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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

A kozponti idegrendszer leggyakoribb primer daganatait a gliomak képviselik. A
daganatok klinikailag, szovettanilag és molekularisan is kiilonb6z6 tumortipusokat foglalnak
magukba. A gliomak jol koriilhatarolt, illetve infiltrald tumorokra oszthatok. Elébbi
kategoriaba tartozik az |. gradust pilocitas asztrocitoma, amit a lasst, nem invaziv novekedés
jellemez. Ezen tumorok biologiailag joindulatinak tekinthetok, foként gyermek, illetve fiatal
feln6tt korban jelentkeznek. Az infiltrald tumorok kozé a diffuz gliomakat soroljuk, melyek
invaziv novekedése gyakorlatilag lehetetlenné teszi a daganat teljes sebészeti eltavolitasat,
viszont a radio-, illetve kemoterapia hatasosnak bizonyult. A tumorok kozott elkiilonithetiink
alacsony (II. gradusu asztrocitoma, oligodendroglioma és oligoasztrocitdma) és magas gradusu
(III. gradusu anaplasztikus asztrocitoma, oligodendroglioma ¢€s oligoasztrocitoma; IV. gradust
glioblasztoma (GBM)) daganatokat.

A GBM Kklinikai és genetikai karakterétdl fliggéen két — szdvettanilag egymastol
elkiilonithetetlen — altipusarol beszélhetiink. A legijabb WHO klasszifikacio a glioblasztomat
az IDH1/2 mutaciods statusztol fiiggden vad tipustt IDH GBM és mutans IDH1/2 gént hordozo
GBM altipusokra kiiloniti el. A primer GBM négy klinikailag relevans molekularis alosztalyra
oszthatd a citogenetikai jellemzOik, kopiaszam-eltéréseik, pontmutacids statuszuk é€s
génexpresszios profiljuk alapjan: Klasszikus, Mesenchimdlis, Proneuralis és Neuralis.

A neuropatologiai diagndzis sordn a diffuz glialis daganatok altipusainak elkiilonitésére
— néhany molekularis jellemz6 mellett — az IDH1/2 mutéciok, az 1p/19q kodelécio, az ATRX
mutéaciok szolgalnak. A felsorolt markerek koziil az IDH1RY¥2H mutaci6 és az ATRX mutacios
statusza is pontosan kimutathatd immunhisztokémiai (IHC) festéssel, viszont az 1p/19q
kodelécio detektalasa altalaban fluoreszcens in situ hibridizacioval (FISH) torténik. Irodalmi
adatok alapjan az ATRX mutacio kovetkeztében lecsokkent fehérje expresszio, valamint a TP53
mutaciok miatt jelentkezé p53 THC overexpresszio az 1p/19q kodelécioval egymast kizard
események. Feltételezhetd tehat, hogy az ATRX és a TP53 a mutacids statusza tiikkrozheti az
1p/19q kodelécid jelenlétét vagy hidnyat.

A p53 egy sejtmagi transzkripcios faktor, amely DNS karosodas, hésokk, hipoxia vagy
onkogén tultermelddés hatdsara aktivalodik. Az aktivalt pS3 képes fenntartani a genom
integritasat és stabilitasat azaltal, hogy felfiiggeszti a sejtciklust, illetve indukalja a DNS
hibajavitd6 mechanizmusat ¢€és az apoptozist. A legtdobb tumorszuppresszor mutéacidja
kovetkeztében inaktiv, csonka fehérje keletkezik, de a mutacio akar a fehérje teljes hianyat is

eloidézheti. A TP53 gén ez aldl kivételt képez, mivel gyakran misszensz mutaciok térténnek



benne, melyek a fehérjetermék lebontasa helyett stabil és teljes hosszsagn fehérjét
eredményeznek. A TP53 mutacidk gyors és megbizhat6 azonositasa dontd fontossagu a pontos
diagnosztikai dontésekhez és a célzott terapidhoz. Habar a mutaciok a TP53 gén barmely
pontjan létrejohetnek, elsésorban a — konzervalt DNS koté domént lefedé — 5-8 exonokban
kovetkeznek be. Fehérje szinten a 175, 245, 248, 249, 273 és 282 kodonokban képviselik a p53
mutéciés forropontjait. A TP53 mutacidok azonositdsara a DNS szekvenalas a legpontosabb
eljaras. Elonyds tulajdonsagai miatt azonban a szovettani diagnosztikaban az
immunhisztokémia a legelterjedtebb modszer a p53 mutacios statuszanak kimutatasara. Egyes
vélemények szerint a génmutaciok €s a fehérje overexpresszid kozotti korrelacié azonban nem
tokéletes, igy az IHC detektalas alapjan nem allapithaté meg pontosan a génmutacios statusza.

A tumorok rezisztenciajanak biologiai alapjat szamos tényezd, koztiik a molekularis
heterogenitds és a karosodott DNS javitdé mechanizmusok alkotjdk. Tovabba a hibajavito
utvonalakban kozremiikddé bizonyos fehérjék tulzott expresszidjat is kimutattdk mar
daganatokban. A nem megfeleléen miikodé DNS hibajavitdé mechanizmusok genetikai
rizikofaktorok lehetnek, mivel elésegitik a DNS egyik (SSB, single-strand break), vagy
mindkét szdldn (DSB, double-strand breaks) kialakulod torések kovetkeztében kialakult
instabilitasat. A legtobb tumorellenes szer vagy kozvetleniil, vagy a DNS replikaciojat kovetéen
DNS karosodast indukal. Az aktivalodé hibajavito ttvonalak egyfajta rezisztencia
mechanizmust biztosithatnak elleniik, eldidézve a daganatsejtek talélését. A DNS hibajavitas
gatlasara tobb stratégia létezik. Az egyik megkdzelités szerint az inhibitorok kombinalt
hasznalata mas DNS karosité agenssel megnoveli a kezelés hatékonysagat, mivel gatolja a
toxikus DNS léziok eltavolitasat. A gatloszerek alkalmazhatok akar monoterapiaként is,
amelyek szelektiven pusztitjdk el a DNS hibajavitasban, vagy a DNS karosodasra adott
valaszban hibas tumorsejteket.

A PARP1 DNS hibajavito fehérje inhibicidja 0j és igéretes terapids célpontot képvisel
a glioblasztomaban. Tovabba a PARP inhibitorok a tumorterapia vonatkozasaban is el6térbe
kertiltek, és tobb esetben klinikai gyogyszerkiprobalasi vizsgalatok is torténtek. A PARP1 egy
sejtmagi fehérje, amely normal koriilmények kozott részt vesz a DNS javitasaban és a genom
stabilitasanak fenntartasaban. A DNS tor6tt szalahoz kotddik és poli(ADP-riboz) lancot készit
NAD+ szubsztratbol, amely egyfajta szignalként funkcional a sejt szamara a DNS hibajavitas
elinditasahoz. A PARP1 megnovekedett szintje fokozhatja a tumorok antiapoptotikus sajatsagat
és rezisztenciat eredményez az egyes DNS karosito terapias szerekkel szemben. A PARP gatlok
azonban érzékennyé teszik a tumorsejteket a sugarterapia és a kemoterapias szerek irant. Az

inhibitorok a PARP1 fehérje katalitikus doménjéhez kapcsolodva gatoljak az ADP-riboz
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polimerek szintézisét, aminek hatasara a DNS karosodasra adott sejtvalasz elmarad a sejt
apoptotikus halalhoz vezetve.

Az agytumorok koziil glioblasztoma vonatkozasaban allnak rendelkezésre Kkorali
eredmények. Ujabb klinikai vizsgalatok alapjan a PARP1 DNS javito fehérjét célzo terapia (j
és igéretes megkozelitést jelenthet glioblasztomaban is. Az overexpresszalt PARP1
kovetkeztében a nem megfelel6 DNS hibajavitdo aktivitdas eldsegiti a tumorsejtek
antiapoptotikus tulajdonsagait, ami kemoterapia rezisztenciahoz vezethet. Bar a PARP1
legfontosabb szerepe az egyszala DNS torések javitasa, feltételezhetben hozzajarulhat a
tumorprogresszio indukalasahoz is. A DNS karosodast kovetéen PARP1 —a p53-hoz hasonldéan
— az egyik legkorabban expresszalédo protein. A hibas DNS-sel rendelkez6 sejtben a p53
kiilonb6z6 poszttranszlacios modifikaciokon megy keresztiil, melyek kozott a PARPL altali
poli(ADP-ribozil)acio is szerepel. Tovabba az endogén PARP1 gatolja a p53 transzaktivalo
funkciojat, igy a PARP1 szabalyozza a DNS karosodasokra adott p53 valaszokat is. Az ADP-

riboz polimerek fontos szerepet toltenek be a p53 DNS ko6t6 képességében is.



2. Célkittizések

Az onkologia egyik legnagyobb kihivasat a célzott hatéanyagokkal szemben kialakult
rezisztencia jelenti. A klinikai vizsgalatok alapjan a PARP1 DNS hibajavito fehérje egy uj,
igéretes terapias célpontot képvisel a glioblasztomaban, viszont genomikai tulajdonsagai,
prognosztikus értéke a kiilonb6z6 GBM molekularis altipusokban, illetve a kapcsolata a
heterogenitassal egyelére nem tisztazott.

A TP53 muticiok azonositasa a neuropatoldgiai diagnozis részét képezi, segit az
asztrocita daganatok elkiilonitésében, emellett prognosztikus értékkel is bir. Annak ellenére,
hogy a p53 overexpresszid és a TP53 mutaciok kozotti korrelacio vitatott, rutin
(neuro)patologiai  diagnosztika soran a mutacidos statusz megallapitasara a  p53

immunhisztokémiai detektalasa régota hasznalt modszer.

