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1. BEVEZETES

A kozponti idegrendszeri (CNS) daganat a 20 és 39 év kozotti férfiaknal a leukémia
utan a masodik leggyakoribb tumorral kapcsolatos halalok, a 0-19 éves gyermekek
esetén pedig a leggyakoribb tumor tipus. AlapvetSen elédleges (primer, a CNS-ben
kialakult) és masodlagos (szekunder, attétes) csoportokat kiilonboztetink meg. Az
elsédleges agydaganatok koziil morbiditas és mortalitas alapjan kitiintetett szerepiik
van a gliomaknak, melyek a neuroepithelilis szovet daganatai koz¢ tartoznak. Ez a
szovettipus a neuronokat és az azokat tamogatd haldzatot alkotd gliasejteket
(astrocyta, oligodendroglia, ependyma, radialis glia, mikroglia) foglalja magaba. A
gliasejtek daganatos atalakulasukbol jonnek Iétre a kiilonb6zd tipusu gliomak.
Megjelenésiik, agresszivitasuk, kiGjulasi hajlamuk, illetve kezelhet6ségiik alapjan a
WHO I-1V. gradusba sorolja 6ket. Az I.-II. gradust az Ggynevezett alacsony gradusu
gliomak (LGG) foglaljak magukba, mig a IIL.-IV. gradusu daganatok a magas gradusu
gliomakat (HGG) jelentik. Ez utdbbiak koziil a legnagyobb jelentdségii a kiilon névvel
illetett IV. gradusu glioma, azaz a glioblasztéma multiforme (GBM), ami a gliomak
54 %-at és az Gsszes primer kozponti idegrendszeri daganat 17 %-at teszi ki. Ez a
daganattipus rendkiviil rossz prognézisu, gyorsan novekvo, agressziv.

A multban a sebészi eltdvolitds dnmagaban 3-5 honapos atlagos talélést hozott, melyet

kés6bb a kiegészitd posztoperativ radioterapia 8-11 honapra nyuGjtott meg. Emellett



szamos Kemoterapids szert is kiprobaltak, azonban ezek alkalmazasa 6nmagéaban, vagy

a sugarkezeléssel kombindlva sem hozott szignifikans javulast.

2005-ben Roger Stupp és munkatarsai 576 beteg vizsgalata alapjan a konformalis
besugarzassal kombinalt temozolomid kezelés kedvezd eredményeit k6zo6lték, ami a
median tulélést 14,6 honapra novelte. Ez mérfoldkonek bizonyult a glioblasztdéma
posztoperativ kezelésében ¢€s a széles korli bevezetése 6ta a munkacsoport vezetdjének
nevével illetett konkuralé kemoirradiacio standardként hasznalt.

A temozolomid az imidazotetrazine csaladba tartozo, kedvezd farmakokinetikai
tulajdonsaggal bird alkilalo agens, ami a kozponti idegrendszerbe jol penetral, kozel
100%-os a bioldgiai hozzaférhetosége és alkalmazasa relative enyhe mellékhatasokkal
jar. A daganatsejtek DNS-ének alkildlasa révén fejti ki hatdsat, mely soran a javitod
enzimek egyes és kettds lanctoréseket hoznak 1étre a DNS kettés spiralban igy
aktivalva az apoptozis utvonalakat. A temozolomid az elsé valasztandd szer (jjonnan
diagnosztizalt glioblasztoma esetében, emellett mas gliomakban is bizonyitott
hatékonysaga. Sugarkezeléssel kombinalva a konkural6 fazisban altalaban 75mg/m2
dozisban, késébb monoterapia formajaban kezdetben 150mg/m2 majd 200mg/m2
dozisban alkalmazzak. A konkuralé kezelésben a temozolomid radioszenzitizacidja
jelenti az adjuvéans hatast, melyet tobbek kozott az alabbi mechanizmusok utjan ér el:
a karosodott DNS kijavitasanak elégtelensége, autofiagia €s apoptdzis indukcio,

epitelialis-mezenhimalis tranzicié megforditasa.



A komplex kezelés ellenére is sajnos torvényszerti a kitijulas mely révid idon beliil a
beteg haldlat okozza. A glioblasztdémat napjainkban gyogyitani nem lehet, a cél a
progresszid lassitdsa ¢és beteg életmindségének minél tovabbi megdrzése. A
folyamatos kitijulas oka az, hogy a daganat kifejezett infiltrativ tulajdonsaggal bir és
ezaltal teljes sebészeti reszekcidja lehetetlen. A kezelés gerincét a minél nagyobb
tumor tdmeg eltavolitasa és az ezt kdvetd onkoterapia képezi.

A metasztazisok ezzel ellentétben megjelenésiikben, viselkedésiikben ¢és
kezelhetéségiikben is alapvetéen eltérnek a glioméaktol. Atlagos incidenciajuk 9% -
17% kozott van, de ezt évrdl évre emelik a folyamatosan juld képalkotd eljarasok és
az egyre hatékonyabb szisztémas daganatkezelések, mely utobbiak nyujtjak a talélést,
nagyobb lehetéséget teremtve ezzel kdzponti idegrendszeri attétek megjelenésére. A
primer forrés tekintetében harom daganat tipusnak van kiemelked6 jelentdsége: a tiid6
karcindmanak, az emlé karcindmanak és a melanémanak, ezek teszik ki az esetek
kozel 80%-at, azonban ezek koziil is legnagyobb szereppel a tiidé tumor bir, mely
6nmaga 30-60%-ot képvisel. A szoliter és oligo agyi metasztazisok mellett a beteg
¢életkilatasai jobbak, mint glioblasztoma esetében és a prognozist altalaban az
elsddleges daganat hatarozza meg. Kezelésiik sebészi eltavolitasbol és/vagy
kiilonboz6 tipusu sugarkezelésbdl all. Ez utobbi esetében széles paletta all
rendelkezésre, mely magaban foglalja a teljes- ill. fokalis agyi besugarzast, a
konformalis besugarzast és a sztereotaxias modszereket is. A sebészi kezelés nagyban
fligg a metasztazis(ok) méretétdl, elhelyezkedésétdl, kornyezetéhez vald viszonyatol,

altalanossagban azonban elmondhato, hogy az attét altalaban jol koriilirt, allomanyi
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kornyezetével nem kapaszkodik Ossze, azt nem infiltralja igy radikalis eltdvolitasa
rutin idegsebészeti feladat.

