OTKA Kkutatasi szakmai zarojelentés

OTKA nyilvantartasi szam: F 049050

A kutatasi tdamogatas cime: Az epidermal growth factor receptorok és az integrinek
tumorinvazioban betoltott szerepének vizsgalata intrakranialis daganatokban.

Vezeté kutatd: Dr. Klekner Almos Péter.
Kutatéhely: Debreceni Egyetem, Orvos- és Egészségtudoméanyi Centrum, Idegsebészeti

Klinika, Debrecen, 4012, Nagyerdei krt. 98.

A munkatervben szerepld kitiizott feladatok:

2005: Idegsebészeti mélyfagyasztott tumorbank létrehozasa. Specidlis, riasztdval felszerelt
fagyasztoszekrény beszerzése ( -80 Celsius fok). A folyékony nitrogénben torténd gyors-
fagyasztasos intraoperativ mintagylijtés megszervezése ¢s kivitelezése. Tumormintak
katalogizalasa szovettani besorolés alapjan.

2006: Intrakranialis daganatokbol fagyasztott metszetkészités, EGFR ¢és integrinek
sejtfelszini  expresszidjanak és lokalizaciojanak vizsgalata aramlasi citométerrel,
fluoreszcencia korreldcidos mikroszkopiaval. DNS- és RNS-card-ok alkalmazasa az ECM
makromolekuldk expresszios szintjeinek kimutatdsara. Tumormintadkbol RNS-izolalas,
mélyfagyasztott tumor-RNS-bank 1étrehozasa.

2007: Konfokalis ¢és kozeli mezd mikroszkopia alkalmazdsa a sejtfelszini receptor-
asszociatumok vizsgalatara. A l1étrehozott RNS minta-gyiijtemény feldolgozasa az RNS-card-
ok alkalmazéasaval. Tumormintagytijtés folytatdsa a ritka szovettani tipusok esetszdmanak
novelése celjabol.

2008: A kiilonbozd vizsgalomoddszerek eredményeinek szintézise. A részeredmények alapjan
kiegészitd vizsgalatok végzése. Az eredmények nemzetkozi publikalésa.

Megvaldsult célkitizések:

1. A kutatisi éves litemtervnek megfeleléen 2005-ben megteremtettilk az idegsebészeti
tumorbank feltételeit (ultramélyhiit, mintagyiijtd edények, folyékony nitrogén-tartaly, stb.),
igy 2006-ban megkezdddhetett a konkrét mintagytijtés €s tudomanyos feldolgozasra alkalmas
forméaban valé mintatarolas. 2008. december 31-ig Osszesen 612 agymiitétbdl kézel 3000
szOovetmintat gyljtottiink, melyek 27 szdvettanilag kiilonb6z6 csoportba sorolhatok.

Miutan az egyes, altalunk vizsgalni kivant szdvettani csoportokban statisztikai kiértékelésre
alkalmas szdmi minta Osszegyllt, megkezdtik a laboratoriumi feldolgozast. 2006.
novemberben 43 db gondosan kivalogatott tumormintat szallitottunk at a Debreceni Egyetem
OEC Genomika laborjaba, ahol sikeres teszt-preparaciok és mérések utan megkezdddott a
szovetmintakbol az RNS-izoldlds. 2007-ben 40 szdvetmintabdl 96 gén mRNS expresszios
szintjét hatdroztuk meg Tagman-Low-Density-Array alkalmazasdval. Eredményeinkrol
orszagos konferencidkon szamoltunk be.



2. Fentiek mellett a mélyfagyasztott mintakbol szovettani preparatumokat és metszeteket
készitettiink az erb-molekuldk (EGFR) ¢és integrinek sejtfelszini expresszidjanak és
lokalizaciojanak vizsgalatdhoz két szovettani csoportban: WHO Grade II és Grade IV
asztrocitomakban. Eziranyl kutatasaink Dr. Petras Miklos PhD értekezésének alapjat jelentik.

3. A hatékonysag fokozésat szolgdld tovabbi, kiegészitd kutatdsi tevékenységeink részeként
mélyfagyasztott mintakbol gyogyszerszint-kimutatast végeztiink az intenziv terdpia részét
képezd antibiotikum kezelés effektivitdsanak monitorizaldsara. Kozleményeinkben jelen
OTKA tamogatast azonosité szammal szerepeltettiik.