Vizsgalataink sordn az al4bbi célokra fokuszaltunk:

l. A Debreceni Egyetem Klinikai Kézpont Patologiai Intézetében 6t év alatt (2007-
2011) szovettanilag diagnosztizalt glialis daganatok vizsgalata a WHO gradus, a

betegek neme és életkora, illetve a daganatok anatomiai elhelyezkedése alapjan

. A PARP1 genomikai jellemzése és prognosztikai szerepének tisztazasa a

glioblasztomaban:

a PARP1 expresszioé mértékének meghatarozasa a glioma WHO gradusok, valamint

a IV. gradusu GBM molekularis altipusai kozott

- Osszefiiggések keresése a PARP1 (MRNS expresszid, kopiaszam-valtozas) és

kiilonboz6 glioma markerek mutacios statusza kozott (ATRX, TP53, IDH1)

- a bioinformatikai analizis soran nyert eredmények validalasa immunhisztokémiai

modszerrel egy fiiggetlen, klinikai kohorton

a pontos oOsszefliggés meghatdrozdsa a PARP1 és a p53 tutvonal kozott a

glioblasztomaban

M1 A szomatikus TP53 mutaciok gyakorisaganak ¢és immunhisztokémiai
sajatossagainak vizsgalata, jellemzése agydaganatokban ¢és egyéb gyakori

tumortipusokban



3. Anyagok és maddszerek

3.1 PARP1 genomikai analizise glioblasztomdban

Munkéank soran a cBioPortal for Cancer Genomics (www.cbioportal.org) portalon

keresztiil két TCGA kohort genomikai adatait (szomatikus mutaciok, kopiaszam-eltérések,
mRNS expresszio) toltottik le: Glioblastoma Multiforme (TCGA, Provisional) és Brain Lower
Grade Glioma (TCGA, Provisional). Vizsgalatunk elsdsorban a IV. gradusu glioblasztomara
fokuszalt, igy az analizisek soran a “Glioblastoma Multiforme” adathalmazt hasznaltuk. Célunk
kozé tartozott a PARP1 genomikai tulajdonsagainak vizsgalata a tumorok malignus
transzformacidja soran is, igy a II. és III. gradusu gliomakat magaba foglalé “Brain Lower
Grade Glioma” adathalmazt is bevontuk az analizisbe. A genomikai adatokat a mintak
azonositdi alapjan kiegészitettik az esetekhez tartozé klinikopatologiai paraméterekkel
(életkor, nem, talélés, IDH1/2 és ATRX mutacios statusz, GBM transzkripcids alosztalyok),
melyeket a TCGA portalrél (www.tcga-data.nci.nih.gov) toltottiink le. A vizsgalatba bevont
mintak kivalasztasa soran az alabbi kritériumokat vettik figyelembe: a gyermekkori
glioblasztomak egyedi genetikai profilja miatt csak a 18 éven feliili betegek genomikai adatait
hasznaltuk fel és csak az asztrocita eredetli tumorokat értékeltiikk. A PARP1 mRNS expresszid
analizist azokban az esetekben végeztiik el, ahol az mRNS expresszié mellett mind szomatikus
mutécids, mind a kopiaszam-valtozas adatok is ismertek voltak. Ezek alapjan, 6sszesen 135
GBM ¢és 96 alacsonyabb gradus mintat vontuk be a vizsgalatba. A molekularis altipus 119
esetben volt elérhetd, melyek megoszlasa a kdvetkezo volt: 57 MeSenchimalis, 43 Klasszikus,
illetve a tulélési vizsgalatok miatt a median PARP1 mRNS z-score értékek alapjan alacsony-

(n=67), illetve magas-PARP1 (n=68) csoportokra osztottuk.

3.2 A vizsgdlatok beteganyagai

Retrospektiv vizsgalataink soran a Debreceni Egyetem Klinikai K&zpont Pathologiai
Intézetében 2007-2011 ko6zott rutin korszovettani feldolgozason atesett glioma 127 esetben (62
férfi / 65 nd) II. gradusu, illetve 214 (110 férfi / 104 n6) WHO III. és IV. gradusu glialis
daganatot foglalt magaba. A vizsgalatainkhoz sziikséges mintdk retrospektiv el6keresése a
korabban szovettanilag diagnosztizalt, eMedSolution adatbazisban meglévo adatok alapjan

tortént. Munkénk sordn a daganatokat az aldbbi szempontok alapjan vizsgaltuk ¢és


http://www.cbioportal.org/
http://www.tcga-data.nci.nih.gov/

csoportositottuk: WHO gradus, a betegek neme és életkora, illetve a daganatok anatomiai
elhelyezkedése.

A bioinformatikai eredmények validalasa érdekében egy szintén retrospektiv vizsgalat
soran 60 (30 n6 és 30 férfi) a Debreceni Egyetem Klinikai K6zpont Pathologiai Intézetében
2006 és 2014 kozott glioblasztomaval diagnosztizalt beteg formalin-fixalt, paraffinba agyazott
(FFPE) blokkjait gytjtottiikk dssze. A betegek atlagéletkora 58,5 év volt. Minden kivalasztott
eset haematoxylin-eosin (H&E) metszetét a 2016-0s "WHO Classification of Tumours of the

Central Nervous System’ alapjan neuropatologus segitségével atvizsgaltuk.

3.3 Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az immunhisztokémiai vizsgalatokat 4 um-es FFPE metszetekbdl automatizalt és
standardizalt koriilmények kozott végeztik a Leica Bond Max™ immunhisztokémiai
automatan (Leica Biosystems, Wetzlar, Németorszag) a Bond™ Polymer Refine Detection
kittel. Az immunhisztokémiai jelolések minden esetben a gyartok protokollja alapjan tortént az
anti-p53, anti-ATRX, anti-IDH1R'®2 &s anti-PARP1 primer antitastek alkalmazasaval.
Vizualizaciéra a Bond™ Polymer Refine Detection Kittet hasznaltuk, emellett hematoxylin
festést is alkalmaztunk. A reakcidkhoz a gyartok 4&ltal javasolt pozitiv kontrollokat
alkalmaztunk, emellett negativ kontrolként minden esetben a primer antitestet kihagytuk a
reakcioelegybdl. Az immunhisztokémiai festések kiértékelése szemi-kvantitativ modon két
fliggetlen megfigyeld altal tortént. A kiértékelés soran azokat a mintakat tekintettiik IDH1R32H
és p53 pozitivnak, ahol a tumorsejtek tobb mint 10%-a pozitiv festédést. Az ATRX jelolés
esetében szintén a 10%-0s cut-off értéket alkalmaztunk a nuklearis pozitivitas megallapitasara.
A PARP1 expresszidja a pozitiv sejtek szdzalékos eloszlasa alapjan tortént az alabbi modon:
“0” (<5%, negativ), “1” (5-25%, sporadikus), “2” (25-50%, fokalis), és “3” (>50%, diffiz). A
késobbi statisztikai kiértékelés kedvéért a negativ és a sporadikus festddést mutatod eseteket,
valamint a fokalis és a diffuz eseteket egymassal 6sszevontuk és két csoportot kiilonitettiink el:

alacsony és magas PARP1 csoport.

3.4 TP53 mutdciok IHC mintazatdnak vizsgdlata

A TP53 mutéiciok karakterizalasara és az IHC expresszids mintazatukkal vald
korrelaciot az IARC altal 2013-ban kiadott (R17) szomatikus TP53 mutacios adathalmazt
(http://p53.iarc.fr/ITP53SomaticMutations.aspx) hasznaltuk. A szomatikus TP53 mutaciok

leirasara soran a P04637 Uniprot referencia szekvencian alapulé ‘Human Genome Variation



Society’ (HGVS) standardjait alkalmaztuk. Az ismert IHC karakterrel bir6 TP53 mutaciokat
kiilonb6z6 szempontok alapjan vizsgaltuk: 1) a mutacio génen beliili lokalizacidja; 11) a mutacid
kovetkezménye; II1) a mutacio tipusa; IV) a p53 fehérjén beliil érintett strukturalis motivum.
Az adatbazisban megtalalhat6 individualis TP53 mutaciokat gyakorisaguk és IHC pozitivitasuk
(az IHC pozitiv esetek osztva az Osszes esettel) alapjan harom csoportba soroltuk: A csoport
(IHC pozitiv, hot-spot mutaciok; a mutaciok frekvenciaja> 0,013 és az IHC pozitivitas > 0,85);
B csoport (féleg IHC negativ nonszensze mutaciok; a mutaciok frekvenciaja < 0,011 és az IHC
pozitivitas < 0,44); C csoport (IHC pozitiv, kevésbé gyakori misszensz mutaciok; a mutaciok
frekvencidja < 0,072 és az IHC pozitivitas > 0,74). Vizsgalatunk csak azokat a TP53 mutaciokat

foglalja magaba, amely esetében 15, vagy tobb minta [HC jellemzdje allt rendelkezéstinkre.