Az els6dleges és a masodlagos kdzponti idegrendszeri daganatok igen eltéré modon
Iépnek kapcsolatba az 6ket koriilvevd agyszovettel, ami megszabja terjedésiiket és
ezaltal onkoterapiajuk sikerességét is. A kifejezetten invaziv malignus gliomak
nehéz intraoperative megkiilonboztetni a peritumoralis ép agyszovettol, legtdbb
esetben ez teszi lehetetlenné radikalis eltavolitasukat. Ebben a gyokeresen kiilonb6z6
invazios potencialban meghatarozé szerepe az extracellularis matrixnak (ECM) van.
Az ECM egy fehérjében és rostban gazdag allomany, ami a szervezet tobbi sejtjeihez
hasonléan a kdzponti idegrendszer sejtjeit veszi koriil. Osszetételét illetden a matrix
rendkiviil heterogén, tartalmaz kollagéneket, elasztint, laminineket, fibronektint,
proteoglikanokat, glilkozaminoglikanokat, illetve enzimeket. A kiilonb6z6 molekulak,
enzimek és szolubilis faktorok kotészoveti rostok halozataba vannak agyazva.

Az ECM egy dinamikus és aktiv kornyezetet biztosit a sejteknek, melyben szoros
kapcsolat alakul ki a sejt és az azt koriilvevé matrix kozott, ami masodlagos jelatviteli
peritumoralis infiltracid soran szoros kapcsolat alakul ki az ECM-el. Ez a sejt-ECM
konnexio a sejt-sejt interakcioval és a szolubilis faktorok rendszerével egyiitt egy
komplex kommunikacios haldzatot hoz létre. A kornyezetet beszliré tumorsejtek
valtozast hoznak 1étre a matrix komponensek expresszidjaban, valamint a proteadzok és

szintazok aktivitdsaban. Ezen peritumoralis ECM-ben bekévetkezett valtozasok
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felelések a gliomak és az agyi metasztdzisok nagyban eltérd invazivitasaért. Ahhoz,
hogy megértsilk a kiillonbozd tipusi anaplasztikus agydaganatok igen kiilonb6zo
invaziv potencialjat, a daganatok peritumoralis ECM-re gyakorolt hatasat és a
peritumoralis agyszovetben 1évé és az invazidhoz kdotheté ECM komponensek
szintjének valtozasat kell vizsgalni. Ennek megismerése ¢és valtozasainak
feltérképezése kulcsfontossagi informacioval szolgalhat az intrakranidlis agyi
daganatok eltéré viselkedésének megértéséhez és egy hatékony onkoterapia

koncepcidjanak kidolgozasahoz.

2. CELKITUZESEK

Az irodalomban szdmos esetben vizsgaltdk mar kiilonb6z6 ECM molekulak szintjét
intrakranialis daganatokban, azonban korabban csak néhany kutatdocsoport végzett
panelszerli, expressziés mintazat létrehozasat célzé vizsgalatot. Emellett az agyi
daganatokat 6vez6 peritumoralis allomany is nagyrészt ismeretlen teriiletnek szamit a
neuro-onkoldgiaban, mint ahogy a glioblasztomak kemoirradiacios kezelésének az
ECM szemsz6gébdl torténd analizisével is csak nagyon kevesen probalkoztak. Ezeket
figyelembe véve végeztiik kutatasunkat ezen a teriileten.

Napjainkban gdzerdvel folynak a kutatasok olyan tipust szerek kifejlesztésére,
amelyek érdemi megoldast jelenthetnek a recidiva problémajara, azonban az atiitd

siker még varat magara. Ezen terdpiak egy részének a célpontja a daganatsejtek



kozvetlen kornyezete, azaz az infiltracid szinhelye, az extracellularis matrix. A
lamininek, proteoglikanok, szintetizalo és bontd enzimek, stb.) szabjak meg létrehozva
egy aktiv, dinamikus, ,intelligens” kozeget, melynek valtozasa kulcsfontossagi a
sejtmozgasban. Ezt a valtozast tobbek kozott a relevans matrix molekulak
expresszidjanak  valtozasaval lehet kovetni. Amennyiben az onkoterapia
megvaltoztatja a matrix molekuldk expresszidjat, az hatadssal van a tumor infiltrativ
képességére. E nélkiil azonban a konkuralé kezeléstdl a tumor invazios aktivitdsanak
mérséklodése nem varhatd, és igy a kiujult daganat radikalis eltavolitasara az
onkoterapia utan sem lesz remény.

Felmertil tehat a kérdés, hogy az invazié milyen véltozast hoz létre a peritumoralis
allomanyban (az milyen mértékben kiilonbozik primer ¢és  szekunder
agydaganatokban) és hogy a glioblasztoma jelenleg elfogadott standard kezelése okoz-
e valamilyen valtozast a tumor extracellularis matrixaban, azaz bir-e a konkurald
kemoirradiacié az infiltraciot befolyasolod hatassal? Ezen kérdések megvalaszoldsara
tlztik ki célul egyrészt az intracerebralis daganatok és a nem-tumoros agyallomany
invazioban szerepet jatszo6 ECM komponenseinek ¢és a hozzajuk kapcsolodo
molekulak expresszids szintjeinek vizsgalatat, masrész az onkoterapia eldtti és utani
GBM tumormintdban meghatarozni a relevans ECM komponensek expresszidjat és

Osszehasonlito elemzéseket végezni.



