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1. BEVEZETES

A kozponti idegrendszer (KIR) daganatos megbetegedései a betegség kiindulési helye alapjan
alapvetden két csoportra bonthatok. Elsddleges (primer) daganatos betegségnek nevezziik a
KIR-ben kialakulé daganatos elvaltozasokat, masodlagos (szekunder) daganatoknak pedig az
egyéb szervek daganatos megbetegedésébol szarmazo KIR attéteket (metastasis) tekintjiik. A
leggyakoribb rosszindulati primer KIR daganatok a gliomdk, az dsszes rosszindulata KIR
daganat kozel 75%-a glialis eredetli. Ezen a csoporton beliil is kiemelkedd az astrocytomak
aranya: az Osszes malignus primer agydaganat kozel 2/3-a astrocytoma. A daganatok
el6fordulasa, a betegek epidemioldgiai jellemz6i a szovettani tipustol fliggden valtoznak. Az
Osszes astrocytoma incidencidja 4,5/100.000 6, az alacsony gradusu astrocytomak fiatalabb
¢letkorban, a magasabb gardusuak id6sebb korosztalyban fordulnak eld (a median életkor
grade III esetében 53 év, grade IV esetében 64 ¢év). A betegségcsoport jelentdségét elsésorban
nem a gyakorisag adja — bar relativ gyakorisaguk elég magas —, hanem a betegség egyéb
jellemzdi. Az astrocytomdknak nincsenek korai vagy specifikus tiineteik, igy viszonylag
késon keriilnek felismerésre. A tumorok tilnyomo tobbsége diffiz novekedést mutat, emiatt
sebészi eltavolitasuk, kiilondsen magasabb gradus esetén, rendkiviil nehéz feladat. Ezen feliil
a tumorsejtek a sugar- és kemoterdpiara kevéssé érzékenyek, igy onkologiai ellatasuk szintén
kihivast jelent. Fontos tovabba, hogy a betegek jelentds része aktiv keresdképes korban van,
igy az astrocytomak nem csupdn egészségligyi, hanem tarsadalmi-gazdasagi szempontbol is

komoly jelentdséggel birnak.

A jelen doktori értekezést megalapozé kutatas elsddleges célja a leggyakoribb, és egyben a
legrosszabb indulata, primer malignus agydaganat, a glioblastoma (GBM) vizsgalata volt. A
glioblastomas betegek kezelése az elmult évtizedekben jelentds valtozason, fejlodésen esett

at. A 2006-ban bevezetett Stupp protokoll (lehetdségekhez képest elvégzett sebészi



eltavolitast kovetd konkurralé temozolomide kemo- és sugarterapia) révén a betegek talélési
es¢lyei javultak. Tovabbi eldrelépést jelent a VEGF-gatldé bevacizumab kezelés, mely
Magyarorszagon temozolomide kezelés mellett bekovetkezd kiajulas esetén adhatd (egyéni
méltanyossagi kérelemben). Ezen terapids Iehetdségek a korabbi adatokhoz képest
nagymértékben hosszabbitottdk meg a progressziomentes &s teljes tulélést, Osszességében
azonban a GBM tovabbra is egy, a beteg, a csalad és a kezeld egészségligyi személyzet
szamara komoly kihivast jelentd, a betegek €¢letmindségét nagymértékben lerontod, sajnalatos
modon elkeriilhetetleniil a beteg halalahoz vezet6 betegség. Fontos kiemelni, hogy
megfigyelhetd a betegek kozott egy — a daganatos betegségek kozott is meglepden jelentds —
heterogenitds, bizonyos betegek a kezelésre jobban reagalnak, progressziomentes és teljes
tulélésiik is az atlag folotti. Jelenleg nincs azonban egyetlen megbizhaté modja sem annak,
hogy a kezel6orvos a betegség progndzisat valamilyen mértékben megbecsiilje. Ismertek
bizonyos tényezdk, amelyek a kedvezdbb betegségkimenetelt valoszinlsitik, ezek azonban
nehezen alkalmazhatéak egyéni lebontasban. Ilyen kedvezd prognosztikai markernek
tekinthetd irodalmi adatok alapjan a fiatalabb életkor, a férfi nem, a magasabb posztoperativ
Karnofsky pontszdm vagy a kisebb tumorméret. A hétkdznapi gyakorlatban azonban ezek
jelentdsége minimalis. Az elmult idészakban rengeteg informacié gytilt 6ssze a glioblastoma
csoportositasa is megvaltozott. Kiemelendd ezen molekularis eltérések koziil a tumorok IDH
mutacids statusza, ismert ugyanis, hogy a muticié kedvezden befolyasolja a prognézist.
Szintén jelentds az MGMT gén promoter szakaszanak gyakori hipermetilaltsaga, mely a
génatirds elnémuldsédhoz vezet és a temozolomide terapia hatékonysagat ily médon noveli. Az
MGMT promoter metilaltsagi statusza tehat inkabb prediktiv marker. A kutatdsok soran leirt
szamos egy¢éb mutalddott jelatviteli Gtvonal azonban Ugy tlinik, hogy klinikai szempontbdl

sajnos egyelore kevésbé relevans.



1.1. Az extracellularis matrix a kozponti idegrendszerben és kapcsolata a
gliomainvazioval

A GBM agressziv klinikai viselkedésének hatterében — a kismértékii radio-kemoszenzitivitas

mellett — a daganatsejtek igen nagymértékii invazidos képessége all. A daganatsejtek e

tulajdonsaganak forrasa jelentdés részben a tumor extracelluldris matrixdban (ECM)

keresendd. Az ECM mennyiségi és mindségi valtozasai szamos daganattipusban, igy GBM-

ben is igazoltak, és hozzajarulnak egy pro-cancer niche kialakulasahoz, melyben az

astrocytoma sejtek képesek a kdrnyezd agyszovet beszlirésére.

A KIR térfogatanak jelentds részét a neuronok, glia sejtek és véredények teszik ki. Az
extracellularis tér az Ossztérfogat minddssze 15-25%-at teszi ki, és itt taldlhatéak az
extracellularis matrix (ECM) molekuldi, ionok, citokinek, ndvekedési faktorok,
neurohormonok, metabolitok. Az ECM alkotoi is jelentésen kiilonbdznek az agyban a test
tobbi részében megfigyelhetd Osszetételtol. A KIR-ben a f6 ECM alkot6 a hialuronsav (HA).
A HA a nagyméretli, a teret kitolt6 gliikoz-amino-glikanok (GAG) kozé tartozik. A HA a
sejtek felszinén 1évé receptorokhoz (CD44 ¢és CD168/RHAMM) kotddve alapvetden
hozzajarul a szoveti struktara kialakuldsahoz, emellett szamos sejtfolyamat (sejtosztodas,
adhézid, motilitds) szabalyozasaban vesz részt a receptorhoz vald kotddése. A fehérje-kotott
oOrias szénhidratmolekulak, azaz a proteoglikanok széles valasztéka megtalalhatd az agyban.
Nagy mennyiségben taldlhatdak meg a heparan-szulfat proteogikanok (HSPG), mint példaul a
syndecan. Egy masik jelentds csoportot képeznek a kondoritin-szulfat proteoglikdnok
(CSPG), e népes csalad képviseldi foleg a fejlodé agyban ¢és regeneralddds soran
expresszalodnak. Ide tartozik példaul az agrecan, versican, neurocan és brevican. E molekualk
leginkdbb a HA ¢és egyéb ECM alkotok 0Osszekapcsolasdban jatszanak szerepet. A
proteoglikanok koziil megemlitendé még a tenascinok csaladja, ezek a sejtosztodas, migracid

¢és morfogenezis sordn jatszanak szerepet. Rostos ECM allomanybol azonban sokkal kevesebb
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talalhat6 az agyban, mint mashol. Az ECM rostos elemei kozé a kollagének, a fibronectin és a
laminin tartozik, ezekhez transzmembran receptorok, az integrinek révén kotddnek a sejtek. A
szervezet egyéb részeivel ellentétben az agyban az ECM ¢s a szovet strukturalis vazat nem a
rostos elemek, hanem a HA adja. Emellett az ECM-ben taldlhatoak az ECM dinamikus

atalakulasaért felelds enzimek is, példaul matrix metalloproteinazok, ADAMTS enzimek is.