3.5 Statisztikai és bioinformatikai analizis

A statisztikai kiértékeléseket az R (www.R-project.org) és a SPSS 19.0 (SPSS Inc.,

Chicago IL) statisztikai szoftverekkel végeztiik. A kategorikus értékeket tartalmazo csoportok
Osszehasonlitasa soran a Pearson Khi-négyzet (y2) tesztet alkalmaztuk. Az egyes csoportok
¢letkora kozotti asszociaciokat a Mann-Whitney U teszt segitségével hataroztuk meg. A
kiilonb6z6 gének MRNS expresszioja kozotti Osszefiiggéseket Kendall tau és Spearmann
korrelacios tesztekkel elemeztiik. A csoportok kdzotti mMRNS expresszid kozotti kiilonbségeket
két-oldali Student t-teszt segitségével allapitottuk meg. Az egyes csoportba tartoz6 betegek
teljes tulélése kozotti kapcsolatok vizsgalatara Kaplan—Meier modszert és Log-Rank (Mantel-
Cox) tesztet alkalmaztunk. Minden esetben két-oldalt statisztikai tesztet hasznaltunk,
szignifikansnak p<0,05 eseteket vettiik. A p53 utvonal és PARP1 kozotti gén-gén interakcids
haldzatot a Cytoscape 3.4.0 szoftver GeneMania applikacidjaval készitettiik a vizsgalt gének
fizikai, ko-expresszidos és gén-gén interakcios tulajdonsagait figyelembe véve. A TP53
mutaciok tumortipusok kozotti frekvencia kiilonbségeinek hétérkép abrazolasara a Gene-E

version 3.0.204 (http://www.broadinstitute.org/cancer/software/ GENE-E/index.html) szoftvert

hasznaltuk.


http://www.r-project.org/
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4. Eredmények

4.1 A Debreceni Egyetem Patoldgiai Intézetében szovettanilag diagnosztizalt
diffuz gliomdk jellemzése

Munkank elsé szakaszaban 0sszesen 127 alacsony (II.) gradusu és 214 magas (IIL. és
IV.) gradust glialis agydaganatot vizsgaltunk a diagnozis éve, a tumor WHO gradusa, a betegek
neme, €letkora €s a tumor anatomiai lokalizacidja szerint. A diagnosztizalt 127 II. gradusu
glialis tumor koziil 51 betegnél allapitottak meg (40%) diffuz asztrocitomat, 39 betegnél (31%)
oligodendrogliomat és 37 betegnél (29%) oligoasztrocitomat. A betegek (62 férfi és 65 nd)
atlagéletkora 39 év (£20,3) volt. A diffuz asztrocitomaval diagnosztizalt betegek atlagéletkora
37,6 év, az oligodendrogliomaval 34,8 év és az oligoasztrocitomaval diagnosztizaltaknal 45,5
év volt. A férfi és néi nemi arany diffuz asztrocitomaban szenvedd betegek esetében 1:1,3, az

oligodendrogliomaban 2:1 és az oligoasztrocitdbmaban pedig 1:1,6 volt.

A magas gradusu glialis daganatok 85%-a (182 eset) WHO IV. gradust glioblasztoma,
mig a maradék 15% (32 eset) I1I. gradusu anaplasztikus glioma volt. A 184 glioblasztomas eset
koziil 142 (78%) betegnél diagnosztizaltak primer glioblasztomat, 24 esetben (13,2%)
allapitottak meg szekunder glioblasztomat, mig 8-8 esetben (4,4-4,4%) irtak le oriassejtes
glioblasztomat és glioszarkomat. Az 6sszesen 32 I11. gradusu glioma koziil 19 betegnél (59,4%)
diagnosztizaltak  anaplasztikus  asztrocitomat, 8  betegnél (25%)  anaplasztikus
oligodendrogliomat és 5 betegnél (15,6%) anaplasztikus oligoasztrocitomat. A magas gradusu
glioméban szenvedd betegek atlagéletkora 57 év volt (£16,4). A nemek aranya 110 férfi és 104
nd. Glioblasztomat 88 férfi és 94 nd, mig anaplasztikus gliomat 22 férfi és 10 ndi betegnél
allapitottak meg. A II. gradust glioma anatomiai lokalizacidjarol Gsszesen 74 beteg esetén
alltak rendelkezésiinkre pontos informaciok. Az asztrocita eredetli daganatok (n=24)
legfrekventaltabb helye a homloklebeny volt (54%), 25%-ban a halantéklebeny, 8%-ban az
agytorzs, tovabba 4%-ban a fali és a nyakszirti lebenyekben és a kisagyban is fordult el6 a
daganat. Az oligodendroglia eredetli tumorok lokalizacidja (n=25) a homlok- ¢és
halantéklebenyben kozel azonos volt (48 vs. 40%), az agytorzsben 8% és a nyakszirti lebenyben
2%-ban fordult el6. Az oligoasztrocitomak (n=25) 60%-at a homloklebenyben, 24%-ukat a
halantéklebenyben, 12%-ukat pedig a nyakszirti lebenyben azonositottak. A daganatok
anatomiai lokalizacigjat illetéen 91 glioblasztoma esetében allt rendelkezésiinkre pontos adat.
Az 6sszes GBM-et tekintve a daganatok kialakulasi helye a kovetkezd volt: a homloklebeny

(n=51), halantéklebeny (n=25), fali lebeny (n=11), nyakszirti lebeny (n=3). A klasszikus
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glioblasztoma (n=77) anatomiai lokalizacidja az esetek tobb mint felében (53%) a homlok
lebenyben volt, amit a halantéklebeny (28%), a fali lebeny (14%) és a nyakszirti lebeny (4%)
kovetett. Egy esetben a daganat helye a kisagyban volt. Glioszarkéma (n=6) a homlok- és a
halantéklebenyben fordult eld 3-3 esetben, mig a legtobb oriassejtes GBM (n=7) a
homloklebenyben lokalizalodott, egy betegnél fordult el a halantéklebenyben.

4.2 A PARP1 genomikai jellemzdi glioblasztomaban

Els6 1épésben a cBioPortal (http://www.chioportal.org/public-portal/) feliileten
keresztiil letoltott TCGA GBM mintdkban PARP1 mutacidkat és kopiaszam-valtozasokat
vizsgaltuk. A mutaciokat tekintve a 135 mintabol mindésszesen két PARP1 mutaciot talaltunk
(V948 ¢és AT09T) IV. gradust glioblasztomaban. Kopiaszam-valtozas osszesen 562 GBM
mintaban volt elérhet6. A PARP1 gén nyerés vagy heterozigota delécidja a vizsgalt esetek tobb,
mint 14% és 6%-aban volt megfigyelhetd. Ezzel ellentétben a PARP1 amplifikacioja csak ritkan
fordult elé (0,35%), mig homozigéta deléci6 nem volt megfigyelhetd egy esetben sem.
Kéovetkezd 1épésben a PARP1 mRNS expresszid mértékét vizsgaltuk meg. Osszesen 135 esetet
vontuk be az analizisbe, melyeknél az mMRNS expresszios adatok mellett mind a DNS
szekvenalas, mind a kopiaszam-valtozas adatok is rendelkezésiinkre alltak. A kopiaszam-
talaltunk a heterozigdta delécid és diploid (p=0,005), nyerés és diploid (p<0,001), és a
heterozigota delécio és nyerés statuszok kozott (p<0,001). Ezen eredmények azt sugalljak, hogy
a kopiaszam-eltérések (jelen esetben a PARP1 nyerés, illetve a heterozigota delécio) az mRNS
expresszid valtozasok mogott allo egyik lehetséges mechanizmus lehet glioblasztomaban.

Ahhoz, hogy o0sszehasonlitsuk a PARP1 jelentoségét a gliomak malignus
genomikai adatait is vizsgaltuk. Kopiaszam-valtozas az 562 GBM (V. gradus) mellett 6sszesen
55 Il. gradusq, illetve 114 I1l. gradusu asztrocitomaban volt elérhetd. Kopiaszam-valtozasok
gyakorisaga a vizsgalt gradusok koziil a Il. gradust tumorokban (3,6%) volt a legalacsonyabb,
ez az érték a Ill. gradus esetében (16,7%), mig a IV. gradusban (21,5%) volt. PARP1
kopiaszam-valtozasok szignifikans kiilonbséget mutattak az egyes WHO gradusok kozott
(p<0,001). A PARP1 gén nyerés a IV. gradust glioblasztomaban, mind a Ill. gradusu
asztrocitomaban IS gyakori, hasonldéan a heterozigota deléciot eredményezé kopiaszam-
valtozasokkal. A PARP1 gén homozigota delécioja Kifejezetten ritkdnak mondhato, mivel csak

a Il. gradusu daganatok 0,1%-ban fordult el6. PARP1 gén amplifikacidja pedig csak a IV.
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gradusu daganatok 0,3%-ban volt megfigyelhet6. PARP1 mRNS expresszio 29 Il. gradusu és
67 111, gradusu asztrocitdbma mintaban volt elérheté. A glioma gradusokat 6sszehasonlitva, a
magas gradusu gliomak —azaz a Il1. és IV. gradus tagjai — emelkedett PARP1 mRNS szinteket
mutattak a Il. gradusu asztrocitomahoz képest (Il. gradus vs. I1l. gradus p=0,003, és II. gradus
vs. IV. gradus, p<0,001). Bar a PARP1 expresszié magasabb volt a IV. gradusban, szignifikans
eltérés nem volt kimutathat6 a IV. és a Il. gradus kozott.

Munkéank soran vizsgaltuk a PARP1 expresszidos mintdzatdit a GBM molekularis
heterogenitasaval osszefiiggésben. A PARP1 mRNS expresszio mértékét IDH1, ATRX ¢és a
TP53 gének mutacios statuszanak fliggvényében is vizsgaltuk. A mutans ATRX (p=0,006) és
TP53 (p=0,015) géneket hordoz6 mintakban szignifikansan magasabb PARP1 expresszio volt
megfigyelhetd, viszont az IDH1 gén statusza nem mutatott kapcsolatot. A TCGA adatbazis
tartalmazza a mintak IDH1/2 és ATRX statuszat. Mivel munkank egyik célja a PARP1
expresszio és TP53 mutaciok kozotti 6sszefiiggés tisztazasa volt, igy meghataroztuk az egyes
GBM mintdk TP53 mutacios statuszat is. A vizsgalt mintakban a vad tipust TP53 gén 92
esetben, mig mutans 43 mintaban volt megfigyelhetd. A mutans TP53 gént hordoz6 mintakat
a mutacio tipusa szerint tovabb csoportositottuk misszensz (n=33) TP53 és nonszensz TP53
(n=10) mutaciokra. A PARP1 mRNS expresszioja magasabb volt azokban a tumorokban, ahol
a TP53 mutans volt (p=0,015) szemben a vad tipusu gént hordozokkal. Fontos kiemelniink,
hogy a misszensz €s a nonszensz mutaciok és a PARP1 expresszid kozott nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget.

