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1. BEVEZETES

Az intrakraniadlis daganatok therdpidjanak megvalasztisaban a szdvettani
besorolasnak dontd szerepe van. A rutin szOvettani osztalyozas kiilonbozo festési
eljarasokbol és immunhisztokémiai reakciokat kovetd fénymikroszkopos vizsgalatokbol all.
E hagyomanyosnak mondhat6é vizsgalatok soran a daganatnak ill. sejtjeinek aktualis
megjelenését dontéen morfologiai jellemzok szerint értékelik. Ennek a megkozelitési
modnak hianyossagai kdz¢ tartozik, hogy a funkcionalis tulajdonsagokrol kevés informaciot
nyujt. Ilyen tulajdonsagok koz¢é tartozhat pl. a sejtosztdodashoz sziikséges enzimek
aktivitasa, a sejtproliferacidhoz sziikséges faktorok transzportrendszereinek aktivitasa vagy
egyes novekedési faktorok szignalrendszerének aktivalodasa. Tovabba, Iényeges
informaciokhoz juthatunk a tumorsejtek genetikai allomanyénak vizsgalataval a daganatban
a mutéti eltavolitaiskor még nem manifesztalddott proliferacios készségrol, hiszen bizonyos
gének hiperexpressziojaval késébb megvalosuld tumorprogresszido valosziniségének
meghatarozasa prognosztikai szempontbol nagy jelentdséggel birhat. Eléfordulhat ugyanis,
hogy azonos fénymikroszkdpos megjelenési forma mellett két tumorminta genomja az
onkogének aktivitdsa szempontjabol jelentds eltéréseket tartalmaz.

Mivel a mai gyakorlatban alkalmazott és hagyomanyosnak tekinthetd pathologiai
vizsgalati modszerek a morfoldgiai jellemvonasokra szoritkozva allapitjak meg a daganatok
szOvettani besorolasat, az adekvatnak tiind therapia elégtelennek bizonyulhat. Fennall tehat
az igény tovabbi, olyan tumormarkerek felkutatdsara, melyek részben az aktualis
malignitasi fokrdl nyujtanak pontosabb informaciot, részben pedig a genetikailag
meghatarozott progressziora valo hajlamot is felderitenék.

A valdsaghoz valoszinileg akkor jarunk kozel, ha ennek a problémanak a

megoldasat nem egyetlen paraméternek a "felfedezésétl" varjuk, hanem tobbiranyu



elemzések sordn meghatarozott biokémiai (pl. enzimaktivitdsok), biofizikai (pl.
transzmembran transzport, vagy sejtfelszini markerek), molekularbiologiai (pl. onkogének
expresszioja) stb. tulajdonsagokbol kialakuldé komplex minta alapjan igyeksziink egy adott
tumortipus konkrét, valosaghti dignitasat és malignitasi potencialjat, azaz progressziora vald

hajlamat meghatarozni.

Ennek az elvnek szolgdlva a DEOEC Idegsebészeti Klinikdn elméleti
tarsintézetekkel kollaboralva (Pathologiai Intézet, Biofizikai Intézet, Biokémiai Intézet) és a
Kolni Idegsebészeti Kilinkaval egyiittmitkddve igyekeztiink az intrakranialis daganatokat

multifaktorialis szempontbol megkozeliteni.

Természetesen ennyi szakteriileten nem lehet egyidejilleg kelld szinten elmélyiilt
kutatomunkat folytatni, igy a legigéretesebbnek ting teriileten tovabbhaladva, a tumorsejtek
poliamin-anyagcseréjének vizsgalatat probaltuk minél részletesebben kielemezni. Jelentds
kutatasi eredményekre jutottunk a Kolni Idegsebészeti Klinika Neuroonkologiai
Laboratériumaval torténd egylittmiikodés soran az intrakranialis daganatok kvantitativ
biokémiai elemzésével a poliamin-anyagcsere aktivitasanak meghatdrozasaval. Ennek soran
bioszintézis kulcsenzimének (ornitin-dekarboxilaz, ODC) aktivitasat ¢és génjének
expressziojat mértiik meg és Osszefliggést kerestlink a poliamin anyagcsere aktivitasa és a
tumoros sejtproliferacio kozott. Glia eredetli (asztrocitomak és ependimomak) és
mezenchimalis eredetii tumorok (meninge6mak) vizsgalataval jutottunk legmesszebb, igy

jelen disszertacio gerincét is e vizsgalatok eredményei képezik.



2. CELKITUZESEK

I. Az ependimomakat a poliamin anyagcsere szempontjabol még nem vizsgaltak, és
bar az intrakranidlis gliomak 5-6 %-at ado daganatok az esetek tobbségében joindulatiinak
bizonyulnak (57), anaplasztikus formajuk igen rossz klinikai kimenetelt eredményez: az
statisztikdkban eléri a 100 %-ot. Magas aranyu kitjulasi hajlamuk mellett kezelésiiket a
likvorkeringés utjan adott gyakran tobbszords metasztazisképzo tulajdonsaguk s
megneheziti (13), hiszen a multiplex daganat miitéti eltavolitdsa sokszor lehetetlennek
bizonyul és a sugarkezelés rizikdja is jelentésen megnd. Mivel ezek a tumorok
sugarérzékenyek (38), a sugarkezelés indikacidjanak meghatarozasa fontos kérdés a
kimenetel szempontjabol, mivel az irradiacios kezelés e daganattipus esetében az 5 éves
talélést 41 %-ra emelheti (57). Els6 1épésként tehat ezekben a kevésbé gyakori intrakranialis
tumorokban igyekeztiink a poliamin anyagcsere aktivitasanak meghatarozasaval az aktualis

malignitasi fok megallapitasahoz tovabbi adatokat szolgaltatni.

II. Az ependimoémak vizsgalataval nyert eredmények alapjan a gliomak legnagyobb
csoportjat, az asztrocitomakat is érdemesnek tartottuk biokémiai szempontb6l a poliamin
anyagcserére vonatkozoan kielemezni, hiszen a leggyakoribb intraaxialis primer
agydaganatot az asztrocitomak képezik, az USA-ban évente 12.000 1j esetet
diagnosztizalnak (24). Az asztrocitomak malignitas szempontjabol a WHO ajanlésa alapjan
kovetett gradusrendszer szerint [-IV kategdorakra oszthatok, melyekbdl az I-11, Gin. alacsony
gradusu asztrocitomak a benignus tumorokra jellegzetes hosszii talélési adatokkal
jellemezhetok (az 1. gradustnak nevezett juvenilis pilocitas asztrocitoma 10 éves tulélése

eléri a 94 %-ot), mig a III. gradust, anaplasztikus asztrocitoma (AA), és a IV. gradusu



glioblasztoma multiforme (GBM) a magas gradusu gliomak &sszefoglalé néven malignus
daganattipust képviselnek (24). Tumoreltavolitast kdvetd posztoperativ sugarkezelés és
kemoterapia mellett az 1 éves tulélés AA esetén 60-73 %, GBM esetében 35-36 %, mig a
két éves tulélés az eldbbi esetében 38-50 %-ra ill. 8-12 %-ra csokken (9). Az AA és a GBM
a kozépkoru korosztalyt érinti, a betegek életkoranak atlaga diagnoziskor 46 ill. 56 év (46).
Ma mar ismert tényként kezelhetd az asztrocitomakban el6forduld progresszidra vald
hajlam, és a II. vagy IIl. gradusi tumorok igen gyakran nagyobb gradusu recidivaval
jelentkeznek ismét. Emellett a GBM az egyébként is nagy gyakorisagl asztrocitomak kozott
a legnagyobb aranyt képviseli, és az 6sszes primer agydaganat tekintetében is a 15-20 %-o0s
el6fordulasi arannyal a leggyakoribb intrakranialis tumornak tekinthetd (38). Nem véletlen
tehat, hogy a tumorkutatok érdekldédése régota nagy figyelemmel iranyul az asztrocitomak
tumorcsoportjara. Egyik legnagyobb kihivast az alacsony gradusi tumorok biztos
diagnosztizalasa és a progresszidora vald hajlam prognosztizaldsa jelenti, hiszen a mai
gyakorlatban irradiacié nélkiil kezelt II. gradusu asztrocitomak egy részének anaplasztikus
tumorra torténd progredialasa az idoben megallapitott proliferacidos potencial alapjan
indikalt radikalis mitéttel és postoperativ sugarkezeléssel esetleg megeldzhetd lenne.
Kutatasi célkitiizéseink is ennek az igénynek a kielégitésére ill. ezeknek a kérdéseknek a

megvalaszolasara irdnyultak.

