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1. Bevezetés

~Korunk pestise”, ezzel a kifejezéssel szamos lsgtget illettek mar, de talan legjobban a
rosszindulatl daganatokra illik. K6zottik is kiekexls helyet foglal el a tidérak, gyakori (és
egyre gyakoribb) éfordulasa, nehéz gmeibsége, mas daganatokétdl elmarado terapias
esélyei és kiemelkédmortalitdsa miatt.

A terapias kudarcolsfoka altalaban az elkésett felismerés, a gyégyelagnyével
egyedil kecsegtétsebészi megoldas gyakori kivitelezhetetlenségandgerabilitas
hatterében nemritkan tavoli attét all. A kulonbsdget H sejttipus, a kissejtes és a nem-
kissejtes rak agyi attétképzesében, hogy a merasakia kissejtes hobgak esetében
gyorsabban létrejonnek és gyakrabban multiplergedik. A rendelkezésre allé adatok
szerint a nem-kissejtes ttrdkon belil leggyakrabban az adenokarcinoma atgjeatl
talalkozhatunk.

A masik oldalrol nézve megallapithatjuk, hogy aasetazis a leggyakoribb
rosszindulatl agydaganat, ez felel az 6sszes tuntaldleset 20%-aért. Az agyban talalt
metasztatikus daganatok leggyakoribb forrasa agoritdbrak..

Az agyi attét a betegseg korlefolyasat, kezébegeét €s progndzisat is alapjaiban érinti,
ezért nagyon fontos ezen attéteadn térteéd kimutatasa. Sajnos, nem egyszer latjuk, hogy
a tinetmentes primer hé@ngik mellett az attét okozta kdzponti idegrendstisretek
jelentkeznek legékzor.

Ezek a tinetek kezdetben nagyon hasonloak lehatpekner agytumorok okozta
tinetekhez.

Kdzismert idegsebészeti tapasztalat €s dilemmay, g a gliomék radikalis sebészi
megoldasa az infiltrativ nbvekedés miatt az eseteks tobbségében kivitelezhetetlen, addig
a tudbrak attétjeinek teljes eltavolitasa altalaban ridegsebészeti beavatkozasnak szamit.
Természetesen ez a megallapitas csak a szolikénagen hozzaférhétumorgdcokra igaz,
a multiplex megjelendésattétek sebészileg ez esetben sem kezédhet

Az elédleges agytumorok és a metasztazisok nagy valiszigel tortéh
elkilonitésére egy egysteképalkotod, a koponya CT vagy MRI vizsgalat is atkas lehet.

Az elkulonités alapja az, hogy amig a primer aggdag maga koéril az agy allomanyat
mélyen infiltralja, attol kevésbhé élesen valasziledf szabalytalan alaku és kiterjefilés
odémas grii 6vezi, addig az attét az agyallomanytdl altalablesen elvalaszthato, kdzel
szabalyos gomb alaku és korulotte gyakran tipusdfogdlis 6démas diyi is lathato.



A tadsrak agyi attétjeinek ismerete tiinetmentes gocotérss dénd kérdés, hiszen a
primer folyamat nitéti megoldasa és az egész prognozis is alégneitt| fligg. Onmagaban
operalhatd primer folyamat és szoliter agyi attégfeleb kezeléssel még gyogyithato lehet, s
ez nem utolsosorban annak a ténynek kdszdnhegy az agyi attétek ndvekedése nem, vagy
csak miniméalis invazivitast mutat. Az igen szélésiknemzetkdzi kutatasokrol beszamolé
irodalmi adatok a peritumordlis invaziot egyertéém az extracellularis matrix (ECM)
komponenseivel hozzak szoros kapcsolatba. A gliésnatidrak attét kozott tapasztalhato
jelentsen kulonbo& reszekabilitast eredményemtracerebralis invazio oka tehat déen a
két tumortipus extracellularis matrixanak eltéeerkezetében, az ott talalhato
makromolekulak tulajdonsagaiban keresend

A tbbbsejti élolényeknek olyan sejtkdzotti allomanyra van szikgeginely biztositja a
sejtek kapcsolddasat, kommunikaciojat, egyliktaését, vandorlasat, védelmét és a
szikséegnek megfelefejlédését is. Ezt az allomanyt extracellularis matrkknavezzik. Az
ECM alkotoi a sejten belll keletkeznek, és exogstdtjan jutnak a kdrnyezetbe, illetve egy
részik a membranba épul be. Ha tehat ECM-alkot@kntdk utan kutatunk, azokat

megtalalhatjuk sejten belll és kivil, vagy akaejarmembranjaban is.

Jelen munkankban gliomak és simlenokarcinoma agyi attétek ECM (extracellularis
méatrix) komponenseinek RNS- és proteindzsmalizisével a két kulonbézlaganattipus

elté invazios hajlamanak molekularis hatterét vizsgaltu

N

. Kérdésfelvetések/célkiizések

a. Az irodalmi ebzmények alapjan az igen nagyszamda, peritumoralézidban definitiv
szereppel bir6 ECM komponensek 6sszevalogatasaireginvaziés panel” létrehozasa.

b. Az invazios panel RNS- és egyes molekulak protéméxizsgalataval a glioblasztoma és
a tudbrak agyi attétei k6zotti kilonbségek meghatarozalsadw igen eltér invazios
aktivitasért leginkabb felés molekulak meghatarozasa.

c. Az anaplasztikus tumorokat képvisejlioblasztoma elemzését kdgehn a benignus
tulajdonsagokkal biré, de mégis infiltrativ prinsggydaganat, az asztrocitoma WHO
grade Il esetében az invazidéban leginkabb szejésath molekulak identifikalasa

d. Egyszeti mikroszkopos rutineljaras kidolgozasa az ECM alkatlentifikalasara, a

késsbbi klinikai felhasznéalas segitése céljabdl.