Az bioinformatikai analizis eredményeibdl kifolyolag — ahol a PARP1 mRNS
expresszio szignifikdns Osszefliggést mutatott a TP53 és az ATRX mutacids statuszaival — a
markereket immunhisztokémiai modszerrel IS megvizsgaltuk. Korabbi, meningeoma
agydaganatokban végzett vizsgalatokkal megegyezéen, a PARP1 a glioblasztomaban is
sejtmagi festédést mutatott. Az esetek 90%-a (54/60) mutatott PARP1 pozitiv fest6dést, mig
10%-a (6/60) negativ volt. A PARP1 IHC expresszidja a vizsgalt klinikai kohortban
szignifikans Osszefliggést mutatott a p53 (p=0,0281) és ATRX (p=0,002) expressziokkal.
Ellenben az IDH1R¥?H expresszidval nem figyeltiink meg hasonlo dsszefiiggéseket.

A PARP1 genetikai/genomikai jellegzetességeit vizsgalva a kiillonboz6 GBM
altipusokban megallapitottuk, hogy a Proneurdlis és a Klasszikus GBM altipusok
megnovekedett PARP1 expressziot mutatnak. Részletesebben, a Proneurdlis (atlag z-score
érték: 0,801) és a Klasszikus (atlag z-score érték: 0,375) altipusokban szignifikansan magasabb
PARP1 mRNS szint volt megfigyelheté a Mesenchimdlis (atlag z-score érték: -0,121) és a
Neuralis (atlag z-score érték: -1,049) altipusokhoz képest. Ezzel parhuzamosan a PARP1
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kopiaszam-valtozasokat szintén megvizsgaltuk a GBM altipusokban. PARP1 gén kopiaszdm
informacioja 475 olyan esetben volt leirva, ahol a transzkripcids alosztaly is ismert. A
Proneuralis altipus mutatta a legnagyobb aranyu kopiaszam-valtozast (0,275), amit sorrendben
a Mesenchimalis (0,226), Neuralis (0,224), és a Klasszikus (0,129) altipus kovetett. PARP1
kopiaszam nyerés az Osszes alcsoportban hasonld gyakorisaggal eléfordult: Mesenchimalis
(4,4%), Proneurdlis (4,4%), Klasszikus (2,9%) és Neurdlis (2,3%). A PARP1 gén heterozigota
delécidja a Mesenchimdalis GBM-ek 3,4%-aban volt megfigyelhet6. PARP1 amplifikacio csak
a Klasszikus és Mesenchimalis alcsoportokban figyeltiik meg (0,2-0,2%).

Annak érdekében, hogy megallapitsuk a PARP1 klinikai relevanciajat,
megvizsgaltuk a PARP1 mRNS expresszio €s a betegek teljes ttlélése (Overall Survival; OS)
kozotti kapcsolatot a TCGA adatbazis glioblasztoma mintaiban. Az TCGA adatbazisban
talalhatd GBM betegek atlagos teljes tulélése 13,3 honap volt. A PARP1 mRNS expresszid
alapjan a rendelkezésiinkre all6 mintakat magas-PARP1 (n=68) és alacsony-PARP1 (n=67)
csoportokra bontottuk. Az alacsony-PARP1 csoport betegei atlagosan hosszabb talélést
mutatnak, azonban nem talaltunk statisztikailag szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott.
A betegek atlag talélése a kiillonb6z6 GBM alosztalyok kozott a kovetkezd wvolt:
Klasszikus=12,7; Proneurdlis=19,8; Mesenchimalis=11,7, és Neuralis=7, honap. Az elvégzett
Kaplan-Meier tulélés analizis alapjan a Klasszikus GBM altipusban az alacsony-PARP1 csoport
betegeinek szignifikdnsan révidebb teljes tilélést mutattak a magas-PARP expresszios csoport
betegeivel szemben (p=0,031). A p53 és a PARP1 egyiittes szerepét a GBM betegek tulélésével
kapcsolatban is megvizsgaltuk. Ennek céljabol a TCGA mintakat tovabb csoportositottuk a
PARP1 mRNS expresszié és a TP53 mutacids statuszuk szerint: TP53™Ymagas-PARP1
(n=29); TP53M™"Yalacsony-PARP1 (n=14); TP53"“T/magas-PARP1 (n=39); TP53"T/alacsony-
PARP1 (n=53). Eredményeink alapjan a vad tipust TP53 génnel és magas-PARP1
expresszioval rendelkez6 betegek rovidebb tulélést mutatnak (p=0,039).

Korabbi eredményeink alapjan, a TP53 mutéaciokon tul, részletesen megvizsgaltuk a
PARP1 expresszio és a teljes p53 utvonal (CDKN1A (p21), MDM2, MDM4, CDKN2A (p14),
and TP53BP1) kozotti kapcsolatot is. Az mRNS expressziot tekintve, a PARP1 szignifikans
korrelaciot mutatott a TP53, CDKN1A, és a TP53BP1 génekkel. A PARP1 expresszi6 szintén
szignifikdns kapcsolatot mutatott a CDKN2A és MDM4 gének kopiaszam-valtozasaival. A
diploid esetekhez viszonyitva a homozigota deletalt CDKN2A gént hordoz6 eseteket csokkent
(p=0,013), mig az az MDM4 nyerést mutatd eseteket emelkedett PARP1 expresszio (0,026)
jellemezte. Ezek alapjan a magas-PARP1 csoportban a szignifikdnsan magasabb TP53
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(p=0,003), és TP53BP1 (p=0,004) expresszio volt megfigyelhetd, mig a CDKN1A (p=0,009)

expresszio az alacsony-PARP1 csoportban volt szignifikdnsan magasabb.

4.3 A mutans p53 IHC expresszioja az IARC adatbdzis alapjdn

Vizsgalatunk egyik célja a TP53 gént érinté mutaciok IHC jellemzdinek karakterizaladsa
volt. Munkank soran 6sszesen 7878 mutacio p53 IHC expresszids mintazatat vizsgaltuk. Az
[HC festédés 6025 mutacional volt pozitiv, ami az dsszes vizsgalt mutacionak a 76,5%-a, mig
1852 (23,5%) mutacio negativ IHC jelolédést mutatott (p<0,001). A 1étrejové mutaciok tipusat
tekintve, a pontmutaciok (74,9% - 84,6%) mellett a duplikacio (93,8%) és a komplex TP53
mutaciok egyarant IHC pozitivnak bizonyultak. A deléciok (57%) és inszerciok (59,7%)
viszont foként IHC negativak voltak az IARC TP53 adatbazisban elérhet esetekben. A
varakozasnak megfeleléen a misszensz mutaciok 88%-ka IHC pozitiv, mig a nonszensz
mutaciok 71,2%-ka THC negativ volt (p<0,001). A TP53 gén kdodold régiodit tekintve (2-11
exonok) a mutaciok 77,3% IHC pozitiv, mig a nem kodold szakaszokban bekovetkezd
mutacidk tobb, mint fele (56,5%) IHC negativ (p=0,001) volt. A mutaciok IHC pozitivnak
bizonyultak a gén prométerében talalhaté CpG szigetekben (83,3%) és azokon kiviil is (73,3%)
(p<0,001). TP53 mutaciok szintén IHC jelolodést mutattak a TP53 gén un. nem splicing (77%),
valamint az alternativ (83,1%) és a kriptikus (74,2%) splicing helyekben, viszont a konszenzus
splicing helyeken bekovetkez6 mutaciok 64,3% IHC negativnak mutatkoztak. Az adatbazisban
talalhatdo 29711 szomatikus TP53 mutéaciobol THC jellemzd 6sszesen 7878 (1139 egyedi)
mutacio esetében volt elérhetd. Ezek koziil 6026 eset pS3 THC pozitiv, mig 1852 mutacio
negativ volt. A leirt mutaciok tobbsége (91,9%) az 5-0s, 6-0s, 7-es vagy a 8-as exonokban
lokalizalodott. A mutacidk tobb, mint kétharmada (68,2%) CpG szigeteket nem tartalmazo
génrégiokban kovetkezett be, és mindossze 3,1%-uk keletkezett intron kivagddasi (splicing)
helyen. A mutaciok tipusat tekintve, 6860 (87,1%) egy nukleotidot érinté pontmutacid, 667
(8,5%) delécio, 196 (2,5%) inszercid, 97 (1,2%) duplikacié és 48 (0,6%) komplex mutacio. A
mutécié tipusa 10 minta esetében nem volt elérhetd. A mutaciok kovetkezményét tekintve
leggyakrabban (74,8%) misszensz, frameshift (8,6%), nonszensz (7%), néma (4,7%), splicing
(1,7%), introni mutacio (0,7%) és nagy deléciok voltak (0,03%). Az eltérések 2,3% egyéb
kovetkezménnyel jart, mig 0,4%-ban nem ismert az adott mutacié hatasa. A p53 fehérje
strukturdlis motivumaiban keletkezett mutaciok kozott is eltérd p53 ITHC jelolddés volt
megfigyelhetd. Egyontetii pozitiv jelolddés volt megfigyelhetd a kovetkez6 motivumok kozott:

L1/S/H2 (86,2%), L2/L3 hurkok (84,3%), és a NDBL/béta-lemezek (70,1%). Emellett a fehérje
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C-terminalis (55,6%), C-terminalis/NLS (58,1%), ¢és N-terminalis/Transzaktivacios/NES
(60%) motivumai is tobbnyire pozitivak voltak. Masrészrdl, az N-termindlis (76,5%), N-
terminalis/ Transzaktivacios (60,6%), és a SH3-like/Prolin-gazdag (59,4%) motivumokban
kialakult mutaciok altalaban IHC negativak voltak. Az IARC adatbazisban 224 mutacio
esetében a strukturalis motivum nem volt elérhetd.