ITI. A primer intracerebralis tumorok mellett a nem kevésbé gyakori extracerebralis
tumorok vizsgalata is célkitiizéseink kozott szerepelt. A nem-glia eredetl intrakranialis
tumorok koziil leggyakoribb daganat a meningedma: az 0sszes intrakranialis primer tumor
15-20 %-at teszi ki (77). A meningedmak osztalyozdsa szintén hisztopatholdgiai
jellemzokon alapszik, azonban ezek a jellemzok nem mindig bizonyultak elégségesnek az

atipusos és a malignus meningedmak kozotti kiillonbségtételhez (1, 71). Tobbnyire benignus



megjelenési formajuk és sokszor sikeres teljes eltavolitasuk ellenére a tipusos meningedomak
recidivainak ardnya 2-9 %, mig az atipusos formaé 29-50 % kozé tehetd (52, 72). Az
infiltrativ, malignus novekedési jegyeket nélkiil6zo szovettani kép mellett észlelhetd
relative nagy kijulasi hajlamuk tovabbi vizsgalatokat indikal. A poliamin anyagcsere
aktivitasanak meghatarozasaval a kiGjulasi potencidllal kapcsolatban kerestiink

prognosztikai szempontbol is hasznosithatd Osszefiiggéseket.

Vizsgéalataink soran a tumoros sejtszaporodashoz nélkiilozhetetlen poliaminoknak és
bioszintézisilk kulcsenzimének, az ornitin-dekarboxilaznak (ODC) az intrakranialis
daganatok diagno6zisanak pontositasat szolgald, és a tumorprogressziora €s a recidivaképzési
hajlamra utal6 szerepét tliztiik ki célul felderiteni. Ennek soran eldszor az egyes poliaminok
ependimomakban, majd az ODC aktivitast ¢s az ODC gén expresszidjat meghatarozva
igyekeztiink asztrocitomakban és meningedmakban tovabbi kovetkeztetésekre jutni. A
multifaktorialis megkozelitési elvnek megfelelden a fenti paramétereket Ki-67 proliferacios
markerrel és a szovettani képpel (mitodzis-szammal) dsszevetve probaltuk a meningedmakat

prognosztikai szempontbol értékelni.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A poliaminok bioldgiai szerepe

A poliaminok alifds szénhidrogén lancon 2-3-4 amino-, ill. iminocsoporttal
rendelkez6 molekuldk, melyek fiziologids pH-n pozitiv toltésti kationként funkcionalva
vonzzak a negativ toltésli sejtkomponenseket. Minden eukariota sejtben jelen vannak,
beleértve a kozponti idegrendszer sejtjeit is (29, 47, 84). A poliaminok mar régen
felkeltették a kutatok érdeklédését, hiszen az elsd irodalmi adat 1678-bol szarmazik és a

spermin kristalyok szerkezetét taglalja. A poliaminok bioszintézisének vazlatat az I. abra

szemlélteti.
1. abra
A poliaminok bioszintézisének vazlata
Metionin Arginin
Adenosil-metionin Ornitin
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l
|
! v
mmmmommmmmo- > Spermidin NH,~(CH,)s-PUT
: l
|
|
|
------------- > Spermin NH»-(CH,)3-SPD



A poliamin-bioszintézis kulcsenzime az ornitin-dekarboxilaz enzim (ODC) mely
egyediilallo az emldsok sejtjeiben: féléletideje kevesebb mint fél 6ra (az atlagos human
enzimek féléletideje altalaban napokban mérhetd) (17). A poliaminok (spermidin, spermin
és metabolikus prekurzoruk, a putreszcin) bioszintézisének szabalyozasa dontéen a
kulcsenzim, az ODC aktivitasanak valtozasain keresztiil valosul meg. Ez az enzim az ornitin
(aminosav) putreszcinné (diamin) dekarboxilalasat katalizalja (56, 69). Az ODC

szabalyozasat a 2. dbra szemlélteti.

2. adbra

Az ornitin dekarboxilaz (ODC) szintézise: szabalyozasi mechanizmusok

ODC-Gén /DNS/

Transzkripcid < ......... ’ Onkogének, nov. faktorok,
....................... hormonok, stb.
WV
ODC-mRNS
Transzlacié < ................................. Poliaminok  ommercoce i

+ = indukci6

- = inhibici6

ODC-Degradacio - "‘:‘

Poliaminok AZ-inhibitor



Az ODC gén expresszidja ¢és az ODC effektivitasa igen sokrétli szabalyozd
mechanizmusok befolyasa alatt all. Szamos faktor serkentéleg hat az ODC szintézisre
(onkogének (98), novekedési faktorok (35, 36, 37, 45), hormonok (33), mig a poliaminok
(29, 42, 43, 96) és az Un. antizim protein (7, 55, 62) gatldo hatastinak bizonyultak. A
szabalyozasi mechanizmusok sokrétiiségét jellemzi, hogy ez utobbi fehérje pedig az

antizim-inhibitor molekula gatl6 hatasa alatt all (23, 63).

A molekuléris biologiai kutatasok érdekes Osszefiiggést tartak fel: az ODC aktiv
génje a hetedik kromoszoma révid karjan talalhatd és szomszédos génjei a ribonukleotid-
reduktaz (DNS szintézisben szereplé enzim) és az N-myc-oncogén - ¢ harom gén gyakran
egylitt sokszorozodik (39, 92). Bizonyitast nyert az is, hogy az ODC koéros expresszidja
sziikséges faktor az onkogenezishez (3), igy maga az ODC proto-onkogén szerepe is

felmeriilt (26, 70).

A poliaminok biologiai szerepének alapja az, hogy relative kis méretilknek és
tobbszords pozitiv toltésiiknek koszonhetéen igen sok sejtkomponenssel 1éphetnek
kapcsolatba. Elsésorban proteinekhez ¢és nukleinsavakhoz valéo kotédésiik révén
megvaldsuld szertedgazo szerepiik még ma sem teljesen tisztazott. Biologiai funkcidiknak
kutatasa soran kidertiilt, hogy a poliaminok egyes mikoorganizmusok szamara esszencialis
novekedési faktort jelentenek. Sacharomyces cerevisiae sejteken pedig az ODC-gén
eliminacidjaval létrehozott poliaminhidny a sejtosztddas G1 fazisban torténd leallasat
eredményezi: nagy ¢€s szabdlytalan alaku sejtek jonnek igy létre (22, 83). A poliaminok
biologiai funkcidjanak Osszefoglalasaként megallapitottak, hogy e molekuldk eukaridta
sejtekben is esszencialis faktorai a sejtproliferacidnak. Bizonyitast nyert az is, hogy

poliaminok nélkiil e sejtek osztédasa az S-fazisban ledll, DNS-szintézisiik csokken és a

10



mitozisba 1épés blokkolodik (74), hiszen bizonyos minimdlis mennyiségli poliamin-
molekula sziikséges a G1-fazisbol az S fazisba 1épéshez (6, 44).