4. 2007-ben megkezdtiik az RNS-analizis proteinszintli verifikaldsat. Immunhisztokémiai
vizsgalatainkhoz a genetikai vizsgalatok soran jelentds eltérést mutatd gének altal kodolt
molekuldk elleni antitesteket vettiink. 40 db szdvetmintan 18 protein célzott vizsgalatat
tervezziik. Jelenleg 15 mintdn 7 féle proteint festettiink meg. Eldzetes eredményeink
konferenciai eléadasok részét képezték.

5. A rutinszerlivé valt mélyfagyasztott szOvetmintagyiijtés lehetdvé tette, hogy
megkezdhessiik betegeink szérummintdinak gytjtését is. 2007-t61 290 beteg szérumanak
mélyfagyasztott katalogizalt tarolasat végeztiik el.

Elindult kutatasi projektek:

Az OTKA tamogatas f6 célkitlizése a multidiszciplindris kutatdsok céljait szolgaldé human
szovetgyljtemény létrehozdsa ¢és a kozponti idegrendszer daganatos betegségeivel
kapcsolatban minél tobbirany kutatds elinditasa. Ennek megvaldsuldsaval kivantuk a
manualis szakmank szerény anyagi- ¢s laborkeretébdl adodd visszafogott tudomanyos
aktivitasat fellenditeni. A 2005-ben indult OTKA tamogatasanak koszonhetden a kovetkezd
kutatasi tevekenységek indultak el (kizardlag a mar eldrehaladott fazisban 1év0 kutatasokat
részletezve):

1. Sajat kutatasok
1. A daganatos kornyezeti invazioban résztvevd extracellularis matrix komponensek mRNS
expresszidjanak vizsgalata, kiegészitve a relevans molekuldk immunhisztokémiai
meghatarozasaval és western-blot vizsgalataval.
Kollaboral¢6 intézetek:

- Debreceni Egyetem, OEC, Biokémiai Intézet, Genomika Labor,

- Debreceni Egyetem, OEC, Anatomiai, Szovet- és Fejlddéstani Intézet,

- Debreceni Egyetem, OEC, Klinikai Elektrofiziologiai Tanszék

- Orszagos Idegsebészeti Tudomanyos Intézet, Budapest

2. Az intracerebralis daganatok progresszidjaban szerepet jatszo sejtfelszini receptorok koziil
az EGFR, az integrin receptorcsalad, és legfontosabb ligandjaik, a kollagének, a fibronektin és
a lamininek mRNS expressziojanak vizsgalata QRT-PCR-ra, az EGFR amplifikacio
vizsgélata FISH-el, az EGFRvIII mutaci6 immunhisztokémiai kimutatasa, az EGFR ¢és az
integrin B1 sejtfelszini expresszidjanak vizsgalata konfokalis mikroszkdpiaval és a receptorok
kolokalizacidjanak vizsgélata flow-cytometriaval.
Kollaboral6 Intézetek:

- Debreceni Egyetem, OEC, Biofizikai Intézet

- Debreceni Egyetem, OEC, Biokémiai Intézet, Genomika Labor,



- Debreceni Egyetem, OEC, Kozegészségtani Intézet

- Debreceni Egyetem, OEC, Patholdgiai Intézet

- Debreceni Egyetem, OEC, Onkolégiai Tanszék

- Kenézy Gyula Koérhaz Rendeldintézet Kft, Tiidogyodgyaszati Osztaly

1. Kollaboracioban végzett kutatasok:
1. Debreceni Egyetem, OEC, Biofarmacia Tanszék: A peptid hormon receptorok szerepe
a daganatok diagnosztikajaban és kezelésében
2. Debreceni Egyerem, OEC, Megel6zé Orvostani intézet: EGFR és PTEN analizise
FISH-el
3. Debreceni Egyetem, OEC, Neurologiai Klinika: Autoantitestek kimutatdsa
asztrocitomas ¢€s oligodendrogliomas betegek széruméban.