3. MODSZERTAN

Ahhoz, hogy a kozponti idegrendszerben vizsgalni lehessen a matrix molekulak
szintjének kiilonbségét és valtozasukat bizonyos agensekre elsé 1épésben human
agymintakat kellett gyiijteni. E célbol 2005. decemberben létrehoztuk a Debreceni
Idegsebészeti Agydaganat és Szovetbankot, ahol a betegek el6zetes beleegyezésével a
Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Idegsebészeti Klinikdjdnak miitdiben
intraoperative eltavolitott daganat- és agyszovet mintakat lefagyasztjuk és taroljuk. A
szovetbankban jelenleg 55 eltéré szovettani tipusba sorolhaté kdzponti idegrendszeri
1ézi6 talalhatd és kozel 1300 betegb6l szarmazod minta, amiket eltdvolitds utan
folyékony nitrogén felszinén azonnal lefagyasztunk és -80 Celsius fokon tarolunk. A
mintardl szamos adatot (beteg azonositd, életkor, mintavétel ideje, verifikalt
szovettani diagndzis, mintaszam) rogzitiink, melyek a konny( keresést és statisztikai
analizist teszik lehetdvé.

El6szor 27 db humén agyszdvet minta keriilt feldolgozasra, melyek soran az alabbi
harom szdveti tipust kiilonboztettilk meg: glioblasztoéma makroszkoposan kdzvetleniil
daganat melletti teriilete, peritumoralis zonaja (peri-GBM), tiid6 adenokarcinoma
intracerebralis metasztazisanak peritumoralis zoénaja (peri-Met) €s nem tumoros
agyszovet (Norm). Mindegyik tipus kilenc kiilonb6z6 szovettani mintét tartalmazott.
Ezen peritumoralis mintavételek csak akkor torténtek meg, amikor az a tumor
eltavolitasa soran elkeriilhetetlen volt. A peritumoralis mintak minden esetben a

daganat kozvetlen kozelébdl szarmaztak, melyet miitét kdzben az operatér



makroszkoposan ép agyszovetnek itélt meg. Ezeket a mintakat kés6bb egy tapasztalt
neuropatologus vizsgalt és hagyott jova, a kritérium az volt, hogy a szovetdarab ne a
daganat allomanyabol szarmazzon. A nem tumoros agyszdvet mintakat epilepszia
sebészet soran eltavolitott agyrészletekbdl gyijtottiik ¢és teljes mértékben
tumormentesek voltak. Ezt kovetden 31 darab human glioblasztoma szévetmintat
vizsgaltunk. A mintakat szintén a Debreceni Idegsebészeti Agydaganat és
Szovetbankbdl valogattuk ki ugy, hogy 15 darab minta kezelésen még 4t nem esett
betegt6l szarmazott, 16 esetben pedig sugar- és kemoterapiat kdvetden kivjult daganat
reszekcidja soran nyert tumorszovetet dolgoztunk fel. A mintdk atlagos mérete
koriilbeliil Smm3 volt.

Mitétet kovetden az ugynevezett ’Stupp’-protokoll 60 Gy doézisu konformalis
sugarkezelést jelent a miitéti teriiletre €s a biztonsagi zonara, ezzel parhuzamosan napi
75 mg/ m2 temozolomid szajon at torténd szedését, majd a konkurald fazis utan
monoterapias fazisként az elsé ciklusban 150 mg/ m2, késébb pedig 200 mg/
temozolomidot magaban (6t napon keresztiil, 28 napos ciklusokban). Kozvetleniil
feldolgozas el6tt mind az 58 mintabol egy szeletet szovettani analizisre kiildtiink,
melyet szintén neuropatologus jovahagyasa utan vizsgaltunk tovabb. A
munkafolyamat egészét a Magyar Etikai Bizottsdg (TUKEB) jovahagyta és
engedélyezte. Minden beteg részletes felvilagositast kovetden mitét elott egy
hozzajarulasi nyilatkozatot irt ala.

Az agymintdkban az ECM molekuldk végsd szdveti mennyiségét szamos folyamat

befolyasolja mind a transzkripcid, mind a transzlacidé sordn (pl.: alternativ splicing,
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poszttranszlacios modifikacidk), ezért az expresszios profil létrahozasahoz a matrix
alkotoéelemeket RNS (mRNS) ¢és fehérje szinten is analizaltuk. Az irodalmi adatok
alapjan kozel 100 darab molekulat helyeztiink kutatasaink fokuszaba, amit az
eredményekt6l fiiggéen fokozatosan tovabb sziikitettiink. Végiil 20 darab ECM
alkotoelem szerepe bizonyult kulcsfontossaginak, ezek a kovetkezok: Brevikan, N-
kadherin-2, III. tipust kollagén alfal lanca, EGFR (erbB1), ErbB2, Fibronektin,
CD168, Integrin alfal, alfa3, alfa7, bétal lancai, Laminin alfa4, bétal lancai, Matrix
metalloproteinaz-2 (MMP-2), Matrix metalloproteinaz-9 (MMP-9), Neurokan,
Szindekan-1, Tenaszcin-C, Tenaszcin-R, Verzikan. A peritumoralis és tumormentes

mintakban a Szindekan-1 szintjét nem vizsgaltuk.

