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1.BEVEZETES

.Korunk pestise”, ezzel a kifejezéssel szamos lsétget illettek mar, de talan legjobban a
rosszindulatl daganatokra illik. Kozottik is kiekeals helyet foglal el a tigrak, gyakori (és
egyre gyakoribb) éfordulasa, nehéz 8metbsége, mas daganatokétdl elmaradd terapias
esélyei és kiemelkédmortalitdsa miatt.

A terapias kudarcokéfoka altalaban az elkésett felismerés, a gyogyaasnyével
egyedul kecsegtét sebészi megoldas gyakori kivitelezhetetlensége. iAaperabilitas
hatterében nemritkan tavoli attét all.

A tudsérédk hematogén attétképzésének leggyakoribb hekge@onti idegrendszer (1).
A betegség lefolyasa soran az esetek 40-65% -d@ejoh az agyi metasztazis (24t,saz
esetek 9%-aban ez az egyetlen tavoli szervi &ébhek pontos oka nem ismert, de mar
kordbban is a kissejtes hérgk neuroendokrin eredetével magyaraztak olyandkéinsejten
megléw kapcsoldé molekulak, kéhelyek altal, melyek a vérben kerthgumorsejteket a
hasonld struktardju szervekhez, szévetekhez hompxa@k (3). Tetszét az Otlet azért is,
mert a mikocellularris karcinoma egyéb, idegi etédevagy idegrendszerrel rokon
struktarakba (pl. mellékvese) is ad attétetoviel megtalalni vélték ezt a sejtfelszini
molekulat is, melyet NCAM (neural cell adhesive swmlle) —nak, idegsejt adhéziés
molekulanak, illetve Ujabban CD56-nak neveztekEelmolekulardl késbb kiderllt, hogy
inkdbb az idegrostok nodvekedésében jatszik szerepatasul a nem-kissejtes diiak
(NSCLC) kozponti idegrendszeri — és mellékvesetétéit alig ritkabbak a kissejtesénél,
jollehet a gyanitott sejtfelszini markert ill. r@tert nem hordozzak. A kildnbség a kissejtes
€s a nem-kissejtes rak agyi attétképzésében, hogyetasztazisok a kissejtes héndk

esetében gyorsabban létrejonnek és gyakrabbanpienltjellediek. A rendelkezésre allé



adatok szerint a nem-kissejtes dtitkon belll leggyakrabban az adenokarcinoma agyi
attétjével talalkozhatunk (4).

A masik oldalrél nézve megdllapithatjuk, hogy a asetazis a leggyakoribb
rosszindulati agydaganat (5). Az USA-ban évi 120:0d0 agyi metasztazis forduloelez
felel az 6sszes tumoros halédleset 20%-aért. Valaymergyéb szervi daganat egyittesen az
esetek 8-10%-aban jar agyi attéttel (6). Az agydalélt metasztatikus daganatok
leggyakoribb forrasa a primer thidhk, ezt kovetik csokkéngyakorisaggal az ek, a
melanoma, a veserak és a colon karcinoma (7).

Az agyi attét a betegség korlefolyasat, kezékdgét és progndzisat is alapjaiban
érinti, ezért nagyon fontos ezen attétedbieh tortéd kimutatasa. Sajnos, nem egyszer latjuk,
hogy a tinetmentes primer hérgk mellett az attét okozta kdzponti idegrendsh@mietek
jelentkeznek legékzor (8).

Ezek a tlnetek kezdetben nagyon hasonléak lehetnglkmer agytumorok okozta
tinetekhez, az esetek tébbségében azonban m&bampbnya CT (vagy MRI) is alkalmas
lehet az elddleges agytumorok és a metasztazisok nagy valisaigel tortéh
elkilonitésére. Az elkllonités alapja az, hogy amfgrimer agydaganat maga koril az agy
allomanyat mélyen infiltralja, attdl kevésbé élesarlaszthatd el, szabdlytalan alaku és
kiterjedési 60démas grii Ovezi, addig az attét az agyallomanytol altalabdesen
elvalaszthatd, kdzel szabalyos gomb alaku és kibelifyakran tipusos perifokalis ddémas

gyiri is lathato (1. abra).



1. abra. Pulmonalis adenokarcinoma metasztazis CTt)(fés glioblastoma

multiforme(lent) MRI képe.

A primer agydaganatok az intrakranialis daganatdsadik leggyakoribb csoportjat
jelentik. Kozismert idegsebészeti tapasztalat ésnmana, hogy mig a gliomak radikalis
sebészi megoldasa az infiltrativ novekedés miatt esetek dot tobbségeben
kivitelezhetetlen, addig a tadhk attétjeinek teljes eltavolitasa altalaban ridiegsebészeti
beavatkozasnak szamit. Természetesen ez a me@dlapdak a szoliter és kdnnyen
hozzaférhdt tumorgocokra igaz, a multiplex megjeletigdtétek sebészileg ez esetben sem
kezelhebk.

A tidsrak agyi attétjeinek ismerete tinetmentes gocotéass dont kérdeés, hiszen a
primer folyamat nitéti megoldasa és az egész prognozis is aléeneitsl fligg. Onmagaban
operalhaté primer folyamat és szoliter agyi attégfaleb kezeléssel még gyogyithato lehet, s
ez nem utolsdsorban annak a ténynek kdszénhegy az agyi attétek névekedése nem, vagy

csak minimalis invazivitdst mutat. Az igen szélésiknemzetkozi kutatdsokrol beszamold



irodalmi adatok a peritumordlis invaziét egyéertéén az extracellularis matrix (ECM)
komponenseivel hozzak szoros kapcsolatba (9, 1,012,113). A glioma és a ttdhk attét
kozott tapasztalhato jelérsten killonb6é reszekabilitdst eredményemtracerebralis invazio
oka tehat doen a két tumortipus extracellularis matrixanakréltgzerkezetében, az ott
talalhaté makromolekulak tulajdonsagaiban kereéend

Jelen munkankban gliomak és é&ldadenokarcinoma agyi attétek ECM
komponenseinek RNS- és proteinsiirgnalizisével a két kulonbézdaganattipus eltér

invazios hajlamanak molekularis hatterét vizsgaltuk

2. IRODALMI ATTEKINTES

Ve

ECM) dont szerepe van, ezért a vizsgalataink szempontjalodito§ molekulak
kivalasztasahoz azok funkciéjanak ismerete kientéllgelentisédi. Az alabbiakban az ECM
szerkezetének, funkcidinak rovid leirasat, fontbsadolekulainak jellemzését kivanjuk adni a
rendelkezésre allé irodalmi adatok alapjan, kiemehéhany, a tidyydgyasz-onkologus

szemszOgéh fontos tudnivalot.

2.1. Az ECM-rol altalaban

A tobbsejti élslényeknek olyan sejtkdz6tti allomanyra van szik&eginely biztositja
a sejtek kapcsolodasat, kommunikacidjat, egyiktidéset, vandorlasat, védelmét és a
szikségnek megfetefejlédését is. Ezt az allomanyt extracellularis matrkknavezzik. Az
ECM szerkezete nagyon is kétott, jellerefajra, a szovettipusra, az egyed korara, eggiszsé

allapotara, a szervezetben zajl6 folyamatokra égyarSzamos patoldgias jelenség, igy a



fibrézis, a daganatok keletkezése és noOvekedésemetasztazisképzés, de egyes
kardiovaszkularis betegségek és a nefrozis patagenevalamint a sebgydgyulas folyamata
is szoros 0sszefliggést mutat az ECM valtozasaival.

Méas megfogalmazasban az ECM adsitivet nem-sejtes alkotérésze. A nemésml
allatok, alacsonyabbrefidobbsejti €llények, $t a ndvények is rendelkeznek extracellularis
matrix-szal, de azok a medgfigyelések, jelenségekedslenciak, melyeki az alabbi
0sszefoglald sz0l, az edsiok, kdzeleblifl az ember sejtk6zotti alloméanyéara érvényesek.

Az ECM alkotéi a sejten belll keletkeznek, és é@dacs Utjan jutnak a kornyezetbe
(14), illetve egy résziik a membranba épul be. HattECM-alkotd6 molekulak utan kutatunk,
azokat megtalalhatjuk sejten belll és kivil, vakgra sejt membranjaban is.

Az egyes molekuldk egymassal meghatarozott soremndkapcsolédnak o©ssze,
jellegzetes strukturat alakitva ki. Ez a strukttmédosulhat kérnyezeti hatasok vagy a sejt
bels miikodése révén, hormons#eanyagok vagy enzimek altal. Az ECM lebontasatlééri
.remodelling” vagy patolégias folyamatok alkalmaw arra alkalmas enzimek rendszere,
mindenekeadtt a matrix-metalloproteinazok, cisztein-aszpastibteinazok, szerin-proteinazok

végzik (15).

2.2 Az ECM fontosabb Osszetd

Az ECM alkotérészeit tobbféle felosztas alapjagyalhatjuk:
1) Lokalizacié szerint az extracellularis matrirterstitialis matriXbol és membrana
basali9ol all (16). Az intersticialis teret poliszacharkbdl és fibrozus proteinekballo gél
tolti ki, mely feszuléssel szembeni ellenallokéegess kblcsonéz az ECM-nak. embrana

basalisaz ECM lemezszértémorulése, melyhez kilonb®epitelidlis sejtek rogzlilnek.



a.).Proteoglikanok | b.). Nem- c.). d.). Egyéb e.) Enzimek f.)
proteoglikan Rostok | specidlis Asvanyi
poliszacharidok vazfehérjék anyagok

és viz

1 Heparanszulfat | Hialuronsav 1. 1. 1. Matrix-

(+fehérje) (proteinkomponens Kollagén | Fibronektin | metalloproteinazok
nincs)

2 Kondroitinszulfat 2 2. Laminin 2. Cisztein-

(+fehérje) Elasztin, aszpartil-

fibrillin, proteinazok
retikulin

3 Keratanszulfat 3.Matrilin 3. Szerin

(+fehérje) proteinazok

4 Dermaténszulfat 4.Kadherinek

(+fehérje)

1. tablazat. Az ECM alkotéinak molekularis alapu feltdsa.

Adaeésbh.)

Proteoglikanok. A proteoglikdnok protein magbdl és savas cukad&bdl

(glikézaminoglikanok, GAG) allnak. A GAG-ok széntdt polimerek (N-

acetilglukézaminbol vagy N-acetilgalaktozaminbdl ésonsavbol épillnek fel, utdbbiak
glikuronsav vagy iduronsav lehetnek (Id. 2. talilaZa GAG komponens szerint a kdvetkez
proteoglikanok ismertek:

kondroitinszulfat(gliikuronsav + N-ac. galaktézamin polimer és fgd)ér

dermatanszulfatkorabban kondroitinszulfat B) (iduronsav + N-gelaktézamin polimer +

fehérje)
heparanszulfafgliikuronsav + N-szulfogliik6zamin polimer és feder

keratanszulfaéfgalaktdz + N-ac.glikdézamin polimer és fehérje)



hialuronsav(csak poliszacharid) (glikuronsav+ N-ac.glikozapotimer). Szabad forméaban
migrélo sejtekben talalhatd. Proteinhez nemodtiit kovalens kotéssel, ezért nem tartjdk

proteoglikannak, de praktikus okokbdl azokkal eggidbkas targyalni.

Adc.)

Két f6 rostféle (és azok szamos mddosulata) talalhate@¥-ban. Az egyik a
kollagén, mely a szervezet legnagyobb témegben talalhdtérjige, az 6ssz-fehérjetbmeg
25-35%-at teheti ki (17)06képp a kéiszovetben és az izomzatban talalhat6. Alkot6i kézul
glicin és a prolin aminosavak talalhatok meg nagnnyiségben. Elnyujtott rostokbdl all,
melyek inakban, szalagokban, adrbeen, de a cornedban, porcokban, csontokban,
véredényekben, bélben és a gerinc porckorongjdaibamegtalalhaték. Az izmok témegének
1-6%-at adja, dleg az endomyosiumalkotérésze. A kollagén koélcsonzi a é&sitdvet
rigiditasat. Szerkezetét monomer formaban vizsgglwecrofibrillum”-ként irték le. Az éb
szervezetben inkabb harom lanc alkotta, an. thgléx forméjaban létezik. A harom lancbdl
ketts azonos (kétal-lanc), egy pedig kisfokban kilonboziklik (a2-lanc). A lancokat
kovalens kotések rogzitik egymashoz, hasonlok azsdriplexek kdzott is kialakulnak,
kiterjedt és stabil térbeli szerkezetet (rostozvaolétre. Szintézise tobboéalakon keresztil
(prokollagén, tropokollagén) zajlik. A prokollagéraz endoplazmas retikulumban
szintetizalodik, innen transzfer vezikulumok sz@k a Golgi apparatusba, ahol
oligoszacharidok kédnek hozza, majd exocitézisra kész vezikulumokbah ¢l a
sejtmembranig. A sejten kivllre jutva, a membranlagen-peptidazai tropokollagénné
alakitjiak. Ha e folyamat a Il tipusu kollagén deimsekor elmarad, a defektus
kollagenopathiahoz (Ehlers-Dahnlos-szindroma) vezet kollagen harmad-negyedleges
szerkezetét hidrogénhidak, ill. hidroxilgyokok stafaljdk, a szintézis folyamataban a C-

vitaminnak kulcsszerepe van. A kollagénnek 28 Kiiditd modosulata |étezik az emberi
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szervezeten belil, ezeket romai szamokkal jelofkdklagén I-XXVIII) de a szervezetben
fellelhet kollagén 90%-a egyetlen tipushoz (kollagén l)ozk. Ezt a tipust leginkdbb a
bérben, inakban, erek kdrnyezetében, egyes szervdiddjuk. A csont szerves anyaganak
nagy részét adja. A Il tipusu kollagén a porcoktkeina, a Ill-as a reticularis rostokra, ahol
az | tipussal egyiitt fordulnakéela 1V tipus a membrana basalis jellegzetes katigpgéaz V-

0s megtalalhato6 a sejtek felszinén, a hajban éscaemaban. Mivel a daganatok ECM-aban is
jelens mennyiség kollagén talalhatd, azok molekularis felépitéseadsrmal szovetest
vald eltérése korjelzlehet és a peritumoralis infiltraciét is befolyHsaijak.

A masik © rostipus azelasztin. A fibrillinnel egyutt az elasztikus rostold f
alkotéfehérjéje, a nyudlast és az 0sszehlUzodasti tesetvée. Bovelkedik hidrofob
aminosavakban (glicin, prolin). A szolubilis tropagztint lizinhidak, illetve lizintartalmu
molekuldk (dezmozin, izodezmozin) kapcsoljak eias# lizil hidroxilaz enzim jelenlétében.
Az elasztin felel a kéiszovetek rugalmassagaért. A pubertas utan elasafin nem
keletkezik, a fokozatos lebomlas magyaradzza a kambrugalmas szovetek merevebbé
valasat. Az elasztint kdédol6 gén defektusaval meapzk asupravalvular aortic stenosis
(SVAS) kialakulasat, ill. a gén hianyaban jelenilkegraz orokido cutis laxa(16tyogo, laza,
de rugalmatlan dr).

A Marfan-szindroma kialakulasat is 6sszeflggésbezdlo az elasztinnal, de az
inkdbb az elasztikus rostokat alkot6 masik fehéljeglikoprotein, a fibrillin defektuséval
magyarazhatd. Az elasztin fokozott bontasa figyélhmmeg az alfa-1-antitripszin hidnnyal

magyarazhato sulyos, rapid timnfizéma eseteiben (18).

Ad d)

A specialis vazfehérjélsbb képvisadi az alabbiakban kertlnek ismertetésre.
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A fibronektin az ECM-ban Bségesen jelenlév adheziv glikoprotein. A sejtek
kitapadasaban, vandorlasaban, differencialédasadsn proliferaciéjaban van szerepe.
El6fordul a nyalban is, ahol a patogén mikroorganizokuéltali kolonizaciétél véd. Habar
protein részét egyetlen gén kodolja, az alternggicing révén tébb izoform mddosulata
ismert. A membrant atér receptorfehérjékhez (integrinek) csatlakozik, ezkivil
kollagéneket, fibrint és heparanszulfatot is kozerRezetileg két, nem teljesen azonos
alegységbl all, melyet diszulfidhidak kotnek 6ssze (19). K@rmaban létezik: egyik a
szolubilis forma, mely a plazmaban talalhat6, hegitdk termelik, a fibrinnel egyutt a sértlés
helyén deponalddik, szerepe van az alvadékidgsben. Az inszolubilis formatKépp
fibroblasztok termelik, ez talalhaté az extracéllid matrixban. A szolubilis format a sérilés
helyén ugyancsak a fibroblasztok &ltal termelt ghabk (6leg matrix-metalloproteindzok)
bontjak le, helyette inszolubilis fibronektin képlik. A fibronektint kédoldé gén defektusa
embriondlisan halalhoz is vezethet, vagy mezodésmakbcss- és vaszkularis fejdési
zavarok tamadnak. Tumoros megbetegedésekben andiimn termeddése Altaldban
csokken, degradécidja ellenben fokozédik. Ugyanektsibkken a & kotohely, az a5p1
integrin receptorok expresszidja is. Nem-kissefjtigdsrakban (NSCLC) ezzel ellentétes
megfigyelés is szliletett: kifejezetten magas filkkdim termebdést mértek. Feltételezik, hogy
a fibronektin kéddése a tudraksejtekhez protektiv hatdsu, rezisztenssé teh&iimort az
apoptozist indukalé kemoterapias szerekkel szer@@n

A laminin tobb valtozatban |étézglikoprotein, a lamina basalis egyik &lkotoja.
Szerepet tulajdonitanak neki a sejtdifferencidlédas az adhézidban, a migracidban, az
egyén fenotipusos megjelenésében és a sejteksélb&i@ egyarant. Minden laminin molekula
harom kilénb6é& (a, p ésy) lancbdl all, az egyes lancoknak 5, 4 illetve Bajéai varidnsa

van. Az 0j nébmenklatura szerint igy pl. a laminith5iartalmazza aa5-6s, afl-es és gl-es

lancokat. In vivo jelenleg 15 kulonb&kombinaciot figyeltek meg. Kdézleményeink irdsakor
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jorészt még a kordbbi ndmenklatira hasznalataalatanos, igy a jelen értekezésben is a
laminin korabbi elnevezéseit (pl. LAMA-1) haszn#lj(21). A laminin révén olyan szerkezet
alakul ki alamina basaliban, amely mas sejtekhez horgonyozza a sejtetminia 6nallo
halozatot alkot, &mde kapcsolatba kerl a IV. tipusllagen alkotta hal6zattal entaktin,
fibronektin és perlekan atjan. E molekulak is atrsembranhoz kédnek részint integrin
receptorok révén, részint pedigdaztroglikdnglikoprotein komplex, valamint a Lutheran
vércsoport-glikoproteinek altal. A laminin szerepagy jelentsédi az axonndvekedésben
(lam-111). A laminin hianydbarbképpen izombetegségek, muszkularis disztréfia étalku
ki, valamint epidermolysis bullos&-junctionalis nephrosiszindromat is észleltek. Pulmo-
onkoldgiai szempontbdl fontos megfigyelés, hogyotald sejtvonalak vizsgalata soran
csokkent laminin-5 expressziot észleltek, nagyoditiré kissejtes (65-86%), ritkAbban a nem-
kissejtes (20-60%) tumorok esetében (22).

