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1. Roviditések jegyzéke

ATP
ARTD1
AD
AlF
ATR
ATM
BER
CEA
CIN
CHK
cAMP
CD
CT
CDK
CK
DFC
DBD
DSB
EMA
ERK
FFPE
GFAP
GSK3
HG
HIER
H&E
hpf
HR
oD
IHC

Adenosine tri-phosphate

ADP-ribosyltransferase D-type 1

Aktivaléo domain

Apoptosis indukal6 factor

Ataxia teleangiectasia gén

Ataxia teleangiectasia mutated gén

Base excision repair, baziskivago javitas
Carcinoembrionalis antigén

Cervicalis intraepithelialis neoplasia

Checkpoint kinase

Cyclicus-adenosine monophosphate

Cluster of differentiation

Computer tomograph

Cyclin dependens kinase

Cytokeratin

Dense fibrillary component, tomoétt fibrillaris komponens
DNA-binding core domain, DNS k6t magi domain
Double strand DNA break, duplaszalia DNS torés
Epithelialis membran antigén
Extracellularis-signal-regulalt kinase

Formalin-fixed paraffin-embedded, formalin-fixalt és paraffinba agyazott
Glial fibrillary acidic protein, glialis fibrillaris savas fehérje
Glucogen synthase kinase-3

High grade, magas gradus

Heat induced antigene retrieval, ho indukalta antigén visszanyerés
Hematoxilin-eosin

High power field, nagy nagyitasu latotér

Homolog recombinatio

Homo-oligomerisatios domain

Immunohistochemitsry, immunhisztokémia



LG Low grade, alacsony gradus

Li Labelling index, jel616dési index

MRI Magnetic resonance imaging, magneses rezonancia képalkotas
MAPK Mitogen-aktivalt protein kinase

Mibl Molecular immunology Borstel 1

NF2 Neurofibromatosis 2

nNOS Neuronalis nitrogén-monoxid synthetase

NAD+ Nicotinamide adenin dinucleotid

non-R/R Nincs relapus/recurrencia

NF«B Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NR3C3 Nuclearis receptor subfamily 3, group C, member 3

0S overall survival, atlagos tulélés

PAS Periodic acid and Schiff reagent, perjodsavas Schiff reagens
PAR Poly(ADP-ribose)

PARP Poly(ADP-ribose) polymerase

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis

PARG Poly(ADP-ribose) glucohydrolase

PFS Progression free survival, progresszid mentes tulélés

PR Progesteron receptor

R/R Relapsus/recurrencia

RB1 Retinoblastoma 1 gén

Sil-3 1+, 2+ és 3+ nuclearis pozitivitasu sejtek aranya

Si2-3 2+ és 3+ nuclearis pozitivitasu sejtek aranya

SNP Single nucleotide polymorphismus

SSB Single strand DNA break, egyszalu DNS torés

SDS Sodium dodecyl sulfate

Si Staining intensity, fest6dési erésség

TMA Tissue microarray, szoveti multiblokk

WHO World Health Organization, Egészségiigyi Vilagszervezet

XRCC1 X-ray complementing gene 1



2. Bevezetés

A kozponti idegrendszeri daganatok a rutin pathologiai munkaban specialis ismereteket
igényelnek, emiatt szdmos neuro-onkologiai centrumban tapasztalt neuropathologus vizsgalja
e mintékat. Az altaluk analizalt kzponti idegrendszeri tumorokon beliil az agyhartya kiinduldsu
meningeomak jelents hanyadot tesznek ki. Az esetek dontd tobbségében e tumorok leletezése
nem litkdzik nehézségekbe, de sajndlatosan vannak olyan esetek, melyek megnehezitik a
neuropathologus napjait. Nyugati, fejlett, gazdag orszagokban a kiegészitd molekularis
vizsgalatok, epigenetikai elemzések hasznos segitséget nydjthatnak a napi rutin gyakorlatban
is, és elérhetéek a mindennapi munka sordn. Azonban a kelet koz¢&p eurdpai orszdgokban,
koztiikk Magyarorszagon is, az ilyen jellegli vizsgalatok rutin felhaszndldsa még csak alom, sem

anyagi, sem technikai feltételek nem adottak jelenleg.

Célkittizéstink kozott szerepelt a Debreceni Egyetem Pathologiai Intézet Neuropathologiai
Tanszékén olyan, a mindennapi rutin részét képezhetd vizsgalatok kidolgozasa, melyek
segithetik a neuropathologus munkajat, timpontot adhatnak a kérdéses esetekben, jelenleg is
elérhetéek a pathologiai intézetekben, illetve koltségigényiikk sem kiemelked6en magas.
Emellett a visszatéré tumorok vizsgalata soran olyan fehérjéket kerestiink, melyek segitséget
nyUjthatnak a veszélyeztetett populacio kisziirésében, ezaltal a klinikusok mindennapi

munkajaban.

Munkamban olyan hagyomanyos immunhisztokémiai modszerekkel kimutathato fehérjéket
vizsgaltunk, amelyek segitséget nyljthatnak a meningeomak gradusdnak meghatarozasaban,
illetve tampontul szolgilhatnak a prognozis megitélésében a relapsus/recurrencia
vonatkozasdban. Ugyancsak fontos az egyes esetek kijuldsa soran, hogy ezen masodik
daganatok milyen valtozason mentek keresztiil, hogyan ,,fejlédtek” tovabb, emiatt vizsgaltuk,
hogy ugyanabbdl a betegbdl szdrmazdé mintdban hogyan valtoznak az egyes fehérjék.
Alapvetden olyan fehérjéket valasztottunk melyek egyrészt a DNS hibajavitas révén jelentésen
befolyasolhatjdk a daganatok kialakulasat, mint példaul a poly(ADP-ribose) polymerase.
Maisodsorban a genom integritasinak a megdrzésében jelentdsek és szamos tumorban
kimutattak kozremiikodésiiket (p53); illetve a sejtosztodas aktiv fazisaban mutathatoak ki (Ki-
67, Mibl antitest). Valamint jomagunk is vizsgaltuk a sokak altal elemzett progesteron
receptort, ami kozismerten forditottan Osszefiigg a gradussal, de a kitjulashoz vald viszonyarol

kevesebbet tudunk.



3.1rodalmi attekintés

3.1. Meningeomdak

Definici6 szerint a meningeomak, melyet Harvey Cushing (1869-1939) amerikali
idegsebész nevezett igy el6szor 1922-ben, meningothelialis (arachnoidealis) sejtekbdl kialakulo
daganatok, melyek tipikusan a dura mater belsd felszinéhez tapadnak.

Altaldban jéindulatt lefolyastak, noha ritkén rossz prognézis is eléfordulhat [1].

A meningeomak az egyik leggyakoribb intracranialis daganatok, altalaban sporadicusak, de
lehetnek familiarisak is. Incidenciajuk korral nd, 60-70 éves korban a leggyakoribb; és enyhe
ndi predominanciat mutatnak (1,7:1) [2-4]. A spinalis meningeomak azonban kifejezetten néi
predominanciajiak, 90%-ban noéket érint [5]. A meningeomak teszik ki az intracranialis
daganatok csaknem 24-30%-at. Eves incidenciajuk koriilbeliil 13/100000 lakos [4]. Boncolasok
1,4%-ban talalhato incidentalisan meningeoma [6]. Az esetek mintegy 10%-aban multiplexek.
Azon meningeomak, melyek tumor szindromakhoz tarsulnak, példaul a Neurofibromatosis 2

(NF2) tipushoz, fiatalabb korban jelentkeznek és enyhe férfi talsulyt mutatnak.

A meningeomak tipikusan lassan novo tumorok, lokalizaciotol és mérettdl fliggben
klinikailag lehetnek teljesen tiinetmentesek (ezek altalaban kisebbek, mint 2 cm). Ilyen
esetekben kezelés nem feltétleniil sziikséges. Azonban focalis nyomasi tlineteket ¢és
kovetkezményes neurologiai deficitet (Spasticus izomgyengeséget, aphasiat), diplopiat,
fejfajast vagy epilepszias epizodokat is okozhatnak, mely esetekben hagyomanyos vagy radio-
sebészeti eljaras vehetd igénybe, esetleg kiegészitve sugartherapidval. A meningeomak MRI-n
(Magnetic Resonance Imaging, Magneses Rezonancia Képalkotas) tipikusan isodens,
kontrasztanyagot egyenletesen halmozo, dura materrel Osszekapaszkodott terimék. Az
esetleges meszesedést (psammoma testeket) CT-vel (Computer Tomograph) lehet jol vizsgalni,
illetve kontraszt anyag hasznalataval tovabb lehet pontositani a diagnozist. Karakterisztikus
jellemzdje az ugynevezett dura farok, a tumorhoz kapcsolédd dura lemezben lathatd reaktiv
fibrovascularis szovet (ami nem tumoros infiltracid). Peritumoralis agyi vizeny6 gyakrabban

lathat6 atypusos és anaplasticus esetekben [7].



Etiologiajuk nem teljesen tisztazott. Am a teljes koponya besugarzas, mint rizikofaktor, jol
ismert tény [8, 9], kifejezetten a skalpot érint6 besugarzas, illetve atombomba tuléldk korében.
A sugardozistol fiiggden lehet meningealis daganat kialakulasaval szamolni: alacsony dozis
esetében atlagosan 35 év, kdzepes dozis esetében atlagosan 26 év, mig nagy dozisok esetében
19-24 év elteltével [10]. A sugar-indukalt meningeomak gyakrabban jelentkeznek fiatalabb
korban és altalaban agresszivebb lefolyasuak [11-13]. A korabbi feltételezések ellenére a
gyakori fogaszati rontgen [14] és a mobiltelefon hasznalat nem befolyasolja kialakulasat [15].
A Tinea Capitis Cohort Study kimutatasa alapjan genetikai predispositio figyelhetd6 meg a
sugarhatasra kialakult meningeomas betegek esetében [16]. A nemi hormonok hatasa még
kevésbé tisztazott. Azonban a ndi perdominancia, a tilsulyossag, az endogen/exogen hormon,
a dohanyzas kockazat fokozo hatasa [17], valamint az oestrogen (atlagosan az esetek 40%-ban
pozitiv), a progesteron (atlagosan az esetek 88%-ban pozitiv) és az androgen (atlagosan az

esetek 39%-ban pozitiv) hormon pozitivitas ezt tamasztja ala [18].

X-chromosoma inactivatios Southern blot analizis vizsgalatok kimutattdk, hogy a
meningeomak monoclonalis novedékek [19], valamint visszatéré esetekben a primer és a
masodik daganat clonalisan megegyeznek [20]. Ugyancsak hasonld eredményt mutatott
multiplex meningeomas betegek X-chromosoma inactivatios és NF2 gén mutacios analizise IS
[21-23]. A meningeomak az egyik elsé olyan szolid daganatok voltak, ahol leirtak cytogenetikai
eltéréseket, ugymint a 22-es chromosoma monosomiat [24] vagy a hosszu karjanak deletiojat
[24-27]. Emellett atypusos és anaplasticus meningeomak esetében kiterjedtebb genetikai
eltéréséket taladltak: 1-es chromosoma rovid karjanak deletiojat, 6-os, 10-es, 14-es, 18-as

chromosoma hosszu karjanak vagy 19-es chromosomanak az elvesztését [24, 28-34].

