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1. Roviditések jegyzéke

ATRX — Alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked gén
BRCA1/2 - Breast Cancer 1/2 gén

CDK4 — Ciklin dependens kinaz 4

CDKN1A - Ciklin dependens kindz inhibitor 1A (a p21 fehérjét kédolo gén)

CDKN2A — Ciklin dependens kinaz inhibitor 2A (a p14°%F és a p16'NK* fehérjéket kodold

gén)

CIC — Homolog of Drosophila capicua

CIMP — CpG sziget metilator fenotipus, CpG island methylator phenotype
CNAs — Kdépiaszdm-valtozasok, Copy number alterations

DE KK — Debreceni Egyetem, Klinikai Koézpont

EGFR — Epidermalis novekedési faktor receptorgén
FFPE — Formalin-fixalt, paraffinba agyazott, Formalin-fixed, paraffin- embedded
FISH — Fluoreszcens in situ hibridizacio

FUBP1  — Far-Upstream Binding Protein gén

GBM — Glioblasztéma

GISTIC - Genomic Identification of Significant Targets in Cancer
HGVS — Human Genome Variation Society

HMG — High-Mobility Group

HNF1A  — Hepatocyte nuclear factor 1-alpha gén

IARC — Nemzetkozi Rakkutato Intézet, International Agency for Research on Cancer
IDH1 — Izocitrat-dehidrogenaz 1 gén

IHC — Immunhisztokémia, Immunohistochemistry

KPS — Karnofsky-érték, Karnofsky Performance Scale



LOH — Heterozigotasag elvesztése, Loss of Heterozygosity
MDM2/4 — Mouse Double Minute 2 és 4

MGMT  — O6-metilguanin-DNS-metiltranszferaz gén

MLH1 — MutL homolog 1 gén

MSH2 — MutS protein homolog 2

NDBL — nem DNS-k6t6 hurok, non-DNA-binding loop

NES — Sejtmagi export szekvencia, Nuclear export Sequence

NF2 — Neurofibromatosis type II gén

NLS — Sejtmagi lokalizacios szekvencia, Nuclear Localization Sequence
NOS — Kiilon megnevezés nélkiil (k.m.n.), Not Otherwise Specified
0GG1 — 8-Oxoguanin- DNS glikozilaz; 8-Oxoguanine DNA Glycosylase

PARP1  — Poli(ADP-rib6z) polimeraz 1 gén

PCR — Polimeraz-lancreakcid, Polymerase Chain Reaction

PDGF — Vérlemezke eredetl novekedési faktor receptor, Platelet Derived Growth Factor
PTEN — Foszfataz- és tenzinhomolog gén, Phosphatase and tensin homolog

RB1 — Retinoblastoma tumor-suppressor gén

RTK — Receptor Tirozin Kinaz

SH3 — Sarc homologia 3 domén

TCGA  —The Cancer Genome Atlas

T™MZ — Temozolomide

TP53 — Tumor Suppressor P53 (a p53 fehérjét kodold gén)
TP53BP1 — TP53-binding protein 1 gén

WHO — Egészségligyi Vilagszervezet, World Health Organization



2. Bevezetés és irodalmi attekintés

2.1 A diffiiz gliomdk jellemzsi

A kozponti idegrendszer leggyakoribb primer daganatait a neuroepitedlis szovet
neoplaziai kozé tartozd gliomak képviselik [1]. A gliomak az agyat besziird infiltrativ
daganatok, melyek az agy tamasztdo szoveti sejtjeib6l, az asztrocitakbol vagy a
fehérallomanyban a rostokat koriilvevé myelinhiivelyt képzd oligodendroglia sejtekbdl
indulnak ki [2].

A daganatok klinikailag, szovettanilag és molekularisan is kiilonb6z6 tumortipusokat
foglalnak magukba. A hisztologiai gradus meghatarozasakor az Egészségiigyi Vilagszervezet
(World Health Organization, WHO) kritériumai szerint a mitdzisok szamat, nuklearis atipiat,
mikrovaszkularis proliferaciot és a nekrozisok jelenlétét is fontos figyelembe venni [3, 4] (1.
tablazatr). AlapvetGen a gliomak jol kortilhatarolt, illetve infiltrald tumorokra oszthatok. E16bbi
kategoriaba tartozik az I. gradusu pilocitas asztrocitbma, amit a lassu, nem invaziv novekedés
jellemez. Ezen tumorok biologiailag joindulatinak tekinthetdk, foként gyermek, illetve fiatal
felnott korban jelentkeznek [5]. Az infiltralé tumorok koz¢é a diffuz gliomakat soroljuk, melyek
invaziv novekedése gyakorlatilag lehetetlenné teszi a daganat teljes sebészeti eltavolitasat,

viszont a radio-, illetve kemoterapia hatasosnak bizonyult [6, 7].

A tumorok kozott elkiilonithetink alacsony (II.  gradust  asztrocitoma,
oligodendroglioma és oligoasztrocitoma) ¢és magas gradust (III. gradusu anaplasztikus
asztrocitoma, oligodendroglioma és oligoasztrocitoma; IV. gradusi glioblasztoma)
daganatokat (1. tdabldazat). A fiatalabb (35-44 év) életkorban jelentkezd II. gradust tumorok
teszik ki az 0sszes glioma kozel 25%-at [8, 9]. Leggyakoribb formaja a diffiz asztrocitoma,
mig az oligodendroglioma ¢és oligoasztrocitoma ritkdbban, kdzel hasonld gyakorisaggal fordul
elé [10]. A WHO I1I1. gradust anaplasztikus gliomak a magas gradust tumorok 10-15%-at
alkotjak [11]. Ezek a daganatok rossz prognézissal rendelkeznek, a median talélés a
szovettantol fliggden 2-5 év kozott van [12, 13]. A WHO 1V. gradusaba az asztrocita eredeti

glioblasztoma tartozik, mely forma ismertetésével részletesen a 2.1.4 fejezetben foglalkozunk.



1. tablazat: A felnéttkori asztrocita és oligodendroglialis tumorok WHO szerinti
Klasszifikaciéja [4].

. , WHO  Inci-  Atag- 5 éves Fébb
Glioma altipus radus  dencia* életkor tuleles : ellemzék
& @) (%) !
Diffuz IDH vad tipust hipercellularitas,
asztrocitdma ¢és IDH-mutéans I 0,11 35-44 47,6 mitdzisok hidnya
fokozott mitotikus
Anaplasztikus  IDH vad tipusu " 0.41 45 27 aktivitas, nekrozis €s
asztrocitdma ¢és IDH mutans ' ' vaszkularis proliferacio
hianya
Oligodendro- IDH mutdns és alacsony mitotikus
lioma 1p19q Il. 0,28 40-45 79,3 Ktivits
g Kodeletalt aktivitas
Anaplasztikus  IDH mutans és fokozott mitotikus
oligodendro- 1p19q I1. 0,12 45-50 48,4 aktivitas, nekrozis és
glioma kodeletalt vaszkularis proliferacid
O.Il’goasztro- - Il. 0,2 35-44 58,4 kevert glialis 6sszetevok
citoma
IDH vad tipust 60 magas mitotikus rata,
Glioblasztéma .~ 1 Vad tpusu 3,2 vS. 47  nekrozis, mikro-
¢és IDH mutans 40 , . o g
vaszkularis proliferacié
*1000 fo/év

2.1.1 Asztrocitoma

A jelenlegi WHO klasszifikacio alapjan a II. és I11. gradusu asztrocitomakat az IDH1/2
(izocitrat-dehidrogenaz gén 1 és 2) mutacios statusz alapjan IDH mutans, IDH vad tipusu és
kiilon megnevezés nélkiili (k.m.n.), angolul ,,not otherwise specified” (NOS) kategériakra
oszthatjuk [4]. A WHO II. gradust diffiiz asztrocitoma az asztrocita eredetli daganatok kozel
10-15%-at alkotja, rendszerint fiatalabb feln6tteknél (30-40 év) fordul elé. Magas foku
cellularis differenciacioval és lassu novekedéssel jellemezhetd [4], harom szdvettani altipusra
kiilonithetd el: fibrillaris, gemisztocitas és protoplazmatikus asztrocitoma. Lokalizaciojat
tekintve leggyakrabban a homlok- és halantéklebenyben fejlddhet ki, de halantéklebenyben és
az agytorzsben is eléfordulhat [10]. Az alacsony gradusti — nem pilocitas asztrocitoma — képes
magasabb gradusu gliomava vagy szekunder (IDH mutans) glioblasztomava transzformalodni

[14] (1. dbra).



Il. gradus lll. gradus IV, gridus
cecs CDKN2A/B delmet., ;
lef.uz' | mA,w":'_. Anaplasztikus| e
I asztrocitéma CDK4 ampl. asztrocitéma
. IDH mutans
I ATRX GBM
mutaciok
IDH1/2
mutaciok
| 1p9q
ko-delécio,
CIC és FUBPT mut.
l Oligo- _CDC,CZ_A,.-IS;::J::"_. Anaplasztikus
dendroglioma| preNmut, 9p LOH  |Oligodendroglioma
IDH vad
Kiindulasi Receptor Tirozin Retinoblasztéma p53 tipusu
sejtek Kindaz atvonal utvonal utvonal GBM
1 . 1 |

1. abra: A diffuz gliomak patogenezise. Az glidlis daganatok progenitor sejtjeiben jellemzéen
el8szor IDH1/2 mutéciok jonnek 1étre, majd attol fiiggden, hogy a TP53 és ATRX génekben alakulnak
ki eltérések asztrocitomarol, ha pedig 1p19q kodelécio keletkezik oligodendrogliomarol beszélhetiink.
A gliomak malignus transzformdcioja soran felhalmoz6d6 mutaciok eldmozditjadk az alacsonyabb
gradusu asztrocitomak glioblasztomava alakulasat. A de novo (IDH vad tipust) glioblasztoma klinikai
elézmény nélkiil alakul ki, patogenezisiikben a receptor tirozin kinaz, p53 és a retinoblasztéma utvonal
defektusa all. Az MGMT gén promoterének metilacioja gradustol és altipustdl fiiggetleniil valamennyi

glialis daganatban el6fordulhat.

A 1II. gradusu asztrocitomakban az IDH1/2, TP53 és ATRX (alpha thalassemia/mental
retardation syndrome X-linked gén) mutaciok a legjellemzébb genetikai tényezok [15], emellett
az MGMT gén (O°-metilguanin DNS-metiltranszferaz) prométer metilacioja az esetek felében
kimutathaté [16]. A glialis daganatok genetikai eltéréseinek a rutin (neuro)patologiai
diagnosztikaban alkalmazott detektalasi lehetOségeivel a 2.1.7 fejezetben foglalkozunk
részletesebben. A PDGF (vérlemezke eredetii novekedési faktor receptor) receptornak és
ligandjanak a PDGFa-nak az overexpresszidja is el6fordulhat. A hetes kromoszoma
triszOmiaja, vagy rovid karjanak amplifikacioja az esetek felében detektalhato [17]. Az IDH1/2,
ATRX ¢és a TP53 mutaciok mellett [3, 18, 19], az anaplasztikus daganatok kozel egynegyede
hordozhat RB1 (retinoblasztoma 1) mutaciokat is [17]. Progressziohoz kdothetd eltérés a
CDKNZ2A (ciklindependens kinaz inhibitor 2A) tumorszuppresszor gén delécidja és metilacioja
[20, 21], amely az alternativ splicing eredményeként a p14”RF és a p16'NK* fehérjéket kodolja.

Elébbi a p53 utvonalban, utdbbi pedig a retinoblasztoma Utvonalban érdekelt (2. dbra). Az



anaplasztikus asztrocitomaban a pl4”RF inaktivacidja vad tipusi TP53 gént hordozo
tumorsejtekben eldéfordulhat, és ilyenkor a p53 utvonal defektusaval megegyezd hatast
eredményez. A III. gradust asztrocitoma 10%-aban figyelheté meg sejtciklus szabalyozasaban
érintett a CDK4 gén amplifikacidja. A PTEN (foszfataz- és tenzinhomolog) gén (10023.3)
mutacioi ritkak, jelenlétiik rosszabb prognozist jelez. Citogenetikai sajatossagokat tekintve a
hatos kromoszoma elvesztése, valamint a 9p, 10q, 11p, 19q és a 22q deléciok is eléfordulhatnak
[17].

—_——

\«‘ / CDKN2A
‘

-

utvonal

2. abra: A p53 atvonal. A cellularis stressz vagy DNS karosodast kovet6en p53 protein aktivalodik,
és a p21 génjének (CDKN1B) expressziojat eredményezi. A p14°RF az MDM2-hoz kétédve gatolja az
MDM2 kozvetitett pS3 degradaciot. A retinoblasztoma fehérje (pRb) szabalyozza a sejtciklus G1-S fazis
tovabbhaladasat. Az E2F transzkripcids faktorral komplexet alkoté pRb-t a CDK4-ciklin D komplex
foszforilalja, aminek kovetkeztében az E2F szabadda valik és a G1-S fazis tranziciohoz sziikséges gének
atirodasat regulalja. A CDK4-ciklin D komplex kialakulasat a p16™K4 mellett a p15™K* is gétolja,
felfiggesztve a G1-S fazis tranziciot [21, 28].



2.1.2 Oligodendroglioma

A glidlis daganatok a masodik leggyakoribb formajat az oligodendroglialis eredetii
tumorok alkotjak [22]. Az asztrocitomahoz hasonléan az oligodendroglioma is diffizan
infiltralhat az agy parenchimajaba, viszont ezek a daganatok jobb prognozissal birnak [16].
Lokalizaciojukat tekintve a tumorok tobb, mint fele a homloklebenyben helyezkedik el, de
kialakulhatnak a halantéklebenyben is [22]. Amig a II. gradusu diffuz asztrocitomak
malignusabb szovettani tipussa S transzformalodhatnak, addig az oligodendroglioma
anaplasztikus formava vald progresszidja ritka. Anaplasztikus oligodendroglioma a magas
gradust gliomak 10%-at alkotja [11]. Altalaban fiatalabb életkorban, 45 és 50 év kozott
manifesztalodnak [23].

Az oligodendroglioma jellemzd genetikai eltérése a 1pl19q kodelécio. Ez a
kiegyensulyozatlan transzlokacio [t(1;19)(q10;p10)] az 1-es kromoszoma révid (p) és a 19-es
kromoszoma hosszt (q) karjanak heterozigota elvesztését jelenti [24, 25]. Bettegowda és
oligodendrogliomakban: a CIC (homolog of Drosophila capicua) és a FUBP1 (far-upstream
binding protein). Mivel a CIC gén a 19q, a FUBP1 gén pedig az 1p karon talalhato,
feltételezhetéen az 1p19q elvesztés allhat az inaktivald mechanizmus hatterében [26]. A CIC
fehérje a receptor tirozin kindz utvonal egyik downstream transzkripcids represszora. A
leggyakrabban az 5-6s exonban talalhat6 un. high-mobility group (HMG) domén érintett, ami
a CIC fehérje DNS-hez valo kotédéséért felelds [26, 27]. IDH1 mutacio a daganatok 86%-aban
megtalalhato, viszont a TP53, valamint az ATRX mutaciok ritkak [3], az MGMT gén metilacidja
szintén eléfordulhat [17]. A CDKN2A homozigota delécidja, vagy promoter metilacidja az
anaplasztikus oligodendrogliomak tobb, mint egyharmadaban figyelheté meg [28]. A
PDGFRA, MDM4, MYC és MYCN gének amplifikacioja kevésbé gyakori [11, 17].

2.1.3 Oligoasztrocitoma

A glidlis agydaganatok koziil az oligoasztrocitoma hisztoldgiai elkiilonitése okozza a
legnagyobb nehézséget a neuropatologiai diagnoézis soran. A 2016-ban megjelent WHO
klasszifikacid alapjan az oligoasztrocitdma megnevezés kerlilendé. Azok a tumorok, melyek
szovettani képe asztrocita és oligodendroglioma komponenseket is mutat, a genetikai

vizsgélatok alapjan altaldban egyértelmiien asztrocitdémanak, vagy oligodendrogliomanak
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diagnosztizalhatd. Ebbdl kifolyolag a II. és a III. gradusu oligoasztrocitoma diagndzis ,,kiilon
megnevezés nélkiil” kiegészitéssel csak abban az esetben alkalmazhato, ha a pontos diagndzis

felallitasahoz sziikséges molekularis tesztek nem allnak a rendelkezésre [4].

Az oligoasztrocitomak szovettanilag kevert glidlis neoplazidk, oligodendroglia és
asztrocita jellemzokkel [19]. Az daganatok altalaban a 35. és 45. év kozott alakulhatnak ki [4],
ritkan fiatalabb életkorban is eléfordulhatnak [29]. A tumorokat két eltérd sejttipus alkotja,
melyek szovettani megjelenésiik alapjan az oligodendrogliomakra és a diffiiz asztrocitomakra
is hasonlitanak [12]. A tobbi alacsony gradust gliomahoz hasonléan az oligoasztrocitomak is

altalaban a homlok- és a halantéklebenyben alakulnak ki [5, 29].

Genetikai jellemzOik alapjan heterogén csoportot alkotnak a gliomak kozott [3]. A
daganatokban az IDH1/2 mutaciok kombinalédhatnak TP53 és ATRX mutaciokkal vagy az
1p19q kodelécioval. Az 1p19q kodelécio és a TP53/ATRX mutaciok egymast kizard események
[30]. Az anaplasztikus oligoasztrocitomaban eléfordulhat még a CDKN2A metilacidja vagy
delécigja is, emellett a CDKN2C mutéacidja vagy delécidja és PTEN gén mutacidja is
megfigyelhetd. Az EGFR (epidermalis novekedési faktor receptor) és a PDGFR amplifikaciok

viszont kevésbé jellemzok [17].

