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1. Bevezetés

1. 1 Glioblasztémakrol altalanossagban

A glioblasztoma (GBM) a leggyakoribb primer rosszindulati agydaganat felndttkorban. A
kemoterapiat kdvetden is, alig haladja meg az egy évet, és az 6t éves tulélési arany nem éri el az
5%-ot. Elorelépést hozott 2005-ben a Stupp-protokoll bevezetése. Ennek eredményeként a
median talélés 12,3 honaprol 14,6 honapra nétt, mig a kétéves tulélési arany 12%-r6l 26%-ra

emelkedett.

A jelenlegi komplex terapiak sikertelensége miatt egyre nagyobb hangstlyt kapnak az 0j kezelési
lehetéseégek, kiilondsen az immunterapia, amely a szervezet sajat immunvalaszanak fokozasaval
igyekszik elpusztitani a daganatos sejteket. Erdekes moédon baktériumfertézések mas
daganattipusokban, példaul szarkémak és holyagrak esetén is immunmodulalé hatasuak lehetnek,
vagyis elosegithetik az immunrendszer aktivalodasat, ami potencialisan kedvezo hatassal lehet a
tumor kontrolljara. Ez alapjan felmeriilt, hogy a mitét utani bakterialis fert6zések serkenthetik a
HGG (high grade glioma, magas malignitasu glioma) betegek immunrendszerét és javithatjak
talélési esélyeiket.

Az utobbi években novekvd tudomanyos érdeklddés mutatkozik amellett, hogy megértsiik,
miként befolyasolhatjak a fertézések a daganatos betegek kimenetelét. Bizonyos fertdzéseket mas
tumorok kezelésében dsszefliggésbe hoztak a fokozott €s hatékonyabb immunvalasszal, ami arra

enged kovetkeztetni, hogy ezek a mechanizmusok gliomak esetén is szerepet jatszhatnak.

1. 2 Glioblasztomak molekularis jellemzése

A legutobbi 2021-es WHO-osztalyozas a kozponti idegrendszeri (KIR) daganatok esetében
kiemelt hangsulyt fektet a molekularis jellemzokre a diagnozis felallitasaban. A KIR WHO 4-es
gradustt daganatok a legagresszivebb és legrosszindulatibb agydaganatok kozé tartoznak,
ideértve a glioblasztoma IDH-wildtype (izocitrat dehidrogenaz — vad tipus) KIR WHO 4-es
gradusu, valamint az asztrocitoma IDH-mutans KIR WHO 4-es gradusti formait (5). A
disszertacioban mindkét daganatot magas malignitasu gliomanak (HGG- High grade Glioma)

fogjuk nevezni. (1. abra).

Az immunvalaszok ¢és daganatsejtek kapcsolataban felmeriilt tovabba a bélmikrobiota szerepe,
mely hatassal lehet az agydaganatok progresszidjanak erdsitésére vagy gyengitésére. A
bélbaktériumok immunvalasz-modosito hatasa jol ismert. Egyrészt a bélbaktériumok altal termelt
rovid szénlancu zsirsavak és egyéb metabolitok képesek atjutni a vér-agy gaton (BBB), és

befolyasolhatjdk a neuroinflammaciot, valamint a daganatos mikrokdrnyezetet. Masrészt a



bélflora egyensulyanak felborulasa (diszbiozis) fokozott proinflammatorikus citokin-termeléshez
vezet, amely hozzéjarulhat a neuroinflammaciohoz — ez utobbi ismert tényezdje az agydaganatok
progresszidjanak. Emellett kimutattak, hogy a bélflora diszbiozisa kronikus gyulladast idézhet el6
proliferaciojuk fokozodasat.

Tanulmanyok kimutattdk, hogy az agydaganatos betegek bélmikrobiom-profilja eltér az
egészséges egyénekétol. Ez a bélflora-diszbidzis hozzajarulhat a daganatndvekedéssel tarsulo
gyulladasos komyezet kialakulasahoz.

Az agydaganat mikrokdrnyezete (tumor microenvironment, TME) egy Osszetett és dinamikus
Okoszisztéma, amely kulcsszerepet jatszik a daganat kialakuldsaban, el6rehaladasaban és a
kezelésre adott valaszban. Uj bizonyitékok arra utalnak, hogy az agydaganatokban jelen 1év6
baktériumok maguk is hozzajarulhatnak a TME kialakulasdhoz. Ezek az intratumoralis
baktériumok képesek kolcsonhatasba 1épni a daganatsejtekkel és az immunrendszer
komponenseivel, ezaltal befolyasolhatjak a daganatok viselkedését és a terapias valaszokat (6,7).
Példaul bizonyos baktériumtorzseket azonositottak metasztatikus agydaganatokban, amelyek
kapcsolatba hozhatok az immunrendszer velesziiletett valaszaival — mindez aktiv gazdaszervezeti

reakciot jelez ezekre a mikrobakra (8).

2. Célkitizések

2.1. A klinikai sebfertézések hatiasanak vizsgilata a HGG-s betegek tulélésére

Az utobbi években egyre fokozodik az érdeklddés annak feltarasa irant, hogy a fertdzések miként
befolyasolhatjak a daganatos betegségek kimenetelét. Egyes fert6zéseket 0sszefliggésbe hoztak
bizonyos daganattipusokban megfigyelt kedvezobb immunvalasszal, ezek alapjan felmeriilt
annak lehetdsége, hogy ezek a mechanizmusok a gliomak kezelésében is szerepet jatszhatnak.
Irodalmi adatok alapjan az eredmények megoszlanak, melyet a késobbiekben részletesen
kifejtiink.

