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1. Bevezetés

A kozponti idegrendszeri (CNS) daganat a 20 és 39 év kozotti férfiaknal a leukémia utén a
masodik leggyakoribb tumorral kapcsolatos halalok, a 0-19 éves gyermekek esetén pedig a
leggyakoribb tumor tipus. Az egészségiigyi vilagszervezet (WHO) a CNS daganatokat az

alabbi csoportokra osztja [1]:

I.  Elsédleges daganatok
¢ Diffuz asztrociter és oligodendroglialis daganatok
e Egyéb asztrociter daganatok
e Ependimalis daganatok
e Egyéb gliomak
e Koroid pleuxus daganatok
e Neuronalis és kevert neuronalis-glialis daganatok
e Pinealis régi6 daganatai
e Embrionalis daganatok
e Agyidegek- és paraspinalis idegek daganatai
e Meningeomak
e Mezenhimalis, nem meningotelialis daganatok
e Melanocitas daganatok
e Limfoémak
e Hisztiocitas daganatok
e Csirasejt daganatok

e Sella teriileti daganatok



Il.  Masodlagos daganatok

e Metasztazisok

Az elsddleges agydaganatok koziil morbiditas és mortalitas alapjan kitlintetett szerepiik van a
gliomaknak, melyek a neuroepitelialis szovet daganatai koz¢é tartoznak. Ez a szovettipus a
neuronokat és az azokat tamogatd haldzatot alkotd gliasejteket (astrocyta, oligodendroglia,
ependyma, radialis glia, mikroglia) foglalja magaba. A gliasejtek daganatos atalakulasabol
jonnek létre a kiilonbozo tipust gliomak. Megjelenésiik, agresszivitasuk, kitijuldsi hajlamuk,
illetve kezelhetdségiik alapjan a WHO I-IV. gradusba sorolja 6ket. Az I.-II. gradust az
ugynevezett alacsony gradusu gliomak (LGG) foglaljak magukba, mig a III.-IV. gradust
daganatok a magas gradust gliomakat (HGG) jelentik. Ez utobbiak koziil a legnagyobb
jelentdségli a kiilon névvel illetett IV. gradusu glioma, azaz a glioblasztdéma multiforme
(GBM), ami a gliomak 54 %-at és az Osszes primer kozponti idegrendszeri daganat 17 %-at
teszi ki. Ez a daganattipus rendkiviil rossz prognézist, gyorsan novekvd, agressziv [2].

A multban a sebészi eltavolitas Gnmagéban 3-5 honapos atlagos talélést hozott, melyet késébb
a kiegészité posztoperativ radioterapia 8-11 honapra nyujtott meg [3]. Emellett szamos
kemoterapias szert is kiprobaltak, azonban ezek alkalmazdsa Onmagéaban, vagy a
sugarkezeléssel kombindlva sem hozott szignifikans javulast [4].

2005-ben Roger Stupp ¢és munkatarsai 576 beteg vizsgalata alapjan a konformalis
besugarzassal kombinalt temozolomid kezelés kedvezd eredményeit kozolték, ami a median
talélést 14,6 honapra novelte [5]. Ez mérfoldkdnek bizonyult a glioblasztoéma posztoperativ
kezelésében ¢és a széles korli bevezetése Ota a munkacsoport vezetdjének nevével illetett
konkural6 kemoirradiacié standardként hasznalt.

A temozolomid az imidazotetrazine csaladba tartozo, kedvez0 farmakokinetikai

tulajdonsaggal bird alkilalé dgens, ami a kdzponti idegrendszerbe jol penetral, kozel 100%-0s



a biologiai hozzaférhetdsége és alkalmazasa relative enyhe mellékhatasokkal jar [6]. A
daganatsejtek DNS-énck alkilalasa révén fejti ki hatasat, mely soran a javitd enzimek egyes €s
kettés lanctoréseket hoznak létre a DNS kettds spirdlban igy aktivalva az apoptozis
utvonalakat. A temozolomid az elsd valasztandd szer Ujonnan diagnosztizalt glioblasztoma
esetében, emellett mas gliomakban is bizonyitott hatékonysaga [7,8]. Sugarkezeléssel
kombinalva a konkurdlé fazisban 4ltaldban 75mg/m? dozisban, késébb monoterapia
formajaban kezdetben 150mg/m? majd 200mg/m2 dézisban alkalmazzak [9]. A konkurald
kezelésben a temozolomid radioszenzitizacidja jelenti az adjuvéans hatast, melyet tobbek
kozott az alabbi mechanizmusok utjan ér el: a karosodott DNS kijavitasanak elégtelensége,
autofagia és apoptozis indukcio, epitelialis-mezenhimalis tranziciéo megforditasa [10].

A komplex kezelés ellenére is sajnos torvényszeri a kitjulasmely rovid idén beliil a beteg
halalat okozza. A glioblasztomat napjainkban gydgyitani nem lehet, a cél a progresszid
lassitasa és beteg ¢letmingségének minél tovabbi megérzése [11]. A folyamatos kitjulas oka
az, hogy a daganat kifejezett infiltrativ tulajdonsaggal bir és ezaltal teljes sebészeti reszekcidja
lehetetlen. A kezelés gerincét a minél nagyobb tumor tomeg eltavolitisa €s az ezt kovetd
onkoterapia képzi.

A metasztazisok ezzel ellentétben megjelenésiikben, viselkedésiikben €s kezelhetdségiikben is
alapvetéen eltérnek a gliomaktol. Atlagos incidencidjuk 9% - 17% kozott van, de ezt évrdl
évre emelik a folyamatosan Ujuld képalkotd eljarasok €s az egyre hatékonyabb szisztémas
daganatkezelések, mely utobbiak nyujtjak a talélést, nagyobb lehetdséget teremtve ezzel
kozponti idegrendszeri attétek megjelenésére [12]. A primer forras tekintetében harom
daganat tipusnak van kiemelked? jelentésége: a tiido karcindménak, az eml6 karcinomanak és
a melanomanak, ezek teszik ki az esetek kozel 80%-at, azonban ezek kozil is legnagyobb
szereppel a tiidé tumor bir, mely 6nmaga 30-60%-ot képvisel [13]. A szoliter és oligo agyi

metasztazisok mellett a beteg ¢életkilatdsai jobbak, mint glioblasztéma esetében ¢és a



prognodzist altalaban az elsddleges daganat hatarozza meg. Kezelésiik sebészi eltavolitasbol
¢s/vagy kiilonbozd tipust sugarkezelésbol all. Ez utobbi esetében széles paletta all
rendelkezésre, mely magaban foglalja a teljes- ill. fokdlis agyi besugarzast, a konformalis
besugarzast és a sztereotaxids modszereket is. A sebészi kezelés nagyban fiigg a
metasztazis(ok)  méretétdl, elhelyezkedésétdl, kornyezetéhez  valdo  viszonyatol,
altalanossagban azonban elmondhatd, hogy az attét altaldban jol korilirt, allomanyi
kornyezetével nem kapaszkodik Ossze, azt nem infiltralja igy radikalis eltavolitasa rutin
idegsebészeti feladat.

Az elsédleges és a masodlagos kozponti idegrendszeri daganatok igen eltéré modon 1épnek
kapcsolatba az Oket korlilvevd agyszovettel, ami megszabja terjedésiiket és ezaltal
onkoterapidjuk sikerességét is. A kifejezetten invaziv malignus gliomak nagyban
kiilonboznek a csaknem szferoid agyi attétektdl és infiltracios zonajukat nehéz intraoperative
megkiilonboztetni a peritumoralis ép agyszovettdl, legtobb esetben ez teszi lehetetlenné
radikalis eltavolitasukat (1. abra) [14,15]. Ebben a gyokeresen kiilonb6z6 invaziods

potencialban meghatarozé szerepe az extracellularis matrixnak (ECM) van [16-18].
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1. dbra Glioblasztéma multiforme (bal kép) €s intracerebralis metasztazis (jobb kép) tipusos

MR képe.

Az ECM egy fehérjében és rostban gazdag éallomany, ami a szervezet tobbi sejtjeihez
hasonldan a kdzponti idegrendszer sejtjeit veszi koriil. Osszetételét illetéen a matrix rendkiviil
heterogén, tartalmaz kollagéneket, elasztint, laminineket, fibronektint, proteoglikanokat,
gliikozaminoglikanokat, illetve enzimeket. A kiilonb6zé molekuldk, enzimek és szolubilis
faktorok kotdszoveti rostok haldzatdba vannak agyazva [19-21]. 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 utvonalakon keresztiil a tumor sejtek
kapcsolat alakul ki az ECM-el. Ez a sejt-ECM konnexiéo a sejt-sejt interakcioval és a
szolubilis faktorok rendszerével egyiitt egy komplex kommunikacids haldzatot hoz 1étre [25].
A kornyezetet beszlird tumorsejtek valtozast hoznak Iétre a matrix komponensek
expressziojaban, valamint a protedzok ¢€s szintdzok aktivitasaban. Ezen peritumoralis ECM-
ben bekovetkezett valtozasok felelosek a gliomék €s az agyi metasztazisok nagyban eltérd
invazivitasaért. Ahhoz, hogy megértsiik a kiilonb6z6 tipust anaplasztikus agydaganatok igen
kiilonbozd invaziv potencidljat, a daganatok peritumoralis ECM-re gyakorolt hatasat és a
peritumoralis agyszovetben 1év0 és az invazidhoz kotheté ECM komponensek szintjének
valtozasat kell vizsgalni. Ennek megismerése és valtozasainak feltérképezése kulcsfontossagi
informacioval szolgalhat az intrakranialis agyi daganatok eltéré viselkedésének megértéséhez

¢és egy hatékony onkoterapia koncepciojanak kidolgozasahoz.

2. Irodalmi attekintés és Célkitiizések



2.1. Az extracellularis matrix

A legtobb sejt a szervezeten beliil tobbsejtes struktirdk vagy szovetek része. Egy szdveten
beliil a sejteket egy rostokban és makromolekuldkban gazdag alapallomany veszi koriil.
Ennek az allomanynak az Osszetevoi, illetve a sejtek egymashoz vald kapcsolodéasa szabja
meg az adott szovet bioldgiai tulajdonsagait. Az ECM-et a benne talalhato sejtek termelik
létrehozva egy olyan mikrokornyezetet maguk koriil, ami a kiilonb6z6 fejlédési, regeneracios
¢s patologiai folyamatokat iranyitja [26]. Annak ellenére, hogy az Osszetétele altalaban
szOvettipusra specifikus, a fehérjekomponensek tobbsége szamtalan szdvetben megtalalhato.
A matrixot alapvetden négy tipusu 0sszetevod alkotja, a rostképzd fehérjék, a hyaluronsav, a

glikoproteinek és a proteoglikdnok csoportja (2. abra).
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2. abra Az extracellularix matrix fontosabb alkotoelemeinek elhelyezkedése és egymashoz

val6 viszonya.forras: www.biolamina.com

2.1.1. Rostképzé fehérjék

Koz¢éjiik tartoznak a kollagének, az elasztinok.