Matrilin(ek) . Négytagu fehérjecsalad, mely a von Willebrandtdak (VWFA)
doménijét tartalmazo fehérjék szupercsaladjabazirtéz ECM —ben taldlhatok, a kollagén-
tartalma rostokat kotik mas matrix-alkotokhoz A VMR kivil EGF-szelf domaint is
tartalmaznak. Leginkdbb porcokban, de mas szovetekbs ebfordulnak (23).
Glukozaminoglikdnt nem tartalmaznak, de glikozamlikdnhoz kapcsol6dhatnak. Matrilin-
1: A VWFA domeének kozétti diszulfidhidak révén hdroazonos alegység kapcsolodik
egymashoz. A matrilin-1 porcokban talalhaté, deapkzemben is leirtdk. A matrilin-3-mal
gyakran egyitt fordul 6l Matrilin-2: a legnagyobb tagja a csaladnak, ariva3 pedig a
legkisebb. A matrilin-2 kdiszéveti strukturdkban, a 6tben, a belekben talalhato,
extracellularis hal6zatot képez. A matrilin-3 isiaileti porc alkotGja, fokozott expresszidja
az izuleti gyulladasos betegségekben inkabb kdzetkaye a betegségnek, nem oka.

Kadherin(ek). Calcium-dependens adhéziés fehérjék 0Osszefoglaléve.n

Transzmembran proteinek, melyek a sejtek egymastigzitésében jatszanak szerepet a
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zonula adherengeriletén. Alcsoportjai a klasszikus, a dezmoszi@ma protokadherin és az
egyeb kadherinek. A klasszikus kadherinek kozotEdzadherinek (CDH-1) az epitelialis
szovetekre, az N-kadherinek az idegszovetekre (@DjgHemzdek, a P-kadherin (CDH-3) a
placentaban talalhaté. A kadherinek katenin seggtssl kotdnek aktinhoz illetve a

citoszkeletonhoz.

Ad e.) Az ECM-ben megtalalhaté enzimeket a kdvetkegezetben részletezzik

Cukorlanc Intracellularis | Sejtfelszini PG ECM PG
PG
Egyszeti | Keratanszulfat Fibromodulin
PG keratocan
lumican
osteoadherin
osteoglycin
Kondroitinszulfat| Chromogranin| CD-44, melanoma PG, aggrekan biglycan
és A neurokan phosphocan dekorin verzikan
dermatanszulfat thrombomodulin kollagén 1X, XII,
XIV, epiphycan,
brevikan
Heparanszulfat Glypican 1-6, Perlekéan agrin
szindekan 2,3,4 kollagen XVIII
transferrin receptor
Osszetett PG Serglycin Betaglycan, szindekan
1 amphiglycan

2. tabladzat. Az ismertebb proteoglikanok felosztasszetedk é€s lokalizacio szerint,
Timér és mtsai nyom&24).

2.3.Az invazivitasban leginkabb szerepet jatsz6 ECMnolekulak részletes jellemzése

A legfontosabb, a tumoros invazioban is szerepstgaE CM-alkotok a kovetkék:

a.) Aggrekan. A lektikan fehérjecsalad tagja, a verzikannalaéseurokannal egyttt. A
porcok tomegének max. 10%-a proteoglikan, ennelynéage aggrekangleg az izileti
porcban van nagy mennyiségben. Szerkezete lUvegkehste hasonlit, a kondroitin-és
keratanszulfat lancok az elnyudjtott fehégerera akaszkodnak. A fehérjerész harom
globularis domaint (G1, G2, G3) tartalmaz, melyekk@alonbtd kothelyekkent
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szolgalnak. Nagyfoku szerkezeti polimorfizmus jelle. A kompresszioval szembeni
ellenalloképességet kdlcsdnzi a porcnak (25). Peevan a sejtadhéziéban, hialuronsav-
kotésben, az aggregacioban és a kondrocitdk aps@hdn. Degradacidja esetén artritisz
fejlodik ki. Bontasadt az ADAM (A Disintegrin and Metatimteinase) csalddba tartozo
aggrecanas®k végzik. Tudrakos betegeken, ahol tobb tipusu kollagén ellaalédtak
tidorak invazivitdsaval 0sszefliggésbe hozhat6 antikkestaz aggrekan elleni ellenanyag
jelenlétét is vizsgéltak, de nem talaltak hasoftiérést (26).

b.) Agrin. A gb6rdg ,agrein”. azaz '6sszetjjeni’ szobol szarmazik, ami arra utal, hogy az
agrin acetilkolin receptorokat képes Ossagigni (27). B szerepe az embriogenezis alatt,
a neuromuszkularis junkciok fédésében van (28). A motoneuron-axon végeén
szecernalodik. Ezen kivil az agrin a glomerulérembrana basali& proteoglikanja, a
vesefiltracioban és a sejt-matrix interakcidkbartszék szerepet. Hepatocellularis
karcinomaban és kolangiokarcinomabaf@iseagrin expressziét észleltek az erek falanak
membrana basalishan. A neurokdnnal, a tenaszcin-C-vel és a venniahegylitt teszik
felelossé az alacsony gradusu asztrocitomak invazivitasaé

c.) Brevikan. Kondroitinszulfat tartalma proteoglikdn az agybaa lektikdn/hialektin
csaladba tartozik. A neuronok végdifferencialddasaért lehet fetsl Neve arra utal,
hogy a fehérjelanc viszonylag révid. Primer agytookban nagy mennyiségben fordul
els, felelbs lehet az alacsony gradusu asztrocitoma invagééd (29). Melanoma
sejtekben is megtalalhat6.6k€pp a primer cerebellaris asztrocitakban fordu. el
Degradacigjaért aaggrecanasd és a MMP-1,2,3,7,8,10,13 falekk. Gliomakban sok
bontdéenzim aktivalédasa eredményezi a brevikanZoktaegradaciojat.

d.) Dekorin. A sejtben és az ECM-ban is megtalalhato, leucingazdag proteoglikdn. A

kotészovet része, az |. tipusu kollagénhez kapcsol@dik,dekoralja” (innen a név). Az
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ECM strukturalis felépitésében, valamint az EGFeptar niikddésében jatszik szerepet

(30).

e.) Disztroglikédn. Transzmembrén glikoprotein, mely leginkdbb véamigejtekben talalhato,

)

de masutt, igy az az agyban iéfetdul. Az ECM valamint a sejt bélsraza kozott teremt
0sszekottetést. Intracellularisan a disztrofin ineX kromoszoman koédolt fehérjéhez
kotédik, az pedig az intracellularis aktinhoz. Diszinofianyaban alakul ki dystrophia
musculorum progressiva Duchennéven ismert herediter izombetegség. A disztréaglik
két alegységll all, az a-alegység lamininhez, agrinhoz és perlekdnhozrtank basalis
alkot6ihoz) kapcsolodik (31), pralegység a tulajdonképpeni transzmembran részaami
disztrofinnal kertl kapcsolatba.

Entaktin. Mas néven nidogen-1, rmembrana basalis-alkoté glikoproteinek egyike. A
perlekannal egyltt szerepe vanmembrana basalikollagén és laminin hal6zatainak
egymashoz kapcsolasaban (32). EGFiszeszekvencidkat ésthyreoglobulinra
emlékeztet szekvenciakat is tartalmaz, ciszteinben gazday K&ciumionokat kot és a

sejtadhéziot segiti altalaban.

g.) Integrin (ek). Transzmembran receptorok, melyek a sejt ésykidete (mas sejtek, ill. az

ECM) kozott teremtenek kapcsolatot. Szamos tipisuleretes, és a legtobb sejt tobbfélét
is hordoz a felszinén. Az integrineknek szerepik &aszignél transzdukcidban, ezaltal
szabalyozzak a sejt alakjat, motilitasat és a igkjgt. Oda-vissza kapcsolatot jelentenek
az ECM és a sejt kozott. A sejtfelszinhez, valanainfibronektinhez, vitronektinhez,
lamininhez és kollagénhez Kdinek az ECM alkotéi kozil. Szerkezetiket dley
heterodimérek, azaz két kulonléogzerkezdt lanc @ ésp) alkotja 6ket, embstkben az
elébbinek 18, utdbbinak 8 valtozata ismert (34). logthularisan &-lanc egy talin ne
fehérjéhez kdtdik, amely az integrin térbeli szerkezetét modasiképes az integrint

dimerizélni. Az integrinek & funkcidi: 1) a sejtet az ECM-hoz koétik, 2) szignél
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transzdukciét biztositanak az ECM-t6l a sejt irdaya ezaltal befolyasoljdk a
sejtosztddast, a differencidlédast, a sejtek niesét és az apoptdzist is, 3) szerepliik van
a sejtek migraciojaban. Kulonleges integrin a GHHb mely trombocitak felszinén
taldlhaté, és az alvadas folyamata soran a trort@dodibrinhez kapcsoldédaséat teszi
lehetivé. Ezt a kapcsolodasra valéo hajlamat az érpalgidése helyén talalhatéd
kollagénnel val6 érintkezés sokszorosar@dsit, ebsegitve az alvadékhalé gyors
kialakulaséat. Epitelidlis tumorokban, igy a nemskjses tudrakban is az integrin-
expresszid csokkenését figyelték meg.a®z3,6 és $4 alegységeket vizsgaltdk, melyek
a kollagénhez és a lamininhez &dnek, valamint azav, 5, B3, 6-ot, melyek
fibronektinhez és fibrinogenhez kapcsoldédnak. Agtasztaltak, hogy a kollagen — és
lamininkd® integrinek csokkent expresszioja a NSCLC sejtekipgakran megfigyelhét

a normal hor§ epitéliumhoz képest, mig a méasik csoportbdié-as alegység fokozott
regulacioja észlelhétaz esetek 50%-aban, s ezen esetek mind kiérettlifiérencialt

tumorok, metasztazis nélkul.

h.) Neurokan. Kondroitinszulfat proteoglikan, mely leginkabb agyban taldlhaté. A

sejtadhéziét és a migraciot befolyasolja. Agysérilégy egyes citokinek hatasara
Perlekan. A membrana basalan jelenléw, 6t domainnal rendelkézheparanszulfat,
mely az ECM komponenseihez kdik, ill. képez keresztkotéseket az egyes alkotok
kozott (36). A perlekan egyarant terddik a simaizomsejtekben és a vaszkularis
endotéliumban. Szerkezete a kulonbofajokban csak csekély eltérést mutat. A
perlekdnnak szerepe van az ECM 0Osszedllitasdbanjpaprotein  kotésben, a
sejtosztédasban és a sejtadhézioban. A vaszkuE&M kulcsfontossagu molekulgja.
Szilkséges a porc és a csontfigiséhez is. Stimulalja az EGF-aktivitast és a rexgen

folyamatét. Lebontasaban a katepszin-S-nek vandtlest fontossaga. A perlekan és a
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heparanszulfat fokozott bontasa a porcszovet fakammeralizaciojat (ezzel csontszdvet
iranyu fejlbdését) segitelé (37).Az agyban éképp ahippocampusartalmaz perlekant.
Szindekan Transzmembran protein(csalad), négy tagja ismArt.szindekan 3-5
heparanszulfat v. kondroitinszulfat lancot tartatmanelynek révén ligandok egész
soraval |ép kapcsolatba, pl. fibroblaszt névekedékiorok, vaszkularis endotelialis
novekedeési faktor, fibronektin, antitrombin -tansforming growth factor beta-1A
szindekan és a fibronektin kdzotti kapcsolatotreaszcin C modulalja. A szindekan-1 és
szindekan-3, valamint a szindekan-2 és a szindélé&peznek két szerkezeti alcsoportot.
A szindekan-1 a fibroblasztokban és az epitelggitekben fordul élnagy mennyiségben
(fokepp a keratinocitakban) de kevés varbleehz endothel sejtekben és az idegsejtekben.
A szindekan-2 az endotelidlis, neuralis és fibreblasejtekben gyakori, de kevésse
talalhatd epitelidlis sejtekben. A szindekan-3 déntidegsejtekben fordul &l de alig
kimutathat6 epitelidlis sejtekben, mig a szindekéaz epitélben és a fibroblasztokban
(helyileg ©képp a majban és a ftilien) van nagyobb mennyiségben, de kevés az
endotélben és az idegsejtekben. A szindekanok fdinkt) novekedési faktor-receptor
aktivacio, pl. a szindekan-1 az FGF-2 aktivatorakeiikodik a sebgyogyulasban (38), 2)
matrix adhézié: kollagén 1, 1, V, fibronektin, ambospondin, tenaszcin, 3) sejt-sejt
adhézio: pl. a szindekan-4 integrinekkel egyittzvesszt a sejt-sejt interakciokban, 4)
tumor szuppresszid és progresszid. Bar altalabazirmdekanokat tumorszuppressziv
hatasuaknak tekintik, a szindekan-1 expressmgeloma multiplexben és mas
tumorokban progresszidhoz vezet (39). A szindekamgulacidja oszteoartritiszben
fokozott, s ez korrelal a porcdestrukcioval és avekkezmeényes panaszokkal.
Hasonl6képpen a szindekan-1 emlekedett regulaaidy@loma multipleen rossz

prognézissal jar egyitt. A szindekdn-1 a legtobmdrtban tanulmanyozott tagja a
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csoportnak. Nagy valos4iséggel a ndvekedési faktorok hatasat kozvetitiergirakban
és endometrium-karcinomaban segiti az angiogenezist

k.) Tenaszcin Glikoprotein-csalad, mely négy tagbdl all: ter@szC, R, X és W.
Legfontosabb a tenaszcin-C, mely inakban, csontokba porcokban talalhaté. A
tenaszcin-R az idegrendszerben, a tenaszcin-Xaakidiszovetben fordul é| a kodolo
gén mutacidja vagy defektusa alkalmaval alakulzEalers-Dahnlos-szindroma (40). A
tenaszcin-W-t a fefidé csontokban és a vesében taléljuk. A tenaszcinbaR-&eti
szekvenciak és fibronektin lll-domainok isnééthek. A tenaszcin-C képes a fibronektint
megkotni és megakadalyozni, hogy az szindekanhqskdddjon. Egyes tumorok
stromjaban tenaszcin-C halmozodik fel, s ez rearidgzrossz prognosist jelent.

l.) Verzikdn. Kondroitinszulfat tartalimd proteoglikdn. A lekdik csalad tagja, az
aggrekéannal, brevikdnnal és neurokdnnal egyutterikdnnak 4 izoformja létezik: a VO,
V1, V2, V3. Tartalmaz EGF-szeszekvencidkatzomplement regulatory prote(CRP)
domaint és lektin domaint. A C-termindlis régio &ihoz ligandokat két, ami a lektikan
csaladra altalaban jelleizSzerepe van a sejtadhézidban, proliferaciébagrativban.
Altalaban ,anti-adheziv’ molekulanak tartjak, aralén az adhezivnak tartott integrinek
gatlasaval magyarazhaté. Az N-terminus hialurokénta C-terminus a tenaszcinnal és a
fibulin-2-vel kapcsolddik. A verzikan leginkabb &redények simaizomsejtjeiben, é&rb
epitelidlis sejtjeiben és az idegrendszerben talélb-elibttek kézponti idegrendszerében
a perineurondlis hélozatban fordub,el szinaptikus kapcsolédast stabilizalja. Fontos
szerepet jatszik az embriondlis sejtvandorlasban ags idegsejtek vandorlasaban.
Kulcsfontossagu egyes gyulladasos folyamatokbasgjtadhéziéra gyakorolt hatasan
keresztll. Fokozott verzikan expresszidval talatiadank tobbféle tumorban, mint agy,

emld, petefészek, prosztata, gasztrointesztinum, melanoszarkoma, peritonealis
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mezotelioma. Egérben a Lewis &kadrcinomaban taldltak Usszefliggést a verzikan

expresszio és a tidde, majba, mellékvesébe tordéattétképzés kdzott.

2.4. Az invazivitasban szerepet jatsz6 enzimek jelinzése

A peritumoralis invazibban szerepet jatszO0 ECM-komgnsek aktualis lokalis
koncentraciéja a relevans szintetizalo ill. liz&ozimek mikrolokularis mennyiségének és
aktivitasanak fliggvénye. Ezért a szoban forgé eekimumorinvazio szempontjabol igen
nagy jelentséggel birnak. Az ECM ebBba szempontbdl legfontosabb enzimei a matrix
metalloproteinazok (MMP-k). A cink-dependens endujgizok kozé tartoznak, az
adamalysirekkel, serralysinekkel ésastacinokkal egyiitt (41). Jelenleg 28 féle MMP-rol
tudunk, melyeket egyszermrab szamokkal jelolink (pl. MMP-1, |d. 3. tablgza\ matrix
metalloproteinazok az ECM gyakorlatilag valamenrkgmponensét képesek lebontani.
Ugyancsak képesek az ECM alkotdkat aktivalniaitiv metabolitokat lehasitaniészerepet
jatszanak a szoveti sérulést kdveemodellingsoran, de hasonldéképpen fontosak a sejtek
migraciojaban, differencialddasaban, az angiogenelyamataban. A korfolyamatok kozil a
majcirdzisban, az artritiszben (MMP-1), a daganatokltrativ ndvekedésében és a
metasztazisképzésben (MMP-2 és MMP-9) fontosak.0Bbit enzim a jelen munkank

szempontjabol kisebb jeléisedi, nem vizsgaltuk.
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Név (gén neve)

Enzim neve, funkcioja

MMP-1 szoOveti kollagenaz

MMP-2 gelatinaz A

MMP-3 Stromelysin-1

MMP-7 matrilysin, a sejtmembran koleszterpl-
szulfatjahoz kdidik

MMP-8 neutrofil kollagenaz

MMP-9 gelatinaz B

3. tAblazat. Néhany fontosabb matrix-metallopr@eirvan Lint és mtsai nyoman (41)

2.5Célkitiizések

1. Az irodalmi ebzmények alapjan az igen nagyszamda, peritumorai&zidban definitiv

szereppel

létrehozasa.

bir6 ECM komponensek ©sszevalogatasa, (ggy ,invazios panel’

2. Az invaziés panel RNS- és egyes molekulak protémi&xizsgalataval a glioblasztoma

€s a tudrak agyi attétei kozotti kilonbségek meghatarozaéisax igen eltér invazios

aktivitasért leginkabb felés molekulak meghatarozasa.