mRNS analizis

A szovetek RNS tartalmanak izolalasa soran az elsd feladat a szovetminta mechanikus
poritasa volt, majd ehhez hozzaadtuk a megfelel6 mennyiségli Trizolt. A poritott
minta TriReagens-ben valé homogenizalasat késes homogenizator alkalmazasaval
segitettiik eld. A homogenizatumot centrifugaltuk majd a feliiliszohoz hozzaadtunk a
megfeleld mennyiségii kloroformot. Ezutdn ujra centrifugaltuk, igy szétvaltak a
kiilonboz6 fazisok: a felsé vizes fazis (az RNS-t tartalmazza), az interfazis (proteinek)
és az also, fenolos fazis (a DNS-t tartalmazza). Az RNS fazissal dolgoztunk tovéabb,
melyet nukledzmentes vizben oldottunk fel. A teljes feloldédas utan a mintdkon
mennyiségi, tisztasagi, valamint minéségi analizist végeztink. Az RNS oldatot

RNEasy-vel tisztitottuk, majd a tisztitott RNS mintakat reverz transzkripciot
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alkalmazva polimeraz lancreakcio segitségével visszairtuk egyszali cDNS-¢. A
kovetkez6 1épés a kapott cDNS-ek kvantitativ PCR feldolgozasa volt. Mintdink
analiziséhez TagMan Low Density Array-t hasznaltunk. A mikrofluidikai kartyakat
SDS 2.1 szoftver segitségével elemeztiik, és a kapott relativ kvantifikaciés CT
értékeket hasznaltuk fel tovabbi analizisre. A beta-aktin és a glicerinaldehid 3-foszfat
dehidrogenaz (GAPDH) tgynevezett haztartasi gének mutattak a legkisebb eltérést a
mintdk kozott, igy ezeket haszndltuk referencia génként a deltaCT értékek
meghatarozasara. Az expresszios értékeket az Osszehasonlitd6 CT modszerrel

szamoltuk ki.

Fehérje analiztis

Az RNS analizis soran leirt szoveti homogenizalas utan a szoveti lizishez a kdvetkezd
lizis puffert hasznaltuk: 50mM Tris, ImM EDTA, 17mM béta-merkaptoetanol és
0,5% Triton-X100. A fehérje tartalmat Bradford modszerrel hataroztuk meg és a
tripszines emésztéshez azonos fehérje mennyiségeket mértink ki. A relativ fehérje
szint meghatarozashoz selected reaction monitoring (SRM) alapu célzott proteomikai
moédszer lett kifejlesztve. A fehérje koncentracid becsléséhez a kapott spektrumok
gorbe alatti teriileteit (AUC) szamoltuk ki. Azokat az SRM spektrumokat hasznaltuk
fel az AUC kiszamolasahoz, ahol a jel intenzitdsa meghaladta az 500cps-t. Az

adatokat Analyst1.4.2 szoftverrel dolgoztuk fel.

Statisztikai analizis
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A szdvettani csoportok kozott fennalld feltételezett kiillonbség igazolasira ANOVA
tesztet hasznaltunk ahol ennek a feltételei teljesiiltek, mas esetben pedig Kruskal-
Wallis tesztet. Két csoport Osszehasonlitisa soran Mann-Whitney  tesztet
alkalmaztunk, igy tudtunk gén és fehérje szinten szignifikansan kiilonb6z6 expresszios
szintet azonositani. Szignifikancia szintet p < 0,05-nél hatiroztuk meg és a

szignifikans eltéréseknél 95%-o0s konfidencia intervallumot (CI) is szamoltunk.

4. EREDMENYEK

mRNS expresszio

El6szor 9db peri-GBM, 9db peri-Met és 9db Norm, dsszesen 27db minta vizsgalatat
végeztiik el, melyek nem tumoros agyszovetbdl valamint glioblasztoma, illetve agyi
metasztazis peritumoralis teriiletébdl szarmaztak. A két daganattipus peritumoralis
mintaiban vizsgalt expresszids szinteket egymashoz, valamint a nem tumoros
mintakhoz hasonlitottuk. A peri-GBM ¢és peri-Met 0sszehasonlitasban tiz molekula
mutatott relativ expressziondvekedést a peri-metasztatikus szovetben: Brevikan,
ErbB1, ErbB2, Integrin alfa-1, Integrin alfa-3, Integrin alfa-7, Laminin alfa-4,
Laminin béta-1, Tenaszcin-R, Verzikan. Kilenc gén esetében volt megfigyelhetd
fokozott expresszié glioblasztoma peritumoralis mintaiban: N-kadherin-2, Kollagén
alfa-1, Fibronektin, CD168, Integrin béta-1, MMP-2, MMP-9, Neurokan, Tenaszcin-
C. Két esetben talaltunk statisztikailag szignifikans eltérést: a Tenaszcin-C (95% CI:
7,95-12,92) és a CD168 (95% CI: 2,75-4,64) expresszioja szignifikansan magasabb

volt peri-GBM-ben peri-Met-hez viszonyitva.
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Amikor a Peri-GBM mintidkat a Norm szdévethez viszonyitottuk 14 esetben volt
peritumoralisan expressziéo emelkedés: N-kadherin-2, Kollagén alfa-1, ErbB1, ErbB2,
Fibronektin, CD168, Integrin alfa-1, Integrin alfa-3, Integrin béta-1, Laminin béta-1,
MMP-2, MMP-9, Neurokan, Tenaszcin-C, de csak a CD168 (95% CI: 0,30-0,44)
esetében volt szignifikans az emelkedés. 5 gén expresszidja csokkent Peri-GBM-ben
nem tumoros agyszovethez viszonyitva: Brevikan, Integrin alfa-7, Laminin alfa-4,
Tenaszcin-R, Verzikan, mely koziil csak a Tenaszcin-R (95 % CI: 1,40-5,11)
csokkenése bizonyult szignifikansnak. Osszehasonlitva a Peri-Met és a Norm mintékat
13 molekula mRNS szintjénél talaltunk Peri-Met emelkedést: Brevikan, Kollagén
alfa-1, ErbB1, ErbB2, CD168, Integrin alfa-1, Integrin alfa-3, Integrin alfa-7, Integrin
béta-1, Laminin alfa-4, Laminin béta-1, MMP9, Verzikan. Emellett mind6ssze hat gén
szintje csokkent a peritumoralis szovetben Norm-hoz viszonyitva: N-kadherin-2,
Fibronektin, MMP-2, Neurokan, Tenaszcin-C, Tenaszcin-R. Ebben az
Osszehasonlitasban egyik esetben sem talaltunk szignifikans eltérést.

