az érképzodés gyerekkori daganatokban

Az elmult évtizedben a molekularis célpontl gydgyszerek rendkivil nagy fejlodésen
mentek keresztil. Ezen szerek tulnyomé tébbsége tirozin-kindz receptorok ellen hatnak,
amelyek kozil szamos fontos szerepet tolt be a daganatok érhaldzatanak kialakitasaban.
Mindazonaltal ezen eljardsok alkalmazdsa a gyermek neuro-onkol6giaban még
meglehetdsen korlatozott. Egyrészt a tumorok novekedéséhez sziikséges érképzodés
folyamatarol, maésrészt az ebben szerepet jatsz6 molekularis komponensekr6l a
gyermekkori agydaganatok esetében még viszonylag korlatozottak az ismereteink.
Eppen ezért nehéz megjosolni az érképzoédésre hatd célzott gyogyszerek hatékonysagat.
Masrészrél ugyanakkor tudjuk, hogy ezen gydgyszerek kozvetlen anti-tumor
aktivitassal is rendelkezhetnek és ebbdl adoddéan nagyon fontos, hogy feltérképezzik a
tumorsejtek  tirozin-kindz  receptor mintazatat a gyakoribb  gyermekkori
agydaganatoknal.

Vizsgalatunk egyik fontos megallapitasa, hogy az ependymoma esetében a legmagasabb
a mikrovaszkularis denzitas. Tovabba bemutattuk, hogy az erek jelentds részének
megfelel pericita/vaszkularis simaizom sejt boritdsa van, ami arra utal, hogy vagy a
teljes neoangiogenezis folyamat képes lezajlani vagy nagyon hatékonyan tudja az
ependymoma az Ugynevezett ,,vessel cooption” folyamataval beépiteni a mar kordbban
kialakult érhéal6zatot. Korabbi tanulmanyokkal megegyezéen az ependymomahoz
asszocialt erek 3 fobb angiogén TKR-t (VEGFR1>VEGFR2, c-Kit) expresszalnak az
endotél sejtek felszinén és PDGF receptort a pericytakon (Chan és mtsai., 1998; Puputti és
mtsai., 2010). Mindezek alapjan az ependymoma esetek nagy angiogén aktivitast mutato
csoportja valosziniileg kedvezd terapias valaszt mutatna az antiangiogén terapiakkal
szemben. Ezt a feltételezést erésiti Wagemakers és munkatarsainak tanulmanya,
amelyben kimutattdk, hogy a gyermekkori ependymoma nagymértékben hasonlo
mikrovaszkularis denzitdssal és VEGF-A expresszios szinttel rendelkezik, mint a
feln6ttkori glioblastoma, ahol az érképzodésgatléd terapia ma mar altalanosan elfogadott

eljaras (Wagemakers és mtsai., 2010).
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Ezenkivul fontos eredmény annak megerésitése, hogy a medulloblastoma egy
glomeruloid erekben gazdag daganat, amely arra enged kovetkeztetni, hogy az
érijdonképz6dés mellett alternativ erezédési mechanizmusok is fontos szerepet
jatszanak (Goldbrunner és mtsai., 1999). Ennek egyik kovetkezménye lehet, hogy
elsésorban az érképzodést tdmado anti-VEGF terdpidk hatékonysaga ezekben az
esetekben korlatozott lehet.

Fontos megallapitds, hogy mindharom gyakori gyermekkori agydaganat tipusban a
tumorokban talalhato erek nagy része VEGFRL1 pozitiv. Ez felveti annak a lehet6ségét,
hogy a jelenleg preklinikai fejlesztés alatt all6 anti-VEGFR1 hatdéanyagok részei
lehetnek a jovobeli molekuléris terapia arzenaljanak. Amig a VEGFR2 az endothél
sejtek elsddleges mitogén receptora, addig a VEGFR1 szerepe sokkal keveshe tisztazott.
A VEGFR1 nem rendelkezik kindz aktivitassal és mind membranreceptorként, mind
szolubilis forméban jelen van. Ugyanakkor egy Uj vizsgélat alapjan a VEGFR1 pozitiv

hematopoetikus sejtek az emlédaganatok kitjulasanak prediktorai (Jain és mtsai., 2012).