3. Az anaplasztikus tumorokat képviseglioblasztoma elemzését kdgeh a benignus

tulajdonsagokkal bird, de mégis infiltrativ primegydaganat, az asztrocitoma WHO

grade Il esetében az invazidéban leginkabb szejétszdb molekulak identifikalasa.
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3. SZOVETMINTAK ES MODSZEREK

3.1. Szovetmintak

Szdvetmintaink a Debreceni Egyetem ldegsebészatikdh mikods Idegsebészeti
Szovet- és Agydaganatbankbdél szarmaztakétrsoran a daganat széli résidédtavolitott és
folyékony nitrogén felszinén azonnal lefagyasztodid -8GC-on tarolt mintakon végeztiink
méréseket. A Debreceni ldegsebészeti Szovet-és adgyditbank a Tudomanyos és
Kutatdsetikai Bizottsdg (TUKEB) engedélyével rekdelk (3145-1/2014), és a kutatasi célu
mintagyijtés a betegek irdsos beleegyezésével torténtelkzsfalatokhoz csak a terapia célu
bevatkozdsok soran eltavolitott szévetmintakat mészk, igy a beteg szamara semmilyen, a
rutin kezelégil eltérs kockdzat nem keletkezett. Tekintettel az anapdsgtidaganatok
heterogén jellegére a vizsgalatok soran minden asgptt tumordarabbdl szoévettani
metszetet is készitettlink a patholdgiai mikrolokaldiagnézis megésitéséhez.

A fenti cékifizések megvaldsitdsdhoz négy fazisban végeztik edsmigket. Az
egyes fazisban vizsgalt szévetmintak és molekusdéitl a 4. tablazatban foglaltuk dssze. Az
elsy fazisban az irodalom attekintése alapjan Osshatfllk azoknak a molekulaknak a
listajat, melyek a peritumoralis invazidoban szetep¢szhatnak (5. tablazat). Ezeknek a
géneknek az mMRNS expresszidjat meghataroztuk Hlgtintéma, 5 peritumoralis normal
agyszovet és 5 tiddadenokarcinoma intracerebralis atéétizarmazo szévetmintaban. Ezutan
az mMRNS expresszids értékeket a kulowbézovettani csoportok kozoétt dsszehasonlitva
meghataroztuk azoknak a molekuldknak a koérét, rkebmgnifikdns eltérést mutatva a
nagyobb esetszamu vizsgalatokhoz tovabbi mérédi@kacérdemesnek talaltunk.

Az elbzetes mérések alapjan az egyes tumorcsoportok blaggzamu analiziséhez

Osszeallitott molekulak listajat invazios panelmeieztik el. Konkrét, publikdlasra érdemes
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eredményeink mar ennek a célzottan Osszevalogaithzios panelnek a mérési

eredményeil szllettek.

fazis célmolekulak szévettani tipusok immunhisgtokaval publikalt
szama €s mintaszamuk vizsgélt molekulak forras
1. 96 5 GBM - nem publikalt
5 MET
5 NORM
2. 23 4 GBM neurokan, verzikan, ldeggy.
4 MET szindekan, MMP-2, 9 szemle
3. 30 11 GBM agrin, neurokan, szindekan, Céntra
10 MET verzikan, hialuoronsav, European
9 NORM MMP-2, 9 Neurosurg.
4, 26 9 A-ll brevikan, neurokan, Path.
10 MET tenaszcin-C, verzikan Oncaol.
8 SCH Res.
9 NORM

4. tablazat. A kulonbdk eredei intrakranidlis daganatok invazidban szerepet jAEZM-
molekulak meghatarozasanak fazisai. GBM = glioliasa, MET = tud adenokarcinoma
agyi attéte, NORM = nem tumoros (peritumoralis) a@fgynany, A-ll = asztrocitoma WHO
grade Il, SCH = schwannoma, MMP = matrix metalldgirmaz.
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FEHERJEK GENEK TLDA azonositd
Beta-actin ACTB Hs99999903 m1l
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH Hs99999905 m1l
Beta-2-microglobulin B2M Hs00187842 m1l
CD44 CD44 Hs00153304 m1
CD168 (RHAMM) HMMR Hs00234864 m1
Aggrekan AGC1 Hs00153936_m1
Verzikan CSPG2 Hs00171642 m1l
Brevikan BCAN Hs00222607_m1
Neurokan CSPG3 Hs00189270 m1l
Neuroglikan C CSPG5 Hs00198108 m1l
HAS1 HAS1 Hs00758053 m1
HAS2 HAS2 Hs00193435 m1l
HAS3 HAS3 Hs00193436 m1l
Kondroitinases (AC és ABC) GALNS Hs00166833 m1l
Szindekanl SDC1 Hs00174579 m1l
Szindekan2 (HSPG1) SDC2 Hs00299807_m1
Szindekan3 (N-Szindekan) SDC3 Hs00206320_m1
Szindekan4 (Amphiglycan,Ryudocan) SDC4 Hs00161617 m1l
Laminin alphal LAMA1 Hs00300550 m1
Laminin alpha2 LAMA2 Hs00166308 m1
Laminin alpha4 LAMA4 Hs00158588 m1
Laminin betal LAMB1 Hs00158620 m1
Laminin beta2 LAMB2 Hs00158642 m1l
Laminin gammal LAMC1 Hs00267056 _m1
Tenaszcin-C (Hexabrachion) TNC Hs00233648 m1l
Tenaszcin-R (Restrictin, Janusin) TNR Hs00162855 m1l
Fibronektin FN1 Hs00277509 m1
(Matrilin1) MATN1 Hs00159075 m1l
Matrilin2 MATN2 Hs00242753 m1l
Fibrillin1 FBN1 Hs00171191 m1l
Fibrillin2 FBN2 Hs00417208 m
Fibrillin3 FBN3_HUMAN  Hs00261049 m1l
Elasztin ELN Hs00355783 m1l
Agrin AGRN Hs00394748 m1
Perlekan (HSPG2) HSPG2 Hs00194179 m1l
Type | alphal COL1A1 Hs00164004 m1
Type lll alphal COL3A1 Hs00164103 m1l
Type IV alphal COL4A1 Hs00266237_m1
(Type VIl alphal (érfefidésben fontos)) COL8AL Hs00156669 m1
(Type VIl alpha2 (érfefidésben fontos)) COL8A2 Hs00697025 m1
Aquaporinl AQP1 Hs00166067 m1
Aquaporin2 AQP2 Hs00166640 m1
Aquaporin3 AQP3 Hs00185020 m1
Aquaporin4 AQP4 Hs00242342 m1
FGF8 FGF8 Hs00171832 m1l
WNT1 WNT1 Hs00180529 m1l
WNT2 WNT2 Hs00608224 m1l
WNT2B WNT2B Hs00244632 m1
Lactadherin (MFG-E8,HMFG) MFGES Hs00170712 m1l
Kadherin E CDH1 Hs00393592 m1
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51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98

Kadherin N
Kadherin N2 - Brain Kadherin
Kadherin P

TGF Betal (Camurati-Engelmann disease)

TGF Beta2
TGF Beta3
TGF Beta-induced, 68kDa

TGF Beta-induced factor (TALE family homeobox)
TGF Beta-induced factor2 (TALE family homeobox)
TGF Beta-induced factor2-like, X-linked

TGF Beta-induced factor2-like, Y-linked
Transglutaminasel (K polypeptide epidermal type I)

Transglutaminase2 (C polypeptide)
Transglutaminase3 (E polypeptide)
Transglutaminase5
Transglutaminase?

Factor XIII A1

Factor XIII B

Integrin - Alphal

Alpha2 (CD49B)

Alpha2B (CD41B)

Alpha3 (CD49C)

Alpha5 (Fibronektin receptor)
Alpha6

Alpha7

Alpha8

Alpha9

Alphal0

Alphall

Betal (Fibronektin receptor, CD29)
Beta2 (CD18)

Beta3 (CD61)

Beta4

Beta5

MMP-1 (Interstitial Kollagenase)
MMP-2 (Gelatinase A)

MMP-8 (Neutrophil Kollagenase)
MMP-9 (Gelatinase B)

MMP-13 (Kollagenase 3)

EGFR (erb B1)

erb B2

erb B3

erb B4

Glial fibrillary acidic protein

CEA = CEACAM5
Citokeratin-18

Citokeratin-19

Ki-67

CDH2
CDH12
CDH3
TGFB1
TGFB2
TGFB3
TGFBI
TGIF
TGIF2
TGIF2LX
TGIF2LY
TGM1
TGM2
TGM3
TGM5
TGM7
F13A1
F13B
ITGAL - PELO
ITGA2
ITGA2B
ITGA3
ITGAS
ITGA6
ITGA7
ITGA8
ITGA9
ITGA10
ITGALl
ITGB1
ITGB2
ITGB3
ITGB4
ITGBS
MMP1
MMP2
MMP8
MMP9
MMP13
EGFR
ERBB2
ERBB3
ERBB4
GFAP
PSG2/CEACAMS
KRT18
KRT19
MKI67

Hs00169953 m1
Hs00415843 m1
Hs00354998 m1l
Hs99999918 m1l
Hs00234244 m1l
Hs00234245 m1l
Hs00165908 m1
Hs00820148 g1
Hs00222358 m1l
Hs00536782 s1
Hs00536782 sl
Hs00165929 m1l
Hs00190278 m1l
Hs00162752 m1l
Hs00188562 m1
Hs00369497 m1
Hs00173388 m1
Hs00157471 m1l
Hs00235030 _m1
Hs00158148 m1l
Hs00385235 m1l
Hs00233722 m1l
Hs00233732 m1
Hs00173952 m1
Hs00174397 m1l
Hs00233321 m1l
Hs00174408 m1l
Hs00174623 m1l
Hs00201927 m1l
Hs00559595 m1
Hs00164957 m1l
Hs00173978 m1l
Hs00236216 _m1
Hs00609896 m1
Hs00233958 m1l
Hs00234422 m1l
Hs00233972 m1l
Hs00234579 m1l
Hs00233992 m1
Hs00193306 m1
Hs00170433 m1l
Hs00176538 m1
Hs00171783 m1l
Hs00157674 m1l
Hs00237075 _m1l
Hs01920599 gH
Hs00761767 sl
Hs00606991 m1

5. tdbldzat. Az ékzetes mMRNS expresszidés szintek meghatarozasahandatmi
eredmények alapjan 6sszedllitott molekula- és gganli
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A masodik fazisban az d@&letes mérések alapjan megallapitott invaziés panelt
vizsgaltuk 8 szévetmintan: 4 glioblasztdma és 4 tdienokarcinoma agyi attéti daganataban.
23 invazidban szerepet jatsz6 ECM molekula mRNSesgzids szintjét hartaroztuk meg és
kozuluk 5 molekula esetében immunhisztokémiai (IMi2ggalatot is végeztink. A harmadik
fazisban elvégzett mérésekhez 30 szOvetmintadt ekéimie 11 glioblasztémat, 10 té&d
eredeti adenokarcinoma szoliter agyi attétét és 9 peritdtizoagyszovetmintat valogattunk
0ssze, melyeknél 30 invaziés molekula mRNS expr@ssanértilk meg és 7 molekula (IHC)
analizisét végeztik el. A negyedik méréshez 0spz&& szOvetmintat vizsgaltunk: 9
asztrocitoma grade Il, 10 téidadenokarcinoma agyi metasztazis, 8 schwannoma és 9
tumormentes peritumoralis agyszovetmintat dolgdzttel. Ebben a fazisban az invazios
panel 26 molekulabdl allt és 4 molekulan végeztiHR vizsgélatot.

Az RNS analizisre szant mintdkbdl 6leb metszeteket készitettiink szovettani
diagnézishoz és immunhisztokémiai vizsgalatokrajdmea maradék szovetdarabot RNS
izolalasra tovabbitottuk. A szoOvettani diagndzistkinikumtél fliggetlen sorsu kédolt

mintakon gyakorlott neuropatolégus allapitotta meg.

3.2. mRNS analizis
A kivalasztott molekulacsoport mMRNS expressziogatesli rendelés alapjanddlllitott
uan. ,DNS-kartya” segitségével végeztik el (,Micréuilic Card” - Applied Biosystems,
USA). Az invazids panelt alkoto sejtfelszini reacapkat és ligandjaikat vizsgaltuk. A tumor
eredetét igazoldé markerekefi@l fibrillary acidic protein [GFAP] és citokeratin 18,19), a Ki-
67 proliferaciés markert és bélsstandardként a beta-aktin és glicerinaldehid 2f&is

dehidrogenaz [GAPDH] expresszidjat szintén vizsddlt
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RNS analizis

A frissen (folyadék nitrogénben) fagyasztott mimsttiknanudlis CryoPress eszkozzel
(Microtec Co., Ltd, Japan) porlasztottuk. A frisggorlasztott mintdkat ezutan a megfélel
mennyiséf§ TriReagent (Invitrogen, USA) oldatba helyeztiikk, égonnal rotor-stator
homogenizatorral homogenizaltuk. Total RNS-t aRéagent lizatumbdl a gyartdsaiasai
alapjan vontuk Ki. Az RNS tisztasagat és menngsédNanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, USA)tségével hataroztuk meg majd —
80°C-on taroltuk. RNS miségeét 1,2%-0s agaroz gélelektroforézissel vizsigathidium
bromide festék segitségével. ToRINS-t egylanci cDNS-be konvertaltuk High Capacity
cDNA Archive Kit with RNasin (Applied Biosystems,34) segitségével (600 ng total RNS
mintanként egy reverz transzkriptaz reakcidban)z airt cDNS-t egy microfluidic card
portjaiba helyeztik.

TagMan Low Density Array (TLDA) kisérleteket végiéazk Applied Biosystems
7900HT real-timePCR rendszer segitségével Micro Fluidic Card upsttaeh (Applied
Biosystems, USA). A Micro Fluidic Card format antéinkénti 40 gén analizisét teszi
lehetivé. Minden mintarél masolat is készilt, amit samtanalizaltunk. A Micro Fluidic
Card-dal nyert eredményeket SDS 2.1 software sagit®el elemeztik ki. Ezen software-rel
automatikus kuszobérték mellett és a mar meghaitirGz ertéket hasznalva hataroztuk meg
a mintédkban jelenlé cDNS mennyiségét. Minden esetben meghatéroztuduaekeeping
GAPDH gén expresszidés mértékét is. GAPDH mutatdegkisebb variaciét az egyes mintak
kozott és referencia génként szolgalt a dCt értédstamitasandl.

Expresszios értékeket a comparative ethod segitségével hataroztuk meg, ahogy
azt az irodalomban mér leirtdk korabban (Livak élsnSttgen, 2001). Rdoviden, feltételezve,
hogy a PCR hatékonysaga barmely gén esetében TkByAelhasznalva az 1-hez kozelit,

egy tumoros vagy normal (kalibrator) mintaban a géRNS expresszidjat (Han és mtsai.
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2005) 6ssze lehet hasonlitani a kbvetkegyenlet segitségével (Hirose és mtsai. 2001):

2—dCTtumor Z—dCTnormaI

Xtumor = €s Xiormal=
279CT értékét GeneSpring 7.3 software (Silicon GenetiRedwood City CA, USA)
segitségével hataroztuk meg; igy megkaptuk az égyetividualis mMRNS expresszios (X)

kulénbségeket a mintakon bellili kategoériakban.

3.3. Immunhisztokémia (IHC) és mikroszkopos analisi

Az el fazisban IHC vizsgalatokat nem végeztink.

A masodik fazisban (minek alapjan) 5 molekula IH&3tfdési intenzitasat vizsgaltuk:
neurokan, szindekan, verzikan, MMP-2 és MMP-9.

A harmadik fazisban tértént méréseknél a mRNS mégbeas eredményeinek értékelése
utdn hét molekulat valasztottunk ki és vizsgalt@elkérjeszinten immunhisztokémiailag: az
agrint, a neurokant, a szindekant, a vezikant, aRvivt és 9-et, valamint a hialuronant.

A negyedik fazisban a mRNS eredmények értékeléam at brevikan, neurokan,

tenaszcin-C és a verzikan kertilt kivalasztasragprezinti immunhisztokémiai vizsgalatra.

Az immunhisztokémiai reakciok intenzitdsanak kiketését harom kilonbéz
szovettani vizsgalatokban jartas szakember egyindétggetlentl végezte el. Minden
metszeten harom kilonb®zterlleten 0-4-ig osztalyoztuk a fédési intenzitast, majd
eredményeinket atlagolva jutottunk a végleges ékiékz. Fagyasztott mintakat fixaltunk
Saint Marie’s fixative(Sainte-Marie, 1962; Tuckett és Morriss-Kay, 1988)atban 24 6ran
keresztll 4°C-on. A fixacié és dehidracio utan iatakat viaszba agyaztuk égui vastag
szeleteket készitettink. A mintdkat haematoxytishe festékkel festettiik meg, de emellett
immunhisztokémiai eljarast is alkalmaztunk a koeabk protokoll szerint: a mintakat

eléinkubaltuk ready-to-use 2.5% normal horse szérunfWaotor, Burlingame, CA, USA) 30
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percen keresztil 37°C-on, igy a nem specifikus @rimntitest kdtdését gatoltuk meg.
Brevikdn meghatarozasdhoz MAB40091 (Monoclonaligibfady Brevican40091) (R&D
Systems, Minneapolis, USA), neurokdnhoz AB26003 QCABI, Cambridge, USA),
tenaszcinhoz AB19011 és a verzikanhoz AB1032 (CbaemiMillipore, USA) antitesteket
hasznaltunk.