A 22-es chromosoméan talalhat6 Neurofibromatosis 2 gén deletioja, insertioja vagy
nonsense mutacioja megtalalhatd a sporadikus meningeomak 60%-ban [35-38], mely nem
miikddd merlin fehérjét eredményez. Meglepd, hogy sugar indukélta meningeomékban az NF2
mutacié és a 22-es chromosoma vesztés ritka, valamint az Ip chromosoma eltérések
kifejezetten gyakoriak [39-42]. Szamos NF2 mutacioval nem rendelkez6 csaladban is leirtak
meningeoma halmozédast [38]. Am mas tumor szindréméak mint Gorlin (SUFU vagy PTCH1
germline mutécioja) [43, 44], Werner vagy Cowden szindroma kapcsolata nem teljesen
tisztazott [45, 46]. Joindulatd intracranialis daganatok, Ugymint a meningeomak, a
schwannomak, a neurofibromak, a neuromak; emellett a melanomak és valdsziniileg az emld
daganatok csaladi halmozodasa is megndvekedett meningeoma kialakulasi kockazattal jar [47].
A 22-es chromosoman elhelyezkedd egyéb gének koziil a LARGE, a MN1, a BAM22 és a INI1
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jOn szamitasba, mint szerepet jatszé tumor supressor gén [48-50]. Szintén gyakori a TRAF7, a
KLF4, a AKT1 és a SMO gének eltérési benignus meningeomakban [51]. A rossz prognozist
jelentd 9p21 régid deletioja gyakori jelenség az anaplasticus meningeomakban. Nemrégiben
megjelent kutatasok érdekes 0sszefiiggést mutattak ki a BRIP1 (17q22) harom variansa és a
meningeoma kockazata kozott: ez a gén kodolja a FACJ fehérjét, mely a BRCA1-gyel 1ép
kolcsonhatasba [52]. Emellett epigenetikai eltérések is szerepet jatszhatnak a kialakulasukban
[42]. Leggyakoribb epigenetikai eltérések meningeomak esetében a TIMP3, a TP73 vagy a
RASSF1A promoter hypermetilatioja. A metilatios statusz alapjan kivalasztottak a kitjulasi
kockazattal Osszefiiggéeket (HOXA6, HOXA9, PENK, UPK3A ¢és IGF2BP1), és egy
egyszerUsitett scoring rendszert is kidolgoztak [53]. Emellett a histon-modificatios rendszer
zavara, valamint a micro-RNS-ek is hozzajarulhatnak a kifejlédésiikhoz (miR-29c-3p; miR-
190a; miR-219-5p; miR-200a; miR-145) [54].

Elhelyezkedésiiket tekintve lehetnek intracranialis, intraspinalis vagy orbitalis
lokalizaciojuak. A koponyaiirben legtobbszor a convexitason (~19%) vagy a parasagittalisan
(~25%) helyezkednek el, a falx cerebrihez kapcsolodva. Ugyancsak gyakori az sphenoidealisan
(~17%), az olfactorius ideg és bulbus Oblében (~8%), a parasellaris régioban (~9%), a
tentoriumon (~3%) val6 lokalizacid. Az intraspinalis meningeomak leggyakrabban a mellkasi
szakaszon talalhatoak [55]. Az anaplasticus meningeomak attétei foként a csontokban, a

tiidében, a pleuran és a majban talalhatoak [56].

A pathologiai feldolgozés soran makroszkdposan a meningeomak rugalmasan tomott, jol
koriilirt, néha lebenyezett, kerekded gobok (1. abra). A kapcsolddo agyhartya, valamint duralis
sinusok invaziodja el6fordulhat. Elérehaladott esetben a dura materen attérve a koponyacsontot
is besziirhetik. A kornyezé agyallomanyon gyakran benyomatot képeznek, de az agyi invazid
ritka (ez esetben minimum WHO Il-es gradusu a daganat), mikroszkoposan gyakran novi korbe

az agyi ereket, de érbetorés ritkan lathato.



A SO 2§
1. é4bra: Meningeoma makroszkopos képe. Az A d&bran a teljes, egészben eltavolitott
meningeoma, mely szeletelve a B abran lathato (a késébbi szoveti feldolgozas soran WHO 1.
gradusu fibrosus meningeomanak bizonyult).

A meningeomak szamos szOveti variansa meghatarozza a WHO (World Health
Organization) gradust is. A gradus meghatarozasa a 2007-es WHO Classification of Tumours
of the Central Nervous System alapjan: a korszovettani altipus, a morphologiai megjelenés és a
megndvekedett mitotikus aktivitas alapjan torténik [57]. Eltéré glycosylatios mintazat lathato
az egyes meningeoma altipusokban, ami alapjan a meningeoma sejtek pluripotens
differentiatiojaban szerepet jatszo leptin vizsgalata fontos szerepet kaphat a késébbiekben [58].
Immunhisztokémiai vizsgalatokkal a meningeomak EMA-val (epithelialis membran antigén),
Vimentin €s S100 markerrel altalaban pozitivak, azonban az EMA magasabb gradusokban
gyengébben vagy ritkdbban jelolddik. Mivel a vizsgalataink elvégzése soran az akkor
érvényben 1évé 2007-es ajanlas alapjan tortént az esetek gradalasa, a késObbiekben e
kritériumokrdl lesz sz6, a 2016-os kiadasban szerepld gradusbeli valtoztatasokat dolt betiivel

jelezziik.



Meningothelialis meningeoma (WHO 1. gradus)

Gyakori, klasszikus varians, melyben a tumoros sejtek lebenyeket képeznek, vékony
kollagénes septumokkal hatarolva (2. abra). A tumoros sejtek uniformisok, ovalis maggal,
finom chromatinszerkezettel rendelkeznek, melyben pseudoinclusiok, felritkulasok
megjelenhetnek. Ultrastrukturalis vizsgalatok szerint szamos intranuclearis vacuolum
autophagia utjan alakul Ki [59]. Mivel a sejtek hasonlitanak az ép arachnoidealis "cap’ sejtekre,
kis biopszidkban a reaktiv hyperplasia utdnozhatja a meningothelialis meningeoma képét. A
lebenyeken beliil a tumorsejtek syncitium-szerli format képezhetnek, mert a finom, bonyolult
formakat képzd sejtnyulvanyok nem minden esetben kiilonithetéek el fénymikroszkoppal.
Elektronmikroszkopos vizsgalatokkal nagy mennyiségili intermedier filamentum (vimentin) és

sejtes nyulvanyok lathatéak desmosomalis sejtkozti  kapcsolatokkal. Citogenetikai

vizsgalatokkal az NF2 mutécio itt ritkabb, feltehetden eltérd genetikai Ut vezet a kialakulashoz

2. abra: Meningothelialis meningeoma szoveti képe. Kis lebenyeket képzd, uniformis sejtek.
Hematoxilin-Eosin festés, 1épték: 100pum.
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Fibrosus (fibroblastos) meningeoma (WHO 1. gradus)

Ez az altipus ors¢ alaku sejtekbdl felépiild tumor, ami parhuzamos és kosarfonat szerti
vaskos kotegeket képez a kollagén gazdag extracellularis matrixban (3. abra), azonban
meningothelialis meningeomara jellemzd magi megjelenések focalisan megtaladlhatoak. A
specialis architecturanak kdszonheten differencidl diagnosztikai problémat jelenthet a soliter
fibrosus tumor, illetve a haemangiopericitoma. Kifejezetten gyakori az NF2 mutacio ebben a

szoveti altipusban [27]. Tipikus lokalizacidja ennek a szoveti altipusnak a convexitas.

3. abra: Fibrosus meningeoma szdveti képe. Kotegeket képzO orsodsejtes tumor.
Hematoxilin-Eosin festés, 1épték: 100pum.
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Transitionalis (d&tmeneti) meningeoma (WHO 1. gradus)

Ebben a gyakori variansban a meningothelialis és fibrosus altipus megjelenési formaja
egymas mellett, keveredve talalhaté meg (4. abra). Gyakrabban talalhatok psammoma testek

vagy Orvényld teriiletek is benne. Lokalizaciojat tekintve a convexitas, molekularis eltérést

tekintve az NF2 mutéaci6 gyakori ebben a csoportban.

4. 4bra: Transitionalis meningeoma szoveti képe. Mind a meningothelialis, mind a fibrosus
komponens megfigyelhet6. Hematoxilin-Eosin festés, 1épték: 100um.

Angiomatosus meningeoma (WHO 1. gradus)

Ebben az altipusban kifejezett vasculatura lathato, mely némely esetben elnyomja a tumoros
sejteket is. A legtobb ér kis vagy kozepes méretii, kifejezett hyalinos fallal. Kozepes foku
nuclearis atypia el6fordulhat, de ezen daganatok legtobbszor joindulatiak [61].
Differencialdiagnosztikai problémat a vascularis malformatiok és a kapillaris haemangiomak
jelentik. Kapcsolddd agyi vizenyd gyakran lathatdé [7]. Az angiomatosus mengingeomak

gyakran aneuploidok, és a polysomia gyakran érinti az 5, 13 és 20 chromosomakat [62].
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Psammomatosus meningeoma (WHO 1. gradus)

Ebben az altipusban domindlnak a psammoma testek — koncentrikusan elhelyezkedd,
laminalt, elmeszesedett gocok (5. abra). Néha a meszesedés Osszefolyik és szabalytalan

alakzatokat, estenként csontot is képezhet. A sejtek az atmeneti altipusra emlékeztetnek.

Gyakran fordul el6 thoracalis intraspinalis teriileteken, valamint kdzépkort nékben.

\ R - BNt B v . ¥ b
A A% % 73l P S el . " '~

5. abra: Psammomatosus meningeoma, basophilan festdéddé meszes gocok, melyek gyakran
metszési miitermékeket is okoznak. Hematoxilin-Eosin festés, 1épték: 100pm.

Lympho-plasmocyta gazdag meningeoma (WHO 1. gradus)

Nagy mennyiségii idiilt lobos infiltratum jellemzi, mely néha elfedheti a meningothelialis
tumoros sejteket. Nagyon ritka altipus, gyakran gyulladdsos elvaltozasra emlékeztet a

viselkedése [63, 64].
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Metaplasticus meningeoma (WHO 1. gradus)

Feltting focalis vagy kiterjedt mesenchymalis — csont, porc, zsir, myxoid vagy
xanthomatosus — komponens lathat6. A diagnosztikaban a csontos metaplasia elkiilonitése a

csontos infiltraciotol nehézségekbe iitkozhet.

Microcysticus meningeoma (WHO 1. gradus)

Ezen altipust felépitd sejteknek hosszukas nyulvanyaik vannak, melyek kis, mucintartalmu,
PAS-pozitiv (perjodsavas Schiff reagens, Periodic acid and Schiff reagent) microcystakat
képeznek (6. abra). Agyi vizenyd gyakoribb ebben az alcsoportban [65].
Elektronmikroszkdposan hosszi cytoplasmaticus nyulvanyok jellemzik, melyek intercellularis
electron-lucens matrixot fog korbe, egymassal pedig desmosomakkal kapcsolodnak. Emellett
nagy lysosomak is megfigyelhet6ek. Degenerativ nuclearis atypia gyakori, de ezen alcsoport is

joindulattian viselkedik.