6.2. Tirozin-kinaz receptor expresszié gyerekkori agydaganatok tumorsejtjeiben

A PDGFR jelatviteli Gtvonal fontos szerepét mar korabbi tanulmanyok is kiemelték
(Abouantoun and MacDonald, 2009; Blom és mtsai., 2010; Gilbertson and Clifford,
2003) és a medulloblastoma esetében a PDGFRB gén onkogén mutécidjat is leirtak
(Gilbertson és mtsai., 2006). Ezzel egyezéen valamennyi gyermekkori agydaganat
szdmos esetében kimutatasra keriilt a PDGFRa expresszidja a tumorsejteken. Tovabba a
medulloblastoma tumorsejtek esetében fokozott PDGFRP expressziot talaltunk szinte
valamennyi medulloblastoma esetnél. A nemzetk6zi irodalommal megegyezden ebben a
vizsgalatban is kimutatasra keriilt a PDGFR fehérje az ependymoma sejteken. Fontos
megjegyezni, hogy Moreno és munkatarsai igazoltdk, hogy a tumorsejtek PDGFR
kifejezédése nem Aallt kapcsolatban a daganatra jellemz6 érképz6dési folyamatokkal
(Moreno és mtsai., 2012). Osszességében ezek a felismerések azt sugalljak, hogy
PDGFR célpontu terapia egy igeéretes megkdzelités lehet bizonyos ependymoma és
medulloblastoma daganatokban.

A c-Kit tumorsejtekben  torténé  kifejez6dését mar leirtdk  gyermekkori
medulloblastomaban (Blom és mtsai., 2010; Chilton-Macneill és mtsai., 2004; Enguita-

German és mtsai., 2011) és ependymomaban (Zavalhia és mtsai., 2012). Fontos
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megjegyezni, hogy Enguita-German és munkatarsai hasonlo ardnyban (3/12) taléltak
fokozott medulloblastoma c-Kit transzkripcidt, mint a jelen vizsgalat (Enguita-German
és mtsai., 2011). Ugyanakkor Zahalvia és munkatarsainak az eredménye (25%) is
hasonlo volt a gyerekkori ependymoma vonatkozasaban a jelen tanulmanyhoz (19%)
(Zavalhia és mtsai., 2012). Osszességében ezek a vizsgalatok azt mutatjak, hogy a c-Kit
egy lehetséges onkogeén faktor a gyermekkori ependymoma és medulloblastoma egyes
szelektiv inhibitorainak alkalmazésa.

Egy kordbbi tanulmanyban a medulloblastoma tumor sejtekben 1év6 VEGFR2
expressziot a meglehetésen nagyszamu (41) medulloblastoma minta kozil csupan
egyetlen esetben irtak le (Blom és mtsai., 2010). Ezzel szemben Slongo és munkatarsai
egy 13 medulloblastomat felolelé vizsgalatban minden esetben taldltak VEGFR2 jel6lt
tumor sejteket (Slongo és mtsai., 2007). A jelen tanulméany Blom és munkatérsainak az
eredmeényét tdmasztja ald, mivel nem volt tumor sejt specifikus VEGFR2 expresszio
egyetlen medulloblastoma (14 minta) esetben sem.

Amig a VEGFR2 a VEGF-A Aaltal kivaltott érképzédésnek a legfontosabb receptora,
addig a VEGFR1 egy lehetséges proto-onkogén funkcidéval rendelkez6 fehérje
(Lichtenberger és mtsai., 2010; Yao és mtsai., 2011). A VEGFR1 ependymoma sejtek
altali expresszitjat ez idaig még nem irtak le. Jelen vizsgalatban toébb ependymoma
esetében kimutattuk a tumorsejteken VEGFR1-t. A VEGFR1 antitesttel torténé gatlasa
jelenleg in vitro és in vivo preklinikai vizsgalat alatt all (Yao és mtsai., 2011).
Osszességeben ez felveti annak a lehetdségét, hogy az ependymoma esetek egy
részében hatasos lehet a anti-VEGFR1 terapia.

Osszefoglalva megallapithatd, hogy a viszonylag kis esetszam ellenére a gyermekkori
agytumor csoportok vizsgalata azonositott bizonyos alapvetd tumorsejt specifikus
angiogén RTK kifejezodési mintazatot. Ezek a molekularisan meghatarozott csoportok
olyan fehérjéket hordoznak, amely felveti a késObbiekben a szelektiv és hatékony

gatlasuk lehetdségét is.
6.3. A nem-endotelialis claudin-5 expresszio klinikai jelentdsége ependymomaban