3. Szovetmintak és modszerek

a. Szovetmintak

Szovetmintaink a Debreceni Egyetem Idegsebészetikdh mikdds Idegsebészeti Szovet-
és Agydaganatbankbdl szarmaztakitéh soran eltavolitott és folyékony nitrogén fetei
azonnal lefagyasztott majd -&D-on tarolt mintakon végeztiink méréseket. A Debriece
ldegsebészeti Szovet-és Agydaganatbank a Tudomésyidstatasetikai Bizottsag (TUKEB)
engedélyével rendelkezik, és a kutatasi célu myiijees a betegek irasos beleegyezésével
tortént. A vizsgalatokhoz csak a terapia célu bazasok soran eltavolitott szovetmintakat
hasznaltuk, igy a beteg szamara semmilyen, akatialésil eltérs kockazat nem keletkezett.

A fenti célkitizések megvalositasahoz néegy fazisban végeztiukrékeigket.

Az els fazisban az irodalom attekintése alapjan 6ssoatélik azoknak a molekulaknak
a listajat, melyek a peritumoralis invazioban spetgatszhatnak. Ezeknek a géneknek az
MRNS expressziojat meghataroztuk 5 glioblasztonmeerumoralis normal agyszovet és 5
tidé adenokarcinoma intracerebralis atééttrarmazo szovetmintaban. Ezutan az mRNS
expresszios értekeket a kulonB&zdvettani csoportok kdzott dsszehasonlitva mégbetiuk
azoknak a molekulaknak a korét, melyek szignifikaibérést mutatva a nagyobb esetszamu
vizsgalatokhoz tovabbi mérések céljara érdemesiékunk. Az ebzetes méresek alapjan az
egyes tumorcsoportok nagyobb szamu analiziséheedbtott molekulak listajanvazios

panelnek neveztik el.

A masodik fazisban azdadetes mérések alapjan megallapitott invazios paizsigaltuk
8 szovetmintan: 4 glioblasztoma és 4d@dienokarcinoma agyi attéti daganataban 23
invazidban szerepet jatsz6 ECM molekula mRNS exspgiés szintjét hartaroztuk meg és
kozuluk 5 molekula esetében IHC vizsgélatot is véiyek.

A harmadik fazisban elvégzett mérésekhez 30 szontitrelemeztink: 11
glioblasztémat, 10 titdleredefi adenokarcinoma szoliter agyi attétét és 9 peritatiso
agyszovetmintat valogattunk dssze, melyeknél 3@aids molekula mMRNS expressziodjat
mértik meg és 7 molekula immunhisztokémiai (IHG)lIerisét végeztik el.



A negyedik méréshez 6sszesen 36 szdvetmintat Wiuega9 asztrocitbma grade I, 10
tidé adenokarcinoma agyi metasztazis, 8 schwannomaukssd@mentes peritumoralis
agyszovetmintat dolgoztunk fel. Ebben a fazisbame&zids panel 26 molekuldbdl allt és 4

molekulan végeztink IHC vizsgalatot.

Az RNS analizisre szant mintakbdbleb metszeteket készitettlink szdvettani
diagnozishoz és immunhisztokémiai vizsgalatokrgdraanaradék szdvetdarabot RNS
izolalasra tovabbitottuk. A szdvettani diagnézigtiaikumtdl figgetlen sorsu kodolt

mintakon gyakorlott neuropatologus allapitotta meg.

b. MRNS analizis

A kivalasztott molekulacsoport mMRNS expresszitiptesli rendelés alapjansalllitott
an. ,DNS-kéartya” segitségével végeztik el (,Microiflic Card” - Applied Biosystems,
USA). Az invazios panelt alkoto sejtfelszini reaapkat és ligandjaikat vizsgaltuk. A
meérésekhez QRT-PCR (quantitative reverse transasgpt polymerase chain reaction)
technikat alkalmaztunk.

A kivalasztott molekulacsoport mMRNS expresszidiptesli rendelés alapjansélllitott
an. ,DNS-kéartya” segitségével végeztik el (,Microiflic Card” - Applied Biosystems,
USA).. A tumor eredetét igazoldé markerekgtd] fibrillary acidic protein [GFAP] és
citokeratin 18,19), a Ki-67 proliferaciés markestlgel$ standardként a beta-aktin és
glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz [GAPDH] exgszidjat szintén vizsgaltuk.