Az onkoterapia el6tti és utani glioblasztomak Osszehasonlitisa soran a kezelt
mintakban a 19 vizsgalt molekukabol 12 molekula RNS szintje csokkent: Brevikan,
Kollagén alfa-1, Fibronektin, Integrin alfa-1, Integrin alfa-7, Laminin alfa-4, Laminin
béta-1, MMP-9, Neurokan, Szindekan-1, Tenaszcin-R, Verzikan, mig 7 molekula
transzkriptumaban lattunk emelkedést: N-kadherin-2, CD168, ErbB2, Integrin alfa-3,
Integrin béta-1, MMP-2, Tenaszcin-C. Az MMP-9 expresszidcsékkenése bizonyult

szignifikansnak (95% CI: 0.13 — 0.26).
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Fehérje szintek

Miutdn megadtuk az mRNS expresszios szinteket un. jelolés nélkiili SRM alapu
kvantitativ fehérje analizist végeztiink el, hogy az informacioval szolgaljon nekiink a
transzlacios fazisrol és ezaltal lassuk az mRNS szintek valtozasanak fehérje szintii
manifesztacidit. Az ErbB2, a Szindekan-1 és a Tenaszcin-C kivételével mindegyik
gén fehérjéjét meg tudtuk hatarozni.

Peri-GBM ill. peri-Met korrelaciéban 11db ECM fehérje mennyisége volt emelkedett
glioblasztéma esetében, amibol 5db mutatott az mRNS értékekkel megegyez6 iranyt
valtozast: N-kadherin-2, CD168, Integrin béta-1, MMP9, Neurokan. A CD168
emelkedés szignifikdnsnak bizonyult (95% CI: 325,9-1109,1) csakugy, mint gén
szinten. A metasztazis koriil 6db fehérje szintjének emelkedését detektaltuk, amibdl
3db volt az mRNS valtozassal megegyezd: Integrin alfa-1, Tenaszcin-R, Verzikan. A
Fibronektin szint novekedés peri-Met-ben szignifikans volt (95% CI: [-642,5]-[-
10,5]), azonban ennek a molekulanak az mRNS szintje a mérések soran csokkenést
mutatott. Nem tumoros agyszovethez viszonyitva peri-GBM mintakban 13db fehérje
szintje volt nagyobb, amibdl 10db a génexpresszidokkal megegyez6 valtozast mutatott:
N-kadherin-2, Kollagén alfa-1, ErbB1, Fibronektin, CD168, Integrin alfa-1, Integrin
alfa-3, Integrin béta-1, Laminin béta-1, MMP9. Minddssze 4db fehérje koncentracioja
volt magasabb Norm szovetben, ebbdl 2db mutatott konkordanciat: Tenaszcin-R,
Verzikan. Szignifikans eltérést nem lehetett detektdlni. Peri-Met ¢és Norm
Osszehasonlitasban 8db fehérje szintje emelkedett meg a peritumoralis szovetben, 7

esetben konkordanciaval: Kollagén alfa-1, ErbB1, Integrin alfa-1, Integrin alfa-3,
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Integrin alfa-7, Integrin béta-1, Verzikan. A peri-GBM — peri-Met korrelaciéhoz
hasonldéan a Fibronektin szint emelkedés itt is szignifikdns volt annak ellenére, hogy
gén szinten ugyanugy csokkenést detektaltunk. Peri-Met-ben nem tumoros mintakhoz
képest csokkent koncentraciot mértiink 9db fehérje esetében, ebbdl 4db csokkenés volt
az mRNS valtozassal megegyezé iranya: N-kadherin-2, MMP-2, Neurokan,
Tenaszcin-R. Ez utdbbi esetben sem talaltunk szignifikans eltérést.

csokkent: Brevikan, N-kadherin-2, CD168, Kollagén alfa-1, ErbB2, Integrin alfa-3,
Integrin alfa-7, Integrin béta-1, Laminin béta-1, MMP-2, MMP-9, Neurokan,
Tenaszcin-R, 5 génnél pedig a fehérje koncentraciéo novekedését tapasztaltuk: ErbB2,
Fibronektin, Integrin alfa-1, Laminin alfa-4, Verzikan. A Szindekan-1 és a Tenaszcin-
C a kezelés utani mintdkban nem volt detektalhatd. A Brevikan szintje onkoterapia
utan szignifikans csokkenést mutatott. (95% CI: [-8857.43] - [-7.46])

Az expresszios valtozasokat RNS és fehérje szinten egyiitt elemezve 8 esetben lathato
konkordans valtozas (4. tablazat). A Brevikan, Kollagén alfa-1, Integrin alfa-7,
Laminin béta-1, MMP-9, Neurokan, Tenaszcin-R a kezelt mintakban mindkét
vizsgalatban konzekvens expresszidocsokkenést mutatott, ezzel ellentétben az ErbB2-
nél a transzkripcid és a transzlacido soran is emelkedés volt megfigyelhetd. A
statisztikai elemzések soran az eltérések mindossze 2 esetben bizonyultak
szignifikansnak: RNS szinten a MMP-9 (fold change: 0.21 p érték: 0.006 95%-0s Cl:

[0.13] - [0.26]), protein szinten pedig a Brevikan (prot. level:-4432,44 p érték: 0.006
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95%-0s Cl: [-8857,43] - [-7,46]) csokkent szignifikans mértékben az onkoterapiat

kovetden.