Secretoros meningeoma (WHO 1. gradus)

Epithelialis differentiatio a jellemzd, melyekben intracellularis PAS-pozitiv eosinophil
szekrétum talalhato. A sejtek carcino-embrionalis antigén (CEA) és cytokeratin (CK) pozitivak
[66, 67] (7. abra). Ultrastrukturalis vizsgalatokkal egy vagy tobbszoros intracellularis epithel-
szerlli lumen lathato a sejtekben [68]. Gyakran lathaté peritumoralis vizeny6 [7], molekularis

eltéréseket tekintve a KLF4, a K409Q és a TRAF7 egyiittes mutacidja a gyakori [69].
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6. abra: Microcysticus mening képzése jellemzi,
mely PAS festéssel jol lathato. A: Hematoxilin-Eosin festés, B: PAS (Perjodsav-Schiff reagens)
festés, 1épték: 100um.




R e e A e

\..‘.':J o :f‘;‘;o:\ ;;o.' 2. :.-“- , X :0 t-—\;...’o ?u“, . ~'$1.'.. ... : J
7. &bra: Secretoros meningeoma. Kis intracellularis tirok, melyekben CEA-pozitiv (carcino-

embrionalis antigen) szekrétum lathatd. A: Hematoxilin-Eosin festés, B: CEA immunreakci6

(diamino benzidin chromogen, hematoxilin magfestés), 1épték: 100um.
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Chordoid meningeoma (WHO II. gradus)

Ebben az altipusban chordomara emlékezteté szoveti kép lathatd: kotegeket, trabeculakat
képzé vilagos eosinophil sejtek, bdséges mucoid matrixban. Emellett lymphocytés
infiltratumok gyakran megfigyelhetéek. A chrodoid meningeoma kifejezetten nagyra novo,

supratentorialis altipus, mely gyakran kitjulhat [70].

Vilagossejtes meningeoma (WHO II. gradus)

Ebben a ritka altipusban a gyakran specialis architectura nélkiili tumort nagy, vilagos, kerek
vagy polygonalis alaku, glicogen gazdag cytoplasmaval rendelkez6 sejtek épitik fel (8. abra).
A cytoplasma diastase érzékeny PAS pozitivitast mutat. A perivascularis vagy interstitialis
kollagén dsszefolyva nagy sejtmentes teriileteket képezhet. Gyakran talalhat6 a cerebellopontin
régioban és a cauda equina tertiletén, gyakoribb fiatalabb korban. A vilagossejtes meningeomak
biologiai viselkedése agressziv, gyakran visszatérnek, infiltraljak az agyallomanyt (9. abra), és
szamos esetben terjedhet a liquor aramlason keresztiil [71, 72]. Familiaris halmozddas esetén a

SMARCEL mutaci6 tehet6 felel6ssé [73].
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8. abra: Vilagos sejtes meningeoma. Vilagos cytoplasmaju polygonalis sejtek épitik fel a
tumort. Hematoxilin-Eosin festés, 1épték: 50um.

-~

9. ébra: Agyi infiltraci6 meningeomaban. Az 4bra alsé részén lathato a tumorszdvet altal
infiltralt agyallomany. Hematoxilin-Eosin festés, 1épték: 200pum.




Atypusos meningeoma (WHO 11. gradus)

Azon meningeomdk tartoznak ebbe a csoportba, melyek megnovekedett mitoticus
aktivitassal (tobb mint 4/10 nagy nagyitasu latotér, high power field, hpf) (10. abra), agyi
invazioval, vagy legalabb 3 jellemzovel rendelkeznek az aldbbiak koziil: fokozott sejtdissag,
kis sejtek nagy mag:cytoplasma arannyal, prominens magvacska, mintdzat nélkiili vagy

lapszerinti terjedés, focalis vagy ,.térképszeri” necrosisok. Ezen kritériumoknak megfeleld

tumorok nyolcszor nagyobb valosziniiséggel Gjulnak ki, mint a WHO 1. gradusi meningeomak
[74].

- . b 5 - - R b ~
10. 4bra: Atypusos meningeoma. Meningothelialis struktura, azonban fokozott osztodasi
rata lathato, a nyil egy mitosist jelol. Hematoxilin-Eosin festés, 1épték: 100um.
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Papillaris meningeoma (WHO III. gradus)

Ritka alcsoport, amit perivascularis pseudopapillaris illetve valodi papillaris struktiara
jellemez. Gyakrabban fordul elé gyermekekben [75], lokalis infiltracio az esetek mintegy 75%-
ban megfigyelhetd, gyakrabban tér vissza (az esetek 55%-ban), 20%-ban ad tavoli, altalaban
tido attétet, és az esetek felében halalhoz vezet [76, 77]. Emiatt e tumorok WHO II1. gradusa

csoportban tartoznak.

Rhabdoid meningeoma (WHO II1. gradus)

Ugyancsak ritka varians, melyben a tumorsejtek rhabdoid karaktertiek: felfjt sejtek
lathatoak excentrikus maggal, rogds chromatinnal, prominens magvacskaval, Kifejezett
eosinophil paranuclearis inclusioval. Szamos eset magas osztodasi rataval és a malignitas egyéb
szoveti jellemzodivel is rendelkezik. Gyakran lathaté rhabdoid karakteri sejtek papillaris
architecturaba rendezddése. Ezen altipus agressziv viselkedése miatt tartozik magas WHO

gradusba [78, 79].

Anaplasticus meningeoma (WHO III. gradus)

Azon esetek tartoznak ide, melyekben a tumor kifejezett malignus szdveti jelleget mutat,
mely hasonlit carcinoma, melanoma vagy magas gradust sarcoma szdveti megjelenéséhez.
Kifejezett magas osztodas jellemzi (>20/10 hpf) [80] (11. abra). A magas osztodasi ratan tal
magas Mibl index, illetve kiterjedt necrosisok is megfigyelhetéek. Ezen tumorok kifejezetten
agresszivak, az atlagos tulélés 2-5 év [80]. Klinikai rizikofaktorok: a nem koponya alapi

kiindulas, a férfi nem, a korabbi miitéti beavatkozas [81].
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11. 4bra: Anaplasticus meningeoma. Necrosissal, és fokozott osztodassal jellemezhetd tumor.
Szamos prominens nucleolus lathatd, a tumor carcinomara emlékeztet. Hematoxilin-Eosin
festés, 1éptek: 100um.

2016-ban a WHO revidealta a 2007-es klasszifikaciot a kozponti idegrendszeri tumorokra,
koztiik a meningeomara is, melyben minimalis valtozas talalhato az el6z6 2007-es konyvben
leirtakhoz képest [82]. Rogzitették, hogy az agyi invazido szovetileg békés és agressziv
tumorokban is el6fordulhat és a relapsus aranya az atypusos tumorokéval egyezik meg [74],
emiatt agyi invazié megléte esetén a WHO I-es benignus tumoroknak a WHO gradusa Il-re
valtozik. Azaz az agyi invazié Onmagaban is elégséges a WHO II. gradusu, atypusos
meningeoma diagnodzisahoz. Fontos, hogy agyi invazio esetén nyelvszerii tumornyulvanyok
infiltraljak az agyi parenchymat, Ggy, hogy nincs leptomeninx réteg koztiik. Ettdl el kell
kiiloniteni, amikor a tumorsejtek a Virchow-Robin tereken keresztiil benyomulnak, ilyenkor a

pia mater nem séril.

Jelenleg a daganat viselkedését a klinikai faktorok (kimetszés teljessége, tumor
elhelyezkedése, invazido mértéke, anatdomiai képletekhez valod viszonya, a beteg kora, neme),

valamint a szoveti paraméterei (WHO gradus [83], morphologiai varians [29], mitosis index, a
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Mibl immunkémiai fest6dési index [80, 84, 85] és a progesteron receptor (PR) statusz) jelzik
[86, 87]. Agyi invazid esetén a daganatsejtek szabalytalan, nyelvszer(i nytlvanyokat képeznek
az agy allomanyaban, mely koriil reaktiv astrocytosis lathatdo. Emellett gyakori jelenség a
GFAP-pozitiv (glial fibrillary acidic protein) ,,becsapdazott” agyallomany a tumor széli részén.
A tumorinvazidban szerepet jatszo fehérjék meningeomakban kevésbé ismertek. A masik
leggyakoribb primer agyi tumor, a glioblastoma vonatkozasaban tobb prognosztikus szerepii
fehérje ismert [88], melyek a meningeomakban is szerepet jatszhatnak. Az extracranialis attétek

rendkiviil ritkak (1/1000 meningeoma).

A recurrencia arany eltérd az egyes gradusokban: 7-25% WHO 1. gradusban, 30-50% WHO
Il. gradusban és 50-95% WHO III. gradusban [4, 80, 86, 89]. A meningeomak esetében mind a
progresszi6 mentes tulélés (PFS, progression free survival), az atlagos tulélés (OS, overall
survival) szoros Osszefliggést mutat a WHO gradussal. A Simpson Grading System tovabbi
informaciot nyujthat a recurrencia esélyérél [90]. A Simpson altal megalkotott 5 fokozata
skalan (1. tdblazat) jellemezhet6 a sebészi kimetszés teljessége a makroszkdposan teljes tumor-
eltavolitastol (I. gradus) az egyszerii dekompresszidos miitétig, biopsziaval vagy anélkiil (V.

gradus).

I Makroszkdpos teljes resectio, durakapcsolat €s a besziirt csont eltavolitasa

Il Makroszkdpos teljes resectio, a durakapcsolat meghagyésa

v Makroszkdposan subtotalis resectio

\Y Egyszerti dekompresszio biopsziaval vagy anélkiil

1. tablazat: Simpson Grading System: a meningeomdk sebészi eltdvolitdsdnak teljessége

(1957).

A Ki67 ellenes Mibl antitest, a p53 és a progesteron receptor harom jol ismert és gyakran
hasznalt immunhisztokémiai reakci®é a rutin pathologiai munkdban. Magas gradust

meningeomakban a Mib1 jel6l6dési arany (Labelling index, Li) magasabb [80, 84, 85, 91]. A
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csokkent PR immun-reaktivitas szintén jol ismert jellemzd a magas gradusi meningeomakban
[92-94]. A meningeomak EMA, oestrogen és progesteron receptor [94] ellenes antitesttel
pozitivan jel6lddnek, habéar e markerek nem segitenek a gradus megallapitasdban €s a klinikai

kimenetel eldre jelzésében.

A CD31 (CD, Cluster of differentiation) immunhisztokémiai jelolédés jol reprezentalja az
érképleteket, melyek szama magasabb lehet atypusos meningeomakban, mint WHO 1.
gradusuakban. Azonban ezt a markert altalaban nem hasznaljuk a rutin neuropathologiai
diagnosztikaban [95]. Ezen eredmények tiikrében sziikség lenne a meningeomak esetében egy
vagy tobb ,atypusos” illetve ,malignus” markerre, valamint a relapsus/recurrencia
megitélésére, mely hasznalhat6 a rutin diagnosztikaban. llyen jelolt lehet a DNS hibajavitd gén,

mint a p53 vagy a poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1), illetve a Mibl és a PR.