TaqMan Low Density Array (TLDA) kisérleteket végéak Applied Biosystems
7900HT real-timd&CR rendszer segitségével Micro Fluidic Card upssaeh (Applied
Biosystems, USA). A Micro Fluidic Card format anténkénti 40 gén analizisét teszi
lehetivé. Minden mintarol masolat is készilt, amit saiméanalizaltunk. A Micro Fluidic
Card-dal nyert eredményeket SDS 2.1 software sapgfitel elemeztik ki. Ezen software-rel
automatikus kuszébérték mellett €s a mar meghaitirGz értéket hasznalva hataroztuk meg
a mintakban jelenl@&/cDNS mennyiségét. Minden esetben meghatarozhausekeeping
GAPDH gén expresszios mértekét is. GAPDH mutatdegkisebb variaciot az egyes mintak
kozott és referencia génként szolgalt a dCt értéistamitasanal.

Expresszios értékeket a comparativen@@thod segitségével hataroztuk meg, ahogy azt
az irodalomban mar leirtdk korabban (Livak és Stigem, 2001). Roéviden, feltételezve,

hogy a PCR hatékonysaga barmely gén esetében TkByAslhasznalva az 1-hez kozelit,



egy tumoros vagy normal (kalibrator) mintaban a gdNS expressziojat 6ssze lehet

hasonlitani a kdvetkézgyenlet segitségével:

2—dCTtumor — Z—dCTnormaI

Xtumor = €s Xyormal=
27T értékét GeneSpring 7.3 software (Silicon GeneResjwood City CA, USA)
segitségével hataroztuk meg; igy megkaptuk az egpedvidualis mMRNS expressziés (X)
kulénbségeket a mintakon bellili kategoériakban.

c. Statisztikai analizis

A mérések pontositdsa és a statisztikai analideskében minden mérést kétszer végeztiink
el. Mintaink statisztikai elemzése soran az egyasel expresszios szintjei kozotti killénbség
meghatarozasah@Mann-Whitney féle U-prébat alkalmaztuk. A p0.05 esetén az

eredmeényt szignifikansnak tekintettik.
d. Immunhisztokémiai (IHC) vizsgalatok

Az els) fazisban IHC vizsgéalatokat nem végeztink.

A masodik fazisban (minek alapjan) 5 molekula [HGtfdési intenzitasat vizsgaltuk:
neurokan, szindekan, verzikan, MMP-2 és MMP-9.

A harmadik fazisban tértént méréseknél a mRNS ntégbzas eredmeényeinek
ertékelése utan hét molekulat valasztottunk kiizsgaltunk fehérjeszinten
immunhisztokémiailag: az agrint, a neurokant, adekant, a vezikant, a MMP-2-t és 9-et,
valamint a hialuronant.

A negyedik fazisban a mRNS eredmények értékelé€seaibrevikan, neurokan,
tenaszcin-C és a verzikan kerult kivalasztasragprezinti immunhisztokémiai vizsgalatra.

Az immunhisztokémiai reakciok intenzitdsanak kiketését harom kilonbéz
szovettani vizsgélatokban jartas szakember egyifégigetlendl végezte el. Minden
metszeten harom kulonb®rerileten 0-4-ig osztalyoztuk a fédési intenzitast, majd
eredmeényeinket atlagolva jutottunk a végleges ékiieéz. Fagyasztott mintakat fixaltunk
Saint Marie’s fixativgSainte-Marie, 1962; Tuckett és Morriss-Kay, 198RJatban 24 déran
keresztll 4°C-on. A fixacio és dehidracio utaniatékat viaszba agyaztuk éus vastag
szeleteket készitettlink. A mintdkat haematoxytishe festékkel festettiik meg, de emellett

immunhisztokémiai eljarast is alkalmaztunk.



Az immunhisztokémiai metszeteket harom kilérihdapasztalt kutatd elemezte ki és
értékelte a 2. fazisban &t4-ig, a 3. fazisban a kilonbségek észlelésemalafitasa
érdekében 16t 5-ig terjeds skalan.

4. Eredmények

a. mMRNS expresszids eredmények

1. fazis

Az el fazisban az irodalmi attekintés alapjan dsszedtiy tumoros invazidban szerepet
jatsz6 96 molekula mRNS expresszids szintjét hatakameg glioblasztoma, tad
adenokarcinoma agyi attéti és peritumoralis agysizontakon. A mérések alapjan
hataroztuk meg azoknak a molekulaknak a korét, ekedytapasztalt eltérések alapjan
nagyobb szdmu szdvetmintan val6 tovabbi vizsgaiatéademesnek talédltunk. Az igy

kialakult célmolekulak csoportjat invaziés panelmelveztik el.

2. fazis

A tumormarkerek a megfeledaganattipusra jellegzetesen minden minta esejélegris
eltérést illetve specifikus mMRNS-emelkedettségeiattak, ami a mintak eltérszévettani
tipusat egyérteliien megefsitették. A Ki67 minden esetben egyméashoz hasoaljas
értéket eredményezett, bizonyitva ezzel a mint&famaroliferacios aktivitdsat és a
szdvetminta megfeléén sejtdds — és nem nekrotikus jellegét.

A két kulonb6s eredeli daganatban mért mMRNS expresszios értekek ossrditasa
soran a glioblasztoma mintakban az adenokarcindtégtlaez képest szignifikansan
magasabb szintet mértiink a brevikan, a neurokaeyenglikan-C, a szindekan-2, a
tenaszcin-C, a verzikéan, és az MMP-2 esetében.

A szindekan-1 és 4 mRNS expresszids szintje az ddganatban bizonyult
statisztikailag igazolhatéan magasabbnak.