Ma mar tudjuk, hogy az ECM nem csupan a szoveti morfoldgia egyik meghatarozdja, hanem
a sejtek kornyezetnének egy meglepden dinamikusan valtozé és sokoldalu alkot6ja, ami
meghatarozza a sejtek mikddésének szamos aspektusat. Az ECM tehat nem csupan a sejtek
kozotti tér kitdltésére szolgal, hanem szerepe van szdmos sejtfolyamatban, wUgymint
sejtosztodas, tulélés, adhézid, migracid. Emellett egyfajta taroloként szolgal novekedési
faktorok, citokinek szamara, ezzel fokozottan befolyasolja a sejtek miitkodését. Eppen ezért a
glioma invézioval foglalkozd szakirodalom az extracellularis matrix klasszikus, az
alkotoelemek 0Osszességét magaba foglalo leird értelmezése helyett egy funkcionalis
egységként tekinti az extracellularis teret kitolté teljes matrixot. Igy ehhez a funkcionalis
extracellularis matrixhoz tartoznak az itt talalhat6 GAG-0k, PG-k, rostos elemek mellett az
ECM enzimei, az ECM alkotoit kotd sejtfelszini receptorok is, de talalhatd tobb, az ECM és
tumorinvazi6 kapcsolatat vizsgald kozlemény, ahol az itt tarolt citokinek, ndvekedési faktorok

is emlitésre kertilnek.

A megvaltozott mennyiségii és mindségli ECM altal teremtett niche megfelelé kornyezetet
képes biztositani a daganatos &ssejtek (cancer stem cell, CSC) szamara. Jelenlegi
elképzeléseink szerint ezen sejtek feleldsek a gliomak kialakuldsaért €s fennmaradasaért,
példaul a CSC-k kihorgonyzasa, a kihorgonyzas helyén egy specialis pro-cancer niche
kialakitasa, a sejtek polarizalasa, €és igy az aszimmetrikus sejtosztodas biztositasa révén. Az

ECM bizonyos Osszetevdi kapcsolatban allnak a daganatsejtek invazios képességével is. Nem
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csupan valtozik (tobbnyire ndévekszik) mennyiségiik, mely mar 6nmagaban hozzéjarul az
invaziés képesség kialakulasdhoz, de ezen feliil bizonyos fajtdjuk a hagyomanyos funkcio
mellett modulacids szerepet is betdlt ebben a megvaltozott kornyezetben. igy elmondhato,
hogy a tumorsejtek, a tumoros ECM, valamint a kdrnyezd peritumoralis agyallomany nem
tumoros sejtjei €¢s az ECM kozott egyfajta élénk parbeszéd alakul ki, és e parbeszéd
segitségével a tumorsejtek modositjak a normal funkciot, alakitjak ki az invaziohoz sziikséges

kornyezetet.

A peritumoralis infiltracid azonban nem csak a GBM-re, hanem alacsonyabb gradusu
astrocytomédkra is jellemzS. Eppen ezért a kutatdsba kiilonboz6 gradust astrocytomabol
szarmaz6 tumormintakat vontunk be és ezek molekuldris Osszetételét vizsgaltuk kiilonbozo
szempontok alapjan. A mérések sordn nem csupan astrocytomakban mértiik meg kiilonbozo, a
gliomainvazidban szerepet jatsz6 ECM alkotok mennyiségét, az eredmények helyes
értelmezéséhez maés szovettani csoportba tartozd malignus daganatbol, agyi metastasisbol
szarmaz6 mintadkat is elemeztiink, kontrollként pedig minden esetben nem tumoros
agyszovetet is hasznaltunk. Eredményeink értelmezését mindig a klinikai hasznosithatosag
vezette, a molekularis biologia mddszereit felhasznalva probaltunk valaszt adni a klinikusokat
foglalkoztatd kérdésekre, igy az elvégzett kutatas a transzlaciés medicina korébe tartozik, és

egyfajta hidat igyekszik képezni az alapozd ¢és klinikai orvostudomany kozott.



2. CELKITUZES

Az extracellularis matrix elsésorban glioblastomdban leirt, tumorinvazioban ismert szerepét
figyelembe véve a kutatds célkitlizése volt az ECM alkotok mennyiségi valtozasait
meghatarozni kiillonb6z6 gradust astrocytoma mintakban. Vizsgaltuk, hogy van-e kapcsolat
az invazioban szerepet jatsz6 molekuldk (invazids panel) expresszidos mintazata (invazids
spektrum) és a kiilonb6z6 szovettani csoportok invazivitdsa kozott. Kutattuk, hogy az invazios
spektrum mutat-e Osszefiiggést az astrocytomak gradusaval. Ezért kiilonb6z6 gradusa
astrocytomdkbol, valamint primer és szekunder agydaganatokbol szarmazo6 szovetmintdkban
vizsgaltuk az ECM molekuldk mennyiségét €s expresszids mintdzatat. Emellett arra a
kérdésre is kerestiink valaszt, hogy az ECM 0sszetétel, ill. az invazids spektrum kapcsolatban
all-e azonos gradus esetén a betegség kimenetelével, €s igy van-e prognosztikai jelentdsége. E

célbol az expresszios eredmények és a klinikai adatok kozotti 6sszefliggést vizsgaltuk.



3. MODSZERTAN

3.1. Betegek és tumormintak

Kutatasunk soran a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Idegsebészeti Klinikan mitk6do
Agydaganat- és Tumorbankbdl szarmazé intraoperative gyorsfagyasztott astrocytoma és
glioblastoma tumormintakat, valamint nem tumoros agyszoveti kontroll mintakat hasznaltunk
a molekularis biolégiai vizsgalatok elvégzésére. Az immunhisztokémiai vizsgalatokat a DE
Pathologia Intézetben a betegekhez tartozo formalin fixalt, paraffinba agyazott szdvettani
blokkokbol késziilt metszeteken végeztik. A tumor- és agyszOvetmintak kutatdsi céla
gylijtéséhez, tarolasahoz ¢és felhasznalasahoz kutatocsoportunk TUKEB engedéllyel
rendelkezik (51450-2/2015/EKU), a betegek minden esetben irasos beleegyezésiiket adtak az
elvégzett miitétek soran egyébként is eltavolitdsra keriild tumor- és szovetmintak kutatési célu
felhasznalasdhoz. A mintdkat minden esetben neuropatholdgus értékelte a pontos szdvettani

diagnozis megallapitasa céljabol.