3.2. PARP fehérjecsalad

A PARP (Poly(ADP-ribose) polymerase) fehérjecsalad 17 tagbol all, melyek részben eltérnek
egymastol, de altaldnosan elmondhato, hogy f6 feladatuk az egyszala DNS hibajavitas (SSB,

single strand DNA break) és a programozott sejthalalban valo részvétel (12. abra).
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12. abra: PARP fehérje 6 funkcioi [96].
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A fehérjékben 4 domain van, ami fontos a funkciojuk betdltésében: katalitikus, auto-
modificatios, caspase-hasito €s DNS kotd domain. DNS hiba észlelése esetén Zn-ujjal
rendelkezé DNS ko6té domain bekapcesolodik a hibds DNS-hez, ami konformacidvaltozast okoz
a fehérjében. A programozott sejthalalba vald becsatlakozashoz a caspase-hasitdé domain
sziikséges, mely a ’caspase’ utat katalizdlja az apoptosis sordn (13. abra). A csaldd nem
mindegyik tagja rendelkezik PARP aktivitassal, néhanynak van, mint a PARP1 és PARP2;
masoknak pedig nincs, mint a PARP3 vagy PARP6. Lebontasaért egyrészt a caspase-ok
felelosek (feltehetden caspase 3 és 7), valamint a PARP1 altal fenntartott ’autoregulatiods

hurok’, amit az YY1 transcriptios faktor szabalyoz [97].

13. abra: PARP1 fehérje kristalyszerkezete [98].
Forras: http://www.rcsh.org/pdb/ngl/ngl.do?pdbid=5DS3&bionumber=1

A PARP1 (mas néven ADP-ribosyltransferase D-type 1, ARTD1) — ami a PARP aktivitas
mintegy 90%-aért felelds - egy 116 kDa tomegi fehérje, ami a sejtmagban talalhato. Génje az
1-es chromosoma hosszu karjan helyezkedik el (1g42.12). A ¢cDNS-ét el6szor Kurosaki és
munkacsoportja szekvenalta [99]. Egyik f6 funkcioja a PARPI-nek, hogy az SSB-k

kijavitasaban vesz részt. Exogén ¢és endogén genotoxicus hatasok aktivalhatjak, pl.: kémiai
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(oxigén és nitrogén szabadgyokok), fizikai (sugar, hd), metabolikus (hypoxia, megndvekedett
extracellularis glucose koncentracid, hormon, Steroid) hatasra az enzim aktivalodik és kotodik
a DNS-hez, az N-terminalis Zn-ujjakkal, majd ultrastrukturalis valtozason megy keresztiil
miel6tt poly(ADP-ribose)-t (PAR) allit el nicotinamide adenin dinucleotid (NAD+)
felhasznalasaval. A PARPI1 fehérje aktivitdsanak maximalizaldsa mitogen-aktivalt protein
kinase (MAPK) és Extracellularis-signal-regulalt kinase (ERK) hatasra bekdvetkezett
phosphorisatio révén jon létre [100]. PAR hatasara mas fehérjék — DNS ligase 11, DNS
polymerase beta, XRCC1 (X-ray complementing gene 1) — aktivalédnak és elindul a
baziskivagd javitas (base excision repair; BER) [39, 101, 102]. Ezt kovetéen a polymert a
PARG (poly(ADP-ribose) glucohydrolase) bontja le [103]. Az aktivalodott PARP1 képes
poly(ADP-ribosil)-alni mas nuclearis enzimeket, ezaltal novelni a negativ toltésiiket,
megakadalyozva az interakciot mas anionos molekulakkal, mint pl. a DNS-sel. A DNS
hibajavit6 funkcion tal, az aktivalt PARP1-nek fontos szerepe van az apoptosisban azaltal, hogy
a ’caspase’ ut aktivalasa mellett, az apoptosis indukalé factor (AIF) mitokondriumbo6l a
sejtmagba vandorlasat idézi el6 [104]. Azonban nagyfoki DNS karosodas soran nagy
mennyiségli PARP1 aktivalodik, amelyek elhasznéaljdk a NAD+-ot és kovetkezményes
adenosine tri-phosphate (ATP) hianyt okoznak. Részben az ATP hianya, részben a hexo-kinase
aktivitasanak gatlasa akadalyozza a glucose oxidaciot és necrosist okozhat [105, 106]. A
PARP1 aktivacios kaszkad szerepét szintén jellemezték agyi trauma utani neuronalis Ossejt
transzplantacioban patkanyokon [107], valamint PARP1 aktivaciot ischaemia-reperfusios
karosodasban [108]. A PARP1 szerepe a tau protein hyper-phosphorilatiojat katalizalo a
glucogen syntase kinase-3 (GSK3) szabalyozasaban [109] jol ismert, tovabba Alzheimer-
korban az amyloid fehérje hatassal van a PARP1 jelatvitelre. Mindemellett ma mar azt is tudjuk,
hogy a DNA hibajavité képessége révén a PARP az élettartamot is meghatarozza az egyes
fajokban. 13 emlds permeabilizalt leukocytdjaban mérték meg a PARP aktivitast, ami az egyes
fajok ¢élettartamaval korrelalt [110]. Tovabba azt is kimutattak, hogy a PARYylatios kapacitas
kétszerese a hosszabb atlag élettartamu emberben mint a patkanyokban [111]. Ugyanakkor a
PARP1 azzal a Wrn fehérjével egyiitt vesz részt a DNS hibak kijavitdsdban, mely felelés a
Werner szindroma (korai 6regedéssel jaro tiinet egylittes) kialakulasaért. Mindezek tdmogatjak
Osszeadodott DNS hibak okozzék az dregedést. Tehat a DNS hibajavitas képessége hozzajarul
a hosszi élettartamhoz [112]. Osszességében megallapithato, hogy a PARP1 fehérje az emberi

fejlodés minden szakaszaban fontos szerepet tolt be, *a boles6tol a koporsoig’ elkisér [113].
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Mindezeken feliil a PARP1 ’knock out’ sejtekben csokkent SSB javitasa miatt a DNS
replicatios villa megall és DSB-k (double strand DNA break, dupla szala torés) jonnek 1étre,
amik homolog recombinatio (HR) titjan javitodnak ki. Emiatt a PARP1 hianyos sejtek hyper-
recombinatios phenotypust mutatnak, valamint az ép HR miatt nincs negativ phenotypus az

ilyen egyedekben, és nem né a tumorok gyakorisaga sem.

Korabbi kutatasok igazoltak, hogy a PARP1 szerepet jatszik a BRCA1/BRCA2 mutans
emlddaganatokban. A PARP inhibitor szerek képesek a chemotherapetikumok hatasat fokozni
azzal, hogy gatoljdk az SSB javitast, mialatt a dupla szalG DNS torések javitdsa szintén
karosodott a BRCA mutacio miatt [114]. A PARP1 szerepét szamos szolid tumorban kutattak,

de eddigi ismereteink szerint rajtunk kiviil meningeomakban nem vizsgaltak rendeltetését.

3.3. p53 feheérje

A p53 fehérje kiilonb6zé homoldgja minden tobbsejtii él6lényben fontos fehérje, mely a
daganatok kialakulasat gatolja. A TP53 gén altal, az emberben a 17 chromosoma révid karjan
(17p13.1) kodolt p53 az egyik legfontosabb tumorsupressor fehérje [115-117]. Mint a legtobb
human gén a TP53 is tobb isoformat koédol. Eddig 12 isoformat azonositottak, melyek
szovetfiiggd modon jelennek meg [118]. A fizioldgias funkcidja a p53-nak a sejtciklus
szabalyozéasa, a genom stabilitdsdnak a megdrzése, a mutdciok megeldzése. Ezért is hivjak a
,»genom 6rzéjének™ [119, 120]. Nevét 1979-ben kapta, SDS-PAGE-vel (SDS, sodium dodecyl
sulfate; PAGE, Polyacrylamide gel electrophoresis) tomegét 53 kDa-nak mérték. Azonban ma
mar tudjuk, hogy a felépit6 aminosavak tomegének Osszegébdl a p53 fehérje valos tomege
kevesebb, 43,7 kDa. Az eltérést a magas prolin szint okozta, ami miatt lassabban haladt a
gélben, ezaltal nehezebbnek bizonyult [121]. A 393 aminosavbol allo fehérjének 7 domainje
van: két aktivalo domain (egy "N-terminalis AD1, mely a transcriptios faktorok aktivalodasért
felelds; €s AD2, ami fontos az apoptoticus aktivitasban), prolin-gazdag domain, DNS k6té mag
domain (DNA-binding core domain, DBD), jelzé domain, homo-oligomerisatios domain (OD,
in vivo koriilmények kozott a fehérje tetramerisatioja elengedhetetlen) és a *C-terminalis down-
regulatios domain. A p53 polymorphismus gyakori jelenség, a 72. helyen allo arginin-prolin
cserében nyilvanul meg. Szamos esetben vizsgaltak ezt az SNP-t (single nucleotide

polymorphismus), de daganat gyakorisdggal kapcsolatban ellentmondéasos eredmények
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sziilettek [122-125]. A TP53 gén kopiaszama megoldas lehet Richard Petordl elnevezett
paradoxonra is, ami kimondja, hogy az €161ényt felépitd sejtek szdma nem aranyos a daganat

eléfordulas gyakorisagaval, mivel pl. az elefantban 20 kopia TP53 van [126].

A p53 aktivalodhat DNS karosodas, oxidativ stressz, ozmotikus sokk, ultraibolya (UV)
fény, ionizald sugarzas, ribonucleotid depletio vagy oncogen expressio kovetkeztében. Az
aktivacio hatasara a fehérje fél-¢életideje jelentésen megné és a conformatioja is megvaltozik
[127]. Az aktivaci6 soran kritikus az *N-terminalis szakaszon elhelyezkedd transcriptio aktivalo
domain phosphorilatioja stressz szignal fliggd kinase-ok altal, mint pl.: MAPK csalad vagy az
ATR, ATM, CHK1 és CHK2 (ATR, Ataxia Teleangiectasia gén és RAd3-related; ATM, Ataxia
Teleangiectasia mutated gén; CHK, Checkpoint kinase). Normal koriilmények kozott az Mdm?2
felelos a pS3 alacsony szintjéért, azaltal, hogy koti és gatolja a p53 funkcidjat, valamint a
cytoplasméaba szallitja, ahol kovalensen az ubiquitinhez kotédik és a proteosomaban

degradalodik.