A tobbi vizsgalt molekula mMRNS szintjeinek esetéhem volt szignifikans kilonbség a

glioblasztoma és az attéti daganat kozott.



3. fazis

A harmadik fazisban harminc szévetmintat vizsgdtharom kilénbé& homogén
szovetcsoportban: tizenegy GBM mintat, melyek aduéital infiltralt marginalis z6nabdl
szarmaztak, tovabbi tiz mintat intracerebrali$tddenokarcinoma metasztazisbal, kilencet
pedig normal agyszéveib A tumormarkerek és a Ki67 proliferacios markdRNS

expresszidja megésitette a szovettani diagnosist

3.a. GBM versus normal agyszoévet

Az agrin, fibronektin, laminim 4, -1 és 3-2, perlekan, szindekan-1, tenaszcin-C,
CD44, CD168, HAS-2, MMP-2 és-9 mRNS expressziojgrsikansan emelkedett volt
GBM-ban 6sszehasonlitva a normal agyszovettel, ohigid a szindekan-4, tenaszcin-R és
HAS-1 mRNS expresszioja statisztikailag alacsonyaidbGBM-ban. A tébbi vizsgalt

molekula mMRNS szintjei nem kilonb6ztek lenyegesearanal agyszovetben és GBM-ban.

3.b. Intracerebralis titdredett adenokarcinoma metasztazisok és normal agyszoévet

Jelenésen csokkent mMRNS expressziot mértiink brevikanpiam-1, matrilin-2,
neurokan, neuroglikdn-C, szindekan-2, tenaszci@sRJAS-1 esetében a tiid
adenokarcinoma metasztazisban a normal agyszotdetetvetve. Ezzel szemben az agrin,
fibronektin, laminin -1, 3-2 8s1, perlekan, szindekan-1 és -4, CD168 and MMP-N®&R
szintje statisztikailag magasabb volt a metasatattkimorban, a normal aygszévethez
viszonyitva. Nem volt lathato kilénbség az aggrekdminina-2, -4, matrilin-1, tenaszcin-
C, verzikan, CD44, kondroitindzok, HAS-2, -3, MMRe -8 mRNS szintjét tekintve a két

szovettipus kozott.

3.c. GBM és tid adenokarcinoma metasztazis

A kilonboz6 eredétanaplasztikus tumorokat 6sszehasonlitva, az mRN&eszid
brevikan, matrilin-2, neurokan, neuroglikan-C, t&r@an-C és R, CD44, HAS-2 és MMP-2
esetében jelefisen magasabb volt GBM-ben mint $l@denokarcinoma metasztazisban.A
szindekan-1 és szindekan-4 transzkriptumai lénymyemelkedtek az adenokarcinoma agyi
attétje esetében. Nem észleltiink statisztikaillmigs kilonbségeket a tébbi vizsgalt

molekula esetében.



4. fazis
A negyedik Iépésben elvégzett mérések sordn 3 kilbreredei és dignitasu tumor
eremeényeit hasonlitottuk 6ssze egymassal és aipeniélis agyszovet eredményeivel.

Osszehasonlitva a génexpressziét NSCLC agyi di&étjés a grade Il asztrocitbmaban
a kadherin-3, kollagen type I, Il és 1V, fibronagktperlekan, szindekan-1 and -4 és a MMP-9
expresszidja volt jeleisen magasabb a metasztazisban. Ezzel szembenijla@abré&adherin-
2, laminin alpha-4 and beta-2, matrillin-2, neunokszindekan-3, tenaszcin-C and -R,
verzikan, HAS-2, and MMP-2 szintjeit az asztrocitdran talaltuk magasabbnak.

Az NSCLC agyi attétjeiben magasabb mRNS szintihéltunk kadherin-3, neurokan,
szindekan-1 és MMP-9 tekintetében, 6sszevetvewastiomaval, mig a schwannomaban
magasabb volt a kadherin-2, kollagen IV és Vlliimiain alpha-4, beta-1 és beta-2, matrillin-
2, neuroglikan-C, perlekan, szindekan-3, HAS-2 &8RP szintje.

Osszehasonlitva a schwannoma és az asztrocitontékatina kollagen alpha -1,
kollagen Ill, IV és VI, fibronektin, perlekan, nrdlin-2, szindekan-4, laminin alpha-4, beta-
1 és beta-2 magasabbnak talaltatott schwannomatigra brevikan, neuroglikan-C,
tenaszcin-C és -R, neurokan és verzikan inkablsazogitdmaban expresszalodott.

Az asztrocitbma mintak és a normal agyszoélethlok 6sszehasonlitasa feltarta, hogy
az agrin, brevikéan, kadherin-2, kollagen I, 1111¥s fibronektin-1, laminin alpha-4 és beta-2,
matrillin-2, neurokan, perlekan, szindekan-3, tenasC, verzikan, HAS-2, és MMP-2 és -9
MRNS szintjei jeleritsen magasabbak voltak az asztrocitoma mintakbael Eitentétben a
szindekan-4 és a HAS-1 mRNA szintjei a normal agystben bizonyultak magasabbnak.