Vizsgalatunk célja meghatarozni, hogy a klinikai fert6zések milyen hatast gyakorolnak az
intézetlinkben az elmult 15 év (2010-2025) soran kezelt HGG-s betegek tulélésére. A
posztoperativ fert6zések ¢és a tulélési mutatok kozotti kapcsolat elemzésével hozzajarulni
kivanunk annak vizsgalatdhoz, hogy a fertézések miként erdsithetik a HGG-betegek

immunvalaszat.



2.2. Agydaganatos betegek klinikai mintdinak mikrobiom dsszetételének a jellemzése
Korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy az agydaganatos betegek bélmikrobiomja eltér az
egészségesekétol: mig egyes patogén baktériumok (pl. Fusobacterium, Porphyromonas) arany
megnétt, addig a jotékony torzsek (pl. Bifidobacterium) aranya jelentdésen csokken. Ez a
diszbidzis hozzajarulhat a daganatnovekedést tamogatod gyulladasos kornyezet kialakulasahoz.
Az agydaganat mikrokdrnyezete dinamikus 6koszisztéma, amelyet az intratumoralis baktériumok
is alakithatnak, kdlcsOnhatasban allva a daganatsejtekkel és az immunrendszerrel, ezaltal
befolyasolva a daganat biologiajat és a terapids valaszokat.

Vizsgalatunk célja 6t véletlenszerlien kivalasztott agydaganatos beteg esetében a tumor- és
tumorhoz kozeli szovetek mikro- és mikobiotajanak Osszevetése a bél- és vérmintdkban

kimutatott mikrobiota- és mikobiota-profilokkal.

3. Modszerek

3.1. Alkalmazott modszerek a klinikai sebfertozések hatasanak a HGG-s betegek tulélésre
gyakorolt hatiasanak vizsgalatara

3.1.1 Betegek kivdlasztasa és kezelési protokoll

A retrospektiv vizsgalatban az Orszagos Klinikai Idegtudomanyi Intézetben, illetve annak
jogutdédjaban, a Semmelweis Egyetem Idegsebészeti és Neurointervencids Klinikajan 2010.
januar és 2024. december kozott kezelt betegek klinikai adatait elemeztiik. A vizsgalatba olyan
felnott betegek keriiltek bevonasra, akiknél ebben az idészakban biopszia vagy tumorrezekcio
alapjan glioblasztoma (IDH-negativ, CNS WHO 4-es gradus) vagy IDH-mutans asztrocitoma
(CNS WHO 4-es gradus) keriilt diagnosztizalasra, azaz magas gradust glioma (HGG). A mutétet
kdvetden valamennyi beteg egységes, standardizalt kezelést kapott, amely kemoirradiaciobol (60

Gy) ¢és adjuvans temozolamidbdl allt a Stupp-protokollnak megfelel6en (5).

3.1.2 Adatgyiijtés és beteg kohorsz vizsgdlat
posztoperativ sebfert6zést mikrobioldgiai eredményekkel és klinikai tiinetekkel alatamasztva. A
betegkivalasztas folyamatat az 2. abra szemlélteti. Hosszatavu tulélének tekintettilk azokat a

betegeket, akik tulélése a diagndzis felallitasa utan tobb mint harom év volt.



3.1.3. Statisztikai elemzés

A vizsgalat legfontosabb kimeneti pontja az atlag tilélés (overall survival - OS) vizsgalata volt,
azaz a diagndzis felallitaisa és a betegelhalalozdsanak iddopontja kozotti iddintervallum,
fiiggetleniil a halalozds okatol. A masodlagos kimenetként a progressziomentes tulélést
(progression free survival - PFS) hataroztuk meg.

A kontrollcsoportba csak olyan betegek keriilt bevalasztasra, akiket glioblasztomas IDH-normal
(wildtype) vagy asztrocitomas IDH-mutans CNS WHO 4-es fokozati daganattal diagnosztizaltak.

3.2. Alkalmazott mdédszerek az agydaganatos betegek klinikai mintdinak mikrobiom
Osszetételének a jellemzésére

3.2.1. Vizsgalati tery

Prospektiv vizsgalatunk soran 2024 szeptemberében a Semmelweis Egyetem Idegsebészeti s
Neurointervencios Klinikajan 6t, véletlenszerlien kivalasztott, agydaganat miatt miitéti ellatasra
szorulo6 beteget vontunk be. A vizsgalatba bevont betegek demografiai és klinikai jellemz6it az 1.

tablazat mutatja be

1 tablazat A mikrobiom vizsgalathoz kivalasztott betegek jellemz6i

Beteg azonosito | Nem | Kor Diagndzis Rovidités

P1 ferfi 48 ¢v | Glioblasztoma grade 4 (NOS) P1_ GBM

P2 nd 74 év | Glioblasztoma grade 4 (NOS), P2 GBM
IDH mutans

P3 ferfi 47 év | Anaplasztikus meningeoma grade 3 | P3_ AM

P4 noé 63 ¢év Metasztatikus eml6 carcinoma, ER, | P4 MBC
HR, Her2 pozitiv

P5 ferfi 72 év | Metasztatikus majdaganat P5 MHC

Minden agydaganatbol nyert mintakat — a tumorbdl €s a tumor kdzeli (tumor-adjacent) szovetbdl
— steril kortilmények kozott kiilon-kiilon dolgoztunk fel, igy Osszesen tiz mintat kaptunk az 6t
betegtol 3. abra. A miitét eldtt vér- és széklet mintakat is gylijtottiink, szintén aseptikus szabalyok

szerint.