Kutatasi eredmények:

1. A daganatos kornyezeti invazidban résztvevd extracellularis matrix komponensek mRNS
expressziojanak vizsgalata, kiegészitve a relevans molekuldk immunhisztokémiai (IHC)
meghatarozasdval és western-blot vizsgélataval. Nyolc szdvettanilag kiilonbdzé minta
csoportban Osszesen 93 gén mMRNS expresszidjat vizsgaltuk. A 93 gén 3 nagyobb,
funkcionélisan Osszefiiggd csoportbdl allt, melyek értékeit egyiitt vizsgaltuk a kiilonbdzd
szovettani csoportok sszehasonlitasakor. Osszesen 28 féle dsszehasonlitast végeztiink el 3
kiilonb6z6 géncsoporton (84 statisztikai elemzés). A 93 gén altal kodolt fehérjébdl 16-ot IHC
vagy western-blottal szintén vizsgaltunk (tovabbi kb. 36 csoportok kozotti 6sszehasonlités).
Az igen kiterjedt tablazatba foglalhato eredményeket funkcionélis szempontbdl az egymassal
Osszefiiggd célmolekuldk szerint csoportositva foglaltuk 6ssze kozlemények formajaba, illetve
ez a folyamat még javaban tart. A mérési €s statisztikai adatok részletezése meghaladja a
beszamolo kereteit, de az eddig megfogalmazott legfontosabb eredmények a kdvetkezok:

A. Kiilonb6zé  eredetli  intracerebralis  daganatok  extracellularis  matrixanak
Osszehasonlito  elemzése sordn  (glioblasztoma versus tiid6  bronchialis
adenokarcindma intracerebralis attéti daganata) nem-tumoros agyallomanyhoz és
egymashoz viszonyitva: Osszesen 22 molekula mutatott szignifikins mRNS
expressziobeli kiilonbséget, mely molekuldk a jovOben anti-invaziv terapiahoz
célmolekulaként szolgalhatnak.

B. Kiilonb6zé gradust gliomdk hasonld szemponti vizsgalata: grade I, II és
glioblasztoma normal agyallomanyhoz viszonyitva: dsszesen 11 molekula esetében
detektaltunk statisztikailag igazolhato eltérést. 7 molekula esetében meéréseinket
proteinszinten is meg tudtuk erdsiteni (western-blot és IHC).

2. Az intracerebralis daganatok progressziojaban szerepet jatszd sejtfelszini receptorok koziil
az EGFR, az integrin receptorcsalad, és legfontosabb ligandjaik, a kollagének, a fibronectin és
a lamininek mRNS expresszidjdnak vizsgalata QRT-PCR-ral, az EGFR amplifik4cio
vizsgalata FISH-sel, az EGFRvVIII mutacié immunhisztokémiai kimutatdsa, az EGFR és az
integrin B1 sejtfelszini expresszidjanak vizsgalata konfokalis mikroszkdpiaval és a receptorok
kolokalizacidjanak vizsgalata flow-cytometriaval.



A. Kiilonb6zd eredetli intracerebralis daganatok sszehasonlitdo elemzése (glioblasztoma
versus tiido bronchialis adenokarcinoma intracerebralis attéti daganata nem-tumoros
agyallomanyhoz ¢és egymdashoz viszonyitva) Osszesen 17 molekula mutatott
szignifikdns mRNS expressziobeli kiilonbséget. FISH-el EGFR amplifikaco, ill.
EGFRVIII mutaciot tudtunk igazolni els6sorban glioblasztéma mintédkon.

B. Kiilonb6zd gradusu asztrtocitomakat vizsgalva 14 molekula mRNS expresszidjaban
talaltunk szignifikans kiilonbséget. Emellett az EGFR ¢és Integrin B 1 ko-lokalizacié
igazolodott magasabb gradus esetén, és a tuléléssel is dsszefiiggést lehetett igazolni.