A poliaminok DNS-szerkezetre ill. kondenzéciora, valamint a B-DNS Z-DNS-s¢
alakulasara gyakorolt hatasa nemcsak toltésiik révén, hanem a tobb metil-csoport adta
specidlis szerkezeti adottsaguk révén is megvalosulhat. A poliaminoknak tehat alapvetd
szerepiik van a sejt differencialodas, novekedés és regeneracid szabalyozasaban (29).
Korabbi kutatasok adatai szerint a poliamin-szintézis regulacidja transzkripcios ill.

transzlacids-poszttranszlacios szinten is megvaldsulhat (22).

A szerteagaz6 megfigyelések alapjan a poliaminok kdvetkezo, a sejtosztodasban
jatszott biologiai szerepeit tartak fel eddig (39):
1. A poliaminok segitik a komplementer DNS-szalak 6sszek6todését a sok negativ toltés
(foszfat csoportok) révén: ezaltal segitik a DNS-l1anc horizontélis stabilitasat.
2. Elektrosztatikus kolcsonhatas révén a DNS vertikalis stabilizalasahoz is sziikségesek.
3. Stimulaljak az RNS-polimerazt, ndvelik az rRNS szintézist.
torténd inkorporalasat gyorsitjak.
5. Hozzajarulnak a transzlacidé huségének (fidelitdsanak) noveléséhez, segitik a kodon-
antikodon felismerést.
6. Az aktin polimerizaciojara gyakorolt hatasuk révén befolyasoljak a citoszkeleton

elrendez6dését, ami a normalis sejtosztodashoz nélkiilozhetetlen.

Ezeknek a funkcidknak és Osszefliggéseknek a felismerése kapcsan indult meg az

egyes poliaminok mennyiségének és az ODC aktivitasanak daganatos betegek eseteiben
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torténd meghatarozasa, hiszen a proliferaciohoz sziikséges molekuldk természetiiktl fogva

a korosan szaporodo szovetek markerei lehetnek (34, 60, 61).

3.2. Poliamin anyagcsere kutatasainak eredményei agydaganatokban

Patkdnyban kisérletesen indukalt malignus glioma esetén az ODC-aktivitas
megemelkedett, a putreszcin-, a spermidin- és a spermin-szint az enzimaktivitdshoz
hasonléan szintén magasabb a kontroll agyszovetben meghatarozott értékeknél.
Mindemellett azonban a tumorral szomszédos agyteriileten is mindharom poliamin szintje
meghaladta a kontroll értékeket, amit a perifokalis 6démaval megjelend nagyobb intenzitasu
vizaramldssal magyaraztak (17, 54).

Hipofizis adenéma esetén az acetil-spermidin-, a putreszcin- és a spermidinszint
alacsony, és az ODC-aktivitas is alig haladja meg a normal értékeket (19). Meningeomak
esetében is hasonldan alacsony értékeket mértek, de recidiv tumorokban az ODC-aktivitas a
glioblasztoma multiforméban mért ODC-aktivitast kozeliti meg, valamint az ODC-
aktivitashoz hasonloképpen a putreszcinszint emelkedése is megfigyelhetd (18).

Emelkedett ODC aktivitast detektaltak anaplasztikus gliomakban, &sszehasonlitva
Oket alacsony gradust gliomakkal (19). Feltételezések szerint az ODC aktivacidja a
malignitas kialakulasdnak egyik korai eseménye lehet (5). Asztrocitomakat vizsgalva
megallapitottak, hogy az acetin-spermidin koncentracio a malignitasi fokkal egyiitt nd, és az
ODC-aktivitas és a putreszcinszint korrelal a malignitassal. Az azonos gradust asztrocitoma
¢s oligodendroglioma ODC-aktivitasa azonos, mig a pilocitds asztrocitdma putreszcinszintje
megegyezik a normdl agyszovetével (19, 25). A legmagasabb putreszcinszintet és ODC-
aktivitast a glioblasztoma multiforméban detektaltak. Asztrocitomakban meghatarozott
ODC-aktivitas tekintetében szignifikdns kiilonbség a primer és a recidiv tumor értékei

kozott csak akkor van, ha a tumor idékdzben malignizalddott. Glioméakban szignifikdnsan
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magasabb a spermidinszint mint normal agyban, de a spermidinszint nem korrelal a
malignitassal (53). A sperminszint szintén magasabb gliomakban mint a kontroll
agyszovetben, de a spermidinszinthez hasonlo szignifikans kiilonbség nem igazolhato és a
spermidin-spermin arany sem fligg 6ssze a malignitassal. (16) Tumorcisztakban: malignus
tumor szolid részeiben a poliaminok szintje magas, igy példdul az acetil-spermidinszint
szignifikans eltérést mutat a benignus tumorok cisztaihoz képest, malignus tumorok
cisztaiban viszont a poliaminok szintje kifejezetten alacsony. Az eddigi vizsgalatok
eredményeképpen a cisztakban magasabb a poliaminszint mint a likvorban (99).

Nekrotikus tumorallomanyban az ODC aktivitas alacsony és ehhez hasonloan a
poliaminok szintjei is alacsonyak maradnak (25).

Altaldnossagban megallapithatd, hogy a poliaminok koncentricidja, és a
bioszintézisiik kulcsenzimének, az ODC-nek az aktivitdsa a kdzponti idegrendszeri primer

tumorok proliferacios aktivitdsaval 0sszefiigg.

Osszefoglalva megallapitottak, hogy a poliaminok bioszintézise szorosan dsszefiigg
a sejtszintl novekedési folyamatokkal, beleértve mind a fizioldgids, mind pedig a
neoplasztikus sejtproliferaciot (4, 5, 34, 38), és a daganatos, gyorsan proliferald
szovetekben az ODC aktivitas a normal szovetekhez képest magasabb (20, 81). Bizonyitast
nyert tehat, hogy a poliaminok hasznos biokémiai markerek lehetnek rosszindulata

daganatos betegségek diagnozisanak felallitasaban és kdvetésében (34, 38, 79).
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. ANYAG

Haromféle tumor esetében végeztiink vizsgalatokat. A glia eredetli tumorok koziil
a leggyakoribb tumortipus, az asztrocitomdk mellett az ependimomakat és a legnagyobb
aranyban el6forduld, nem-glia eredetii intrakranialis daganattipust, a meningedmakat

valasztottuk ki méréseinkhez.

A szovettani mintakat a kolni és a debreceni Idegsebészeti Klinikan 1991, ill. 1995
és 1998 kozott mutét kdzben eltavolitott és folyékony nitrogénben lefagyasztott, majd az
alabb részletezett feldolgozasig —80°C-on tarolt tumorszovet alkotta. A betegek
felvildgositasa és beleegyezésiik kikérése a Helsinki-i egyezmény etikai kivdnalmai szerint
tortént. Lehetdleg minél tobb (max. 5 db) szovettani minta kivétele volt a cél az
intratumoralis heterogenitas miatti téves eredmények kiszlirése végett, ugyanis az egyes
daganatok malignitasi szempontbol torténd hisztopathologiai megitélése a tumor leginkabb
rosszindulati részének figyelembe vételén alapul. Ezért az egy betegbdl (ill. egy tumorbol)
szarmaz6 tobb minta feldolgozasaval kapott eltérd eredmények koziil a statisztikai

feldolgozashoz mindig a legmagasabb értékeket vettiik figyelembe.

I. Ependimémék: Az ependimémakbol intraoperative vett tumormintakat (11 db)

egyéb gliomakkal (69 db) és nem-tumoros, kontrollként szolgald agyszovetmintakkal (52
db) hasonlitottuk 0ssze. Az ependimémak koz¢ a hagyomanyos szovettani vizsgalat soran
csak II. gradusunak bizonyult tumorokat valogattunk. A glioma csoportba asztrocitomak,

oligodendrogliomak és kevert, oligo-asztrocitomak tartoztak. Az Un. egyéb gliomak
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csoportjaba tartdzo tumormintak mindegyike a szovettani feldolgozas soran egyértelmiien

glia eredetiinek és II. gradust daganatnak bizonyult.