A p53 daganat-ellenes hatasa szamos uton mehet végbe: aktivalja a DNS javito enzimeket
DNS karosodas esetén, vagy az dregedés soran; sejt-proliferatios gatat képez a G1/S szabalyozo
ponton a p21 kozvetitésével CDK4/CDK6, CDK2 CDKIl1-en (Cyclin dependens kinase)
keresztiil [128], ezaltal elegend6 1d6t biztosit a javito enzimeknek, hogy kijavitsak a DNS hibat;
vagy apoptosist indukal, ha a DNS hiba irreverzibilis. A TP53 huméan daganatokban a
leggyakrabban mutalodé gén. Human tumorok 50%-ban ismertek olyan TP53-at karositd
mutagének, melyek szabalyozatlan sejt proliferatiot okoznak [115]. Ezen mutaciok recessziv,
funkcio veszté jellegiiek, leggyakrabban a DBD domaint érintik, meggatolva a DNS-hez
kotddést. Néha azonban az OD domain is érintett lehet, ami révén a mutans fehérjek
kapcsolodnak a vad tipusuakhoz, gatolva azok hatasat is. A mutans p53 nem tud a DNS-hez
kotddni, ezaltal aktivalni a p21-et, ami ’stop’ szignal a sejtosztddas szamara. A genetikai
véltozas hatdsara felhalmozod6 p53-at immunhisztokémiai moddszerekkel ki lehet mutatni,
mely jo korrelaciot mutat a mutacios statusszal. Azonban fiziologias koriilmények kozott
megndvekedett pS3 szint esetében fals pozitiv eredményt kaphatunk [129], hiszen ilyenkor
jellemzéen gyengébb jelolddés lathatd. Ma mar azt is tudjuk, hogy a pl4ARF fehérje révén a
p53 és az RB1 (retinoblastoma 1 gén) utvonal kozott is kapcsolat van [130]. Az UV fény
hatasara bekovetkezett pS3 aktivacid hozzdjarul a barnulas folyamatdhoz is, illetve szerepet
jatszik a pathologias hyperpigmentatio kialakulasaban is [131]. Azon egyedekben, akiknek
velesziiletett p53 mutécidja van (Li-Fraumeni szindroma), gyakran alakulnak ki daganatok
korai felndttkorban (sarcoma, emld daganat, glioblastoma, mellékvese daganat, haematologiai
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daganatok). Jelentdségét igazolva a p53 1993-ban elnyerte a Science magazin Ev molekulaja
dijat [132].

A p53 szerepét kordbban vizsgaltdk meningeomakban: szamos kutatds negativ vagy
bizonytalan eredményt adott [85, 133-135], mig masok szignifikans Osszefiiggéseket talaltak a
p53 statusz és a tumor gradus vagy kitjulas kozott [12, 91, 136-144].

Szamos publikacio jelent meg a PARP1 és a p53 fehérje kapcsolatara vonatkozoan. Wieler
¢s munkatarsai mutattadk meg, hogy az endogén PARP1 funkcidjanak gatlasa csokkenti a p53
transactivatios hatasat ionizalo sugarzas esetén. Igy ravilagitottak, hogy a PARP1 az egyik
kulcsszerepl6é a p53 DNS Kkarositasra adott valaszanak szabalyozasaban [145]. Malanga és
kollégai bizonyitottak, hogy az ADP-ribose polymerek szerepet jatszanak a p53 DNS-hez
kotddésében azaltal, hogy meggatoljak és visszaalakitjak a p53-kotd palindrom szekvenciakat
[146]. Lee és munkacsoportja a kozelmultban fedezte fel a PARylatio Gttor6 szerepét a p53 gén-
specifikus szabalyozasaban, az MTA1 promoterén keresztiil [147]. Godoy és tarsai ismerték fel
a PARPI és a p53 overexpressiot elérehaladott stadiumu epithelialis ovarium daganatokban, és
irtak le a két markert, mint a tumor agresszivitasanak jelz6jét [148]. Sabisz és munkacsoportja
mutatott r4 a PARP1 kritikus szerepére a DNS karositdo gyogyszerek altal indukalt G2 blokk
fenntartdsaban, ezaltal a PARP1 inhibitorok, mint nem geno-toxikus szerek lehetséges
szerepére a p53 aktivitas elinditasara, nem miikodé p53 Gtvonal esetében [149]. A p53, a NFkB
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) és a Sp1 transcriptios faktorok
PARylatioja megakadalyozza DNS-hez kotddésiiket, és a transcriptios komplexek kialakulasat

[150].
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3.4. Progesteron receptor

A progesteron receptor (PR) vagy mas néven NR3C3 (nuclearis receptor subfamily 3, group
C, member 3) egy steroid receptor [151]. A PR-t a PGR gén kodolja, ami a 11 chromosoma
hosszl karjan helyezkedik el (11q22) [152, 153]. A PR-nak két isoforméja van: a PR-A ¢és a
PR-B, melyeket ugyanaz a 8 exon kodol; a fehérjék csak molekulasulyukban térnek el
egymastol [154]. A génnek emberben egy kopiaja van, de az egyes exonon elhelyezkedé két
promoter ¢és translatiot inditd rész révén képzdodik a két isoforma. Az isoformak identikusak,

leszamitva a PR-B "N-terminalis 165 aminosavbol allo részét [155].

Mindkét altipusa rendelkezik regulator domainnel, DN'S k&té domainnel, kapcesolo és ligand
kot6 domainnel, de csak a PR-B rendelkezik transcriptio aktivalo funkcidval az *N-terminalis
szakaszon (14. abra). A PRG génnek ismert 4 kiilonbozé polymorphismusa és 5 gyakori
haplotypusa, azonban Osszefiiggés nem mutathatd ki emld-, illetve endometriumrak és az SNP-

k kozétt [156, 157].

14. abra. Progesteron receptor kapcsolodasa a DNS-hez [158].
Forras: http://www.rcsb.org/pdb/explore/jmol.do?structureld=2C7A&bionumber=1
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Hormon hiadnyaban a ’C-terminalis gatolja a transcriptiot. Azonban, ha a progesteron
hormon kotédik a receptordhoz, az dimerisalodik és a sejtmagba jut, ahol DNS-hez kotédve
transcriptiot indukal. A 1étrejott mRNS a ribosomakba vandorolva beinditja a fehérjespecifikus
translatiot. A progesteron antagonista gyogyszerek (pl.: mifepristone), illetve a szelektiv
progesteron receptor modulatorok (pl.: telapristone) a transformatio valtds megakadalyozasa
révén fejtik ki hatasukat [159]. A ligand ko6té domain a 4-8 exon altal kodolt, 253 aminosavbol
allo 10 alfa-helix és 4 béta-redd a progesteron mellett a szelektiv modulatorok kotddésének a
helye is. Fiziologias szerepe a ndi hormonalis ciklus szabalyozas, az ovulatio és a terhesség
fenntartasa [160] mellett, az emléallomany fejlédésében és pubertas alatti atalakulasaban van
[161, 162]. A két isoforma eltéré modon valtozik a menstruatios fazisban. Mig a PR-B
fokozodik a follicularis fazisban és csokkent a lutealis fazisban; addig a PR-A mind a stroma,
mind az epithel sejtekben fokozodik follicularis fazisban, de nem valtozik a stroma sejtekben

lutealis fazisban [163].

Emlitést érdemel még, hogy a progesteron nemcsak magi transcriptios faktoron keresztiil
fejti ki a hatasat, hanem egy G protein kapcsolt 7 trans-membran sejtfelszini receptoron

keresztiil is, cAMP (cyclicus-adenosine monophosphate) intracellularis jelatvivovel.

A progesteron hormon PR receptoron keresztiil hat az emldre, mely részben a normal
fejlédésben fontos, de az eml carcinogenezisben is szerepet tolt be. A szintetikus progesteron
analogok ¢€s az elnyujtott petefészek aktivitas (korai menarche, kései menopausa, nullipara,
szoptatas hianya) novelik az emldrak esélyét, ellenben a kétoldali petefészek eltavolitas 50%-

kal is csokkentheti az emlédaganat kockazatot [164-167].

Ismert tény, hogy a meningeomak pozitivak a PR ellenes antitestekkel, €s a pozitiv sejtek
aranya forditott a WHO gradussal [86, 168, 169], ami igy kérdéses esetekben segithet a gradus
meghatarozasaban. Korabbi kutatasok feltartak azt is, hogy a meningeomak esetében a PR
cellularis bioszintézise nem oestrogen altal szabalyozott folyamat, mint mas sexhormon-fiiggd
szovetekben [170], csak néhany esetben lathato oestrogen pozitivitas (noha az jobb kimenetellel

kecsegtet) [171].
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3.5. Ki-67 fehérje, Mib1 antitest

Az el6szor Gerdes és munkatarsai altal 1983-ban leirt Ki-67 antigén [172] nuclearis
elhelyezkedésti fehérje, melyet a 10-es chromosoman (10q25-ter) elhelyezked6 MKI67 gén
kodol (15 exonbol és 14 intronbol all) [173]. Nevét a felfedezés helyérdl (Kiel) és a klon
szamrol (67) kapta egy 96-kutas lemezen. A fehérje SDS-gél electrophoresises vizsgalata
alapjan a Ki-67 két isoformaval rendelkezé oriasi, 395 kDa ¢és 345 kDa tomegi fehérje [174],
melyet 30 ezer bazispar kodol az emberi genomban. A 60-90 perces fél-¢letidovel rendelkezd
Ki-67 fehérje pontos funkcidja mai napig nem ismert. Azt biztosan tudjuk, hogy a Ki-67 protein
elengedhetetlen a sejtosztddasban, a sejtciklus minden aktiv fazisaban (G1, S, G2, M)
megtalalhatd [175]. Tovabba a ribosomalis RNS transrciptiohoz is elengedhetetlen [176],
azonban nem mutathat6 ki a Go fazist sejtekben. Interfazisban csak a sejtmagban talalhato,
azonban a mitosis soran a fehérje a chromosomék felszinéhez kotddik. A mitosis soran
phosphorilation és dephosphorilation esik at. Felépitése alapjan feltételezik, hogy proteoliticus
utvonalak szabalyozzak a miikodését [177]. Egyes kutatok azt gondoljak, hogy a Ki-67 protein
a DNS szervezésében vesz részt [178]. Mig masok ugy tartjak, hogy komplexeket képezve mas
fehérjékkel kotédik a DNS-hez vagy RNS-hez [179], mindemellett részt vesz a ribosomak
szintézisében a sejtosztddds soran. Ma mar azt is tudjuk, hogy a Ki-67 fehérje kotodik a
sejtmagvacska egyik kulcsfontossagli részéhez, a tomott fibrillaris komponenshez (dense
fibrillary component, DFC) [180]. A fehérje elleni els6 antitest neve Ki-67 antitest volt, melyet
Hodgkin lymphoma L428 sejtvonallal immunizalt egér sejtmagbol nyertek ki Kielben.