3.1.1. Kilénb6z6 eredetii malignus KIR daganatok ECM Gsszetételének vizsgdlata

A primer és szekunder malignus daganatok extracellularis matrixanak vizsgalatat 41 GBM ¢és
22 nem kissejtes tiidordk (NSCLC) agyi attétjébdl szarmazo mintan végeztik el, a
vizsgalatokhoz Osszesen 63 nem tumoros agyszoveti kontrollmintat hasznaltunk. A mintakat
minden esetben neuropathologus értékelte a diagndzis megerdsitése érdekében. Osszesen 40
ECM alkot6 mRNS ¢és 20 ECM alkot6 fehérje szintjét mértiik meg a szdvetmintadkban,
melyekben a megfeleldé mennyiségii tumorsejt jelenlétérél a Ki-67 expresszio mérésével

bizonyosodtunk meg.



3.1.2. Kiilénb6z6 gradusu astrocytomak ECM dsszetételének vizsgdlata

Az invézioés panel molekulak és a kiilonb6zd invazivitassal rendelkezd, eltéré gradusu
astrocytoma mintak 0sszehasonlitasahoz 6sszesen 94 WHO grade I-1I-111-1V astrocytoma és
54 nem tumoros agyszovet kontroll mintat hasznaltunk, amelyekben 20-20 ECM alkoto
mennyis€égét mértilk meg transzkripcids ¢és transzlacidos szinten. Az ECM alkotdkat
szakirodalmi adatok és a kutatocsoport korabbi eredményei alapjan valasztottuk ki. A
tumormintdk glidlis eredetének bizonyitasa céljabol GFAP génexpresszid mérés tortént. A
mintakban meghataroztuk a Ki67 expressziot annak érdekében, hogy a mintdk megfeleld

mennyis€gli malignus sejtet tartalmaztak.

3.1.3. Kiilonbbzé prognozisu glioblastomds mintdk ECM éGsszetételének vizsgdlata

Az ECM molekuldk prognozisban betdltott szerepének vizsgalatdhoz 26 GBM beteg mintéjat
véalasztottuk ki. A mintdkban 20 ECM alkoté mennyiségét mértik meg. A betegek
ugyanabban a kezelési protokollban részesiiltek, azaz legalabb subtotalis tumoreltavolitast
kovetéen Stupp protokoll szerinti konkurralé kemo-irradidcidban részesiiltek, melyet
temozolomide monoterapia kovetett. A kemoterapia mellett kialakuld progresszid esetén
bevacizumab monoterapidban részesiiltek a betegek, mindaddig, amig a beteg satusa ezt
lehetévé tette. A mintdk minden esetben az elsd miitét sordn eltavolitott tumormasszabodl
szarmaztak. A betegek atlagéletkora 58,69+8,01 év volt (min: 43 év, max: 75 év). A
betegekek két csoportba soroltuk teljes tulélés (overall survival, OS) alapjan, a 23 honap vagy
anndl rovidebb teljes tuléléssel rendelkezd betegek alkottak az egyik csoportot (A csoport, 12
6), a 23 honapnal hosszabb teljes talélésii betegek a masik csoportot (B csoport, 14 £6). Az
elvalasztasi paraméterként meghatdrozott 23 honap alapja a szakirodalmi adatok mellett a
sajat beteganyagunkon tapasztalt 4tlagos teljes tulélési idé volt. A mintdkat minden esetben

neuopathologus értékelte a diagndzis megerdsitése céljabol, a glidlis eredet igazolasara
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GFAP, a megfelel6 mennyiségii malignus sejt igazolasara Ki-67 génexpresszio keriilt

meghatarozasra.

3.2. mRNS expresszié mérése

Az ECM alkotok transzkripcids szintjének leirdsa kvantitativ reverz-transzkriptdz polimeraz
lancreakcioval (QRT-PCR) tortént. A gyorsfagyasztott mintdkat elsé 1€pésben szétzhztuk,
majd TRI reagenst (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA) hasznalva homogenizaltuk. Ezt kovetéen
a TRI reagens lizatumbol keriilt izoldlasra a teljes RNS a gyart6 utasitasainak megfelelden,
majd NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies; Wilmington DE,
USA) meghatarozasra keriilt az RNS mennyisége és tisztasaga. A kovetkezd 1épésben reverz
transzkripcioval az RNS-bol egyszalu komplement DNS-t (cDNS) szintetizaltunk High-
Capacity cDNA Archive Kit with RNasin (Applied Biosystems; Carlsbad, CA, USA)
hasznalataval. A szintetizalt cDNS-t ezutdn mikrofluid kartyéara toltottiik oly modon, hogy
adott komplement szalbol 100 ng RNS-b6l szdrmazé cDNS legyen egy portban, hogy a
TagMan low-density array (TLDA) méréseket (Applied Biosystems 7900HT real-time PCR
system with Micro Fluidic Card upgrade; Applied Biosystems; Carlsbad, CA, USA)
megfelelden lehessen elvégezni. A mikrofluid kartydkat SDS v.2.1 szoftverrel (Applied
Biosystems; Carlsbad, CA, USA) elemeztiik relativ kvantifikdld mérésként, meghatarozva a
ciklus kiiszob értékeket (Ct érték). P-actin és glicerin-aldehid-3-foszfat dehidrogenaz
(GAPDH) haztartasi géneket haszndltunk belsé standardként, a GAPDH gént tovabba
referenciagénként hasznéltuk a delta Ct értékek kiszdmitdsahoz. A mintdk mRNS
expressziojanak dsszehasonlitasat a dCy értékek dsszehasonlitasaval végeztiik el (comparative

dCt modszer).
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3.3. Proteinek szintjének mérése

Az ECM alkotok fehérje szintli expresszidjanak meghatarozésara tomegspektrométert
hasznaltunk. A mintékat elsé 1épésben a mRNS expresszid meghatirozasanal leirt mddon
homogenizaltuk, de ebben az esetben 50 mM Tris, ImM EDTA, 17 mM B-merkaptoetanol és
0,5% Triton-x100™ keverékébdl 4llo lizis puffert hasznaltunk a mintak lizéldséra. A fehérjék
mennyiségét a Bradford modszerrel hataroztuk meg, majd a fehérjékbdl azonos mennyiségiit
hasznaltunk tripszines emésztéshez. A relativ fehérjemennyiség meghatarozasa az SRM
modszerel (selected reaction monitoring) tortént. A fehérjekoncentracid6 meghatarozasara az
500 cps jelintenzitasi SRM spektrumok gorbe alatti teriileteinek (AUC) kiszamitasa alapjan
tortént. Az adatok integracidja az Analyst v1.4.2 szoftver (Applied Biosystems; Carlsbad, CA,

USA) segitségével tortént.

3.4. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Immunhisztokémiai vizsgalatot az IDH1 mutacios stitusz és a Ki-67 protein expresszid
vizsgalatara hasznaltunk az ECM alkotok €s a progndzis kapcsolatdnak vizsgdlata soran, a
prognozis becslésével 0sszefliggd markerek dsszehasonlitasa érdekében. A mintakhoz tartozo
formalinnal fixalt, paraffinba agyazott blokkokbol késziilt 4um vastagsagi metszetek az
R132H mutéciora specifikus IDH1 egér monoklonalis antitesttel (DIA HO09) (Dianova;
Hamburg, Németorszag), valamint Ki-67/MIB 1 egér monoklonalis antitesttel (M7240)
(Dako; Glostrup, Dania) keriiltek megfestésre a gyartd utasitdsainak megfeleléen, 1:50

(IDHT) és 1:200 (Ki-67) higitasban.