2.1.4 Glioblasztoma (GBM)

A WHO V. gradusu glioblasztdma a magas gradusu gliomak kozel 60-70%-at alkotja
[11]. A GBM barmely életkorban manifesztalodhat, de leginkabb a 45 és 65 éves korosztaly
kozott gyakori [4, 31]. A betegek varhato élettartama kizarolagos sebészi rezekcioval 3-5
honap, mig a radioterapiaval kiegészitett miitét 8-11 honapos median talélést biztosit [32].
Tovabba a metilalt MGMT gént hordoz6 glioblasztoméban a temozolomid (TMZ) alkilalo szer
alkalmazasa novelheti a betegek tulélését. Ritkan el6fordulhat harom évnél hosszabb tulélés.
Ilyen esetekben a jobb prognoézissal feltehetéen bizonyos klinikai, szovettani paraméterek
lehetnek kapcsolatban, melyek koziil a fiatal életkor, magas Karnofsky-érték (Karnofsky
Performance Scale, KPS), totalis reszekcid, adjuvans terapia, Orids-sejtes altipus vagy az

oligodendroglialis differenciacié emelheto ki [33].

A GBM Kklinikai és genetikai karakterétdl fiiggéen két — szdvettanilag egymastol
elkiilonithetetlen — altipusardl beszélhetiink [16]. A legijabb WHO Kklasszifikacié a
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glioblasztomat az IDH1/2 mutacids statusztol fiiggden vad tipusi IDH GBM és mutans IDH1/2
gént hordoz6é GBM altipusokra kiiloniti el [4].

A daganatok tobb, mint 90%-at a klinikai el6zmény nélkiil, de novo kialakul6é IDH vad
tipusu GBM alkotja, melyet altaldban 55 évnél id6sebb betegeknél diagnosztizalnak. Az altipus
atfed a korabban primer GBM-nek nevezett daganatokkal. Az IDH mutans glioblasztémaban
érintett betegek atlagéletkora 45 év, és a korabban szekunder GBM daganattal mutat
hasonlosagot. Ez az altipus az alacsonyabb gradusu asztrocita eredetii glialis daganatok — II.
gradusu diffuz asztrocitoma; II1. gradust anaplasztikus asztrocitoma - progressziojanak utolso
stadiumat jelenti (1. dabra) [34, 35]. Irodalmi adatok szerint a Il. gradust asztrocitomak
progresszioja atlagosan 5,3 év, mig az anaplasztikus asztrocitoma esetében a malignus
transzformacié 1,4 év alatt zajlik le [28]. A GBM neuropatologiai diagndzisa Soran —
amennyiben nem allnak rendelkezésre adatok a tumor IDH1/2 statuszarol — egy harmadik

ugynevezett glioblasztoma (k.m.n.) kategoria is elkiilonithet6 [4].

A kiilonb6z6 molekularis ttvonalon kialakuldo IDH vad tipusu és IDH mutans GBM
genetikailag két kiilonb6z6 entitast alkot [36], melyek hasonld szovettani jellemzOkon
osztoznak és egyarant rossz progndzist mutatnak. A k6z0s vondsukat magyarazza, hogy az
egyes altipusokra jellemz6é mutaciok mas-mas génekben alakulnak ki, de azonos downstream

utvonalakat érintenek, igy hasonlo funkcionalis karosodasokat is okoznak a sejtekben [17].

A GBM ezen két form4ja genetikai profilja révén a hasonlé morfologia ellenére mara
egymastol elkiilonithetové valt [37]. A gliomagenezis korai stadiumaban bekovetkez6 genetikai
események alapjan a daganatok azonos kiindulasi sejteken osztozhatnak (1. dbra) [39]. Egy, a
primer ¢és a kiujult gliomak genetikai hatterét érinté vizsgalat szerint az IDH1/2 mutaciok az
egyik legkorabbi genetikai eseményeknek tekinthetok az asztrocita és az oligodendroglia
eredetli tumorokban [40]. Ezidaig nem sikeriilt azonositani olyan IDH1/2 eltéréseket, melyek

idoben a mar meglévé TP53 mutaci6 vagy az 1p19q LOH utan kovetkeztek volna be [16].

A neuropatoldgiai diagnézis soran a p53, ATRX és az IDH1R¥?H mutacié-specifikus
immunhisztokémiai detektalasa megkonnyitheti a két GBM forma elkiilonitését [27, 38]. A
molekularis patologiai jellemzdket figyelembe véve az IDH1/2 mutéciok a II. és III. gradusu
asztrocitomak és az IDH mutans (szekunder) GBM megbizhat6 diagnosztikus markere, tovabba

kedvezdbb kimenetelt jelez a betegek szamara [13].
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2.1.5 A glioblasztoma (GBM) molekuldris patoldgidja

A daganatképzddés €s progresszio hatterében Osszetett molekularis defektusok allnak.
Ilyenek lehetnek a génmutaciok felhalmozodasa, a jelatviteli utvonalak zavara, a novekedési
faktorok abnormalis expresszidja és az epigenetikai szabalyozas megvaltozasa is [41-43]. A
keletkezd, illetve akkumulalodé genetikai alteraciok eredményeként a glioblasztomat nagyfoka
morfologiai, cellularis és molekularis heterogenitas jellemzi, amely megneheziti a daganat

diagnozisat, besorolasat és a hatasos terapia megvalasztasat [41, 44, 45].

A TCGA (The Cancer Genome Atlas) projekt altal végzett atfogd tanulmany 601, a
daganattal kapcsolatos kandidans gént szekvenalt meg tobb mint 200 humén — féleg primer -
GBM mintakban. A kutatas soran DNS kopiaszam valtozasokat, metilacios statuszt és mRNS
expressziot is vizsgalt. A tanulmany tobb DNS szintii eltérés azonositdsa mellett harom jelentds
molekularis utvonal érintettségét igazolta a glioblasztoémakban, melyek az alabbiak: a receptor

tirozin kinaz (RTK), a p53 ¢és a retinoblasztoma (Rb) utvonal [46].

Az RTK tutvonalban az EGFR gén amplifikacioja a dominal6 eltérés, mely a primer
glioblasztomak tobb mint 45%-aban mutathat6 ki [38]. Tovabba a receptor mutans valtozata
(EGFRVIII) ligand kotodése nélkiil is folyamatosan aktivalt allapotban van [37]. A mutacio az
EGFR gén 2-7 exonjainak elvesztését eredményezi, aminek kovetkeztében a receptornak
hianyzik az extracellularis domén 6-273. aminosavat érintd része [17]. A PTEN gén mutacioja

15-40%-ban fordulhat el6, viszont a PIK3CA mutaciodja ritka [15].

A p53 utvonal defektusat a TP53 mutaciok, a MDM2, MDM4 (mouse double minute 2
és 4) gének amplifikacioja, valamint a CDKN2A génrél 4tirodo p14°°F eltérései okozhatjak. A
p53 utvonal hibas funkcidja az IDH vad tipust glioblasztomak felében, mig az IDH mutéans
glioblasztomak tobb, mint 70%-aban figyelhetok meg [28]. A TP53 gén eltérései a daganatok
kozel 28%-ara jellemzoek, viszont az MDM2 14%-ban, az MDM4 7%-ban amplifikalodhat, de
ilyenkor a TP53 génben nincsenek mutaciok [46]. A CDKN2A homozigota delécidja vagy
prométer metilacidja miatt a primer glioblasztoméak csaknem felébdl hidnyzik a pl14ARF
expresszio [28]. Az IDH mutans GBM-re jellemz6 még az RB1 promdterének hipermetilacidja
¢s a PDGFRA overexpresszio is. Az EGFR amplifikacio és az MDM2 overexpresszio, valamint
a PTEN mutaciok foként a primer GBM-ben gyakoriak [17]. A glioblasztomak tobb, mint 70%-

aban megfigyelhetd tovabba az MGMT epigenetikai csendesitése promoterének metilacigja

altal [3].
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2.1.6 A glioblasztoma (GBM) molekuldris alosztdlyai

A tumor-asszocialt vizsgalatok nagy része jelenleg a patogenezisben és a malignus
transzformacioban érintett molekuldris Utvonalakra, pontosabban a hibés szignalizacidban
kozrejatszo mutans génekre fokuszal [47]. A fejlédés foleg a nagy ateresztéképességii (high-
throughput) modszerek €és a bioinformatikai eszkozok rohamos fejlodésének tudhato be. A
generalddé adathalmazok eredményeképpen korvonalazodik a daganatok pontos molekularis

hattere.

Annak ellenére, hogy a legtobb GBM ugyanazon szovettani jellegzetességeken
osztozik, molekularisan mégis egyediek, ami kiilonbségeket eredményez a prognozisban,
illetve a terapiara adott valaszban is [34, 44, 48]. Az elmult évtizedben szamos nagy 1éptékii
genomikai profilt feltérképezd tanulmanyt végeztek a GBM természetének feltarasa érdekében
[46]. A glioblasztomanak tobb molekularis altipusa keriilt meghatarozasra, ami a szintén
kiemeli a tumorok szovettani, illetve molekularis sokféleségét. A GBM teljes genomjat lefedd
mRNS expresszids vizsgalatok és kopiaszam eltérések alapjan vald csoportositisa olyan
alosztalyokat azonosithat, melyeket a hagyomanyos morfoldgiai vizsgalatok nem tesznek
lehetove. Az esetszamtol és az alkalmazott modszertdl fiiggéen a GBM eltérd szamu

alcsoportjairol szamoltak be [20, 49].

Verhaak és munkatdrsai (2010) a primer GBM négy klinikailag relevans molekularis
alosztalyat hataroztdk meg a citogenetikai jellemzdik, kopiaszam-eltéréseik, pontmutacios
statuszuk és génexpresszios profiljuk alapjan: Klasszikus, Mesenchimdlis, Proneuradlis és
Neuralis [19, 30, 50, 51, 52] (2. tablazat). A Klasszikus csoportot EGFR amplifikacio, CDKN2A
¢s PTEN deléciok, mig a Mesenchimalis csoportot az NF1, TP53 és a CDKN2A
delécidé/metilacio jellemzi. A Proneuralis csoportban a PDGFRA, CDK4, CDKG6 és MET
amplifikacio mellett, az IDH1/2, a PI3K és a TP53 gének mutacidja is el6fordulhat. Az IDH
mutans glioblasztomak tobbsége altalaban a Proneurdlis alcsoportba tartozik [19, 51, 52].
Fontos megemliteni, hogy az IDH1/2 mutaciot hordozé glioblasztomak egyedi metilacios
statusszal CIMP (CpG sziget metilator fenotipus) rendelkeznek. Erdekesség, hogy a CIMP
pozitiv tumorok szintén a Proneuralis altipusba sorolhatok, de nem Proneuralis GBM
rendelkezik CIMP statusszal. A negyedik, Neurdlis alosztily egyfajta atmenetet képez a
Proneurdlis és a Mesenchimalis csoportok kozott. Tagjai a neuralis differenciaciohoz
kapcsolhatd proteinek expresszidjat mutatjak. Genetikai jellemzd6i eltérnek az tobbi

alcsoporttol, ennek ellenére egyedi genotipussal nem jellemezhet6. A molekularis csoportositas
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prognosztikus értékkel is birhat, a Proneurdlis alcsoportnal jobb, a Mesenchimdlisndl altalaban

rosszabb kimenetelre kell szamitani [19, 51, 52].

2. tablazat. A glioblasztoma négy klinikailag relevans molekularis alosztalyanak
jellemz6i [50].

GBM molekularis ,,
. Jellemzok
alosztalyok

A 7-es kromoszoma amplifikacioja és a 10-es kromoszoma delécioja jellemzi.

Klasszikus Gyakori EGFR amplifikacio, valamint CDKN2A és PTEN delécio is
el6fordulhat. TP53, IDH1, NF1 ¢s PDGFRA eltérések nem jellemzdk az
alcsoportra.

s Neurdlis proteinek expresszioja figyelhetd meg, de nincsenek jellemzd

Neurdlis genetikai eltérések.
Az alcsoport a fiatalabb életkort betegekre jellemzd. IDH1 és TP53 és PI3K

Proneurdlis mutaciok, valamint a PDGFRA, CDK4, CDK6 és MET amplifikacié is
jellemzi.

Mesenchimalis Az NF1, TP53 mutaciok és a CDKN2A delécio/metilacio

Mercier és munkatdrsai (2012) immunhisztokémiai modszeren alapulé megkdozelitéssel
probaltak elkiiloniteni GBM molekularis alosztalyait. Az egyes alcsoportok jellemzd
eltéréseinek (EGFR, PDGFR és p53) az immunhisztokémiai vizsgélatat szaz GBM mintan
végezték el. A specifikus antitestek segitségével sikeresen elkiilonitették a Klasszikus és
Proneuralis alcsoportot. E16bbi alcsoportra EGFR pozitiv, valamint PDGFRA ¢és p53 negativ
fest6dés, mig utdbbira pozitiv p53 és PDGFRA festddés volt jellemzo [52].

2.1.7 Az IDH1, ATRX és p53 markerek a rutin neuropatoldgiai diagnosztikaban

A rutin neuropatologia legfébb modszere a legtobb patologiai laborban megtaldlhato
immunhisztokémia (IHC), ami a daganatos sejtek molekularis jellemz6irél szolgaltat
informaciot [53]. Az IHC bizonyos szoveti antigének specifikus immunologiai modszerrel
torténd In situ detektalasa. A diagnosztikaban elsdsorban a tumorok szdveti, sejttipus
eredeténck meghatarozasat, differencialtsagi fokanak megallapitasat teszi lehetévé, de alkalmas
még bizonyos korokozok jelenlétének kimutatasara is [53, 54]. Az immunhisztokémia mellett
a neuropatologiai diagnosztikai technikak ko6zé a fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH), a

kiilonb6zé PCR és blot technikak és a DNS szekvenalas tartozik [54].
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A diffaz glidlis daganatok altipusainak elkiilonitésére — néhany molekuléris jellemzo

mellett — az IDH1/2 mutaciok, az 1p/19q kodelécid, az ATRX mutaciok jelenléte szolgal.

c gy

2008-ban, atalakitva a glialis daganatok patogenezisével kapcsolatos eddigi ismereteket [24,
39, 55]. Az IDH1 gén az izocitrat-dehidrogenaz-1 fehérjét kodolja, ami a citromsavciklusban
az izocitrat alfa-ketoglutaratta alakulasat katalizalja. A génben bekovetkezé mutaciok lehetnek
funkcié nyeréses ¢€s vesztéses mutaciok is. Az IDH1 génben keletkezett mutacio
kovetkezménye egyrészt a fehérje funkcidjanak elvesztését okozza, ami az alfa-ketoglutarat
lecsokkent szintjét eredményezi a citoplazmaban. Ennek kovetkeztében megné a
citoplazmaban a HIF-1 szintje és a sejtmagba transzportalodik és az angiogenezisben, a sejt
motilitdsban, invazidban és az energia metabolizmusban szerepet jatszo géneket atirddasat
indukélja. Masrészrél pedig az IDH1 az izocitratot nem alfa-ketoglutarattd, hanem 1-

hidroxiglutaratta konvertalja, aminek az akkumulalodasa tumorképzédéshez vezethet [39, 55]

A gén mutacidja a diffuz asztrocitomak 59-90%-aban, az oligodendrogliomék 68-85%-
aban ¢és az oligoasztrocitomak 50-83%-aban lehet jelen [8]. A II. gradust asztrocitomakban az
IDH mutaciok mellett az esetek 65%-aban fordulhat el valamilyen TP53 mutacio6 [13]. Ahogy
azt korabban is emlitettiik, a 2016-os WHO kozponti idegrendszeri tumor klasszifikacio alapjan
a GBM esetek feloszthatok vad és mutans IDH tipustakra [4]. Az IDH1 gén mutacioi altalaban
a protein 132. arginin (R) kodonjat érintik és 90%-ban a kodon masodik guanin nukleotidjanak
fehérjelancban az arginin hisztidinre (H) cserélodik (R132H) [24]. A mutacio detektalasa ma
mar specifikus monoklonalis antitest segitségével immunhisztokémiailag is lehetséges [56].
Sipayya és munkatarsai (2012) 6sszesen 184 glioma eset formalin fixalt, paraffinba agyazott

1RB2H mytaciora specifikus THC antitesttel [38]. Eredményeik alapjan

mintdjat vizsgalta az IDH
az IDH1RM hasznos immunhisztokémiai marker a reaktiv glidzis és az alacsony gradusu
gliomak, illetve az IDH vad és az IDH mutans glioblasztomak elkiilonitésében [57]. Az IDH1/2
mutaciot hordozé tumorok gyakran asszocialhatnak ATRX mutaciokkal is. Az ATRX gén
(Xg21.1) misszensz €s nonszensz mutacioi a fehérjetermék teljes hianyat idézik elé a glialis
daganatokban. A gén mutécidi a II. és I11. gradusa gliomak 37,5%-4ban, mig a glioblasztomak

7%-aban (tobbnyire IDH mutans GBM) fordulnak el6 [19].

A felsorolt markerek koziil az IDH1R¥2H mutacié és az ATRX mutacios statusza is
pontosan kimutathatdo IHC festéssel, mig az 1p/19q kodelécio detektalasa altalaban FISH-sel
torténik [30]. Irodalmi adatok alapjan az ATRX mutacido kovetkeztében lecsokkent fehérje
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expresszio, valamint a TP53 mutaciok miatt jelentkez6 p53 IHC overexpresszio és az 1p/19q
kodelécioval egymast kizar6 események a glidlis tumorokban. Ezen adatok alapjan
feltételezhetd, hogy az ATRX, valamint a TP53 gének — akar immunhisztokémiai Gton
megallapitott — a mutacios statusza tiikkrozheti az 1p/19q kodelécid jelenlétét vagy hianyat a

tumorban [19, 30].

2.2 A TP53 gén és mutdcioi

A genom 6rzdjének is nevezett p53 fehérjét a TP53 gén (17p13) kodolja (3. dbra). A
pS3 egy sejtmagi transzkripcids faktor, amely olyan stresszhatdsokra adott valaszreakciokban
aktivalodik, mint a DNS karosodas, hdsokk, hipoxia vagy onkogén tultermelddés [58]. Az
aktivalt p53 képes fenntartani a genom integritasat ¢s stabilitasat azaltal, hogy felfiiggeszti a

sejtciklust, illetve indukalja a DNS hibajavité mechanizmusat és az apoptozist [58].