Kollagén: triplahélixet alkotd molekula, melybdl 28 tipus létezik. Fibroblasztok
termelik és iranyitjak atrendezédésiiket. Legfontosabb képviseldje az 1. tipust kollagén, mely
az emberi szervezetben talalhato kollagének tobb mint 90%-at teszi ki. Tobb tipusnak is jol
meghatarozott eléfordulasi helye van (példaul a IV. tipus a bazélis laminaban). Legfobb
funkcioja a szerkezeti integritds, emellett azonban szamos mas folyamatban (példaul
sejtadhézi6 vagy kemotaxis) is részt vesz [27]. A kollagén egységek gyakran
szupramolekularis komplexeket alkotnak.

Elasztin: egy 70 kDa-os glikoprotein, randomszertien feltekert és keresztkotott
formaban képezi az elasztikus rostokat, melyek az ECM-ben talalhatoak. Az elasztikus rostok
két OsszetevObdl allnak: fibrillinbdl és elasztinbol. Ez utobbi tulajdonképpen egy elasztikus,
fibrozus mukoprotein mely a kollagénhez hasonl6. Normalisan az agyhartyakban és a
kiserekben van jelen. In vitro kisérletek soran az asztrocitdma sejtek hozzatapadnak az
elasztinhoz. A gliasejtek felszinén talalhatd az elasztin-koté-protein melynek szerepe a
fokozott neoplasztikus transzformdcioban van, ugyanis a kotéfehérje fokozott expresszioja
fokozza az invazivitast [28]. Az elasztin prekurzora a tropoelasztin, egy kb. 70kDa-0s
vizoldékony molekula. Szamos human asztrocitoma-sejtvonal €s magas gradusu glioma
mutéti mintdban igazoltdk, hogy a glia- ¢és gliomasejtek intracellularis tropoelasztint

termelnek. Ez az endogén tropoelasztin nagyrészt lebomlik €s az innen szdrmazé elasztin
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degradacios produktumok (EDP) fokozzak a sejtciklust, igy az EDP-k mitogén faktorok

lehetnek malignus asztrocitomakban. [29].

2.1.2. Glikoproteinek

Fobb képviseldik a fibronektin, a lamininek és a tenaszcinok.

Fibronektin: dimer formaban 1étez6 kb. 440kDa sulyt glikoprotein, fontossagat
szamos kotohelye adja, melyekkel tobbek kozott mas fibronektinekhez, kollagénhez,
lamininhez, heparan szulfat proteoglikanokhoz (példaul szindekan) vagy sejtfelszini integrin
receptorokhoz tud kotddni [30]. Tobb izoformaja is létezik, melyek ugyanazon génbdl
alternativ splicing révén jonnek létre. Funkcioi koz¢ tartozik a sejt-kitapadas €s a sejtmigracio
elosegitése, kardiovaszkularis betegségek mellett metasztatikus daganatokban is megfigyelték
szerepét [31].

Laminin: a bazalmembran egyik f6 alkotoeleme. Alfa (5 féle), béta (4 féle) és gamma
(3 féle) lancot tartalmazo heterotrimer fehérjék, melyek jellegzetes kereszt alakot vesznek fel.
A fibronektinhez hasonléan kapcsolatot létesitenek a sejtmembran €s a matrix kozott.
Kiemelked6 a jelentdségiik van az agy (neokortex) fejlodésében, melyet az idegi Ossejtek
révén valdsitanak meg [32].

Tenaszcin: rendkiviil nagyméretli, makromolekularis felépitésilkben igen hasonld
glikoprotein multimerek. A tenaszcin csaladnak négy tagja van: C, R, X és W, melyek koziil
az els6 kettd bir jelentdséggel a kozponti idegrendszerben. Szamos ECM alkotdval 1étesitenek

kapcsolatot.

2.1.3. Hyaluronsav
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A glikiizaminoglikdnok talan legjelentdsebb képviseldje, az ECM {6 alkotdeleme.
Legnagyobb mennyiségben a kotd- ham-, és idegszovetben talalhatd. Kiemelkedd szerepe van
a sejtmigracidoban és proliferacioban, ezért malignus tumorok progresszidjaban is rendkiviil
fontos molekula. Sejtfelszini receptora a CD44, bontéenzime a hialuroinddz, mely azzal, hogy
a hialuronsav hidrolizisét katalizalja, csokkenti az ECM viszkozitasat, igy noveli a szdveti
permeabilitast. Emellett a hialuronsav részt vesz a tumor angiogenezisben, az invazidban, €s a
metasztazis képzésben is, amelyet human GBM-ben, karcindéma agyi metasztazisaban ¢és
tumorsjet-kultiraban is vizsgaltak [33]. A hialuronidaz harom tipusanak (1, 2, 3) génjei a 3-as
kromoszéma p2l-es helyére lokalizalhatoak. A gliomak sok hialuroniddzt és CD44-et
(hialuronsav receptora) expresszalnak. Junker €s mtsai a hialuronidaz szerepét biznyitottak az
invazioban, kissejtes tlidodaganatban [34]. Enegd és mtsai a hialuroniddz szintjét
emelkedettnek  taldltdk agyi metasztdzisban primer agydaganathoz  viszonyitva.
Vizsgalatokkal igazoltak tovabba, hogy a hialuronsav szintdz-2 emelkedett expresszidja és a
hialuronidaz hianya csokkenti a gliomak tumoros potencialjat, mert a CD44-hialuronsav
kapcsolat (ami a tumorsejt-ECM kapcsolodashoz, a migracidhoz és az invazidhoz kell)
megvaltozik. Megfigyelték tovabba, hogy az infiltrativan névekedé GBM is sok hialuronidazt

termel [35].

2.1.4. Proteoglikanok

Az extracelluléaris intersticidlis tér nagy részét ezek a molekuldk toltik meg, rendkiviili
vizmegkotd tulajdonsaguknak koszonhetden gél allagot létrehozva. Ismétlodé diszaharid
egyseégekbdl allo glikozaminoglikan (GAG) lancok alkotjak, amik egy kozponti fehérjéhez

csatlakoznak, kivéve a hialuronsavat, ami kozponti fehérje nélkiili makromolekulaként van
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jelen. A proteoglikanokat (PG) ezen alkotdelemek alapjan csoportositjuk. A GAG lancok
lehetnek szulfataltak (kondroitin szulfat, heparan szulfat, keratan szulfat) vagy nem
szulfataltak (hialuronsav). A ldncok variabilitdsdnak koszonhetéen rendkiviil sokféle
proteoglikan létezik. 3 f6 csoportja a kis leucin-gazdag proteoglikanok (pl.: decorin), a
modularis proteoglikdnok (pl.: perlekan, agrin) és a sejtfelszini proteoglikanok (pl.:
szindekan).

Kondroitin szulfat: az ECM egy tovabbi, nagy jelentdsséggel bird dsszetevdje. Negativ
toltésének koszonhetden konnyen interakcioba 1ép a sejtkozotti tér fehérjéivel. Gyakran
fehérjéhez kotve, proteoglikdnok részeként taldlhato meg és mivel a kondroitin szulfat a
porcszovet fontos szerkezeti komponense, igy szerepe az adott szovet strukturalis
integritdsanak megorzésében kiemelked6. Ez a szerep egyébként tipikusan a nagy
aggregalodo proteoglikanokra, a lektikan csaldd négy tagjara, a verzikanra, a neurokanra, az
aggrekanra, és a brevikanra jellemz6. Ezek a proteoglikanok hialuronsavhoz koétédve részt
vesznek az idGsebb agyban és gerincvel6ben felfedezett tigynevezett perineuronalis halo
létrehozasaban. Ez a halo nagy vizkotd kapacitassal rendelkezik, és periszinaptikus
akadalyként is funkcionélhat, lebontasaban a kondroitindz A, B, C, a hialuronidaz ¢és a
kollagenazok kapnak szerepet [36].

Verzikan: egy 1000kDa-nal nagyobb kondroitin-szulfat proteoglikan, és az egyik
leggyakoribb agyi ECM protein. Befolyasolja az axonok ndvekedését, valamint az
ugynevezett neuronalis halozatot. Human asztrocitomaban is jelen van a verzikan C-terminusa
(G3-domén). Ez a domén fokozza a neuritok képzését és a sejtkitapadast, valamint a
szinaptofizin klaszterek kialakulasat és az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR)
foszforilacioval torténd aktivalasat, tehat szerepe van az idegsejt fejlddésében ¢és
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része, és ha ebben mutacid van, az asztrocitak sejtproliferacioja jelentésen redukéalodik. Ezzel
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a mutans verzikdnnal (illetve annak mutans G3 doménjével) végzett kisérletekben a fert6zott
sejtvonalak leallasat tapasztaltak. [38].

Neurokan: a nagy aggregaldédd molekulak csoportjanak kovetkezd képviseldje a
neurokdn, ami egy olyan kondroitin-szulfat proteoglikdn, mely egyiittmikodik a heparan-
szulfat proteoglikanokkal (példaul a szindekan-3-al és glipikan-1-el). Ezt a kapcsolatot a
heparitinaz I és II gatolja, de a kondroitinaz nem. A szindekan-3 és a glipikan-1 a neurokan
sejtfelszini receptora és kettdjiik kapcsolata pozitiv szerepet jatszik a neurit kindvésben. [39].

Aggrekan: egy koriilbeliil 2500Da tomegii molekula. Legfontosabb alkotdja a
perineuronalis halonak. Bontdéenzime a kondroitindz ABC. Leggyakoribb el6fordulasi helye a
porcszovet. Emellet csak néhany szovetben taladlhatd: inban, az aortdban, és az agyban. Az
agy fejlédésében is szerepet jatszik a verzikannal, a neurokanal, és a brevikannal egyiitt [40].

Brevikan: exkluzivan az agyban taldlhaté molekula, ott a leggyakoribb kondroitin
szulfat proteoglikan. Létezik GAG nélkiili forméaban (csak kdzponti fehérje) is. Feladata a
agyi sériilések utan, valamint gliomakban is nagy szerepe van. Glioméakban emelkedett szintje
eldsegiti az EGFR aktivaciot, noveli a sejtadhézidos molekuldk valamint a fibronektin szintjét
[41].