II. Asztrocitomak esetében 24 db tumormintat vizsgaltunk meg, melyeket a

hisztopathologiai vizsgédlat sordan megallapitott gradus szerinti beosztds alapjan
csoportositottunk. Ennek soran asztrocitoma II. gradus (A II, 8 db), asztrocitoma III gradus
(A III, 8 db) és glioblasztoéma multiforme (GBM, 8 db) minta eredményeit vetettilk 6ssze
kontrollként szolgaldé 5 db tumormentes agyszovet eredményeivel. Kontroll mintanak a
peritumoralis agyszovetbol szarmazé mintakat tekintettiik, melyek a mikroszkopos

szOvettani vizsgalat soran tumorsejttdl mentesnek bizonyultak.

II. A meningedmak vizsgalatdhoz 22 betegbdl szarmazd tumormintat vizsgaltunk

meg. Harom csoportot hasonlitottunk 6ssze, melyek a kdvetkezok:

1. Meningedmak, melyek 8.4 év atlagos kovetési id6 (min.:3.4, max.: 9.7 év) alatt nem
ujultak ki (M-R), esetszam: 8.

2. Meningeomak, melyek késébb recidivaltak (M + R). Atlagos kovetési id6 3,0 év (min.:
0.6, max.: 5,9 év), esetszdm: 14.

3. A 2. csoport recidiv tumorjai (R), esetszam 14,

A recidivat a primer tumor teljes eltavolitasa utani ismételt tumornovekedésként,

vagy részleges reszekcio utani tumorprogresszioként definialtuk.

15



4.2. MODSZER

Az ependimomak esetében 0Osszehasonlitottuk az egyes poliaminok (spermidin,

c s ey

A meningedmak ¢€s az asztrocitomak esetében az ODC aktivitast, az ODC mRNS

relativ mennyiségét, a Ki-67 indexet és a mitdzisindexet hasonlitottuk dssze.

4.2.1. Szovettani feldolgozas

A szovettani klasszifikacid a tobb, reprezentativ tumorrészletbdl szarmazo
formalinfixalt és parafinba dgyazott tumormintabol a World Health Organization (WHO)
2000 évi szovettani besoroldsa €és gradualasi ajanlasa szerint (C 19) tortént. Ez alapjan
osztalyoztuk a gliomakat és az ependimomakat a II. gradust tumorok kivalasztasdhoz,
valamint ennek megfeleléen tortént az asztrocitomak gradus szerinti besoroldsa is. A
vizsgalatainkhoz felhasznalt meningedomakat is a WHO rendszerezése alapjan osztottuk a
kovetkezo szovettani csoportokra: klasszikus meningedéma (I. gradus), atipusos
meningeoma (II. gradus, melynek kritériumaként legaldbb 2.5 mitozis/mm?, vagy harom
jellemzé a kovetkezOkbdl: makronukledlusz, hipercellularitds, mikronekrézis vagy
kissejtképzés szerepelt). A harmadik csoportba az egyértelmlien anaplasztikus
jellemvonasokat mutatd infiltrativan ndvekvé meningedmak tartoztak (III. gradus). A
meningedomak szovettani feldolgozasanal az egységnyi teriiletre es6 mitdzisok szamat is

meghatéaroztuk.

A hisztolopatoldgiai vizsgalathoz a tumorszoveteket hematoxilin-eozinnal festettiik,

immunhisztokémiai vizsalatként pedig a Ki-67 antigén reakciot alkalmaztunk. Mindkét

eljarashoz 10 pum vastag kriosztdit metszeteket hasznaltunk, melyeket a biokémiai
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vizsgalatokhoz kivett szovetminta helyérdl készitettiink. A kifejezetten angiomatdzus,
fibrotikus, nekrotikus, koagulaciotol karosodott vagy nagy mésztartalmi szdvetmintakat

nem vettiink figyelembe.

A Ki-67 jeloléshez a metszeteket 2 oran at szobahdmérsékletli levegén szaritottuk,
majd 10 percig hideg acetonban fixaltuk. Ezutdn Tris pufferbe helyeztiik 6ket, majd a
hattérfestodés kikiiszobolésére 3%-o0s normdl sertésszérumban torténd preinkubacio
kovetkezett. Ezutan a metszeteket poliklonalis, 1:10 aranyban higitott Ki-67 ellenanyaggal
(A 0047) 30 percig, szobahomérsékleten inkubaltuk. Az ellenanyag-kotodést alkalikus
foszfataz antialkalikus foszfataz (APAAP) vagy sztreptavidin-peroxidaz (ABC) moédszerrel
¢s aminoetilcarbazol kromogénnel ill. hematoxilin alapfestéssel hatdroztuk meg (C 18). Az
immunhisztokémiai vizsgélathoz sziikséges vegyszerek a Dako Diagnosztika (Hamburg,
Németorszag) termékei voltak. A jeldlési indexet a reakcid szempontjabol leginkabb pozitiv
teriiletet figyelembe véve legalabb 1000 tumorsejt megszamlalasaval allapitotuk meg.
Erfali, gyulladdsos vagy xanthomatozus sejteket nem vettiink figyelembe. A kiértékelést
vakon végeztik, azaz a szamléaladskor egyéb vizsgalatok eredményei még ismeretlenek

voltak.

4.2.2. Biokémiai vizsgalatok

A biokémiai vizsgalatokat a tumormintanak abban a részében végeztiik el, ahonnan a

szOvettani vizsgalatokhoz a metszeteket készitettiik.

A poliaminszintek meghatdrozdsa

A poliaminszintek meghatarozasahoz a tumormintdkat 0.1 N HCl-el —20°C-on

etanolban homogenizaltuk. A homogenizatumokat 0.6 N HClOs-el kétszer extrahaltuk.
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Centrifugalas utan a feliilisz6t 3 N KOH-al neutralizaltuk. O-ftalaldehiddel torténd
derivatizalas utan a poliaminokat reverz fazisi Partisii 10 ODS 3 HPLC oszlopon

szeparaltuk, majd a poliaminok mennyiségét fluoreszcens detektorral hataroztuk meg.

Az ODC aktivitas meghatadrozdsa

A szdvetmintakat 4°C-on 25 vols (w/v) 50 mM, 7.2-es pH Tris/HCL pufferben
(melyet 5 mM dithiothreitol (DTT)-vel és 0.1 mmol/l EGTA-val egészitettiik ki)
homogenizaltuk. A kontroll prébahoz a 4 mg tumorszovet-homogenizatumot Tris/DTT
pufferbe tettiik, melyet 54 pM piridoxal foszfattal és 74 pmol/l L[1-"*CJornitinnel
(specifikus aktivitas 55 mCi/mmol, Biotrend, Koln, Németorszag) egészitettiink ki (B 33).
A teljes térfogatot 130 pl-re allitottuk be. A lezart kémcsoveket 37 °C-on 1 Oran at
inkubéltuk, majd az ODC aktivitist a felszabadult '*CO, mennyiségének folyadék

szcintillacios szadmlaloban torténd meghatarozasaval allapitottuk meg.

Az ODC mRNS tartalom meghatarozasa

A vizsgalt szovetmintdkban az ODCmRNS mennyiséget kvantitativ kompetitiv RT-
PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction (C 21, 22)) médszerrel hataroztuk
meg. Ehhez B-aktin gént, mint ’house keeping gene’-t hasznaltunk belsé standardnak. Az
amplifikaland6 DNS-szakasz ODC esetében 401, B-aktinnal 440 bazispar (bp) volt. A
kompetitorok 1étrehozasdhoz SOE-PCR (splicing by overlap extension PCR(C 23)) és egy
egyszeri bazismutacié segitségével egy rovid, specifikus szekvenciat inzertaltunk mind az
ODC, mind a B-aktin exonba: az ODC esetében a 209. bp-nal (GGATCC), és a Bam HI
restrikcids endonukledz felismeri helye lett, mig B-aktinnal a 207. bp-nal (AGATCT) és a
Bgl 1II restrikcios endonukledznak jelent hasitdshoz azonositasi szekvenciat. A tumormintak

teljes RNS-ét az RNeasy Mini Kit-tel (Qiagen, Hilden, Németorszag) izolaltuk, és az RNS-
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mennyiséget spektrofotométerrel 260 nm-en meghataroztuk. 1 pg RNS-hez mintanként 20
egység AMV (avian myeloblastosis virus) reverz transzkriptazt (1% Strand cDNA Synthesis
Kit for RT-PCR, Roche, Mannheim, Németorszag) adtunk. Az igy nyert cDNS-t a
kompetitor cDNS-bdl készitett higitdsi sorral kombinaltuk.