N-terminalis

17 p 13 b Transzaktivacios
| domén

393 :“ Prolin-gazdag
- | domén
aminosav

DNS-koté
domén

TP53 gén

Tetramerizacios
domén

Szabalyozo
domén

L

C-terminalis

3. d@bra: A 17. koromoszéma rovid karjan elhelyezked6é TP53 gén altal

kodolt p53 fehérje f6 strukturalis elemei.

A 393 aminosavbol allo fehérje 6t f6 doménbdl épiil fel, melyek az aldbbiak: N-
termindlis résznél talalhato transzaktivaciés domén (1-42 oldallanc), prolinban gazdag rész,

SH3 (sarc homologia 3) domén (40-92 oldallanc), szekvencia specifikus DNS-k6té domén
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(103-306 oldallanc), tetramerizaciés domén (307-355), valamint a C-terminusan egy
szabalyozd domén (356-393) [59]. A DNS domén k&t harom fontos régiot foglal magaba: az
L2 hurok (163-195 kodon) felelés a protein foldingért és a fehérje stabilitasaért, mig az L3
hurok (236-251 kodon) és a hurok-red6-hélix (L1/S/H2) motivum (273-286) kapcsolodhat a
DNS-hez a két-két utolso oldallanc segitségével (241, 248 illetve 273, 280) [59].

A legtdbb tumorszuppresszor mutacidja kovetkeztében inaktiv, csonka fehérje
keletkezik, de el6fordulhat, hogy a mutacio a fehérje teljes hianyat idézi el6 [60]. A TP53 gén
ez alol kivételt képez, mivel gyakran misszensz mutaciok torténnek benne, melyek a
fehérjetermék lebontasa helyett stabil és teljes hosszisagu fehérjét eredményeznek. A TP53
mutacié kovetkezményeinek feltarasa jelenleg is intenziven Kkutatott téma, mivel a
progndzisban, a terdpias valaszban és a daganat diagnosztikdban is fontos szerepiik van. A TP53
mutaciok prognosztikus jelent6ségét végbél-, tiid6- és prosztatadaganatokban, kronikus

limfocitas leukémiaban és emld karcinomakban is leirtak [61-64].

A TP53 mutaciok gyors és megbizhatd azonositasa dontd fontossdgi a pontos
diagnosztikai dontésekhez €s a célzott terapiahoz [65]. Habar a mutaciok a TP53 gén barmely
pontjan 1étrejohetnek, 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
mutacios forropontjait [66]. A TP53 mutaciok azonositasara a DNS szekvenalas a legpontosabb
eljaras. Elony6s tulajdonsadgai miatt azonban a szovettani diagnosztikiban az
immunhisztokémia a legelterjedtebb modszer a p53 mutacios statuszanak kimutatasara [67]. A
meghatarozas alapja, hogy a p53 fehérje overexpresszidja a TP53 mutaciokra utal (4. dbra).
Egyes vélemények szerint a génmutaciok €s a fehérje overexpresszid kozotti korrelacio
azonban nem tokéletes, igy az IHC detektalds alapjan nem allapithatd6 meg pontosan a

génmutacios statusza [68].
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instabil molekula, mely az immunhisztokémiai detektalashoz tal rovid fél-életiddvel rendelkezik (20-30
perc) (A). Viszont a mutans fehérje féléletideje a kialakult konformacié valtozasnak készonhetéen 6-12
ora, igy a p53 felhalmozodhat a tumorsejtekben, amely mar stabil célpontot biztosit az

immunhisztokémiai vizsgalatokhoz (B).

2.3 DNS hibajavitas, mint terdpids lehetioség glioblasztomdaban

A human sejtek legalabb 6t ismert DNS hibajavito utvonallal rendelkeznek (1. mismatch
hibajavitas; Il. bazis exciziés hibajavitas; IlIl. nukleotid exciziés hibajavitas; V. direkt
hibajavitas; V. rekombinacios hibajavitas), amelyek megdvijak a genomot a DNS karosodastol
¢és gondoskodnak az esetlegesen keletkez6 hibak javitasar6l [69]. A hibajavito utvonalakban
megfeleléen miikodé DNS hibajavitd mechanizmusok genetikai rizikofaktorok lehetnek, mivel
elésegitik a DNS egyik (SSB, single-strand break), vagy mindkét szalan (DSB, double-strand
breaks) kialakulo torések kovetkeztében kialakult instabilitasat [71].

Mivel a tumorgenezis egyik alapja a sejt szamara nem letalis DNS karosodasok

kialakulasa, igy a DNS hibajavito tutvonalak és szignalizacidjukban résztvevd fehérjék
génjeinek eltérései is érdekeltek a tumorok patogenezisében: BRCAL/2, MSH2, MLH1, OGG1,
valamint a jelen dolgozat egyik f6 témajat nyujtd6 PARP1 is [72].
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A legtobb tumorellenes szer vagy kozvetleniil, vagy a DNS replikécigjat kovetéen DNS
karosodast indukal [71]. Az aktivalodo hibajavitdé utvonalak egyfajta rezisztencia
mechanizmust biztosithatnak elleniik, eldidézve a daganatsejtek tulélését. Az alkalmazott
terapias szerek hatékonysagat nagyban befolyasolja a sejt DNS hibajavito kapacitasa [73]. A
DNS hibajavitas gatlasa megnoveli a DNS karositdé kemoterapias szerek hatékonysagat. Kis
molekulaméretii gatloszerek a konvencionalis kemoterapias szerekkel kiegészitve mar
eljutottak a Klinikai kiprobalas fazisaig. A tumorképz6dés kapcsolatba hozhaté a DNS
karosodasra adott hibds valaszokkal, illetve a hibdsan mikodé DNS hibajavitd
mechanizmusokkal is. Ennek kovetkeztében csokkent hibajavitd képessége, illetve nd a sejtek

genetikai instabilitasa is [71, 72].

A DNS hibajavitas gatlasara tobb stratégia létezik. Az egyik megkozelités szerint az
inhibitorok kombinalt haszndlata mas DNS karosito agenssel megnoveli a kezelés
hatékonysagat, mivel gatolja a toxikus DNS 1¢ziok eltavolitasat. A gatloszerek alkalmazhatok
akar monoterapiaként is, amelyek szelektiven pusztitjak el a DNS hibajavitasban, vagy a DNS

karosodasra adott valaszban hibas tumorsejteket [73].

2.3.1 A poli(ADP-riboz)polimerdz 1 (PARP1)

A tumorok rezisztenciajanak biologiai alapjat szamos tényez6, koztiik a molekularis
heterogenitas és a karosodott DNS javito mechanizmusok alkotjak. Az utobbi idében a PARP
inhibitorok a tumorterapia vonatkozasaban is eldtérbe keriiltek, és tobb esetben klinikai
gyogyszerkiprobalasi vizsgalatok is torténtek [74]. A PARP aktivalodasa szerepet jatszik az
iszkémia-reprefizios karosodasban, gyulladasokban az NF-kB Kko-aktivacio révén és az
oregedésben. Gatlasanak neuroprotekcioban lehet szerepe. A PARP inhibitorok kedvezd
hatasat leirtak agyi traumaban [75], illetve a PARP rendszer jelentdségét vizsgaltak agyi
iszkémiaban [76], kiilonb6z6 gyulladasokban [77, 78] és daganatokban is [79].

A PARP egy olyan eukariotdkban és prokariotakban is megtalalhat6é enzimcsalad, mely
tagjai mas fehérjék poli-ADP ,ribozilalasat” végzik. Emberben eddig 17 kiilonb6z6 PARP
fehérje expressziojat azonositottak, melyek tovabbi négy alcsaladra oszthatok: I) DNS-fiiggd
PARP-ok; II) tankirazok; III) a CCCH cink-ujj domént tartalmazé6 PARP-0k; 1) ADP-riboz
koté makro doménnel rendelkezé PARP-ok [80].

A PARPI egy sejtmagi fehérje, amely normal koriilmények kozott részt vesz a DNS

javitasaban és a genom stabilitasanak fenntartasaban [80]. A DNS torott szalahoz kotédik és
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poli(ADP-rib6z) lancot készit NAD+ szubsztratbol, amely egyfajta szignalként funkcional a
sejt szamara a DNS hibajavitas elinditasahoz (5. dbra) [81].

DNS karosodas

- ':'-:'." o A PARP gyorsan
0 ‘ kozvetleniil az
Megtorténik a egyszalu
hibajavitas toréshez kotodik

NAD+

Cmcolmam:de

+ PADPr

A karosodott DNS-hez kotédés

enzimeket toboroz S\ ﬂ|’ (K00 utdn a PARP modifikalja magat és
(XRCC1, DN ligaz Il a kornyezo hisztonokat, és

DNS polimeraz béta) :;c:‘s::llj;::f‘)gzaIzgt:)eoli-ADP-ribéz

A PARP hibajavité

(o

5. abra: A PARP1 enzim DNS hibajavité mechanizmusa

(forras: http://canceres.info/?farmaco=inhibidores-proteina-parp)

A PARP1 megnovekedett szintje fokozhatja a tumorok antiapoptotikus sajatsagat és
rezisztenciat eredményez az egyes DNS karositd terapias szerekkel szemben [82]. 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
polimerek szintézisét, aminek hatasdra a DNS kérosodasra adott sejtvalasz elmarad a sejt

apoptotikus halalhoz vezetve (6. dbra) [80].

21



: Tulzott PARP
Daganat sejt 1
: expresszio

PARP
inhibitor
 Kemoterapia
9

kemoterapiara
adott valasz

6. dbra: A PARP inhibitorok jelentésége

(forras: http://www.parp-inhibitors.com/)

Jelenleg tobb PARP inhibitorok is forgalomban van, melyek leggyakoribb tipusai: 3-
aminobenzamid (3-AB), a Benzimidazolok (ABT-888), a Pthalazinonok (AZD2281 vagy
Olaparib), az ldeno-izogiunolinonok (INO-1001), a Triciklikus indolok (AG-014699) és a
Pyrrolokarbazol (CEP-9722). A PARP inhibitorok alkalmazasa szamos daganattipusban (emlo,
petefészek, hasnyalmirigy, vastagbél és hematologiai malignomak) esetén is meggy6zo

eredményeket mutatott [83].

Az agytumorok koziil glioblasztéma vonatkozasaban allnak rendelkezésre korai
eredmények [83]. Ujabb klinikai vizsgalatok alapjan a PARP1 DNS javit6 fehérjét célzé terapia
uj és igéretes megkozelitést jelenthet glioblasztomaban is [84, 85]. A ClinicalTrials
(https://clinicaltrials.gov) adatbazis alapjan harom, jelenleg is futd PARP1 inhibicioval

kapcsolatos klinikai vizsgalat ismert, melyek eredményei azonban egyelére nem publikusak.

Az overexpresszalt PARP1 kovetkeztében kialakult nem megfelel6 DNS hibajavito
aktivitas serkenti a tumorsejtek antiapoptotikus tulajdonsagait, ami kemoterapia
rezisztenciahoz vezethet [74]. Bar a PARP1 legfontosabb szerepe az egyszala DNS torések
javitasa, feltételezhetéen hozzajarulhat a tumorprogresszi6 indukaldsahoz is. A nagy
mennyiségben kifejez6dé PARP1 kapcsolatban lehet az elérehaladott klinikai jellemzdkkel és
a rovidebb taléléssel is a human daganatokban [86].

DNS-t ért karosodasokat kovetéen PARP1 — a p53-hoz hasonldéan — az egyik
legkorabban expresszal6dd protein [87]. Emellett mindkét protein kézremiikodik a genom

integritasanak meg6rzésében, ami egyfajta funkcionalis kapcsolatot jelez a DNS hibajavitasban
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[88]. A hibas DNS-sel rendelkez6 sejtben a p53 kiilonboz6 poszttranszlaciés modifikaciokon
megy keresztiil, melyek kozott a PARP1 altali poli(ADP-ribozil)acid is szerepel. Az is
bizonyitott, hogy az endogén PARP1 gatolja a p53 transzaktivalé funkcidjat, igy a PARP1
szabalyozza a DNS karosodéasokra adott p53 valaszokat is. Tovabba, az ADP-rib6z polimerek
fontos szerepet toltenek be a p53 DNS kot6 képességében is [87].
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3. 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 kiilonb6zé GBM molekularis altipusokban, illetve a kapcsolata a

heterogenitassal egyeldre 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 overexpresszio és a TP53 mutaciok kozotti korrelacié vitatott, rutin
(neuro)patologiai  diagnosztika soran a mutaciés statusz megallapitasara a p53

immunhisztokémiai detektalasa régota hasznalt modszer.

Vizsgalataink sordn az aladbbi 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

glioblasztoméban:

- aPARP1 expresszio mértékének meghatarozasa a glioma WHO gradusok, valamint

a IV. gradusa GBM molekularis altipusai kdzott

- Osszefliiggések keresése a PARP1 (mMRNS expresszio, kopiaszam-valtozas) és

kiilonb6z6 glioma markerek mutacios statusza kozott (ATRX, TP53, IDH1)

- a bioinformatikai analizis soran nyert eredmények validalasa immunhisztokémiai

modszerrel egy fliggetlen, klinikai kohorton

a pontos Osszefiiggés meghatarozasa a PARP1 ¢és a p53 tutvonal kozott a

glioblasztoméban

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

tumortipusokban
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4. Anyagok és mddszerek

4.1 PARP1 genomikai analizise GBM-ben
4.1.1 The Cancer Genome Atlas (TCGA) adathalmazok

Munkéank soran a cBioPortal for Cancer Genomics (www.cbioportal.org) portalon
keresztiil két TCGA kohort genomikai adatait (szomatikus mutéaciok, kopiaszam-eltérések,

mRNS expresszio) toltottik le (3. tdbldazat):

- Glioblastoma Multiforme (TCGA, Provisional)
- Brain Lower Grade Glioma (TCGA, Provisional)

Vizsgélatunk elsdsorban a IV. gradusu glioblasztomara fokuszalt, igy az analizisek soran a
“Glioblastoma Multiforme” adathalmazt hasznaltuk. Célunk koz¢ tartozott a PARP1 genomikai
tulajdonsagainak vizsgalata a tumorok malignus transzformacidja soran is, igy a II. és IIL
gradust gliomakat magaba foglalo “Brain Lower Grade Glioma” adathalmazt is bevontuk az
analizisbe. Az adathalmazok a ‘Provisional’ megjelolést viselik, amelyeket havonta frissitenek
a legijabb TCGA eredmények alapjan [89]. A genomikai adatokat a mintak azonositoi alapjan
kiegészitettiik az esetekhez tartozd klinikopatologiai paraméterekkel (életkor, nem, talélés,
IDH1/2 és ATRX mutaciés statusz, GBM transzkripcids alosztalyok), melyeket a TCGA

portalrol (www.tcga-data.nci.nih.gov) toltottiink le.

A vizsgalatba bevont minték kivalasztdsa sordn az alabbi kritériumokat vettiik figyelembe:

- Jelen kutatas soran a gyermekkori glioblasztomak egyedi genetikai profilja miatt [90,

91], csak a 18 éven feliili betegek genomikai adatait hasznaltuk fel

- A glidlis daganatok koziil csak az asztrocita eredetii tumorokat értékeltiik

(oligodendroglioma és oligoasztrocitomakat kizartuk a vizsgalatokbol)

A cBioPortal az mRNS expresszio z-score értékeket az alabbiak szerint hatarozta meg [89, 92]:

az adott gén relativ expresszidja ) _ (az atlag expresszié )
a tumor mintaban a normdl mintdkban
a diploid mintak expresszidjanak
( a standard deviacidja )

Z — score =

25


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

A cBioPortal adataiban a kopiaszam-eltéréséket a GISTIC (Genomic Identification of
Significant Targets in Cancer) algoritmus alapjan vizsgaltuk, amely a kopiaszam-eltéréseket az
alabbi modon osztalyozza [89, 92]: 2 = amplifikacio; 1 = alacsony mértékii nyerés; 0 = nincs

kopiaszam-valtozas; -1 = heterozigéta delécid; -2 = homozigota delécio.

3. tablazat: A vizsgalt TCGA mintak Kliniko-patologiai jellemzaéi

Brain Lower Grade Glioblastoma
Glioma (TCGA, multiforme (TCGA,
Provisional) (n=97) Provisional) (n=135)

Betegek atlagéletkora (év)

42,31+ 13,14 60,59+13,48
(tartomany: 20-74) (tartomany: 21-89)
Tulélési id6 (honap)
24,76 + 22,17 13,33+ 12,64

Betegek nem

Férfi 42 (43%) 45 (33%)

N6 55 (57%) 90 (67%)
WHO gradus*

I 29 (30%) -

" 67 (70%) -

v - 135 (100%)
ATRX statusz

Mutans 45 (46%) 7 (5%)

Vad tipus 52 (54%) 128 (95%)
IDH1/2 statusz

Mutans 66 (68%) 8 (6%)

Vad tipus 31 (32%) 127 (94%)
TP53 statusz

Misszensz 51 (53%) 33 (24%)

r':'li’l?;;eénsz 14 (14%) 10 (8%)

Vad tipus 32 (33%%) 92 (68%)

*WHO gradus egy minta esetében ismeretlen volt
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A PARP1 mRNS expresszio analizist azokban az esetekben végeztiik el, ahol az mRNS
expresszio mellett mind szomatikus mutacios, mind a kopiaszam-valtozas adatok is ismertek
voltak. Ezek alapjan, dsszesen 135 GBM és 96 alacsonyabb gradus mintat vontuk be a
vizsgalatba, melyek klinikai jellemz6i és a mutacids statuszukat a 3. tablazatban foglaltuk
Ossze. A 135 GBM mintabol molekularis altipus 119 esetben volt elérhetd, melyek megoszlasa

a kovetkezd volt: 57 Mesenchimalis, 43 Klasszikus, 16 Proneuralis és 5 Neuralis.