A schwannoma mintdkban az agrin, a kollagenl IMlIés VIl tipusok, a fibronektin,
laminin alpha-4, beta-1 és beta-2, matrillin-2 |@kdn, szindekan-3 és -4, HAS-2 ésMMP-2
MRNS értékeit mérték magasabbnak a normal agydmweiszonyitva, mig a normal agybdl
vett mintdkban a brevikan, neurokan, neurogliké@és@enaszcin-R mRNS-ének magasabb
értékeit merték.

Az agrin, kadherin-3, a kollagen 1, 1ll, IV és Vlilpusok, a fibronektin, a laminin beta-1
és beta-2, perlekan, szindekan-1 és -4, valanifii®-9 mRNS szintje szignifikansan
magasabb volt az agyi metasztazisokban, mint adagyszévetben. Ezzel ellentétben a
brevikan, kadherin-2, neurokan, neuroglikan-C, iiat2, szindekan-3, tenaszcin-R és a

HAS-1 sokkal alacsonyabb volt a metasztazisokbamt, amormal agyszoévetben.
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b. Immunhisztokémiai eredmények

1. fazis

Az els) fazisban nem végeztink immunhisztokémiai vizsgékt

2. fazis

Ot molekula esetében (neurokan, verzikan, szindekérix-metalloproteinaz-2 és 9)
vizsgaltuk az immunhisztokémiai reakcio intenzitdéa immunhisztokémiai vizsgalatok
soran a neurokan, a verzikan és a MMP-2 esetéegkobdasztomaban az attéti daganathoz
képest egyérteltren magasabb értékeket allapitottunk meg. A szindékaaz MMP-9 az
adenokarcinomaban mutatott intenzivebbdoiéési reakciot (4. abra).

3. fazis

A harmadik fazisban glioblasztéma, adenokarcinotté s peritumoralis
agyszovetmintakon végeztink immunhisztokémiai &ts#é 0sszehasonlité elemzést 7
molekulara vonatkozoan: agrin, hialuronan, neurpkamdekan, verzikan, MMP-2 és 9. Az
immunhisztokémiai és HA hisztokémiai reakcidkat aliran foglaltuk 6ssze. A morfologiai
értékelésnek megfeli@n az immunreaktivitas a legkifejezettebb az agréurokan,
szindekan, és verzikan esetében a sejtmembraremneddracellularis térben volt, mig a
MMP-k erss immunoreaktivitdst mutattak a sejtmembranon tadaellularisan. A legésebb
immunfestdés az agrin, szindekan és MMP-9 esetébendaaiienokarcinoma
metasztazisban volt megfigyelietnig a MMP-2, neurokén és hialuronan a legmagasabb
értékeket GBM mintdkban mutatta. A tumor markerela &i-67 fesidési intenzitasa

megfelelt a szovettannak.

4. fazis

A vizsgalatunk utolsé fazisaban 4 kulonB&zovettani csoportban (asztrocitoma grade I,
adenokarcinoma agyi attéte, schwannoma és perialimagyszovet) végeztink IHC festést
4 molekula esetében: brevikan, neurokan, tenasz@n-verzikan.

A brevikan, neurokan, tenaszcin-C és a verzikanunmeaktivitasa a legintenzivebb
volt a sejtmembranon és az extracelluléris térBdegintenzivebb fegtlést minden
molekula esetében az asztrocitbma szdvetekberltékzld normal agyszovetben kevéshé
kifejezett immunfesidést talaltak neurokan, tenaszcin-C és verzikaelese, a schwannoma

mintak pedig gyengébb immunfédést mutattak brevikan és neurokan tekintetében. A
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metasztatikus szovetek mutattak a a leghalvanyabiunfestdést verzikanra. A tenaszcin-C
festbdés nagyon gyenge volt mind a schwannomaban, m8@L-ben. A tumormarkerek
és a Ki-67 fedtdési intenzitasa 6sszhangban allt a hisztologajdaiissal.

5. Megbeszélés

a. Az ECM szerepe agydaganatokban, killonds tekietet tlidsrak attéteire

Nincs biztos végleges kovetkeztetés abban a teékariehogy mely ECM dsszetiv
pontosan milyen médon fetiedek a tumorok invazivitasaért. Az altalunk vizsgét
malignus tumortipus elbba szempontbdl két végpontot képvisel: az asztiot
metasztazist nem ad, de rendkivili invazivitas&igh fel magara a figyelmet, a pulmonalis
adenokarcinoma pedig kénnyen, gyorsan metasztatiméncsak az agyba, de oda kiléndsen
gyakran. Mindezen jelenségek okait jetentészben az ECM szerkezete d&kaaése rejtheti.
A tumor-eltavolitas kiterjedése hatarozza meg &otamapia hatékonysagat. Ez kiléndsen
igaz a primer agytumorokra, ahol a peritumoraligmo rendszerint lehetetlenné teszi a
radikalis reszekciot. A peritumordlis infiltracidémcsak a malignus glioméakban, hanem az
alacsony gradusu tumorokban, igy a Il. grddustr@sbimakban is megfigyelték (43, 44).
Ezzel szemben a NSCLC agyi metasztazisai csak kedieeé invazivak, igy a radikalis
kiirtdsuk altalaban rutin idegsebészeti beavatkozas