Mibl (Molecular Immunology Borstel 1) [181], mint proliferatios marker a rutin
gyakorlatban leggyakrabban hasznalt Ki-67 fehérje ellenes antitest. A Mib1 és Ki-67 antitest
ugyanannak a fehérjének két kiilonb6z6 epitopja ellen termeltetett monoclonalis antitestje.
Azonban a Mibl antitest mar formalin fixalt és paraffinba agyazott (FFPE, formalin fixed
paraffin embedded) mintan is hasznalhato el6zetes mikrohullama kezelés vagy HIER (heat
induced antigene retrieval, hd indukalta antigén visszanyerés) utan, nemcsak fagyasztott
metszeteken, mint az eredeti Ki67 antitest. Az antitestek jelolodésének erdssége 0sszefliggést
mutat a sejtosztodasi fazissal. G1-ben kozepes, S és G2 fazison keresztiil erdsodik, majd a
mitosisban éri el a legerésebb jelolodést [182], mely végiil a mitosis végén (anafazis, telofazis)
rohamosan csokken. A rutin pathologiai diagnosztikaban a Mibl Kkifejezetten fontos a
lymphomékban (példaul: a follicularis lymphoma ¢és reaktiv follicularis hyperplasia

elkiilonitése, vagy a Burkitt lymphoma diagnosztikaja). Emellett a melanocytas tumorok,
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cervicalis intraepithelialis neoplasia (CIN), colitis ulcerosaban a dysplasia megitélése, basaloid
carcinoma elkiilonitése a basal sejtes hyperplasiatol prostatdban [183]. A Mibl Li erds
Osszefiiggést mutat a tumor novekedésének ilitemével, a relapsus/recurrencia esélyével és a
tuléléssel, azaz a progndzissal szamos haematologiai [184] és szolid daganattipusban [185-
188], beleértve a meningeomakat is [84, 85, 91, 140]. Egyes szerzOk arra az eredményre
jutottak, hogy a jéindulatunak tind szdvettannal rendelkez6 esetekben is p53 és a proliferatios
index rosszabb klinikai viselkedést jelez [171, 189]. Ma mar ismert az is, hogy a proliferatios

frakcio aranya forditott a relapsus/recurrencia mentes idével is [190].
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4. Anyagok és modszerek

A rutin pathologiai feldolgozas soran a 10 %-os pufferelt formalinban legalabb 24 6raig, de
nem tobb, mint 168 6rdig fixalt idegsebészeti mintak makroszkopos leirdsat kdvetden miianyag
dobozokba (1x2x0,5cm), ’kazettakba’ (Q Path MacroStar I11 720-2233 VWR International Ltd,
Radnor, Pennsylvania, USA) raktuk a mikroszkoposan megvizsgalni kivant teriiletekbdl
szarmaz6 részeket. Ezt kovetden a mintdk automata segitségével elvégzett viztelenitése
kovetkezett Shandon Pathcentre Tissue Processor automatan (Thermo Fisher Scientific
Waltham, Massachusetts, USA).

A viztelenitett szovetmintdkat a kionté alloméasokon paraffinba agyaztuk, ’paraffinos
blokkokat’ allitottunk eld. Ezekb6l "kerekes microtome’-mal (Leica RM2245 - Semi-Motorized
Rotary Microtome, Leica Biosystems, Wetzlar, Németorszag) 4um vastag metszetek késziiltek
silanisalt targylemezre fektetve, majd rehidralas wutan, automatizalt ¢és standardizalt
koriilmények k6zott hematoxilin-eosin festést (H&E) alkalmaztunk a Leica ST 5020 automatan
(Leica Biosystems, Wetzlar, Németorszag). A H&E festett metszetekbdl kiadott korszovettani
leleteket a MedSolution (T-systems Magyarorszag Zrt. Debreceni Tamogaté Kozpont)

egészségligyi adatbazisban, valamint az intézeti archivumban taroltuk el.

A vizsgélatainkhoz sziikséges mintak retrospektiv eldkeresése a korabban leletezett,
MedSolution adatbazisban meglévé adatok alapjan torténtek. A kivalasztott esetek FFPE
blokkjait kikerestiik az intézeti archivumbol. Minden esetben a 2007-es "WHO Classification
of Tumours of the Central Nervous System’ [57] alapjan neuropathologus segitségével

atvizsgaltuk, szvettani altipusba és a relevans WHO gradusba soroltuk.

Az immunhisztokémiai vizsgalatok minden esetben ugyancsak automatizalt és standardizalt
kortilmények kozott zajlottak. Az FFPE metszetekbdl 4 pm-es metszetek késziiltek, manualis
modszerrel beallitottuk az antigén feltards modjat, valamint az antitest higitast. A kovetkezo
Iépésként automatizalt modszerrel végeztik az immunfestést Leica Bond Max™
immunhisztokémiai automatan (Leica Biosystems, Wetzlar, Németorszag) a Bond™ Polymer
Refine Detection kittel. Az immunhisztokémiai reakcié minden esetben a gyartok protokollja
alapjan tortént, standardizalt koriilmények kozott. A 4 mikrométeres metszeteket PARPI
polyclonalis nytl antitesttel (ab6079, Abcam Biotechnology Company, Cambridge, Egyesiilt
Kiralysag), p53 monoclonalis egér antitesttel (M7001, clone: DO-7, DAKO, Dania),

progesteron receptor monoclonalis antitesttel (NCL-PGR-312, clone 16, Leica Microsystems,
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Wetzlar, Germany) és monoclonalis anti-Ki67 antitesttel (M7240, Mibl clone, Agilent
Technologies, Dako Denmark) jeldltiik. Az antitestek higitasa 1:500 volt a PARP1, 1:100 a p53
esetében, 1:100 a PR, valamint 1:200 a Mib1 esetében. Vizualizacidra a Bond™ Polymer Refine
Detection kittet hasznaltunk, Leica Bond Max™ immunhisztokémiai automatan, negativ

kontrollok mellett (a primer antitestet kihagytuk a reakcioelegybdl).

Vizsgalatainkat két 1épésben végeztiik.
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4.1 Elso korben végzett vizsgdlataink

Eldszor egy kisebb betegcsoporton, 31 meningeomas paciens 41 mintajan végeztiik el a
PARPI1 és a p53 immunhisztokémiai reakciokat [191]. A szamolas soran 100 random mddon
kivélasztott sejtet szamoltunk le 10 latotérben, 400X nagyitas mellett; melynek soran mértiik a
festddés intenzitasat: negativ (0), gyenge (1+), kdzepes (2+), erés (3+) nuclearis festddés (15.

abra).

A festddés alapjan két paramétert szamoltunk minden esetben (staining intensity, Si): az 1+,
2+ és 3+-es esetek aranyat (Sil-3), valamint az erésen festddo 2+ és 3+-es esetek aranyat (Si2-

3) az Osszes szamolt sejthez viszonyitva.
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15. abra: Eltér6é nulcearis festédési intenzitdsok a p53 és PARPI antitestek tekintetében.
Lépték: 10um A-D p53, E-H PARP1 immunhisztokémiai jel6lés (diaminobenzidin reakcio,
hematoxilin hattérfestés mellett).

Az eredményeket SPSS 19.0 for Windows statisztikai programmal elemeztiik. Mivel a
mintdk nem mutattak normal eloszlast, ezért nem parametricus statisztikai teszteket
alkalmaztunk. A Kruskall-Wallis H teszttel a 3 vagy tobb eltéré csoport Gsszehasonlitisa
végezhetd el; a Mann-Whitney U teszt pedig két nem normal eloszlasti csoport
Osszehasonlitasara alkalmas. Ezen statisztikai probak segitségével azt vizsgaltuk, hogy az adott
mintdk szarmazhatnak-e ugyanabbol a populaciobdl. Ott ahol a szignifikancia szint kelléen
alacsony volt (<0,5; <0,1; <0,01) kimondhattuk, hogy a mintak eltérdé populaciobdl szarmaztak,
azaz statisztikailag kiilonboztek. A Spearman’s rank order korrelacids vizsgélat (szintén nem
parametricus vizsgalat) feltarja, hogy a két paraméter kozotti kapcsolat leirhato-e egy monoton

fiiggvénnyel (minden X értékhez csak egyetlen Y érték tartozik a koordindta rendszerben és
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forditva). Amennyiben igen, elmondhato, hogy az egyik érték valtozasa alapjan a masik érték

valtozasat is meg lehet hatarozni, azaz a valtozasok Osszefliggnek egymassal.

Mindkét fehérje esetén (p53 és PARP1) eldszor Kruskall-Wallis H teszttel vizsgalatuk mind
az Sil-3, mind az Si2-3 értékeket a harom WHO gradus vonatkozasaban. Ezt kovetéen Mann-
Withney U tesztel hasonlitottuk 0ssze az egyes WHO gradus parokat (I.-11. gradus, I.-111. gradus,
[1.-11l. gradus). Majd két csoportot készitettiink a WHO gradus alapjan: alacsony gradusu (1.
gradus) és magas gradust (II. és III. gradus) csoport és ezen értékeket hasonlitottuk Ossze
Mann-Whitney U teszttel. A PARP1 és a p53 fehérje immunhisztokémiai jel6l6dés

fiiggetlenségének eldontésére Spearman’s rank order korrelacios vizsgalatot végeztiink (2.

tablazat).
Kruskall Wallis H teszt WHO L.-11.-111. gradus kozott
Mann-Withney U WHO L. gradus és II. gradus kozott
Mann-Withney U WHO L. gradus és III. gradus kozott
Mann-Withney U WHO II. gradus és III. gradus kozott
Mann-Whitney U WHO LG (I.) és HG (IL.-II1.) kozott
SpearmanS rank order korrelacio p53 és PARPI kozott

2. tablazat: Az els6é korben végzett statisztikai probak 6sszefoglalasa, mind a PARP1, mind a
p53 fehérje esetén ugyanazokat a csoportokat hasonlitottuk Ossze, ugyanazon statisztikai
probékkal. LG: low grade, alacsony gradus; HG: high grade, magas gradus

4.2 Masodik korben végzett vizsgalataink

Masodik 1épésben nagyobb betegcsoporton, dsszesen 70 beteg 114 kiilonboz6 sebészi
mintajan végeztiink vizsgalatokat [192]. A mintak 16 éves intervallumon beliil retrospektiv
modon lettek kivalasztva. Azon betegeket, akiknél egy vagy tobb relapsus/recurrencia volt, az
R/R csoportba soroltuk. A non-R/R csoport betegeinek nem volt sem radiologiailag, sem

boncolas soran kimutathat6 relapsusos/recurrens daganata. A relapsus (kitjulas) és recurrencia
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(visszatérd) elkiilonitése nézeteink szerint akadémiai, mely molekularis vizsgalatokkal
lehetséges, de jelenleg a klinikai gyakorlatban, a kezelés tekintetében napjainkban ez nem

relevans.

Minden egyes esetbdl egy vagy két reprezentativ blokkot kivalasztva az adott széveti minta
morphologiaja alapjan legjellemz6bb teriiletekbdl szarmazo hengerekbdl szoveti multi-blokkot
¢épitettiink (tissue micro array, TMA). Minden egyes TMA 10 recipiens blokkbol szdrmazo
mintat tartalmazott: mintanként 3-3 hengert; valamint 2 jel6l6 hengert (normal agyszovet), a
bal felsé sarokban (16. abra). fgy osszesen 12 TMA ¢épiilt, mely tartalmazta mind a 114
kiilononozd szovetmintat. Az igy elkészitett TMA-kon hematoxilin&eosin (H&E) festést és

immunhisztokémiai (IHC) reakciokat végeztiink.
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16. abra: Szoveti multi-blokk képe (TMA, tissue microarray). A bal felsé sarokban két ép
agyallomanybdl szdrmaz6 minta az azonositashoz. Minden egyes TMA 10 donor blokkbol
tartalmazott mintakat. Az 5x6 tumorhenger melletti szam (1-10) az egy TMA-n beliili azonos
donorbdl szarmazo hengereket jel6li. Festés: Hematoxilin-Eosin. Lépték Smm.