A szeleteket ezutdn 4 °C-on inkubaltuk 12 6ran &adié a megfelélen higitott
antitesteket tartalmaz6 oldatban. A morfolégiazsgalatokhoz immunohisztokémiai és
hemalaun festést végeztiink a fennmarado szeleteken.

Az immunhisztokémiai metszeteket harom kulorthdapasztalt kutatdé elemezte ki és
értékelte a 2. fazisban &tt4-ig, a 3. fazisban a kulonbségek észlelésénpknfitasa
érdekében 18t 5-ig terjed skalan. A pontértékek az intercellularis stromatoési
intenzitasat jellemezték, ahol az 1-es érték a tiega maximalis érték a legintenzivebben

festbd6é mintat jelentette.

3.4. Statisztikai modszerek
A mérések pontositasa és a statisztikai analiziekében minden QRT-PCR mérést
kétszer végeztink el. Mintaink statisztikai elenezésran az egyes gének expresszios szintjei
kozotti kilonbség meghatarozasdhoz a Mann-Whitaey W-probat alkalmaztuk. A0.05

esetén az eredményeket szignifikansnak tekintettik.
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4. EREDMENYEK

4.1. mRNS expresszios eredmények

1. fazis

Az el fazisban az irodalmi attekintés alapjan Osszewdtdty tumoros invazidban
szerepet jatszd 96 molekula mMRNS expresszios ézingtaroztuk meg glioblasztéma, éid
adenokarcinoma agyi attéti és peritumoralis agyszdwintdkon. A mérések alapjan
hataroztuk meg azoknak a molekuldknak a korét, ekelg tapasztalt eltérések alapjan
nagyobb szamu szovetmintdn vald tovébbi vizsgélarardemesnek taléltunk. Az igy

kialakult célmolekulak csoportjat invazids panelmeieztik el (6. tablazat).
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GBM v Norm 1.5x UP  p<0.01 MET v GBM 2x UP p<0.005 MET v Norm 1.5x UP p<0.01

Gene Name Gene Name Gene Name
laminin betal 0.00994 TGF beta-induced-factor 0.0375 laminin betal 0.00994
szindekanl 0.00815 CEA 0.0342 szindekan-1 0.00815
MMP-9 (gelatinase-B)  0.00664 Erb B3 0.0192 MMP-9 0.00664
Kollagen type | alphal  0.00615 integrin alpha3 0.0167 Kollagen type | apha 1 0.00615
integrin betal 0.0121
kadherin-P 0.00717
TGF beta-induced-factor 2 0.00604
szindekanl 0.00177
szindekan4 0.00173
aquaporin3 0.00113
Erb B2 0.000628
citokeratin-19 0.000215
citokeratin-18 4.22e-5
MET v GBM 2x Down  p<0.05 GBM v Norm 1.5x Down  p<O .05 MET v Norm 1.5x Down p<0.01
Gene Name Gene Name Gene Name
neurokan 0.0436 aquaporin-3 0.0463 TGF-beta3 0.00623
laminin alpha4 0.0313 integrin alpha-9 0.0445 szindekan-2 0.00597
MMP-2 (gelatinase-A)  0.0275 WNT2B 0.0303 aquaporin-4 0.00444
tenaszcin-R 0.0266 0.00411
lactadherin 0.0237 tenaszcin-R 0.0222
fibrillin2 0.0236 szindekan-4 0.0162
GFAP 0.0144 Erb B4 0.0115
TGF beta2 0.0123 HA-synthase-1 0.00591
aquaporin4 0.0111
aquaporinl 0.00778 kadherin N2 0.00126
CD44 0.00774 WNT2 0.000533
tenaszcin-C 0.00498
neuroglikan-C 0.0029
brevikan 0.00182
elasztin 0.000508
matrilin2 0.000182
verzikan 0.000113
kadherin-N 4.17e-5
integrin alpha?7 2.34e-5

6). tdbldzat. Az invazidval 6sszefiiggésbe hozhatdeknldk mMRNS expresszidjaban az
elézetes mérések soran észlelt szignifikans eltérés@&h = glioblasztoma; MET = tid
adenokarcinoma agyi attéte; NORM = peritumoralismais agyallomany.
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2. fazis

Az ezt koved fazisban glioblasztoma és a éliddenokarcinoma esetében az invazios
panel meghatdrozdsakor a kovetkeredményekre jutottunk.

A masodik fazisban 23, peritumoralis infiltrAciobamerepet jatsz6 ECM-komponens
MRNS expresszids szintjét hataroztuk meg. A 23kudébdl 17 tartozott a proteoglikanok
kozé, a tovabbi 6 vizsgalt molekula pedig az enkeh&épviselte. A fentieken kivil szintén
meghataroztuk tumorspecifikus markerként a GFAP aéscitokeratin-18,19 valamint

proliferacios markerként a Ki67 mRNS expressziffatablazat, 2. abra).
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GBM — Met
Gen fold change p value
Brevikan 128,33 0,0290
Fibronektin 1,90 0,6860
Laminin alfa 1 4,11 0,1140
Laminin alfa 2 2,80 0,0570
Laminin alfa 4 2,77 0,1140
Laminin beta 1 2,90 0,0570
Laminin beta 2 1,10 0,8860
Laminin gamma 1 0,96 1,0000
Neuroglikan C 15,19 0,0250
Neurokan 21,36 0,0290
Perlekan 0,56 0,3430
Szindekan 1 0,07 0,0290
Szindekan 2 3,71 0,0290
Szindekan 4 0,14 0,0290
Tenaszcin C 5,77 0,0290
Tenaszcin R 10,43 0,1140
Verzikan 3,87 0,0290
Hilauronsav szintaz 1 1,09 0,8860
Hilauronsav szintaz 2 3,36 0,3430
Hilauronsav szintaz 3 2,28 0,2000
Méatrix metalloproteinaz 2 | 4,67 0,0290
Méatrix metalloproteinaz 8 | 0,57 0,6860
Matrix metalloproteinaz 9 | 1,85 0,6860
Citokeratin 18 0,0037 0,0290
Citokeratin 19 0,0006 0,0290
GFAP 19,52 0,0290
Ki-67 0,79 0,6860

7. tablazatHuszonharom, tumoros kdrnyezeti infiltraciéban spet jatsz6 ECM-komponens
MRNS expresszios szintjének dsszehasonlitasa agmidimaban és téicdhdenokarcinoma
agyi attétében, tumor- és proliferacios markerekiegészitve. (A szignifikans kilénbségek
vastag bdivel kiemelve.)

33



3000

2500 H

.z

enexpresszio

2000

s

1000

750 o

Atlagos g

500 A

250 A

2. abraHuszonharom, tumoros kornyezeti infiltracioban spet jatsz6 ECM-komponens
MRNS expressziods szintje glioblasztomaban é$ &idleénokarcinoma agyi attétében.
Eredmények a 2 fazisban

A tumormarkerek a megfeleldaganattipusra jellegzetesen minden minta esetében
jelents eltérést illetve specifikus mMRNS-emelkedettsémetattak, ami a mintak eli@r
szOvettani tipusat egyértelien megefsitették. A Ki67 minden esetben egymashoz hasonlo
magas értéket eredmeényezett, bizonyitva ezzel tdknmagas proliferacids aktivitasat és a
szovetminta megfeléén sejtdus — €s nem nekrotikus jellegét.

A két killonbos eredefi daganatban mért mRNS expresszios értekek 6sszeitasa

soran a glioblasztoma mintakban az adenokarcinom@téhez képest szignifikansan
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magasabb szintet mértink a brevikdn, a neurokamewroglikdn-C, a szindekan-2, a
tenaszcin-C, a verzikéan, és az MMP-2 esetében.
A szindekan-1 és 4 mRNS expressziés szintje azi at#ganatban bizonyult
statisztikailag igazolhatéan magasabbnak.
A fibronektin, a perlekéan, a szindekan-2, a lamiain2,4,51,2,v1, a hialuronan-szintaz
1,2,3, az MMP-8 és 9 mRNS szintjeinek esetében wmeth szignifikans kilénbség a

glioblasztoma és az attéti daganat kozott.

3. fazis

A harmadik fazisban harminc szévetmintat vizsgdtinarom kiulénb6& homogeén
szovetcsoportban: tizenegy GBM mintat, melyek adudtal infiltralt margindlis zénabdl
szarmaztak, tovabbi tiz mintat intracerebralisétéddienokarcinoma metasztazisbol, kilencet
pedig normdal agyszoveib A statisztikai analizis eredményeit a 34 molekuhRNS
expresszid kilonbségei tekintetében a vizsgalt ansuportok kozott a 8. tablazatban
foglaltuk 6ssze.

A tumormarkerek és a Ki67 proliferacios marker mR&kpresszidja megésitette a

szovettani diagnosist. A vizsgalt molekulak mRN®resszidjat a 3. abran jelenitettiik meg.
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Norm - Met Norm - GBM GBM — Met
pvalue  fold change | pvalue  fold change | pvalue fold change
aggrekan 0,421 0,79 0,421 0,39 1,000 2,01
agrin 0,002 0,30 0,012 0,44 0,218 0,67
brevikan <0,001 172,46 0,820 1,27 <0,001 135,66
fibronektin <0,001 0,08 <0,001 0,09 0,916 0,87
laminin alfa-1 0,032 4,55 0,548 2,98 0,421 1,53
laminin alfa-2 0,310 1,84 0,841 0,82 0,222 2,24
laminin alfa-4 0,713 0,85 0,023 0,47 0,098 1,79
laminin beta-1 0,020 0,36 0,001 0,27 0,379 1,33
laminin beta-2 0,020 0,44 0,005 0,34 0,130 1,29
laminin gamma-1 0,016 0,29 0,222 0,38 1,000 0,76
matrilin-1 0,548 1,69 0,310 2,34 1,000 0,72
matrilin-2 0,002 6,07 0,761 0,90 <0,001 6,72
neurokan <0,001 44,76 0,095 2,29 0,001 19,50
neuroglikan-C <0,001 46,94 0,058 3,15 <0,001 14,89
perlekan <0,001 0,08 <0,001 0,12 0,342 0,70
szindekan-1 <0,001 0,01 0,008 0,23 <0,001 0,06
szindekan-2 0,008 3,27 1,000 1,44 0,151 2,27
szindekan-4 0,020 0,41 0,048 1,53 0,008 0,27
tenaszcin-C 0,348 0,40 0,006 0,06 0,007 6,91
tenaszcin-R <0,001 136,10 <0,001 10,53 0,018 12,92
verzikan 0,596 1,27 0,289 0,56 0,307 2,29
CDh44 0,094 0,39 0,003 0,15 0,012 2,70
CD168 <0,001 0,06 <0,001 0,12 0,053 0,46
kondroitinases (AC,ABC) 0,222 0,77 0,841 0,95 0,690 0,81
hialuronan synthase-1 <0,001 26,98 <0,001 33,55 0,504 0,80
hialuronan synthase-2 0,838 0,77 0,002 0,11 0,003 6,84
hialuronan synthase-3 0,421 1,75 0,690 0,83 0,222 2,10
MMP-2 0,131 0,37 0,004 0,15 0,032 3,08
MMP-8 1,000 0,89 0,857 1,50 0,310 0,60
MMP-9 0,001 0,06 <0,001 0,05 0,805 1,11
citokeratin 18 0,008 0,002 0,310 0,72 0,008 0,003
citokeratin 19 0,008 0,003 0,151 4,49 0,008 0,001
GFAP 0,016 33,31 0,548 0,73 0,008 45,61
Ki67 0,008 0,01 0,008 0,01 0,548 0,82

8. tablazat. Jeleés kilonbségek (vastagon szedve) a 30, ivaziovalelisggésbe hozhatd
molekula és a 4 tumormarker mRNS expresszioja kdglitblasztomaban (GBM), tid
adenokarcinoma agyi metastaisaban (Met) és a n@gyakzovetben (norm).

36




NORM-MET

NORM

O o0 W s N O
—

plojz30|

NORM-GBM

NORM

GBM

plojz30|

37



GBM- MET

GBM

log2fold

o h AN ONBREO ®

AN
[}

s
[

3. abra. 30, az invazibval Osszefliggébe hozhaté molekulmotmarker és a Ki67
proliferacios marker glioblasztomaban (GBM), dlddenokarcinoma agyi metasztazisaban
(Met) és normal agyszovetben (Norm). Osszefliggésgges molekuldk mRNS expresszidja
(fold change) normal agyszovet és metasztazis lemetéA); normal agyszovet és GBM
esetében (B); GBM és attét esetében (C).

Eredmények a 3. fazisban
A) GBM versus normal agyszovet

Az agrin, fibronektin, laminirne 4, B-1 and 3-2, perlekan, szindekan-1, tenaszcin-C,
CD44, CD168, HAS-2, MMP-2 and -9 mRNS expresszgg@nifikAnsan emelkedett volt
GBM-ban 6sszehasonlitva a normal agyszovettel, zhigd a szindekan-4, tenaszcin-R and
HAS-1 mRNS expresszidja statisztikailag alacsonyaklt GBM-ban. Az aggrekan,
brevikan, laminina-1, -2, lamininf3-1, lamininy-1, matrilin-1 and -2, neurokan, neuroglikan,
szindekan-2, verzikan, kondroitinases, HAS-3, andR¥8 mRNS szintjei nem kilénbdztek

Iényegesen a normal agyszovetben és GBM-ban.
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B) Intracerebralis tidieredeti adenokarcinoma metasztazisok és normal agyszovet
Jelenésen csokkent mMRNS expressziét mértink brevikanjnianu-1, matrilin-2,
neurokan, neuroglikan-C, szindekan-2, tenaszcinddd HAS-1 esetében a tud
adenokarcinoma metasztazisban a normal agyszovstieevetve. Ezzel szemben az agrin,
fibronektin, laminin B-1, B-2 angl, perlekan, szindekan-1 and -4, CD168 and MMP-9
MRNS szintje statisztikailag magasabb volt a méatikns tumorban, a normal aygszévethez
viszonyitva. Nem volt lathaté kiulonbség az aggrekaminin a-2, -4, matrilin-1, tenaszcin-
C, verzikan, CD44, kondroitinases, HAS-2, -3, MMR4&d -8 mRNS szintjét tekintve a ké

szovettipus kozott.

C) GBM és tu@ adenokarcinoma metasztazis

A kulénb6zo eredét anaplasztikus tumorokat 6sszehasonlitva, az mRipEesszid
brevikan, matrilin-2, neurokan, neuroglikan-C, tez@n-C és R, CD44, HAS-2 és MMP-2
esetében jeleéisen magasabb volt GBM-ben mint ¢éliddenokarcinoma metasztazisban.A
szindekan-1 és szindekan-4 transzkriptumai lénysageselkedtek az adenokarcinoma agyi
attétje esetében. Nem észleltink statisztikaildgnigs kulonbségeket agrin, aggrekan,
fibronektin, laminin a-1,-2 or -4, laminin3-1, -2, laminin y-1, matrilin-1, perlekan,

szindekan-2, verzikan, CD168, kondroitinase, HA& 13, vagy MMP-8, és -9 esetében.

4. fazis
A negyedik lépésben elvégzett mérések soran @nkdls eredefi és dignitasu tumor
eremeényeit hasonlitottuk 6ssze egymassal és aumeniélis agyszovet eredményeivel (9.

tablazat).
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Eredmények a 4. fazisban

Osszehasonlitva a génexpresszidt NSCLC agyi a&e#tjéés a grade |l
asztrocitomaban a kadherin-3, kollagen type 1€HI1V, fibronektin, perlekan, szindekan-1
and -4 és a MMP-9 expresszidja volt jetey®n magasabb a metasztazisban. Ezzel szemben, a
brevikan, kadherin-2, laminin alpha-4 and beta-2atritin-2, neurokén, szindekan-3,
tenaszcin-C and -R, verzikan, HAS-2, and MMP-2 tigiinaz asztrocitomaban talaltuk
magasabbnak.

Az NSCLC agyi éattétjeiben magasabb mMRNS szinteladdltunk kadherin-3,
neurokan, szindekdn-1 és MMP-9 tekintetében, Os$veva schwannomaval, mig a
schwannomaban magasabb volt a kadherin-2, kollage&s VIII, laminin alpha-4, beta-1 és
beta-2, matrillin-2, neuroglikan-C, perlekan, sakén-3, HAS-2 és MMP-2 szintje.

Osszehasonlitva a schwannoma és az asztrocitomizkatina kollagen alpha -1,
kollagen 111, IV és VIII, fibronektin, perlekéan, nrdlin-2, szindek&n-4, laminin alpha-4, beta-
1 és beta-2 magasabbnak taléltatott schwannomainénm, a brevikan, neuroglikan-C,
tenaszcin-C és -R, neurokan és verzikan inkdblsztzazitoméban expresszalddott.

Az asztrocitoma mintak és a normal agyszodetmlok 6sszehasonlitasa feltarta,
hogy az agrin, brevikan, kadherin-2, kollagen typidl and 1V, fibronektin-1, laminin alpha-
4 és beta-2, matrillin-2, neurokan, perlekan, szikdah-3, tenaszcin-C, verzikan, HAS-2, és
MMP-2 és -9 mRNS szintjei jeledfgen magasabbak voltak az asztrocitoma mintakbarel Ez
ellentétben a szindekdn-4 és a HAS-1 mRNA szirgjgiormél agyszovetben bizonyultak
magasabbnak.

A schwannoma mintakban az agrin, a kollagen! IMIés VIII tipusok, a fibronektin,
laminin alpha-4, beta-1 és beta-2, matrillin-2,|g@edn, szindekdn-3 és -4, HAS-2 ésMMP-2

MRNS értékeit mérték magasabbnak a normal agydmweiszonyitva, mig a normal agybol
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vett mintdkban a brevikan, neurokan, neuroglikaard tenaszcin-R mRNS-ének magasabb
értékeit merték.

Az agrin, kadherin-3, a kollagen I, I, IV és Vltlpusok, a fibronektin, a laminin
beta-1 és beta-2, perlekan, szindekan-1 és -dnuatia MMP-9 mRNS szintje szignifikAnsan
magasabb volt az agyi metasztazisokban, mint a doagyszivetben. Ezzel ellentétben a
brevikan, kadherin-2, neurokén, neuroglikan-C, itat2, szindekan-3, tenaszcin-R és a

HAS-1 sokkal alacsonyabb volt a metasztazisokbamt, amnormal agyszoévetben.