3.2.2 DNS kivonds

A DNS kivonasat vérmintakbol a NucleoSpin Blood, Mini kit-tel, mig a tumorbo6l, a tumor
melletti szovetbol (tumor adjacent tissue - TAT) és az anorektalis bélmintakbol a ZymoBIOMICS
DNA Miniprep Kit-tel végeztiik.

3.2.3 16S rRNS mikrobiom analizis
A bakterialis DNS-t jel6lt primerekkel amplifikaltuk, amelyek a bakterialis 16S rRNS gén V3—

crer

végeztik.

3.2.3 ITS alapit mikobiom analizis
Az ITS mikobiom vizsgélatot a standard Illumina fungalis metagenomikai protokoll szerint
végeztiik, néhany modositassal. A mintak szallité puffereibdl és a negativ kontrollokbdl sem a

DNS kivonas, sem az ITS PCR nem eredményezett kimutathat6 DNS mennyiséget.

3.2.4 Statisztikai analizis
A kiilonboz6 kohorszok kozotti statisztikai kiillonbségeket mikrobiom ¢s mikobiom alfa-
diverzitas esetén Shannon-index, mig béta-diverzitas esetén Jaccard-index alapjan hataroztuk

meg.

4. Eredmények

4.1 High Grade Gliomas betegek esetében a tilélés és a sebfertozés kapcsolata

4.1.1. A fertozott HGG-betegek és az életkor szerint illesztett kontroll populdcio jellemzdi
2010. januar €s 2024. december kdzott 0sszesen 2008 betegnél diagnosztizaltunk magas gradust
gliomat (HGG). A vizsgalati betegcsoport 908 nébol és 1091 férfibdl allt, az atlagéletkor 61 év
volt. Koziiliik 26 betegnél (1,29%) alakult ki klinikailag igazolt fert6zés, az ¢ atlagéletkoruk 56

év volt.

A fert6zott betegek klinikai jellemz0it az életkor szerint illesztett kontroll csoporttal hasonlitottuk
Ossze (2. tablazat). Posztoperativ fertdzések — ugymint sebfert6zés (SSI), intracerebralis talyog
(SSI-IC), meningitis (SSI-MEN) ¢és kraniotdmiahoz tarsuld fert6zés (SSI-CRAN) — kizardlag a

fert6zott betegek korében fordultak eld, a bevalasztasi kritériumoknak megfelel6en.



4.1.2. Az 56 HGG-vel diagnosztizalt kohorsz betegek tulélési adatai — a fertdzott és a nem
fertdzott csoportok egyiittvéve

A kivalasztott 56 HGG beteg — beleértve a fertdzott betegeket és a nem fertézott eset-kontroll

betegeket — atlagos tulélését (OS) a 4. abra mutatja, beleértve a konfidencia intervallumokat is.
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4. abra — HGG betegek atlagos talélése (OS). A sziirke teriiletek a konfidencia intervallumokat
jelzik.

A teljes vizsgalat soran, 0sszesen 56 HGG-beteg (fertdzott €s nem fert6zott egylittesen) esetében
hasonlitottuk Ossze az atlagos tulélést (overall survival - OS) a hisztologiai és patologiai
paraméterek. Az OS szignifikdnsan kedvezobb volt az IDH-mutans, CNS WHO 4-es gradust
asztrocitbmaban szenvedd betegeknél, fliggetlentil attol, hogy a fert6zott vagy a nem fert6zott

csoportba tartoztak (5. abra).

IDH-mutant == IDH-wildtype
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5. abra - Az OS az IDH-mutans, CNS WHO 4-es gradusu asztrocitdbmaban szenvedd betegeknél

Ezzel szemben az ATRX statusz és a Ki-67 értékek alapjan végzett 6sszehasonlitds nem mutatott

szignifikans kiilonbséget a betegek tulélése kozott (6. abra).