Vizsgélatunk soran meghataroztuk az egyes TP53 mutaciok IHC expresszios profiljat
és 6sszehasonlitottuk a kliniko-patologiai jellemzokkel. Els6 1épésben meghataroztuk az IARC
adatbazisban megtalalhatd TP53 mutaciok gyakorisagat, majd az egyes mutaciokhoz
hozzarendeltiik az adott p53 IHC pozitivitasat (az IHC pozitiv esetek / dsszes eset). A p53
fehérje mutacios forropontjaihoz tartozé kodonok pozitivak voltak: 175. (89,7%), 245. (90,7%),
248. (93,3%), 249. (88,0%), 273. (92,6%) ¢és a 282. (90,9%). Ezzel szemben a mutaciok
negativnak bizonyultak a 213. (57,7%), 196. (65,2%), 306. (60,9%), 146. (63,6%) és a 298.
(60,7%) kodonokban. A hot spot kodonokban talalhaté Gsszes mutacio (R175H, G245S/D,
R248Q/W/L, R249S, R273H/C/L és a R282W) IHC pozitivnak bizonyult 87,2% ¢és 100%
kozott. Ellenben az egyes gyakori nonszensze mutaciok (R213*, R196*, R306*, W146%*, és
E298%*) tobbnyire IHC negativnak bizonyultak (63,4-75,6%). Vizsgalatunk csak azokat a
szomatikus TP53 mutaciokat foglalta magaba, amelyek esetében tizendt, vagy annal tobb IHC
adat all rendelkezésre (n=78). A mutacidkat az adatbazisban eléforduld gyakorisaguk és IHC
pozitivitasuk alapjan harom csoportba soroltuk: A, B és C csoport. Az A4 és a C csoport 5sszes
tagja misszensz, mig a B csoport tagjai nonszensz mutaciok voltak (p<0,001). A csoportositott
mutaciok 11,5%-a az A csoportba tartozott, ezek az un. “hot-spot” és IHC pozitiv mutaciok, a
B csoportba a gyakori és IHC negativ mutaciok (7/78; 9%), mig a C csoportba a kevésbé
gyakori, IHC pozitiv mutaciok tartoztak (62/78; 79,5%).

Osszesen 4897 TP53 mutacioéhoz volt hozzarendelhetd a beteg neme, melyek eloszlésa
a kovetkezo volt: 2797 n6 (57,2%) és 2097 férfi (42,9%). A TP53 mutaciok mindkét nemben
IHC pozitivak voltak (75,8% vs. 76,4%). Az THC negativ esetekben a ndék atlagéletkora
szignifikansan fiatalabb volt (55,90 + 15,39 év vs. 58,57 + 15,06 év, p=0,0182) a szintén IHC
negativ, mutaciot hordozo férfiakéval szemben. A pozitiv IHC mutaciokat tekintve nem
tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget az atlagéletkor és a betegek neme kozott (56,44 + 16,86
vs. 57,22 + 15,77 év, p=0,204). A fenti kliniko-patologiai paramétereket megvizsgaltuk a harom
p53 THC mutacios csoportban is. Annak ellenére, hogy az agydaganatok esetében nem
tapasztaltunk kiilonbségeket, 6t masik tumortipus esetén (mell, hdlyag, hemapoetikus rendszer,
maj, fej-nyak) szignifikans eltéréseket figyeltiink meg az egyes csoportok atlagéletkora kozott.

A mellrakban érintett nonszensz TP53 mutéacidkat hordozo betegek (B csoport) atlagéletkora
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fiatalabb volt (48,83+13,69 év) masik két csoporthoz képest (A csoport: 55,06+13,99 év és C
csoport: 55,97+14,07 év). Hasonlo kiilonbségek mutatkoztak a holyagrakos betegeknél a B
(59,52+14,20 év) és az A csoport (64,44+12,57 év) kozott. A majrakban szenvedd betegeknél
pedig az A csoport idésebb volt a C csoport betegeihez képest. A misszensz mutaciokat
tartalmazd A és C csoportokat dsszevetve megfigyeltiik, hogy a hemapoetikus rendszer
daganataiban érintett A csoportba tartozo6 betegek atlagosan fiatalabbak voltak, mig a fej-nyaki
daganatokban a C csoport betegei voltak fiatalabbak. A nonszensz TP53 mutaciok (B csoport)
esetén rosszabb prognozissal, és rovidebb taléléssel kell szamolni. Eredményeink alapjan ezen
mutaciok tobbsége IHC negativnak bizonyult, igy munkank soran ezt a csoportot részletesen is
elemeztiik. A mutaciok eléfordulédsi gyakorisagat tekintve jelentds eltéréseket figyeltiink meg
a kiilonb6zo tumortipusok kozott.

A TP53 szomatikus muticidinak IHC jellemzdit a rendelkezésre allo 353 glidlis
agydaganatban részletesen vizsgaltuk. Mivel a vad tipusi TP53 gén IHC profilja nem elérhet6
az IARC TP53 adatbazisaban, igy az alpozitiv IHC jelolddés tesztelését nem tudtuk elvégezni.
Vizsgalatainkat kiegészitettiik az TCGA adatbazisban elérhetd 232 asztrocitoma (IL., III., és IV.
gradus) TP53 mutéciods statuszaval és dsszevetettilk azok mRNS expresszidjaval. A mutaciok
tulajdonsagait tekintve a tapasztalt 108 mutacio 22,2%-a volt nonszensz mutaciod, melyek
tobbsége exonon kiviil, az intronokban keletkezett. Az mRNS — mutacios statusz korrelacid
alapjan a TP53 statuszanak az atlag mRNS expresszid (z-score) értékei a kovetkezdk voltak:
vad tipus (-0,004); misszensz mutaciok (0,08); nonszensz mutaciok (-0,46). A vizsgalt
tumortipusokhoz viszonyitva, az agydaganatokban kevésbé gyakoriak az IHC negativ

jelolédést mutato, B csoportba tartozé nonszensz TP53 mutaciok.

5. Diszkusszio

Bar tobb hazai kdzlemény is foglalkozik a glialis tumorokkal, a magas gradusu gliomak
magyarorszagi el6forduldsardl nem allnak rendelkezésre részletes informaciok. Munkéank egyik
célja ezen hianyossag poétlasa volt, igy az Intézetiinkben 2007 és 2011 kozott szovettanilag
diagnosztizalt magas gradust gliomakat tekintettiik at. A vizsgalat Osszesen 341 glidlis
daganatot foglalt magaba. A tumorokat a diagnozis éve, a tumor WHO gradusa, a betegek neme,
¢letkora és a tumor anatomiai lokalizacioja szerint is elemeztiik.

A fejlédo kezelési eljarasok ellenére a malignus gliomakban szenvedd betegek tovabbra

is rossz prognozissal rendelkeznek, igy a tumortipus molekuléris hatterének megismerése,
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illetve célzott hatéanyagokkal szemben kialakult rezisztencia kivédése a daganatkutatas egyik
legsiirget6bb teriiletét képviseli. Annak ellenére, hogy a PARP1 fehérje jelentésége mar ismert,
genomikai tulajdonsagai, prognosztikus értéke a kiilonb6z6 GBM molekularis altipusokban,
illetve a kapcsolata a heterogenitassal egyelére nem tisztazott. A PARP1 szerepét kiilonb6zo
idegrendszeri megbetegedésekben is leirtak, illetve overexpresszidja tobb daganat tipusban is
gyakori, beleértve a glioblasztomat. A megnovekedett PARP1 expressziot leirtak mar
gyermekkori magas gradusti asztrocitomakban, medulloblasztomaban ¢és ependimomaban.
GBM 6ssejtekben a PARP inhibitorok és a temozolomid (TMZ) kombinacidja értékes stratégiat
képviselhet az dssejtek kemo-rezisztenciajanak visszaforditasaban. A PARP inhibitor és TMZ
egyideji alkalmazasa egymast erdsitdé, antitumor hatdsu tizb6él nyolc glioblasztéma
Gssejtvonalban. Mi tobb, a TMZ dozis csokkentésére minden sejtvonal reagalt PARP inhibitor
iranti  érzékenységének megvaltozasaval. A TCGA genomi adatai alapjan elvégzett
bioinformatikai analizisiink ramutatott arra, hogy a PARP1 expresszidja csokkent mértéki a
magasabb gradust tumorokban, ami hatterében részben kopiaszam eltérések is allhatnak.
Eredményeink megerdsitik, hogy emelkedett PARP1 expresszio megfigyelheté a magasabb
gradusu asztrocitomakban, feltehetden azért, mert a magasabb PARP1 expresszid eldsegiti a
karosodott DNS javitasat, ezaltal megakadalyozza a genetikai instabilitas kialakulasat a
tumorsejtekben.