41



FC FC FC FC FC FC

NRM/| P |MET/| P |MET/| P [NRM/| P |sScH/| P |NRMIS| P

MET All SCH All All CH
agrin 0.31 | 0.002| 0.88 | 0.462| 0.99 | 0.790| 0.27 | 0,001| 0.89 | 0.564| 0.30 | 0.009
brevikan 20.32| <.001| 0.01 | <.001| 13.48{ 0.534| 0.13 | 0,019 0.001 | 0.001 | 273.94 | 0.001
kadherin-2 6.29 | 0.001| 0.10 | <.001| 0.10 | 0.001| 0.60 | 0,038| 0.99 | 0.773| 0.61 | 0.386
kadherin-3 0.12 | 0.041| 7.50 | 0.027| 5.05 | 0.021| 0.91 | 0,757 | 1.48 | 0.200| 0.61 | 0.564
kollagen type | alpha-1 | 0.02 | <.001| 4.24 | 0.011| 0.76 | 0.374| 0.08 | 0,019| 5.60 | 0.004| 0.01 | 0.001
kollagen type lll alpha-1 | 0.01 | <.001| 3.18 | 0.014( 0.45 | 0.110| 0.04 | 0,004 7.02 | 0.004| 0.01 | 0.001
kollagen type IV alpha-1| 0.15 | 0.001| 2.41 | 0.027| 0.24 | 0.001| 0.36 | 0,019| 10.14| 0.001| 0.04 | 0.001
kollagen type VIIl alpha-] 0.18 | 0.007| 1.54 | 0.142| 0.14 | 0.013| 0.28 | 0,402| 11.35| 0.007| 0.02 | 0.001
neuroglikan-C 32.84| <.001| 0.02 | <.001| 0.28 | 0.006| 0.75 | 0.402| 0.08 | 0.001| 9.31 | 0.001
fibronektin 0.07 | <001| 5.10 | 0.011| 1.21 | 0.859| 0.34 | 0.019| 4.21 | 0.001| 0.08 | 0.001
hialuronan-synthase-1 22.12| <.001| 1.23 | 0.462| 0.18 | 0.165]| 27.18| <.001| 6.97 | 0.439| 3.90 | 0.440
hialuronan-synthase-2 | 0.33 | 0.806| 0.45 | 0.003| 0.67 | 0.016| 0.15 | 0.002| 0.68 | 0.149| 0.22 | 0.005
perlekan 0.10 | <.001| 2.63 | 0.004| 0.06 | <.001| 0.26 | 0.002| 45.58| 0.001| 0.01 | 0.001
laminin alpha-4 0.76 | 0.683| 0.36 | 0.009| 0.07 | <.001| 0.27 | 0.004| 5.34 | 0.001| 0.05 | 0.001
laminin beta-1 0.32 | 0.018| 1.09 | 0.744| 0.06 | <.001| 0.35 | 0.202| 19.21| 0.001| 0.02 | 0.001
laminin beta-2 0.50 | 0.018| 0.59 | 0.022| 0.16 | <.001| 0.29 | 0.001| 3.68 | 0.001| 0.08 | 0.001
matrillin-2 4.31 | 0.001| 0.08 | <.001| 0.01 | <.001| 0.36 | 0.003| 7.05 | 0.001| 0.05 | 0.001
g‘amx'meta”"pmtei”ase 0.58 | 0.121| 0.47 | 0.041| 0.12 | 0.003| 0.27 | 0.004| 4.04 | 0.054| 0.07 | 0.003
g‘amx'meta”"prmei”ase 0.09 | 0.001| 6.68 | 0.002| 12.30| 0.004| 0.58 | 0.965| 0.54 | 0.501| 1.08 | 0.630
neurokan 17.89| <.001| 0.03 | <.001| 24.99| 0.010| 0.59 | 0.038| 0.00 | 0.001| 447.06 | 0.001
szindekan-1 0.02 | <.001| 80.73| <.001 | 40.51| <.001| 1.35 | 0.627| 1.99 | 0.923| 0.68 | 0.773
szindekan-3 2.16 | 0.018| 0.19 | 0.001| 0.12 | 0.001| 0.41 | 0.009| 1.62 | 0.630| 0.25 | 0.004
szindekan-4 0.33 | 0.018| 5.32 | 0.001| 1.36 | 0.859| 1.78 | 0.047| 3.91 | 0.001| 0.45 | 0.004
tenaszcin-C 2.11 | 0.327| 0.27 | 0.006| 3.00 | 0.155| 0.57 | 0.005| 0.09 | 0.001| 6.35 | 0.847
tenaszcin-R 12.16| <.001| 0.04 | <.001| 59.44| 0.159| 0.48 | 0.233| 0.00 | 0.001| 723.00 | 0.001
verzikan 1.67 | 0.568| 0.11 | 0.027| 0.51 | 0.534| 0.18 | 0.024| 0.22 | 0.027| 0.84 | 0.564

9. tablazat. 26, az invazioval 6sszefiggCM molekula mMRNS szintjének dsszehasonlitdsa
normal agysztvetben (NRM), NSCLC kdzponti idegreredsmetasztaziséban (MET), grade

Il asztrocitomaban és schwannomaban (SCH). (FQd=clmange, P = p value).
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4.2. Immunhisztokémiai eredmények

1. fazis

Az els) fazisban nem végeztink immunhisztokémiai vizsg#kst

2. fazis

Ot molekula esetében (neurokan, verzikan, szindekatrix-metalloproteinaz-2 és 9)
vizsgaltuk az immunhisztokémiai reakcio intenzitaga immunhisztokémiai vizsgélatok
soran a neurokan, a verzikdn és a MMP-2 esetébajioblasztomiban az Aattéti

daganathoz képest egyértélen magasabb értékeket allapitottunk meg. A szindékéaz

MMP-9 az adenokarcinoméban mutatott intenzivebtédeési reakciot (4. abra).

4
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2 oMET

m GBM
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neurokan szindekan verzikan MMP-2 MMP-9

4. dbra. Immunhisztokémiai reakciok szemi-kvartitaredménye glioblasztémaban ésétid
adenokarcinoma agyi attétében. Minden metszetemnmhakilonbds tertleten 0-4-ig

osztalyoztuk a feétlési intenzitast, majd eredményeinket atlagolvatjuhk a végleges
értékekhez.
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3. fazis

A harmadik fazisban glioblasztoma, adenokarcinomtét aés peritumoralis
agyszovetmintdkon végeztink immunhisztokémiai &stés Osszehasonlitd elemzést 7
molekulara vonatkozéan: agrin, hialuronan, neurglsaimdekan, verzikan, MMP-2 és 9. Az
immunhisztokémiai és HA hisztokémiai reakciokat. a@alran foglaltuk dssze. A morfoldgiai
értékelésnek megfetidn az immunreaktivitas a legkifejezettebb az agmeurokan,
szindekan, és verzikan esetében a sejtmembran@z éxtracellularis térben volt, mig a
MMP-k erés immunoreaktivitast mutattak a sejtmembranon tadallularisan. A legésebb
immunfestdés az agrin, szindekan és MMP-9 esetében & téidenokarcinoma
metasztazisban volt megfigyelietmig a MMP-2, neurokdn és hialuronan a legmagasabb
értékeket GBM mintakban mutatta. A tumor markerek & Ki-67 fesidési intenzitdsa

megfelelt a kdrszovettani diagnézisnak.
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5. dbra.A négy PG két MMP hialuronsav glioblasztémaban (GBiktracerebralis tidl
adenokarcinoma metasztazisban (Met) és normal aggsgzen (Norm). A reakciokat 1-5-ig
felallitott score szerint harom kulonkibregioban hataroztuk meg. Az egyes régiokbdl nyert
scoreokat aztan 6sszegeztik altaldnos 6sszehasorédijabai.
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4. fazis

A vizsgalatunk utolsé fazisaban 4 kulonb&zovettani csoportban (asztrocitoma grade
Il, adenokarcinoma agyi attéte, schwannoma ésupeoitalis agyszévet) végeztink IHC
festést 4 molekula esetében: brevikan, neurokédasgein-C és verzikan.

A brevikan, neurokan, tenaszcin-C és a verzikan unmeaktivitasa a legintenzivebb
volt a sejtmembranon és az extracellularis térb&nlegintenzivebb fegtdést minden
molekula esetében az asztrocitoma szovetekbenltékzl& normal agyszovetben kevésbé
kifejezett immunfesidést taldltak neurokan, tenaszcin-C és verzikatélese, a schwannoma
mintak pedig gyengébb immunfédést mutattak brevikan és neurokan tekintetében. A
metasztatikus szOvetek mutatték a a leghalvanyablunfestdést verzikanra. A tenaszcin-C
festbdés nagyon gyenge volt mind a schwannomaban, mB@LU<-ben. A tumormarkerek

és a Ki-67 fedtdési intenzitasa 6sszhangban allt a hisztologajdiissal.
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5. MEGBESZELES

5.1. Az ECM szerepe daganatokban, kulonos tekintedt a tidérakra .

Tobb prébéalkozéas tortént mar azzal a céllafjyhe daganatok egyes tulajdonsagait az

ECM 0dsszetételével, annak valtozasaival 6sszefiigghezzak. Néhany ECM Osszedirgk

az invazivitdssal kapcsolatos szeréparar szulettek megfigyelések (10. tablazat).

AGRIN BREVIKAN KADHERIN-2 | KADHERIN-3 FIBRONEKTIN | MATRILIN-2
NEUROKAN | NEUROGLIKAN-C | PERLEKAN | SZINDEKAN-1 SZINDEKN-3 | SZINDEKAN-4
TENASZCIN-C | TENASZCIN-R VERZIKAN KOLLAGEN-I. KOLLAGEN-IIl. | KOLLAGEN-IV.
MATRIX
HIALURONAN
KOLLAGEN- | METALLO- LAMININ-
MMP-9 SYNTHETASE-1 | HAS-2
VI PROTEINASE-2 ALPHA4
(HAS-1)
(MMP-2)
LAMININ-
LAMININ-BETAL
BETA2

10. tédbldzat. ECM molekuldk, melyékmar leirtak, hogy szerepet jatszhatnak az inveEv
folyamataban (42).

Nincs biztos végleges kovetkeztetés abban antétken, hogy mely ECM

0sszetegk pontosan milyen modon fetedek a tumorok invazivitdsaért (az altalunk vizsgalt

tumorok kozll ez déBen az asztrocitoma esetében fontos), illetve malekulak hozhatok

Osszefluiggésbe a kerihglaganatsejt megtapadasaval egy adott terileten datiidbrak

attétek kialakuldsa szempontjadbdl fontos). Nyihaldy hogy a keringy tumorsejt helyszinen

termelt, esetleg magaval vitt ECM komponensei kalatisa I1épnek a befogadd szovet

extracellularis matrixaval, s ottéd el, hogy a ,vandor” tumorsejt képes lesz-e a

megtapadasra, s ha igen, képes lesz-e ugyanogralasira, majd kébb a kolonizaciéra? Az
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altalunk vizsgalt két malignus tumortipus ébla szempontbdl két végpontot képvisel: az
asztrocitoma metasztazist nem ad, de rendkividiziwtasaval hivja fel magara a figyelmet,

a pulmondlis adenokarcinoma pedig kénnyen, gyonsatasztatizal — nemcsak az agyba, de
oda kiléntésen gyakran — ellenben a metasztazis giapedas helyén az agyallomanyban
csak csekély invazidés készséget mutat, eltérverebeen csupan az asztrocitomatol, de a
primer adenokarcinométol is. Mindezen jelenségeditgklents részben az ECM szerkezete

és mikddése rejtheti.

A tumor-eltavolitas kiterjedése hatarozza meg akotmmapia hatékonysagat. Ez
kuléndsen igaz a primer agytumorokra, ahol a pexitélis invazié rendszerint lehetetlenné
teszi a radikalis reszekciot. A peritumordlis imfitiét nemcsak a malignus gliomakban,
hanem az alacsony gradusu tumorokban, igy a ltugka asztrocitomakban is megfigyelték
(43, 44). Ezzel szemben a NSCLC agyi metasztazisak mérsékelten invazivak, igy a

radikalis kiirtdsuk altalaban rutin idegsebészetimatkozas (45, 46, 47).

A kilénb6z tumorok minden egyes ECM alkotdja megtalalhatér@dalomban, de a
molekuldk széles spektrumanak egyidelemzése egyetlen jelletjelenség alapjan, mint az
agytumorok invazivitasa, eddig még nem latott nidygat. A tanulmany célja disorban a
kulonbo® eredefi agytumorok invazidéval Osszefiiggésbe hozhaté mbdekexpresszios
mintdzatanak meghatarozdsa és 0sszehasonlitisa Ma#iodsorban pedig azonositani
kivantuk azokat a molekulakat, amelyek édlegesen felések a grade Il asztrocitoma
peritumoralis invazivitdsaért. Mivel a tumorinvaziagyban fligg a meglelésen nagyszamu
ECM komponens és a tumorsejtek kdzotti interakdilhknegvizsgaltuk egy kivalasztott 96
tagl ECM-alkot6 csoport molekuléit, melyékkordbban mér igazolddott, hogy aktivan részt

vesznek a peritumordlis infiltracioban. Azoeétes mérések sordn ezékla molekuldkbol
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célzott vizsgélatokkal az intrakranidlis daganaagjetlemz molekuldk korét, az unnvazids
panelt hataroztuk meg (1. fazis), és tovabbi mMRNS expiéssméréseinkhez a kilonkitz

daganatok dsszehasonlitdsakor mér ennek a paretagjait vizsgaltuk.

5.2. Az invazibs panel vizsgélata tligtak agyi metasztazisaban és glioblasztoméban

A tldokarcinoma agyi attétei és a glioblasztbma Osszetiédsakor (2-3. fazis)
O0sszesen 30 ECM-komponens génexpresszidjat hatkramg, hogy az eltérinvazivitas
molekularis hatteréhez kdzelebb keruljunk. 21 ECdinkonens, hét proteaz, a hialuronsav
membran-receptor (CD44) és a CD168 esetében védektiantitativ RT-PCR-t. Az mRNS
analizis eredményei alapjan a fentiek kodzul hétekdh (agrin, neurokan, szindekan,
verzikan, MMP-2 MMP-9 és a hialuronsav) immunhis&miai festdését is vizsgaltuk.

Korabbi tanulmanyok pozitiv korrelaciot irtak legiioma invazidés készsége és a
brevikan (48, 49), a fibronektin (50, 51) a lamiig2, 53) a szindekan (54), a tenaszcin —-C
(55, 56), a verzikan (57), az MMP-9 (58, 59), aluransav (60) és a CD44 (61, 62, 63)
expresszidja kozott. A mi méréseink az irodalombedzolt eredményeket részben
megebsitették, részben kiegészitették, amennyiben j&dekidlonbséget észleltiink a normal
agy és a GBM kozott a fibronektin, laminial, perlekan, szindekéan-1, -4, tenaszcin-C, -R,
CD44, CD168, HAS-1, -2, és MMP-2 és -9 mRNS prafigkintetében.

Nincs kielégiy adat az irodalomban asztrocitomak esetében azeldymol,
matrilinrél, perlekanrol, neuroglikdn-Gst, neurokéanrol, CD168-r6l vagy a kondroitindzrol.
Megfigyelésiink szerint azonban a CD-168 és a pimlekRNS expresszidja szignifikdnsan
magasabb a glioblasztbmaban a normal agyszovetmmzsk mig a tobbi tekintetében nem

volt nyilvanvalo kilonbség a kétkdzott.
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ECM komponenseket és invazioval 6sszefiiggolekuldkat vizsgaltdk mar nem-
kissejtes horgrak néhany esetében is. A bronchialis adenokarciham a hialuronsav (64),
fibronektin (65, 66), laminin (67, 68), verzikan 96 MMP-9 (70) és a CD44 (71)
szignifikansan magasabb expresszidjat észleltéy,arperlekén, tenaszcin-C és a szindekan
nem korreldlt a tumorndvekedéssel (72, 73, 74).cdialyan adat sem, mely egyértélm
Osszefliggést mutatna az agrin, brevikdn, matriieuroglikan-C, neurokan, CD168,
kondroitinaz, HAS és a tidderedeii adenokarcinoma viselkedése kozott. Sajat méréseink
soran Osszehasonlitva az intracerebraliss tadenokarcinoma metasztazisokat a normal
agyszovettel, a vizsgalt 30 molekula kozul 18 dmriéjelens kulonbségeket észleltiink.
Néhany molekula az eredeti szovetre jellér{. a brevikan, neurokan, a neuroglikan C az
agyszovetmintdkban), mig masok valogi#g a peritumoralis invazidban jatszanak fontos
szerepet (fibronektin, szindekan-1, 4, CD-168 ésM8). Az agrin, laminin 3-1, 3-2; 1 és
a perlekdn intracerebdlis iid adenokarcinoma metasztazisban megndvekedett
expresszidjanak magyarazatahoz még tovabbi kutatasan szikség.

Eredményeink szerint 11 molekula mRNS expressapjgnifikansan kilonbozoétt a
GBM és az adenokarcinoma metasztazisok kozott. IMivierevikan, matrilin-2, neurokan,
neuroglikan-C és a tenaszcin-R magasabb mRNS egidesmutatott mind a normal
agyszovetben, mind pedig a GBM-ban a metasztatibiomrokhoz viszonyitva, ezeket a
molekuldkat a gliaszovetre specifikus molekuldknekinthetjik. Masrészt a tenaszcin-C,
CD44, HAS-1 és a MMP-2 mRNS expresszidja a metassttdz hasonlitva csak a GBM-ban
volt emelkedett. Ezekib az eredményekih arra kdvetkeztetlink, hogy azbbi, GBM-ben és
normal agyszévetben egyarant magasabb szintet dnut@lekuldk a primer agydaganat és a
peritumoralis agyallomany nagyfokd hasonl6sagatimémyezi, igy a GBM tumorsejtjei
“otthonosan érezve” magukat a korn§egyallomanyban, azt mélyen infiltralni képesek. A

tobbi szovetmintahoz képest a GBM-ben észlelt negasexpressziét mutatd molekulak
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pedig valoszitileg a tumor invazidjdhoz sziikséges és admekditd komponensként
szerepelnek.

Végul méréseink szerint a tiicadenokarcinoma agyi metasztazisaban magas volt a
szindekan-1 és -4 expresszidja, de ez ugy latszk;idegen” koérnyezetben elégtelennek
bizonyul a peritumordlis agyszovetbe tofiénvazidhoz. Ebbl az a kovetkeztetés whet
le, hogy a szindekan-1 és -4 intracerebralis pmdnalis invazioban jeleis szerepet

valosziriileg nem jatszik.