5. MEGBESZELES

Az ECM az elmult idében szamos kutatas kézéppontjaban allt, igy rendkiviil sok uj
informaci6 all rendelkezésre, ami szerkezeti részleteire, tulajdonsdgéara illetve a
kiilonbozo fiziologias és patholdgias folyamatokban betdltott szerepére vonatkozik.
Sokaig ugy vélték, hogy az ECM f6leg strukturalis szereppel bir, azonban az utobbi
idében egyre vilagosabba valt, hogy nélkiilozhetetlen a sejtek kornyezetiikkel vald
funkcionalis kapcsolatahoz. Bebizonyosodott, hogy az ECM-alkotoknak 1étfontossagu
szerepe van példaul az egyedfejlédés iranyitasaban, a sejtmigracidban, a sejtek
érésében és differencidlodasaban, a sejt-talélésben, a szoveti homeosztazis
matrixban bekdvetkezett barmely 6roklott vagy szerzett strukturalis defektus olyan
sejt- és szovetszintli valtozasokat okoz, ami meglévé betegségek stlyosbodasahoz,
illetve 0j betegségek kialakulasahoz vezet. Példaul a nem megfelel6 laminin termelése
hibas izomstrukturdhoz vezet, ami izomdisztofiat hoz 1étre. Annak ellenére, hogy
kdzponti idegrendszerben talalhato ECM nagymeértékt hasonlosagot mutat mas szovet
ECM-éhez, a molekularis dsszetételben mégis hatarozott kiilonbséget lehet felfedezni,

s0t néhany komponens csak az agyban talalhaté meg. Példaul az agyi ECM realtive
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kis mennyiségii rostképzd fehérjét és nagy mennyiségi GAG-t tartalmaz. Az
idegsejtek membranjahoz kozel az ECM siirtibbé valik, és bazalmembrant formal, ami
foleg kollagénekbdl, glikoproteinekbdl, kiilondsen tenaszcinokbdl valamint kondroitin
szulfat és heparan szulfat proteoglikanokbol (verzikan, neurokan, aggrekan,
neuroglikan-C, perlekan, agrin), hialuronsavbol és sejtadhézios molekulakbol all.
Fontos szerepiikk van emellett tobbek kozott a kadherineknek, elasztinnak, CD44
sejtfelszini receptornak, matrillinnak, szindekdnnak, aquaporinoknak, agrinnak,
TGFp-nak és a matrix metalloproteinazoknak is. Amellett, hogy az ECM-nek fontos
funkcidja van az embriogenezisben, a daganatok progresszidjahoz is elengedhetetlen.
A sejt-sejt és sejt-ECM interakciok révén valosul meg daganatok invaziv tulajdonsaga,
a tumoros kornyezeti infiltracio.

Kutatdsunk soran az invazidval dsszefiiggé ECM komponenseket és transzmembran
receptorokat vizsgaltunk primer (glioblasztoma) ¢és szekunder (adenokarcindma
metasztazis) agyi daganatoknal, egyrészt azok peritumoralis teriiletében masrészt az
infiltrativ daganat allomanyaban standard onkoterapia el6tt és utan. Az mRNS
expresszios mintazat létrehozasa és a fehérje szintek kvantifikalasanak
eredményeképpen tobb ECM alkot6 elem és receptor is dsszefliggésbe volt hozhato a
peritumoralis invazié mértékével. Egyes molekuldk mRNS és fehérje szinten is azonos
iranyl valtozast mutattak, emellett néhany szignifikansan eltért a kiilonb6z6 vizsgalt
szovettani csoportokban. Egyértelmii kiilonbségeket taldltunk a peritumoralis

szovetekben, azokat akar egymashoz, akar tumormentes agyszovethez hasonlitottuk.
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5.1. Glioblasztoma peritumoralis zénaja:

Tenaszcinok és CD168

A tenaszcinok o6t féle tagbol (tenaszcin-C, - R, -X, -Y, -W) all6 nagyméretii
extracellularis matrix glikoprotein csaladot alkotnak. Kozilik a kiilonb6z6é un.
alternative splicing soran 1étrejott tobbféle izoformaval rendelkezé tenaszcin-C (TNC)
kulcsszereppel rendelkezik az embridgenezisben, sebgydgyulasban, valamint a
tumorprogresszioban. A tenaszcin-C-t szamtalan embrid- és felnétt szovetbol izolaltak
mar, példaul hamszovetbol, simaizom sejtekbdl és bizonyos daganatokbol. Ez a
molekula az integrinekkel, kollagénekkel, proteoglikanokkal valamint a fibronektinnel
Iép kapcsolatba. A sejt-kornyezettdl fiiggden funkcionalhat adheziv vagy antiadheziv
fehérjeként is, és oldott formaban gatolja a fibroblasztok fibronektinnel boritott
tenaszcin-C  detektalhatd, majd késébb az érett szervezetben a tenaszcin-R
megjelenésével parhuzamosan eltiinik. A tenaszcin-C érett, normal agyban altalaban
nincs, de megtalalhato sériilést kdvetden, illetve tumorsejtek bazal laminajaban, ahol
gatoljak a fibronektin és a szindekan-4 kozotti kapcsolatot eldsegitve ezzel a daganat
novekedését és metasztazis 1étrejottét. Malignus gliomakban a TNC autokrin médon
noveli a glioma sejtek invazivitasat, 1étrehozva egy reaktiv valtozast a tumor koriili
agyszovetben. Hirata és munkatarsai azt talaltak, hogy a TNC expresszié aranyos az
MRI képeken 1évo peritumorallis reaktiv elvaltozasok nagysagéaval €s a glioblasztéma

betegek prognozisaval. Herold — Mende és munkatarsai egyenes aranyossagot talaltak
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a TNC szint emelkedése és a daganat malignitasa kozott. A tenaszecin csalad egy
masik tagjarol, a tenaszcin-R-rél (TNR) bizonyosodott be, hogy fontos szereppel bir a
kozponti idegrendszer kialakulasaban, regeneraci6 soran, valamint tobbféle sejt-matrix
fehérje szinten a TNR szint novekedése figyelhetd meg pilocitas (WHO Gr. 1.)
asztrocitomakban glioblasztomakkal szemben. Ezzel megegyezden a TNR expresszio
csokkenését irtak le az asztrociter tumorok gradusdnak emelkedésekor.