3. Eddig elkésziilt mérési eredmények folyamatban 1évé elemzései:

A fenti molekulacsoportokat Osszehasonlitjuk kiilonb6zé gradusu gliomékon és egyéb
daganatokon kiviill schwannomdk eredményeivel is. Kiilon érdeklédére szamitunk a
kiilonb6z6é eredeti nem-tumoros agyszovetek vizsgalati eredményeinek kozlésétél. A
benignus tumor — malignus tumor melletti agyszovetek nyilvanvaldéan kiilonboznek a nem-
tumoros betegekbdl szarmazéd agymintaktol (pl. uncus gyri hyppocampi-reszekciobol), és a
metasztazis melletti agyszovetet glioblasztoma melldl szarmazé mintakhoz hasonlitva tovabbi
érdekes eredményekhez juthatunk.

EREDMENYESSEG:

Kutatasi projektiink betegellatas soran gyiijtott szovetmintakbol kialakitott szovetbankra épiil.
Intraoperative gyorsfagyasztott szdvetmintak katalogizalt mélyfagyasztott, hosszatava
biztonsagos tarolasa céljabol az OTKA tamogatas segitségével létrehoztuk a Debreceni
Idegsebészeti Agydaganat- és Szovetbankot. A megfeleld szam( mintagylijtéshez és a
tényleges vizsgalatok elkezdéséhez kb. két évre volt sziikség. Ennek az iddtartamnak a
kihasznalasara végeztiink — az eltett mintdkon antibiotikumszint meghatarozast, mely ugyan
nem szerepelt az eredeti célkitlizések kozott, viszont tobb nemzetkdzi publikaciot is
eredményezett.

A 2006-2007-ben beindult sajat kutatasok és az ezektdl fliggd kiegészité kutatdsok
eredményei 2008-ban sziilettek meg. A publikacidk Osszedllitasa jelenleg is folyamatban van
és tobb cikket mar kozlésre tovabbitottunk, de minden eredményiink megjelenéséig
feltételezhetden kb. 1-2 évet még varni kell.

Az OTKA tamogatasbol létrehozott Szovetbank kollaboracids kutatasainak eredményei 2009-
ben érkeznek meg, és remélhetden még ebben az évben kozlésre is keriilnek.

Az eddigi mérések alapjan azonositottunk 47 olyan molekulat, melyeknek valamilyen modon
szerepe volt a kornyezeti tumoros infiltracioban. Az OTKA tamogatas utolsé évében tudtuk
megvasarolni az e molekuldkra egyedileg készitett RNS-kértyat. Az erre alapozott mérések
2009-ben varhatok, eredményiik publikalasa 2010-re varhato.

1.Az antibiotikumszintek meghatarozasabol PhD fokozatot szerez varhatéan 2009-ben:
Dr.Bagyi Kinga, DEOEC, Stomatolégia (tars-témavezetd: Dr. Klekner Almos)

2.Az EGFR-integrin meghatarozasok eredményeibdl PhD fokozatot szerez varhatoan 2009-ben:
Dr. Petras Miklos, Miskolci Korhaz, Gyermekgyogyaszat (tars-témavezetS: Dr. Klekner
Almos)



3.A glioblasztdma-metasztazis Osszehasonlitd elemzésének eredményeibdl PhD fokozatot
szerez varhatéan 2010-ben: Dr. Varga Imre, Kenézy Korhaz, Tiidogyogyaszati Osztaly,
Debrecen (témavezet: Dr. Klekner Almos)

4.Levelezd PhD képzésben részesiilo sajat kutatok: Dr. Ruszthi Péter, DEOEC, Idegsebészeti
Klinika

crer

kollaboral6 intézetekkel (3 f6).

Az OTKA tamogatasnak koszonhetéen Iétrejott Neuro-onkologiai Laboratorium és
Idegsebészeti Agydaganat- és Szovetbank jelentds sajat kutatasi projektet és szamos
gylimolcsozd kollaboraciot inditott el. Ennek révén a DEOEC Idegsebészeti Klinika
tudomanyos termelékenységét hatarozottan megemelte és a szdmos PhD disszertacidhoz vald
hozzajarulasaval idegsebészeti neuro-onkoldgia témaban tudomanyos iskola megteremtését
segitette eld. Mindezért fent sorolt kutatok ¢s PhD aspirdansok a legnagyobb kdszonettel
tartozunk.

Debrecen, 2009. februar 26. Dr. Klekner Almos Ph.D.
egyetemi adjunktus
vezetd kutatod