Jelen vizsgalatban els6k kozott irtuk le, hogy a tumorsejtek claudin-5 fehérjét termelnek

a supratentorialis ependymoma daganatok egy részében. Habar mar kimutatasra kerlt,
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hogy az ependymomék egy csoportja kiilonb6z6 mértékben expresszal claudin
fehérjéket (koztik a claudin-5-6t), azonban a régionalis kilonbsegek feltérképezéset és
Osszefliggeseit még nem mutattak ki, mivel a vizsgalt eseteket nem osztottak fel
szupratentoridlis pozitivakra és negativakra. Tanulmanyunkban a claudin-5 pozitiv
kutatdsi eredményekkel (Nordfors és mtsai., 2013a). Ezenfelll kimutattuk, hogy a
kamrarendszert bélelé sejtek kozott hasonld regionalis kilonbségek vannak és csak a
plexus choroideust boritd epithél sejtekben van jelen claudin-5. Korabbi tanulmanyok
eddig csak a claudin-1, -2 és -11 jelenlétét igazoltak a plexus choroideus epithél
rétegében, illetve a claudin-3 fehérjét, mint a vér-agy gat funkcié egyik fontos
szabalyozojat (Wolburg és mtsai.,, 2003; Wolburg és mtsai., 2001). Az altalunk
alkalmazott elektron mikroszkopos és immunhisztokémiai modszerek altal bemutatott
plexus choroideus epithelium és az agykamrékat béleld ependyma sejtek kozotti
kulonbségek tukrozik a funkcionalis eltéréseket. Nevezetesen, a kamrai ependyma
sejtek nem alkotnak szoros barriert a cerebrospinalis folyadék és az intersticialis
idegszovet kozott, mig a plexus choroideus epithél sejtjei egy nagyon finoman
szabalyozott barriert képeznek a CSF és a vér kozott, ezaltal hozzajarulva a vér-agy gat
kialakitasahoz (Lippoldt és mtsai., 2000; Masseguin és mtsai., 2001).

A szoros kapcsolatok egyik meghataroz6 komponense a claudin-5, amely erds sejt-sejt
adhézidt alakithat ki nem csak a choroid plexus epitél sejtjei, hanem a claudin-5 pozitiv
ependymoma sejtek kozott, és ennek kovetkeztében igy csokkentheti vagy
megakadalyozhatja az ependymoma sejtek invaziv viselkedését. Ez azt tdmasztja ald,
hogy a claudin-5 fehérje expresszidja az ependymomaknal csokkenti a tumor invaziv
viselkedését, gatolhatja a daganatos sejtek szorodasat, megerdsitve azt a hipotézist,
hogy a sejtkapcsold struktirak elvesztése a daganatos invazioban jelentGs szerepet
jatszik.

Jelen tanulmanyban ugyan nem vizsgaltuk a vaszkularis mimikri jelenséget, de az
ependymoma sejteken kimutatott - és egyébként az agyi endotél sejtek altal nagy
mértékben termelt - claudin-5 arra utalhat, hogy akar a gyermekkori ependymomaban is
létezhet egyfajta mimikri, hasonloan a felnéttkori glioblastomahoz, amelynek 6ssejthez

vald kapcsolata is mar kimutatasra kerult.
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6.4. Az ependymoma prognosztikus faktorai

Az elmult idészak molekularis biologiai Kkutatasainak koszonhetéen a malignus
betegségek tekintetében 1j, idaig nem ismert prognosztikus markerek is el6térbe
kerultek. A mindennapi klinikai gyakorlatban is mar egyre inkabb felhasznalasra jutnak
kiilonb6z6é molekularis tényezOk, amelyek elOsegitik a betegség diagndzisat vagy
javitjak a prognozisat. Az ependymoma esetében is mar azonositasra kertlt szamos
Klinikailag relevans molekularis alcsoport (Korshunov és mtsai., 2010; Palm és mtsai.,
2009; Witt és mtsai.,, 2011). Egyrészt gén expresszids microarray vizsgalatokkal
igazoltdk az ependymoma és az embriondlis radialis gliasejtjek kapcsolatat (Taylor és
mtsai., 2005). Mindemellett igazoltak, hogy kiilonbozé molekularis profilok jellemzik
az ependymoma eltéré differencialtsagu és lokalizacioju csoportjait (Palm és mtsai.,
2009), azonban ezek a vizsgalatok még nem eredményeztek Uj prognosztikai markert.