3.5. Statisztikai modszerek

A mérési eredmények, valamint a betegek klinikai adatai kiilonb6z6 statisztikai modszerekkel
keriiltek elemzésre. Az egyes ECM alkotok szintjének 0sszehasonlitasara esetén kétmintés t-

probat, illetve szignifikdnsan kiillonb6z6 szoras esetén a Mann-Whitney prébat, 3 vagy tobb
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csoport esetén pedig egyiranyd ANOVA-t hasznaltuk. A teljes invazids panel csoportok
kozotti  Osszehasonlitdsa kiilonboz6 statisztikai osztalyozokkal (lineéris diszkriminancia
analizis, legkozelebbi szomszéd modszer, J48 pruned tree és locally weighted learning)
tortént. A betegek klinikai adatainak Osszehasonlitasdra kétmintds t-probat vagy Mann-
Whitney probat, valamint y?-probat hasznaltunk, a kiilonbozé progndzisu csoportok
tulélésének vizsgalatara Kaplan-Meier talélési analizis késziilt. A statisztikai osztalyozok a
Weka v3.6 program (University of Waikato, Hamilton, Uj-Zéland) hasznalataval, a tobbi
statisztikai préba a GraphPad Prism v7.00 (GraphPad Software, La Jolla CA, USA)

statisztikai programmal késziilt.
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4. EREDMENYEK

4.1. Primer ¢és szekunder malignus agydaganatok ECM 6sszetételének
osszehasonlitasa

4.1.1. mRNS expresszio vizsgalat eredményei

Az ECM invaziés molekulainak mennyisége jelentés mértékben eltér a nem tumoros ¢és
tumoros mintdk kozott. A nem tumoros agyszovet és GBM mintdk kozott szignifikdnsan
eltér6 mennyiségben expresszalodott a CD44, cadherin-N, cadherin-N2, kollagén I al, III al,
IV al ¢és VI al, EGFR, ErbB4, fibronectin, hyaluronan szintaz-1 és -2, HMMR (CD168),
integrin-09, -1 és -3, laminin-a4, -Bl1 és -2, MMP-2 és -9, perlecan, tenascin-C és —R
molekuldk mRNS-e. A NSCLC agyi metastazisbol szarmazo mintadkban az agrin, brevican,
cadherin-N, cadherin-P, kollagén I al, Il al, IV al és VI al, ErbB4, fibronectin, hyaluronan
szintaz-1, HMMR (CD168), integrin-a5, -all, -1 és -3, laminin-B2, matrillin-2, neurocan,
neuroglycan-C, perlecan, syndecan-1 ¢és -4, illetve tenascin-R molekulak mutattak
szignifikdnsan eltérd expressziot a nem tumoros agyi mintdkhoz képest. A primer és
szekunder agydaganatok nem csupdn a normdl agyszovettdl térnek el jelentds mértékben,
hanem egymastol is. Az agrin, brevican, CD44, cadherin-N2, cadherin-P, EGFR, integrin-a5,
a-9 és a-11, matrillin-1, MMP-9, neurocan, neuroglycan-C, syndecan-1, -3 és -4, illetve
tenascin-C molekuldk expresszids szintje tért el szignifikdnsan a két eltérd eredeti
tumortipusbol szarmazo mintakban.

A mRNS expresszids mintdzat alapjan a harom csoport nagyon jol elkiilonithetd egymastol
statisztikai osztdlyozdval. A lindris diszkriminancia analizis a cadherin-N, kollagén IV,

ErbB2, hyaluronan szintaz-2, integrin a3, -a5 és a-9, MMP-9, illetve syndecan molekulak
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expresszios szintjét jeldlte ki kulcsfontossaginak az elkiilonités soran. A modszer
keresztvalidaciot kdvetden a mintak 92,3%-4t azonositotta helyesen.

4.1.2. Fehérje expresszios vizsgalat eredményei

A nem tumoros agyszovet és a GBM az EGFR, ErbB2, integrin- g1, laminin-a4 és -p1, MMP-
2 és -9 molekulak szintjében tér el egymastol szignifikansan. A metasztatikus mintak csupan
az integrin-a7 szintjében tértek el a nem tumoros agyszovettél. A primer és szekunder
agytumorok pedig az integrin-a7 és -p1, MMP-9 ¢és neurocan fehérjék szintjében tértek el
egymastol szignifikdnsan. A proteinexpresszios vizsgalatok részben megerdsitik a mMRNS
expresszios mérések eredményeit. Az MRNS ¢és fehérje expresszios eredmények
konkordansak voltak a post hoc analizisek soran. Mind transzkripcios és transzlacids szinten
Osszesen hét esetben (EGFR, integrin -1, laminin a-4 és -1, MMP-2 és -9, illetve neurocan)

voltak szignifikancia szintet meghaladé eredmények kiilonbdz6 csoportokat tekintve.

A fehérjék expresszidja alapjan képezett invazids spektrumokat is alavetettiik osztalyozo
algortimusok altal torténd elemzésnek. A mintdk 84,7%-at azonositotta helyesen az
osztalyoz6, a pozitiv prediktiv érték 0,843 volt. Kulcsmolekulaként az Erb-Bl1, Erb-B3,
integrin-a2, -a3 és -1, laminin-al és -a4, MMP-2 és MMP-9, valamint tenascin-R fehérjéket

jelolte ki az osztalyozo.
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4.2. Kiilonb6z6 gradusu astrocytomak ECM osszetételének vizsgalata

4.2.1. mRNS expresszio vizsgdlat eredményei

Az extracellularis matrix invazidban szerepet jatszo alkotdinak mennyisége egy-egy molekula
expresszios szintjét vizsgalva kiilonb6zé gradusu astrocytomakban nem mutatott
statisztikailag igazolhato eltérést. Az invazios panel molekuldinak expresszios mintazata —
azaz az invazids spektrum — azonban mutat jellegzetes kiilonbségeket az egyes gradusok
kozott. Az egyes gradusok expresszids mintazata kelléen nagy eltéréseket mutat ahhoz, hogy
az alapjan a gradusok elkiilonithetdek legyenek egymastol linedris diszkriminancia analizissel
(LDA). Kiilondsen eltéré a nem tumoros agyszovet expresszids mintdzata az astrocytoma
mintakétol, valamint az astrocytomédkon beliill a glioblastoma invazidés spektruma mutat
jelentds eltérést. Az LDA az elkiilonités sordn kulcsmolekulaként jeldlte ki az alabbi
molekuldkat, melyek szintje leginkabb befolyédsolja az egyes csoportok elkiilonitését:
brevican, cadherin-N2, fibronectin ¢és integrin-fl. Két szomszédos gradushoz tartozo
mintakbol alkotott csoport kozott elvégzett LDA az alcsoportok jobb elkiilonitésére adott
lehetdséget a modszer sajatossagaibol fakadéan. E kétcsoportos LDA-k tovabbi
kulcsmolekulakat jeloltek ki, amelyek a ,,szomszédos” szdvettani alcsoportok kozotti o
kiilonbségekre mutatnak ra. A mRNS expresszios mintazat alapjan az LDA besorolta az egyes
tumormintakat valamelyik vizsgalati csoportba is. Az Osszes vizsgalt csoport (nem tumoros
agy ¢s WHO grade I-1I-1lI-IV astrocytoma) esetén ez az azonositasi folyamat 50,8 %-0s
hatasfoku volt, a kétcsoportos analizisek azonban mind 80% f616tti hatékonysaggal dolgoztak.
Mindez a statisztikai osztalyozok altalanos sajatossadgabol fakad, ahol besorolandd csoportok

szdma a hatasfokot minden esetben rontja.
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4.2.2. Fehérje expresszio vizsgdlat eredményei