Perlekan: a heparan szulfat proteoglikanok egyik fontos képviseldje, legnagyobb
mennyiségben a bazalis membranban €s porcszovetben talalhatd. A molekula {6 alkotdeleme
egy fehérje mag, ami 6t darab kiilonallo6 doménre oszthatd. Tobbféle biologiai folyamatban
tolt be fontos szerepet, Ugymint sejtndvekedésben, a differencialédasban, valamint a
novekedési faktor aktivitasanak modulalasaban, ezen kiviil kotodik novekedési faktorokhoz,
¢és sejtfelszini receptorokhoz. Kiemelt szerepe van a vér-agy gat felépitésében, ugyanis a

CNS-ben leginkabb itt talalhato [42].
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Agrin: nagy heparan-szulfat proteoglikan molekula, melynek legnagyobb szerepe a
neuromuszkularis junkci6 embriogenezis sordn torténd fejlédésében van. Nevét a
Motoros axon-terminalisbol valo felszabadulasa feltehetéleg serkenti a posztszinaptikus
apparatust a fejlododd ¢€s regeneralodd neuromuszkuldris junkcidban. Az agrinnak a
perlekanhoz hasonldéan fontos szerepe van a vér-agy gat funkcidjaban, erre utalnak azok az
irodalmi allitasok, melyek szerint GBM-ben a vér-agy gatban altalaban hianyzik. Az agrin
befolyassal bir az akvaporin eloszlasra human GBM sejteken, igy a vér-agy gat integritdsaban
is szerepet jatszik [43].

Szindekan: egy kb. 250-300 kDa sulyt transzmembran proteoglikan, féleg az
epithelidlis sejtekben talalhatd. G-protein kapcsolt receptorok koreceptoraként mitkodik, és 3-
5 darab heparan-szulfat, valamint kondroitin-szulfat molekula kapcsolddik hozzéd. Ezek
segitségével ligandok széles skalajaval képes kapcsolatba 1épni, tigymint a fibroblaszt
novekedési faktor (FGF), a vaszkularis endothelialis novekedési faktor (VEGF), a

transforming growth factor béta (TGFp), a fibronektin, és antithrombin-1.

2.1.5. Egyéb fontos alkotéelemek

Matrilin: a fehérjecsalad 4 tagu, és minden tagja tartalmazza a von Willebrand faktor-
A, és az EGF-like domént. Mig a matrilin-1 és matrilin-3 molekuldk inkdbb a porcszovetben
taladlhatdak, addig a matrilin-2 és matrilin-4 szélesebb szoveti megoszlast mutat. Pilocitas
asztrocitomaban matrilin-2 MRNS fokozott expresszidé mérhetd és ez erre a tumortipusra igen
jellemz0, azonban ezen beliil leginkabb az agressziv szovettani tipusok tulajdonsaga [44].

Thrombospondinok: a glikoproteinek egy kiilon csaladja. Jelentségiik a vér

crcr

koagudciojaban ¢és antikoagulans faktorokkal wvalé kapcsolatuk ismert. Emellett a
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sejtadhézioban, a vérlemezke-aggergicioban, a sejtproliferdcioban (ndvekedés), az
angiogenezisben, a daganatsejtek metasztatizalasaban, és a szoveti javitdsban toltenek be
fontos szerepet. A thrombospondin-2 (TSP-2)-r6l kimutattak, hogy egerekben gatoljak az
angiogenezist, ¢s gatoljak a tumor ndvekedését, tehat tumor szuppresszorként viselkednek.
[45]. Watanabe és mtsai igazoltak, hogy a malignus gliomasejtek TSP-1-et termelnek, mely
egyrészt fokozza a gliomasejtek motilitasat, €¢s a HSPG-hez valo kotddést, masrészt a TSP-1 a
sejtfelszini avp3 és a3PB1 integrinekhez és szindekan-1l-hez kotddik [46]. ELISA és flow
citometrids vizsgalatokkal a maligus glidma sejtvonalon magas TSP szintet, emellett a3p1, és
avB3, valamint szindekan-1 expressziot. taldltak. Ezek egymassal egyiitthatva fokozzak a
migraciot. A non-glioma malignoma sejtvonalon a TSP szint alacsonynak bizonyult [47].

Neuroglikan-C (NGC): egy 150 kDa-os transzmembran kondroitin szulfat PG, mely
rendelkezik egy EGF doménnel. Human agyban (hippocampus) RT-PCR-al 4 splice variansat
izolaltak (I-1V). A NGC csak érett agyban talalhat6, a neuronok expresszaljak [48]. Az ErbB3
ligandjaként funkcional és igy aktiv novekedési faktor szerepét tolti be. Az NGC emellett az
ErbB2-t is transzaktivalja [49].

Akvaporinok: transzmembran fehérjék, a major intrinsic protein (MIP) csalad részei. A
sejtek membranjaban poérusokat formalnak, ilyen modon felelosek a sejtek kétiranya
viztranszportjaért. Vizmolekulakra szelektivek, az ionok, és mas anyagok mozgasat nem
engedik meg. A transzmembran viztranszportban betoltott szerepiik miatt az akvaporinoknak
a cisztas daganatokban is lehet szerepe, mint példaul a hemangioblasztoma cisztas formaiban.
Ikota és mtsai 378 tumorban végeztek immunhisztokémiai tesztet, és kideriilt, hogy az
asztrocitomak ¢és oligodendrogliomak kozott nagy kiilonbség van az aquaporin-4 szintben,
(emellett a GFAP, a vimentin, és a citokeratin szintben is) [50]. Az aquaporin-4 eloszlasa

GBM-ben 0sszefliggést mutat az agrinnal [51]. A vér-agy gat (BBB) miikodése 2 sejttipus

........
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fiigg. Az aquaporin-4 molekuldk redisztribicioja torténik magas gradust gliomakban,
alacsony gradust asztrocitomdban azonban nem, igy lehet, hogy ez a folyamat a BBB
kérosodas okozta vazogén 6déma ellenstilyozésara szolgal azaltal, hogy a viz vissza tudjon
szivodni az erekbe [52]. Ugyanakkor az aquaporin-4 Kkifejezetten emelkedett malignus
kozponti idegrendszeri tumorokban, ezért feltehetdéleg szerepe lehet az 6déma kialakulasaban
is [53].

Kadherinek: transzmembran fehérjék, kozos jellemzoik az extracellularis kalcium koto
domének. Neviiket a kalcium ionoktdl valo fiiggdségiikrdl kaptak (a kalcium eltavolitiasa a
molekularol megsziinteti annak adheziv tulajdonsagat) és a sejtadhézidban (sejt-Sejt
kapcsolat), valamint a szovetek kialakuldsaban jatszanak kiemelkedd szerepet. Intracellularis
résziikkel az o-katenin és (-katenin-en keresztiil az aktin fonalakkal (citoszkeleton) 1épnek
kapcsolatba. Harom {6 fajtajuk arrdl a szovetrdl kapta a nevét, amelyikben megtalalhato: P-
kadherin (placental), E-kadherin (epithelial), és N-kadherin (neural). Egy csoporton beliili
kadherinek csak egymassal Iépnek kapcsolatba. A kadherinek termelésében bekdvetkezett
mindségi vagy mennyiségi valtozds novekvod sejtmozgashoz, invazidhoz és végsdsoron a
daganatok metasztatizalddasdhoz vezet. Hegediis és munkatarsai 9 agytumor sejtvonal in vitro
invaziés mintazatat vizsgaltak, és az invazié az N-kadherin, valamint a matrix
metalloproteindz inhibotorok (MMPI) expresszids szintjével negativan korreladlt, mig az
invazid a matrix metalloproteindzok (MMP) szintjével egyenesen volt aranyos [54]. Asano és
munkatarsai microarray technikaval vizsgaltak GBM sebészeti mintakat és a N-kadherin
expresszios szintjét nagyobbnak taldltdk mint a normal agyban, melynek a korai tumor
formacioban tulajdonitanak fontos szerepet. Sejtvonalakon az N-kadherin befolydsolja a
kollagénhez. Az N-kadherin expresszids szintje az invazioval forditott ardnyban korrelalt

[55]. Tudo- és gasztrointesztinalis daganat agyi metastasisat vizsgalva (paraffinos mintak)
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Shabani és munkatarsai azt talaltak, hogy a KI-67-el egyiitt néve az E-kadherin szint

emelkedett. A primer tumor és az agyi attéti tumor eredményei nagyon hasonloak voltak [56].

2.2. Célkitiizések

Az irodalomban szamos esetben vizsgaltdk mar kiilonboz6 ECM molekuldk szintjét
intrakranialis daganatokban, azonban korabban csak néhany kutatocsoport végzett panelszerd,
expresszios mintazat létrehozasat célzo vizsgalatot. Emellett az agyi daganatokat Ovezo
peritumoralis allomany is nagyrészt ismeretlen teriiletnek szamit a neuro-onkologiaban, mint
ahogy a glioblasztomak kemoirradiaciés kezelésének az ECM szemszOogébol torténd
analizisével is csak nagyon kevesen probalkoztak. Ezeket figyelembe véve végeztiik
kutatasunkat ezen a tertileten.

Napjainkban gbzerével folynak a kutatasok olyan tipust szerek kifejlesztésére, amelyek
érdemi megoldast jelenthetnek a recidiva probléméjara, azonban az 4tiitd siker még varat
magara. Ezen terapiak egy részének a célpontja a daganatsejtek kozvetlen kdrnyezete, azaz az
matrixot alkotd6 molekuldk (kollagén, integrinek, lamininek, proteoglikdnok, szintetizalo €s
bontd enzimek, stb.) szabjdk meg létrehozva egy aktiv, dinamikus, ,,intelligens” kozeget,
melynek valtozasa kulcsfontossagl a sejtmozgasban. Ezt a valtozast tobbek kozott a relevans
matrix molekuldk expresszidjanak valtozasaval lehet kovetni [58]. Amennyiben az
onkoterapia megvaltoztatja a matrix molekuldk expresszidjat, az hatdssal van a tumor
infiltrativ képességére. E nélkiil azonban a konkurdlé kezeléstél a tumor invazios
aktivitasanak mérséklédése nem varhatd, és igy a kitjult daganat radikalis eltdvolitasara az

onkoterapia utan sem lesz remény.
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Felmeriil tehat a kérdés, hogy az invazid milyen valtozast hoz létre a peritumoralis
alloményban (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 konkuralé kemoirradiacié6 az infiltraciot
befolyasold hatassal? Ezen kérdések megvalaszolasara tiiztik ki célul egyrészt az
intracerebralis daganatok €s a nem-tumoros agyallomany invazidban szerepet jatszo6 ECM
komponenseinek és a hozzajuk kapcsolédd molekuldk expresszids szintjeinek vizsgalatat,
masrész az onkoterapia elotti €s utani GBM tumormintdban meghatarozni a relevans ECM

komponensek expressziojat €s 6sszehasonlito elemzéseket végezni.