A 135 glioblasztomat a PARP1 expresszid és a p53 ttvonal asszociacioja, illetve a
tulélési vizsgalatok miatt a median PARP1 mRNS z-score értékek alapjan alacsony- (n=67),

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

4.2 A vizsgdlatok beteganyagai

4.2.1 A diffuz gliomak gyakorisdga a DE KK Patoldgiai Intézetében

Retrospektiv vizsgalataink soran a Debreceni Egyetem Klinikai K6zpont Pathologiai
Intézetében 2007-2011 ko6z6tt rutin korszovettani feldolgozason atesett glioma 127 esetben (62
férfi/ 65 nd) II. gradusu, illetve 214 (110 férfi/104 n6) WHO II1. és IV. gradusu glialis daganatot
foglalt magaba. A vizsgalatainkhoz sziikséges mintdk retrospektiv eldkeresése a korabban
szovettanilag diagnosztizalt, eMedSolution adatbazisban meglév6 adatok alapjan torténtek.
Munkénk soran a daganatokat az aldbbi szempontok alapjan vizsgaltuk €s csoportositottuk:

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

4.2.2 A PARP1 IHC korreldcio beteganyaga

A bioinformatikai eredmények validalasa érdekében egy Sszintén retrospektiv vizsgalat
soran 60 (30 nd és 30 férfi) a Debreceni Egyetem Klinikai K6zpont Pathologiai Intézetében
2006 ¢és 2014 kozott glioblasztomaval diagnosztizalt beteg formalin-fixalt, paraffinba agyazott
(FFPE) blokkjait gytjtottiik ossze. 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 [4].

27



4.3 lmmunhisztokémiai vizsgalatok

Az immunhisztokémiai vizsgalatokat 4 um-es FFPE metszetekbdl automatizalt és
standardizalt korilmények kozott végeztik a Leica Bond Max™ immunhisztokémiai
automatan (Leica Biosystems, Wetzlar, Németorszag) a Bond™ Polymer Refine Detection
kittel. Az immunhisztokémiai reakciok minden esetben a gyartok protokollja alapjan tortént az
anti-p53, anti-ATRX, anti-IDH1R¥H &5 anti-PARP1 primer antitestek alkalmazasaval. Az
antitestek specifikacioit a 4. tablazatban foglaltuk 6ssze. Vizualizaciora a Bond™ Polymer
Refine Detection kittet hasznaltuk, emellett hematoxylin festést is alkalmaztunk. A reakcidokhoz
a gyartok altal javasolt pozitiv kontrollokat alkalmaztunk, emellett negativ kontrolként minden

esetben a primer antitestet kihagytuk a reakcidelegybdl.

4. tablazat: Az immunhisztokémiai jeloléshez hasznalt primer

antitestek specifikacioi.

Antitestek Katalégus Gyirté Higitas
Szam
anti-ATRX HPA001906 Sigma-Aldrich 1:1000
anti-IDH1R32H DIA-H09 Dianova 1:50
anti-p53 DO-7 Dako 1:700
anti-PARP1 ah6079 Abcam 1:500

Az immunhisztokémiai festések kiértékelése szemi-kvantitativ médon két fliggetlen
megfigyelé altal tortént. A kiértékelés soran azokat a mintékat tekintettiik IDH1R2H ¢s p53
pozitivnak, ahol a tumorsejtek tobb mint 10%-a pozitiv festédést [30]. Az ATRX jelolés
esetében szintén a 10%-0s cut-off értéket alkalmaztunk a nuklearis pozitivitas megallapitasara
[93]. A PARP1 expresszioja a pozitiv sejtek szazalékos eloszlasa alapjan tortént az alabbi
modon: “0” (<5%, negativ), “1” (5-25%, sporadikus), “2” (25-50%, fokalis), ¢s “3” (>50%,
diffuz). A késobbi statisztikai kiértékelés kedvéért a negativ €s a sporadikus festodést mutatod
eseteket, valamint a fokalis és a diffiz eseteket egymassal Osszevontuk és két csoportot

kiilonitettiink el: alacsony és magas PARP1 csoport.
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4.4 TP53 mutdciok \HC mintazatanak vizsgdlata

A TP53 mutacidok karakterizalasara és az ITHC expressziés mintdzatukkal vald
korrelaciot az IARC altal 2013-ban kiadott (R17) szomatikus TP53 mutacios adathalmazt
(http://p53.iarc.fr/TP53SomaticMutations.aspx) hasznaltuk. A szomatikus TP53 mutaciok

leirasara soran a P04637 Uniprot referencia szekvencian alapulé ‘Human Genome Variation
Society’ (HGVS) standardjait alkalmaztuk.

4.4.1 A szomatikus TP53 mutdciok immunhisztokémiai tulajdonsagai

Az ismert IHC karakterrel bird6 TP53 mutaciokat kiilonb6z6 szempontok alapjan vizsgaltuk:

e amutécid génen beliili lokalizacidja: exon vagy intron; CpG sziget vagy splicing hely

e a muticié kovetkezménye: frameshift, introni mutacio, nagy delécidé, misszensz,

nonszensz, néma, splicing mutacio, egyéb

e amutécid tipusa: pontmutacio, duplikacid, komplex, delécio, inszercio

e ap53 fehérjén beliil érintett strukturdlis motivum:

C-terminalis domén

C-terminalis domén/sejtmagi export szekvencia (NLS)

C-terminalis domén/tetramerizacios domén

L1/S/H2, L2/L3 hurkok

N-terminalis domén/transzaktivaciés domén

N-terminalis domén/transzaktivaciés domén/sejtmagi export
szekvencia (NLS), nem DNS-k&t6 hurok (NDBL, non-DNA-binding
loop)/B-lemezek

SH3-like/Prolin-gazdag domén

N-terminalis domén
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4.4.2 TP53 mutdciok klinikopatoldgiai jellemzése

Immunhisztokémiai jellemzok Osszesen 7124 minta esetében volt ismert. A betegek
neme 4894 minta esetében volt elérhetd: 2797 férfi (57,2%) és 2097 n6 (42,9%), az atlagéletkor
a diagnozis idején 56,90 + 16,23 év volt (3072 beteg adata alapjan). A p53 IHC expresszios
jellemzoit 60 kiilonb6z6 tumortipusban vizsgaltuk. A mintak eredete a kovetkezd eloszlast
mutatta: sebészi tton eltavolitott daganatrészlet (83,3%), biopszia (13,5%), sejttenyészet
(2,7%), vér (0,3%), csontveld (0,1%), pleuralis folyadék (0,03%), nyal (0,01%) és egyéb minta
(0,1%). Tovabba a vizsgalt mintak eredete 5211 mutacié esetében volt ismert: 4977 (95,5%)
primer tumor, 106 (2%) metasztazis, 84 (1,6%), kitjult és 44 (0,8%) szekunder tumor.

4.4.3 A TP53 mutdcidk csoportositdsa a gyakorisdguk és az IHC mintdzatuk
alapjdn

Az adatbazisban megtalalhato 1139 individualis TP53 mutaciokat gyakorisaguk és IHC

pozitivitasuk (az IHC pozitiv esetek osztva az dsszes 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 frekvencija < 0,011 és
az IHC pozitivitas < 0,44

- C csoport: IHC pozitiv, kevésbé gyakori misszensz mutaciok; a mutaciok frekvenciaja

< 0,072 ¢és az IHC pozitivitas > 0,74

Vizsgélatunk csak azokat a TP53 mutéciokat foglalja magaba, amely esetében 15, vagy tobb

minta THC jellemzdje allt rendelkezésiinkre.

4.5 Statisztikai és bioinformatikai analizis

A statisztikai kiértékeléseket az R (www.R-project.org) és a SPSS 19.0 (SPSS Inc.,
Chicago IL) statisztikai szoftverekkel végeztiikk. Az adatbazisokbol let6ltott adathalmazokat a
Microsoft Excel 2013-as verziojaba (Microsoft Corp., Redmond, Washington, USA), illetve az
R statisztikai szoftverbe importaltuk. A Kategorikus értékeket tartalmazd 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
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kiilonb6zé gének MRNS expresszidja kozotti Osszefliggéseket Kendall tau és Spearmann
korrelacids tesztekkel elemeztiik. Az egyes csoportok kozotti mMRNS expresszid kozotti
kiilonbségeket két-oldali Student t-teszt segitségével allapitottuk meg. Az egyes csoportba
tartozo betegek teljes tulélése kozotti kapcsolatok vizsgalatara Kaplan—Meier modszert és Log-
Rank (Mantel-Cox) tesztet alkalmaztunk. Minden esetben két-oldalti statisztikai tesztet

hasznaltunk, szignifikansnak p<0,05 eseteket vettiik.

A p53 utvonal és PARP1 kozotti gén-gén interakcios héalozatot a Cytoscape 3.4.0
szoftver GeneMania applikaciojaval készitettiik a vizsgalt gének fizikai, ko-expresszios és gén-
gén interakcios tulajdonsagait figyelembe véve [94]. A TP53 mutaciok tumortipusok kozotti
frekvencia  kiilonbségeinek  hotérkép  abrazolasara a  Gene-E  version  3.0.204
(http://www.broadinstitute.org/cancer/software/GENE-E/index.html) szoftvert hasznaltuk.
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5. Eredmények

5.1 A Debreceni Egyetem Patologiai |ntézetében szovettanilag diagnosztizalt
diffuz gliomak jellemzése

Munkank elsé szakaszaban dsszesen 127 alacsony (II.) gradusu és 214 magas (IIL. és
IV.) gradusu glialis agydaganatot vizsgaltunk a diagnozis éve, a tumor WHO gradusa, a betegek

neme, életkora és a tumor anatomiai lokalizacioja szerint (5. #dbldazat).

S. tablazat. A 2007 és 2011 kozott szovettanilag diagnosztizalt diffuz gliomak

eléfordulasa, a betegek atlagéletkora és nemek aranya alapjan

Atlagéletkor Férfi/Né

Tumortipus Esetszam o .
(szoras) arany

II. gradus (n=127)

Diffuz asztrocitoma 51 (40%) 37,6 (x21,9) 22/29

Oligodendroglioma 39 (31%) 348(x194) 26/13

Oligoasztrocitdma 37 (29%) 45,5(+17,7)  14/23
II1. gradus (n=32)

Anaplasztikus asztrocitoma 19 (59%) 55,0 (+14,3) 12/7

Anaplasztikus

oligodendroglioma 8 (25%) 45,8 (£ 18,5) 5/3

Anaplasztikus oligoasztrocitoma 5 (16%) 51,3 (= 13,7) 5/0

IV. gradus, glioblasztéma (n=182)

Primer glioblasztoma 142 (78%) 58,6 (=15,9) 66/76
Szekunder glioblasztoma 24 (14%) 55,6 (£ 16,3) 15/9
Orias sejtes glioblasztoma 8 (4%) 57,9 (= 17,6) 3/5
Glioszarkoma 8 (4%) 52,4 (= 18,3) 4/4

A diagnosztizalt 127 II. gradusu glialis tumor koziil 51 betegnél allapitottak meg (40%)
diffiz asztrocitomat, 39 betegnél (31%) oligodendrogliomat ¢és 37 betegnél (29%)
oligoasztrocitomat. A betegek (62 férfi és 65 nd) atlagéletkora 39 év (£20,3) volt. A diffaz
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 diffaz
asztrocitbmaban szenvedd betegek esetében 1:1,3, az oligodendrogliomdban 2:1 és az

oligoasztrocitomaban pedig 1:1,6 volt.
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A magas gradusu glialis daganatok 85%-a (182 eset) WHO IV. gradust glioblasztéma,
mig a maradék 15% (32 eset) III. gradust anaplasztikus glidlis tumor volt. A 184 glioblasztémas
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 oOridssejtes
glioblasztomat és glioszarkomat. Az dsszesen 32 I1I. gradusu glidlis daganat koziil 19 betegnél
(59,4%) diagnosztizaltak anaplasztikus asztrocitomat, 8 betegnél (25%) anaplasztikus
oligodendrogliomat és 5 betegnél (15,6%) anaplasztikus oligoasztrocitomat. A magas gradusu
glioméban szenvedo 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 1I. gradusu glialis daganatok anatémiai lokalizacidjardl 6sszesen 74 beteg esetén
alltak rendelkezésiinkre pontos informaciok. A daganatok 41 betegnél a homloklebenyben
fordultak eld, 22 esetben a halantéklebenyben, mig a nyakszirti lebenyben 5, az agytorzsben 4,
a kisagyban 2 ¢s a fali lebenyben 1 betegnél diagnosztizaltak daganatot (7. dbra). 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 eredeti tumorok lokalizacioja (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. Egy esetben a kisagyban fordult el6 a daganat.

46% Halanték lebeny

Agytiirzs

| b

m Diffaz asztrocitoma  Oligodendroglioma = Oligoasztrocitéma

7. abra: A Debreceni Egyetem KK Pathologiai Intézetében diagnosztizalt

I1. gradusu gliomak szazalékos megoszlasa az agy kiilonboz6 teriileteiben
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A daganatok anatémiai lokalizacigjat illetden 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 glioblasztoma és variansainak lokalizaciojat a 8. dbra mutatja be. A klasszikus
glioblasztoma (n=77) anatomiai lokalizacioja 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 el6 3-3 esetben, mig a legtobb oriassejtes GBM (n=7) a
homloklebenyben lokalizalodott, egy betegnél fordult el a halantéklebenyben.

Nyakszirti
lebeny

M Primer glioblasztéma [0 Szekunder glioblasztéma
O Glioszarkéma m Oridssejtes glioblasztéma

8. dbra: A DE KK Pathologiai Intézetében diagnosztizalt glioblasztoma

és variansainak szazalékos megoszlasa az agy Kiilonbozo teriileteiben

5.2 A PARPI genomikai jellemzdi glioblasztomdban

Els6 1épésben a cBioPortal (http://www.cbioportal.org/public-portal/) feliileten
keresztiil letoltott TCGA GBM mintakban PARP1 mutacidkat és kopiaszam-valtozasokat
vizsgaltuk. A mutaciokat tekintve a 135 mintabol minddsszesen két PARP1 mutaciot talaltunk
(\V948l és A709T) IV. gradusu glioblasztomaban.
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Koépiaszam-valtozas dsszesen 562 GBM mintaban volt elérheté. A PARPL gén nyerés
vagy heterozigéta delécidja a vizsgalt esetek tobb, mint 14% és 6%-aban volt megfigyelhetd.
Ezzel ellentétben a PARP1 amplifikacidja csak ritkan fordult el (0,35%), mig homozigota

delécidé nem volt megfigyelheté egy esetben sem.

Kovetkezd 1épésben a PARP1 mMRNS expresszid mértékét vizsgaltuk meg. Osszesen 135
esetet vontuk be az analizisbe, melyeknél az mRNS expresszios adatok mellett mind a DNS

szekvenalas, mind a kopiaszam-valtozas adatok is rendelkezésiinkre alltak (6. tdbldzat).

6. tablazat: A PARP1 mRNS expresszi6 és a vizsgalt glioma markerek mutacids

statusza kozotti korrelacio.

. Atlag 95% CI?
mC:\:'Ilgg?’zk N z-score  +SE'  p-érték
értékek Alsé Felso
ATRX statusz

Vad tipus 128 (95%) 0,130 0,103
0006  -2,124  -0,367
Mutans 7(5%) 1,375 0,271

IDH1/2 statusz

Vad tipus 127 (94%) 0,158 0,104
0151  -1,457 0,228
Muténs 8(6%) 0,772 0,369

TP53 statusz

Vad tipus 92 (68%) 0,028 0,118
0,015 -0,943 -0,101
Mutians 43 (32%) 0,550 0,182

(A szignifikans értékek vastagon szedettek)

crer

szignifikans kiilonbségeket talaltunk a heterozigéta delécié 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 delécid) az mMRNS expresszié valtozasok mogott alldo egyik lehetséges

mechanizmus lehet glioblasztomaban.
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5.2.1 PARP1 expresszio az asztrocitomadk malignus transzformdcidja sordn

Ahhoz, hogy 0Osszehasonlitsuk a PARP1 jelentdségét a gliomak malignus

crer

genomikai adatait is vizsgaltuk.

Koépiaszam-valtozas sszesen 55 Il. gradusq, illetve 114 11l. gradusu asztrocitdmaban
volt elérhet6 az 562 IV. gradusu GBM mellett. Kopiaszam-valtozasok gyakorisaga a vizsgalt
gradusok kozil a Il. gradusa tumorokban (3,6%) volt a legalacsonyabb, ez az érték a Il1. gradus
esetében (16,7%), mig a IV. gradusban (21,5%) volt.

PARP1 koépiaszam-valtozasok szignifikans kiilonbséget mutattak az egyes WHO
gradusok kozott (p<0,001). A PARP1 gén nyerés a IV. gradusu glioblasztémaban, mind a Il1.
gradusi asztrocitomaban is gyakori, hasonloan a heterozigota deléciot eredményezéd
kopiaszam-valtozasokkal. A PARP1 gén homozigéta delécidja Kifejezetten ritkdnak mondhato,
mivel csak a Il. gradust daganatok 0,1%-ban fordult el6. PARP1 gén amplifikacioja pedig csak
a V. gradusu daganatok 0,3%-ban volt megfigyelhet (9. dbra).

20.0%
- B Amplifikacio
I 18.0% ENyerés el
Heterozigota delécio
]
= 16.0% B Homozigota delécié
U 14.0%
% 12.0%
E 10.0%
S 8.0%
E 6.0%
% 4.0% p<0.001
g 2.0%
< 0.0% 4 =— } -|_I } de== |
I1. gradus lll. gradus IV. gradus

9. dbra: A PARP1 képiaszam-valtozasok (CNAS) gyakorisaga a glioma
WHO gradusok kozott (p<0,001; Khi-négyzet proba fliggetlenségvizsgalatra

Yates-korrekcioval)
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PARP1 mRNS expresszi6 29 I1. gradust és 67 I11. gradust asztrocitdma mintaban volt
elérhetd. A glioma gradusokat dsszehasonlitva, a magas gradust gliomak — azaz a lll. és IV.
gradus tagjai — emelkedett PARP1 mRNS szinteket mutattak a Il. gradusu asztrocitomahoz
képest (11. gradus vs. Ill. gradus p=0,003, és Il. gradus vs. IV. gradus, p<0,001). Bar a PARP1

expresszio magasabb volt a IV. gradusban, szignifikans eltérés nem volt kimutathato a IV. és a

I11. gradus kozott (10. dbra).

p<0.001
p=0.003
\o el o
< -
8 o
) —_—
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PARP1 mRNS expresszio (z-score)
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10. dbra: A PARP1 mRNS expresszié szintek a GBM molekularis alosztalyok kozott.
PARP1 mRNS expresszio értékek (z-score) szignifikdnsan magasabbak voltak a III. és IV. gradust

asztrocitOmakban.