4.1.3. A tulélési adatok dsszehasonlitasa a fertozott és nem fertozott HGG-betegek csoportok
esetében

4.1.3.1. Atlagos tilélés elemzése a fertézott és nem fertézott HGG-betegek kozott

Az atlagos tulélést (OS) osszehasonlitottuk a kivalasztott HGG betegek korében a fert6zott és a
nem fertdzott csoportok kozott. Meglepd modon az OS szignifikansan kedvezobb volt a fert6zott
csoportban a nem fert6zott, ¢életkor szerint illesztett kontrollcsoporthoz képest (p = 0,049). A
progressziomentes tilélés (PFS) tekintetében is kiilonbség volt megfigyelhetd: a fert6zott betegek
median PFS-értéke 343 nap volt, mig a kontrollcsoportban 309 nap (2. tablazat).Mivel az OS
tekintetében szignifikdns kiilonbség mutatkozott a fertézott és a nem fertézott HGG-betegek
kozott (7. abra), a median, az atlag és az egyéni OS-értékeket is részletesen elemeztiik (8. abra).
Erdekesség, hogy a median OS a fertézott csoportban rovidebb volt (388 nap), mint a
kontrollcsoportban (422 nap), ugyanakkor az atlagos OS magasabbnak bizonyult a fertdzott
betegek esetében (674 nap vs. 442 nap). Az egyéni OS-értékek vizsgalata (8. abra) azt mutatja,
hogy a fert6zott csoportban a szoras igen nagy volt, és kimutathatd volt egy klaszter olyan
esetekkel, amelyeknél az OS nem érte el sem a medidn, sem az atlagos OS-értéket. A tobbi
fertozott eset ezzel szemben lényegesen hosszabb tulélést mutatott (3. tablazat). Ezzel ellentétben
a nem fertozott illesztett csoportban az OS szdrasa joval szlikebb volt, €s a median, valamint az
atlagértékek kozelebb alltak egymaéshoz. A nem fertézott csoportban az egyéni OS-értékek

egyenletes eloszlast mutattak a szérastartomanyon beliil (8. abra)
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7. abra - A sebfert6zéssel diagnosztizalt csoport OS (fertézés pozitiv, piros vonal) és a nem
fert6zott kontroll csoportok (fert6zés negativ, zold vonal) a HGG betegeknél. A Kaplan—Meier
talélési gorbék szignifikans kiilonbséget mutatnak a HGG betegek kozott. A Kaplan—Meier
talélési gorbék szignifikans kiilonbséget mutatnak a ttlélésben a klinikai fert6zésben szenvedo

betegek (piros vonal) és a kontroll csoport kozott (p = 0,049). A piros és zold teriiletek a

konfidencia intervallumokat jelzik.



2500

2402

2051

2000

1500

0S (days)

1075

1000

8. dbra - =Infected = Noe:vj}nfected A
fertdzott és nem fert6zott eset-kontroll csoport teljes OS és az egyes OS értékei. A fert6zott (piros)
¢s a nem fert6zott eset-kontroll (kék) OS adatai lathatdoak. Az egyes mezokben 1évé kdzépsod
vonal a median OS-t (50 percentilis) jeldli. Az egyes mez6kben 1év0 kdzéps6 vonal a median OS

percentilist jeloli, mig a mezében 1évo kis vonal az atlagos OS értéket jelzi.

4.1.3.2. Az OS elemzése a fertozott és nem fertozott HGG-csoportok esetében az IDH mutdcios
statusz alapjan

A vizsgalt HGG kohorszban az IDH-mutaciot hordozo betegek esetében — az irodalmi adatokkal

0sszhangban — szignifikansan jobb 6sszes tulélés (OS) volt megfigyelheto.
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4.1.3.2. A posztoperativ fertézésben szenvedo HGG betegek mikrobiologiai eredményei

A sebvaladék-tenyésztés 12 HGG-betegnél (46%) hozott pozitiv bakteriologiai eredményt; 11
esetben (42%) nem volt kimutathaté baktérium, harom betegnél pedig egyaltalan nem tortént
mikrobioldgiai mintavétel. Hét betegnél egyetlen baktérium volt felelds a fertdzésért, koziiliik hat
esetben a korokozo a bér természetes florajabol szarmazott. Ot betegnél tobb baktérium egyiittes

jelenlétét észleltiik a sebfert6zés hatterében (3. tablazat).

4.1.4. Harom hosszu tulélo (>3 év) HGG beteg esettanulmdnya

Harom eset keriil bemutatasra, ahol a betegek sebészi rezekcidkon, radio-kemoterapian és
adjuvans kemoterapiaban részesiiltek és a betegek tulélése tobb mint 3 év volt. A korai tumor
progresszio és a miitét utani szovodmények ellenére mindharom beteg elhuz6do, tiinetmentes

talélést ért el.

Esetismertetés 1.

Egy 70 éves ndbeteg neuroldgiai goctiinetekkel jelentkezett Intézetiinkben. A mutét eldtti MRI
vizsgalat bal oldali parietalis térfoglald folyamatot igazolt (10A. abra). A szdvettani vizsgalat
glioblastomat igazolt. A statusz rogzitd MRI stabil allapotot mutatott, rezidudlis tumorra vagy

recidivara utald jel nélkiil (10 B. dbra).. A betegség progresszidja miatt (10 C. abra). TMZ-

11



reindukciot javasoltunk, de a beteg ezt elutasitotta. 2024 végére a beteg €s csaladja jelezte, hogy
a mutéti seb kornyezetébol kb. 1,5 éve valadék iriil (10 D, E abra). A sebvaladékbol
Enterobacter cloacae és Peptoniphilus fajokat tenyésztek ki..A beteg agyhoz kotott maradt,
allapota nem javult, ezért tovabbi idegsebészeti beavatkozas nem jott szoba. A tumor progresszio

ellenére a beteg a diagnézist kovetden tobb mint 6t évig élt, meghaladva a median talélést.

Esetismertetés I1.