A fehérje expresszios vizsgalatok egy-egy molekula expresszids szintjében szintén nem
mutattak statisztikailag igazolhat6 kiilonbséget csoportok kozotti eltéréseket vizsgalva. Az
expresszids mintdzat azonban itt is kiilonbozott, a linedris diszkriminancia analizis az invazids
panel molekuldinak expresszidja alapjan képezett invazids spektrum alapjan, az mRNS
invazios spektrumhoz hasonléan, képes volt elkiiloniteni az egyes csoportokat. Az G&sszes
csoport LDA elemzése 79,2%-0s hatékonysaggal sorolta a mintdkat a megfeleld csoportba, a
legfontosabb molekulak pedig a brevican, ErbB2, fibronectin, HMMR (CD168), integrin-al,
laminin-o4 ¢és -1, MMP-2, MMP-9 ¢és sindecan voltak. A grade III mintak proteomikai
mérése nem elfogadhatdo mérési eredményekkel zarult, igy ez a gradus az LDA-bol kimaradt.
Emiatt a teljes mintan végzett LDA eredményei némileg korlatozottak. A kétcsoportos LDA-K
azonban kivaléan miikddtek, minden esetben legalabb az mRNS invazids spektrum

hatékonysagaval miikotott az elkiilonités és csoportazonositas.
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4.3.Eltéré prognéziusu grade IV astrocytoma (glioblastoma) mintak ECM
osszetételének vizsgalata

4.3.1. A mintdkat ado betegek klinikai paramétereinek vizsgdlati eredményei

A betegek progressziomentes tilélése (PFS) a rosszabb betegségkimenetellel rendelkezd
A csoportban 6,0 = 5,7 honap volt, mig a PFS a jobb prognézisti B csoportban 14,6 + 9,8
hoénapnak adddott. A teljes atlagos talélés (OS) az A csoportban 13,4 + 8,3 honap, mig a B
csoportban 35,7 £ 13,3 honap volt. Mind a PFS, mind az OS szignifikdnsan kiilonb6zott a két
csoport kozott (PFS p=0,04, OS p<0,001). A betegek atlagéletkora nem kiilonbozott
szignifikansan a két csoportban (61,3 £ 5,88 vs. 56,43 £ 9,06 év, p=0,12). A betegek
homogenitasvizsgalata nem tart fel szignifikans kiilonbséget a tumor lebenyi elhelyezkedése
vagy oldalisaga tekintetében (p=0,52, illetve p=0,92). A tumorok atlagos mérete is
hasonlonak bizonyult (49,3 + 20,8 vs. 43,53 + 17,7 mm, p=0,42). A kiGjulds miatti
reoperaciok ardnya sem tért el egymastdl a két csoportban statisztikailag igazolhato
mértékben (7/12 vs.12/14, p=0,13). Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a két
csoportban a betegek nem kiilonboztek egymastol, az egyetlen kiilonbség az elvalasztasi
paraméterként meghatarozott talélési adatokban volt, melyeket a klinikai tényezdk

kiilonbségei nem magyarazhatnak.

4.3.2. Immunhisztokémia

Az IDHI mutécio, mint kedvezé prognozissal kapcsolt marker meghatdrozdsa sordn az A
csoportban az IDH mutans esetek ardnya 25%, a B csoportban 28,5% volt. Az IDH mutans
tumorok ardnya a két csoportban nem kiilonbozik egymastol (p=0,84). A Ki-67/MIB festddési

index (LI) szintén meghatarozasra keriilt. Az A csoportban az LI 12,5 + 6,09 volt, a B
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csoportban pedig 18,61 £ 15,11. A Ki-67/MIB festddési index kiilonb6zdségei nem mutattak

szignifikéans kiilonbséget (p=0,20).

4.3.3. mRNS expresszio vizsgdlat eredményei

A mintdkban a 20 vizsgalt ECM alkot6 mennyisége nem mutatott szignifikans kiilonbségeket,
egy-egy molekulat egyediil vizsgalva. Bizonyos molekuldk esetében jelentdsebb kiilonbségek
voltak (pl. brevican, kollagén I1I, EGFR, MMP-2, neurocan, tenascin-C), de statisztikailag ez
a kiilonbség nem volt igazolhatdé. Ugyanakkor ezek az egyéni szinten kis kiilonbségek
Osszeadddva egy statisztikailag is jelentds kiilonbséget eredményeznek. Ennek bizonyitéka,
hogy osztalyozé algoritmussal (J48 pruned tree) vizsgalva az invazids panel molekuldinak
expresszids mintdzatat, azaz az invazios spektrumot, a két prognosztikai csoport mintai az
invazids spektrum eredményei alapjan elkiilonithetéek. A modszer a mintak 84,6%-at sorolta
helyes progndzisi csoportba, eredményesebb volt a jobb tulélésii betegek esetében,
ugyanakkor fontos kiemelni, hogy a pozitiv prediktiv érték magasabb (0,9) a rosszabb
prognozisu csoport esetében, ami klinikai szempontbol fontos. Az osztalyozo6 a brevican és az
integrin-B1 molekulak mennyiségét hatarozta meg a prognozist leginkabb befolyasold
invazids molekulanak, és az osztalyoz¢ altal hasznalt dontési fa elsé dontése az integrin-f1

lanc mennyiségétdl fliggott, igy ennek szerepe jelentdsebb.

4.3.4. Fehérje expresszio vizsgdlat eredményei

Az invazids panelben talalhato molekuldk fehérje szintli expressziojanak vizsgalata az mRNS
eredményekhez hasonld eredményeket hozott. A fehérjék mennyisége egy-egy ECM alkoto
esetében nem volt szignifikdns, azonban az expresszids mintazat itt is jellegzetes eltéréseket
mutatott. A brevican, EGFR és tenascin-C itt is jelentdsebb kiilonbségeket mutatott, és az
mRNS eredményekkel konkordans volt a valtozas iranya. A cadherin-N2, valamint a laminin-
04 és -B1 kiilonbség szintén jelentds volt, de mRNS szinten ezek a kiilonbségek nem jelentek

meg ilyen mértékben. A protein invazids spektrum alapjan az osztalyozo képes volt a
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mintikat j6 hatasfokkal elkiiloniteni. Az Osszes minta 85,7%-at sorolta helyes csoportba, a
pozitiv prediktiv érték ez esetben is az A csoport esetében, a szenzitivitas pedig a B csoport

esetében volt magasabb.
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5. MEGBESZELES

Az atrocytomdk a kozponti idegrendszer leggyakoribb malignus daganatai. A betegek ellatasa
kihivast jelent az ellatd orvosi team szamara, melynek oka, a daganatok alacsony sugar- ¢€s
kemoszenzitivitasan til a tumorsejtek invazids képessége. Ez az invazios képesség és diffuz
novekedési hajlam olyannyira fontos, hogy a leglijabb WHO klasszifikacioban az
astrocytomakat (¢s a hozzajuk sok tekintetben hasonld oligodendrogliomékat) elsddlegesen
mar nem a kiindulédsi sejttipus, hanem a nodvekedési jelleg alapjan csoportositjuk. Az
astrocytomdk peritumoralis infiltraciojat Ovezd kutatdsok egyik kozponti eleme az
extracellularis matrix. Az ECM molekuldinak, valamint az ECM alkotokkal kapcsolatot
teremtd sejtfelszini receptorok mennyiségi-mindségi valtozasai jol ismertek egyéb daganatok
esetében, és egyre tobb informacidval rendelkeziink a témaban a gliomakat illetden is. Jelen
tudomanyos értekezés célja a glioma ECM invazidés molekuldinak vizsgélata volt, annak
érdekében, hogy jobban megértsiik mi all az astrocytomdk, kiilondsen a magas gradust
astrocytomdk igen jelentds invazids potencidljanak hatterében. Az ECM invazids
molekulédinak (azaz az invadzids panelnek) mRNS ¢€s fehérje szintli kifejezddését, expresszids
mintazatdt (azaz az egyes tumorok invazids spektrumat) tanulményozva arra a kérdésre
kereste kutatdsunk a valaszt, hogy az ECM hogyan valtozik astrocytomdkban, léteznek-e
olyan molekuldk, amelyek ,feleldss¢ tehetdk” a gliomak invazids képességéért, mi
magyardzza az alacsony és magas gradusu gliomak esetében az invazios potencial mértékének
kiilonbségét. Felmertilt a kérdés, hogy vajon az invazids spektrum, azon tul, hogy leirja az
ECM o0sszetételét, hasznalhato-e valamire a klinikai gyakorlatban, Osszefiigg-e példaul a