Az mMRNS expresszié és az immunhisztokémiai ereglkn@sgzehasonlitasa

Az mRNS-expressziés eredmeények poszt-transzlaciistiis manifesztalodasanak
meghatarozasdhoz valamint morfologiai informacidége céljdbdl immunhisztokémiai
analizist végeztink hét molekula esetébenl (agreurokan, szindekan, verzikan, matrix
metalloproteinaz 2 [MMP-2], MMP-9, és hialuronsav).

A harom szdvetminta-csoport immunfédési intenzitasaban megtékilonbségek jol
korrelaltak a verzikan, agrin, szindekan és a MMRARNS-expresszibjaban észlelt
eltérésekkel. Az immunhisztokémiai analizis soram agrin, a szindekan és a MMP-9
predominansnak bizonyult a hérgredeit adenokarcinomaban, mig a MMP-2, a neurokan és
a hialuronsav a legésebb immunfe$tdést a GBM-ban mutatta.

Erdekességképpen, a legmebb agrin festési intenzitast és mRNS expressziot a
metasztazis csoportban mértiik. Az agrin fontos lamepse a vér-agy-gatnak (75, 76) de
jelentbségét és szerepét a az intracerebrali§ difbnokarcinoma metasztazisokban még nem
tisztaztak.

Az MMP-9 a legefsebb immunfegdési intenzitast a tiédd adenokarcinoma
metasztazisaiban mutatta, de a légebb mMRNS expressziot a GBM csoportban mértiuk. Bar

a legmagasabb neurokan mMRNS-expressziét normal zéwgtben talaltuk, de az
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immunhisztokémia a tumorokban mutatott kisseé emettefstdési intenzitdst. Ezek az
eltérések valGszitleg poszt-transzkripcios eseményekhez kéthés pontos tisztazasukhoz
tovabbi vizsgalatok szikségesek.

A hialuronsav leginkabb GBM-ban volt jelen. Mivekceptordnak, a CD44—nek
ugyancsak magasabb mMRNS expresszidjat mértik, addtal szereplk az invazio

folyamatdban megésithe®.

Konklazidk a 2. és 3. fazisban elvégzett mérésgldal (metasztazigersusglioblasztéma)

A 30 invaziéval osszefligg molekula mMRNS expresszidjanak GBM-ben, normal
agyszovetben és intracerebrélis adenokarcinomasatiétasban torténosszehasonlitasaval
sikerilt néhdny olyan molekulat azonositani, melyakoszirileg részt vesznek a GBM
extrém magas invazios aktivitasaban. Vizsgalataigeint a tenaszcin-C, CD44, és MMP-2
latszanak a leginkdbb érintettnek a GBM peritunisriaffiltracidjdban, de a fibronektin és a
szindekanok korabbi kozleményekben felvetett pozeizerepét a kulonbézinfiltracidés
aktivitas tekintetében nem tudtuk meggteni. Az eddig kdzolt adatokhoz tovabbi Uj
eredményként hozzajarulva a brevikdn, neurokan, rogéikan-C és a matrilin-2

glioblasztomak invazivitdsaban betoltott lehetségesepét tudtuk igazolni.

5.3. Az invaziés panel vizsgdlata tlgtak agyi metasztazisdban, alacsony gradusu

asztrocitoméaban és schwannoméban

A 4. fazisban az invazios panel génexpresszidjfiitrativ szemibenignus grade |l
asztrocitoma, non-infiltrativ és benignus schwanadi a non-infiltrativ, de malignus nem
kissejtes tidkarcinoma (NSCLC) agyi metasztazisabol szarmazéesmontakon vizsgaltuk.

A 26 invaziéval osszefuggmolekula mMRNS expresszidjanak meghatarozasavagses
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csoportokra jellemz expresszids mintazatot sikerult alkotni. Clustealeis Utjan vizsgaltuk
ezeknél a molekulakndl az expresszidos mintazatbaivietkezett valtozasok jelledhxoltat

(6. &bra). E statisztikai teszt altal vilagosan Wtathatd, hogy minden egyes szévetcsoportnak
megvan a maga jellegzetes invazios molekula mita&dgavazioés spektrun), ami arra utal,
hogy ennek a 26 molekulanak az mMRNS expressziogpaita az illét tumorszovetre ésen
jellemz. A brevikan, neurokan, neuroglikdn, tenaszcinzikén és a MMP-2 a normal
agyszovetre és a grade Il asztrocitomara voltalenebek, mig a schwannoma és az
adenokarcinoma extracellularis métrixa di@m kollagéneket, fibronektint, szindekanokat,
laminineket és kadherineket tartalmazott. Ezek liegeetes invazidos spektrumok jeléat
mennyisé§ kotoszovetes allomanyra utalnak a schwannoméban édasatézisban, mig a
gliomas szdvetekben a sajat jelléh@AG-ok és proteoglikdnok jelennek meg. A megp
nagyfokd hasonl6sag a grade Il asztrocitoma ésrmalaagy ko6zott magyarazatul szolgal a
kilénbség az adenokarcinoma és a normal agy invd&péktruma kozott segit megérteni a

csokkent peritumoralis infiltracidét a metasztazstében.
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6.4bra. Hierarchikus klaszterezés komplett kapsagit elemzéssel Pearson korrelaciot
alkalmazva az mRNS expresszids mintazat specdimiiak tesztelésére 26 invazioval
Osszefug§ ECM molekula esetén normal agyszowetb(NORM), ll-es gradusu
asztrocitomabol (A 1), intracerebralis adenokaotima metasztazisbél (MET) és
schwannomabdl (SCH) szarmazé mintaknal.A kék-spnges szinkddok a génexpresszid
fokozodasat jelzik.

Azon célbol, hogy azonositsuk a molekulakat, antelge grade 1l asztrocitoma
invazivitasaért leginkabb  feltsdek lehetnek, a génexpresszios eredményeket
0sszehasonlitottuk a tébbi, nem-invaziv tumorésah @ormal agyszovettel. Az asztrocitoma
mintakat ebszor a metasztazis mintakkal vetettik dssze, mklgoean azonositottunk 13
molekulat, amelyek expresszidja jelé&sgn magasabb volt az asztrocitomaban (9. tablazat).
Ennek a 13 molekulanak az mRNS expresszios szatj)ém-invaziv schwannoma mintakkal
egybevetve 8 olyan molekulat talaltunk, melyek espeidja schwannomaban is emelkedett

volt a metasztazishoz képest (kadherin-2, neuragh®, laminin alfa-4, laminin béta -2,
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matrillin -2, szindekan -3, HAS-2 és MMP-2). Eblarra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy
mivel a schwannoma egyaltalan nem mutat invaziajdohsagokat, ezért ezeknek a
molekuldknak a magas expresszidja nem jar feltigtldokozott invazivitdssal. Az is
igazolodott, hogy ennek a 8 molekuldnak az expi@ssza metasztdzisban és a
schwannomaban is jeléisen kilénb6zott, de egyik tumor sem infiltrativaivd) ezért ennek

a 8 molekulanak az expresszidja esetében tapakitaitbség oka valésaiteg a kilénboé
fejlédéstani eredet, és feltételezlat nem fliggenek 6ssze az invaziv fenotipussakibtte
tehat el a 8 molekulatdl, a maradék 18 molekula mMRNS esgmi®jat schwannoma és
asztrocitoma mintdkban egybevetve arra az eredreéiqytottunk, hogy 6t molekula
(brevikadn, neurokén, tenaszcin-C, tenaszcin R égikém) expresszidja asztrocitomaban
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult. Végezetil a&zt 6t molekulat teszteltiik Gjbol
asztrocitomaban és normal agyszovetben: a tenaRzciekintetében statisztikailag
igazolhatd, szamottéveltérést nem talaltunk, azonban a tébbi négy nutdekbrevikan,
neurokan, tenscin-C, verzikan) szintje jetesgin magasabbnak bizonyult az asztrocitomaban
(7. &bra). Az asztrocitoma mintak kiulénBoexpressziot mutattak a normal agyszovettel
0sszehasonlitva tovabbi tizenhat molekulandl, dekea molekulak a nem-invaziv
daganatokban is eltérést mutattak, igy az analeais bizonyitott pozitiv korrelaciot ezekben
az esetekben az emelkedett génexpresszié és alvinsgor invazios potenciélja kdzott.
Emellett az mRNS expresszidé az emlitett négy mddeksetében nem volt szignifikansan
magasabb shcwannomdaban vagy metasztazisban, smaziéiva a normal agyszovettel, ami
az asztrocitoma peritumoralis invaziéjaban jatsagyedi szerepliket tamasztja ismételten

ala.
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7. abra. Brevikan, neurokan, tenaszcin-C és vemzik®®RNS expresszidjanak statisztikai
analizise ép agyszévetben (NORM), dlmtlenokarcinoma intracerebralis metasztazisaban
(MET), schwannomaban (SCH) és grade Il asztrocibandAll).

E négy molekuldt mar korabban is 6sszefliggésbeakaztperitumordlis invazioval. Az

agyspecifikus BEHAB/brevikan proteoglikan upregidg és hasitasa bizonyitottan segiti a

V4

proliferacidja és vandorlasa soran, ideértve a @ntipidegrendszer korai féllését és a

malignus gliomat is (81, 82, 83, 84). Molekularizinten a brevikan segiti az EGFR

V4

termebdését és a fibronektin mikrofibrillumoknak a sdgi#nen valdo akkumulécidjat.

Tovabba a brevikan N-terminalis hasitasi termékehat nem az egész protein — kapcsolodik

fibronektinhezt sejtkultirakban és a glioma mintkb
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A neurokan adbb agyi kondroitinszulfat proteoglikanok egyike saiterakciéba |ép
a heperanszulfat proteoglikanokkal (HSPG-k), ugymairszindekan 3-mal és a glipikan 1-
gyel, és vélhéleg a sejtadhéziot és a migraciét modulalja. (85, &7). A neurokan C-
terminalis fragmentie — de az N-termindlis fragmemtm - jelerisen noveli a
neuritnévekedési aranyt a sejtkultirakban. A HSP @it a szindekan -3 és a glipikan -1
sejtfelszini receptorul szolgalnak a neurokan szanmés az ezen HSPG-k és a neurokan C-
terminalis domainje kdzotti interakciok segitik eunitok ndévekedeését.

A hexamer ECM glikoprotein tenaszcin atmenetilegpresszalodik tébb fejto
szervben, és gyakran re-expresszalddik tumorokbdelen van a kdzponti és a periférias
idegrendszerben éppugy, mint a simaizmokban ésakban (88, 89, 90). A tenaszcin EGF-
szefi domaineket tartalmaz és fibronektin-dzésmétbdé szekvenciakat, mely 6sszefiigg
novekedést serkahtulajdonsagaval. Sok sejttipusban van ezen kimtihdheziv hatasa is
(91) A tenaszcin-C-tin vitro ésin vivo eredmények alapjan is dsszefliggésbe hoztak az
asztrocitoma agresszivitasaval és invaziokészseg®Z 93). A tenaszcin-C tehat egy
fuggetlen prognosztikus indikator: expressziojeofoit grade Il asztrocitomaban és a pozitiv
tenaszcin-C expresszié a recidiva nagyobb veszély@v egyitt. A schwannomaban a
tumorsejtek tenaszcin-C negativak, mig a tumordkb tiint felében az erek és a regredialt
tumor tertletei tenaszcin-C pozitivak. Metasztatikumorokban a tumorsejtek tenaszcin-C
negativak: néhany érfal tenaszcin-C pozitiv, ami szgallja, hogy a tenaszcin-C az
angiogenezis folyamataban is részt vesz (94). AMHi(Drotikus elvatozasokban gazdag
fokalis teriletei a tenaszcin-C-re immunhisztokénpiazitivitast mutatnak. A legallandobb
tenaszcin-C immunpozitivitast a nagy malignitasiytagnorok fibrotikus stromajaban,
valamint a tumor széli részein, kilondsen a higidgrasztrocitomaban detektaltak (95, 96,

97).
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A verzikan egy olyan hialurontartalmu proteoglikamely mind a tumor stromajaban,
mind pedig a tumorsejtekben felhalmozodik (98, 1@6yerzikan részt vesz a sejtadhézidban,
migrécibban és az angiogenezisben, mely folyamatak invazibban és a
metasztazisképrésben egyarant megfigyeltiet(99, 100). A verzikan egyike @&ldb ECM
proteineknek az agyban. Az ECM molekuldk és hasitisékeik dorien szabélyozzak a
neuritok noévekedését és elagazdédasaik kialakul&szd#ltal modulalva az ideghaldézatok
kialakuldséat (101, 102). A peptid fragmentek, reklg verzikan C-terminuséat hordozzak (G3
domain) jelen vannak a human asztrocitomdban. Aiké&m G3 domain reguldlja az
idegsejtek kapcsoldodasat, a neuritok ndvekedésat €gnaptikus funkciot a hippocampus
neuronjaiban EGFR—-dependens és —independens satgnahlakon keresztil. A G3 domain
ezen kivll serkenti a dendritikus nyulvdnyokatAsverzikdn G3 expresszidja asztrocitoma
sejtekben segiti a kolonia ndvekedését, a tumokwildst és az érképzést. A G3 tartalmu
kozeg serkenti az endotelialis sejtadhéziot, madidiot és migraciot (103, 104, 105). Adser
stromalis verzikan fe&tlés rossz tulélési mutatokkatligease-free survival gyakoribb
recidivaval és érehaladottabb betegséggel fligg 6ssze. Az adenakanéban az ésebb
stromalis verzikdn fe8tlés ugyancsak gyakoribb recidivaval, 6rehaladottabb
tumorstadiummal és nyirokcsomé-metasztazisokkalkdlr(106).

Az immunhisztokémiai eredmények meggtették, hogy a brevikan, a neurokan, a
tenaszcin-C és a verzikan nagy mennyiségben van ggdztrocitomaban. Ezek a proteinek
normal agyszoévetben iséébrdulnak, de csekély mennyiségben taladlhatok soemaban és
a metasztatikus szovetekben, ami nem tette de@ethogy e szOvetek tekintetében is
statisztikai 6sszehasonlitast végezzlnk.

Az inoperabilisnak tekintett, attétetida szolid tumorok esetében alkalmazott,
hagyomanyos nem-sebészi eljarasok — a kemoterdpa stigarterapia — korlatai ma mar

vildgosan lathatdk. Ezen eljarasok — bar tumorektigitasuk még némileg novelléet az ép
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testi sejtekre, szOvetekre is hatnak, ami alkalmtizidozisukat limitalja, a kurativ hatas
elérését pedig — legalabbis &idk esetében — gyakorlatilag lehetetlenné tesznn¥,
lesznek is még a jdben a mainal hatdsosabb sejtmérgek, a céltérfaipnt pemérését
lehetivé tewb sugarterapids eszkdzok, de nem kétséges, hogyhka ggdgyeredmények
érdekében Uj utakon kell a daganatterapiabannduhunk.

Napjainkban egyre nagyobb szerepet kapnaisszindulatl tumorok kezelésében az
ugynevezett biolégiai valaszmoédosité anyagok. Olyerekuldk ezek, melyeket nem mint a
sejtet megd@ mérgeket fejlesztettek ki, hanem a daganat élet@bekedésébe, terjedésébe
avatkoznak bele olyan mddon, hogy a gazdaszentakdését seqitik, a daganatbetegség
eléretorését pedig gatoljak. Toébb daganat esetébemdmmkat, szintetikus hormons#er
anyagokat vagy éppen hormonok, hormonreceptorodniekellenanyagokat alkalmaznak
immar sikerrel. A tudrak szempontjabdl ez kevéshbé latszik perspektivikhstiségnek, bar
egyes receptorok (pl. EGFR) jelenléte a raksejedbzfnén tdbb 0 gydgyszer kifejlesztésére
inspiralta eddig is a gyogyszeripart. Hasonléképpeedményesnekiing probalkozas az
angiogenezis-gatlé gyogyszerek bevetése. Mindegérhéiségekkel egyltt a tiddak agy
latszik .feladja a leckét”, ha potencialisadtiek is a tulélési esélyek, ezek szamaditev
javulast a nemzetkozi statisztikak szerint eddig teztak. Ennek egyik oka mindenképpen a
tudoradk rendkivil efs attétképzeési hajlama. A korai attétképzés matilanak a radikalis
mitét esélyei, mas kurativ célu standard eljarasgpgelenleg nincs. llyen koérilmények
kozott felértékaldik minden olyan Uj eredmény, eljaras és gyogysamely a metasztazisok

képdését, fejpdését gatolni képes.

5.4.Uj eredmények

1.Az ECM molekuldi kozil az irodalom attekintése utédsszevalogatott 96 molekula

expresszidjat meghatéroztuk kilonboznvazios potencialt mutatdé intracerebralis
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daganatokban, és eredményeink alapjan létrehozégiykinvazios panelt. Az invaziés
panel tartalmazza azokat az invazivitdsban szejémté ECM komponenseket, melyek
eltér expresszidja Osszefliggésbe hozhatdé d@rélkd agyi attéte és a gliomak etiér
invazivitasaval.

2.Az invazios panel négy kulonb&zereded intrakranialis daganatban és nem-tumoros
agyszovetben tortén meghatarozdsaval az egyes szovettani diagnézisekegzetes
invazids spektrumokat azonositani tudtuk. Az ingdm@pektrum az egyes daganatokra igen
nagyfoku specificitast mutat, igazolva ezzel azamwért felebs ECM komponensek
expresszidjanak daganatspecifikus jellegét.