A PCR-hoz 50 pl-es volumeneket készitettiink 10 pl higitott tumorbol szarmazo ill.
kompetitor cDNS, 10 mM Tris-HCI (pH 8.8), 50 mM KCI, 2 mM MgCl,, egyenként 0.2
mM minden sziikséges deoxinukleotidbol, 0.2 uM ’sense’, ugyanennyi ‘antisense primer’
és 0.6 egység DyNAzyme DNS polimeraz (Biometra, Gottingen, Németorszag)
osszeadasaval. A mikrotubulusokat 3 percre 95 °C-ra hevitettiik, majd 31 ciklus
kovetkezett, melyek 30 sec 95 °C, 40 sec 60 °C, 40 sec 72 °C valtakozasabol alltak. Leallitd
1épésként 7 percig 72 °C-on tartottuk a tubulusokat.

Minden reakcioelegybdl azonos mennyiséget ODC esetében Bam HI-vel vagy B-
aktinnal Bgl II-vel emésztettiink, ill. negativ és enzimbdl taladagolt kontrollokat is
készitettiink. Ezt kovetden a reakcidelegyet 2 %-os agardz gélre helyeztik és
elektroforetikusan szeparaltuk. A mintdban 1évé DNS-mennyiséget etidium bromid festéssel
és nagy-energiaju ultraviola megvilagitast alkalmazd szamitogépvezérelt digitalizalt
képmegjelenitd rendszerrel hataroztuk meg. Az ODC mRNS mennyiséget az ugyanabban a

mintdban megmért B-aktin mRNS mennyiséghez viszonyitva allapitottuk meg.

A vizsgalataink soran nyert adatokat + standard eltéréssel (SD) adtuk meg. Gliomak
esetében a statisztikai analizishez paratlan T-probat alkalmaztunk, mig meningeémaknal a
kiilonb6z6 csoportok kozotti szignifikanciat (M-R) és (M+R) esetében paratlan Mann-
Whitney’s U teszttel analizaltuk. Az (M+R) csoport és sajat recidivainak (R)

Osszehasonlitdsakor paros Wilcoxon ’‘signed-rank’ tesztet hasznaltunk.
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5. EREDMENYEK

5.1. Ependimémak vizsgalatanak eredményei

Az ependimoémak vizsgalata soran Osszesen 132 emberi agyszovetmintaban
hataroztuk meg a poliaminok (putreszcin, spermidin, spermin) szintjét ill. a metabolizmusuk
kulcsenzimének, az ODC-nek az aktivitasat. A mintdk szOvettani megoszlasa a kovetkezo
volt: 11 db II. gradusu ependimoma, 52 db nem-tumoros agyszovet és 69 db II. gradusu

egyéb glioma.

Az ODC aktivitas tekintetében jelentés kiilonbséget talaltunk az egyes szdvettani
csoportok értékei kozott. Az igen alacsony nem-tumoros agyszovet értékei mellett (0.9 £
0.6 nmol/g/h) hasonldéan alacsony, bar szamszerlileg magasabbak a II. gradusu gliomak
értékei (3.3 £ 4.4. nmol/g/h). Szembetlind viszont az ODC aktivitdsanak fokozodasa a II.
gradustt ependimémakban (11.3 = 13.8 nmol/g/h) mely érték szignifikdnsan kiilonbozik
mind a nem-tumoros agyszdovetétol (p <= 0.0001), mind pedig a II. gradusa gliomakétol is
(p <= 0.001). Szamitasaink szerint tehat a II. gradust ependimoémak ODC aktivitasa
jelentésen meghaladja a veliik egy gradus-beosztasba esé egyéb gliomak ODC aktivitasat.
Az 1. diagramon megfigyelhetd, hogy az ODC aktivitas kiilonbozott a két, egyarant 11
gradusu tumorcsoport kozott, és jo korrelaciot mutatott a proliferaci6 mértékével,
amennyiben a legalacsonyabb értékeket a nem tumoros agyszdvetmintadkban érte el.

A nem—tumoros agyszovetek, az ependimomak, és a II. gradust gliomak
poliaminszintjeinek Osszehasonlitdsakor minden esetben a putreszcin, a spermidin és

spermin szinteket hataroztuk meg.
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1. diagram
II. gradusu ependimomak ¢€s egyéb gliomak ODC aktivitasa

30
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51
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Kontroll Glioma Il. Epend. Il.

A putreszcinszint vizsgalatakor azt talaltuk, hogy a II. gradusu ependimémak
putreszcinszintje (139.4 £118.7 nmol/g) szignifikdnsan magasabb a nem-tumoros
agyszovetek értékéhez képest (47.6 £27.9 nmol/g, p <= 0.0001), ami korrelal a két vizsgalt
csoport kozott a proliferacios készségbeli eltéréssel. Nem talaltunk viszont szamottevo
kiilonbséget a putreszcinszintet illetden a II. gradust ependimomak és a Il gradust egyéb

gliémak kozétt (122.4 £ 106.1 nmol/ g).

A spermidinszintek mérésekor megallapitottuk, hogy mind a II. gradusu
ependimomak (308.6 + 251.0 nmol/g), mind a II. gradusu gliomak (339.9 £+ 167.9 nmol/g)
magasabb értékeket mutattak mint a nem tumoros agyszovet (247.6 + 122.0 nmol/g),

azonban ez a kiilonbség statisztikailag nem bizonyult szignifikdnsan eltérének.

A sperminszintek meghatarozasakor azt talaltuk, hogy varakozasunknak megfelel6en
a II. gradust ependimomak értéke (188.8 £ 151.7 nmol/g) szignifikdnsan emelkedettebb

volt a nem-tumoros agyszovet értékéhez képest (91.7 £ 46,1 nmol/g, p <= 0.01). Ennél
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szembetlinObb azonban, hogy a II. gradusu ependimémak sperminszintje a II. gradust

gliomak sperminszintjét (77.6 + 81.2 nmol/g, p <= 0.05) is szignifikansan meghaladja.

Az ependimémak vizsgalata kapcsan mért eredményeinket az I. tdblazat

tartalmazza, mig a poliaminok szintjét a 2. diagram szemlélteti.

1. tablazat
II. gradusu ependimomak és egyéb gliomak ODC aktivitasa és poliaminszintjei

n ODC-akt.  Putreszcin Spermidin Spermin
(nmol/g/h) (nmol/g) (nmol/g) (nmol/g)
kontroll: 5 09+0,6 47,6 +27,9 247,6 £ 122 91,7 + 46,1

ependimoma G II: 11  11,3+13,8 139,4+118,7 308,6 £251 188,8+151,7

glioma G 1II: 69 33+44 122,4+106,1 3399+167,9 77,6=+81,2

n: esetszam
A feltiintetett értékek + szorassal szerepelnek.

2. diagram
II. gradust ependimomak és egyéb gliomak poliamin szintjei
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A harom vizsgalt szovettani tumortipus koziil az ependimoémakat vizsgaltuk meg
elészor. A poliaminszintekkel kapcsolatos megfigyeléseink a korabbi irodalmi adatokkal
Osszhangban kevés egyértelmi Osszefiiggést tartak fel, igy tovabbi vizsgalataink soran

leginkabb az ODC-vel kapcsolatos valtozasokra koncentraltunk.