A gyerekkori ependymoma esetében a kiterjedt reszekcid és a lokalizacio bizonyitottan
fontos prognosztikai markereknek tekinthetéek (Bergeron and Philip, 2004; Phi és
mtsai., 2012; Ridley és mtsai., 2008). A jelen vizsgalat is igazolta ezen paraméterek
fontos szerepét. Ezzel szemben, hasonldan egy korabbi tanulmanyhoz (Ellison és mtsai.,
2011), a differencialtsag mértéke nem josolta meg a betegek teljes talélését ebben a
vizsgalatban sem. Ugyanakkor jelen tanulmany kimutatta, hogy a plexus choroideus és
egyes supratentorialis ependymoma tumorsejtjei expresszaljak a claudin-5 fehérjét, mig
az infratentorialis és a spinalis daganatok nem. Erdekes modon, ezen claudin-5 pozitiv
ependymoma daganatok kedvezdbb prognodzissal rendelkeztek, mint a claudin-5 negativ
daganatok, amely felveti-e fehérje prognosztikai szerepét. Ez azt feltételezi, hogy a
claudin-5 fehérjének megjelenés a szupratentorialis ependymomékban a daganat
kiilonboz6 bioldgiai viselkedésével parosulhat, igy a daganatos betegség lefolyasaban
szerepet jatszhat. Természetesen egy ilyen hosszii idészakot fel6leld retrospektiv
vizsgalat eredményeit a kovetkezokben prospektiv klinikai vizsgalatokkal kell

megerdsiteni.
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7. KOVETKEZTETESEK

A dolgozatban bemutatott eredményeknek megfelelden az aldbbi kovetkeztetéseket
vonhatjuk le.

1. A harom leggyakoribb gyermekkori agydaganat tipus erezettségének ésszehasonlitasa
sordn a legmagasabb érdenzitast az ependymoma esetében talaltuk, mig a legtobb
glomeruloid érképlet a medulloblastoméaban fordult el6 és legnagyobb aranyban
pericyta vagy vaszkularis simaizom altal nem boritott ereket az astrocytomaban
azonositottunk.

2. Az agydaganatokban talalhat6 erekben az egyes daganattipusokra jellemz06 angiogén
tirozin-kindz receptor mintazatot taldltunk, a VEGFR2 és c-Kit pozitiv erek az
ependymomaban, a PDGFRa jel6lt erek pedig a medulloblastomaban voltak a
leggyakoribbak.

3. A daganat tipusatol fliggetleniil jelentés PDGFRa és VEGFRI jelolodést talaltunk a
tumorsejteken is. A tumorsejteken PDGFRP és c-Kit fehérjéket els6sorban egyes
medulloblastoma daganatokban azonositottunk. Ezen eredmények arra utalnak, hogy
bizonyos gyerekkori agydaganatok esetében az angiogén tirozin-kinaz receptorok
specifikus gatloszerei mind antiangiogén mind direkt antitumor hatasuk révén szerepet
jatszhatnak majd a terapiaban.

4. Az agyi endothél sejt marker claudin-5 fehérjének a tumorssejt specifikus
kifejez6dését igazoltuk a supratentorialis, de nem az infratentorialis vagy spinalis
tumorok egy részében. Ez a claudin-5 expresszid, hasonloan a teljes reszekcidhoz és a
supratentorialis lokalizacidhoz pozitiv prognosztikus értékkel birt a vizsgalt
betegcsoportban.

5. Ennek a regionalis eloszlasnak megfeleléen claudin-5 expresszidt csak a plexus
choroideus epitheliumban, de nem a kamrarendszer vagy a gerincveld kozponti
csatornajanak ependyma sejtjeiben azonositottunk. A claudin-5 jelenlétével
0sszhangban a sejtkapcsolo struktdrak elektronmikroszképos vizsgalata soran szoros
kapcsolatokat csak a plexus choroideus epithél sejtjeiben, de nem az ependyma sejtek

kozott talaltunk.
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8. OSSZEFOGLALAS