A GBM komplex, heterogén természete miatt Iényeges a PARP1 asszocidciokat
vizsgalni kulcs molekularis markerekkel. Az ATRX, IDH1 és TP53 mutéaciok fontossaga az
asztrocitas glioma korai fejlddésében €s progresszidjaban jol ismert. Ezeknek a markereknek
szintén terapias €s prognosztikai jelentdséglik van, emellett mutacios statuszuk alapjan
elkiilonithetk az asztrocitomak az oligodenrogliomaktdl, illetve a szekunder glioblasztoma a
primertdl. Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy PARP1 expresszié megfigyelheté IDH
szerinti vad tipusti és mutalt GBM-ben egyarant. Habar nincs statisztikailag bizonyitott
kapcsolat a PARP1 expresszio ¢és az IDH1/2 mutaciok kozott, egy ujabb tanulmany szerint
mutalt IDH éaltal termelt 2-hidroxiglutarat eldidézi a betegbdl szarmazd primer glioma sejtek és
genetikailag 6sszeillé tumor xenograftok PARP inhibitor érzékenységét.

Az IDH1/2 mutaciokkal ellentétben a magasabb PARP1 expresszids szint szoros
Osszefliggésben all az ATRX és TP53 mutacidokkal. ATRX alteraciok eléfordulhatnak az
alacsony gradusu asztrocitomakban és az IDH1 mutalt (szekunder) glioblasztomak tobbségében
IS. Szomatikus mutaciok a TP53-ban fontos szerepet jatszanak a gliomakban, kiilondsen az
alacsony gradusu asztrocitomak és IDH1 mutalt GBM tumorgenezisében. Figyelembe véve a

PARPI1 enzim gatlasanak dozis fliggését, eredményeink azt jelzik, hogy a PARP inhibitorok
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hatékonyabbak lehetnek ATRX és TP53 mutalt tumorokban, ahol a PARP1 szint rendszerint
megnovekedett.

Bar a nagy ateresztOképességii technoldgiak diagnosztikai célti alkalmazéasa egyre
nagyobb teret nyer, az immunhisztokémia még mindig a legelterjedtebb modszer a tumorok
szovettani  diagnézisanak megallapitasara. Ennek tudatdban igény mutatkozik az
immunhisztokémian alapuld glioblasztoma klasszifikacio finomitasara és a molekuldris
adatokkal valo egyesitésre. A PARP1 IHC expresszigjat korabban megfigyelték
glioblasztomaban, de PARP1 kapcsolatat a molekuléris markerekkel eziddig nem vizsgaltak. A
munkank soran a PARP1 expresszi6 kapcsolatat harom — (p53, ATRX és IDH1) a jelenlegi
neuropatologiai diagnodzis részét képezd — molekularis markerrel is megvizsgaltuk. Az IDH1
mutaciok megallapitasara a glioméaban leggyakoribb (>85%) IDH1R2" mutacio-specifikus
antitestet hasznalnak. Az ATRX gén a normadl agyban kifejezddik, de a bekovetkezd mutaciok
egy csonka, immunhisztokémiaval nem detektalhatdo terméket eredményeznek. A TP53
mutacios statuszanak IHC predikcidja joval Osszetettebb, aminek targyalasaval a dolgozat is
részletesen foglalkozik. Eredményeink alapjan a PARP1 és az ATRX IHC expresszioja kozott
forditott, a p53 overexpresszioval pedig pozitiv korrelaciét mutat. Ezen megfigyelések azt
sugalljak, hogy a PARP1 THC expresszioja a p53 taltermelddésével (ami mutans TP53 gén
jelez) és az ATRX elvesztésével (ami szintén mutans ATRX gént jelez), igéretes prediktiv
marker lehet a PARP gatlasnak GBM-ben.

Eredményeink alapjan a PARP1 expresszio jelenléte vagy hidnya elkiilonitheti a
Proneurdlis és a Klasszikus glioblasztomakat a masik két altipustol. Emellett, a magas PARP1
szint kapcsolatban all a rovidebb taléléssel a Klasszikus csoportban. Korabban mar leirtak, a
Klasszikus glioblasztoma EGFR amplifikacio mellett vad tipusti TP53 génnel jellemezhetd, mig
a Proneurdlis altipust IDH1 és TP53 mutaciok, illetve PDGFRA amplifikacio is jellemzi.
Ezekbdl az osszefiiggésekbdl kiindulva azt feltételezziik, hogy a PARP1 és p53 potencialis
markerek lehetnek a Proneuradlis és a Klasszikus altipusok egymastol valo elkiilonitésére,
valamint prognosztikai értéket is képviselnek a GBM-ben.

A p53 immunpozitivitdsa Osszefiigg a TP53 mutdcids statuszaval, kivéve egyes
nonszensz mutaciokat (B csoport), melyek gyakorisaga a glialis daganatokban elenyészd.
GBM-ben azt talaltuk, hogy a PARP1 IHC expresszidja korrelal a p53 pozitiv esetekkel, melyek
feltehetéen mutans TP53 gént hordoznak. Tovabba, a PARP1 mRNS szintje magasabb volt a
TP53 mutacidt hordoz6 mintakban. Fontos megjegyezni, a TP53 nonszensz mutaciok THC

altali detektalasa nem pontos a részleges fehérjék miatt. A TP53 mutalt esetekben a PARP1
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megnovekedett szintje mellett nem volt statisztikai kiilonbség a misszensz és nONSzensz
mutéciés mintak kozott.

A PARPI1 és a p53 kapcsolatat mar korabban megallapitottak. Mindkét fehérje fontos
szerepet jatszik a genomi integritas fenntartasaban. Tobb tanulmany is azt mutatja, hogy a
genom instabilitas altalaban Osszefligg a rossz prognozissal. Kordbban mar leirtdk, hogy a
magas PARP1 expresszio gyakran all kapcsolatban a rovidebb tuléléssel a daganatokban.
Ennek ellenére megfigyelhet6 egy tendencia a rovidebb talélési id6t tekintve a magas PARP1
szinttel rendelkezé betegekben, az alacsony PARPI-es esetekhez viszonyitva, szignifikans
kiilonbséget nem tapasztaltunk. Erdekes modon, a magas PARP1 szinttel rendelkezd betegek
tulélése szignifikdnsan révidebb, ha vad tipusu a TP53 génnel rendelkeznek. Ezt a megfigyelést
magyarazhatja, hogy a TP53 mutaciok mellett, hibas p53 tUtvonal is elGsegitheti a tumor
progresszidjat. A p53 jelatviteli ut tobb cellularis folyamatot medial, koztiik a novekedés
leallitasat, angiogenezist, apoptozist és a DNS javitasat.

A GBM progresszioja €s kiujulasa a pS3 utvonal abnormalitasaihoz kothetd a primer
GBM-ek 87%-aban. A p53 tutvonal és a PARP1 kozti interakciok vizsgalatakor azt talaltuk,
hogy a PARP1 &sszefiiggést mutat a CDKN2A deléciokkal és az MDM4 nyeréssel is, mely
eltérések foként vad tipusu TP53 génnel rendelkez6 esetekben fordulnak el6, de a tumorsejtek
abnormalis p53 szignalizacidjat eredményezik. Ezen talmenden, a PARP1 negativ korrelaciot
mutatott a CDKN1A-val, amely a p53 kaszkad egyik downstream tagja, magaban foglalja a p53
altal medialt G1 leéllitasat. Ez a megfigyelés azt sugallja, hogy az alulszabalyozott CDKN1A
képtelen gatolni a ciklin E-CDK2 komplexet magas PARP1 szint mellett GBM-ben.
Kovetkezeésképpen, fokozott sejtciklus aktivitas és az apoptozis elmaradasa lesz az eredmény.
Egy ujabb lehetséges marker, az 53BP1 alacsony szintje megjosolhatja a PARP inhibitorokkal
szembeni rezisztenciat, mert génjének a TP53BP1-nek a delécidja csokkenti a PARP gatlok
citotoxicitasat.

Szamos tanulmany ellenére a TP53 mutaciok és a p53 sejtmagi akkumulalodasa kozotti
kapcsolat maig nem tisztdzott. Bar a rutin diagnosztikai feldolgozds sordn az
immunhisztokémia egy gyakran hasznalt technika a TP53 mutéiciés analiziséhez, a
megbizhatdsdga vitathatd az alpozitiv és negativ esetek miatt. Tanulmanyunk célja az volt,
hogy felmérjilk a TP53 szomatikus mutacidinak immunhisztokémiai expresszids mintazatat
kiilonboz6é tumortipusokban ¢és Osszefiiggést talaljunk a klinikopatologiai sajatossagaikkal.
Ezért atfogd elemzést végeztink az R17 adatszettrél az IARC TP53 adatbazisdban. A
nyilvanosan elérhetd tumor profiloz6 és adat szekvenalod adatbazisok sokkal komplexebb

kutatast tesznek lehetévé, beleértve a molekularis epidemiologiat, a klinikai felméréseket és a
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szerkezeti analizist. Az IARC TP53 Mutaciés Adatbazisa (http://p53.iarc.fr/) tobb mint 28000,
fenotipus annotacidkrol, paciensek jellemzésérol, szerkezeti €s funkcionalis behatdsokrol és a
mutaciok immunfestddésérdl is tartalmaz adatokat. Az adatbazis magéaba foglalja az 6sszes leirt
TP53 mutaciot, melyek szekvenalassal megerdsitettek, szakmailag lektoralt folyodiratokban
voltak publikalva vagy mutaciés adattarakban szerkesztették. Normal koriilmények kozott a
p53 szintézise és degradacioja szigoruan szabalyozott, expresszios szintje nagyon alacsony. Az
aberrans p53 hosszabb féléletideje egy taltermeldd6 fehérjét eredményez, amely
immunhisztokémiailag detektalhato. Tanulmanyunk megerdsiti, hogy a TP53 mutéciok tobb
mint 75%-a egységesen mutat IHC altal detektalhato pS3 felhalmozodast. Ez a teljes pozitivitas
megfigyelhet6 volt minden tumor helyen. Ellentétben all mas tumor-szuppresszor génekkel,
ahol tobbnyire deléciok és nonszensz mutaciok kovetkeztében a fehérje expresszidja csokkent
vagy hianyzik.