5.2.2 A PARP1 expresszio és a glioma markerek mutdcios stdtusza kozotti

kapcsolat

Munkank soran vizsgaltuk a PARP1 expresszids mintdzatdit a GBM molekularis
heterogenitasaval Osszefiiggésben. A PARP1 mRNS expresszio mértékét IDH1, ATRX és a
TP53 gének mutacids statuszanak fiiggvényében is vizsgaltuk. A mutans ATRX (p=0,006) és
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TP53 (p=0,015) géncket hordoz6 mintakban szignifikdnsan magasabb PARP1 expresszio volt

megfigyelhetd, viszont az IDH1 gén statusza nem mutatott kapcsolatot (8. tdbldzat).

A TCGA adatbazis tartalmazza a mintak IDH1/2 és ATRX statuszat. Mivel munkank
egyik célja a PARP1 expresszid és TP53 mutaciok kozotti Osszefliggés tisztazasa volt, igy
meghataroztuk az egyes GBM mintak TP53 mutacios statuszat is. A vizsgalt mintakban a vad
tipusu TP53 gén 92 esetben, mig mutans 43 mintaban volt megfigyelhets. A mutans TP53
gént hordozo mintakat a mutacid tipusa szerint tovabb csoportositottuk misszensz (n=33)
TP53 ¢és nonszensz TP53 (n=10) mutaciokra (11/A. dbra; 6. tablazat). A PARP1 mRNS
expresszidja magasabb volt azokban a tumorokban, ahol a TP53 mutans volt (p=0,015)
szemben a vad tipust gént hordozokkal. Fontos kiemelniink, hogy a misszensz és a nonszensz

mutaciok és a PARP1 expresszio kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget (11/B. dbra).
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11. dbra: A TP53 mutacios statusza és a PARP1 mRNS expressziéo kapcsolata
glioblasztomaban. A PARP1 mRNS expresszié magasabb volt a TP53 mutans glioblasztomaban (A).

A mutaciok hatasat tekintve a PARP1 expresszié mértéke csak a misszensz mutaciok esetében mutatott

szignifikans kiilonbséget a vad tipusu TP53-hoz képest (B).
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5.2.3 A PARP1 immunhisztokémiai expresszioja és az IDH1, ATRX és a p53
markerek kozotti 6sszefliggések

A bioinformatikai analizis eredményeibdl kifolyolag — ahol a PARP1 mRNS expresszio
szignifikans Osszefliggést mutatott a TP53 és az ATRX mutacios statuszaival — a markereket
immunhisztokémiai modszerrel iS megvizsgaltuk. Korabbi, meningeoma agydaganatokban
végzett vizsgalatokkal megegyezéen, a PARP1 a glioblasztomaban is sejtmagi festodést
mutatott (12. dbra) [95]. Az esetek 90%-a (54/60) mutatott PARP1 pozitiv festédést, mig
10%-a (6/60) negativ volt.
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12. dbra: A vizsgalt molekularis markerek immunhisztokémiai festédése a vizsgalt

klinikai glioblasztoma kohortban. (Nagyitas: x200, Scale bar: 100 um.)

A PARP1 IHC expresszidja a vizsgalt Klinikai kohortban szignifikans 6sszefliggést
mutatott a p53 (p=0,0281) és ATRX (p=0,002) expressziokkal. Ellenben az IDH1R32H

expresszioval nem figyeltiink meg hasonlé 6sszefliggéseket (9. tdbldzat).
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O. tablazat: A PARP1 immunhisztokémiai expresszioja és kapcsolata a

klinikopatologiai paraméterekkel, illetve a glioma molekularis markereivel.

PARP1 IHC expresszi6

p-érték
Negativ Pozitiv
Betegek neme
Férfi 2 28
0,3894
Né6 4 26
Eletkor
Atlag + SD* 61,69+ 6,45 58,52 + 9,18 0,415
P53 expresszio
Negativ 4 13
0,0281
Pozitiv 2 41
IDH1R13H expresszié
Negativ 6 52
0,6316
Pozitiv 0 2
ATRX expresszio
Negativ 3 4
0,0020
Pozitiv 3 50

*Standard deviacio (A szignifikans értékek vastagon szedettek)

5.2.4 PARP1 mRNS expresszio a GBM molekuldris alosztdlyaiban

A PARP1 genetikai/genomikai jellegzetességeit vizsgalva a kiilonb6z6 GBM
altipusokban megallapitottuk, hogy a Proneurdlis és a Klasszikus GBM altipusok
megnovekedett PARP1 expressziot mutatnak (13. dbra). Részletesebben, a Proneuralis (atlag
z-score érték: 0,801) és a Klasszikus (atlag z-score érték: 0,375) altipusokban szignifikansan
magasabb PARP1 mRNS szint volt megfigyelheté a Mesenchimalis (atlag z-score érték: -0,121)
s a Neurdalis (atlag z-score érték: -1,049) altipusokhoz képest.
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13. abra: A PARP1 mRNS expresszié szintek a Kkiilonb6z6 WHO gradusok
kozott. A Proneurdlis és a Klasszikus GBM alcsoportok emelkedett PARP1

expressziot mutattak a tobbi csoporthoz viszonyitva.

Ezzel parhuzamosan a PARP1 kopiaszam-valtozasokat szintén megvizsgaltuk a GBM
altipusokban. PARP1 gén kopiaszam informacidja 475 olyan esetben volt leirva, ahol a
transzkripcios alosztaly is ismert. A Proneurdlis altipus mutatta a legnagyobb aranya
kopiaszam-valtozast (0,275), amit sorrendben a Mesenchimdlis (0,226), Neurdlis (0,224), és a
Klasszikus (0,129) altipus kovetett. PARP1 kopiaszam nyerés az dsszes alcsoportban hasonlo
gyakorisaggal el6fordult: Mesenchimalis (4,4%), Proneurdlis (4,4%), Klasszikus (2,9%) és
Neurdalis (2,3%). A PARP1 gén heterozigdta delécidja a Mesenchimdalis GBM-ek 3,4%-aban
volt megfigyelhetd. PARP1 amplifikacié csak a Klasszikus és Mesenchimalis alcsoportokban

figyeltiik meg (0,2-0,2%) (14. dbra).
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14. abra: A PARP1 kopiaszam-valtozasok (CNAS) gyakorisaga a GBM

molekularis altipusai kozott

5.2.5 A magas PARP1 expresszio prognosztikus értéke a GBM alcsoportokban

Annak érdekében, hogy megallapitsuk a PARP1 Klinikai relevanciajat,
megvizsgaltuk a PARP1 mRNS expresszio és a betegek teljes talélése (Overall Survival; OS)
kozotti kapcsolatot a TCGA adatbazis glioblasztoma mintaiban. Az TCGA adatbazisban
talalhat6 GBM betegek atlagos teljes tilélése 13,3 honap volt.

A PARP1 mRNS expresszi6 alapjan a rendelkezéstinkre 4ll6 mintdkat magas-PARP1
(n=68) ¢s alacsony-PARP1 (n=67) csoportokra bontottuk. Az alacsony-PARP1 csoport betegeli
atlagosan hosszabb tulélést mutatnak, azonban nem talaltunk statisztikailag szignifikans

kiilonbséget a két csoport kozott (15/A. dbra).

A betegek atlag talélése a kiilonb6z6 GBM alosztalyok kozott a kovetkezo volt:
Klasszikus=12,7; Proneuradlis=19,8; Mesenchimalis=11,7, és Neuralis=7,7 honap. Az elvégzett
Kaplan-Meier talélés analizis alapjan a Klasszikus GBM altipusban az alacsony-PARP1 csoport
betegeinek szignifikansan rovidebb teljes talélést mutattak a magas-PARP expresszids csoport
betegeivel szemben (p=0,031) (15/B. dbra).
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15. abra: A magas-, illetve alacsony-PARP1 mMRNS expresszioval rendelkezé esetek teljes
talélése (OS, overall survival) Kaplan—Meier gorbén abrazolva GBM-ban (A) és annak

Klasszikus alcsoportjaban (B).

A p53 és a PARPI egyiittes szerepét a GBM betegek tulélésével kapcsolatban is
megvizsgaltuk. Ennek céljabol a TCGA mintdkat tovabb csoportositottuk a PARP1 mRNS

expresszio és a TP53 mutaciods statuszuk alapjan:

. TP53™/magas-PARP1 (n=29)
. TP53™/alacsony-PARP1 (n=14)
. TP53"T/magas-PARP1 (n=39)
. TP53"T/alacsony-PARP1 (n=53)

Eredményeink alapjan a vad tipusi TP53 génnel és magas-PARP1 expresszioval rendelkez6

betegek rovidebb tulélést mutatnak (p=0,039) (16. dbra).
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16. dabra: A Kkiilonb6zé PARP1 mRNS expresszioval és TP53 mutacios
statusszal rendelkezo GBM esetek teljes tulélése (OS, overall survival)

Kaplan—Meier gorbén abrazolva glioblasztomaban.

5.2.6 PARP1 expresszio és a p53 utvonal kapcsolata glioblasztomaban

Korabbi eredményeink alapjan, a TP53 mutacidkon tal, részletesen megvizsgaltuk a
PARP1 expresszio és a teljes p53 itvonal (CDKN1A (p21), MDM2, MDM4, CDKN2A (p1447F),
and TP53BP1) kozotti kapcsolatot is. Az mRNS expressziot tekintve, a PARP1 szignifikans
korrelaciot mutatott a TP53, CDKN1A, és a TP53BP1 génekkel (10. tdbldzat, 16. dbra).
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16. abra: A PARP1l és a p53 utvonal kozotti kapcesolat glioblasztémaban. A gén-gén
interakcion alapuld halézat a PARP1 és a p53 tutvonal elemeinek mRNS expresszidja kozotti

korrelaciokat abrazolja.

10. tablazat: A PARP1 és a pS3 ttvonal tagjainak mRNS

expresszioja kozotti kapcsolatok glioblasztomaban

Kendall tau b Spearman rho
Gének Korrelaciés L. Korrelaciés L
koefficiens P 'K\ oefficiens.  P-értek
CDKN1A -0,187 0,001 -0,272 0,001
CDKN2A 0,028 0,629 0,047 0,587

MDM2 -0,111 0,057 -0,168 0,051
MDM4 -0,003 0,953 -0,004 0,961
TP53 0,169 0,004 0,246 0,004

TP53BP1 0,162 0,005 0,230 0,007
(A statisztikailag szignifikans értékek vastagon szedettek)

A PARP1 expresszio szintén szignifikdns kapcsolatot mutatott a CDKN2A és MDM4

gének kopiaszam-valtozéasaival. A diploid esetekhez viszonyitva a homozigdta deletalt
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CDKNZ2A gént hordoz6 eseteket csokkent (p=0,013), mig az az MDM4 nyerést mutato eseteket
emelkedett PARP1 expresszio (0,026) jellemezte (17. dbra).
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17. abra: A PARP1 mRNS expresszio és a CDKN2A, valamint az

MDM4 képiaszam-valtozasok kozotti kapcsolat glioblasztomaban
Ezek alapjan a magas-PARP1 csoportban a szignifikansan magasabb TP53 (p=0,003)

¢s TP53BP1 (p=0,004) expresszio volt megfigyelhetd, mig a CDKN1A (p=0,009) expresszid az
alacsony-PARP1 csoportban volt szignifikansan magasabb (11. tdbldzat, 18. dbra).

11. tablazat: A pS3 utvonal és a PARP1 kozotti osszefiiggések glioblasztomaban

PARP1 expresszio! 95% CI3
Gének p-érték  + SE?

alacsony  magas Also Felsé

CDKN1A 0,075 -0,227 0,009 0,113 0,077 0,526
CDKN2A -1,117 -1,029 0,560 0,151 -0,387 0,210
MDM2 2,363 5,240 0,310 2,819 -8,472 2,717
MDM4 0,614 2,366 0,310 1,718 -5,151 1,647
TP53 -0,278 0,225 0,003 0,164  -0,828 -0,178
TP53BP1 -0,520 -0,052 0,004 0,161 -0,787  -0,150

Atlag mRNS z-score értékek; 2Standard hiba; 3Elfogadasi tartoméany (A statisztikailag

szignifikans értékek vastagon szedettek)

46



& alacsony PARP1 expresszid
B magas PARP1 expresszio

* ¥

xx o

§ o 8
8 © ° T
- © B

- B B ég--; =
5 = ~ H

TP53 CDKNTA MDM?2 MDM4 CDKN2A TP53BP1
(p53) (p21) (p14)

(@]

—_—
1
|
1

—_

mRNS expresszio (z-score)

18. dbra: A p53 utvonal génjeinek expressziéja az alacsony-, illetve magas-PARP1
csoportokban. A TP53 és a TP53BP1 gének mRNS expresszidja emelkedett, mig a CDKN1A (p21)

expresszidja csokkent volt a magas-PARP1 csoportban. A szignifikancia szinteket az alabbiak szerint

jeloltiik: * (p <0,05), ** (p <0,01), és *** (p <0,001).

5.3 A mutdans p53 IHC expresszioja az IARC adatbazis alapjdan

Vizsgélatunk egyik célja kozé tartozott a TP53 gént érintd mutaciok IHC jellemzdinek
karakterizalasa. Munkank sordn Osszesen 7878 mutacid p53 IHC expresszids mintazatat
vizsgaltuk. Az THC festédés 6025 mutacional volt pozitiv, ami az 6sszes vizsgalt mutacionak a
76,5%-a, mig 1852 (23,5%) mutacio negativ IHC jel6lodést mutatott (p<0,001). A 1étrejovo
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 megfelelden a misszensz mutaciok 88%-ka IHC pozitiv, mig a nonszensz

mutaciok 71,2%-ka IHC negativ volt (p<0,001).

A TPS53 gén kodolo régioit tekintve (2-11 exonok) a mutaciok 77,3% IHC pozitiv, mig
a nem kodold szakaszokban bekovetkezd mutdciok tobb, mint fele (56,5%) IHC negativ
(p=0,001) volt. A mutaciok IHC pozitivnak bizonyultak a gén promoterében talalhatdé CpG
szigetekben (83,3%) és azokon kiviil is (73,3%) (p<0,001). TP53 mutaciok szintén THC
jelolédést mutattak a TP53 gén tigynevezett nem splicing (77%), valamint az alternativ (83,1%)
és a kriptikus (74,2%) splicing helyekben, viszont a konszenzus splicing helyeken bekovetkezd
mutaciok 64,3% IHC negativnak mutatkoztak.
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Az adatbazisban talalhato 29711 szomatikus TP53 mutaciobdl IHC jellemzd 0sszesen
7878 (1139 egyedi) mutécio esetében volt elérhetd. Ezek koziil 6026 eset p53 IHC pozitiv, mig
1852 mutécid negativ volt. Az adatbazis alapjan megallapitott leggyakoribb TP53 mutéciokat,

illetve IHC jellemzoit az 12. tablazat foglalja 6ssze.