3. Metodikak

Ahhoz, hogy a kozponti idegrendszerben vizsgalni lehessen a matrix molekulak szintjének
kiilonbségét és valtozasukat bizonyos agensekre elsd lépésben human agymintakat kellett
gyljteni. E c€lbdl 2005. decemberben létrehoztuk a Debreceni Idegsebészeti Agydaganat és
Szovetbankot, ahol a betegek eldzetes beleegyezésével a Debreceni Egyetem Klinikai
Kozpont Idegsebészeti Klinikajanak mitdiben intraoperative eltavolitott daganat- és
agyszovet mintakat lefagyasztjuk és taroljuk. A szovetbankban jelenleg 55 eltérd szovettani
tipusba sorolhatd kozponti idegrendszeri 1€zi6 taldlhato és kozel 1300 betegbdl szarmazo
minta, amiket eltavolitas utan folyékony nitrogén felszinén azonnal lefagyasztunk és -80
Celsius fokon tarolunk. A mintar6l szamos adatot (beteg azonositd, €életkor, mintavétel ideje,
verifikalt szovettani diagnozis, mintaszam) rogzitiink, melyek a konnyii keresést és statisztikai

analizist teszik lehetové.
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Elészor 27 db human agyszovet minta keriilt feldolgozasra, melyek soran az alabbi hadrom
szoveti tipust kiilonboztettik meg: glioblasztoma makroszképosan kozvetleniil daganat
melletti teriilete, peritumoralis zonaja (peri-GBM), tiid6 adenokarcinéma intracerebralis
metasztadzisanak peritumoralis zénaja (peri-Met) és nem tumoros agyszovet (Norm).
Mindegyik tipus kilenc kiillonb6zd szovettani mintat 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 mitét kozben az operatdr makroszkdposan ép agyszovetnek itélt meg. Ezeket a
mintakat késébb egy tapasztalt neuropatologus vizsgalt és hagyott jova, a kritérium az volt,
hogy a szdvetdarab ne a daganat allomanyabol szarmazzon. A nem tumoros agyszovet
mintakat epilepszia sebészet soran eltavolitott, valamint beékel6dés miatt végzett életmentd
idegsebészeti mitét soran rezekalt agyrészletekbdl gytjtottik ¢€s teljes mértékben
tumormentesek voltak.

Ezt kovetden 31 darab human glioblasztoma szovetmintat vizsgaltunk. A mintakat szintén a
Debreceni Idegsebészeti Agydaganat és Szovetbankbol valogattuk ki ugy, hogy 15 darab
minta kezelésen még at nem esett betegtél szarmazott, 16 esetben pedig sugar- és
kemoterapiat kovetden kitjult daganat reszekcioja soran nyert tumorszovetet dolgoztunk fel

(1. tablazat). A mintdk atlagos mérete koriilbeliil 5mm? volt.

Minta Mintaszam Nem (Férfi/No) Atl. életkor (tartomany)
Peri-Met n=9 712 55,4 (46-70)
Peri-GBM n=9 6/3 51,6 (36-65)
Norm n=9 3/6 53,7 (12-80)
Kezelés elott n=15 8/7 56,2 (44-73)
Kezelés utan n=16 12/4 59,1 (43-67)
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1. tablazat A vizsgalt betegek nem szerinti megoszlasa ¢és atlagos életkora a kiilonbdz6 minta-

tipusokban.

Miutétet kovetden az ugynevezett ’Stupp’-protokoll 60 Gy do6zisti konformalis sugarkezelést
jelent amatéti terilletre és a biztonsagi zoénara, ezzel parhuzamosan napi 75 mg/m2
temozolomid szdjon at torténd szedését, majd a konkurald fazis utan monoterapias fazisként
az elso ciklusban 150 mg/m2, késoébb pedig 200 mg/m2 temozolomid-ot magaban (6t napon

keresztiil, 28 napos ciklusokban) (2. tablazat).

Betegszdm Kezelés
Beteg 1 RT +2 TMZ
Beteg 2 CRT+6 TMZ
Beteg 3 CRT

Beteg 4 RT +4 TMZ
Beteg 5 CRT+6 TMZ
Beteg 6 CRT+6 TMZ
Beteg 7 CRT +6 TMZ
Beteg 8 CRT

Beteg 9 CRT+2TMZ
Beteg 10 CRT+6 TMZ
Beteg 11 CRT

Beteg12 CRT+2TMZ
Beteg 13 RT +15 TMZ
Beteg14  CRT

Beteg 15 RT +15TMZ
Beteg 16 CRT+1TMZ

crers

agyi sugarkezelés, CRT: konkuralé kemoirradiacié (RT+7 Smg/m2 temozolomid napi adasa),

TMZ: temozolomid monoteréapia (elsd ciklus: 150 mg/m2, utana 200 mg/m2).
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Kozvetlentil feldolgozas eldtt mind az 58 mintabdl egy szeletet szovettani analizisre kiildtiink,
melyet szintén neuropatologus jovahagyasa utan vizsgaltunk tovabb. A munkafolyamat
egészét a Magyar Etikai Bizottsag (TUKEB) jovahagyta és engedélyezte. Minden beteg
részletes felvilagositast kovetden miitét eldtt egy hozzajarulési nyilatkozatot irt ala.

Az agymintdkban az ECM molekuldk végsé szoveti mennyiségét szamos folyamat
befolyasolja mind a transzkripcid, mind a transzlacid6 soran (pl.: alternativ splicing,
poszttranszlacidos modifikaciok), ezért az expresszios profil 1étrahozdsdhoz a matrix
alkotdelemeket RNS (mRNS) ¢és fehérje szinten is analizaltuk. Az irodalmi adatok alapjan
kozel 100 darab molekulat helyeztiink kutatasaink fokuszaba, amit az eredményeinktdl
fliggden fokozatosan tovabb sziikitettiink. Végiil 20 darab ECM alkotoelem szerepe bizonyult
szamunkra kulcsfontossagunak, ezek a kovetkezok: Brevikan, N-kadherin-2, III. tipusu
kollagén alfal lanca, EGFR (erbB1), ErbB2, Fibronektin, CD168, Integrin alfal, alfa3, alfa7,
bétal lancai, Laminin alfad4, bétal lancai, Matrix metalloproteinaz-2 (MMP-2), Matrix
metalloproteinaz-9 (MMP-9), Neurokan, Szindekan-1, Tenaszcin-C, Tenaszcin-R, Verzikan
(3. tablazat). A peritumoralis és tumormentes mintdkban a Szindekan-1 szintjét nem

vizsgaltuk.

Gén Assay Proba
Brevikan | BCAN-Hs00222607_m1

N-Kadherin-2 | CDH12-Hs00415843 _m1
CD168 | HMMR-Hs00234864 m1
Kollagén (III. tipusu) alfa-1 { COL3A1-Hs00164103_ml
EGFR (ErbB1) | EGFR-Hs00193306_m1
ErbB2 | ERBB2-Hs00170433 m1
Fibronektin | FN1-Hs00277509_m1
Integrin alfa-1 | ITGA1-Hs00235030_m1
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Integrin alfa-3 [ ITGA3-Hs00233722_m1
Integrin alfa-7 [ ITGA7-Hs00174397_m1
Integrin béta-1 | ITGB1-Hs00559595 m1
Laminin alfa-4 | LAMA4-Hs00158588_m1
Laminin béta-1 | LAMB1-Hs00158620_m1
MMP-2 | MMP2-Hs00234422_m1
MMP-9 | MMP9-Hs00234579_m1
Neurokan | NCAN-Hs00189270_m1
Szindekan-1 [ SDC1-Hs00174579 ml
Tenaszcin-C | TNC-Hs00233648 m1
Tenaszcin-R | TNR-Hs00162855 m1
Verzikan | VCAN-Hs00171642 m1l

3. tablazat A vizsgalat gének és az RNS analizis soran hasznalt assay probak listaja.

3.1. mRNS analizis

A szovetek RNS tartalmédnak izoladlasa soran az elsé feladat a szovetminta mechanikus
poritasa volt, majd ehhez hozzdadtuk a megfeleld mennyiségli Trizolt (2, illetve 3 ml
TriReagens a minta nagysagatol fliggéen — Invitrogen, USA). A szévetmintat a -80°C fokos
hiitébdl kivéve a poritasig szaraz jégen taroltuk. A poritasra szolgaldé fémhenger alkatrészeit
foly€kony nitrogénben hiitottiik és két minta kozott 90%-os ethanollal fertdtlenitettiik. A
poritott minta TriReagens-ben valé homogenizalasat késes homogenizator alkalmazasaval
segitettiik el6. Az igy készitett homogenizatum ebben a stddiumban lefagyaszthato és -80°C
fokon tarolhat6 volt. A homogenizatumot 5 percig 1500g-vel centrifugaltuk majd a feliiliszot
atontottiik egy uj csobe, és azzal dolgoztunk tovabb. Hozzdadtunk a megfeleld mennyiségii
kloroformot (1ml Trizol / 200ul kloroform), amivel jol 6sszeraztuk. Ezutan 4°C fokon 4200g-