3.Vizsgélataink soran négy olyan molekulat tudtunloremsitani (brevikan, neurokan,
tenaszcin-C és verzikan), melyek a dfak intracerebralis attéte és a gliomak kozotti
jelensen kulonb6& peritumordlis invazidjaért leginkabb faleek és az antiinvaziv

onkotergpiahoz a j@ben targetként szolgalhatnak.
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6. OSSZEFOGLALAS

Jelen munkankban egy olyan (] laksgigre kivantunk ravilagitani, mellyel az attétek
kialakulasa és novekedése adgben gatolhaté lenne. Mivel sok molekularél isméagy
részt vesz az attétképzésben és a tumorinvazidlesn, konnyi targetet valasztani az anti-
invazios terapia szaméara. A mi 6sszehasonlitasomgtyet a kulonbdz ECM molekuldk
expresszids mintaival végeztink, segithetik#eni a lehetséges célmolekulak szamat. Az
altalunk vizsgalt ECM molekulak kilonb&z mintazatot mutattak a gliomdk és az
adenokarcinoma attétek esetében. Feléeimetaz egyes primer tumorokra jellainzde
egymastol kulonbdz molekularis 0Osszetétel lelésEget teremt a tumorok szelektiv
.Célbavételére”. Az els lépés az ECM invazioért feted molekuldi expresszidjanak
meghatarozasa a kiulénkbdintracerebralis daganatokban. Az igen nagyszamékula kdzul
ezaltal kisArheth az a néhany potencialis molekula, melyek tovabiasgalataval az
onkoterdpidhoz konkrétan hasznosithaté targetmidkekidentifikalhatok. Vizsgalataink
soran abszoér 96 ECM komponens mMRNS expresszids szintjéttikémeg, majd
eredmeényeink alapjan meghataroztuk a tovabbi asaiZrdemes molekuldk csoportjat, és
belblik un.invazios panet képeztink. Ezzel a fenti célon tdl azt is elértibgy az invazios
panelt alkoté molekulak mRNS-szintjéibdaganatspecifikugnvazios spektrunot lehetett
képezni, mely a cluster analizis szerint az altakinsgalt 4 kildnbdi daganattipusra is igen
nagymértéld specificitast mutat Ezaltal igazolni tudtuk, hogykilénb6sd daganatok eltér
invizivitdsaért valdban az ECM-komponensek jol negtozhatd molekulacsoportja féisl

Tovabbi méréseink soran a kulonBoereded intracerebralis tumorok invazios
spektrumanak elemzésével 4 olyan molekulétténk ki, mely a gliomak és a téidhk agyi
metasztazisanak eltémfiltracios aktivitasdért konkrétan fetsinek mondhato. A statisztikai
analizis alapjan megallapithato, hogy a brevik&@urokan, tenaszcin-C és verzikan tehat a

jovében az antiinvaziv terapiahoz targetként felhasetél
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SUMMARY

Effectiveness of therapy in case of malignant oerabral tumors depends mainly on the
invasive behavior of the tumor. In recent work wed to find new perspectives in inhibition
of tumor metastases development and invasion.

We compared the molecular composition of exthalee matrix of different tissues
like normal brain, glioblastoma, astrocytoma gratle and intracerebral pulmonary
adenocarcinoma metastasis. For these purposes firesbn tissue samples were used
collected by routine clinical neurosurgical procexuat the Department of Neurolsurgery,
University of Debrecen.

For determination of the mRNA expression of theagion-related extracellular matrix
proteins quantitative reverse transcriptase polgserchain reaction (QRT-PCR) was used.
Then immunohistochemical staining was performed E@M molecules found to be in
connection with invasion processes in the peritaniorain.

The trial was made in four phases. At the firstqgh@6 molecules reported in the
literature as possibly active agents in tumor ghoatd metastatization were investigated in
glioblastoma and lung adenocarcinoma brain metestdfie mostly differ 30 molecules were
selected and named ,invasion panel”. In the segirase we checked the invasion panel in
further glioblastoma and intracerebral metastasespkes of pulmonary adenocarcinoma. In
the third phase our examinations were extendedmmal brain tissue and in the fourth phase
we analyzed four different histological tissue typas well as normal brain, schwannoma,
astrocytoma grade Il, and intracerebral adenocamtanmetastasis.

The mRNA-levels of invasion panel molecules weralyred by cluster analysis that
proved tumor specific expression pattern of thecet molecules. We named this ,invasion
spectrum”.

Our observations partially concerned, partialpmpleted the results reported
preliminarily in the literature. New results:

1) An , invasion panel” was identified, consistiffCM components probably
responsible for peritumoral invasion.

2.) Definite differences could be established rdmay the expression pattern of the
invasion panel in cases of distinct tumor typesis ®pecific expression panel is named as
.invasion spectrum” characterizing tissues of d#éf# histological types.

3.) Four molecules (brevican, neurocan, tenascian@ versican) were identified
which are probably responsible for the extremegihhnvasion feature of gliomas.

In summary, identification of exact molecules piayi indispensable role in
peritumoral invasion can serve as new targetsrbcancer therapy in the future.

61



7. IRODALOMJIEGYZEK

1.) Nolte SM, Venugopal C, McFarlane N, MorozovaHallett RM, O'Farrell E, Manoranjan
B, Murty NK, Klurfan P, Kachur E, Provias JP, F&igar F, Hassell JA,Marra M, Singh
SK: A cancer stem cell model for studying braintaséases from primary lung cancer. J
Natl Cancer Inst. 2013; 105(8): 551-62.

2.) Johnson JD, Young B: Demographics of Brain Ig@tsis. Neurosurg Clin N Am 1996
(7): 337-344.

3.) Jensen M, Bertold F: Targeting the neural adhesion molecule in cancer. Cancer Lett
258 (1): 9-21.

4.) Cox JD, Yesner R: Adenocarcinoma of the lungeeent results from VA Lung Group.
Am Rev Resp Dis 1979, (120): 1025-1029.

5) Komaki R, Cox JD, Stark R: Frequency of braintastasis in adenocarcinoma and large
cell carcinoma of the lung: Correlation with sulivint J Radiat Oncol Biol Phys 1983; (9):
1467-1470.

6.) Chi A, Komaki R: Treatment of Brain metastaem Lung Cancer 2010; (2): 2100-2137
7.) Posner JB: Management of Brain Metastases Neewvol (Paris) 1992; 148 (6-7): 477-487

8.) Pasztor E.: Az idegrendszer daganatai. In..zBgk |. (szerk): Sebészi Onkoldgia.
Medicina 1997, 518.

9) Stetler-Stevenson W G, Liotta L A, KleinerDE: Extracellular matrix 6: role of matrix
metalloproteinases in tumor invasion and metastd$ie FASEB Journal December 1993;
(7): 1434-1441.

10.) Stetler-Stevenson W G, Aznavoorian S, and&ibtA: Tumor Cell Interactions with the
Extracellular Matrix During Invasion and Metastasgdnual Review of Cell Biology 1993;
(9): 541-573.

62



11.) Tanjore, H., Kalluri, R.. The role of type Béllagen and basement membranes in cancer
progression and metastasis. Am J Pathol. 2006 3)6B(5-717.

12.) Lu P, Weaver VM, Werb Z: The extracellulaatnx: A dynamic niche in cancer
progression JCB 2012; (196): 395-406.

13.) Chantrain CF, Shimada H, Jodele S, Grosherye W, . Shalinsky D R Lisa, Z W.
Coussens M, and DeClerck Y A: Stromal Matrix Metptoteinase-9 Regulates the Vascular
Architecture in  Neuroblastoma by Promoting PericifRecruitment Cancer Res
2004; (64): 1675.

14.) Plopper G: The extracellular matrix and cehesion, in Cells (eds Lewin B, Cassimeris
L, Lingappa V, Plopper G). Sudbury, MA: Jones ardtBtt, 2007. ISBN 0-7637-3905-3907.

15.) Shapiro SD: Matrix metalloproteinase degramhatdf extracellular matrix: biological
consequences. Curr Opin Cell Biol. 1998; (5): 608-6

16.) Kumar; Abbas; Fausto. Robbins and Cotranhdagiic Basis of Disease (7th ed.).
Philadelphia: Elsevier. ISBN 0-7216-0187-1 .

17.) Grace M. Fischer M.D. Josep G. Llaurado MOctbber 1966). "Collagen and Elastin
Content in Canine Arteries Selected from FunctignBifferent Vascular Beds". Circulation
Research 19 (2): 394-399.

18.) Toyonobu Usuki , Haruka Yamada , Takahiro layaHiroto Yanuma , Yohei Koseki ,
Noriyuki Suzuki , Yoshiro Masuyama and Yong Y. Lifotal synthesis of COPD biomarker
desmosine that crosslinks elastin. Chem. Commut;2@8): 3233-3235.

19.) Pankov R, Yamada KM (October 2002). "Fibrdimeat a glance”. Journal of cell
science 115 (20): 3861-3863.

20.) Han S, Khuri FR, Roman J (Jan 2006): Fibrdnektimulates non-small cell lung
carcinoma cell growth through activation of Akt/mraadian target of rapamycin/S6 kinase
and inactivation of LKB1/AMP activated protein ksepathways. Cancer Research 66 (1):
315-323.

63



21.) Aumailley M, Bruckner-Tuderman L, Carter WGeudzmann R, Edgar D, Ekblom P,
Engel J, Engvall E, Hohenester E, Jones JC, Klanki, Marinkovich MP, Martin GR,
Mayer U, Meneguzzi G, Miner JH, Miyazaki K, PatawdV, Paulsson M, Quaranta V, Sanes
JR, Sasaki T, Sekiguchi K, Sorokin LM, Talts JFyggvason K, Uitto J, Virtanen |, von der
Mark K, Wewer UM, Yamada Y, Yurchenco PD. A sim@d laminin nomenclature. Matrix
Biol. 24 (5): 326—-332.

22.) Sathyanarayana UG, Toyooka S, Padar A, Takafia Brambilla E, Minna JD, Gazdar
AF: Epigenetic inactivation of laminin-5-encodingrgs in lung cancers. Clin Cancer Res.
2003; (7): 2665-72.

23.) Szab6 Erzsébet: A matrilin-2 expressziéjanakgalata majregeneraciéban kisérletesen
és hepatocellularis karcinomaban. Doktori értekez@smmelweis Egyetem, Patologiai

Tudomanyok Doktori Iskola, 2007.

24.) Timar J, A Jeney, | Kovalszky, |, L Kopper:IRof Proteoglycans in Tumor
Progression: Pathol.Oncol.Res., 1995; (1): 85-93.

25.) Nagy RJ, Szleifer I: Structure and interadiaf aggrecans: Statistical thermodynamic
approach. Biophys J: 95 (10): 4570-4583.

26.) Felix Fernandez-Madrid F, Robert L. Karvoirdny Kraut MJ, Czelusniak B, and Ager
JW: Autoimmunity to collagen in human lung canc€ancer Research 1996; (56): 121-126.

27.) Batmunkh Enkhjargal: Agrin expresszié prime@jtwoamorban. Doktori értekezés.
Semmelweis Egyetem, Patoldgiai Tudomanyok Dokg&kola, 2007.

28.) Sanes JR, Lichtmann JW: Induction, assemblgturation and maintenance of a

postsynaptic apparatus. Nat Rev Neurosci 2 (19):805

29.) Varga |, Hutéczki G, Szemcsdk CD, Zahuczky T&h J, Adamecz Z, Kenyeres

A, Bognar L, Hanzély Z, Klekner A.: Brevican, Neaoam, Tenascin-C and Versican are

64



Mainly Responsible for the Invasiveness of Low-@&adstrocytoma. Pathol Oncol
Res. 2012; (2): 413-420.

30.) lozzo, R V; Moscatello D K, McQuillan D J, Betetter | :Decorin is a biological ligand
for the epidermal growth factor receptor. J. Bdhem. (UNITED STATES) 1999; 274 (8):
4489-4492.

31.) Gee SH, Montanaro F, Lindenbaum MH, Carbonedto Dystroglycan-alpha, a
dystrophin-associated glycoprotein, is a functicagin receptor. Cell 1994; 77 (5): 675-86.

32.) Yurchenco, P.D., Patton, B.L.: Developmental pathogenic mechanisms of basement
membrane assembly”. Current Pharmaceutical De2@f9; (15): 1277-1294.

33.) Chung AE, Durkin ME: Entactin: structure anghdtion. Am J Respir Cell Mol
Biol. 1990; (4): 275-282.

34.) Humphries M.J.: Integrin structure. BiocheracSTrans. 2000; 28 (4): 311-339.

35.) Asher RA, Morgenstern DA, Fidler PS, Adcock Kbbhira A, Braistead JE, Levine JM,
Margolis RU, Rogers JH, Fawcett JW. Neurocan iseggplated in injured brain and in
cytokine-treated astrocytes. J Neurosci. 2000;7202427-2438.

36.). lozzo RV: Perlecan: a gem of a proteoglyaatrix Biol. 1994; 14 (3): 203—-208.

37.) Brown AJ, Alicknavitch M, D'Souza SS, DaikoHy Kirn-Safran CB, Marchetti D,
Carson DD, Farach-Carson MC : Heparanase expreasmctivity influences kondrogenic

and osteogenic processes during endochondral bomation. Bone 2008; 43 (4): 689-99.
38.) C W Kim et al., Members of the syndecan fanofyheparan sulfate proteoglycans are
expressed in distinct cell-, tissue-, and develagrspecific patterns. Molecular Biology of

the Cell 1994; 5, (7): 797-805.

39.) Anttonen A et al. Syndecan-1 expression hagmmstic significance in head and neck

carcinoma. British Journal of Cancer 79 (3-4): 5584

65



40.) Bristow J, Carey W, Egging D, Schalkwijk J.n@scin-X, collagen, elastin, and the
Ehlers-Danlos syndrome. Am J Med Genet C Semin @ledet 2005; 139 (1): 24-30.

41.) Van Lint P, Libert C :Chemokine and citokine®gessing by matrix metalloproteinases
and its effect on leukocite migration and inflamioat J. Leukoc. Biol.2007; 82 (6): 1375—
1381.

42.) Szemcsak Csaba David: Az extracellularis mazierepe az alacsony gradusu gliomak
invazivitasaban. Diplomamunka, DEOEC AOK 2010

43.) Giese A, Rief MD, Loo MA, et al. Determinamd$ human astrocytoma migration.
Cancer Res 1994; (54): 3897-3904,

44.) Giese A, Laube B, Zapf S, et al. Glioma celhesion and migration on human brain
section. Anticancer Res 1998; (18): 2435-2447.

45.) Lo CK, Yu CH, Ma CC et al.: Surgical managemef primary non-small-cell
carcinoma of lung with synchronous solitary braiatastasis: local experience. Hong Kong
Med J 2010; 16(3): 186-191.

46) Pfannschmidt J, Dienemann H: Surgical treatroéonligometastatic non-small cell lung
cancer. Lung Cancer 2010; 69(3): 251-258 .

47.) Abacioglu U, Caglar H, Atasoy BM et al :Gamhmrdfe radiosurgery in non small cell
lung cancer patients with brain metastases: tregtmesults and prognostic factors. J BUON

2010; 15(2): 274-80.

48.) Gary SC, Hockfield S. BEHAB/brevican: an egglular matrix component associated
with invasive glioma. Clin Neurosurg 2000; (47)-82.

49.) Viapiano MS, Hockfield S, Matthews RT. BEHABZbican requires ADAMTS-
mediated proteolytic cleavage to promote gliomasion. J Neurooncol 2008; (88): 261-272.

66



50.) Mahesparan R, Read TA, Lund-Johansen M, Sésfto KO, Bjerkvig R, Engebraaten
O. Expression of extracellular matrix componentsairhighly infiltrative in vivo glioma
model. Acta Neuropathol 2003; (105): 49-57.

51.) Tews DS. Adhesive and invasive features iong#is. Pathol Res Pract 2000; (196): 701-
711.

52.) Guo P, Imanishi Y, Cackowski FC, Jarzynka Wap HQ, Nishikawa R, Hirose T, Hu B,

Cheng SY. Up-regulation of angiopoietin-2, matrietalloprotease-2, membrane type 1
metalloprotease, and laminin 5 gamma 2 correlaids the invasiveness of human glioma.
Am J Pathol 2005; (166): 877-890.

53). Mahesparan R, Read TA, Lund-Johansen M, Sésftio KO, Bjerkvig R, Engebraaten
O. Expression of extracellular matrix componentsairhighly infiltrative in vivo glioma
model. Acta Neuropathol 2003; (105): 49-57.

54.) Watanabe A. Expression of syndecans, a hepardate PG, in malignant gliomas:
participation of nuclear factor-kappaB in upregwlat of syndecan-1 expression. J
Neurooncol 2006; (77): 25-33.

55.) Higuchi M, Ohnishi T, Arita N, Hiraga S, Hayaka T. Expression of tenascin in human
gliomas: Its realation to histological malignanéygta Neuopath (Berlin) 1993; (85): 481-487.

56.) Zagzag D, Friedlander DR, Dosik J, Chikram&eChan W, Greco MA, Allen JC,
Dorovini-Zis K, Grumet M. Tenascin-C expression lygiogenic vessels in human

astrocytomas and by human brain endothelial ceNstio. Cancer Res 1996; (56): 182-189.

57.) Paulus W. Differential expression of versi¢gaoforms in brain tumors. J Neuropathol
Exp Neurol 1996; (55): 528-533.

58.) Arnold SM. Expression of p53, bcl-2, E-cadhgematrix metalloproteinase-9, and tissue

inhibitor of metalloproteinases-1 in paired primawmynors and brain metastasis. Clin Cancer
Res 1999; (5): 4028-4033.

67



59.) Sunami E, Tsuno N, Osada T, Saito S, KitaydmBomozawa S, Tsuruo T, Shibata Y,
Muto T, Nagawa H. MMP-1 is a Prognostic Marker fldematogenous Metastasis of
Colorectal Cancer. The Oncologist 2000; (5): 108:11

60.) Delpech B, Maingonnat C, Girard N, Chauzy Caudoury R, Olivier A, Tayot J,
Creissard P. Hialuronsav and hyaluronectin in titeaeellular matrix of human brain tumor
stroma. Eur J Cancer 1993; (29): 1012-1017.

61.) Oz B, Karayel FA, Gazio NL, Ozlen F, Balci Rhe distribution of extracellular matrix
proteins and CD44S expression in human astrocytoRak Oncol Res 2000; (6): 118-124.

62.) Ranuncolo SM, Ladeda V, Specterman S, Varelaadtiri J, Morandi A, Matos E, Bal
de Kier Joffé E, Puricelli L, Pallotta MG. CD44 egpsion in human gliomas. J Surg Oncol
2002; (79): 30-35.

63.) Wiranowska M, Ladd S, Smith SR, Gottschall EB44 adhesion molecule and neuro-
glial PG NG2 as invasive markers of glioma. Bragil®iol 2006; (35): 159-172.

64.) Pirinen R, Leinonen T, Bohm J, Johansson RpBoen K, Kumpulainen E, Kosma VM.
Versican in nonsmall cell lung cancer: relationhtaluronic acid, clinicopathologic factors,
and prognosis. Hum Pathol 2005; (36): 44-50.

65.) Han S, Sidell N, Roman J. Fibronectin stimegathuman lung carcinoma cell
proliferation by suppressing p21 gene expressiansignals involving Erk and Rho kinase.
Cancer Lett 2003; (219) :71-81.