Egy 30 éves férfi betegnél 2011-ben jelentkeztek neuroldgiai goc tiinetek, melynek hatterében a
jobb temporalis lebenyben térfoglald elvaltozas igazolddott. Temporalis craniotomia €s tumor
eltavolitas tortént. A szdvettani vizsgalat astrocytomat igazolt IDH-mutans, CNS WHO 4 gradus
besorolassal. 2012-ben tumorprogresszid miatt ismételt miitétre kertilt sor. 2018 majusaban rutin
CT- és MRI-vizsgalat jobb temporalis régidban tumorrecidivat igazolt (11 A abra). 2018-ban
fronto-temporalis kraniotdmia tortént, a miitét utdn gennyes valadék jelent meg a sebben, ami
fert6zést vetett fel (11 B abra). 2018 juniusaban harmadik mutéti beavatkozasra keriilt sor. A
beteg Avastin kezelést kapott. A teljes tulélés (OS) 80 honap volt, a progressziomentes tilélés
(PFS) pedig 71 honap, ami viszonylag hossza tilését jelent.

Esetismertetés I11.

A 37 éves ndbetegnél miitét elotti CT bal oldali occipitalis térfoglalo folyamatot mutatkozott (12
A abra). Biopsziat kovetden 2014 szeptemberében tumorrezekcio tortént. A szdvettani vizsgalat
IDH-wildtype glioblasztomat igazolt. A tovabbi progresszié miatt 2019 szeptemberében masodik
miutétre kertlt sor. 2019 decemberében fert6zés miatt lumbalis drain belltetésre keriilt sor, és
empirikus  antibiotikum-kezelés zajlott. A kontroll MRI (12 C 4bra). ismételten
tumorprogressziot igazolt, ezért 2020 februarjaban harmadik operaciora keriilt sor A teljes tulélés

(OS) 68 honap volt, a progresszidmentes tulélés (PFS) pedig 60 honap.

4.2 Agydaganatos betegek klinikai mintdinak mikrobiom 6sszetételének a jellemzése

4.2.1.A4 betegek jellemzoi

Ot agydaganatos beteg keriilt véletlenszeriien kivalasztisra 2024 szeptemberében. A betegek
diagnozisa glioblasztoma (glioblasztoma - GBM), anaplasztikus meningedéma (anaplastic
meningeoma - AM), emlddaganat attét (metastatic breast cancer - MBC), és hepatocellularis
carcinoma metasztazisat (metastasic hepatic cancer - MHC) volt: P1_GBM, P2_GBM, P3_AM,
P4 MBC és P5_ MHC.
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4.2.2. A betegmintik mikrobiom-diverzitisinak vizsgdlata

A betegek mintainak — bélrendszer, vér, tumorhoz kozeli szovet (TAT) és tumor —bakterialis
mikrobiom alfa diverzitasata Shannon-index segitségével szamitottuk. A legmagasabb bakterialis
alfa diverzitds a bélmintadkban volt megfigyelhetd. A vér-, tumorhoz kdozeli szdvet- és
tumormintakban az alfa diverzitds alacsonyabb volt. Szignifikédns kiilonbséget talaltunk a
bélmintak és az 0sszes tobbi mintatipus kdzott: tumor (p = 0,009), tumorhoz kozeli szévet (p =
0,014) és vér (p =0,009) mintak esetében a Shannon-index alapjan, ahogyan az az 1. abran lathato.
A béta-diverzitas alapjan a bélmintak szignifikansan eltértek a tobbi mintatipustol, amit a 14.

abran lathato fékomponens-analizis is megerositett.
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14. abra A mikrobiom f6koordinata-analizise Jaccard-modszerrel. A bélmintakat kiilon

csoportositottuk és barna korrel jeloltiik.

4.2.2.1. A mirobiota mintdk konzisztencidaja

A tumor mintakban a leggyakoribb baktérium torzsek Osszességében a Firmicutes voltak,
83,79%-o0s arannyal, 6ket kdvette a Proteobacteria (12,44%) €s a Bacteroidota (0,9%).

A tumor-, a tumor koriili szovet-, a vér- és a bélmintak leggyakoribb nemzetségei a 15. dbran
lathatok. A tumor, a tumor koriili szovet €s a vérmintak leggyakoribb nemzetségei dsszességében

az Enterococcus, Klebsiella, Blautia, Lactobacillus, a Clostridium innocum csoport és a
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Ruminococcus voltak. A bélmintakban a leggyakoribb nemzetségek a kovetkezok voltak:

Pelistega, Finegoldia, Fenollaria.

165 rRNS szekvenalas
Széklet
1
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©
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PGB B3 M PANEC BSMC PLGEM P2GEN B3 M PGB PGB 2 M BN LGB PRGEN B3 MM P4 MK
lEnterococcus ll(leb51e11a IBlautJ.a mLactobacillus lPel:Lstega
m Finegoldia mBacteroides mBacteria Kingdom Unknow mGardnerella m Peptoniphilus
m [Clostridium] innocuum group ®mPrevotella mAnaerococcus mFenollaria ® Enhydrobacter
®» [Ruminococcus] torques group ®Facklamia wAkkermansia mUCG-002 m Kytococcus
mActinomyces mOther

15. abra A baktériumok nemzetségének gyakorisaga a kiilonb6z6 betegekbdl és mintakbol 16S
rRNA szekvenalassal.