12. tablazat: A gliomakban eléfordulé 15 leggyakoribb

szomatikus TP53 mutacié frekvenciaja és IHC pozitivitasa

TP53 Elerheté pS3 4 jmutaciok  IHC

mutacié! N ! H,C frekvenciajal pozitivitas?
eredmények

R175H 1215 336 0,020 0,914
R248Q 949 231 0,016 0,931
R248W 765 226 0,013 0,960
R273H 856 222 0,014 0,923
R273C 717 208 0,012 0,957
R282W 613 174 0,010 0,931
G245S 457 139 0,008 0,906
Y220C 396 120 0,007 0,850
R249S 442 109 0,007 0,872
R213* 330 90 0,006 0,244
C1l76F 206 83 0,003 0,819
V157F 213 58 0,004 0,828
M2371 198 58 0,003 0,914
R196* 252 56 0,004 0,268
Y163C 168 55 0,003 0,945

lindividualis TP53 mutacid/dsszes TP53 mutaciod; 2p53 pozitiv IHC/6sszes IHC

A leirt mutaciok tobbsége (91,9%) az 5-0s, 6-0s, 7-es vagy a 8-as exonokban
lokalizalodott. A mutéaciok tobb, mint kétharmada (68,2%) CpG szigeteket nem tartalmazé
génrégiokban kovetkezett be, és mindossze 3,1%-uk keletkezett intron kivagodasi (splicing)
helyen. A mutaciok tipusat tekintve, 6860 (87,1%) egy nukleotidot érinté pontmutacid, 667
(8,5%) deléciod, 196 (2,5%) inszercid, 97 (1,2%) duplikacio és 48 (0,6%) komplex mutacio. A
mutacid tipusa 10 minta esetében nem volt elérhetd. A muticiok kovetkezményét tekintve
leggyakrabban (74,8%) misszensz, frameshift (8,6%), nonszensz (7%), néma (4,7%), splicing
(1,7%), introni mutacié (0,7%) és nagy deléciok voltak (0,03%). Az eltérések 2,3% egyéb

kovetkezménnyel jart, mig 0,4%-ban nem ismert az adott mutacio hatasa (13. #dbldzat).
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13. tablazat: A szomatikus TP53 mutaciok immunhisztokémiai mintazata

p53 immunhisztokémia

Mutacié jellemzék Osszesen  Negativ (%) Pozitiv (%) p-érték
(n=7878) (n=1852) (n=6026)
Exonok/intronok
exon 7690 1745 (22,69) 5945 (77,31)
intron 186 105 (56,45) 2086 (43,55) 0,001
nem ismert 2 2 (100) 0 (0,00)
CpG hely
igen 5373 1433 (26,67) 3940 (73,33) <0,0001
nem 2505 419 (16,73) 2086 (83,27)  <0,0001
Splicing hely
alternativ. 71 12 (16,90) 59 (83,10) 0,1872
konszenzus 112 72 (64,29) 40 (35,71) <0,0001
kriptikus 62 16 (25,81) 46 (74,19) 0,6684
nincs 7633 1752 (22,95) 5881 (77,05) <0,0001
Mutaci6 tipusa
pontmutéciok 6860 1324 (19,30) 5536 (80,70) <0,0001
duplikécié 97 6 (6,19) 91 (9381)  5,16E-05
komplex 48 18 (37,50) 30 (72,50) 0,0219
delécié 667 380 (56,97) 287 (43,03) <0,0001
inszercio 196 117 (59,69) 79 (40,31) <0,0001
nem ismert 10 7 (70,00) 3 (30,00) 0,000522
Mutacié kovetkezménye
kereteltolodas (frameshift) 677 451 (66,62) 226 (33,38) <0,0001
introni 53 25 (47,17) 28 (52,83) 4,58E-05
nagy delécio 2 2 (100) 0 (0,00) 0,0107
misszensz 5889 707 (12,01) 5182 (87,99) <0,0001
nonszensze 552 393 (71,20) 159 (28,80) <0,0001
néma (silent) 367 136 (37,06) 231 (62,94) 3,64E-10
splicing 131 86 (65,65) 45 (34,35) <0,0001
egyéb 177 44 (24,86) 133 (75,14) 0,6683
nem ismert 30 8 (26,67) 22 (73,33) 0,6828
Strukturalis motivum alapjan
C-terminalis 234 104 (44,44) 130 (55,56) <0,0001
C-terminalis/NLS 31 13 (41,94) 18 (58,06) 0,0153
C-terminalis/tetramerizaciés 101 39 (38,61) 62 (61,39) 3,15E-04
L1/S/H2 1693 234 (13,82) 1459 (86,18) <0,0001
L2/L3 2765 434 (15,70) 2331 (84,30)  <0,0001
N-terminalis 34 26 (76,47) 8 (23,53) <0,0001
N-termindlis/Transzaktivaciés 33 20 (60,61) 13 (39,39) <0,0001
N-terminalis/Transzaktivacios/NES 5 2 (40,00) 3 (60,00) 0,3844
NDBL/B-lemezek 2657 795 (29,92) 1862 (70,08) <0,0001
SH3-szerti/Prolin-gazdag 101 60 (59,41) 41 (40,59) <0,0001
nem ismert 224 125 (55,80) 99 (44,20) <0,0001
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A p53 fehérje strukturalis motivumaiban keletkezett mutacidok kozott is eltérd pS3 IHC
jelolédés volt megfigyelhetd (19. dbra). Egyonteti 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 C-terminalis (55,6%), C-terminalis/NLS (58,1%), és N-
termindlis/Transzaktivacios/NES (60%) motivumai is tobbnyire pozitivak voltak. Masrészrol,
az N-terminalis (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 mutacié esetében a strukturalis motivum nem volt elérheté (13. tdbldazat).
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19. dbra. Az egyes IHC csoportok TP53 mutacioinak lokalizaciéja a p53
fehérjében. A kiilonboz6 szinek a p53 strukturalis elemeit jel6lik: kék = C-terminalis
régio; z6ld=C-terminalis/tetramerizacios domén; piros = L1/S/H2; lila = L2/L3; sarga =

NDBL/béta-lemezek).
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5.3.1 Az individudlis TP53 mutdcidk IHC expresszios jellemzdi

Vizsgalatunk soran meghataroztuk az egyes TP53 mutaciok IHC expresszios profiljat
¢és 0sszehasonlitottuk a kliniko-patologiai jellemzoékkel. Els6 1épésben meghataroztuk az IARC
adatbazisban megtalalhato TP53 mutaciok gyakorisdgat, majd az egyes mutaciokhoz

hozzarendeltiik az adott p53 THC pozitivitasat (az IHC pozitiv esetek / 0sszes 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 taldlhatdo Gsszes mutacié (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*,
and 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 eléfordul6 gyakorisaguk és IHC pozitivitdsuk alapjan harom csoportba soroltuk:
A, B és C csoport. Az A és a C csoport Gsszes 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%) (20. dbra).
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20. dbra: A szomatikus TP53 mutaciok csoportositasa gyakorisaguk és THC
pozitivitasuk alapjan. A TP53 mutaciokat harom csoportba soroltuk: az A csoportba tartoznak
a gyakori ‘hot spot” mutaciok (kék haromszog) (mutacié frekvencia > 0,013; IHC pozitivitas >
0,85). A zold korrel jeldlt B csoportba sorolt TP53 mutaciok gyakori nonszensz mutaciok
(mutaci6 frekvencia < 0,011; IHC pozitivitas < 0,44). A sarga négyzettel abrazolt C csoport
mutacioi kevésbé gyakori, IHC pozitiv mutaciok (mutacid frekvencia < 0,072; IHC pozitivitas >
0,74).

5.3.2 ATP53 IHC csoportok klinikopatoldgiai jellemzsi

Osszesen 4897 TP53 mutaciohoz volt hozzarendelhetd a beteg neme, melyek eloszlasa
a kovetkez0 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 ndk 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).
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A fenti kliniko-patologiai paramétereket megvizsgaltuk a harom p53 THC mutécios
csoportban is. Annak ellenére, hogy az agydaganatok esetében nem tapasztaltunk
kiilonbségeket, 6t masik tumortipus esetén (mell, holyag, hematopoietikus rendszer, maj, fej-
nyak) szignifikans eltéréseket figyeltiink meg az egyes csoportok atlagéletkora kozott. A
mellrdkban érintett nonszensz TP53 mutaciokat hordozd betegek (B csoport) atlagéletkora
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 osszevetve megfigyeltiik, hogy a hematopoietikus 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 prognoézissal, és rovidebb
taléléssel kell szamolni. Eredményeink alapjan az ilyen mutaciok tobbsége IHC negativnak
bizonyult, igy munkank soran ezt a csoportot részletesen is elemeztiik. A mutaciok eléfordulasi
gyakorisagat tekintve jelentds eltéréseket figyeltiink meg a kiilonb6z6 tumortipusok kdzott (21.

dbra).
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21. dabra: A gyakori nonszensz TP53 mutaciok Kiilonbozé gyakorisaga kiilonb6zo
tumortipusokban. A hétérképen ’heat map’ abrazolt hét TP53 mutacio el6fordulasi
gyakorisaga az adott tumortipusokban a gyakorisagukhoz viszonyitva. A skala a TP53
mutaciok atlag el6fordulasatél vald eltérését jeloli kiilonbozé tumortipusokban. A

szignifikancia szinteket az alabbiak szerint jeldltik: * (p<0,05), ** (p<0,01), és *** (p<0,001).
5.4 A szomatikus TP53 mutdciok IHC jellemzoi gliomakban

A TP53 szomatikus mutacidinak THC jellemz6it a rendelkezésre allo 353 glialis

agydaganatban részletesen vizsgaltuk (14. tdbldzat).
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A gliomakban leirt mutaciok 84%-a bizonyult IHC pozitivnak (22/A. abra). A TP53 mutaciok

IHC pozitivitisa mindossze az [

14. tablazat: Az IARC TP53 adatbazisban elérheté glioma esetek

pS3 THC statusza

Tumor Esetszim p53 IHC IHC

(n=353) negativ pozitiv pozitivitas
Glioblasztoma, NOS 164 21 143 87,20%
Asztrocitoma, NOS 71 16 55 77,46%
Anaplasztikus 33 6 27 81,82%
asztrocitoma
Malignus glioma, NOS 28 1 27 96,43%
Oligodendroglioma, 18 7 11 61,11%
NOS
()riéssejtes GBM 14 2 12 85,71%
Kevert glioma 13 0 13 100,00%
Glioszarkoma 10 1 9 90,00%
Pilocitas asztrocitoma 2 1 1 50,00%

oligodendrogliomékban (61,11%) nem haladta meg a 75%-0t.

gradusu pilocitds asztrocitomaban (50%) ¢és az

A)

IHC pozitiv
TP53 mutdciok
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TP53 mutdcick
16%
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22. abra: A glialis tumorokban elé6fordulé TP53 mutaciok IHC mintazata az IARC TP53

adatbazis alapjan (A), illetve a TP53 mutaciok mRNS expresszioja asztrocitomakban a

The Cancer Genome Atlas (TCGA) adatbazis adatai alapjan (B).
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Mivel a vad tipusa TP53 gén IHC profilja nem elérheté az IARC TP53 adatbazisaban,
igy az alpozitiv IHC jeldlddés tesztelését nem tudtuk elvégezni. Vizsgélatainkat kiegészitettiik
az TCGA adatbazisban elérhetd 232 asztrocitoma (II., IIL., és IV. gradus) TP53 mutécios

statuszaval és Gsszevetettiilk azok mRNS expressziojaval.

A szomatikus TP53 mutacio a vizsgalt esetek 46,6%-aban volt megfigyelhets. A
mutaciok tulajdonsagait tekintve a tapasztalt 108 mutacio 22,2%-a volt nonszensz mutacio,
melyek tobbsége exonon kiviil, az intronokban keletkezett. Az mMRNS — mutacios statusz
korrelacio (22/B. dbra) alapjan a TP53 esetében az atlag mRNS expresszio (z-score) értékei a

kovetkezOk voltak: vad tipus (-0,004); misszensz mutaciok (0,08); honszensz mutaciok (-0,46).

A vizsgalt tumortipusokhoz viszonyitva, az agydaganatokban kevésbé gyakoriak az
IHC negativ jel6l6dést mutatd, B csoportba tartozo nonszensz TP53 mutaciok. A gliomakban

eléfordul6 leggyakoribb TP53 mutaciok k6zott nem szerepel ilyen mutacio (15. tdbldazat).

15. tablazat: A glidlis agydaganatok 15 leggyakoribb

TP53 mutaciéjanak IHC statusza
mItZi?ék N p53 IHC pozitivitas”
R273C 47 95,7%
R175H 27 100%
R248Q 15 73,3%
R248W 13 92,3%
R273H 13 92,3%
R282wW 8 100%
Al161T 5 100%
M2371 5 100%
P152L 5 100%
R158H 5 100%
Y163C 5 100%
S241F 4 100%
T2111 4 75%
Y234C 4 75%
C141Y 3 66,7%

*(Osszes IHC eset/pozitiv IHC) x100
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6. Diszkusszio

6.1 A gliomak eldforduldasa a Debreceni Egyetem Pathologiai Intézetében

Bar t6bb hazai kozlemény is foglalkozik a glialis tumorokkal [25, 96, 97], a magas
gradustt gliomdk magyarorszagi el6fordulasar6l nem 4llnak rendelkezésre részletes
informaciok. Munkank egyik célja ezen hianyossag pétlasa volt, igy a DE KK Patholdgiai
Intézetében 2007 és 2011 kozott szovettanilag diagnosztizalt magas gradust gliomakat
tekintettiik at. A vizsgalat Osszesen 214 glialis daganatot foglalt magaba. A tumorokat a
diagnozis éve, a tumor WHO gradusa, a betegek neme, életkora és a tumor anatomiai

lokalizécioja szerint is elemeztiik.

A 1l. gradust glidlis daganatok (diffiz asztrocitdma, oligodendroglioma é&s
oligoasztrocitoma) altaldban a 35 és a 44 éves korosztdlyra jellemzok és gyakrabban
diagnosztizaljak ket férfiaknal, mint néknél [12]. Az intézetiinkben diagnosztizalt 1. gradusa
gliomaban szenvedo betegek atlagéletkora (39 év) is ezen intervallumba esik, de a nemi aranyok
kiegyenlitettek voltak 1:1,05. A glidlis tumorok el6fordulasanak helye korrelalt az irodalmi
adatokkal, tehat a homlok- és halantéklebenyben fordultak el6 leggyakrabban a daganatok [19].
A diffuz asztrocitoma altalaban fiatalabb feln6tteknél alakul ki, magas foku cellularis
differenciacioval és lassi novekedéssel jellemezhet$ [4]. Az intézetiinkben diagnosztizalt I1.
gradusu daganatok 40%-at az asztrocitomak képezték, ami nem meglepd, hiszen a glialis
eredetli tumorok legnagyobb részét szintén az asztrocita eredetli daganatok alkotjak [18]. A 1II.
gradust diffuz asztrocitomak felnétteknél gyakoriak az intézetiinkben az asztrocitdomaval
diagnosztizalt betegek 37,6 év atlagéletkora az irodalmi adatoknak megfeleléen a 30-40 év
intervallumok kozé esett. Az 1:1,3-as férfi és ndi ardny kozel kiegyenlitett volt enyhe ndi
tulsullyal, bar egyes kozlemények 1,18:1-es férfi dominanciarol szamolnak be [20]. A tumorok
leggyakrabban a homlok- és halantéklebenyben fordulnak eld, a szovettanilag diagnosztizalt
asztrocitomak lokalizacioja is ezt a tendenciat kovette, ugyanis a daganatok tobb, mint fele a
homloklebeny, negyediik pedig a haldntéklebenyben lokalizalodott. Ezenkiviil az agytorzsben

is elé6fordulhatnak a daganatok, viszont a kisagyban kevésbé gyakoriak [21].

A diagnosztizalt daganatok valamivel tobb, mint egyharmadat az oligodendroglialis
tumorok alkottdk. Az alacsony gradust oligodendrogliomak fiatalabb pacienseknél fordulnak
el6, a diagnosztizalt betegek atlagéletkora is viszonylag fiatal, 34,8 év volt [21, 28]. Férfiak

esetében kétszer gyakoribb a daganat, amit a feldolgozott esetekben megfigyelt nemi arany is
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jol szemléltet [29]. A daganatok tobb mint 50%-a a homloklebenyben lokalizalodik, amit a
halantéklebeny kovet, ezzel szemben a fali és a nyakszirti lebenyben ritkabban fordulnak eld

[29, 30]. A diagnosztizalt daganatok esetében is ez a megoszlas volt megfigyelhetd.

Az oligoasztrocitomak esetében tapasztalt 45,5 éves atlagéletkor megfelel az
irodalomban leirt a 35. és 45. év kozotti intervallumnak [4]. Az oligoasztrocitoma ritkan
eléfordulhat fiatal életkorban is [29]. Az attekintett esetekben az oligoasztrocitomak 8%-at tiz
¢év alatti gyermekeknél diagnosztizaltdk. A nemi ardnyok egyes publikaciok szerint kozel
kiegyenlitettek, viszont a megvizsgalt 37 oligoasztrocitomak kozott 1:1,6 néi dominancia volt
megfigyelhetd [37]. Az oligoasztrocitomak is leggyakrabban a homlok- és a halantéklebenyben
alakulnak ki, az Intézetiinkben is ez az arany mutatkozott [2, 29]. A daganatok nyakszirti
lebenyben val6 eléfordulasat is leirtak [38], munkank sordn harom beteg esetében tapasztaltuk
ezt a lokalizacidt. Az egy betegnél a kisagyban diagnosztizalt daganat viszont igen ritkdnak

mondhato [14].

Anaplasztikus asztrocitomaknal az atlagéletkor 45 év koriili, de egyes kozlemények — a
Debrecenben diagnosztizalt esetekhez hasonléan — valamennyivel magasabb atlagéletkorrol
szamolnak be. A férfi/nd arany 1,6:1, ami kozel azonos a tapasztalt 1,7:1-es arannyal [3].
Anaplasztikus oligodendrogliomak a magas gradusu gliomak kevesebb, mint 10%-at alkotjak,
igy az intézetben tapasztalt kb. 4%-0s el6fordulasa atlagosnak szamit [1]. Altalaban fiatalabb
¢letkorban, 45 €s 50 év kozott manifesztalodnak [29]. A vizsgalt paciensek atlagéletkora (45,8
év) ezen értékek kozé esnek. A megallapitott 1,6:1-es férfi tulstily némiképp eltér az irodalmi
adatoktol, ami feltételezhetden a mindossze nyolc esetnek tudhatd be. Vizsgalatunk soran is
minddssze Ot esetben tapasztaltunk anaplasztikus oligoasztrocitomat, ami a III. gradusu
gliomak 16%-at, és az Osszes magas gradusu glioma 2,3%-at teszi ki. Az irodalmi adatok
alapjan a betegek atlagéletkora koriilbeliil 44 év, mig a Debrecenben leirt esetekben ez 49,5 év
volt. Az eltérés feltehetden a kevés esetszamnak és a daganatok nehéz diagnodzisanak
koszonhetd. Nem tudtuk dsszehasonlitani a nemi aranyokat mas adatokkal, mivel mind az 6t

esetben férfi betegnél diagnosztizaltak a tumort.

A magas gradusu gliomak 60-70%-at IV. gradusu glioblasztoma alkotja, ami az
attekintett magas gradusu daganatok kozel 85%-at teszi ki. A betegek atlagéletkora 58 év. A
fiatalabb életkort betegek hosszabb tulélésre szamithatnak, s6t egy tanulmany szerint a 16 év
alatti glioblasztomas betegek még jobb progndzissal rendelkeznek [32]. A kozel kiegyenlitett
férfi és né arany viszont némileg ellentmond az irodalmi adatoknak, amely alapjan a GBM
40%-kal gyakoribb férfiakban [1]. A GBM barmely életkorban manifesztalodhat, viszont
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leginkdbb a 45 és a 70-75 éves korosztaly kozott gyakori [3, 33]. Eredményiink 6sszhangban
all ezekkel az adatokkal, de még a 75, és a 80 éves korosztaly kozott is viszonylag nagy szdmban

fordult el6 a tumor.