37



Minden egyes H&E és IHC metszet digitalizalva lett a Pannoramic Scanner gépen, minden
egyes digitalis mintabol 6 db 400x nagyitasu képet fotdoztunk ki (2-2 minden egyes henger-
keresztmetszetbdl). A pozitiv sejtmagok intenzitasa alapjan 4 csoportot készitettiink: 0, 1+, 2+

¢s 3+ (17. abra).
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17. abra: Ki-67 (Mibl antitest), p53 és progesteron receptor (PR) eltéré nulcearis intenzitasa:
0, 1+, 2+, 3+ esetében. Léptek: 20um. Miblm p53, PR immunhisztokémiai reakcio
(diaminobenzidin jeldlés, hematoxilin hattérfestés mellett).

A vizsgalataink elején szamos esetben az Osszes képen ImageJ (NIH, Bethesda, USA)
program Cell Counter funkcidjaval pontosan kiszamoltuk a pozitivan festddd sejtek szamat,
aranyat (18. abra), a késObbiekben, pedig e képekhez hasonlitva allapitottuk meg az egyes
mintdk festédési aranyat (Labelling index, Li). Ezt kovetden a Histoscore-hoz hasonldéan -
melyet az emlddaganatokndl régota hasznalnak - a festddd sejtek ardnyat és erdsségét

megszorozva egy aranyszamot rendeltiink minden egyes szdvettani mintahoz.

Az eredményeket az SPSS 22.0 for Windows (IBM, Armonk, NY, USA) statisztikai
programmal elemeztiik. Mivel nem normal eloszlast mutattak a minték, ezért nem parametricus

teszteket hasznaltunk: Kruskall-Wallis H tesztet, Mann-Whitney U tesztet és Wilcoxon signed
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rank tesztet. Wilcoxon signed rank teszt a kétmintds t proba nem parametricus megfeleldje az
egymassal 0sszefliggd mintak vizsgalatara. E modszerrel ugyanannak a betegnek két kiilonb6zo

mitéti idopontban vett mintajanak, egymastol valo eltérését vizsgaltuk.

Az etikai engedély szdma: DEOEC RKEB: 2437-2005
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18. abra: Ki-67 (Mibl antitest), p53 és progesteron receptor (PR) pozitiv sejtek jelolése és
szamolasa az ImageJ program Cell Counter funkcidja segitségével. A,C,E az eredeti képek;
B,D,F pedig a Cell Counter segitségével megjelolt sejteket jeloli, eltérd szinnel €s szammal (1-
4) az eltér6 nuclearis intenzitasokat. A-B Mibl; C-D p53; E-F PR. Lépték S0um.
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5. Eredmények

5.1 Elsd korben végzett vizsgalataink eredménye

Mind a 41 megvizsgalt minta festodott PARP1 és p53 antitesttel (19. abra). Szignifikans
korrelacio volt a tumor gradus és a PARP1 expressio kozt (Sil-3, p=0,001), valamint a p53
intenziv jel616dés kozott (Si2-3, p=0,012) Kruskall-Wallis H tesztel. Ezzel szemben nem volt
statisztikailag jelentds Osszefliggés az Si2-3 PARP1 (p=0,523), az Sil-3 p53 (p=0,141)

immunjeldlodés €s a tumor gradus tekintetében.

NETTNAS <
~—<¢,\a_ \’\é\

19. abra: Hematoxilin-Eosin, p5 €s PARPI immunhisztokémiai jelolédés az egyes WHO
gradusokban. A,D,G WHO I.-es gradus; B,E,H WHO Il.-es gradus; C,F,I WHO IIl.-as gradus.
Lépték 100pum
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A Mann-Whitney U teszt PARP1 esetében az Sil-3 szignifikians Osszefiiggést mutatott
WHO I.-I1I. gradus (p=0,001) ¢s WHO II.-111. gradus (p=0,005) k6zott. Tovabba a p53 esetében
az Si2-3 mutatott szignifikans osszefiiggést a WHO L.-111. gradus (p=0,002) kozt (20. abra). A
PARP1 esetében a WHO II. gradusu daganatok, mig a p53-nala WHO III. gradust daganatok

mutattak a legintenzivebb jelolodést.
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20. abra: p53 és PARPI festddési intenzitas az egyes WHO gradusok, valamint az alacsony
(WHO 1.) és magas gradusu (WHO II. és WHO III.) daganatok kozott.

Az alacsony (I. gradus) és magas (IL.-III. gradus) malignitasti daganatok Osszehasonlitdsa
soran szignifikans Osszefiiggés mutatkozott a PARP1 esetében a jel6lodés (Sil-3, p=0,028),
mig a p53 esetén az intenziv jelolédés (Si2-3, p=0,018) kapcsan. A tumorok szdvettani

alcsoport megoszlasa a kdvetkezd volt: I. gradusuak koziil 11 meningothelialis, 8 transitionalis,
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1 secretoros, 1 fibrosus €s 1 microcysticus; a II. gradusuak koziil 8 atypusos €s 3 vilagos sejtes;

a III. gradusuak koziil mind anaplasticus volt. Nem volt szignifikdns kiilonbség az egyes

szovettani altipusok kozott, sem a PARP1, sem a p53 esetében. Spearman’s rank order

korrelacios vizsgalattal nem allt fenn kapcsolat a PARP1 és a p53 immunjelolodés kozott (21.

abra).

Non significant

Non significant

p=0,877 p=0,321
= 0 o0
| = o
0 (¥a] v
a o
s (4 = _-”_/"—‘ o
& =i &

l pSEQSil-Of A ’ pSi’;‘Sil-? B
Non significant Non significant
p=0,921 p=0,858

14 o m

e - &

v v
as a- 0« R E
e == o
g - S
~ oo
’ T p53si23 cl - ~ p535i2-3 D

21. abra: p53 ¢és PARP1 immunhisztokémia reakcid eredményeinek 0Osszehasonlitasa
Spearman’s rank order korrelacios vizsgalattal az Sil-3 és Si2-3 értékeket illetden. Sil-3 1+-
2+-3+ esetek aranya; Si2-3 2+-3+ esetek aranya.
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5.2. Masodik korben végzett vizsgalataink eredménye

16 olyan beteg volt (3 férfi, 13 nd, atlagéletkor 54 év), akinek nem tért vissza a daganata
legalabb 5 évvel az els6 operaciot kovetden (non-R/R csoport). 31 beteg esetében (8 férfi, 23
no, atlagéletkor 53 év, atlagos recurrencia id6 19,6 honap) képalkotokkal vagy kérboncoléassal
daganat kiajulast igazoltak (R/R csoport). 23 olyan beteg volt (5 férfi, 18 nd, atlagéletkor 59
¢v), akiknél a vizsgalataink befejezése elott 5 évvel tortént az egyetlen operacié meningealis
tumor miatt és nem volt recidiva igazolhatd, de az idéablak rovidsége miatt e betegek kikeriiltek

a non-R/R csoportbol.

A vizsgalt mintak koziil 65 WHO 1. gradusunak, 33 WHO I1. gradustnak és 16 WHO III.
gradusunak bizonyult. Az 6sszes non-R/R eset WHO 1. gradusba tartozott. Az R/R gradusban
volt 19 WHO 1. gradus, 9 WHO 1I. és 3 WHO III. gradus az elsé neuropathologiai szovettani
vizsgalat soran. Ezen betegek koziil 8 mutatott gradusbeli progressziot, valamint 15, akiknek
az els6 és utolsd szovettani mintajuk azonos gradust volt. 6 olyan beteg keriilt az R/R
csoportban, akik csak egy szovettani mintaval rendelkeztek. Esetiikben a relapsust a képalkoto
igazolta, szoveti mintavétel nélkiil. Szoveti altipusok kozott nem volt szignifikans kiilonbség
az egyes csoportokban: 6 meningothelialis, 5 transitionalis, 3 fibrosus as 2 psammomatosus
volt a non-R/R csoportban; mig 9 meningothelialist, 6 transitionalist, 3 fibrosust, 1
psammomatosust, 1 clear cellt, 8 atypusost és 3 anaplasticust talaltunk az R/R csoportban.
Relapsust tekintve, nem volt egyik szoveti altipus sem kiemelkedd6 a WHO 1. gradusu
daganatokbol. Ugyancsak nem rogzitettiink a WHO 11., WHO II1. csoporton beliil kiemelkedd
recurrencia hajlammal rendelkez6 altipust sem (megjegyzendd, hogy az egyes altipusokra

vonatkoztatva a vizsgalati mintaszam alacsony volt).

Az egyes WHO gradusokat Kruskall-Wallis H tesztel Osszehasonlitva szignifikans
Osszefiiggést fedeztiink fel a Mibl szazalék, intenzitds és Histoscore; a p53 intenzitds és
Histoscore; a PR szazalék, intenzitas és Histoscore esetében. A WHO 1. és WHO II. csoportok
Mann-Whitney U teszttel Osszehasonlitva szignifikans Osszefiiggésre bukkantunk a Mibl
szazalék, intenzitas és Histoscore; a p53 intenzitas; a PR szazalék, intenzitas és Histoscore
kozott. A WHO 1II. és WHO III. gradusu dsszehasonlitasa soran pedig a p53 intenzitas; a PR
széazalék, intenzitas €s Histoscore mutatott szignifikans eltérést. A WHO 1. gradus és WHO III.
gradus kozt pedig a Mib1 szazalék és Histoscore; a p53 intenzitas és Histoscore; a PR szazalék,

intenzitas és Histoscore esetén vettiink észre jelentds Osszefiiggést (22. abra, 3. tablazat).

44



st Buy M8 0 Eav Bae N0

§

A&pmélm

Cowt B 80

WHO Gridus

fow B W50 frmfar B0

 Histoscore

Atlagos p53

WHO Gradus

et Bars 965 C)
22. abra: Mindharom WHO gradus 6sszehasonlitasa festddési szazalék, intenzitas és Histoscore
(szazalék x intenzitas) Ki-67 (Mib1 antitest), pS3 és progesteron receptor esetében.
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22. abra (folytatas): Mindharom WHO gradus 0sszehasonlitasa festddési szazalék, intenzitas és
Histoscore (szazalék x intenzitds) Ki-67 (Mib1 antitest), p53 €s progesteron receptor esetében.

Mib1 Mib1 p53 p53 PR PR
Mibl Inten Histos | p53 Inten Histo PR Inten Histo
% Zitas core % Zitas score % Zitas score

Kruskall-Wallis
0,000 | 0,001 | 0,000 | 0316 | 0,000 |0,031 | 0,000 | 0,000 [O0,000

Mann-Whitney
grade I-11 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,272 |0,001 | 0,065 |0,014 |0,029 | 0,013

Mann-Whitney
grade I1-111
Mann-Whitney
grade I-111 0,000 | 0,086 | 0,000 | 0,198 | 0,000 |0,023 | 0,000 | 0,000 | 0,000

0,449 |0320 |0831 |0654 |0,049 |0376 | 0,008 | 0,008 | 0,009

3. tablazat: Mindharom WHO gradus Osszehasonlitasa Kruskall-Wallis H tesztel, valmint 2-2
WHO gradus 0Osszehasonlitaisa Mann-Whitney U teszttel Ki-67 (Mibl antitest), p53 és
progesteron receptor tekintetében. A tablazat a ’p’ értékeket mutatja.
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Az R/R ¢és non-R/R csoport 6sszehasonlitasa soran jelentds korrelacio volt a Mibl szazalék,

intenzitas és Histoscore; a p53 szazalék és a WHO gradus kozott. Azonban amikor az R/R

csoport WHO 1. gradusba tartozé tagjait hasonlitottuk 6ssze a non-R/R csoport tagjaival

(mindegyik eset WHO 1. gradusu volt) azt talaltuk, hogy a Mib1 szazalék, Histoscore; a p53

szazalék és Histoscore kozott van szignifikans 6sszefliggés (23-24. abra, 4. tablazat).