A legtobb TP53 mutacié tulnyomoan a DNS koté doménben (94-292 oldallanc) alakul
ki, eredményeink alapjan az IHC pozitiv médosulatok tobb mint 94%-a is ebben a doménben
talalhat6. Az ebben a doménben képzdédott TP53 mutaciok a legagresszivebb klinikai
fenotipushoz vezethetnek, ami feltehetéleg csokkenti a fehérje bioldgiai aktivitasat. A mutaciok
ezekben a kritikus motivumokban tébbnyire IHC pozitivak, tehat jol detektalhatok a diagndzis
soran. Magat a gén szerkezetét tekintve a mutaciok tobbsége 5-8 exonokban kovetkezik be, a
vizsgalt mutaciok tobb mint 95%-a is ezekben az exonokban jott 1étre, és IHC pozitivitast
mutatnak. A TP53 intronjaiban kialakuld6 pontmutaciok megsziintethetik a p53 funkcioit.
Megfigyeléseink megerdsitik a korabbi kozlemények eredményeit, mivel az IHC-val
detektalhaté mutaciok 87%-a egy bazispart érintd szubsztitiiciok voltak a kodolo régidkban.
Ezek a misszensz mutaciok altalaban teljes hosszsagh fehérjét eredményeznek és tobb mint
80%-uk volt IHC pozitiv az IARC adatbazis szerint. A human daganatokban ritkan eléfordulo
duplikacio és komplex TP53 mutaciok szintén IHC pozitivnak bizonyultak. A TP53 génben a
splice mutéciok szintén ritka eseményeknek szamitanak. Ennek megfelelden, csak a mutaciok
3%-a alakul ki a konzervalt dinukleotidokban, koztiik a splice helyeken, melyek eloszlasa és
IHC karakterisztikdja valtozatos volt. A splice médosulatok az alternativ és a rejtett splice
akceptor helyeken IHC pozitivitast mutatnak; ezzel szemben, a konszenzus splice helyeken
negativok voltak. Nem volt jelentOs kiilonbség a CpG szekvencidkon beliili vagy azokon kiviil
es6 mutaciok IHC expresszidjaban, mindkettd tobbnyire pozitiv volt (83,3%, illetve 73,3%).

A szomatikus TP53 mutaciokat harom csoportba rendeztiik frekvenciajuk és THC

pozitivitasuk alapjan. A ’hot-spot” mutaciok (A csoport) és a gyakori nonszensz mutaciok (B
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csoport) kiilonalld csoportot alkotnak, mig a ritka, erdsen pozitiv misszensz mutéciok keriiltek
a C csoportba. A tanulmanyunk soran abbol indultunk ki, hogy az immunhisztokémiai
jelolodése a nonszensze TP53 mutaciok esetében (B csoport) a géntermék hidnya miatt nem
lehetséges. A nonszensz mutaciok az életkorral is Osszefiiggést mutathatnak, az NF2 ¢és a
HNF1A génekben leirt csonka génterméket eredményezé mutaciok példaul a fiatalabb korban
megjelend betegségekben gyakoriak. Az IHC negativ TP53 mutacidval rendelkezé ndk (a
képzo6dott csonka p53 kovetkezményeként) fiatalabbak voltak. A TP53 mutacidk osztalyozasa
szerinti B csoportban korban korabban diagnosztizaltak a mell és htigyhdlyag tumorokat, és
érdekes modon a hematopoietikus rendszer daganatait csak idésebb korban diagnosztizaltak az
A és C csoporthoz képest. Az R213* ¢és a Q192* gyakorisaga szintén nodvekedett a
melldaganatokban, csak ugy mint, az R306* és a Q192* mutaciok a hugyhdlyag daganat
esetében. A TP53 R213* muticidja sokkal gyakoribb a mellrak bazalis altipusban.
Vastagbélrakban az R196*, R213* és az R306* mutaciok voltak elterjedtek. Tovabba az R213*
mutécié gyakori volt a végbélben, valamint az R306 a végbél karcinomakban. Korabbi adatok
alapjan az R306 mutacio az allélek 15,27% ¢és 39,5%-4ban jelen volt primer tumorok, illetve
metasztdzisok esetében. A W146* mutacid kevésbé gyakori a bor és szij rdkokban, a
vizsgalatunk szerint. Bar a nonszensz mutaciok (B csoport) ritkak, 6sszességében rosszabbak a
tulélési esélyek, kiilondsen, ha a pS3 fehérje megrovidiilt. A TP53 kiesése elorelathatolag a
kiujulé tumorokkal jar egyiitt. Azontul, nonszensz mutaciot hordozé tumorok (B csoport)
nagyobb valoszinliséggel képeznek attéteket, Osszehasonlitva azokkal a daganatokkal, melyek
misszensz mutaciot hordoznak (A és C csoport), vagy vad tipusu p53-at. A nonszensz TP53
betegekben fokozott kockazattal alakulhatnak ki vaszkularis daganatok. A vartnak megfeleléen
a modosulatok tobb, mint fele (56,5%) nem kodold régiokban talalhatd és tobbnyire THC
negativak. Bemutattuk, hogy az IHC negativ TP53 mutaciok leggyakrabban deléciok és
inszerciok eredményeként alakulnak ki. Bizonyos szerek kivaltjak a mutacio okozta korai stop
kodon ’tulolvasdsat’, ami igéretes terdpids stratégiat jelenthet tumorszuppresszor gének
nonszensz mutaciokkal asszocialt tumorokban. Aminoglikozid antibiotikumok, mint a
gentamicin és a G418* eldsegithetik a korai termindciés kodon ’talolvasasat’, amely egy
részben helyreallitott, teljes hosszusagu fehérjét eredményezhet. A Q192*, az R213* és az
E298* TP53 mutaciok magas indukalt ’tilolvasési’ szintet mutatnak. Az aminoglikozid kezelés
erdsen €s specifikusan stabilizélta a mutans pS3 mRNS-¢ét, amely egyébként degradalddott
volna. Bér a korai stop kodon ’tulolvasasanak’ indukcidja hatékony, toxicitadsuk miatt ezen
szerek klinikai felhasznalasa egyeldre korlatozott. Egyeldre nincs egyértelmii vélemény arrol,

hogy mely antitest a legmegfelelébb a mutans p53 kimutatasara. A rutin diagnosztikaban
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leggyakrabban alkalmazott p53 antitestek (CM 1, Pab1801, DO1 és DO7) példaul nem tesznek
kiilonbséget a mutans és a vad tipusu fehérjék kozott. A CM1 antitest a teljes hosszusagu
fehérjét ismeri fel, addig a DO7, a DO1 és a Pab1801 csak a human p53 N-terminusanak
epitopjait képesek felismerni (1-45, 11-25 ¢és 32-79 aminosav oldallancok). Fontos
megemliteni, hogy a DO7 antitest csak a 9-10 exonokban 1évé megrovidiilt mutaciokat tudja
biztosan detektalni. A p53 IHC tovabbi limitacidja, hogy abnormalis p53 expressziot nem csak
a TP53 mutacio, hanem a zavart szenvedett p53 ttvonal is eredményezhet. Az MDM2 vagy az
MDM4 amplifikacidja, vagy a p1l4”RF promoteriik metilacidja is okozhat a csokkent p53
kifejez6dést, ami korlatozza az IHC kimutatas érzékenységét, és alnegativ eredményt okozhat.

A p53 IHC megbizhatdsaganak novelése szamtalan kutatas témajat adja. Antitestekkel
kombindlva, kiilonb6z6 p53 epitopokat vagy p53-hoz kapcsolodo fehérjéket lehet megeélozni,
valamint a kvantitativ kiértékelési metodus tlinik még értékelhetd megkozelitésnek a TP53
mutaciok predikcigjahoz. Egy tanulmany soran nyolc antitestbdl allo panelt allitotta Gssze,
melyek a p53 stabilizaldsaval és transzkripcids aktivaciojaval alltak kapcsolatban: anti-p53
(DOL1; Bp53-10 és Pab1801; Serlb; Ser392), anti-Ki67 (MIB1), anti-MDM2 (2A9) and anti-
p21 (118). Megallapitottak, hogy I) overexpresszalt p53 MDM?2 expresszio nélkiil a p53
fehérjét stabilizald inaktivald mutaciot jelez; 1l) p53 overexpresszalt és emelkedett MDM2
expressziot mutatd tumorokban altaldban nincs p53 mutacid; I11) a foszforilalt p53 expresszio
Osszefiigg a teljes p53 szinttel; 1V) és nem alkalmas a TP53 mutacios allapot meghatarozasara.
Ennek ellenére sincsenek olyan tanulmanyok, melyek megerésithetnék ezeket a
megallapitasokat. A DO1 és DO7 antitestek koktélja azonosithatja azon sejtvonalakat és azon
prosztata adenokarcinomas betegmintak 93%-at, melyek az 5-8 exon régiokban misszensz
mutaciot hordoznak. PLK-1 (Polo-like kinaz-1) p21 és p53 kombinalt IHC-ja némileg
érzékenyebb a TP53 statusz predikcidjahoz és megkonnyitheti a misszensz és nonszensz
mutéciok elkiilonitését. A p21 a p5S3 egy transzkripcids célpontja, ezért az expresszidjat a p53
IHC élpozitivitasanak csokkentéséhez hasznaljak. A PLK1 IHC pozitivitasa a p53 IHC
negativitdsaval egyiitt utalhat nonszensz TP53 mutaciéra és csokkentheti az alnegativ IHC
lehetdségét, mert a mutans p53 nem képes gatolni a PLK1 expressziojat. A TP53 mutacios
statusz meghatdrozasahoz egyértelmiien a p53 immunhisztokémia és a kérdéses esetek DNS
szekvenalasanak kombinacidja lenne a legpontosabb eljaras a TP53 funkcionalis allapotanak
megallapitasahoz (a klinikai kutatasba is bevonva). A kiilonb6z6 p53-dependens fehérjéken
kiviil p53 immunhisztokémiai expresszidjanak intenzitdsa és a tumorsejtek jelolddésének a
vizsgélata is novelheti a p53 ITHC pontossagat. Egy Gjabb tanulmanyban kombinaltak a

szekvenalast az IHC-val, hogy karakterizaljak a TP53 mutéacidkat és a pS3 expressziot magas