5.2. Asztrocitomak vizsgalatanak eredményei

Az ODC aktivitdst vizsgalva megallapithattuk, hogy a magas gradust tumorokban
mért atlagos aktivitas szignifikdnsan magasabb volt a kontroll csoport értékéhez képest
(AIIL: 7.9 + 4.4 nmol/g/h, p<=0.01, GBM: 26.5 + 15.7 nmol/g/h, p<=0.01, kontroll: 0.9 +
0.3 nmol/g/h). Az egyes tumorcsoportokat Osszehasonlitva azt talaltuk, hogy mig a II.
gradusu asztrocitomakban mért enzimaktivitds (2.0 £ 1.5 nmol/g/h) a nem-tumoros
agyszovetétol nem tért el jelentds mértékben, addig a III. gradusu tumorokhoz (p<=0.05) és
a glioblasztoémakhoz (p<=0.001) képest e tekintetben szignifikansan alacsonyabb értékeket
képvisel. Emellett pedig statisztikailag szignifikans eltérés igazolodott a III. gradusu

asztrocitomak ¢€s a glioblasztoma multiforme kdzott is (p<=0.01) .

Asztrocitomak kiilonbozé gradusu csoportjainak vizsgalata soran szignifikansan

magasabb ODC mRNS mennyiséget mértiink a II. gradusa tumorokban (3.2 + 1.5 mU/U -

aktin), mint a kontroll, nem-tumoros agyszovetben (1.4 = 0.3 mU/U B-aktin, p<= 0.05). A
glioblasztomakban meghatarozott érték is hasonldan szignifikans eltérést eredményeztek
(4.9 £ 3.6 mU/U B-aktin, p<= 0.001) a kontroll csoport értékéhez képest. A III. gradusu,
anaplasztikus asztrocitomak magas ODC mRNS tartalma (4.7 + 3.7 mU/U B-aktin) azonban

a nagy szoOrds miatt statisztikai szempontb6l nem kiillonbozott szignifikansan a tobbi
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csoportban meghatarozott értékektol. Az asztrocitomak elemzése soran mért értékeket a 2.

tabldzat foglalja Ossze és a 3. diagram szemlélteti.

2. tablazat
ODC mRNS tartalom és enzimaktivitas asztrocitomakban

n ODC mRNS ODC aktivitas
(mU/U [B-aktin) (nmol/g/h)

kontroll: 5 1.4+03 09+03
asztrocitoma G II: 8 32+1.5 20+1.5
asztrocitoma G III: 8 4.7+3.7 79+44
glioblasztoma m.: 8 249+3.6 26.5+15.7

n: esetszam
A feltlintetett értékek + szorassal szerepelnek.

1. diagram
ODC mRNS tartalom és enzimaktivitas asztrocitomakban

45 45
40 | { 40
35 | | 35
c 0+ 1 30
=
< 25 + + 25 <
< =)
o> 20| {20
2 £
E 451 |15 €
10 1 10
5 | ﬁ i | 5
T S 0
MRNA Akt MRNA Akt MRNA Akt MRNA Ak
Kontroll All Alll GBM

Kontroll: peritumoralis agyszovet
A II: 1I. gradusu asztrocitoma, A III: III. gradusu asztrocitoma, GBM: glioblasztoma
multiforme
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5.3. Meningedmak vizsgalatanak eredménvei:

Nem volt szignifikans kiilonbség az ODC aktivitds tekintetében a kés6bb kitjuld
(6.9 £ 6.6 nmol/g/h), és a ki nem Gjult meningedomak (3.7 + 3.8) kdzott. Emellett azonban a
primer tumorokat recidivaikkal Osszehasonlitva, az ODC aktivitds a recidiv tumorokban

szignifikansan magasabbnak bizonyult (13.4 £ 13.7 nmol/g/h, p<= 0.001).

Az atlag ODC mRNS szint szignifikdnsan magasabb volt azokban a
meningedmakban, melyek késobb recidivaltak, (7.1 £ 5.2 mU/U B-aktin, p <= 0.001, n =
14) mint azokban a tumorokban, melyek a kdvetési iddszak alatt nem wjultak ki (2.1 £ 1.07?
mU/U B-aktin, n = 8). A recidiv tumorok ODC mRNS tartalma viszont szignifikdnsan
kisebb volt, mint a hozzajuk tartozé primer tumoroké (5.5 £ 4.2 mU/U B-aktin, p<= 0.01, n

= 14).

Az atlag Ki-67 index a recidivat nem okoz6 meningedémakban volt a legalacsonyabb
(2.5+£1.7% ). A kés6bb kitjulé tumorokban ennél magasabb értéket talaltunk (6.8. + 6.9 %
), mig a recidivakban mért érték a legkisebbhez képest szignifikansan magasabb volt (8.2 £

6.0 %, p <= 0.001).

A mitozisszam a Ki-67 index emelkedésévelszinkron valtozott: recidiva nélkiili
tumorokban 0.7 + 0.5 /mm?, késébb kiijulé meningedmakban 3.6 + 6.4/mm” és a recidiv
daganatokban 5.1 + 9.5/mm” volt, de szignifikans kiilonbségeket a statisztikai feldolgozas

nem igazolt.
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A meningedmak feldolgozasa soran kapott adatokat a 3. tabldzat foglalja Gssze €s a 4.

diagram ébrazolja.

3. tablazat
ODC mRNS tartalom, enzimaktivitas, Ki-67 index és mitozisszam meningedémakban

n ODC mRN ODC aktivitas Ki-67 index Mitdzisszam

(mU/U B-aktin)  (nmol/g/h) (%) (db/mm?)
M-R: 8 21+1.0 3.7+3.8 25+1.7 0.7+0.5
M +R: 14 7.1+52 6.9+6.6 6.8+6.9 3.6+6.4
: 14 55+42 13.4+13.7 82+6.0 51£95

n: esetszam. A feltlintetett értékek + szorassal szerepelnek.

4. diagram
ODC mRNS tartalom és enzimaktivitds meningedémakban

20 + 120

15 + 15
£
= £
< <]
<2 =
> 10 ¢ +10 8
2 c
E

54 15

mRNA Akt. mMRNA Akt. mRNA Akt.
M-R M+ R R

M — R: recidiva nélkiili meningeémak, M + R: recidivalé meningedmak, R: M + R csoport
kitijult tumorai.

Ahogyan a 4. diagram demonstralja, az ODC mRNS a recidiv daganatok
csoportjaban csokkent, mig az ODC aktivitas, a KI-67 index és a mitdzisszam a primer

tumor és a recidiva kozott emelkedd tendenciat mutatott.
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6. MEGBESZELES

Amitta Herbst és Snell 1949-ben leirta a putreszcin ndvekedési faktor szerepét a
haemophilus parainfluenzea-ban (31), szamos kozlemény sziiletett a poliamin anyagcsere
aktivitasanak és a sejtproliferacio Osszefliggésének a vizsgalatardl (6sszefoglalasként 1d.
Tabor ¢és Tabor 1976 (88), Janne és tsai 1978 (38) és Williams-Ashman ¢€s tsai 1980 (96).

A poliaminok (putreszcin, spermidin és spermin) sziikségesek a DNS replikaciohoz,
proliferacidohoz €s a sejt homeosztazishoz (68). Az oritin dekarboxilaz (ODC) a poliamin
bioszintézis els¢ kulcsenzime egyike a legszorosabb szabalyozas alatt allo eukaridta
enzimeknek (29). Szamos faktor indukélhatja az ODC aktivitast (50, 98), és hatdsukra a
gyorsan proliferaldo ép (39), vagy tumoros sejtekben (67) megné a cellularis poliamin
felvétel.