vel 20 percig centrifugaltuk. Igy szétvaltak a kiilonboz6 fazisok: a felsd vizes fazis (az RNS-t
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tartalmazza), az interfazis (proteinek) ¢és az alsd, fenolos fazis (a DNS-t tartalmazza). Az
RNS-t tartalmazo attetszo vizes fazist dvatosan egy uj Eppendorf csébe szeparaltuk. Ezutan a
meglévé oldott RNS-t izopropanollal (Iml Trizol / 0.5ml izopropanol) kicsaptuk. Az
izopropanol hozzdaddsa utan a mintdkat Osszekevertiik majd 10 percig szobahon allni
hagytuk, ezutan hidegszobaban (4°C fok) centrifugaltuk 4000g-n 15 percig. Ezutan dvatosan
eltavolitottuk az izopropanolt és az RNS pellethez 75%-0s etanolt adtunk, amivel egy
¢jszakan at allni hagytuk -20°C-os hiitében. Masnap 4°C-on 4000g-vel 15 percet
centrifugaltuk a mintékat, ledntottiik az ethanolt majd ujabb 5 perces szobahdmérsékleten
torténd 4000g-vel torténd centrifugalas utan pipettaval szivtuk le a maradék ethanolcseppeket.
Ezt kovetéen vegyifiilke alatt kiszaritottuk az RNS pelleteket ligyelve arra, hogy az dsszes
maradék ethanol elparologjon a cs6bdl, de ne szaritsuk tilzott mértékben ki a pelleteket. Az
RNS pelleteket ezutan beoldottuk megfeleld6 mennyiségli nukleazmentes vizbe (Promega,
USA). A teljes felodashoz mintegy 60 percre volt sziikségiink, ezalatt a mintakat jégen
tartottuk és a nukledzmentes vizzel gyakran atmostuk a csé belso falat. A teljes feloldddas
utdn a mintdkon mennyiségi, tisztasdgi (NanoDrop mérés ND-1000 spektrofotométerrel),
valamint mindségi analizist (SDS gél-elektroforézis: 1,2% agar6z/1X TAE puffer 4ul
10mg/ml EtBr/100ml gél) végeztiink és a tisztitasi fazisig -80°C-on taroltuk. A tisztitashoz
100ul RNS oldatot hasznaltunk (illetve legfeljebb 100ug-ot abban az esetben, ha ez kisebb
térfogatban volt benne). Ha az 6sszmennyiség nem érte el a 100ul-t, akkor azt nukledzmentes
vizzel egészitettiik ki 100ul-re. Az oldathoz 350ul RLT puffert adtunk ¢€s jol dsszekevertiik.
Ezutan 250ul 100%-0s ethanolt adtunk hozza és centrifugalas nélkiil, pipetta segitségével
kevertiik 6ssze. Az igy kapott 700ul-es oldatot az RNEasy kitben talalhat6 ,,mini oszlop”-ra
vittiik fel, majd azt egy 2ml-es csObe helyezve centrifugaltuk 15 sec-ig 8000g-vel. Ezutan az
oszlopot egy 1ij 2ml-es csébe helyeztiik és 500ul RPE puffert pipettaztunk az oszlopra. Ujabb

15 sec centrifugalas kovetkezett 8000g-vel. Megint 500ul RPE puffert mértiink az oszlopra és
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ezt 2 percig centrifugaltuk 8000g-vel. Ezutan az oszlopot egy uj 1.5ml-es csébe helyeztiik és
50ul nukleazmentes vizet pipettaztunk ra. Ujabb 8000g-s centrifugalas kovetkezett 1 percig.
Az eluatumot felvittiikk az oszlopra és az utobb emlitett centrifugalast ujra elvégeztiik. Végiil
koncentracioméréssel meggy6zddtiink a rendelkezésre 4ll6 RNS mennyiségrol. Ezutan a
tisztitott RNS mintdkat visszairtuk egyszali cDNS-¢. Ehhez minden mintdbdl kivettiink
akkora térfogatot, amiben 600ng RNS volt és ezeket kiegészitettik 10ul térfogatra
nukledzmentes vizzel (minden minta esetében 10ul térfogatndl kisebb térfogatban volt a
600ng-nyi RNS mennyiség). igy tehat minden minta esetében kaptunk egy olyan oldatot, ami
10ul térfogata volt és 600ng RNS-t tartalmazott. Ehhez hozzamértink 10ul-t a mintak
higitdsaval parhuzamosan elkészitett Master Mix-bol, amit a 15 mintdhoz 18 szoros
mennyiségben készitettiink el. A Master Mix elkészitéséhez 36ul RT puffert, 14.4ul ANTP
mix-et, 36pul random primert, 18ul Multiscribe reverz transzkriptaz enzimet, 18ul RNase
inhibitort, valamint 57.6ul nukledzmentes vizet hasznaltunk fel. A 10ul-es Master Mix
alikvotokat finoman Gsszekevertiik a 10ul-es RNS oldattal. Az igy kapott mintanként 20ul-es
oldatot PCR csovekbe mértiik bele (jégen), majd belehelyeztiik a PCR gépbe (thermal cycler),
¢s a kovetkezd inkubalési protokollt kovettiik: 1. 1épés: 25°C-10 perc 2. Iépés: 37°C-120 perc
3. 1épés: 85°C-5 masodperc. A kovetkez6 1épés a kapott cDNS-ek kvantitativ PCR analizise
volt. Ehhez eldszor mintanként elkészitettiik a kovetkezd oldatot: 225ul a H12669
kodjelzéssel ellatott gyarilag elkészitett Master Mix, 210ul nukledzmentes viz, valamint 15ul
az elézoekben kapott RT termék (cDNS). Az 0Ossztérfogat igy 450ul lett. Az oldatot
vortexeltiik majd par masodpercig centrifugdltuk. Mintdink analizis¢éhez TagMan Low
Density Array-t (TLDA — Applied Biosystems, USA) hasznaltunk. A mintakkal feltoltott
kartyat centrifugaltuk 1000g-vel 2 perig, majd lezartuk a kartyadt. A lezart kartyat
belehelyeztiik a 7900HT RT-PCR gépbe (Applied Biosystem, USA) és szoftveresen

beallitottuk a reakciot valamint a mérés szempontjait. A mikrofluidikai kartydkat SDS 2.1
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szoftver segitségével elemeztiik, és a kapott relativ kvantifikacios CT értékeket hasznaltuk fel
tovabbi analizisre. A beta-aktin és a glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH)
ugynevezett haztartdsi gének mutattdk a legkisebb eltérést a mintdk kozott, igy ezeket
hasznaltuk referencia génként a deltaCT értékek meghatarozasara. Az expresszios értékeket

az Osszehasonlito CT modszerrel szamoltuk ki [59].

3.2. Fehérje analiztis

Az RNS analizis soran leirt szoveti homogenizalas utan a szdveti lizishez a kovetkezo lizis
puffert hasznaltuk: 50mM Tris, ImM EDTA, 17mM béta-merkaptoetanol és 0,5% Triton-
X100. A fehérje tartalmat Bradford moddszerrel hataroztuk meg €s a tripszines emésztéshez
azonos fehérje mennyiségeket mértiink ki [60]. A relativ fehérje szint meghatirozéashoz
selected reaction monitoring (SRM) alapt célzott proteomikai modszer lett kifejlesztve [61-
65]. A fehérje koncentracido becsléséhez a kapott spektrumok gorbe alatti teriileteit (AUC)
szamoltuk ki. Azokat az SRM spektrumokat hasznaltuk fel az AUC kiszdmoléasidhoz, ahol a jel

intenzitasa meghaladta az 500cps-t. Az adatokat Analyst1.4.2 szoftverrel dolgoztuk fel.

3.3. Statisztikai analizis

A szovettani csoportok kozott fennalld feltételezett kiilonbség igazolasara ANOVA tesztet
hasznaltunk ahol ennek a feltételei teljesiiltek, mas esetben pedig Kruskal-Wallis tesztet. Két
csoport Osszehasonlitdsa soran Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk, igy tudtunk gén és
fehérje szinten szignifikdnsan kiilonb6z6 expresszids szintet azonositani. Szignifikancia
szintet p < 0,05-nél hataroztuk meg és a szignifikans eltéréseknél 95%-0s konfidencia

intervallumot (CI) is szdmoltunk.
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4. Eredmények

4.1. mRNS expresszio

Elészor 9db peri-GBM, 9db peri-Met és 9db Norm, 6sszesen 27db minta vizsgalatat végeztiik
el, melyek nem tumoros agyszovetb6l valamint glioblasztoma, illetve agyi metasztazis
peritumordlis teriiletébdl szarmaztak. A két daganattipus peritumoralis mintdiban vizsgalt
expresszios szinteket egymdshoz, valamint a nem tumoros mintdkhoz hasonlitottuk.A peri-
GBM ¢s peri-Met 0sszehasonlitasban tiz molekula mutatott relativ expresszidondvekedést 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 megfigyelhet6 fokozott expresszid glioblasztdma 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%
Cl: 7,95-12,92) és a CD168 (95% CI: 2,75-4,64) expresszioja szignifikdnsan magasabb volt

peri-GBM-ben peri-Met-hez viszonyitva (3. abra).
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3. abra Az invazioval osszefiiggésben 1évé molekulak mRNS expresszios valtozasi érték (fold
change) valtozasa log, alapt skalan peri-GBM és peri-Met szovetekben. A molekulak a
novekvd valtozéasi értékek sorrendjében vannak. Az 1,00 alatti érték peri-Met-ben 1évd

fokozott expressziot, mig az 1,00 feletti érték peri-GBM-ben 1évd fokozott expressziot jelent.

Amikor a Peri-GBM mintdkat a Norm szovethez viszonyitottuk 14 esetben volt
peritumoralisan expresszio emelkedés: N-kadherin-2, Kollagén alfa-1, ErbBl, 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 mintdkat 13 molekula mRNS

szintjénél talaltunk Peri-Met emelkedést: Brevikan, Kollagén alfa-1, ErbB1, ErbB2, CD168,

29



Integrin alfa-1, Integrin alfa-3, Integrin alfa-7, Integrin béta-1, Laminin alfa-4, Laminin béta-
1, MMP9, Verzikén. Emellett minddssze 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
(4. 4bra).

Az mRNS expresszid harom vizsgalt mintdban vald Osszehasonlitdsdt a 4. tablazatban

foglaltuk ossze.