szOvettani diagnézissal vagy a betegek prognodzisaval. Ezen kérdések vizsgalatdhoz WHO
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grade I-lI-11I-IV astrocytoma mintakat, agyi attétbél szarmazd mintakat és nem tumoros

agyszoveti kontrollmintakat elemeztiink a molekuléris biologia modszereivel.

5.1.A primer ¢és szekunder malignus agydaganatok invaziés spektruma
markansan eltér egymastol

Eredményeink alapjan jol lathato, hogy az extracellularis matrix dsszetétele, kiilondsen az
invazios molekuldk mennyisége, nem elsdésorban a malignitds mértékének fiiggvénye, bar
azzal természetesen Osszefiiggést mutat. Az egyarant malignus, de eltéré eredetii KIR
daganatokban jelentésen eltérd Osszetételiinek bizonyult az ECM, és ez a tumoros ECM
jelentés mértékben kiilonbozik a nem tumoros agyszovetben talalhatotol. A glioblastomas és
metastasis mintdk egyarant 24-24, Osszesen 34 ECM alkotd mennyiségében kiilonboztek
szignifikans mértékben mRNS szinten a normal agytol. A GBM mintakban kilenc olyan ECM
molekula volt, amelyben a megvaltozott és szignifikansan eltér6 mRNS szintet a fehérje
expresszio kongruens valtozasa kovette, négy esetben (EGFR, laminin-o4, -1, MMP-2)
raadasul a fehérjeszint valtozds is szignifikdns volt. A metastasis mintak esetében a
szignifikans mRNS kiilonbséget harom esetben kovette azonos irdnyl fehérjeszint valtozas. A
GBM ¢és metastasis mintdk mRNS invazids spektruma 17 molekula mennyiségében tért el
szignifikdnsan, ezt hat esetben kovette azonos iranya fehérje expresszids valtozas, mely egy
(neurocan) esetben volt szignifikans is. Onmagaban az a tény, hogy a tumoros, és nem
tumoros agyszovet extracellularis matrixa kiilonbozik, nem meglepd, azonban ol latszik az,
hogy a metastasis és a glioblastoma mintdk mas-mas ECM alkotdk tekintetében térnek el a
nem tumoros agyszovettdl. Tovabba eredményeinkbdl latszik, hogy az egyarant malignus
primer és szekunder agydaganatok invazios spektruma is jelentdsen eltéré. Mind a matrixhoz
valé kapcsolodas molekulai és ezek extracellularis receptorai, mind a matrix molekuldkat

egymashoz kotd glikoproteinek mennyiségében van kiilonbség. A kiilonbségek annyira
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jellegzetesek, hogy csak az invazids spektrum alapjan, a szovettani kép ismerete nélkiil

sikeriilt azonositani a mintak szévettani csoportjat.

5.2. Az azonos szovettani csoportba tartozod, de eltéro gradusa astrocytomak ECM
alkotoinak expresszios mintazata jellegzetes kiilonbségeket mutat

Nem ennyire markdns az ECM 0Osszetételében megfigyelhetd kiilonbség azonos szdvettani
csoportba (astrocytoma) tartozd, de eltérdé gradust tumorok esetében. Az invazios panel
molekuldinak mennyisége eltér6 ugyan, a kiilonbségek azonban statisztikailag nem
bizonyultak szignifikansnak az egyes gradusokbol képezett csoportok kdzott. Ez 6sszhangban
all azzal a szemlélettel, mely szerint az astrocytomadk, kiilondsen az infiltrativ ndvekedést
mutatd astrocytomak egy egyfajta spektrumon elhelyezkedd entitasok, melynek egyik
végpontja a glioblastoma, masik végpontja a diffuz astrocytoma, és valahol kiilon helyezkedik
el, a nem infiltrativ novekedésli pilocytds astrocytoma. Az egyes astrocytomak (pusztan)
szovettani kép alapjan torténd elvalasztdsa ma mar nem is elfogadott, mindenképpen
sziikséges az IDH statusz meghatarozasa is. A szdvettani kép, a molekularis vizsgélatok és a
progndzis kapcsolatat jol jelzi, hogy az IDH mutans és IDH vad tipusu grade II ¢és III
astrocytomdk esetében az IDH statusz, ¢s nem a WHO gradus a meghatarozo a tulélés
szempontjabol. Hasonl6 tendencia figyelheté meg anaplasticus astrocytoma és glioblastoma
esetében is. A kiilonboz6 gradusokba tartozd mintak esetében, az 9sszes csoportot egyszerre
vizsgalva tehat az egyes ECM alkotok nem térnek el egymastdl mennyiségileg jelentdsen, az
expresszi6s mintazat azonban mar statisztikailag is igazolhaté kiilsnbségeket mutat. Ugy
tlnik, az egyedi molekuldk statisztikai kiiszobértéket nem meghaladd kiilonbségei
Osszeadodnak, és az invazids spektrumot, mint az egész mintara jellemzo valtozot vizsgalva
mar nem elhanyagolhatok az ECM alkotok mennyiségi-mindségi kiillonbségei. A
,»szomszeédos” csoportokba tartozd mintak nagyon jo hatasfokkal kiilonithetdek el az invazids

spektrum alapjadn, riadasul a linearis diszkriminancia analizis kijel6l bizonyos
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kulcsmolekulakat is. Nem feltétleniil e molekulak kiilonbsége a legjelentdsebb az egyes
csoportok kozott, de a teljes mintazatot elemezve e molekuldk kiilonbségei a leginkabb
dontéek a mintdk elvalasztdsa soran. A kulcsmolekuldk kozott integrinek €s a hozzajuk
kotédo lamininek, fibronectin mellett a matrix alkotéit egymashoz kotd proteoglycanok
tenascin-ok is megtalalhatoak. A fehérje invazids spektrum elemzés részben megerdsiti ezeket
az eredményeket, részben pedig kiegésziti azokat. Utdbbira jo példa a laminin-o4 és -B1
lancok kulcsmolekulaként torténd megjeldlése, ismert ugyanis, hogy ez a két laminin ldnc a y
lanccal egyiitt alkotjak a laminin-8 (laminin-411) ECM alkot6t, melynek gliomainvazioban
betoltott szerepét korabban mésok is leirtdk és vizsgalatunkban hol az egyik, hol a mésik, hol
pedig mind a két lanc mennyisége tlint az elvalasztds szempontjabdl fontosnak. Az invazios
spektrum ¢és a gradus kapcsolatat a statisztikai osztalyozé tehat bizonyitja.