Kimutattdk, hogy az ODC indukalodasa a sejtciklus G1 fazisanak univerzalis
markere, a Gl fazisbol S fazisba 1épésnek pedig szigort velejardja (8, 27, 28, 78).
Kiilonbozd novekedési stimulusok erdsen fokozzdk az ODC aktivitasat, amit egyes szerzok
az enzim proto-onkogén szerepének jeleként értékeltek. (3, 45). Eukariota sejtekben végzett
utatasok alapjan megallapitottak, hogy szaporodé sejtekben az ODC mennyisége a nyugvo
sejtben mért mennyiség 500-szorosat is elérheti (29). Tovabbi kutatasok ezen tilmenden
igazoltak, hogy az ODC-gén, mely a 7-es kromoszoéman talalhatd, mas onkogének
szomszédsagaban (39) mint proto-onkogén funkcional a sejtnovekedés és a malignus
sejttranszformacid szabalyozasaban (3, 85, 90).

Kiilonbdzo extraneuralis malignus agydaganat esetében mar korabban bizonyitottak,
hogy a poliamin bioszintézis a human daganatokban aktivalt allapotba keriil (5, 34).
Experimentalis és human gliomakon az ODC aktivitas és a malignitds kozott pozitiv

korrelacid igazolddott (34, 79), és feltételezték, hogy az ODC aktivacidja a malignitas korai
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kifejezodése lehet (5). Szamos sejtbioldgiai vizsgalatot végeztek a meglehetdsen bonyolult
ODC szabalyozas feltarasa érdekében (98, 45). Részletes molekular-biologiai elemzések
soran az ODC-gén szerkezetét is feltartak mar (58) és az ODC mRNS pontos bazissorrendje
is ismertnek tekintheto (41). Elitsur és tsai (14) rakos kolonocitdkban a mnormal
kolonocitakhoz képest magasabb ODC mRNS szintet talaltak, ami az ODC aktivitas poszt-
transzkripcids szinten megvalosuld szabalyozasra utal. Jollehet masok emellett igazolni
tudtak, hogy az ODC transzkripcios (45, 98), transzlacios (86) és poszt-transzlacios (95)
szinten is szabalyozodik, a pontos mechanizmust teljes részletességgel a mai napig sem

sikertlt feltarni.

Kutatésaink sordn a poliamin-anyagcsere valtozdsai €s az intrakranidlis tumorok
novekedése kozotti Osszefliggést kerestilk. Vizsgalataink a leggyakoribb intracerebralis
daganattipus, az asztrocitdmak mellett a leggyakoribb intrakranidlis, de extracerebralis
tumorokra, a meningedmakra iranyultak, ill. a gliomak egy csoportjat, az ependimomakat

kiilon is részletesen elemeztik.

Tanulmanyunkban el6szor az ependimomak proliferacios képességét vizsgaltuk meg
funkciondlis szempontbdl a poliamin metabolizmus aktivitasdnak meghatarozasaval. A
kapott eredményeket 1. gradusu egyéb gliomak (II. gradusu asztrocitomak és kevert, oligo-
asztrocitomak) és nem-tumoros agyszovet eredményeivel hasonlitottuk 6ssze. Mindharom
csoport esetében megmértiik a poliaminok koziil a putreszcin, a spermidin €s spermin
szinteket, ill. a poliamin metabolizmus kulcsenzimének, az ODC-enzimnek az aktivitasat (/.
tablazat).

Szamitasaink megerdsitették azt az elképzelést, miszerint a poliamin anyagcsere

aktivitasanak mértéke a proliferacioval Osszefliggve tumorokban magasabb értékeket
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eredményez, mint a nem-tumoros agyszdvetben. Ez az Osszefliggés az ependimomakra is
igaznak bizonyult, hiszen a II. gradusu ependimémak ODC aktivitdsa €és putreszcin
valamint spermin szintjei szignifikdnsan magasabbak voltak a nem-tumoros, kontroll
csoport értékeinél (1. és 2. diagram).

Megvizsgalva a gliomak csoportjan beliil az ependimoémakra és az egyéb gliomakra
jellemzdé poliamin metabolizmus aktivitasat, azt talaltuk, hogy az azonos gradusbeli
beosztas ellenére az ependimémakban az ODC aktivitas és a spermin szint szignifikansan
magasabb volt az egyéb gliomak értékeihez képes. Mindez az ependimomak proliferacios
készségének emelkedett voltara és ezen keresztiil e daganattipus gliomakon beliili
kiilonleges szerepére hivja fel a figyelmet, melyet talan az ependimalis és subependimalis

sejtréteg nagyobb proliferacios potencialjaval lehet 6sszefiiggésbe hozni.

Az ODC aktivitasanak valtozasai szorosabban dsszefiiggtek a malignitas fokaval, mint a
poliaminok szintjei. Korabbi tanulmanyok eredményeivel (25, 48, 64) szemben a mi
vizsgalataink szerint a poliaminok szintjének intratumoralis meghatarozasa nem szolgal
egyértelmiien a malignitds biokémiai markereként (20). Azonban egyes szerzokkel
Osszhangban (Kurihara és tsai [48]) meglepden magas ODC aktivitast és poliaminszintet
talaltunk a II. gradust ependimomakban. Ezek a tumorok ependimalis sejtekbdl erednek,
melyek kozvetleniil a vel6cs6bol szarmaznak (76). Az idegszovet fejlédése is részben az
ODC-poliamin rendszer befolydsa alatt all (11), igy feltételezhetd, hogy az
ependimoémakban mért magas ODC aktivitds ¢€s poliaminszint az ependimalis ¢&s
subependimalis sejtallomany fejlodési jellegzetességét és proliferacios potencialjat jellemzi.

Mivel az ependimoémak sugarérzékeny daganatok, (38) és posztoperativ kezelésiik a

therapias iranyelvek felallitasanak ma is képlékeny részét képezi, jelen kutatasi eredmények
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a tumoreltavolitdst kovetd irradidcios kezelés indikacidjanak megéllapitdsdhoz nem

elhanyagolhato segitséget nytjthatnak.

A leggyakoribb intrakranialis daganatok, az asztrocitomak (24) molekular-biologiai
vizsgélata soran elvégzett genetikai elemzésekkel kimutattdk, hogy a IV. gradusu
asztrocitoma, a glioblasztoma multiforme az esetek 66 %-ban alacsonyabb gradusu daganat
progresszidjaval jon létre (49). Az alacsony gradust asztrocitomak kezelésérdl eltérd
vélemények l1éteznek, hiszen mig egyes szerzok a radikalis therdpia hivei (29), addig méasok
ellenzik azt (100). Ezt az ellentétet tovabb szinezi a miitéti beavatkozas lehet6sége mellett
adhato irradiacios kezelés megitélése is. Vizsgalataink eredményeivel mindezen ellentétek
feloldasahoz kivantunk tovabbi ismeretekkel hozzjarulni.

Az asztrocitomak vizsgalata soran II., III. és IV. gradusu (GBM) daganatokbol
szarmazd minta ODC mRNS tartalmat és enzimaktivitasat hasonlitottuk 6ssze nem tumoros,
kontroll agyszdvetminta értékeivel. Az atlagos ODC aktivitas szignifikdnsan magasabb volt
minden gradust gliomaban a peritumoralis nem-tumoros agyszovethez képest, sot, az
enzimaktivitas szignifikansan magasabb volt a magas, mint az alacsony gradusu
gliomakban. Mig az ODC aktivitas a mar korabban is leirt, malignitassal egyiitt emelkedo
Osszefiiggése nem jelentett meglepd eredményt, addig a GBM-ben tapasztalt, III. gradusu
asztrocitomakhoz képest lényegesen nem valtoz6 ODC mRNS mennyiség (2. tdbldzat, 3.
diagram) tovabbi kovetkeztetéseket eredményezett. Az eltér6 gradust daganatokban
detektalt kdzel azonos mennyiségli mRNS melletti szignifikdnsan eltéré enzimaktivitds az
figyelmet. Ennek tovabbi elemzése érdekes eredményekre vezethet, hiszen magyarazatot
nyujthatna arra, hogy a II. és III. gradusu asztrocitdomakban mar meglévo relative nagy ODC

mRNs mennyiség miért nem tud kifejezodésre jutni? Amennyiben konkrét — feltehetéen
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szupresszor - mechanizmusra deriilne fény, ennek részletesebb megismerése nemcsak a

kutatasban, hanem esetleg a daganat-therapiaban is hasznosithat6 informaciot jelenthetne.