16,00 7 | | | | | | | | |
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8,00 - _
Norm (1,00-16,00) peri-GBM (0,13-1,00)
4,00 2,78
X 2,31
5 200 - 1,59 124 1
w 1,06 1,11 y 1,29/0;,Q
5 1,00 097 1,02 1.150.3.»3’“
g 083 0,63 | 075 546,950,950 095 | 068
058 \| —4——0700,72 0,750.78 0,77 ’
— 0,66 -+ ! !
0,50 - 530,54 0,56/ 0:57 O 0,53
0,41
0,25 - 0,28 0,31 !
0,20 T
0,13 -
LS IFTE IS SO SOOL S O S
SIS & @ &8 QD S S U S R RS
F @ & R ) A K & S & &
& © NG 2 RN S PC2REA K\}{- <2

4. abra Peri-GBM-ben ¢és peri-Met-ben 1év6 molekuldk mRNS  expresszidjanak
Osszehasonlitdsa nem tumoros agyszoveti expresszioval log, alapt skéalan. A szamok a két
szovetbeli valtozasi érték (fold change) kiilonbséget mutatjak. A molekuldk a Norm — Peri-
Met Gsszehasonlitasban 1évé novekvd valtozasi értékeik sorrendjében szerepelnek, hogy a

kiilonbségek kdnnyebben lathatoak legyenek.
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gén valtozasi érték (p érték)

gén valtozasi érték (p érték)

gén valtozasi érték (p érték)

Molekula - - . ,
Norm PeriMet Norm PeriGBM PeriGBM PeriMet
Brevikan 0,72(0,133) | 1,59 (0,930) 0,45 (0,093)
N-Kadherin-2 1,13 (1,000) 0,95(0,962) | 1,18 (0,736)
Kollagén (IIL. tipusu) alfa-1 0,56 (0,289) 0,28 (0,331) | 1,98 (0,659)
EGFR (ErbB1) 0,52 (0,093) 0,53 (0,251) 0,98 (0,791)
ErbB2 0,66 (0,377) 0,97 (0,724) 0,68 (0,596)
Fibronektin 1,03 (0,724) 0,53(0,251) | 1,93 (0,377)
CD168 0,97 (1,000) 0,31 (0,014) | 3,17 (0,039)
Integrin alfa-1 0,75 (0,427) 0,75 (0,331) 0,99 (0,860)
Integrin alfa-3 0,54 (0,185) 0,83 (1,000) 0,65 (0,133)
Integrin alfa-7 0,78 (0,331) | 1,11 (1,000) 0,71 (0,251)
Integrin béta-1 0,95 (0,427) 0,77 (0,289) | 1,24 (1,000)
Laminin alfa-4 0,70(0,289) | 1,06 (0,791) 0,66 (0,112)
Laminin béta-1 0,57 (0,093) 0,63 (0,480) 0,92 (0,377)
MMP-2 1,29 (1,000) 0,41(0,133) | 3,18 (0,052)
MMP-9 0,94 (0,930) 0,20 (0,093) | 4,74 (0,064)

Neurokan 1,53 (0,200) 0,68 (0,486) | 2,25 (0,057)
Tenaszcin-C 2,31(0,377) 0,23 (0,064) | 9,83 (0,004)
Tenaszcin-R 1,02 (0,791) | 2,78 (0,039)| 0,37 (0,061)

Verzikan 0,95 (1,000) | 1,24 (1,000) 0,76 (0,886)

4. tablazat Az mRNS expresszid 6sszehasonlitasa a vizsgalt molekulakban Norm, Peri-Met és

Peri-GBM szovetekben a valtozasi értékekkel (fold change) és a p értékekkel feltiintetve. A

szignifikans valtozasok vastag kerettel kiemelve lathatoak.

Az onkoterapia el6tti és utani glioblasztomak Osszehasonlitasa soran a kezelt mintdkban 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 (5. abra). Az MMP-9 expressziocsokkenésebizonyult szignifikansnak (95% CI:

0.13 — 0.26).
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onkoterapia el6tt onkoterapia utan
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5. abra Az ECM molekulak RNS valtozasi érték (fold change) valtozasai onkoterapia el6tti
valamint utani glioblasztéma multiforme mintadk k6zott log, skalan a standard hibakkal egytitt
feltiintetve. A balra mutatd sdvok magasabb kezelés elotti szintet jelentenek, mig a jobbra
mutatok onkoterapia utdni magasabb expressziot. A szignifikans valtozast narancssarga

szinnel jeldltiik.

4.2. Fehérje szintek

Miutan megadtuk az mRNS expresszids szinteket Un. jelolés nélkiili SRM alapt kvantitativ

fehérje analizist végeztiink el, hogy az informacioval szolgéaljon nekiink a transzlacids fazisrol

¢s ezaltal lassuk az mRNS szintek valtozasadnak fehérje szintli manifesztacioit.
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crer

hatarozni. A peritumoralis mintak Osszesitett eredményeit az 5. tablazat és a 6. abra mutatja.

Norm - PeriMet Norm - PeriGBM PeriGBM - PeriMet
RNS fehérje RNS fehérje RNS fehérje
Brevikan 3 1t T+ A Al T+
N-Kadherin-2 1t 2 1+
Kollagén-al 4 4 4 4 + T
ErbB1 4 g Al 4 O t*
ErbB2 g - g A4 O 1t
Fibronektin * g g g 1t o
CD168 O : 3 T T 1+ 1t
Integrin-a.l g g g g 4 4
Integrin-a3 O O o O Al t
Integrin-o7 g g 1t g g 1t
Integrin-B1 4 4 4 4 + t*
Laminin-a4 g 1 1 3 g 2 1
Laminin-B1 O +* o O Al t
MMP-2 : 3 2 O 1 * e
MMP-9 g 1t Al Al t* :
Neurokan 1 1 Al 1 1 : 3
Tenaszcin-C : 3 - g - * -
Tenaszcin-R * * 1t t* \Y A
Verzikan O O . s : 5 b b

5. tablazat A kivalasztott ECM molekulak expresszios valtozasai RNS és fehérje szinteken
normadl és peritumoralis szovetekben. A felfelé mutatd nyilak az expresszié novekedését, mig
a lefelé mutatok az expresszio csokkenését jelzik az elsé szdvettani tipusban a masodikhoz
viszonyitva. A csikozott részek az azonos irdnyt valtozast (RNS és fehérje szinteken)

mutatjak. A szignifikans eltéréseket kiemelt keretek jelzik.
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6. abra A vizsgalt 19 molekula fehérje szintjei peri-GBM-ben, peri-Met-ben és Norm

agyszdvetben.

Peri-GBM ill. peri-Met korrelacioban 11db ECM fehérje mennyisége volt emelkedett
glioblasztoma esetében, amibdl 5db mutatott az mRNS értékekkel megegyezd iranyu
valtozast: N-kadherin-2, CD168, Integrin béta-1, MMP9, Neurokan. A CD168 emelkedés
szignifikansnak bizonyult (95% CI: 325,9-1109,1) csakigy, mint gén szinten. A metasztazis
kortil 6db fehérje szintjének emelkedését detektaltuk, amib6dl 3db volt az mRNS valtozassal
megegyezd: Integrin alfa-1, Tenaszcin-R, Verzikan. A Fibronektinszint ndvekedés 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 mintdkban 13db fehérje szintje volt nagyobb, amibdl 10db a génexpressziokkal
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. Mindossze 4db
fehérje koncentracidja volt magasabb Norm szdvetben, ebbdl 2db mutatott konkordanciat:
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Tenaszcin-R, Verzikan. Szignifikans eltérést nem lehetett detektalni.PeriMet és Norm
Osszehasonlitdsban 8db fehérje szintje emelkedett meg a peritumoralis szovetben, 7 esetben
konkordanciaval: Kollagén alfa-1, ErbB1, Integrin alfa-1, Integrin alfa-3, Integrin alfa-7,
Integrin  béta-1, Verzikan. A peri-GBM — peri-Met korrelaciohoz hasonléan a
Fibronektinszintemelkedés itt is szignifikdns volt annak ellenére, hogy gén szinten ugyanugy
csokkenést detektaltunk. PeriMet-ben nem tumoros mintdkhoz képest csokkent koncentraciot
mértiink 9db fehérje esetében, ebbdl 4db csokkenés volt az mRNS valtozassal megegyezd
iranyt: N-kadherin-2, MMP-2, Neurokan, Tenaszcin-R. Ez utobbi esetben sem talaltunk

szignifikans eltérést.

A fehérje szintek harom vizsgalt mintaban valo dsszehasonlitasat a 6. tablazat tartalmazza.

Molekula fehérje szint (p érték) fehérje szint (p érték) fehérje szint (p érték)
Norm PeriMet Norm PeriGBM PeriGBM PeriMet

Brevikan 548 (0,214) 643 (0,795) | 1191 (0,623)

N-Kadherin-2 469 (0,225) 150 (0,840) | 619 (0,386)
Kollagén (IIL. tipusu) alfa-1 54 (1,000) 12 (1,000) 42 (1,000)
EGFR (ErbB1) 83 (1,000) 373(0,155) | 290 (0,180)
ErbB2 - - - - - -
Fibronektin 591 (0,007) 265 (0,639) 327 (0,014)
CD168 633 (0,219) 85 (0,611) 718 (0,047)
Integrin alfa-1 577 (0,150) 353(0,231) 224 (0,506)
Integrin alfa-3 356 (0,453) 512 (0,236) | 156(0,977)
Integrin alfa-7 200 (0,931) 291 (0,619) 91 (1,000)
Integrin béta-1 122 (0,498) 198 (0,318) 77 (0,688)
Laminin alfa-4 93 (0,637) 57 (0,879) 150 (0,879)
Laminin béta-1 616 (0,339) 126 (0,885) | 743(0,193)
MMP-2 230 (0,707) 250 (0,885) 19(0,728)
MMP-9 127 (0,583) 214 (0,436) | 341(0,312)

Neurokan 624 (0,378) 433 (0,480) 191 (0,764)
Tenaszcin-C - - - --
Tenaszcin-R 222 (0,390) 365(0,371) 143 (0,820)

Verzikan 121(0,850) | 33(0,629) 154 (0,618)
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6. tablazat. A molekuldk fehérje szintjeinek alakulasa a vizsgalt 3 szdvet-tipusban (Norm,
Peri-Met, Peri-GBM) a p értékekkel feltiintetve. A szignifikans valtozasokat vastag keretek

jelzik.

srer

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 koncentracié novekedését tapasztaltuk: ErbB2, Fibronektin, Integrin alfa-1, Laminin
alfa-4, Verzikan (7. abra). A Szindekan-1 és a Tenaszcin-C a kezelés utani mintakban nem
volt detektalhato. A Brevikan szintje onkoterapia utan szignifikans csokkenést mutatott. (95%

Cl: [-8857.43]-[-7.46]).
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7. abra. A vizsgalt molekuldk fehérje szintjeinek valtozasai onkoterapia eldtt €s utan a
standard hibakkal egyiitt feltiintetve. A molekuldk a valtozds mértékének sorrendjében
szerepelnek. A balra nézé savok magasabb kezelés el6tti szintet jelentenek, mig a jobbra
mutatok a kemoirradidcio utdni fokozott expresszidt. A narancssarga szin jelzi a szignifikans

valtozast.