A hotérkép a gyakori baktériumok egyiittes eléfordulasi csoportjait mutatja, amelyek egyes
nemzetségekben ndvekedést, masokkal pedig csokkenést mutatnak. Az Gsszes mintaban a
leggyakoribb baktériumnemzetségek korrelacigjat a 16. abra mutatja. Két baktériumcsoportot
figyeltink meg. Az egyik csoportba az Enterococcus spp., Klebsiella spp., Blautia spp.,
Ruminococcus spp. és Lactobacillus és Clostridium inocuum tartoztak. A masik csoportba a

Prevotella spp. €s a Gardnerella spp. és Actinomyces spp. tartozot
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4.2.3. A betegmintik mikobiota-diverzitisa

A gomba-, mikobiom- és alfa-diverzitast a Shannon-index segitségével szamitottuk ki. A mintak
alfa-diverzitasaban nem volt szignifikans kiilonbség. A kiilonb6z6 mintak béta-diverzitasat a
Jaccard-modszerrel szamitottuk ki. A mintak diverzitasaban nem volt szignifikans kiilonbség.

(17. abra)

4.2.3.1.A mintak mikobiom strukturaja

A mintak mikobiom elemzése azt mutatta, hogy az ugyanazon betegt6l szarmazo tumor- és tumor-
szomszédos szOvetmintak Osszetétele altalaban nagyon eltéré volt (18. abra). A tumor-
szomszédos szovetmintdk nagy hasonlosagot mutattak a vérmintdkkal. Ezzel szemben a

bélmintéak jelentdsen kiilonbdztek egymastol és mas mintaktol.

18. abra A kiilénb6z6 mintak
Vér
Toor mikobiomjanak elemzése. A
TAT

o | vérmintakat pirossal, a bélmintakat
< sargaval, a tumormintakat lilaval és a
e < tumorhoz kozeli szovetet (TAT)
J kékkel jeloltik. A kék vonalak

° ugyanazon betegt0l szarmazo tumor-
%, % ¢s tumorhoz kozeli szovetmintakat
o
2,
.3- . . . . 4
7 & jelzik. A piros kor a nagyon hasonlo
& mintak csoportjat jelzi.

Nagyobb variabilitast talaltunk a bélben a gombak meghatarozasa soran nemzetség szintjén,
jellegzetes vondsokat nem észleltiink. Malassezia négy mintaban volt jelen (P1_GBM, P3_AM,
P4 MBC ¢és P5_ MHC). A vér és tumorhoz kozeli szovet tobb hasonlosagot mutatott (19. abra),
a leggyakoribb nemzetség a Tomentella, Alternaria és Didymosphaeria volt. Nemzetségek
szintjén a tumor mintak kozott jelentds kiilonbségek mutatkoztak. A PS5 MHC tumor sz&vetében
a mycotoxin termeld Alternaria volt az egyetlen gomba. A P4 MBC tumor mintijaban
az Alternaria és Mycosphaerella nemzetségek voltak a leggyakoribbak. A tobbi beteg esetében -
P1_GBM, P1 GBM, P3 AM - Alternaria nem volt detektalhatd a tumor szdvetben, ezzel

szemben a Malassezia és a Agariomycetes nemzetségek gyakoriak voltak. (19. abra)
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ITS szekvenalas
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19. abra A kiilonb6z6 betegekbdl és mintakbol szarmazo gombak nemzetségszintii gyakorisaga

ITS szekvenalas alapjan.

A 20. abra a betegekhez kapcsolodo kiilonbdzo mintak és a kiilonb6zo gombafajok gyakorisagat
mutatja. Altaldnossagban elmondhatd, hogy a P1_GBM, P2 GBM, P3 AM és P4 MBC
betegeknél a vér és a tumorhoz kozeli szovet (TAT) abundancia mintazatai hasonldak voltak, mig
a P5 MHC beteg esetében eltérd mintazatok figyelhetok meg.

A P3_AM tumor gomba tulajdonsagai hasonloak voltak a vér és a TAT mintazataihoz; azonban
mas betegeknél (P1_GBM, P2 GBM, P4 MBC, és P5_ MHC) a tumor gomba tulajdonsagok
eltértek a TAT-ban és a vérben talalhatoaktol. A P4 MBC és P5 MHC betegek bél- ¢és
vérosszetétele hasonlo volt. A Tomentella gombafaj hasonld dsszetétele mutatkozott a vérben és

a TAT-ban a P1_GBM, P2 GBM, P3_AM ¢és P4 MBC betegeknél.

5. Megbeszélés

A régmultban a fertdzések a morbiditas és mortalitas f6 okai voltak, és gyakorlatilag minden
mitétet kdvetden eléfordultak (10). Bar a fertozéseket altalaban karosnak tartjuk, mivel
bonyolitjak a kezelést és novelik a morbiditast, egyes megfigyelések arra utalnak, hogy bizonyos
HGG-betegekben paradox modon meghosszabbithatjak a talélést.