A kulénboz tumorok minden egyes ECM alkotéja megtalalhaté@alomban, de a
molekuldk széles spektrumanak egyidelemzése egyetlen jellethjelenség alapjan, mint az
agytumorok invazivitasa, eddig még nem latott nidgat. A tanulmany célja élsorban a
kulonbo® eredeli agytumorok invazioval 6sszefliggésbe hozhatdo médekupresszios
mintazatanak meghatarozasa és 6sszehasonlitasiklastidsorban pedig azonositani
kivantuk azokat a molekulakat, amelyeksdlsgesen felékek a grade Il asztrocitbma
peritumoralis invazivitasaért. Mivel a tumorinvaziagyban figg a meglelésen nagyszamu
ECM komponens és a tumorsejtek kdzétti interakdilbkhegvizsgaltuk egy kivalasztott 96
tagu ECM-alkot6 csoport molekulait, melyékkorabban mar igazolédott, hogy aktivan részt
vesznek a peritumordlis infiltrdcioban. AZdettes mérések soran ezéka molekulakbdl
célzott vizsgalatokkal az intrakranialis daganaaglktlemz molekulak korét, az umvazios
panelt hataroztuk meg (1. fazis), és tovabbi mMRNS expréssnéréseinkhez a kulonkitz

daganatok dsszehasonlitAsakor mar ennek a paretagjait vizsgaltuk.
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b. Az invaziés panel vizsgalata Wik agyi metasztazisdban és glioblasztomaban

A tidékarcinoma agyi attétei és a glioblasztoma osszethiggsakor (2-3. fazis) 6sszesen 30
ECM-komponens génexpresszidjat hataroztuk meg, bagjtéé invazivitas molekularis
hatteréhez kdzelebb kerdljink. 21 ECM komponenispiaiedz, a hialuronsav membran-
receptor (CD44) és a CD168 esetében végeztinkitat@nRT-PCR-t. Az mRNS analizis
eredmeényei alapjan a fentiek kdzul hét molekulaiageurokan, szindekan, verzikan,
MMP-2 MMP-9 és a hialuronsav) immunhisztokémiaiddgsét is vizsgaltuk.

A mi méréseink az irodalomban kdz6lt eredményeéstlien megésitették, részben
kiegészitettek, amennyiben jeléakdlonbséget észleltiink a normal agy és a GBMtkézo
fibronektin, lamininp-1, perlekan, szindekan-1, -4, tenaszcin-C, -R, LI@D168, HAS-1, -
2, és MMP-2 és -9 mRNS profilja tekintetében.

Nincs kielégié adat az irodalomban asztrocitdmék esetében aele@mol, matrilinél,
perlekanrdl, neuroglikan-Gsk, neurokanrol, CD168-rél vagy a kondroitinazrol.
Megfigyelésiink szerint azonban a CD-168 és a panlekRNS expresszidja szignifikansan
magasabb a glioblasztomaban a normal agyszoveépesk mig a tobbi tekintetében nem
volt nyilvanvalo kilonbség a kétkdzott.

Sajat méréseink soran 6sszehasonlitva az intraedisctiidh adenokarcinoma
metasztazisokat a normal agyszovettel, a vizs@ath8lekula kdzil 18 esetében jelént
kulonbségeket észleltiink. Néhany molekula az ersdévetre jellemé (pl. a brevikan,
neurokan, a neuroglikdn C az agyszovetmintakbaig) mmdsok valdsziileg a peritumoralis
invazidban jatszanak fontos szerepet (fibronektimdekan-1, 4, CD-168 és MMP-9). Az
agrin, laminin 3-1, B3-24- 1 és a perlekan intracerebalisdiatlenokarcinoma metasztazisban
megnovekedett expresszidjanak magyarazatdhoz méjghiokutatasokra van szikseég.

Eredményeink szerint 11 molekula mRNS expressazignifikansan kilonbozoétt a
GBM és az adenokarcinoma metasztazisok kdzott. IMiveevikan, matrilin-2, neurokan,
neuroglikan-C és a tenaszcin-R magasabb mRNS esgpdesutatott mind a normal
agyszoévetben, mind pedig a GBM-ban a metasztatikusrokhoz viszonyitva, ezeket a
molekulédkat a gliaszovetre specifikus molekulaktedinthetjik. Masrészt a tenaszcin-C,
CD44, HAS-1 és a MMP-2 mRNS expresszidja a metaisttdz hasonlitva csak a GBM-ban
volt emelkedett. Ezekib az eredményekih arra kdvetkeztetiink, hogy azbbi, GBM-ben és
normal agyszovetben egyarant magasabb szintetdmataekulak a primer agydaganat és a

peritumoralis agyallomany nagyfokd hasonlosagatregmyezi, igy a GBM tumorsejtjei

13



“otthonosan érezve” magukat a kérn§emyallomanyban, azt mélyen infiltralni képesek. A
tobbi szovetmintdhoz képest a GBM-ben észlelt negasxpressziot mutaté molekuldk
pedig valészitileg a tumor invazidjdhoz szikséges és d@rhekdité komponensként
szerepelnek.

Végul méréseink szerint a ftiddenokarcinoma agyi metasztazisaban magas volt a
szindekan-1 és -4 expresszidja, de ez ugy latazikidegen” kdrnyezetben elégtelennek
bizonyul a peritumoralis agyszotvetbe tot@mvaziohoz. Ebbl az a kovetkeztetés whet
le, hogy a szindekan-1 és -4 intracerebralis paaélis invazioban jelefis szerepet
valbsziriileg nem jatszik.