Az expresszios valtozdsokat RNS és fehérje szinten egyiitt elemezve 8 esetben lathatod
konkordans valtozas (7. tablazat). A Brevikan, Kollagénalfa-1, Integrin alfa-7, Laminin béta-
1, MMP-9, Neurokan, Tenaszcin-R a kezelt mintakban mindkét vizsgalatban konzekvens
expressziocsokkenést mutatott, ezzel ellentétben az ErbB2-nél a transzkripcio és a transzlacio
soran is emelkedés volt megfigyelhetd. A statisztikai elemzések soran az eltérések mindéssze
2 esetben bizonyultak szignifikdnsnak: RNS szinten a MMP-9 (fold change: 0.21 p érték:
0.006 95%-o0s CI: [0.13] - [0.26]), protein szinten pedig a Brevikan (prot. level:-4432,44 p

érték: 0.006 95%-0s Cl: [-8857,43] - [-7,46]) csokkent szignifikans mértékben az onkoterapiat

kovetden.
Molekula KNS FEHERIE RNS FEHERJE
valtozasi érték p érték | valtozasi érték p érték

MMP-9 -696,52 0,767 !

Brevikan !
Tenaszcin-R -248,43 0,597 !

Neurokan -1174,38 0,716 !

Kollagén alfa-1 -35,47 0,806 !
Szindekan-1 0,74 0,678 0,00 0 ! -
Integrin alfa-7 ! l
Integrin alfa-1 0,78 0,228 218,80 0,575 ! 1
Fibronektin 0,78 0,395 68,87 0,753 ! 1
Verzikan 0,82 0,859 1,70 0,909 ! 1
Laminin béta-1 ! !
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Laminin alfa-4 0,84 0,374 124,27 0,766 l 1
Integrin alfa-3 1,02 0,621 -279,55 0,307 1 !
MMP-2 1,04 0,859 -660,13 0,093 1 !
CD168 1,10 0,737 -116,92 0,482 1 !
Tenaszcin-C 1,24 0,984 0,00 0 1

1
Integrin béta-1 1,28 0,199 -496,82 0,112 1 !
N-Kadherin-2 2,20 0,334 -538,95 0,166 1 !

7. tablazat. A kivalasztott ECM molekulak RNS és fehérje szintli expressziovaltozasai
kezeletlen valamint sugar- és kemoterapian atesett glioblasztoma multiforme mintdk kdzott p
értékkel. A sziirke sorok az RNS és fehéreje szinten is egyiranyl valtozdst mutato

molekulakat jeldlik, a narancssarga kijelolés pedig a szignifikans valtozast jelenti.

5. Megbeszélés

Az ECM az elmult idében szdmos kutatds kozéppontjaban allt, igy rendkiviil sok 1
informdaci6 all rendelkezésre, ami szerkezeti részleteire, tulajdonsagéra illetve a kiilonb6z6
fiziologias és pathologids folyamatokban bet6ltott szerepére vonatkozik. Sokaig tgy vélték,
hogy az ECM f6leg strukturalis szereppel bir, azonban az utdbbi idében egyre vilagosabba
valt, hogy nélkiilozhetetlen a sejtek kornyezetiikkel vald funkciondlis kapcsolatahoz.
Bebizonyosodott, hogy az ECM-alkotoknak létfontossagu szerepe van példaul az
egyedfejlodés iranyitasdban, a sejtmigracidban, a sejtek érésében és differencidlodasaban, a
sok egyéb folyamatban. A matrixban bekovetkezett barmely 6roklott vagy szerzett strukturalis
defektus olyan sejt- és szovetszintli valtozasokat okoz, ami meglévé betegségek
sulyosbodasahoz, illetve 0j betegségek kialakuldsdhoz vezet [66]. Példaul a nem megfeleld

laminin termelése hibas izomstruktirahoz vezet, ami izomdisztofiat hoz 1étre.
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Annak ellenére, hogy kozponti idegrendszerben talalhato ECM nagymértékli hasonlosagot
mutat mas szovet ECM-¢hez, a molekularis Osszetételben mégis hatarozott kiilonbséget lehet
felfedezni, s6t néhany komponens csak az agyban taldlhaté meg. Példaul az agyi ECM
realtive kis mennyiségli rostképzd fehérjét és nagy mennyiségii GAG-t tartalmaz. Az
idegsejtek membranjahoz kozel az ECM stirlibbé valik, és bazalmembrant formal, ami féleg
kollagénekbdl, glikoproteinekbdl, kiilondsen tenaszcinokbdl valamint kondroitin szulfat és
heparan szulfat proteoglikdnokbol (verzikan, neurokan, aggrekan, neuroglikan-C, perlekan,
agrin), hialuronsavbol és sejtadhézios molekulakbodl all. Fontos szerepiik van emellett tobbek
kozott a kadherineknek, elasztinnak, CD44 sejtfelszini receptornak, matrillinnak,
szindekannak, aquaporinoknak, agrinnak, TGF B-nak és a matrix metalloproteinazoknak is.
Amellett, hogy az ECM-nek fontos funkcidja van az embriogenezisben, a daganatok
progressziojahoz is elengedhetetlen. A sejt-sejt és sejt-ECM interakciok révén valosul meg
daganatok invaziv tulajdonsaga, a tumoros kornyezeti infiltracio.

Kutatasunk soran az invazioval 0Osszefiiggd ECM komponenseket ¢€s transzmembran
receptorokat vizsgaltunk primer (glioblasztoéma) és szekunder (adenokarcindma metasztazis)
agyi daganatoknal, egyrészt azok peritumoralis teriiletében masrészt az infiltrativ daganat
allomanyaban standard onkoterapia el6tt és utain. Az mRNS expresszios mintazat 1étrehozasa
¢s a fehérje szintek kvantifikalasdnak eredményeképpen tobb ECM alkoto6 elem és receptor is
Osszefliggésbe Vvolt hozhatdé a peritumoralis invazioval. Egyes molekulak mRNS és fehérje
szinten 1s azonos irdnyu valtozast mutattak, emellett néhany szignifikdnsan eltért a kiilonb6z6
vizsgalt szovettani csoportokban. Egyértelmii kiilonbségeket talaltunk a peritumoralis

szovetekben, azokat akar egymashoz, akar tumormentes agyszovethez hasonlitottuk.

5.1. Glioblasztoma peritumoralis zonaja
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5.1.1. Tenaszcinok és CD168

A tenaszcinok 6t féle tagbodl (tenaszcin-C, - R, -X, -Y, -W) 4ll6 nagyméretli extracellularis
matrix glikoprotein csaladot alkotnak. Koziilik a kiilonbdzd Un. alternative splicing soran
1étrejott tobbféle izoformaval rendelkez6 tenaszcin-C (TNC) kulcsszereppel rendelkezik az
embriogenezisben, sebgyogyuldsban, valamint a tumorprogresszidban. A tenaszcin-C-t
szamtalan embri6- és felndtt szovetbdl izolaltdk mar, példaul hamszovetbdl, simaizom
sejtekbol és bizonyos daganatokbol. Ez a molekula az integrinekkel, kollagénekkel,
proteoglikanokkal valamint a fibronektinnel 1ép kapcsolatba. A sejt-kornyezettdl fiiggden
funkcionalhat adheziv vagy antiadheziv fehérjeként is, és oldott formaban gatolja a
embriogenezis sordn eldszor a tenaszcin-C detektalhatod, majd késdbb az érett szervezetben a
tenaszcin-R megjelenésével parhuzamosan eltlinik. A tenaszcin-C érett, normal agyban
altalaban nincs, de megtalalhato sériilést kovetden, illetve tumorsejtek bazal lamindjaban, ahol
gatoljak a fibronektin és a szindekan-4 kozotti kapcsolatot eldsegitve ezzel a daganat
novekedését és metasztazis 1étrejottét [67]. Malignus gliomakban a TNC autokrin médon
noveli a glioma sejtek invazivitasat, létrehozva egy reaktiv valtozast a tumor koriili
agyszovetben. Hirata és munkatarsai azt talaltdk, hogy a TNC expresszio aranyos az MRI
képeken 1évo peritumordllis reaktiv elvaltozdsok nagysagaval €s a glioblasztoma betegek
prognodzisaval [68]. Herold — Mende és munkatarsai egyenes aranyossagot talaltak a TNC
szint emelkedése és a daganat malignitasa kozott [69]. A tenaszcin csalad egy masik tagjarol,
a tenaszcin-R-r61 (TNR) bizonyosodott be, hogy fontos szereppel bir a kézponti idegrendszer
kialakulasdban, regeneracid soran, valamint tobbféle sejt-matrix interakcidban pl. a

rrrrrrrr

novekedése figyelhetdé meg pilocitas (WHO Gr. 1.) asztrocitomékban glioblasztomakkal
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szemben. Ezzel megegyezden a TNR expresszio csokkenését irtak le az asztrociter tumorok
gradusanak emelkedésekor [70].

A CD168 (ugy is ismert, mint HMMR vagy RHAMM) egy hyaluronsav receptor, ami
hatéassal van a sejtek kozotti kommunikaciora, a migracidra, ezzel segitve az angiogenezist és
a metasztazisok kialakuldsat [71]. A CD168 kapcsolatba 1épve az aktinnal a kalmodulinnal,
mikrotubulusokkal és mas mitdzishoz kapcsolodo struktiraval expresszio emelkedést mutatott
agressziv daganatokban [72].

Ami a peri-GBM mintakat illeti a vizsgalt molekulak nagy része nem mutatott szignifikans
eltérést kivéve a Tenaszcin-C és a CD168 emelkedését valamint a Tenaszcin-R csokkenését.
Ez alapjan feltételezziik, hogy a glioblasztomat koriilvevd agyszovet ECM-je nem reagal
hatarozottan a daganat terjeszkedésére. Valoszintileg ezzel magyarazhat6, hogy az ECM nem
Az eredmények emellett kiemelik ezenharom molekula glioma sejt invazioban betdltott
szerepét. A tenaszcin-R gén szignifikans leszabalyozasa peri-GBM-ben feltehetéen az
invazidos potencial novekedésének és a malignus viselkedésnek a jele. Tehat a TNR

akadalyozza a peritumoralis invaziot, mig a TNC segitheti azt.

5.1.2. MMP-9

Bizonyos enzimek szintén nagy hatdssal birnak a peritumordlis invaziora. A matrix
metalloproteindz csaldd Ggy jarul hozza a daganat progresszidhoz, hogy kiilonb6z6 ECM
komponenseket és sejtfelszini receptorokat tud lebontani és atalakitani, ezaltal Ujrarendezi a

matrixot, igy segitve eld a sejtek kozotti kommunikacidt. Ami az MMP csalad zselatinaz

crcr

crer
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RNS mind fehérje szinten, ami feltehetéen a peritumoralis szovetbe torténd tumor invaziot

segiti, bar szignifikanciat nem talaltunk.