A GBM Kklinikai és genetikai karakterétol fiiggden két — szovettanilag egymastol
elkiilonithetetlen — altipusarol az IDH vad tipust és IDH muténs glioblasztomarol beszélhetiink.
A tumorok jelentds részét (86%) az IDH vad tipust, 14%-at pedig az IDH mutans
glioblasztomak alkottak. A betegek atlagéletkora némileg fiatalabb volt 6sszehasonlitva mas
tanulmanyokban leirt adatokkal [98], de a diagnosztizalt IDH mutans GBM betegek atlag
harom évvel fiatalabbak voltak (59 év) az IDH vad tipusu GBM betegekkel (62,7 év) szemben.
Az Osszesen 77 GBM eset tobb mint felében a homlok lebenyben volt érintett, amit a
halantéklebeny, a fali lebeny és a nyakszirti lebeny kovetett, egy esetben pedig a kisagyban
irtak le a tumort. Simpson és munkatarsai (1993) 645 GBM eset tanulmanyozasa soran is
hasonl6 eloszlasokat tapasztaltak [99]. A kisagyi glioblasztoma kevésbé gyakori feln6tteknél,
az 0sszes GBM eset minddssze 0,24 — 1%-at alkotja, ritka el6fordulasa miatt a patogenezise és
progndzisa kevésbé tisztazott. Egy 2012-ben publikalt, 27 éves kisagyi glioblasztomaval
diagnosztizalt ndi beteg esetismertetése alapjan, az ilyen lokalizacioja GBM-nél jobb
prognozisra lehet szamitani, mivel a paciensnél harom évvel a miitét utdn sincs nyoma a tumor
kiujulasanak [33]. A primer és szekunder GBM, valamint ritka variansainak az agy kiilonb6z6

teriileteiben valdo megoszlasat az 8. dbra mutatja be.

A glioszarkoma bifazisos szoveti megjelenését valtakozo glialis és mesenchimalis
differenciacio jellemzi. Irodalmi adatok szerint az 6sszes GBM 2-8%-at alkotjak [100], igy a
megfigyelt 4,4%-0s eloszlas is ezen értékek kozé esik. A betegek életkorat tekintve egy
tanulmany 52,1 éves atlagéletkorrél szamol be, ami koézel azonos a tapasztalt 52,4
atlagéletkorral. A glioszarkoma ritkan fiatalabb életkorban is manifesztalodhat [100], az
intézetben diagnosztizalt legfiatalabb paciens 13 éves volt. A nemi aranyok kiegyenlitettek, de
egyes publikaciok 1,8:1 férfi dominanciardl szamolnak be [101]. A glioszarkdma mind a négy
agylebenyben eldfordulhat, de a homloklebenyben a leggyakoribb, amit a halantéklebeny
kovet. A rendelkezésre allo adatok szerint fele-fele aranyban a homlok- és a halantéklebenyben
fordult el6 a tumor. A glioblasztomahoz képest szovettani és genetikai kiilonbségeket mutatod
orias sejtes glioblasztoma a GBM esetek 5%-at kitevo varians [102, 103], ami kézel azonos
aranyt mutat a tapasztalt 4,4%-os megoszlassal. A nemi aranyok kozel azonosak. A tapasztalt
57,9 éves atlagéletkor viszonylag magasnak mondhato, az eltérés a rendelkezésre allo kevés

eset miatt lehetséges (8 eset). Az Intézetlinkben orids sejtes glioblasztomaval diagnosztizalt
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legfiatalabb paciens 30,2 éves volt. A tumorok anatdomiai lokalizaciojat tekintve eltérd adatokat
talaltunk az irodalomban. A leggyakoribb lokaliz4cié a homlok- és a halantéklebeny (7 és 1
eset), mig a tobbi lebenyben nem fordult elé tumor. Tobb publikacid is leirta mar a daganatokat
a fali és nyakszirti lebenyben is, viszonylag aranyosan oszlottak el a kiilonb6z6 agylebenyek

kozott [104].

6.2 A PARPI bioinformatikai és immunhisztokémiai vizsgalata gliomdakban

A fejlodo kezelési eljarasok ellenére a malignus gliomakban szenved6 betegek tovabbra
IS rossz prognozissal rendelkeznek, igy a tumortipus molekularis hatterének megismerése,
illetve célzott hatdbanyagokkal szemben kialakult rezisztencia kivédése a daganatkutatas egyik
legsiirgetdbb teriiletét képviseli. A PARP1 DNS hibajavito fehérje inhibicigja 0 és igéretes
terapias célpontot képvisel a glioblasztomaban. Annak ellenére, hogy a fehérje jelentésége mar
ismert, genomikai tulajdonsagai, prognosztikus értéke a kiilonb6z6 GBM molekularis
altipusokban, illetve a kapcsolata a heterogenitdssal egyeldre nem tisztazott. A PARP1 szerepét
kiilonboz6 idegrendszeri megbetegedésekben is leirtak [75, 76, 78], illetve overexpresszioja
tobb daganat tipusban is gyakori [79, 105], beleértve a glioblasztomat [106]. A megnovekedett
PARP1 expressziot leirtdk mar gyermekkori magas gradusi asztrocitomakban,
medulloblasztomaban és ependimémaban [83, 105]. GBM 6ssejtekben a PARP inhibitorok és
TMZ kombindcidja értékes stratégiat képviselhet az Ossejtek kemo-rezisztencidjanak
visszaforditasaban. Tentori és munkatdrsai (2014) azt talaltak, hogy a PARP inhibitor és TMZ
egyidejli alkalmazdsa egymadst erdsitd, antitumor hatasi tizb6l nyolc glioblasztoma
6ssejtvonalban [107]. Mi tobb, a TMZ dézis 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
gradust asztrocitomakban, feltehetéen azért, mert a magasabb PARP1 expresszid eldsegiti a
kérosodott DNS javitasat, ezaltal megakadalyozza a genetikai instabilitds kialakulasat a

tumorsejtekben [74, 108].

A GBM komplex, heterogén természete miatt lényeges a PARP1 asszociiciokat
vizsgalni kulcs molekularis markerekkel [19, 30, 109, 110]. Az ATRX, IDH1 és TP53 mutaciok

fontossaga az asztrocitds glioma korai fejlédésében és progresszidjaban jol ismert [110].
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Ezeknek a markereknek szintén terapias €s prognosztikai jelentdségiik van, emellett mutacios
statuszuk alapjan elkiilonithetdk az asztrocitomak az oligodenrogliomaktol, illetve a szekunder
glioblasztoma a primert6l [30]. Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy PARP1 expresszio
megfigyelheté IDH szerinti vad tipusu 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 altal termelt 2-hidroxiglutarat el6idézi a betegbdl szarmazo primer glioma

sejtek és genetikailag 6sszeilld tumor xenograftok PARP inhibitor érzékenységét [111].

Az IDH1/2 mutaciokkal ellentétben a magasabb PARP1 expresszids szint szoros
Osszefiiggésben all az ATRX és TP53 mutacidokkal. ATRX alteracidk el6fordulhatnak az
alacsony gradusut asztrocitomakban és az IDH1 mutalt (szekunder) glioblasztomak tobbségében
is [19]. A TP53 mutaciok fontos szerepet jatszanak a gliomakban, kiilondsen az alacsony
gradust asztrocitomak és IDH1 mutalt GBM tumorgenezisében. Figyelembe véve a PARP1
enzim gatlasanak dozis fliggését [112], eredményeink azt jelzik, hogy a PARP inhibitorok
hatékonyabbak lehetnek ATRX és TP53 mutalt tumorokban, ahol a PARP1 szint rendszerint

megndvekedett.

Béar a nagy ateresztOképességli technologidk diagnosztikai célu alkalmazasa egyre
nagyobb teret nyer, az immunhisztokémia még mindig a legelterjedtebb modszer a tumorok
szovettani diagnozisanak megallapitasara. Ennek tudataban igény mutatkozik az
immunhisztokémidn alapuld glioblasztoma klasszifikdci6 finomitasara €s a molekularis
adatokkal valo egyesitésre [52, 113]. Galia és munkatdrsai (2012) leirtak, hogy a PARP1 IHC
expresszio megfigyelhetd volt az altaluk vizsgalt 27 GBM minta tobbségében, dsszehasonlitva
nem tumoros agyteriiletekkel [106], viszont a PARP1 kapcsolatat a molekularis markerekkel
ezidaig nem vizsgaltak. A munkank soran a PARPI1 expresszid kapcsolatat harom — (p53,
ATRX ¢és IDHI1RY2H) 3 jelenlegi neuropatologiai diagndzis részét képezé — molekularis
markerrel is megvizsgaltuk [4]. Az IDH1 mutaciok megallapitasara a gliomaban leggyakoribb
(>85%) IDH1RY¥2H mutacio-specifikus antitestet hasznalnak [114, 115]. Az ATRX gén a normal
agyban kifejezddik, de a bekovetkezd mutaciok egy csonka, immunhisztokémiaval nem
Osszetettebb [116], aminek targyalasaval a dolgozat is részletesen foglalkozik. Eredményeink
alapjan a PARP1 és az ATRX IHC expresszidja kozott forditott, a pS3 overexpresszioval pedig
pozitiv korrelacidt mutat. Ezen megfigyelések azt sugalljak, hogy a PARP1 IHC 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.
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Eredményeink alapjan a PARP1 expresszid jelenléte vagy hidnya elkiilonitheti a
Proneurdalis és a Klasszikus glioblasztomakat a masik két altipustol. Emellett, a magas PARP1
szint kapcsolatban all a rovidebb tuléléssel a Klasszikus csoportban. Korabban mar leirtak, a
Klasszikus glioblasztoma EGFR amplifikacio mellett vad tipusa TP53 génnel jellemezhetd, mig
a Proneuralis altipust IDH1 és TP53 mutaciok, illetve PDGFRA amplifikacio is jellemzi [50].
Ezekbdl az oOsszefiiggésekbdl kiindulva azt gondoljuk, hogy a PARP1 és p53 potencialis
markerek lehetnek a Proneuralis és a Klasszikus altipusok egymastol vald elkiilonitésére,

valamint prognosztikai értéket is képviselnek a GBM-ben.

A p53 immunpozitivitdsa Osszefligg a TP53 mutécios statuszaval, kivéve egyes
nonszensz mutaciokat (B csoport), melyek gyakorisaga a glialis daganatokban elenyészé [116].
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 mutaciot hordozo mintakban. Fontos megjegyezni, a TP53 nonszensz mutaciok IHC altali
detektalasa nem pontos a részleges fehérjék miatt [116]. A TP53 mutalt esetekben a PARP1
megndvekedett szintje mellett nem volt statisztikai kiilonbség a misszensz és nonszensz

mutacios mintak kozott.

A PARPI és a p53 kapcsolatat mar korabban megallapitottak. Mindkét fehérje fontos
szerepet jatszik a genomi integritas fenntartasaban [117, 118]. T6bb tanulmany is azt mutatja,
hogy a genom instabilitas altalaban 6sszefiigg a rossz prognozissal [119, 120]. Korabban mar
leirtdk, hogy a magas PARPI expresszi6 gyakran all kapcsolatban a rovidebb tuléléssel a
daganatokban [82]. Ennek ellenére megfigyelheté egy tendencia a rovidebb tulélési idot
tekintve a magas PARP1 szinttel rendelkezé betegekben, az alacsony PARPI1-es esetekhez

viszonyitva, szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk.

Erdekes modon, a magas PARP1 szinttel rendelkezé betegek tulélése szignifikdnsan
rovidebb, ha vad tipust a TP53 génnel rendelkeznek. Ezt a megfigyelést magyarazhatja, hogy
a TP53 mutaciok mellett, hibas p53 ttvonal is elésegitheti a tumor progresszidjat [121]. A p53
jelatviteli t tobb celluléaris folyamatot medial, koztiik a ndvekedés leallitasat, angiogenezist,

apoptozist és a DNS javitasat [120].

Egyes vélemények szerint, a GBM progresszioja ¢és kitjulasa a p53 utvonal
abnormalitasaihoz kothet6 a primer GBM-ek 87%-aban [46]. A p53 titvonal és a PARP1 kozti
interakcidk vizsgalatakor azt talaltuk, hogy a PARPI 0Osszefiiggést mutat a CDKN2A
deléciokkal és az MDM4 nyeréssel is, mely eltérések foként vad tipust TP53 génnel rendelkezo
esetekben fordulnak eld, de a tumorsejtek abnormalis p53 szignalizacidjat eredményezik [46].
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Ezen tilmenden, a PARP1 negativ korrelaciot mutatott a CDKN1A-val, amely a p53
kaszkad egyik downstream tagja, magaban foglalja a p53 altal medialt G1 leallitasat. Ez a
megfigyelés azt sugallja, hogy az alulszabalyozott CDKN1A képtelen gatolni a ciklin E-CDK2
komplexet magas PARP1 szint mellett GBM-ben. Kovetkezésképpen, fokozott sejtciklus
aktivitas és az apoptdzis elmaradasa lesz az eredmény [44, 122, 123]. Egy ujabb lehetséges
marker, az 53BP1 alacsony szintje megjosolhatia a PARP inhibitorokkal szembeni
rezisztenciat, mert génjének a TP53BP1-nek a delécidja csokkenti a PARP gatlok citotoxicitasat
[124].

6.3 TP53 mutdaciok IHC karakterizdilas agydaganatokban és mads
tumortipusokban

Szamos tanulmany ellenére a TP53 mutaciok és a p53 sejtmagi akkumulalodasa kozotti
kapcsolat maig nem tisztazott. Béar a rutin diagnosztikai feldolgozas soran az
immunhisztokémia egy gyakran haszndlt technika a TP53 mutdciés analiziséhez, a
megbizhatosdga vitathatd az dlpozitiv €és alnegativ esetek miatt. Tanulmanyunk célja az volt,
hogy felmérjiikk a TP53 szomatikus mutécidinak immunhisztokémiai expressziés mintazatat
kiilonbozd tumortipusokban és Osszefiiggést talaljunk a klinikopatologiai sajatossagaikkal.

Ezért atfogo elemzést végeztiink az R17 adatszettr6l az IARC TP53 adatbazisaban [58, 125].

A nyilvanosan elérhetd tumor profilozé és adat szekvenald adatbazisok sokkal
komplexebb kutatast tesznek lehetdvé, beleértve a molekularis epidemiologiat, a klinikai
felméréseket és a szerkezeti analizist. Az IARC TP53 Mutécios Adatbazisa (http://p53.iarc.fr/)
mintdzatar6l, tumor fenotipus annotaciokrol, paciensek jellemzésérdl, szerkezeti ¢és
funkcionalis behatdsokrol és a mutaciok immunfestddésérdl is tartalmaz adatokat. Az adatbazis
magaba foglalja az 0Osszes leirt TP53 mutaciot, melyek szekvenaldssal megerdsitettek,
szakmailag lektoralt folyoiratokban voltak publikdlva vagy mutacios adattarakban
szerkesztették [58, 125].

Normal koriilmények kozott a p53 szintézise €és degradacidja szigortian szabalyozott,
expresszids szintje nagyon alacsony [126]. Az aberrans p53 hosszabb féléletideje egy
tiltermelédé fehérjét eredményez, amely immunhisztokémiailag detektalhaté [127].
Tanulmanyunk megerdsiti, hogy a TP53 mutaciok tobb mint 75%-a egységesen mutat IHC altal

detektalhatdé p53 felhalmozodast. Ez a teljes pozitivitds megfigyelhetd volt minden tumor
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helyen. Ellentétben all mas tumor-szuppresszor génekkel, ahol tobbnyire deléciok és nonszensz

mutaciok kovetkeztében a fehérje expresszidja csokkent vagy hianyzik [60].

A legtobb TP53 mutacidé tilnyomdan a DNS k6té doménben (94-292 oldallanc) alakul
ki [58], eredményeink alapjan az IHC pozitiv modosulatok tobb mint 94%-a is ebben a
doménben taldlhatdo. Az ebben a doménben képzodott TP53 mutaciok a legagresszivebb
klinikai fenotipushoz vezethetnek, ami feltehetdleg csokkenti a fehérje bioldgiai aktivitasat
[128, 129]. Ahogyan azt a 13. tabldzat mutatja a mutaciok ezekben a kritikus motivumokban

tobbnyire IHC pozitivak, tehat jol detektalhatok a diagnodzis soran.

Magat a gén szerkezetét tekintve a mutaciok tobbsége 5-8 exonokban kdvetkezik be, a
vizsgalt mutaciok tobb mint 95%-a is ezekben az exonokban jott 1étre [66], melyek IHC
pozitivitast mutatnak. A TP53 intronjaiban kialakuldé pontmuticiok megsziintethetik a p53
funkcioit [130]. Megfigyeléseink megerdsitik a korabbi kozleményeket, mivel az IHC-val
detektalhaté mutaciok 87%-a egy bazispart érintd szubsztitiiciok voltak a kodolo régidkban.
Ezek a misszensz mutaciok altalaban teljes hossztsagu fehérjét eredményeznek és tobb mint
80%-uk volt IHC pozitiv az IARC adatbazis szerint. A human daganatokban ritkan eléforduld
duplikacio és komplex TP53 mutaciok [58] szintén IHC pozitivnak bizonyultak. A TP53
génben a splice mutacidk szintén ritka eseményeknek szamitanak. Ennek megfelelden, csak a
mutaciok 3%-a alakul ki a konzervalt dinukleotidokban, koztiik a splice helyeken, melyek
eloszlasa és IHC karakterisztikaja valtozatos volt. Az atir6d6 fehérje elég stabil és nem
degradalodott [131]. A splice modosulatok az alternativ és a rejtett splice akceptor helyeken
IHC pozitivitast mutatnak; ezzel szemben, a konszenzus splice helyeken negativok voltak. Nem
volt jelentds kiilonbség a CpG szekvenciakon beliili vagy azokon kiviil esé mutaciok THC

expresszidjaban, mindkettd tobbnyire pozitiv volt (83,3%, illetve 73,3%).