A CD168 (ugy is ismert, mint HMMR vagy RHAMM) egy hyaluronsav receptor, ami
hatassal van a sejtek kozotti kommunikacidra, a migraciora, ezzel segitve az
angiogenezist és a metasztazisok kialakulasat. A CD168 kapcsolatba 1épve az aktinnal
a kalmodulinnal, mikrotubulusokkal és mas mitdzishoz kapcsolodo strukturaval
expresszio emelkedést mutatott agressziv daganatokban.

Ami a peri-GBM mintakat illeti a vizsgalt molekuldk nagy része nem mutatott
szignifikans eltérést kivéve a Tenaszcin-C és a CD168 emelkedését valamint a
Tenaszcin-R csokkenését. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a glioblasztomat koriilvevo
agyszovet ECM-je nem reagal hatarozottan a daganat terjeszkedésére. Valoszintileg
ezzel magyarazhatdo, hogy az ECM nem tudja megfeleloen megakadalyozni a
kiemelik ezen harom molekula glioma sejt invazidban betdltott szerepét. A tenaszcin-
R gén szignifikdns leszabalyozasa peri-GBM-ben feltehetden az invazids potencial
novekedésének és a malignus viselkedésnek a jele. Tehat a TNR akadélyozza a

peritumoralis invazidt, mig a TNC segitheti azt.
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MMP-9

Bizonyos enzimek szintén nagy hatassal birnak a peritumordlis invaziéra. A matrix
metalloproteindz csalad 0igy jarul hozza a daganat progresszidhoz, hogy kiilonb6z6
ECM komponenseket és sejtfelszini receptorokat tud lebontani és atalakitani, ezaltal
Ujrarendezi a matrixot, igy segitve el6 a sejtek kozotti kommunikaciét. Ami az MMP
csalad zselatinadz csoportjat illeti Veeravalli szerint az MMP9-nek nagy hatdsa van a
tapasztaltuk periGBM-ben mind RNS mind fehérje szinten, ami feltehetden a

peritumoralis szovetbe torténd tumor invazidt segiti, bar szignifikanciat nem talaltunk.

5.2. Metasztazis peritumoralis zonaja

Fibronektin

A fibronektin egy olyan ECM gliokoprotein dimer ami integrin sejtreceptorokhoz és
mas matrix komponenshez (fibrin, kollagén, stb.) kdtddik. A sejtadhézidt, migraciot és
differencialodast segitve kulcsszerepet jatszik az embridgenezisben, sebgyogyulasban,
daganatnovekedésben és attétek kialakuldsdban. A gliomakban a fibronektin
expresszidja emelkedik, elésegitve ezzel a sejt migraciot és az invaziot egyenes
aranyban a tumor gradussal. Masfeldl Sabari és munkatarsai vizsgalatai alapjan a
fibronektinben gazdag matrix jelent6sen gatolhatja a glioblasztéma sejtek
szétszorodasat. Mi szignifikansan alacsonyabb fibronektin fehérje szintet detektaltunk
periGBM-ben mint peri-Met-ben, mely alapjan valdszinisithetd, hogy a fibronektin

gatolja a tumorsejtek szomszédos agyszovetbe torténd migralasat.
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Azok a molekularis valtozasok, amelyek a perimetasztatikus régidoban jonnek létre
gyanithatéan csokkentik a tumorinfiltraciot feltehetéen I1étrehozva egy olyan
peritumordalis ,,halot” a metasztazis koriil, ami gatolja a tumorsejtek terjedését. A
fibronektin metasztazis koriili egyértelmiien emelkedett szintje egy korai lépésként
hozzajarulhat az attét kialakuldasahoz segitve a metasztatikus sejteket a
megtapadasban, a letapadasban és a tumorfészkek kialakitdsaban. Ez a hipotézis
Osszhangban van Paget ,,mag és fold” elméletével. Az mRNS expresszio emelkedés
hianya a magas fehérjeszintek mellett a fibronektin egy masodlagos koncentralodésat
feltételezi, ami szarmazhat a tumorbdl, de ez tovabbi vizsgalatokat igényel.

Az intracerebralis daganatok peritumoralis ECM-jének vizsgalata olyan molekulakat
tudott azonositani, amelyek feltehetéen (pozitiv vagy negativ) hatdssal vannak az

invazios folyamatra.

5.3. Onkoterapia okozta valtozasok

A GBM kezelését sokaig a miitéti reszekcio és az azt kovetd sugarkezelés jelentette. A
technikai fejlodésnek koszonhetdéen a standard teljes agyi besugarzasi protokollt
késébb felvaltotta a konformalis agyi besugarzas. Emellett szamos kisérlet folyt a
doziseszkalacid, a sugarsebészet és a brachyterapia terén, azonban egyik sem valtotta
be igazdn a hozzd fliz6tt reményeket, igy a ma elfogadott protokoll a 2x30=60Gy
konformalis besugarzast tartalmazza. A terapids stratégia késobb a kiilonbdzo
kemoterapids szerek megjelenésével boviilt, melyek Onmagukban, vagy a

besugarzassal kombinalva keriiltek alkalmazasra. Az ugynevezett “temozolomid
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eldtti” idészakban szamos kemoterdpias szert (platinoidok, taxanok, topoizomerdz
inhibitorok, egyéb alkilalo szerek) alkalmaztak a glioblasztoma kezelésében, 2005 ota
azonban a temozolomiddal tortént kemoirradiacio képzi a standard kezelés alapjat.