66.) Khan ZA, Caurtero J, Barbin YP Chan BM, UnigalChakrabarti S. ED-B fibronectin in
non-small cell lung carcinoma. Exp Lung Res 2068%):(701-711.

67.) Niki T, Kohno T, lba S, Moriya Y, Takahashi %aito M, Maeshima A, Yamada T,
Matsuno Y, Fukayama M, Yokota J, Hirohashi S. Fesquco-localization of Cox-2 and
laminin-5 gammaz2 chain at the invasive front oflyeatage lung adenonarcinomas. Am J
Pathol 2002; (160): 1129-1141.

68



68.) Szelachowska J, Jelen M, Kornafel J. Progaaggnificance of intracellular laminin and
Her2/neu overexpression in non-small cell lung eané&nticancer Res 2006; (26): 3871-
3876.

69.) Pirinen R, Tammi R, Tammi M, Hirvikoski P, Rkinen JJ, Johansson R, Bohm J,
Hollmén S, Kosma VM. Prognostic value of hialuroa@@d expression in non-small-cell lung
cancer: Increased stromal expression indicatesvardhle outcome in patients with
adenocarcinoma. Int J Cancer 2001; (95):12-17.

70.) Arnold SM. Expression of p53, bcl-2, E-cadhematrix metalloproteinase-9, and tissue
inhibitor of metalloproteinases-1 in paired primawmynors and brain metastasis. Clin Cancer
Res 1999; (5): 4028-4033.

71.) Lee LN, Kuo SH, Lee YC, Chang YL, Chang HCn J§, Yang PC. CD44 splicing
pattern is associated with disease progressiomlimgnary adenocarcinoma. J Formos Med
Assoc 2005; (104): 541-548.

72.) Han JY, Kim HS, Lee SH, Park WS, Lee JY, Yab Immunohistochemical expression
of integrins and extracellular matrix proteins ionrsmall cell lung cancer: correlation with

lymph node metastasis. Lung Cancer 2003; (41):065-7

73.) Nackaerts K, Verbeken E, Deneffe G, Vandersotn B, Demedts M, David G.
Heparan sulfate PG expression in human lung-camadks: Int J Cancer 1997; (74): 335-345.

74.) Shah L, Walter KL, Borczuk AC, Kawut SM, San&R, Gorenstein LA, Ginsburg ME,
Steinglass KM, Powell CA. Expression of syndecaantl expression of epidermal growth
factor receptor are associated with survival ingpés with nonsmall cell lung carcinoma.
Cancer 2004; (101): 1632-1638.

75.) Rascher G, Fischmann A, Kroger S, Duffner Fot& EH, Wolburg H. Extracellular

matrix and the blood-brain barrier in multiformgaatial segregation of tenascin and agrin.
Acta Neuropathol (Berl) 2002; (104): 85-91.

69



76.) Warth A. Redistribution of the water channebtpin aquaporin-4 and the K+ channel
protein Kir4.1 differs in low- and high-grade humlrain tumors. Acta Neuropathol (Berl)
2005; (109): 418-426.

77.) Hu B, Kong LL, Matthews RT et al: The proteagin brevican binds to fibronectin after
proteolytic cleavage and promotes glioma cell nigti006; J Biol Chem 283(36): 24848-
24859.

78.) Viapiano MS, Bi WL, Piepmeier J et al: Novealmor-specific isoforms of
BEHAB/brevican identified in human malignant gliosna&Cancer Res 2005; 65 (15): 6726-
6733

79.) Viapiano MS, Hockfield S, Matthews RT: BEHAB#bican requires ADAMTS-
mediated proteolytic cleavage to promote gliomaagiwwn. J Neurooncol 2008; 88 (3):261-
272.

80.) Viapiano MS, Matthews RT, Hockfield S.: A nbmeembrane-associated glycovariant of
BEHAB/brevican is up-regulated during rat brain elepment and in a rat model of invasive
glioma. J Biol Chem 2008; 278(35): 33239-33247.

81.) Nutt CL, Matthews RT, Hockfield S : Glial tummvasion: a role for the upregulation
and cleavage of BEHAB/brevican. Neuroscientist,220(2): 113-122.

82) Gary SC, Hockfield S : BEHAB/brevican: an eggtular matrix component associated
with invasive glioma. Clin Neurosurg 2000; (47)-82.

83) Gary SC, Kelly GM, Hockfield S : BEHAB/brevicaa brain-specific lectican implicated
in gliomas and glial cell motility. Curr Opin Neuriol 1998; 8(5): 576-581.

84.) Gary SC, Zerillo CA, Chiang VL et al : cDNAocling, chromosomal localization, and

expression analysis of human BEHAB/brevican, arbrspecific proteoglycan regulated
during cortical development and in glioma. Gene@@56(1-2): 139-147.

70



85.) Talts U, Kuhn U, Roos G et al. : Modulation exftracellular matrix adhesiveness by
neurocan and identification of its molecular bakigp Cell Res 2000; 259(2): 378-388.

86.) Akita K, Toda M, Hosoki Y et al.. Heparan dulife proteoglycans interact with
neurocan and promote neurite outgrowth from cel@bejranule cells. Biochem J 2004,
383(Pt 1): 129-138.

87.) Rauch U, Feng K, Zhou XH: Neurocan: a brdiarcroitin sulphate proteoglycan. Cell
Mol Life Sci 2001; 58(12-13): 1842-1856.

88.) Zinovieva E, Lebrun N, Letourneur F et al..ckaof association between Tenascin-C
gene and spondyloarthritis. Rheumatology (Oxfo@D)& 47(11): 1655-1658.

89.) Meloty-Kapella CV, Degen M, Chiquet-Ehrismart et al.: Avian tenascin-W:
expression in smooth muscle and bone, and effectaiwarial cell spreading and adhesion in
vitro. Dev Dyn 2006; 235(6): 1532-1542.

90.) Pajala A, Melkko J, Leppilahti J et al.: Teaia-C and type | and Ill collagen expression
in total Achilles tendon rupture. Histol Histopakl2009; 24(10): 1207-1211.

91). Fischer D, Brown-Ludi M, Schulthess T et a@4T) Concerted action of tenascin-C
domains in cell adhesion, anti-adhesion and pramatf neurite outgrowth. J Cell Sci 1997;
110 ( Pt 13): 1513-1522.

92.) Hirata E, Arakawa Y, Shirahata M et al.. Englogus tenascin-C enhances glioblastoma

invasion with reactive change of surrounding btasue. Cancer Sci 2009 100(8): 1451-1459

93.) Maris C, Rorive S, Sandras F et al.: Tena€caxpression relates to clinicopathological
features in pilocitic and diffuse astrocytomas. igathol Appl Neurobiol 2008; 34(3): 316-
329.

94.) Bicer A, Guclu B, Ozkan A et al.: Expressiook angiogenesis associated matrix
metalloproteinases and extracellular matrix prat@mncerebral vascular malformations. J Clin
Neurosci 2010; 17(2): 232-236

71



95.)Kim CH, Bak KH, Kim YS et al.: Expression ofneszcin-C in astrocytic tumors: its
relevance to proliferation and angiogenesis. Swrgrdl 2000; 54(3): 235-240.

96.) Leins A, Riva P, Lindstedt R et al.: Express@f tenascin-C in various human brain
tumors and its relevance for survival in patientshvastrocytoma. Cancer 2003; 98(11):
2430-9 .

97.) Zagzag D, Capo V.: Angiogenesis in the centelvous system: a role for vascular
endothelial growth factor/vascular permeabilitytéaicand tenascin-C. Common molecular
effectors in cerebral neoplastic and non-neoplasiigiogenic diseases". Histol Histopathol
2002; 17(1): 301-321.

98.) Mukaratirwa S, Chimonyo M, Obwolo M et al.r@nal cells and extracellular matrix
components in spontaneous canine transmissiblerea@néumour at different stages of
growth. Histol Histopathol 2004; 19(4): 1117-11123.

99.) Klekner A, Varga |, Bognar L et al.: Extracédir matrix of cerebral tumors with
different invasiveness. Ideggyogy Sz 2010; 63(138)43.

100.) Varga |, Hutoczki G, Petras M et al (2010pEession of Invasion-Related Extracellular
Matrix Molecules in Human Glioblastoma Versus logeebral Lung Adencokarcinoma
Metastasis. Cen Eur Neurosurg. 2010; 71(4):173-180

101) Xiang YY, Dong H, Wan Y et al (2006) Versic&3 domain regulates neurite growth
and synaptic transmission of hippocampal neuronadbiyation of epidermal growth factor

receptor. J Biol Chem 2006; 281(28): 19358-19368.

102) Wu Y, Sheng W, Chen L et al (2004) Versican Mdform induces neuronal
differentiation and promotes neurite outgrowth. Bl Cell 2004; 15(5): 2093-2104.

103.) Ricciardelli C, Sakko AJ, Ween MP et al.:eThiological role and regulation of

versican levels in cancer. Cancer Metastasis R69;2Z8B(1-2): 233-245.

72



104.) Wu Y, Zhang Y, Cao L et al .Identification thfe motif in versican G3 domain that
plays a dominant-negative effect on astrocytombpreliferation through inhibiting versican
secretion and binding. J Biol Chem 2001; 276(14%78B-14186.

105.) Zheng PS, Wen J, Ang LC et al.: Verzikan/PGsBI domain promotes tumor growth
and angiogenesis. FASEB J 2004; 18(6): 754-756.

106.) Soltermann A, Tischler V, Arbogast S.: Pragmo significance of epithelial-

mesenchymal and mesenchymal-epithelial transitiotem expression in non-small cell lung
cancer. Clin Cancer Res 2008; 14(22): 7430-7437.

73



DEBRECENI EGYETEM —
EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR mn[[NK

www.Jib.unideb hu

PUBLIKACIOK

Iktatészam: ~ DEENKETK/58/2014.
Tételszam:

Targy: Ph.D. Publikaciés Lista
Jeldlt: Varga Imre

Neptun kéd: ZJA2WN

Doktori Iskola: Idegtudomanyi Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kozlemények

1. Varga, I., Hutoczki, G., Szemcsék, C.D., Zahuczky, G., Téth, J., Adamecz, Z., Kenyeres, A.,
Bognar, L., Hanzély, Z., Klekner, A.: Brevican, Neurocan, Tenascin-C and Versican are
Mainly Responsible for the Invasiveness of Low-Grade Astrocytoma.
Pathol. Oncol. Res. 18 (2), 413-420, 2011.
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s12253-011-9461-0
IF:1.366

2. Varga, l., Hutéczki, G., Petras, M., Scholtz, B., Mikd, E., Kenyeres, A, Téth, J., Zahuczky, G.,
Bognar, L., Hanzély, Z., Klekner, A.: Expression of Invasion-Related Extracellular Matrix
Molecules in Human Glioblastoma Versus Intracerebral Lung Adenocarcinoma Metastasis.
Cent. Eur. Neurosurg. 71 (4), 173-180, 2010.

DOI: http://dx.doi.org/10.1055/s-0030-1249698
IF:0.472

Tovabbi Kézlemények

3. Klekner A., Varga I., Bognar L., Hutéczki G., Kenyeres A., Téth J., Hanzély Z., Scholtz B.:
Kulénb6z6 invazivitast agydaganatok extracellularis matrixanak expresszidja.
Ideggydgy. Szle. 63 (1-2), 38-43, 2010.

IF:0.236

4. Bagyi, K., Haczku, A., Marton, |., Szabé, J., Gaspar, A., Andrasi, M., Varga, 1., Téth, J., Klekner,
A.: Role of pathogenic oral flora in postoperative pneumonia following brain surgery:
BMC Infect. Dis. 9, 104-113, 2009.
DOI: http://dx.doi.org/10.1186/1471-2334-9-104
IF:2.55

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. & Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 45. @ Tel.: (52) 518-600
E-mail publikaciok(@lib.unideb.hu & Honlap: lib.unideb.hu

74



DEBRECENI EGYETEM —
EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR mn[[NK

wwv lib.unideb.hu

PUBLIKACIOK

5. Petras M., Hutéczki G., Varga l., Jr. Vereb G., Sz6ll6si J., Bognar L., Ruszthi P., Kenyeres A., Téth
J., Hanzély Z., Scholtz B., Klekner A.: Kiilénb6zé eredet(i malignus agydaganatok
invazivitasanak panelszer(i vizsgalata.

Magyar Onkol. 53 (3), 253-258, 2009.
DOI: http://dx.doi.org/10.1556/MOnkol.53.2009.3.3

6. Bagyi, K., Marton, |., Szabo, J., Andrasi, M., Gaspar, A., Varga, |., Bognar, L., Klekner, A.: Efficacy
of pre-operative cephalosporin prophylaxis in controlling pathogenic oral bacterial growth in
comatose patients.

J. Med. Microbiol. 57 (Pt1), 128-129, 2008.
DOI: http://dx.doi.org/10.1099/jmm.0.47381-0
IF:2.19

7. Jenei M., Veres |., Schmidt E., Varga I., Remenyik E.: Az erythrodermarél és riihatkafertézésrél
scabies norvegica két esete kapcsan.
Orv. Hetil. 149 (47), 2229-2235, 2008.
DOI: http://dx.doi.org/10.1556/0H.2008.28479

8. Varga I., Dezso B., Horvath A., Kiss S.S.: A tid6, a mellhartya és a mediastinum daganatai.
In: Klinikai onkolégia a gyakorlatban. Szerk.: Szanté Janos, Medicina Kényvkiado Rt.,
Budapest, 129-157, 2005.

9. Varga l., Szlics M.Z., Moldvay J., Jager M., Szlics G., Bordas M., Molnar L., Szilasi M., Strausz J.:
A bronchoszképia szerepe a nyelécsédaganatok kivizsgalasaban és kezelésében.
Orv. Hetil. 145 (45), 2285-2288, 2004.

10. Varga l., Brugés L., Farkas M., Szilasi M.: Bronchoszképia az intenziv osztalyokon.
Orv. Hetil. 145 (18), 957-961, 2004.

11. Czirjak, L., Koncz, A., Varga, I., Dévényi, K., Kumanovics, G., Szlics, G.: Investigation of the
alveolar macrophages and T lymphocytes in 15 patients with systemic sclerosis.
Clin. Rheumatol. 18 (5), 357-363, 1999.
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s100670050119
IF:0.615

12. Varga l., Koncz A., Brugés L., Szilasi M., Szakéacs E.: Els6 tapasztalataink ‘a Iéguti stent-tel.
Med. Thorac. 51 (4), 154-157, 1998.

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. & Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 45. @ Tel.: (52) 518-600
E-mail publikaciok(@lib.unideb.hu & Honlap: lib.unideb.hu

75



DEBRECENI EGYETEM —
EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR mn[[NK

wwv lib.unideb.hu

PUBLIKACIOK

13. Koncz A., Varga |., Kollar J., Winkler |.: Tobbszérés kerekarnyék radiologiai képével jelentkezd
pilmonalis tuberkulézis esete.
Med. Thorac. 46 (7), 241-246, 1993.

14. Koncz A., Herman K., Varga |., Szab6 Z., Szilasi M.: Stirgés broncholégiai vizsgalatok indikacioja
és kivitelezése szivm(tétek perioperativ idészakaban.
Med. Thorac. 46 (12), 467-474, 1993.

15. Dobran I., Mérocz |., Vezendi S., Varga |.: Endobronchialis szemcsés-sejtes tumor: Abrikosoff
myoblastoma.
Med. Thorac. 44 (11), 487-491, 1991.

16. Faragé E., Szilasi M., Csontos Z., Varga I., Mihéczy L.: Antibiotikum szint mérések
hérgékarcinomas betegek kdpetében.
Med. Thorac. 43 (6), 249-258, 1990.

17. Szilagyi J., Bene J., Varga I.: Uj mddszer az orrlégzés vizsgalatara.
Pneumonol. Hung. 41, 57-63, 1988.

A kozl6 folyoiratok dsszesitett impakt faktora: 7.429

A kozl6 folyodiratok dsszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kézleményekre):
1.838

A DEENK Kenézy Elettudomanyi Kényvtar a Jelélt altal a Publikaciés Adatbazisba feltéltstt adatok
bibliografiai és tudomanymetriai ellenérzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports
Impact Factor lista alapjan elvégezte.

Debrecen, 2014.03.24

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. & Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 45. @ Tel.: (52) 518-600
E-mail publikaciok(@lib.unideb.hu & Honlap: lib.unideb.hu

76



8. TARGYSZAVAK

glioma, brain metastasis, astrocytoma, glioblast@xtxacellular matrix, invasion

glibma, agyi attéti daganat, asztrocitoma, gliobidsa, extracellularis méatrix, invazio

77



9. KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném megkodszonni témavémmtek, Dr. Klekner Almosnak a hosszu évekig tartbied
kutatomunkaban nyuijtott segitségét, valamint DrgiBo LaszI6 Professzor Urnak és Dr. Szilasi
Méria Intézetvezét Tanar Nnek a két Klinika kdz6s tudomanyos munkdjanak téatégst.
Kbdszonettel tartozom tovdbba a kutatbmunkaban éegikbds kollégadknak: Dr. Hutoczki
Gabornak, Dr. Scholtz Beéatanak, Dr. Toth JuditnBk, Zahuczky Gabornak, Dr. Hanzély

Zoltdnnak és Kenyeres Annamarianak.

A PhD dolgozat a TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-00RGtatasi projekt tamogatasaval

készilt el. A témavezét a kutatbmunkajaban a Magyar Tudomanyos Akadénoigas Janos

Kutatasi Osztondij tamogatta.

78



10. FUGGELEK (az értekezés alapjaul szolgalin extensokdzlemények)

1)

2))

l. Varga, G. Hutoczki, M. Petras, A. Kenyeres, B. SchaizMiko, Z. Hanzely, L.
Bognar, G. Zahuczky, A. Klekner: Expression patteof invasion-related
extracellular matrix molecules in human glioblastommersus intracerebral lung
adenocarcinoma metastasis. Central Eur Neurosg€4,0 Nov;71(4):173-80.

I. Varga, G Hutoczki, M. Petras, B. Scholtz, E. Miko, A. §eres, J Toth, G.
Zahuczky, L. Bognar, Z. Hanzély, A. Klekner: Breatic Neurocan, Tenascin-C and
Versican are Mainly Responsible for the Invasivenek Low-Grade Astrocytoma
has now been published in the following paginas=dieé of Pathology & Oncology
Research: Volume 18, Issue 2 (2012), Page 413-420.

79