Az mMRNS-expresszids eredmények poszt-transzlazidtisnanifesztalédasadnak
meghatarozasdhoz valamint morfolégiai informécidégeéljabol immunhisztokémiai
analizist végeztink hét molekula esetébenl (agenrokan, szindekan, verzikan, matrix
metalloproteinaz 2 [MMP-2], MMP-9, és hialuronsav).

A harom szévetminta-csoport immunfédési intenzitdsaban megtekilonbségek jol
korrelaltak a verzikan, agrin, szindekan és a MMIRR2NS-expresszidjaban észlelt
eltérésekkel. Az immunhisztokémiai analizis soraagrin, a szindekan és a MMP-9
predominansnak bizonyult a hérgredeti adenokarcinomaban, mig a MMP-2, a neurokan és
a hialuronsav a legésebb immunfe$tdést a GBM-ban mutatta.

Erdekességképpen, a legsebb agrin fegtési intenzitast €s mRNS expressziot a
metasztazis csoportban mértik. Az agrin fontos karepse a vér-agy-gatnak (75, 76) de
jelentbségét és szerepét a az intracerebralié dideenokarcinoma metasztazisokban még nem
tisztaztak.

Az MMP-9 a legessebb immunfe$dési intenzitast a tigdadenokarcinoma
metasztazisaiban mutatta, de a légebb MRNS expressziét a GBM csoportban mértik. Bar
a legmagasabb neurokan mRNS-expressziot norma@ggtben talaltuk, de az
immunhisztokémia a tumorokban mutatott kissé emettéestdesi intenzitast. Ezek az
eltérések valGsziteg poszt-transzkripcios eseményekhez kéthés pontos tisztdzasukhoz
tovabbi vizsgalatok szikségesek.

A hialuronsav leginkabb GBM-ban volt jelen. Mivelceptoranak, a CD44—nek
ugyancsak magasabb mRNS expresszidjat mértlladisiszerepik az invazio

folyamatdban megésitheb.
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c. Konkluziok

A 30 invazioval dsszefliggnolekula mMRNS expresszidjanak GBM-ben, normal
agyszovetben és intracerebralis adenokarcinomasmiatsban torténdsszehasonlitasaval
sikerllt néhany olyan molekulat azonositani, mely@kszirileg részt vesznek a GBM
extrém magas invazios aktivitasaban. Vizsgalataagkint a tenaszcin-C, CD44, és MMP-2
szindekanok korabbi kozlemeényekben felvetett poziterepét a kilonbdznfiltracios
aktivitas tekintetében nem tudtuk meggdteni. Az eddig kdzolt adatokhoz tovabbi Uj
eredményként hozzajarulva a brevikan, neurokamogéikan-C és a matrilin-2
glioblasztomék invazivitdsaban betoltott lehetségesepét tudtuk igazolni.

A 4. fazisban az invazios panel génexpresszidfdtrativ szemibenignus grade I
asztrocitbma, non-infiltrativ és benignus schwana@s a non-infiltrativ, de malignus nem
kissejtes tudkarcinoma (NSCLC) agyi metasztazisabdl szarmazeetmiintdkon vizsgaltuk.
A 26 invazioval dsszefludggmolekula mMRNS expressziojanak meghatarozasavedyes
csoportokra jellemz expresszios mintazatot sikerilt alkotni. Clustealiis Gtjan vizsgaltuk
ezeknél a molekulaknal az expresszios mintazatbkovetkezett valtozasok jelledzoltat
(6. abra). E statisztikai teszt altal vilagosan kiathatd, hogy minden egyes szévetcsoportnak
megvan a maga jellegzetes invaziés molekula-mitdadrevazios spektrumag, ami arra utal,
hogy ennek a 26 molekulanak az mRNS expresszidsinaita az illét tumorszovetre ésen
jellemz. A brevikan, neurokan, neuroglikan, tenaszcinzikén és a MMP-2 a normal
agyszovetre és a grade Il asztrocitomara voltddnebek, mig a schwannoma és az
adenokarcinoma extracellularis matrixa di@mt kollagéneket, fibronektint, szindekanokat,
laminineket és kadherineket tartalmazott. Ezeklageetes invazids spektrumok jelésit
mennyisé kotoszovetes allomanyra utalnak a schwannomaban ésagztézisban, mig a
gliomas szovetekben a sajat jellén@AG-ok és proteoglikanok jelennek meg. A megp
nagyfoku hasonl6sag a grade Il asztrocitbma ésraalagy kozott magyarazatul szolgal a
glioma sejtek kornydgzagyszovetbe tortérkiterjedt migracidjara. Ugyanakkor a jelést
kulonbség az adenokarcinoma és a normal agy invdpiéktruma kozott segit megérteni a
csokkent peritumoralis infiltracidt a metasztazstében.

Az immunhisztokémiai eredmények meggtették, hogy a brevikan, a neurokan, a
tenaszcin-C és a verzikan nagy mennyiségben van ggztrocitoméban. Ezek a proteinek

normal agyszovetben iséébrdulnak, de csekély mennyiségben talalhaték somemaban és
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a metasztatikus szovetekben, ami nem tettedeehogy e szdvetek tekintetében is
statisztikai 6sszehasonlitast végezzlnk.