A kapcsolat jelentdségét, gyakorlati hasznosithatosagat az adja, hogy jelenleg a gradustol fiigg
a betegek kezelési protokollja és a modszer segitheti a neuropatolégust a helyes gradus
megallapitasaban, kiilondsen akkor, amikor limitalt mennyiségli minta all rendelkezésre, pl.
azért, mert csak biopszias mintavételezés tortént. Ilyenkor esetenként nehéz lehet a GBM és
az anaplasticus astrocytoma elkiilonitése, de a grade II ¢és III daganatok helyes
diagnosztizalasa is lehet nehezitett kis mennyiségli minta esetén. Tovabba a betegség
molekularis tumorbiologiaja a betegségkimenetel szempontjabdl fontosabb, mint a szdvettani
kép, és az invazids spektrum a tumor molekularis 0sszetételére vonatkozdan ad informaciot.
Mely ECM alkotok expresszalodnak fokozott mértékben és melyek mennyisége csokkent?
Milyen az egyes ECM alkotok egymdashoz viszonyitott ardnya? Ma a gliomak onkoterapiéja
antirpoliferativ jellegli, de vannak Il-es és Ill-as fazisban 1évé tanulmanyok, amelyekben
antiinvaziv dgenseket tesztelnek. Az antiproliferativ és antiinvaziv onkoterapia 6tvozése révén

csokkenthetévé valhat az alkilaloszer dozisa, ezzel a betegek talan kisebb mértékben
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tapasztaljdk meg a kellemetlen, gyakran a kezelést ellehetetlenité mellékhatasokat. Az Uj
tamadaspont pedig akar azt is lehetdové teszi majd, hogy a tumorok teljes mértékben
reszekalhatova valjanak, vagy reszekciot kovetdéen kisebb mértékben tjuljanak ki a

daganatok.

5.3. Az invaziés spektrum osszefiiggést mutat a prognozissal glioblastomas
betegeknél

Glioblastomas betegekbdl szarmazé mintdk vizsgalataink alapjan elmondhato, hogy az
extracellularis matrix Gsszetétele kapcsolatban all azzal, hogy milyen a betegek tulélése. A
szakirodalom alapjan a fiatalabb életkor, a férfi nem, a kisebb tumorméret gyenge
Osszefiiggést mutat a kedvezébb betegségkimenetellel. Sajat korabbi és jelenlegi kutatdsaink
soran azonban e prognosztikai markereket nem sikeriilt igazolnunk a kiilonb6z6 progndzisu
betegek esetében. Jol ismert tovabba az MGMT metilacids statusz és az IDH mutaciok
szerepe a prognozisban. Az MGMT statusz meghatarozas jelentdsége elsdsorban idéskorban
(65< ¢v) valik vilagossa, itt ugyanis nem metilalt MGMT promoter esetén felmeriil a
temozolomide kemoterapia terapias elény és a mellékhatasok altal a betegre rott teher
eltolodott aranya miatt a temozolomide terdpia csokkentése, elhagyasa. Az IDH mutacio
glioblastomas betegek esetén nem tul gyakori, és a mutacié Osszefliggése a tuléléssel bar
egyértelmil, egyéni betegek szintjén erds, nagyobb betegpopulaciot vizsgalva azonban nem
meggy6z6. Az IDH mutéans betegek tulnyomd hanyada ugyanazt a pontmutacidt hordozza, igy
a mutacid tesztelése koltséghatékony és egyszerli, ma mar diagnosztikai vonatkozésa miatt
rutinszerlien végzik. Vizsgalatunk soran a 23 hoénapos elvalasztasi hatar az atlagos, Stupp
protokoll szerinti talélési id6 folott van. Ennek oka, hogy a betegek jelentds része kiegészitd
célzott onkoterdpidban részesiil (bevacizumab) kiujulast kovetden, és igy az atlagos teljes
tulélés a DE KK Idegsebészeti Klinikdn 23 honap. A vizsgélatba bevont betegek mind a két

tulélési csoportban egyenld ardnyban részestiltek célzott onkoterapidban, a betegek egy része
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mégis rossz prognodzissal rendelkezett, mas betegek pedig akar bevacizumab nélkiil is tovabb
¢ltek. Az IDH mutacios ardny nem kiilonbozott egymastdl a két csoportban, ahogyan a
betegek klinikai jellemz6i sem. A ,klasszikus” prognosztikai markerek alapjan tehat nem

lehetett eldonteni, hogy az egyes betegek melyik tulélési csoportba tartoznak.

Az ECM o0sszetétele azonban eltérének bizonyult a két csoport kozott. Egyedi molekulak
szintjén itt sem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget, az expresszids mintazat, az invazios
spektrum azonban jol lathatéan kiilonbozott a rossz és a jobb tulélésii betegek kozott. A
betegek ~85%-arol lehetett megallapitani, hogy melyik prognosztikai csoportba tartozik, a
modszer megbizhatosagi jelz6i megfeleléek. Kiemelendd, hogy a pozitiv prediktiv érték mind
mRNS, mind fehérje invazios spektrum esetében a rosszabb tulélésii betegek esetében volt
nagyobb, ennek klinikai szempontbdl az a jelent6sége, hogy megbizhatdan jeloli ki azokat a
betegeket, akik kiemelt figyelmet, gyakoribb kovetést igényelnek. Itt is fontos megemliteni,
hogy az invazids spektrum nem csupan egy eszkoz a prognozis becslésére. A kozeljovoben
remélhetéleg 1j, célzott onkoterdpids szerek jelennek meg, az osztilyozo Aaltal kijelolt
kulcsmolekuldk lehetnek ezen 0j szerek célpontjai A hozzaadott informécidtartalom, a tumor
molekuléris Osszetételébe torténd betekintés adja a modszer tovabbi értékét. A célzott
onkoterapia magas koltségei, az esetleges ritka, de stilyos mellékhatasai miatt fontos azon
betegpopulacié kivalasztasa, ahol a beteg terdpias elonyt €lvez a kezelés alkalmazasa esetén.
A megfeleld betegpopulacidé kivélasztdsa révén tehat gazdasagi jelentosége is lehet a
modszernek, hiszen az invadzids spektrum elemzése feltarja, hogy az adott terapias célpont
fokozottan expresszalddik-e a beteg tumordban, van-e értelme hasznédlni az adott szert. A

bevacizumab terapia hatdstalansdga az esetek egy részében jol példazza mindezt.
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5.4. A gliomainvazioban kulcsszerepet betolté extracellularis matrix molekulak

Az agy extracellularis matrixa egyediilallo a test tobbi részéhez képest. Felépitése jelentds
kiilonbségeket mutat, pl. a rostos fehérjék helyett a hialuronsav a dominans alkotoelem,
valamint szdmos, eldsorban a kozponti idegrendszerben expresszalodo alkotoelem jellemzi
(pl. brevican, cadherin-N2 stb). A nem tumoros agyban az ECM 0sszetétele és szervezddése
olyan, hogy a sejtek motilitdsa, a szdveti szervezddés plaszticitasa és az ECM atalakulédsa
kevésbé jelentds. Ezzel szemben a gliomasejtek képesek ezt a gatld hatast attorve szétszorodni
a kozponti idegrendszerben, rdadasul csak ott; hiszen a glidlis tumorok jellemzdje, hogy az ép
agyi erek invazidja nem torténik meg, igy a tavoli attétek sem alakulnak ki. A tumorsejtek
aktivan részt vesznek az ECM megvaltozasadban, egyrészt az ECM alkotok szintézise,
masrészt a nem tumoros sejtek moduldldsa révén, hiszen a megvaltozott mikrokornyezet

befolyasolja a nem tumoros sejtek mitkodését is.