22



gradusu sulyos petefészek rakban. Eredményeik alapjan, a misszensz TP53 mutacioknak magas
p53 expresszios szintjikk volt, mig az alacsony kifejez6dés nonszensz mutaciokkal asszocialt.
Erdekesség, hogy a vad tipusa TP53 tumorok kozepes p53 IHC expressziét mutatnak.
Analizisiink egyik limitalé tényezdéje, hogy a p53 IHC altalanos és a tumorspecifikus
szenzitivitasat nem tudtuk megvizsgalni, mivel az IARC TP53 adatbazis nem tartalmazza a
tumorsejtek vad tipust p53 expresszios eredményeit. Kovetkezésképpen, alpozitiv esetek
analizise és kizarasa nem lehetséges. Az IHC antitestek nincsenek felsorolva az adatbazisban,
érdekében, vizsgalatainkat kiegészitettik a TCGA adatbazisban elérhetd asztrocita eredetii
agydaganatok TP53 statusza és a TP53 mRNS expresszio kozotti vizsgalattal. Eredményeink
igazoljak mRNS szinten a korabban petefészek rakban tapasztalt 6sszefiiggéseket, ami alapjan
arra tudunk kovetkeztetni, hogy hasonlo eljards — a p53 IHC intenzitas alapu értékelése —
eredményes lehet a glialis daganatokban is.

Osszegzésképpen, a TP53 mutaciok tobbsége misszensz és THC pozitiv volt, mig a
legtobb nonszensz és kereteltoloddsos mutacido ¢€s delécid IHC negativ. Szignifikans
Osszefliggést figyeltiink meg a diagnozis feldllitasaban az életkor fiiggvényében és a TP53
mutaciok immunhisztokémiai mintazatdban mell, fej és nyak, hugyholyag, maj ¢&s
hematopoetikus daganatok esetén. Bizonyos tumortipusokban megnovekedett az alnegativ IHC
valésziniisége, ami kapcsolatban all a ritka nonszensz mutaciokkal. A gyakorisagon, és
immunpozitivitason alapul6 osztalyozasunk hasznos a terapiaban és prognosztikus implik4cioja

is van.
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6. Osszefoglalas

A gliomak képviselik a leggyakoribb felndttkori agydaganatot. A kezelések fejlesztését
célzd torekvések ellenére a GBM még mindig nagyfoku rezisztenciat mutat a jelenleg
alkalmazott terapiakkal szemben. A betegek kilatasanak javitasa érdekében 1) diagnosztikus
megkozelités és effektiv terapia kidolgozasa sziikségesek.

Jelenleg nem allnak rendelkezésre részletes adatok a gliomak magyarorszagi helyzetét
tekintve. Figyelembe véve ezt a hidnyossagot, munkank kezdeti szakaszdban az intézetiinkben
2007 és 2011 kozott szovettanilag diagnosztizalt glialis daganatokat tekintettiik at. Vizsgaltuk
soran 341 glidlis daganatot jellemeztiink és csoportositottunk a gyakorisdguk, a betegek neme
¢s ¢életkora, valamint a daganatok anatomiai lokalizacidja szerint.

Annak ellenére, hogy a korabbi tanulmanyok szerint a PARP1 enzim gatlasa igéretes
terapids célpont glioméakban, olyan 4atfogd vizsgdlat, amely a figyelembe veszi a GBM
nagyfoku molekularis heterogenitasat a PARP1 genomikai karakterizalasa és prognosztikus
szerepének meghatarozasaban ezidaig nem tortént. Jelen dolgozat egyik célja tehat a PARP1
kapcsolatanak vizsgalata volt a betegek teljes tulélésével, az asztrocitomak WHO gradusaival,
specifikus molekularis markerekkel és a GBM transzkripcios alcsoportjaival. A bioinformatikai
analizis soran TCGA glioma genomi ¢és klinikai adatait hasznaltuk, illetve PARP1, ATRX,
IDHRI32H " ¢5 p53 markerek immunhisztokémiai jelolését is elvégeztiik. Eredményeink alapjan
a PARP1 kopiaszadm nyerés és emelkedett mRNS expresszio jellemezte a magas gradust
asztrocitomakat, valamint a Proneuralis as Klasszikus GBM alcsoportokat is. Tovabba, magas
PARP1 expressziot mutatd betegek rovidebb teljes tuléléssel (p<0,006) rendelkeztek a
Klasszikus alcsoportban. A neuropatologiai diagnosztika soran is alkalmazott molekularis
markereket tekintve az ATRX (p=0,006), é¢s a TP53 (p=0,015) mutaciok az emelkedett PARP1
expresszioval mutattak Osszefiiggést. Az IHC vizsgalat soran pedig a PARP1 expressziojat
ATRX hidnyaval (elmaradt expresszidval), valamint p53 overexpresszioval korrelalt. Ezen
tulmenben tumorok magasabb PARP1 szintje a vad-tipusi TP53 statusszal szintén
prognosztikus értékkel bir, mégpedig rovidebb teljes thlélést jelez a betegek szamara (p=0,039).
Kovetkeztetésképpen, a PARP1 expresszio és a TP53 mutacios statusz megbizhatdé marker a
Klasszikus és a Proneurdlis GBM alcsoportok elkiilonitésére, emellett prognosztikus és terapias
relevanciaval is rendelkezik glioblasztomaban.

A TP53 mutaciok detektaldsa az ATRX mutaciok mellett kulcsfontossagu a
neuropatoldgiai diagnozis soran. A p53 fehérje IHC kimutatasat gyakran hasznaljak a mutacios

statusz meghatarozasara, mivel a TP53 gén eltérései a pS3 fehérje akkummuléciojat idézik eld
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a tumorsejtekben. Annak ellenére, hogy ez a korreldcio vitatott, a p53 overexpresszid

immunhisztokémiai detektalasa régota helyettesiti a mutacié analizist a rutin szovettani

diagnosztikdban. Munkank tovabbi célja a p53 akkumuléacio és a TP53 mutaciok kozotti

kapcsolat tisztazasa volt, mely sordn meghataroztuk az egyes TP53 mutaci6 gyakorisagat IHC

expressziods tulajdonsagait. Az analizis soran az IARC TP53 adatbazis (R17) szomatikus

mutécids adatait hasznaltuk. A TP53 mutaciokat a frekvencidjuk és IHC pozitivitasuk alapjan

harom (A, B és C) csoportra osztottuk. Az egyes tumortipusokban szignifikans eltéréseket

figyeltiink meg a betegek ¢életkoraban a kiilonb6z6 csoportok kozott: mell-, holyag- és

majrakban, valamint a hemapoetikus rendszerben és a fej-nyaki daganatokban. Az alnegativ

IHC-t eredményez6 mutaciok egyes tumortipusokban szintén gyakrabban fordultak eld.

7. Uj tudomanyos eredmények

A fokozott PARP1 kifejez0dés szerepet jatszhat a tumorok malignus
transzformaciojaban, emelkedett mRNS expresszidja a magas  gradust
asztrocitomakban figyelhetd6 meg. Tovabba a PARP1 koépiaszam-valtozasok

gyakorisaga novekszik a magasabb WHO gradussal.

A PARP1 a tumorheterogenitassal is kapcsolatban all. A emelkedett expresszidja
Osszefliggést mutat a tumorok ATRX és TP53 mutacios statuszaval. A PARP1
immunhisztokémiai expresszidja szintén korreldl a fenti markerek mutacids statuszat

tiikkr6z6 THC pozitiv p53, valamint az ATRX negativ esetekkel.

A Kklinikailag relevans glioblasztoma molekularis alosztalyok koziil a Klasszikus és a
Proneuralis csoportok emelkedett PARP1 mRNS expressziot mutatnak. Tovabba a
magasabb PARP1 expresszidval rendelkezé betegek szignifikansan roévidebb teljes

tulélésre szamithatnak a Klasszikus alcsoportban.

A PARP1 expresszid meghatdrozasa diagnosztikus értékli glioblasztdémaban. A
korabban meghatarozott alosztalyok genetikai profilja alapjan, feltételezziik, hogy a
PARP1 és TP53 mutacios statusz szerint a Klasszikus és a Proneurdlis alcsoportok

elkiilonithetok a masik két molekularis alcsoport koziil.
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- A vizsgélt szomatikus TP53 mutaciok tobbsége (>80%) pozitiv immunjeldlédést mutat
a glidlis daganatokban. A TP53 mutaciok gyakorisdguk ¢és immunhisztokémiai
tulajdonsagaikat tekintve harom csoportra oszthatok, melyek néhany tumortipus

esetében Osszefiiggést mutatnak a betegek életkoraval.

— A vizsgalt daganatokat tekintve az immunhisztokémiai modszerrel nem detektalhato
nonszensz TP53 mutaciok kifejezetten ritkak a glialis agydaganatokban. Néhany
daganatban (mell- és tiidorak, holyag és végbél daganatok) viszont az ilyen eltérések az

atlagtol nagyobb eséllyel fordulhatnak elo.
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