Jol ismert, hogy az IDH-mutacié jelenléte jelentdsen befolyasolja a talélést és a kezelési

kimenetelt HGG-betegek esetében (3,13,14), melyet kutatasunk is megerositett. Eredményeink

16



azt mutattak, hogy a sebészeti teriilethez kothetd infekcioval jaro HGG-betegek esetében az
atlagos OS jelents mértékben nott. A median OS kissé alacsonyabb volt a fert6zott csoportban,
mint a kontrollban. Ez egybecseng korabbi megfigyelésekkel is Ugy tiinik, hogy a fertézés
idépontja és mélysége kulcsfontossagu tényezok a tulélés szempontjabol.

Vizsgalatunkban szintén harom olyan beteget azonositottunk, akik hosszu tava talélést értek el,
¢s a kezdeti diagnozist kovetoen évekkel késébb fertdzés alakult ki.

A mikrobiologiai vizsgalatok széles korokozo-spektrumot mutattak, amelyek kozott
leggyakrabban S. aureus és S. epidermidis fordult elo.

A baktériumok antitumor mechanizmusai sokrétliek: kozvetlen citotoxikus hatas, a tumor
mikrokoémyezetének modositasa, immunvalasz aktivalasa, a sejtszignal-transzdukci6 gatlasa, az
extracellularis matrix atalakitasa, a neoangiogenezis gatldsa vagy a tumor anyagcseréjének
befolyasolasa.

Az immunolégiai hatas szintén kulcsfontossagu lehet a tumorprogresszid szabalyozasaban.
Megfigyeléseink alapjan ugy tinik, hogy a késobb kialakul6 infekciok esetén kedvezdbb talélés
varhato. Felvetodik ugyanakkor a kérdés, hogy vajon a korokozo fajtaja vagy a mikrobak szama
is befolyasolja-e ezt a jelenséget. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek olyan biomarkerek
kidolgozasahoz, amelyek mennyiségileg jellemzik az infekcio kiterjedtségét, illetve képesek
kimutatni és osztalyozni a klinikailag ,lathatatlan™, szubklinikus gyulladasokat is HGG-
betegekben.

A vizsgalat egyik korlatja, hogy a bevalasztasi kritériumok alapjan olyan betegek, akik hosszan
taléltek, ugyanakkor klinikailag igazolhat6 fert6zésiik nem volt, nem keriiltek be a vizsgalatba.
Hasonldan a korabbi vizsgalatokhoz, a fertézésekbol izolalt baktériumok részletesebb vizsgalata
(pl. teljes genom szekvenalas) nem tortént meg.

Jelen tanulmanyunk célja az volt, hogy felmérjiikk, milyen mértékben hasonlo, illetve milyen
korrelaciot mutat egymassal a bél-, vér-, tumorszovet- és tumor-melletti szovet (TAT) mikrobiom
az agy-bél tengely szempontjabol. A bél mikrobiommal kapcsolatos leglijabb kdzlemények
els6sorban a bakterialis Osszetételre Osszpontositanak, mikdzben a mikobiom vizsgalatat
elhanyagoljak.

Bar az egészséges egyének vér mikrobiomjanak jelenléte még vitatott, kiilonb6z6 betegségekben
a nyalkahartya integritdsanak karosodasa eldsegitheti a mikrobak atjutdsat a vérkeringésbe.
Elézetes eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a vér mikrobiom Osszetétele Osszefiigg a
kiiléonb6z6 tumorokkal, ugyanakkor nem a tumor stadiumaval.

Ezzel szemben az els6dleges kozponti idegrendszeri daganatok vér mikrobiom dsszetétele eddig
ismeretlen volt, és mindeddig nem vizsgaltak. Tudomasunk szerint jelen vizsgalat az els6, amely

a vér mikrobiomjat glioblasztoma és anaplasztikus meningeoma esetén elemzi.

17



Vizsgalatunkban 6t beteget vizsgaltunk, koziiliik kett6 szolid tumor metasztazissal rendelkezett.
El6zetes eredményeink alapjan a harom elsddleges agydaganatos beteg vér mikrobiomja nagyon
hasonlé profilt mutatott: els6sorban Enterococcus spp. dominalt. Mivel ezek a baktériumok
jellegzetesen a bélflora tagjai, feltételezziik, hogy a bélhdm integritdsanak karosodasa révén
keriiltek a vérkeringésbe. Mivel az elsddleges és attétet addo agydaganatokban is hasonld vér
mikrobiom profil figyelhetd meg, feltételezziik, hogy a vér mikrobiomja inkabb az agydaganat
jelenlétére utalnak, és nem annak tipusara. Feltételezziik, hogy a bélham és a BBB integritasa
Osszefligg egymassal, valamint, hogy a vér-, tumor- és TAT-mintak kozott 6sszefliggés all fenn.
A vér mikobiomrol — kiilondsen daganatos betegek esetén — eddig nem késziilt vizsgalat, még
kevésbeé kozponti idegrendszeri daganatok esetén.

Az utobbi id6ben a tumorokban jelen 1évo baktériumok szerepe is el6térbe kertilt. A baktériumok
a tumorokban foként a tumor-, illetve immunsejtekben intracellularisan helyezkednek el.
El6zetes adataink — a kis betegszam miatt — nem teszik lehetdvé annak megallapitasat, hogy az
intratumoralis baktériumok vagy gombak oki szerepet jatszanak-e a tumor kialakuldsaban vagy
koérnyez0 normal-szovetbdl is szarmazhatnak, amit korabban is megfigyeltek (49), ami
megmagyarazza a tumor és TAT mikrobiomja kozotti nagyfokll hasonlosagot. Mi is hasonlo
trendet talaltunk a tumor és TAT baktérium-6sszetétele kozott.