Az elmult években egyre nagyobb hangsllyt kapott a daganatok erezédési
folyamatainak a feltérképezése. Szamos daganat esetében igazoltak a kiilonb6z6
tirozin-kindz receptorok szerepét és ezen receptorok inhibitorainak klinikai
felhasznalasa tobb felnbttkori malignitasnal mar bevezetésre kerilt. Ennek ellenére a
leggyakoribb gyermekkori szolid tumorok, azaz az agydaganatok esetében csak
korlatozott ismeretek és csupan szérvanyos klinikai vizsgalatok allnak rendelkezésre.
Jelen dolgozatban a leggyakoribb gyermekkori agydaganatokban az érhéalozat
stiriségének és az angiogén tirozin-kinaz receptorok kifejez6désének mintazata keriilt
jellemezésre 44 sebészetileg eltavolitott minta (14 astrocytoma, 16 ependymoma, és 14
medulloblastoma) VEGFR1, VEGFR2, PDGFRa, PDGFRp, c-Kit receptorok, illetve
CD34 és SMA érmarkerek immunhisztokémiai vizsgalata sordn. A legmagasabb
érsiiriség és nagyszamu c-Kit és VEGFR2 jel6lt ér jellemezte az ependymomat.
Medulloblastoméban igen jelentds glomeruloid érképzddés és érspecifikus PDGFRa
kifejezodés volt tapasztalhato. A tumorsejtekben igen erds PDGFRa és VEGFR1
expresszid6 mindharom tumor tipusban eléfordult. c-Kit pozitiv tumorsejtek egyes
medulloblastoma és ependymoma daganatokban voltak jelen. 54 intracranialis
ependymoma esetében szamos klinikopatologiai tényezd prognosztikus értékét, a
claudin-5 fehérje kifejezodését és ennek klinikai jelentdséget vizsgaltuk. Meglepd
maodon 20 supratentoridlis ependymoma kozil 9 eset mutatott tumorsejt specifikus
claudin-5 jelolédést, mig infratentorialis vagy spinalis tumorokban ez nem fordult el6.
Ennek a regiondlis eloszlasnak megfeleléen claudin-5 expresszio csak a plexus
choroideus epitheliumban, de nem a kamrarendszer ependyma sejtjeiben volt jelen. A
claudin-5 pozitiv ependymoma eseteket szignifikansan hosszabb teljes tulélés jellemezte
a claudin-5 negativ szupratentorialis esetekhez képest. Osszegezve, jelen tanulmany azt
sugallja, hogy a kiilonboz6 érképzédési mechanizmusok meghatarozoak az
ependymoma es medulloblastoma esetében, tovabba hogy az érképzodést gatlo terapiak
bevezetése magas vaszkularizacio és c-Kit/VEGFR2 expresszid esetén igéretes lehet. A
tumorsejtek receptorainak az expresszidos mintazata alapjan a tirozin-kinaz receptor
inhibitorok direkt antitumor hatasa is feltételezhetd. Természetesen eziranyban tovabbi
preklinikai és Kklinikai vizsgalatok szlkségesek ahhoz, hogy a gyermekkori

agydaganatos betegség kezelésében bevezetésre kerlljenek a tirozin-kinaz inhibitorok.
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9. SUMMARY

In the past decade the study of tumor associated angiogenesis has become a major
research focus. The role of angiogenic tyrosine kinase receptors had been demonstrated
in a variety of cancers and their inhibitors had been introduced in a number of adult
malignancies. However, there is limited information and only sporadic clinical studies
pertinent to the most frequent pediatric solid tumors, namely brain tumors. In the
present study, the vascular network and the expression pattern of angiogenic RTKs in
the most common pediatric brain tumors were performed following the
immunohistochemistry for VEGFR1, VEGFR2, PDGFRa, PDGFR, and c-Kit as well
as CD34 and SMA in a collection of 44 surgical specimens (14 astrocytoma, 16
ependymoma and 14 medulloblastoma). Significantly higher vascular density and c-Kit
and VEGFR2 labeled blood vessels characterized ependymoma. Glomeruloid
formations and PDGFRa labeled vessels were abundant in medulloblastoma. In tumor
cells, we found no VEGFR2 but expression in all three tumor types. In all three
malignancies strong PDGFRa and VEGFR1 expression was present on the tumor cells.
C-Kit expressing cancer cells were found in a number of medulloblastoma and
ependymoma cases. Next, the prognostic value of clinicopathological parameters,
claudin-5 expression and its clinical relevance was studied in 54 intracranial pediatric
ependymoma. Surprisingly, we found that 9 out of 20 supratentorial - but not
infratentorial or spinal - ependymomas expressed claudin-5 in tumor cells. In line with
this region specificity, there was claudin-5 expression in the choroid plexus epithelia but
not in other ependyma cells. Higher overall survival characterized claudin-5 positive
ependymoma when compared to claudin-5 negative supratentorial tumors. Altogether,
our study suggests that different angiogenic mechanisms are present in ependymoma
and medulloblastoma. Anti-angiogenic therapies may be promising modalities in cases
with high vascularization and high expression of c-kit and VEGFR2. Furthermore, the
expression pattern of the receptors on tumor cells also suggests that the targeting of
specific angiogenic tyrosine kinases may have direct antitumor activity. Nevertheless
further preclinical and clinical investigations are needed to establish the role of tyrosine

kinase inhibitors in the treatment of pediatric brain tumors.
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