A meningedémak morfologiai jellemz6it mar részletesen leirtak, de a szovettani diagnozis
onmagaban nem mindig nyujt elegendd informéaciot a varhatd prognoézis felallitasahoz.
Perry és tsai (72) egy atfogd klinikai tanulmény sordn relative magas kiujulasi aranyt
észleltek e rendszerint joindulati daganatok kozott: a klasszikus meningeémak 12 %-a, az
atipusos tumorok 41 %-a, és az agyallomanyt is infiltralé daganatok 56 % recidivalt. Ezek
az adatok megmagyardazzak a meningeémak prognosztikai faktorait kutatok ambicioit.
Széamos faktort vizsgaltak mar eddig is, ilyen pl. a maghoz kt6d6 Ki-67 proliferacios index
(19, 82), a mitdzis szdm (72), a bromdeoxiuridin jelolés (97), a szdveti nem specifikus
alkalikus foszfatdz (65) vagy szamos, specifikus primer ill. szekunder genetikai eltérés (pl.
az 1. kromoszoma rovid karjanak delécioja) is ezek koz¢é a faktorok kozé tartozik (94).
Neéhany markert sikeriilt mar a meningedmak kitjulasi gyakorisagaval 6sszefiiggésbe hozni
(30), de a kérdéskor még korantsem tekintheté minden szempontbdl megvalaszoltnak.

A Ki-67 a sejtproliferacios folyamatokban jelen 1évo protein, mely a sejtosztodas
Osszes fazisaban a GO fazist kivéve megtalalhatd (41). A tumorkutatasban a proliferacio
meghatarozasara elterjedten hasznaljak. Gyermekkori ependimémakban prognosztikai
faktorként értékelték (21). Meningedmakban a Ki-67 jel6lési index a szovettani gradussal
pozitiv korrelaciot mutatott (87), de a prognozissal kapcsolatban Osszefliggéseket nem
sikertilt feltarni (11). Infiltrativ asztrocitomak vizsgalata sordn a hisztopathologiai
paraméterek standardizalasara a mitozis-index és a Ki-67 egyiittes meghatarozasat ajanljak

(80).
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Vizsgalataink sordan az ODC gén expresszidjanak a meningedmak recidiva
képzésében betoltott lehetséges szerepének tisztazasat célozva az ODC mRNS szintet, az
enzimaktivitast, a Ki-67 indexet és a mit6zisszamot hataroztuk meg. Az ODC aktivitas és a
Ki-67 index kozott szoros Osszefiiggés nem igazolddott, ami arra utal, hogy a két paraméter
a tumoros sejtproliferaciot mas és mas szempontbol jellemzi. Jelen vizsgélati anyagban az
ODC aktivitas és a Ki-67 index a recidiv tumorokban magas értékeket képviselt, de az
mRNS szint az aztrocitomakban tapasztaltakhoz hasonléan nem mutatott velilkk szinkron
emelkedést (3. tablazat, 4. diagram). Ezek az eltérések az ODC szabalyozo
mechanizmusainak a kigjult meningedmakban is poszt-transzkripcioés szinten torténd
megvalosuldsat tdmasztjak ald. Mafune és tsai (51) magas ODC mRNS szintet mutattak ki
primer nyeldcsérakban, ami a squamozus sejtes karcindma prognosztikai markere lehet. Mi
a kitjult meningeémak primer tumoraiban szignifikdnsan magasabb ODC mRNS szintet
talaltunk a recidivat nem eredményezd tumorokhoz képest. Ezek az eredmények alahuzzak
az ODC gén expresszidjanak a meningedmak kiujulasaban betoltott szerepét. A kiilonb6zo
csoportok kozotti atfedések sajnos egyenlére nem engedik meg a fenti vizsgalatok
klinikumban kivanatos individualis alkalmazasat, igy ehhez még tovabbi vizsgalatok

sziikségesek.

Vizsgalataink soran 6sszefliggést kerestiink a primer meningedémak ODC aktivitasa
¢s mRNS tartalma ill. a kitjulasig eltelt id6 kozott. Az eredményt az 5. és a 6. diagram
szemlélteti. Ez alapjan bar az eltelt idével valamelyest egyiitt emelked6 ODC mRNS-t
talaltunk, egyértelmii szoros korrelacio egyik paraméterrel kapcsolatban sem allapithatod
meg. Ezek alapjan tehat 0Ogy tlinik, hogy az ODC aktivitds és mRNS tartalom

meghatarozasaval a progresszio mentes tilélés idotartamara kovetkeztetni nem lehet.
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5. diagram
ODC aktivitas primer meningedmakban
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Kiujulasig eltelt id6 években

6.diagram
ODC mRNS tartalom primer meninged6makban
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A kiujulasig eltelt id6 években

A klinikai felhasznalhatosagot a koltséges eljarasok és a tumor heterogenitasabol
adodo mintavételi hibalehetdség sajnos még korlatozzak. Hasonld problémak jelentkeztek a

poliaminok vérbol (10, 15, 59, 61) és likvorbol (2, 59, 65, 73, 89) torténd meghatarozasa
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soran is. A kvantitativ biokémia szintjén ma még nem lehetséges a poliamin metabolizmus
aktivaltsagat sem autoradiographias (91, 93), sem pozitron emisszios tomographiaval (PET)
(32, 75) in vivo mérésekkel meghatarozni. A késObbiekben tovabbi molekular-biologiai
vizsgalatok segithetnek tisztazni az ODC gén esetleges onkogén szerepét az agydaganatok

novekedésében (4).
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7. OSSZEFOGLALAS

Jelen tanulmanyban biokémiai modszerekkel az ODC aktivitast, az ODC gén

expressziojat ill. a poliaminok szintjeit egyiitt vizsgaltuk meg human agydaganatok

esetében €s eredményeinket a szovettani leletekkel vetettiik egybe.

1.

Eredményeinkkel  demonstralni  tudtuk, hogy a poliamin anyagcsere
ependimomakban fokozddik, és ennek a mértéke az azonos gradusbeli és hasonléan
glia eredetii daganatokhoz képest nagyobb proliferacios készséget jelent
Az ependimomak kvantitativ biokémiai vizsgalatai alapjan megallapithato, hogy a
poliaminszintek valtozasai a tumoros sejtszaporodassal kapcsolatban egyértemiien
szoros Osszefiiggést nem jelentettek.
Az ODC aktivitas asztrocitdmakban a gradussal egyiitt emelkedett, melyet az ODC
mRNS tartalom nem kovetett. Ezt, az ODC aktivitas novekedésétol elmaraddo mRNS
poszt-transzlacids szinten torténd megvaldsulasaként értékelhetd.
Az ODC mRNS szint a késébb recidivald meningedmakban szignifikdnsan magasabb
volt, igy megallapithatd, hogy az ODC mRNS szint a meningeémak eltavolitasa utan
a lokalis kiujulas lehetoségének meghatarozasahoz prognosztikai faktorként
szolgalhat. Az altalunk meghatarozott biokémiai paraméterek a kitjulas varhato
iddtartamaval 0sszefiiggést nem mutattak.

Végezetiil Osszefoglalasként megallapithatd, hogy mig az ODC aktivitds a
malignitds aktualis fokdnak markereként haszndlhaté, az ODC mRNS a tumorok

sejtproliferacios potencialjat jellemzi.
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