Szamos tanulmany igazolta, hogy a tumor és a tumor-melletti normal szoévet (TAT) mikrobiomja
bakterialis szempontbol hasonlo, ami a mi eredményeink alapjan is megfigyelhetd. Hasonlo
jelenséget figyeltiink meg sajat eldzetes eredményeinkben is: bar csak 6t agydaganatos betegbol
szarmazo klinikai mintat vizsgaltunk, mind az 6t esetben a TAT mikobiomja eltért a tumor
mikobiomjatdl — ez a minta hasonld volt ahhoz, amit emlérak esetén is leirtak. Tovabba egy
érdekes megfigyelés volt a TAT és a vér mikobiom magas foku hasonlosaga.

Ismert, hogy a daganatos szdvetekben a baktériumokon kiviil kiillonféle gombak is jelen lehetnek
(50,54). Ot vizsgalt esetiinkben a tumorokban kimutatott gombdk kéziil az Alternaria nem minden
esetben dominalt, de Cladosporium, Discosia és Didymosphaeria nagyobb mennyiségben volt
jelen. A Tomentella szerepe egyelére ismeretlen. A tumor- €s TAT-mikobiom kozotti eltérés
azonban felveti annak lehetdségét, hogy a gombak esetében eltéré patomechanizmus allhat fenn.
A baktérium-gomba interakciokrol széles korben beszamoltak és ezek gyakran klinikai
jelentoséggel birnak. E kdlcsonhatasok természetének megértése kulcs lehet polimikrobialis
infekciok megel6zéséhez ¢és kezeléséhez, valamint akar potencialis daganatellenes hatasok
kiaknazasahoz. A mikrobak kozotti egyenstly (dysbiosis) felboruldsa szdmos lokalis vagy
szisztémas gombas fertdzéshez és egyéb kronikus betegséghez vezethet (67). E kolesonhatasok

tanulmanyozasa 1j terapias célpontok azonositasahoz is hozzajarulhat.
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6. Kovetkeztetések

Az agydaganatok ¢és a mikrobiom illetve mikobiom ko6zotti kapcsolat vizsgalata uj kutatasi irany,
amely egyre vildgosabban mutatja, hogy a daganaton beliilli és a bélben jelenlévo
valaszt. Mig a baktériumok szerepét szélesebb korben kutattak, addig a gombakdzosségek
vizsgalata eddig hattérbe szorult. A bél-agy tengely fontos szerepet jatszhat az agydaganatok
kialakulésaban, progresszidjaban, kezelésre adott valaszaban és a bél-vér-TAT-tumor ttvonal
szerepe kiilondsen hangsulyos. Kimutattuk, hogy a vér mikrobiomja korrelal a tumor és a TAT
mikrobiomjaval, addig a vér és a TAT mikobiom hasonlosaga nem szolgaltat informaciot a tumor
mikobiomrol illetve a tumor mikobiomja egyedi mintazatot kovet, amely fliggetlen a
mikrobiomtol és potencialisan 6nalld biologiai hatassal bir. Ez arra utalhat, hogy a gombak
jelenléte a tumorokban nem pusztan kisérdjelenség, hanem aktiv tényezd lehet a daganatok
kialakulasaban és viselkedésében €s a vér mikrobiom €és mikobiom potencialis biomarker szerepét
agydaganatos betegekben. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek azonban annak tisztazasara, hogy a
mikrobiom ,,célzott” modositasa hogyan javithatja az agydaganatos betegek tulélési esélyeit.
Ezzel parhuzamosan a posztoperativ sebfertézések (SSI-k) vizsgéalata a HGG-s betegekben
ravilagitott a fertozések kétarcii természetére. Mig egyes esetekben a fert6zés életveszélyes
komplikacioként rontja a tulélést, maskor immunologiai valaszokat valthat ki, amelyek a
daganatellenes hatés iranyaba mutatnak, s6t bizonyos esetekben szignifikansan hosszabb talélést
eredményezhetnek.

A mikrobialis tényezOk — beleértve a baktériumokat, gombakat €s opportunista fertézéseket —
tehat sokkal Osszetettebb és heterogénebb modon befolyasoljak az agydaganatok kimenetelét,
mint azt korabban feltételeztiikk. A daganaton beliili mikobiom pontos funkciojanak tisztazasa,
valamint a fertdzések immunoldgiai hatdsmechanizmusainak feltarasa nemcsak a
patomechanizmusok jobb megértését szolgalja, hanem 11 terapias stratégiak kidolgozasahoz is
hozzajarulhat a jovoben.

Mindkét vizsgalatunk megerdsiti, hogy a mikrobialis tényezOk —baktériumok, gombak vagy
opportunista fertdzések — kétarct szerepet jatszhatnak az agydaganatok patogenezisében és a
betegség klinikai kimenetelében. A mikrobiom ¢és mikobiom sajatos mintdzatai, valamint a
fert6zések tulélésre gyakorolt heterogén hatdsai egyarant azt jelzik, hogy a daganatok és a

mikrobak kdzotti kapesolat rendkiviil dsszetett.
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