5.2. Metasztazis peritumoralis zonaja

5.2.1. Fibronektin

A fibronektin egy olyan ECM gliokoprotein dimer ami integrin sejtreceptorokhoz és mas
matrix komponenshez (fibrin, kollagén, stb.) kotddik. A sejtadhéziot, migraciot ¢&s
differencialodast segitve kulcsszerepet jatszik az embridgenezisben, sebgydgyulasban,
daganatnovekedésben ¢és attétek kialakulasdban. A gliomakban a fibronektin expresszidja
emelkedik, eldsegitve ezzel a sejt migraciot és az invazidt egyenes ardnyban a tumor
gradussal [74]. Masfel6l Sabari és munkatarsai vizsgalatai alapjan a fibronektinben gazdag
matrix jelentésen gatolhatja a glioblasztoma sejtek szétszorddasat [75]. Mi szignifikansan
alacsonyabb fibronektin fehérje szintet detektaltunk periGBM-ben mint peri-Met-ben, mely
alapjan valoszinlisithetd, hogy a fibronektin gatolja a tumorsejtek szomszédos agyszdovetbe
torténd migralasat.

Azok a molekularis valtozasok, amelyek a perimetasztatikus régioban jonnek Ilétre
gyanithatéoan csokkentik a tumorinfiltraciot feltehetden létrehozva egy olyan peritumoralis
,halot” a metasztazis korll, ami gatolja a tumorsejtek terjedését. A fibronektin metasztazis
koriili egyértelmiien emelkedett szintje egy korai Iépésként hozzajarulhat az attét
kialakulasdhoz segitve a metasztatikus sejteket a megtapadasban, a letapadasban és a
tumorfészkek kialakitasaban. Ez a hipotézis 6sszhangban van Paget ,,mag ¢és fold” elméletével

[76]. Az mRNS expresszioé emelkedés hianya a magas fehérjeszintek mellett a fibronektin egy
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masodlagos koncentralodasat feltételezi, ami szadrmazhat a tumorbol, de ez tovabbi
vizsgalatokat igényel.

Osszességében elmondhatd, hogy az intracerebralis daganatok peritumoralis ECM-jének
vizsgalata olyan molekuldkat tudott azonositani, amelyek feltehetéen (pozitiiv vagy negativ)

hatéssal vannak az invazids folyamatra.

5.3. Onkoterapia okozta valtozasok

A GBM kezelését sokaig a miitéti reszekcid és az azt kovetd sugarkezelés jelentette [77]. A
képalkotd eszkozok fejlodésének koszonhetden a standard teljes agyi besugarzasi protokollt
késobb felvaltotta a konformalis fokalis agyi besugarzas. Emellett szdmos kisérlet folyt a
doziseszkalacio, a sugarsebészet és a brachyterdpia terén, azonban egyik sem valtotta be
igazan a hozza flizott reményeket, igy a ma elfogadott protokoll a 2x30=60Gy konformalis
besugarzast tartalmazza [78,79]. A terapias stratégia késobb a kiilonb6z6 kemoterapias szerek
megjelenésével boviilt, melyek dnmagukban, vagy a besugarzassal kombinalva keriiltek
alkalmazasra. Az ugynevezett temozolomid eldtti id6szakban szdmos kemoterapids szert
(platinoidok, taxanok, topoizomeraz inhibitorok, egyéb alkildlo szerek) alkalmaztak a
glioblasztoma kezelésében, 2005 6ta azonban a temozolomiddal tortént kemoirradiacio képezi
a standard kezelés alapjat [80].

A jelenlegi, nem kellen effektiv terapia mellett felmeriilt az igény a glioblasztomak
génexpresszids ¢s fehérje valtozasainak feltérképezésére: tobbek kozott a sejtmotilitas, a
membrandsszetétel, valamint az extracellularis matrix felépitésének olyan jellegli
meghatarozhatjadk a kezelés hatékonysagat. Ezen valtozasok mélyebb ismerete

megismertetheti a jelenlegi protokoll korlatait és utat nyithat ) kutatasi célpontok
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kitizéséhez. Jelenleg kevés ismerettel rendelkeziink a konkurdlod kezelés okozta részletes
molekularis mechanizmust illetden, a kezelés infiltraciéra gyakorolt hatasa sem tisztazott, és
az eddigi vizsgalatok dontden sejttenyészeteken, nem pedig emberi agyszoveten torténtek.
Vizsgalatunkban ennek a kezelésnek az invazidra gyakorolt hatdsat elemeztiik: az
onkoterapiat kovetéen minddssze az MMP-9 RNS szintje és a Brevikan fehérje szintje
mutatott szignifikdns csokkenést. A tobbi vizsgalat molekula esetében nem volt szignifikans
valtozas.

Mint ECM degradal6 enzim, az MMP-9 szintje glioblasztomakban emelkedést mutat a normal
agyszovethez képest. Trog D. és mtsai temozolomid és besugarzas hatdsat vizsgaltak
glioblasztoma sejtvonalon és a kezelést tulélo sejtekben szignifikans metalloproteindz
emelkedést tapasztaltak, ami korrelalt az agressziv, infiltrativ tulajdonsaggal [81]. A mi
eredményiinkben a MMP-9 onkoterapia utan RNS szinten sokkal nagyobb csokkenést
mutatott, mint fehérje szinten. Ez feltehet6en annak a kovetkezménye, hogy a tumorellenes
szerek javarészt a DNS replikaciot érintik és kevésbbé hatnak a fehérje szintre.

A Brevikan fehérjeszintli csokkenése 0sszevag Nakada M. és mtsai valamint Held-Feindt J. és
mtsai eredményeivel, akik a glioblasztomaban pozitiv Gsszefiiggést talaltak a brevikan szint
csokkenése és a sejtinvazid kozott [82,83]. Tanulmanyunkban az onkoterapia kovetkeztében
szignifikdnsan lecsokkent Brevikan szint azt feltételezi, hogy a konkurdlé kemoterapianak
nincs hatasa a tumoros invaziora.

Eredményeink alapjan tehat feltételezhetd, hogy a konkurdldé kemoirradiacié nem hat
agresszivabb, nagyobb invazios potenciallal bird szubpopuléacid szelektalodik ki. Mindezeket
figyelembe véve kutatasunk hozzajarul a GBM kezelése alapvetd sikertelenségének
megértéséhez, emellett pedig 1j, célzott anti-invazidos kezelések kifejlesztésének

sziikségességét tdmasztja ala.
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6. Osszefoglalas

A glioblasztéma multiforme (GBM) a leggyakoribb felndttkori elsédleges agydaganat, €s
egyike a legrosszabb progndzisi betegségeknek. Torvényszeri kiGjulasanak egyik
feltételezett oka a tumor kifejezett infiltrativ jellege. A kornyezetet besziird tumorsejtek
valtozast hoznak létre a peritumoralis matrix komponensek expresszidjaban. A GBM
kezelésében a standard konkuralé kemoirradiacid honapokat novelt ugyan az atlagos és a
progressziomentes tilélésen, de atiitd sikert nem ér el. A temozolomid-ra €piilé kemoterapia
ineffektivitasanak egyik feltételezett oka, hogy az antiproliferativ kezelés nem hat Iényegesen
a daganatsejtek infiltracidjara. Az invazivitas okozta peritumoralis szoveti valtozasra és az
invazivitds onkoterapiara bekovetkezd esetleges megvaltozasara molekularis szinten a
peritumoralis agyszovetben és a daganatban 1évO extracellularis matrix alkotéelemeinek
expresszios szintjében bekdvetkezett valtozasok utalhatnak. Erre fokuszalva jelen
munkankban 20 db invazidhoz kotheté molekula mRNS és fehérje szintjét hataroztuk meg,
azRNS szinteket Q-PCR, a fehérje szinteket pedig kvantitativ proteomikai analizis
segitségével. A molekulakat tumormentes agyszovetben (Norm/9db), glioblasztoma (Peri-
GBM/9db) és intracerebralis adenokarcinoma metasztazis (Peri-Met/9db) peritumoralis
agyszovetében valamint konkurald kemoirradiacio el6tti (kezeletlen/15db) és utani

(kezelt/16db) glioblasztoma mintakban vizsgaltuk. Létrehozva a vizsgalt szovetek invazios

mintdzatdt eredményeink tobb ECM molekulat is kiemelnek, amelyek feltehetéen szerepet

crer
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migracidjanak gatlasi képtelenségében: CD168, Fibronektin, MMP-9, Tenaszcin-C,
Tenaszcin-R. Emellett feltételezhetd, hogy a kemoirradiationak nincs lényeges hatasa a

glioblasztomak extracellularis matrixanak Osszetételére és ezéltal nem hat érdemlegesen a
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daganat infiltrativ jellegére. Véleménylink szerint az antiproliferativ 4dgensek antiinvaziv

készitményekkel valo kiegészitése a GBM kezelésében megfontoldst érdemel.

7. Summary

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common primary adult central nervous system
tumor and has more or less the worst prognosis among all neoplasms. One of the possible
reasons of its obligatory recurrence is the infiltrative nature of the tumor. By invading the
sorrounding tissue, the neoplastic cells alter the expression of the extracellular matrix (ECM)
components in the peritumoral area. The gold standard therapy of GBM only slightly
improved the overall- and progression-free survival. The eventual ineffectiveness of
temozolomide-based therapy can be due to its anti-proliferative feature, that can not
dramatically affect the infiltration of the tumor cells. Molecular changes of invasiveness in the
peritumoral area under oncotherapy can be judged by expressional alterations of the ECM
components in the tumor tissue and the sorrounding space. Thus the mRNA and protein levels
of 20 invasion-linked molecules were measured with Q-PCR and quantitative proteomic
analysis. The examined tissues were: tumor-free brain tissue (9 samples), peritumoral area of
GBM (9 samples), peritumoral area of intracerebral pulmonary adenocarcinoma metastasis (9
samples), GBM tumor before concurrent chemoradiation (15 samples) and GBM tumor after
concurrent chemoradiation (16 samples). By establishing the invasional pattern of the studied
tissues the results highlighted numerous molecules that can play a possible role in the
invasional arrest of the metastasis and the incapacity of the GBM cell migration. These
molecules are: CD168, Fibronectin, MMP-9, Tenascin-C and Tenascin-R. Moreover

according to our results the chemoradiation presumably has no significant impact on the

46



composition of the GBM-ECM and hereby no essential influence on the infiltrative feature of
GBM. In our opinion the expansion of the present anti-proliferative agents with anti-

invasional products should be considered during GBM treatment.
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