Az inoperébilisnak tekintett, attétet ad6 szolichtwok esetében alkalmazott,
hagyomanyos nem-sebészi eljarasok — a kemoterapigégarterapia — korlatai ma mar
vildgosan lathatok. Ezen eljarasok — bar tumorektpiitasuk még némileg novelléet az ép
testi sejtekre, szovetekre is hatnak, ami alkalatztiozisukat limitélja, a kurativ hatas
elérését pedig — legaldbbis tiidk esetében — gyakorlatilag lehetetlenné teszindk,
lesznek is még a jében a mainal hatasosabb sejtmérgek, a céltérfolghatijemérését
lehetvé teb sugarterapias eszkdzok, de nem kétséges, hodpp aymgyeredmeények
érdekében Uj utakon kell a daganatterapidbanriddhunk.

Napjainkban a tidtak kezelésében bevetett toébb Uj [éséggel egyutt a tidgdak ugy
latszik ,feladja a leckét”: ha potencialisaétiek is a tulélési esélyek, ezek szamaditev
javulast a nemzetkozi statisztikak szerint eddig meztak. Ennek egyik oka mindenképpen a
tidérak rendkivil efs attétképzési hajlama. A korai attétképzés mimtianak a radikélis
miitét esélyei, més kurativ célt standard eljarasggetiénleg nincs. llyen kérilmények
kozott felértekeldik minden olyan Uj eredmény, eljaras és gyogyseeely a metasztazisok

képzdesét, fefpdéseét gatolni kepes.

6. Osszefoglalas, Gj eredmények

Jelen munkankban egy olyan (] lebsggre kivantunk ravilagitani, mellyel az attétek
kialakuldsa és novekedése agben gatolhato lenne. Mivel sok molekularél ismedgy
részt vesz az attétképzésben és a tumorinvazidkankonny targetet valasztani az anti-
invazios terapia szamara. A mi 6sszehasonlitasnakiet a kilénbdZ ECM molekulak
expresszids mintaival végeztiink, segithetilkieni a lehetséges célmolekulak szamat. Az
altalunk vizsgalt ECM molekulak kulénb&mintdzatot mutattak a gliomak és az
adenokarcinoma attétek esetében. Feléeimedz egyes primer tumorokra jelleinde
egymastol kulonbdzmolekularis 6sszetétel leldstget teremt a tumorok szelektiv
.Célbavételére”. Az elslépés az ECM invazioért fetied molekulai expresszidjanak
meghatarozasa a kulonlgomtracerebralis daganatokban. Az igen nagyszamakula kozl
ezaltal kistirhet az a néhany potencialis molekula, melyek tovaitsigalataval az
onkoterapiahoz konkrétan hasznosithat6 targetmidlkekdentifikalhatok. Vizsgalataink

soran abszor 96 ECM komponens mRNS expresszids szintjéiiiéneg, majd
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eredmeényeink alapjan meghataroztuk a tovabbi asaigrdemes molekulak csoportjat, és
bellik un. invazids panelt képeztink. Ezzel a fenltbiedll azt is elértiik, hogy az invaziés
panelt alkoté molekulak mMRNS-szintjélldaganatspecifikus invazios spektrumot lehetett
képezni, mely a cluster analizis szerint az altakinsgalt 4 kilonbo& daganattipusra is igen
nagymeértéeld specificitdst mutat Ezaltal igazolni tudtuk, hagiilonbds daganatok eltér
invizivitdsaért valdban az ECM-komponensek jol negtozhaté molekulacsoportja féisl

Tovébbi méréseink soran a kulénBareded intracerebralis tumorok invazios
spektrumanak elemzésével 4 olyan molekulaiténk ki, mely a gliomak és a téidik agyi
metasztazisanak eltemfiltracios aktivitasaért konkrétan fetsinek mondhaté. A statisztikai
analizis alapjan megéllapithatd, hogy a brevik&oyokan, tenaszcin-C és verzikan tehéat a
jovében az antiinvaziv tergpiahoz targetként felhasetél

Uj eredmények

1. Az ECM molekulai kdzul az irodalom attekintése uigszevalogatott 96
molekula expressziéjat meghataroztuk kulértbidmazids potencialt mutato
intracerebralis daganatokban, és eredményeinkdaapgghataroztunk egy
invazios panelt.Az invazids panel tartalmazza azokat az invazbish szerepet
jatsz6 ECM komponenseket, melyek gitéxpresszioja 6sszefliggésbe hozhaté a

tudorak agyi attéte és a gliomak etiénvazivitasaval.

2. Az invazios panel négy kulonbderedet intrakranidlis daganatban és nem-
tumoros agyszoOvetben tortemeghatarozasavak egyes szovettani
diagnozisokra jellegzetes invazios spektrumokat amositani tudtuk. Az
invazios spektrum az egyes daganatokra igen nagydpécificitast mutat,
igazolva ezzel az invazidért febel ECM komponensek expresszidjanak

daganatspecifikus jellegét.

3. Vizsgalataink soranégy olyan molekulat tudtunk azonositani (brevikan,
neurokan, tenaszcin-C és verzikan), melyek @idérak intracerebralis attéte és a
gliomak kozotti jelertisen killonbodé& peritumoralis invazidért leginkabb

felelések és az antiinvaziv onkoterapiahoz adgben targetként szolgalhatnak.
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