A jelenlegi, nem kellden effektiv terapia mellett felmeriilt az igény a glioblasztomak
génexpresszios ¢s fehérje valtozasainak feltérképezésére: tobbek kozott a sejtmotilitas,
a membrandsszetétel, valamint az extracellularis matrix felépitésének olyan jellegii
meghatarozzak a kezelés hatékonysagat. Ezen valtozasok mélyebb ismerete
megismertetheti a jelenlegi protokoll korlatait és utat nyithat (1) kutatasi célpontok
kittizéséhez. Jelenleg kevés ismerettel rendelkeziink a konkuralo kezelés okozta
részletes molekularis mechanizmust illetden, a kezelés infiltraciora gyakorolt hatdsa
sem tisztazott, és az eddigi vizsgalatok sejttenyészeteken, nem pedig emberi
agyszoveten torténtek.

Vizsgalatunkban ennek a kezelésnek az invazidra gyakorolt hatasat elemeztik: az
onkoterapiat kovetden minddssze az MMP-9 RNS szintje és a Brevikan fehérje szintje
mutatott szignifikans csokkenést. A tobbi vizsgalat molekula esetében nem volt
szignifikans valtozas.

Mint ECM degradalé enzim, az MMP-9 szintje glioblasztomakban emelkedést mutat a
normal agyszovethez képest. Trog D. és mtsai temozolomid és besugarzas hatasat
vizsgaltak glioblasztoma sejtvonalon ¢és a kezelést tuléld sejtekben szignifikéns
metalloproteindz emelkedést tapasztaltak, ami korreldlt az agressziv, infiltrativ

tulajdonsaggal. A mi eredményiinkben a MMP-9 onkoterapia utdn RNS szinten sokkal
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nagyobb csdkkenést mutatott, mint fehérje szinten. Ez feltehetden annak a
kovetkezménye, hogy a tumorellenes szerek javarészt a DNS replikaciot érintik és
kevésbbé hatnak a fehérje szintre. A Brevikan fehérjeszintii csokkenése Osszevag
Nakada M. és mtsai valamint Held-Feindt J. és mtsai eredményeivel, akik a
glioblasztomaban pozitiv Osszefiiggést talaltak a brevikan szint csokkenése és a
sejtinvazid kozott. Tanulmanyunkban az onkoterdpia kovetkeztében szignifikdnsan
lecsokkent Brevikan szint azt feltételezi, hogy a konkuraldé kemoterapianak nincs
hatasa a tumoros invazidra. Eredményeink alapjan tehat feltételezhetd, hogy a
kezelés hatasara valdszinilleg egy agresszivabb, nagyobb invazids potenciallal bird
szubpopulacio szelektalodik ki. Mindezeket figyelembe véve kutatasunk hozzajarul a
GBM kezelése alapvetd sikertelenségének megértéséhez, emellett pedig uj, célzott

anti-invazios kezelések kifejlesztésének sziikségességét tamasztja ala.

6. OSSZEFOGLALAS

A glioblasztoma multiforme (GBM) a leggyakoribb felnéttkori elsédleges agydaganat,
és egyike a legrosszabb prognozist betegségeknek. Torvényszer( kinjulasanak egyik
feltételezett oka a tumor kifejezett infiltrativ jellege. A kornyezetet besziird
tumorsejtek  valtozdst hoznak létre a peritumoralis matrix komponensek

expresszidjaban. A GBM kezelésében a standard konkuralé kemoirradiacié hénapokat
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ndvelt ugyan az atlagos és a progressziomentes tilélésen, de atiitd sikert nem ér el. A
temozolomidra épiilé kemoterapia ineffektivitisanak egyik feltételezett oka, hogy az
invazivitas okozta peritumoralis szdveti valtozasra és az invazivitds onkoterapiara
bekovetkezd esetleges megvaltozasara molekuldris szinten a  peritumoralis
agyszovetben és a daganatban 1év6 extracellularis matrix alkotéelemeinek expresszids
szintjében bekovetkezett valtozasok utalhatnak. Erre fokuszalva 20 db invazidhoz
kothetd molekula mRNS ¢és fehérje szintjét hataroztuk meg, az RNS szinteket Q-PCR,
a fehérje szinteket pedig kvantitativ proteomikai analizis segitségével. A molekulakat
tumormentes agyszovetben (Norm/9db), glioblasztoma (Peri-GBM/9db) és
intracerebralis  adenokarcindma  metasztazis  (Peri-Met/9db)  peritumoralis
agyszovetében valamint konkuralé kemoirradiacio el6tti (kezeletlen/15db) és utani

(kezelt/16db) glioblasztdéma mintakban vizsgaltuk.

Létrehozva a vizsgalt szovetek invazidos mintazatat eredményeink tobb ECM
molekulat is kiemelnek, amelyek feltehetéen szerepet jatszanak a metasztazisok
képtelenségében: CD168, Fibronektin, MMP-9, Tenaszcin-C, Tenaszcin-R. Emellett
feltételezhetd, hogy a kemoirradiationak nincs lényeges hatdsa a glioblasztomak
extracellularis matrixdnak Osszetételére és ezaltal nem hat érdemlegesen a daganat
infiltrativ jellegére. Véleményiink szerint az antiproliferativ dgensek antiinvaziv

készitményekkel valo kiegészitése a GBM kezelésében megfontolast érdemel.
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