A szomatikus TP53 mutaciokat harom csoportba rendeztiik frekvencidjuk és THC
pozitivitasuk alapjan. A ’hot-spot’ mutaciok (A csoport) és a gyakori nonszensz mutaciok (B
csoport) kiilonallé csoportot alkotnak, mig a ritka, er6sen pozitiv misszensz mutaciok kertiltek
a C csoportba. A tanulmanyunk soran abbdl indultunk ki, hogy a p53 IHC jelolédése a
nonszensze TP53 mutaciok esetében (B csoport) a géntermék hidnya miatt nem lehetséges. A
nonszensz mutacidk az életkorral is Gsszefliggést mutathatnak, az NF2 és a HNF1A génekben
leirt csonka génterméket eredményezé mutaciok példaul a fiatalabb korban megjelend
betegségekben gyakoriak [43, 47, 132, 133]. Az IHC negativ TP53 mutacioval rendelkez6 ndk
(a képzoédott csonka pS53 kovetkezményeként) fiatalabbak voltak. A TP53 mutéaciok

osztalyozasa szerinti B csoportban korban korabban diagnosztizaltak a mell és hugyholyag
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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
novekedett a melldaganatokban, csak tigy, mint az R306* és a Q192* mutaciok a hugyholyag
daganat esetében. A TP53 R213* mutacidja sokkal gyakoribb a mellrdk bazalis altipusban
[128]. Vastagbélrakban az R196*, R213* és az R306* mutaciok voltak elterjedtek. Az R306*
mutacid az allélek 15,27% és 39,5%-aban jelen volt primer tumorok, illetve metasztazisok

esetében. A W146* mutécio kevésbé gyakori a bor és szaj rakokban, a vizsgalatunk szerint.

Bar a nonszensz mutaciok (B csoport) ritkdk, dsszességében rosszabbak a talélési
esélyek, kiilondsen, ha a p53 fehérje megrovidiilt [129, 134, 135]. Nadkarni és munkatarsai
(2013) leirtak, hogy a TP53 hiany elérelathatolag kiujuldo tumorokkal jar egyiitt. Munkajuk
felveti, hogy a karos modosulatok fokozott és korabbi kitjulasok kockazatat jelentik [136].
Azontul, nonszensz mutacids tumorok (B csoport) nagyobb valoszintiséggel képeznek attéteket,
Osszehasonlitva azokkal a daganatokkal, melyek misszensz mutéaciot hordoznak (4 és C
csoport), vagy vad tipusu p53-at [137]. A nonszensz TP53 gént hordot6 betegekben fokozott
kockazattal alakulhatnak ki vaszkularis daganatok [136]. A TP53 mutaciok hatasai és
jelent6ségiik Muller és Vousden (2013) 6sszefoglald tanulmanyaban megtalalhatok. A vartnak
megfeleléen a modosulatok tobb, mint fele (56,5%) nem kodold régiokban talalhatd és
tobbnyire IHC negativak. Bemutattuk, hogy az IHC negativ TP53 mutéaciok leggyakrabban
deléciok és inszerciok eredményeként alakulnak ki (13. tdbldzat). Bizonyos szerek kivaltjak a
mutacidé okozta korai stop kodon ’tulolvasasat’, ami igéretes terapids stratégiat jelenthet
tumorszuppresszor gének nonszensz mutaciokkal asszocidlt tumorokban. Aminoglikozid
antibiotikumok, mint a gentamicin és a G418* eldsegithetik a korai termindciés kodon
‘tulolvasasat’, amely egy részben helyreallitott, teljes hossziisdgu fehérjét eredményezhet
[138]. Floquet és munkatarsai (2010) leirtak, hogy a Q192*, az R213* és az E298* TP53
mutaciok magas indukalt tilolvaséasi’ szintet mutatnak. Az aminoglikozid kezelés erésen és
specifikusan stabilizalta a mutans p5S3 mRNS-¢t, amely egyébként degradalodott volna. Bar a
korai stop kodon ’talolvasasanak’ indukcioja hatékony, toxicitdsuk miatt ezen szerek klinikai

felhasznalasa egyeldre korlatozott [139, 140].

Egyelére nincs egyértelmti vélemény arrdl, hogy mely antitest a legmegfelelobb a
mutans p53 kimutatasara [134]. A rutin diagnosztikaban leggyakrabban alkalmazott p53
antitestek (CM1, Pab1801, DO1 és DO7) példaul nem tesznek kiilonbséget a mutans és a vad
tipusu fehérjék kozott [59, 141]. A CM1 antitest a teljes hosszusagh fehérjét ismeri fel, addig a
DO7,aDO1 és a Pab1801 csak a human p53 N-terminusanak epitopjait képesek felismerni (1-
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45, 11-25 és 32-79 aminosav oldallancok) [36, 142, 143]. Fontos megemliteni, hogy a DO7
antitest csak a 9-10 exonokban 1évé megrovidiilt mutaciokat tudja biztosan detektalni [134]. A
p53 IHC tovabbi limitacidja, hogy abnormalis p53 expressziot nem csak a TP53 mutacio,
hanem a zavart szenvedett p53 utvonal is eredményezhet [53]. Az MDM2 vagy az MDM4
amplifikacioja, vagy a p14°RF prométeriik metilacioja is okozhat a csokkent p53 kifejezddést,

ami korlatozza az IHC kimutatas érzékenységét, és alnegativ eredményt okozhat [144, 145].

A p53 IHC megbizhatdsaganak novelése szamtalan kutatas témajat adja. Antitestekkel
kombinalva, kiilonb6z6 p53 epitopokat vagy p53-hoz kapcsolodo fehérjéket lehet megcélozni,
valamint a kvantitativ kiértékelési metodus tliinik még értékelhetd megkozelitésnek a TP53
mutaciok predikcidjahoz. Nenutil és munkatdarsai (2005) nyolc antitestbél allo panelt
alkalmaztak, melyek a p53 stabilizalasaval és transzkripcios aktivacidjaval alltak kapcsolatban:
anti-p53 (DO1; Bp53-10 és Pab1801; Serl5; Ser392), anti-Ki67 (MIB1), anti-MDM2 (2A9)
and anti-p21 (118) [146]. Megallapitottak, hogy 1) overexpresszalt p5S3 MDM2 expresszio
nélkiil a p53 fehérjét stabilizalo inaktivalé mutaciot jelez; I1) p53 overexpresszalt és emelkedett
MDM2 expresszidot mutaté tumorokban altalaban nincs p53 mutécio; 1) a foszforilalt p53
expresszio Osszefligg a teljes p53 szinttel; 1V) és nem alkalmas a TP53 mutacios allapot
meghatarozasara [146]. Ennek ellenére sincsenck olyan 1) tanulmanyok, melyek
megerdsithetnék ezeket a megallapitasokat. Wertz és munkatdrsai (1996) leirtak, hogy a DO1
¢s 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 THC-ja némileg érzékenyebb a TP53 statusz
predikciojahoz és megkdnnyitheti a misszensz és nonszensz mutaciok elkiilonitését. A p21 a
pS53 egy transzkripcids célpontja, ezért az expresszigjat a pS53 IHC alpozitivitasanak
csokkentéséhez hasznaljak. A PLK1 IHC pozitivitadsa a p53 IHC negativitasaval egylitt utalhat
nonszensz TP53 mutéciora és csokkentheti az alnegativ IHC lehetdségét, mert a mutans p53
nem képes gatolni a PLK 1 expresszidjat [147]. Kobel és munkatarsai (2016) DO7, DO1 és E26
p53 antitesteket hasznaltak és a TP53-on jelolt amplikon Ujgeneracids szekvenalast végeztek
magas gradusu sulyos petefészek karcinomakon és méhnyakrak karcinomakon [148]. Az TP53
mutacids statusz meghatarozasdhoz 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 kiviill p53 immunhisztokémiai expresszidjanak intenzitdsa és a tumorsejtek

jelolodésének a vizsgalata is novelheti a p5S3 IHC pontossagat. Egy ijabb tanulmanyban Cole
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és munkatarsai (2016) kombinaltak a szekvenalast az IHC-val, hogy karakterizaljak a TP53
mutaciokat és a pS3 expresszidt magas gradusu sulyos petefészek rakban. Eredményeik alapjan,
a misszensz TP53 mutacioknak magas p53 expresszios szintjik volt, mig az alacsony
kifejez6dés nonszensz mutaciokkal asszocialt. Erdekesség, hogy a vad tipusa TP53 tumorok

kozepes p53 IHC expressziot mutatnak [149].

Az elvégzett analizisiink egyik limital6é tényezdéje, hogy a p53 IHC altalanos és a
tumorspecifikus szenzitivitasat nem tudtuk megvizsgalni, mivel az IARC TP53 adatbazis nem
tartalmazza a tumorsejtek vad tipusu p53 expresszios eredményeit. Kovetkezésképpen,
alpozitiv esetek analizise és kizarasa nem lehetséges. Az IHC antitestek nincsenek felsorolva

vizsgalhato.

Ennek érdekében, vizsgélatainkat kiegészitettiik a TCGA adatbazisban elérhetd
asztrocita eredetli agydaganatok TP53 statusza és a TP53 mRNS expresszio kozotti vizsgalattal
(25/A. dabra). Eredményeink igazoljak mRNS szinten a korabban petefészek rakban tapasztalt
Osszefiiggéseket, ami alapjan arra tudunk kdvetkeztetni, hogy hasonld eljaras — a p53 IHC

intenzités alapu értékelése — eredményes lehet a glidlis daganatokban is.

Osszegzésképpen, a TP53 mutaciok tobbsége misszensz és IHC pozitiv volt, mig a
legtobb nonszensz ¢és kereteltolodasos mutacid ¢€s delécio IHC negativ. Szignifikans
Osszefiiggést figyeltiink meg a diagnozis felallitasaban az életkor fliggvényében és a TP53
mutaciok immunhisztokémiai mintdzatdban mell, fej és nyak, hugyholyag, maj ¢és
hematopoietikus daganatok esetén. Bizonyos tumortipusokban megndvekedett az alnegativ
IHC valészintisége, ami kapcsolatban all a ritka nonszensz mutaciokkal. A gyakorisagon, és
immunpozitivitason alapul6 osztalyozasunk hasznos a terapiaban és prognosztikus implikécioja

is van.
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7. Osszefoglalas

A kezelések fejlesztését célzo torekvések ellenére a gliomak még mindig nagyfokt
rezisztenciat mutat a jelenleg alkalmazott terapidkkal szemben. A betegek kilatasanak javitasa
érdekében 1) diagnosztikus megkozelités ¢és effektiv terdpia kidolgozdsa sziikségesek.
Munkank kezdeti szakaszaban az intézetiinkben 2007 ¢és 2011 kozott szdvettanilag
diagnosztizalt glidlis daganatokat tekintettiik at. Vizsgaltuk soran 341 glidlis daganatot
jellemeztiink és csoportositottunk a gyakorisaguk, a betegek neme ¢és életkora, valamint a

daganatok anatomiai lokalizacidja szerint.

Annak ellenére, hogy a kordbbi tanulmanyok szerint a PARP1 enzim gatlasa igéretes
terapias célpont gliomakban, olyan atfogd vizsgalat, 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 talélésével, az asztrocitomak WHO gradusaival, specifikus
molekularis markerekkel és a GBM transzkripcios alcsoportjaival. A bioinformatikai analizis
soran TCGA glioma genomi ¢€s klinikai adatait hasznaltuk, illetve PARP1, ATRX, IDH1R132H
¢és pS3 markerek immunhisztokémiai jelolését is elvégeztiik. Eredményeink alapjan a PARP1
kopiaszam nyerés és emelkedett mRNS expresszio jellemezte a magas gradusu asztrocitomakat,
valamint a Proneurdlis 4s Klasszikus GBM alcsoportokat is. Tovabba, magas PARP1
expressziot mutatd betegeknél rovidebb teljes tulélést (p<0,006) figyeltiink meg a Klasszikus
alcsoportban. Tovabba az ATRX (p=0,006), és a TP53 (p=0,015) mutaciok az emelkedett
PARP1 expresszioval mutattak Osszefiiggést. Az IHC vizsgalat soran pedig a PARPI
expresszigja ATRX hidnyaval (elmaradt expresszioval), valamint p53 overexpresszioval
korrelalt. Ezen tulmenden tumorok magasabb PARP1 szintje a vad-tipusa TP53 statusszal
szintén prognosztikus értékkel bir, mégpedig rovidebb teljes tulélést jelez a betegek szamara
(p=0,039). Kovetkeztetésképpen, a PARPL expresszid és a TP53 mutacios statusz megbizhato
marker a Klasszikus és a Proneurdlis GBM alcsoportok elkiilonitésére, emellett prognosztikus

és terapias relevanciaval is rendelkezik glioblasztomaban.

A TP53 mutaciok detektalasa az ATRX mutaciok mellett kulcsfontossagu a
neuropatoldgiai diagnozis soran, emellett prognosztikus és terapias relevanciaval bir. A p53
fehérje IHC kimutatasat gyakran hasznaljadk a mutacids statusz meghatdrozasara, mivel a TP53
gén eltérései a p53 fehérje akkummuléciojat idézik eld a tumorsejtekben. Annak ellenére, hogy

ez a korrelacio vitatott, a p53 overexpresszido immunhisztokémiai detektalasa régdta helyettesiti
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a mutacio analizt a rutin szovettani diagnosztikdban. Munkank tovabbi célja a p53 akkumulacio
¢s a TP53 mutaciok kozotti kapesolat tisztazasa volt, mely soran meghataroztuk az egyes TP53
mutacidé gyakorisagat THC expresszios tulajdonsagait. Az analizis soran az IARC TP53
adatbazis (R17) szomatikus mutéacios adatait hasznaltuk. A TP53 mutacidkat a frekvenciajuk
¢s IHC pozitivitasuk alapjan harom (A, B és C) csoportra osztottuk. Az egyes tumortipusokban
szignifikans eltéréseket figyeltiink meg a betegek életkoraban a kiillonb6zd csoportok kozott:
mell-, holyag- és majrakban, valamint a hematopoietikus rendszerben és a fej-nyaki
daganatokban. Az alnegativ IHC-t eredményez6 mutaciok egyes tumortipusokban szintén

gyakrabban fordultak elo.

8. Summary

Despite extensive efforts to improve treatment, GBM is still resistant to current
postoperative therapies making GBM a compelling field of cancer research. Improving the
outcome requires novel diagnostic approaches and effective treatment strategies. In the early
stage of the research, we analysed the histologically diagnosed glioma cases between 2007 and
2011 at our university. We investigated the characteristics of 341 gliomas including tumour

grades, gender, age, and the anatomical localization.

Although PARP1 inhibition is a promising therapeutic target in this tumour, no
comprehensive study has addressed PARP1’s expression characteristics and prognostic role
regarding molecular heterogeneity in astrocytomas including GBM. Our aim was to evaluate
PARP1’s associations with survival, WHO grade, lineage specific markers, and GBM
transcriptomic subtypes. We collected genomic and clinical data from the latest glioma datasets
of TCGA and performed PARP1, ATRX, IDH1R¥H and p53 IHC on GBM tissue samples.
We demonstrated that PARP1 gain and increased mRNA expression are characteristics of high-
grade astrocytomas, particularly of Proneural and Classical GBM subtypes. Additionally,
higher PARP1 levels exhibited an inverse correlation with patient survival (p<0,006) in the
Classical subgroup. ATRX (p=0,006), and TP53 (p=0,015) mutations were associated with
increased PARP1 expression and PARP1 protein level correlated with ATRX loss and p53
overexpression. Furthermore, higher PARP1 expression together with wildtype TP53 indicated
shorter survival (p=0,039). Therefore, due to subtype specificity, PARP1 expression level and
TP53 mutation status are reliable marker candidates to distinguish Classical and Proneural

subtypes, with prognostic and therapeutic implications in GBM.
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Identification of p53 mutations is important in the neuropathological diagnosis, together
with ATRX it helps the discrimination of astrocytomas from oligodendrogliomas and has
prognostic and therapeutic relevance. The IHC detection of p53 protein is often used for the
prediction of its mutation status, because TP53 alterations can result in p53 accumulation in the
nuclei of tumour cells. Despite controversy on the correlation between p53 accumulation and
TP53 mutational status, immunohistochemical detection of overexpressed protein has long been
used as a surrogate method for mutation analysis in the routine histopathological diagnostic
practice. The aim of our work was to characterise the IHC expression features of TP53 somatic
mutations and define their occurrence in human cancers. A large-scale database analysis was
conducted in the IARC TP53 Database (R17). TP53 mutations were divided into three IHC (A,
B & C) groups by the mutation frequency and IHC positivity. Among the IHC groups,
significant correlations were observed with age at diagnosis in breast, bladder, liver,
haematopoietic system and head & neck cancers. An increased likelihood of false negative IHC
associated with rare nonsense mutations was observed in certain tumour sites. Our study
demonstrates that p53 immunopositivity largely correlates with TP53 mutational status but that

expression is absent in certain mutation types.
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9. Uj tudomanyos eredmények

A fokozott PARP1 kifejezodés szerepet jatszhat a tumorok malignus
transzformaciojaban, emelkedett mRNS expresszioja a magas gradust
asztrocitomakban figyelhetd meg. Tovabba a PARP1 kopiaszam-valtozasok

gyakorisaga novekszik a magasabb WHO gradussal.

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

tiikr6z6 THC pozitiv p53, valamint az ATRX negativ esetekkel.

A klinikailag relevans glioblasztoma molekularis alosztalyok koziil a Klasszikus és a
Proneurdlis csoportok emelkedett PARP1 mRNS expressziot mutatnak. Tovabba a
magasabb PARP1 expresszioval rendelkez6 betegek szignifikansan rovidebb teljes

talélésre szamithatnak a Klasszikus alcsoportban.

A PARP1 expresszid6 meghatarozdsa diagnosztikus értékii glioblasztomaban. A
korabban meghatarozott alosztalyok genetikai profilja alapjan, feltételezziik, hogy a
PARP1 és TP53 mutacios statusz szerint a Klasszikus és a Proneuralis alcsoportok

elkiilonithetok a masik két molekularis alcsoport koziil.

A vizsgalt szomatikus TP53 mutéciok tobbsége (>80%) pozitiv immunjeldlddést mutat
a glidlis daganatokban. A TP53 mutaciok gyakorisdguk és immunhisztokémiai
tulajdonsagaikat tekintve hdrom csoportra oszthatok, melyek néhany tumortipus

esetében Osszefliggést 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 tiidérak, holyag és végbél daganatok) viszont az ilyen eltérések az

atlagtol nagyobb eséllyel fordulhatnak eld.
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