A megvaltozott glioma ECM egyik karakterisztikus vonasa, hogy rendkiviili mértékben
megnd a hialuronsav (HA) mennyisége ¢és szerepe. Ennek bizonyitékaként szolgal
kutatdsunkban a hialuronsavat szintetizalo hyaluronan szintdz-2 enzimek mennyiségének
novekedése GBM-ben a normél agyhoz képest. Jelentds kiilonbség volt a CD44
expressziojaban is, ami a HA {6 receptora, de a koreceptor, a CD168 (HMMR) expresszioja is
szignifikans kiilonbségeket mutatott. Utobbi egyébként az alacsony és magas gradust gliomak
elkiilonitésében is fontos szerepet jatszik. Ezek az eredmények illeszkednek a hialuronsav
gliomainvazidban betoltott szerepérdl kialakitott eddigi ismereteinkhez.

A hialuronsavval kapcsolatba 1épd lecticanok, egy kondroitin-szulfat proteoglycan csalad
tagjai szintén fokozott mértékben expresszalodnak. Az ide tartoz6 agyspecifikus brevican,

illetve a versican vagy a neurocan mennyisége jelentdsen nd astrocytoméakban, mennyiségiik
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Osszefligg a gradussal. A brevican tobb osztalyozoban kulcsmolekulaként keriilt azonositasra,
¢s a gradus novekedése fokozott neurocan és versican expresszidval jar. Ezen adhézidban,
migracidban és sejtosztédasban szerepet jatszo molekuldk szerepét mas kutatok is emlitették
mar a gliomasejtek invazios képességével kapcsolatban, a gradusok kozotti kiilonbségek
leirdsa azonban ujdonsag. Ezek a molekuldk kapcsolatot alakitanak ki azokkal a rostos ECM
alkotokkal, amelyek egyébként kis mennyiségben vannak jelen a normal agyban. Glioméakban
azonban a rostos allomany mennyisége novekszik. Eredményeink alapjan is fokozott a
fibronectin, a kollagének és bizonyos lamininek (pl az a4 és B1 allancot tartalmaz6 laminin-8)
mennyisége a normal agyhoz képest, és ez a novekedés gradusfiiggd. A migrald tumorsejtek
ezeket a sejteket hasznaljak egyfajta ttvonalként a migracio soran.

A tumorsejtek az extracellularis matrix alkotdelemeivel a sejtfelszini receptoraik segitségével
kapcsolodnak. Az invazidban az integrinek szerepe jol ismert, astrocytomak esetében az al,
a3, a5 és aV, valamint a B1 és B3 lancok szerepe mertilt fel kutatdsaink sordn. Az integrin-f1
gradus novekedésével, tobb elemzés sordn is kulcsmolekulaként Kkeriilt leirasra
vizsgalatunkban, és ez Osszhangban 4ll a szakirodalomban taldlhaté informacidkkal. A
lamininek ¢és az Oket kotd integrinek eredményeink alapjan a betegségkimenetellel is
Osszefiiggnek, erre vonatkozdan eddig kevés adat volt elérhetd. Tovabba, a sejtfelszini
molekuldk koziil a syndecanok, tenascinok és cadherinek mennyisége van Osszhangban a
tumorok gradusaval és novekedd invazids képességével, ezt eredményeink és a szakirodalom
egybehangzdan megerdsitik.

A matrix dinamikus atalakuldsaért felelés molekulak koziil a matrix metalloporoteindzok
szerepe ma mar egyértelmii. Az MMP-2 mennyisége Osszefliggést mutatott a gradussal, ami
az eddigi ismereteinket megerdsiti. Mennyisége ugyanis jelentdsen nd gliomakban, sét, a

megnovekedett mennyiségi MMP2  moduldns  szerepet is  képes  betdlteni.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az astrocytomak glialis eredetli daganatok, a rosszindulati KIR daganatok talnyomo része
astrocytoma. Kezelésiik és az ezzel Osszefiliggd betegségkimenetel az egyes szovettani
alcsoportok kozott jelentds kiillonbséget mutat. A legrosszab prognozisu astrocytoma egyben a
leggyakoribb is, az dsszes malignus KIR daganat kb. 50%-a glioblastoma. A glioblastoma
tulélése 16-24 honap koézott mozog tobbnyire, azonban a betegek kozott nagyon magas a
heterogenitds. A szakirodalom alapjan a betegek életkora, neme, a tumorméret dsszefiiggenek
a betegségkimenetellel, sajat kutatasi eredményeink azonban ezt nem igazoljak, feltehetéen
azért, mert e tényezOk igazoltan gyenge markerei a prognozisnak. Jelenleg nincs olyan, a
klinikumban jo6l hasznalhaté marker, amely alapjan a betegségkimenetel megbecsiilhetd lenne.
Jelen munka targyét éppen ezért a tumorok molekularis Osszetétele és a daganatok klinikai
csoportositsa kozotti dsszefiiggést vizsgaldo mérések képezték. Vizsgaltuk a szovettani kép és
a tumorok Osszetétele kozotti kapcsolatot, valamint a kiilonbozd ttlélési idével rendelkezd, de
mas szempontbdl nem kiillonb6zd betegcsoportok esetében a tulélési id6 Osszefiiggéseit a
molekularis osszetétellel. A kérdések megvalaszolasdhoz qRT-PCR-t, tdmegspektrométert és

immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink.

Vizsgélatunk alapjan elmondhatd, hogy kiilonbozik a primer és szekunder agyi malignitasok
extracellularis matrixanak Osszetétele. Az ECM invéazios molekuldi eltérd expresszios
mintdzattal rendelkeznek kiillonb6zé gradusokban, ez alapjdn a mintdzat alapjan a
tumormintdk besorolhatok valamely szovettani alcsoportba. Ehhez hasonlé moddon, az
expresszidos mintazat kiilonbozik a rossz és jobb progndzisu betegcsoportok kozott, mely

alapjan a betegségkimenetel kozel 85-%-os arannyal helyesen becsiilhetd. Az invazids
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spektrum vizsgalata segitséget nyudjthat a neuropathologusoknak a mintak elkiilonitésében, a

klinikusoknak a prognozis becslésében, valamint tobbletinformaciot ad a kutatdk szamara.

7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A primer és szekunder koézponti idegrendszeri malignus daganatok extracellularis
matrixa jelentds kiilonbségeket mutat a nem tumoros agyszovetéhez képest.

2. A primer ¢és szekunder kozponti idegrendszeri malignus daganatok invazios
spektruma, azaz az invdziodban szerepet jatszo ECM molekuldk expressziés mintazata
jelentdsen eltéro.

3. Az azonos szovettani csoportba tartozd kozpont idegrendszeri malignus daganatok
(astrocytoma) ECM 0Osszetétele mind transzkripcids, mint transzlaciés szinten a
gradussal Osszefiiggd eltéréseket mutat, igy az invazids spektrum a gradusra specifikus
jellemzének bizonyult, melynek meghatidrozasaval a kiilonb6zé gradusu tumorok
megbizhatdan elkiilonithetéek egymastol.

4. Azonos szOvettani csoportl és gradusu tumorok (glioblastoma) igen heterogén
progndzissal rendelkeznek, mely nem magyarazhat6 a betegek klinikai paramétereinek
eltéréseivel.

5. Az invazids spektrum elemzése alapjan tobb molekula az invazié kulecsmolekuldjanak
tekinthetd (pl. brevican, integrin-B1, laminin-04).

6. Az invazios spektrum prognosztikai markerként hasznalhatd, mert jo hatasfokkal

kiiloniti el a rossz €s jobb prognozist glioblastomas betegeket.
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