Mibl | Mibl p53 p53 PR PR
WHO Mibl | Inten Histo | p53 Inten Histo | PR Inten Histo
gradus | % Zitas score | % Zitas score | % Zitas score
Mann-
Whitney 0,003 0,000 | 0,004 | 0,000 | 0,027 | 0,955 | 0,069 | 0,207 | 0,497 | 0,215
Mann-
\(/\\//mgey . [ 1000|0009 | 0126 | 0029 | 0032 |0195 |0038 | 0,708 | 0708 | 0858
gradus)

4. tdblazat: A recurrens €s a nem recurrens esetek Osszehasonlitdsa gradus-fiiggetlen modon
(fels6 sor), valamint csak WHO 1. gradus esetében, Mibl, p53 ¢és progesteron receptor
tekintetében Mann-Whitney U teszttel. A tablazat a *p’ értékeket mutatja.

47



Nem-R/R eselek R/R esetek Nem-R/R esetek R/R esetek

Enwflon B0 Pow s N0

Nem-R/R esetek R/R esctek

Enw e MR O

Nem-R/R esetek R/R esetek Nem-R/R exsetck R/R esetek

Howt Boy WSO Brrw Bew W0

Atlagos p33 Histoscore
L L S T A

Nem-R/R esctek R/R esetek
Eivw ey MO
23. abra: Fest6dési szazalék, intenzitas és Histoscore (szazalék x intenzitas) 0sszehasonlitasa a

Ki-67 (Mib]1 antitest) és p53 immunfestddés tekintetében a nem recurrens (nem-R/R esetek) és
a relapsust mutato (R/R esetek) esetekben WHO gradusra tekintet nélkiil, Ki-67 (Mib1 antitest)
¢€s p53 vonatkozaséaban.
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24. abra: Festodési szazalék, intenzitas és Histoscore (szazalék x intenzitas) 6sszehasonlitasa a

Ki-67 (Mibl antitest) és p53 immunfest6dés tekintetében a nem recurrens (mind WHO 1. gradus
volt) és a WHO I. gradusba tartozé relapsust mutaté esetek kozott, Ki-67 (Mib1 antitest) és p53
esetében.
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Végezetiil az R/R csoport elsd és utolsd szovettani mintak csoportjainak dsszehasonlitasa

kovetkezett: ekkor szignifikans Osszefiiggést talaltunk a Mibl szazalék, Histoscore; a p53

intenzitas és a WHO gradus kozott. A Wilcoxon signed rank teszttel minden egyes beteghez

tartozo elsd ¢és utolsd szovettani minta 6sszehasonlitasa soran szignifikans kiilonbség adodott a

WHO gradus, a Mibl szazalék és Histoscore, valamint a p53 szazalék kozott (25. abra, 5.

tablazat).
Mibl | Mibl p53 p53 PR PR
WHO | Mibl Inten | Histo | p53 Inten | Histo | PR Inten | Histo
gradus | % zitds | score | % zitds | score | % zitds | score

Mann-
Whitney | 0,001 | 0,002 | 0,098 | 0,001 | 0,861 | 0,006 | 0,553 | 0,154 | 0,154 | 0,159
0,007 | 0,042 | 0,237 | 0,050 | 0,042 | 0,484 | 0,559 | 1,000 | 0,545 | 0,876

Wilcoxon

5. tablazat: A relabalt (azaz kiGjuld) esetekbdl szarmazo elsé és utols6 miitéti
Osszehasonlitasa Mann-Whitney U és Wilcoxon signed rank korrelacios teszttel.

minta
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25. abra: Festddési szazalék, intenzitas és Histoscore (szazalék x intenzitas) dsszehasonlitasa
ugyanabbdl a betegbdl szarmaz6 els6, masodik és utolsod szdvettani mintaban, Ki-67 (Mibl
antitest) és p53 esetében.
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6. Megbeszélés

Az egyik leggyakoribb intracranialis tumornak, a meningeomanak, szamos morphologiai
variansa ismert. Az aktualis (2016-os) WHO Kklasszifikacido szerint 13 szOvettani varians
kiilonboztetheté meg [82]. Kilenc kdziilik az 1. gradustak kozé tartozik, 2-2 tartozik a II. és a
III. gradusba. Az atypusos (II. gradus) és az anaplasticus (III. gradus) definialt WHO
morphologiai kritériumok alapjan diagnosztizalhato (szoveti megjelenés, mitosisszam, agyi
invazid), habar olykor nehézségekbe {itkozik. Mostanaig nem sikeriilt olyan megbizhatd
immunhisztokémiai markert talalni, amely segitene a gradusok elkiilonitésében. Ugyanakkor
igaz, hogy a Simpson (sebészi) gradus valoban segitséget nyujthat a recurrencia megitélésében
[90]. A meningeomak alapvetéen nem-infiltrald daganatok, ezaltal a sebészi eltavolitas
altalaban kurativ. Azonban kis tumor-fészkek jelenhetnek meg a dura mater mentén, melyek
recurrencia forrasai lehetnek. Mivel ilyen esetekben sem hatékony a chemotherapia, a
radiotherapia pedig noveli a malignus transzformacid esélyét, ez tovabbi nyomds érv olyan
egyszerli markerek keresése mellett, melyek segitenek a tumor progresszidjanak és recurrencia
hajlamanak megitéléséban. A mai képalkotd vizsgalatok szamos értékes informacioval birnak,
melyek egyrészt a sebész munkdjat segitik (lokalizacio, anatomiai képletekhez vald viszony,
erezettség, peritumoralis vizenyd mértéke), de prognosztikai szempontbol is jelentdsek: dura
farok, esetleges mar meglévd tumor-fészkek a dura mentén. Jelenleg a Debreceni Egyetem, a
nemzetkdzi iranyelvekkel Osszhangban, a meningeomds betegeket utankoveti: egy post-
operativ képalkotd vizsgalat elvégzését kvetden — az esetleges rezidualis tumor vizsgalatara —
1 évig félévente, majd 4 évig évente MRI vizsgélatot végeznek az esetleges relapsus
kimutatdsdra. Amennyiben nem diagnosztizalhatd kiujulds, akkor gydgyultnak mindsitik a

beteget.

Vizsgalataink soran retrospektiv elemzésnek vetettiik ald a Debreceni Egyetem Altalanos
Orvostudomany Kar Pathologiai Intézetében fellelhetd, elmult 16 év soran ,,meningeoma”
szovettani diagndzist nyert betegek idegsebészeti miitétek soran adott szovettani anyagait. A
rendelkezésre allé anyagot klasszikus modon, a WHO 2007-es ajanlasat kdvetve osztalyoztuk.
Vizsgalataink sordn részben a DNS hibajavitasban és a genom integritasanak megdrzésében
szerepet jatszo két fehérje a PARP és a p53 szerepét vizsgaltuk, illetve e fehérjék kapcsolatat a

WHO gradussal. Emellett analizaltuk a visszatérd meningeomads eseteket, és olyan fehérje
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markereket kerestiink a rutin pathologiai gyakorlatbol, mint példaul a Ki67, a progesteron

receptor, a pS3 melyek segitséget nytjthatnak a recurrencia megitélésben.

A PARP csalad 17 elemébdl talan a legfontosabb és legtdbbet vizsgalt fehérje a PARPI,
aminek a DNS hibajavitasban betoltott szerepe jol ismert €s fontos funkcidja van a caspase
fliggetlen apoptoticus utvonalban €s a necroticus sejthalalban is. A PARP1 rendeltetését szamos
tumorban vizsgaltak: az emlé daganatokon [193] kiviil, petefészek [194-196], endometrium
[197], hasnyalmirigy tumorok [198], gyomor daganatok [199], egyes vastagbél eredetii
daganatok [200], germinalis eredetii tumorok [201], prosztata carcinomak [202], melanomak
[203, 204], Ewing sarcoma [205], neuroblastomak [206], glioblastomak [89, 207] esetében;

azonban ismereteink szerint meningeomakban szerepét még nem kutattak.

A p53 az egyik legfontosobban tumorsupressor fehérje, a human tumorok mintegy felében
irtdk le funkcidjat. Szdmos tanulmany sziiletett a p53 markerr6l meningeomakban, de ezek
kétséges eredményt adtak. Volt, amelyik negativ eredménnyel zarult [85, 133-135] és volt
amely Osszefliggést mutatott ki a p53 statusz és a gradus vagy a recurrencia kozott [12, 91, 136-
144].

Az els® korben végzett vizsgédlataink sordn megvizsgalt 41 minta immun-pozitivitast
eredményezett, mind PARP1, mind p53 antitestekkel. PARP1 esetében a pozitiv sejtek aranya
(Si1-3) a II. gradusban volt a legtobb; p53 esetében az immuno-pozitivitas (Si2-3) fokozatos
emelkedést mutatott, és a III. gradusi daganatokban bizonyult a legmagasabbnak.
Osszehasonlitva az alacsony gradusa (I. gradus) és magas gradust (IL és III. gradus)
meningeomakat, PARP1 vonatkozasaban magasabb Sil-3 érték volt kimutathatd, mig p53
esetében a Si2-3 értéket itéltikk magasabbnak. Spearman’s rank order korrelacio vizsgalattal és
linedris regresszios analizissel nem volt statisztikai korrelaci6 a PARP1 ¢és a p53

immunjelolédés kozott, igazolva, hogy ez a két marker nem fligg egymastol.

Feltételezésiink szerint PARP1 aktivacio emelkedés a WHO |1. gradusu daganatokban azért
kovetkezhet be, mert a sejtek probalnak megkiizdeni a DNS hibdkkal, mig a III. gradusu
daganatokban a PARP1 aktivitds csokkenés az apoptoticus/necroticus sejthalal és a fehérje
substratok hianya miatt lehet. Eredményeink szerint a p53 fehérje szerepet jatszik a
meningeomak kialakulasaban, és ez feltehetden a meningealis tumorok progresszidjanak kései
torténése lehet. Tapasztalataink alapjan a p53 fehérje jelenléte folyamatos emelkedést mutatott

és a legmagasabb értékeket a WHO III. gradust csoportban érte el. Erdekesség, hogy PARP1
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esetében a szignifikans 0sszefiiggés a barmilyen jel6l6dést mutato sejtek aranyaban volt lathato,
mig a p53 esetében csak az intenziv 2+-es és 3+-es sejtek ardnyaban. Ennek okaként azt
feltételezziik, hogy mig a PARP1 esetében a fehérje gyakorlatilag nem detektalhaté ép
durasejtekben, addig a p53-nak a vad tipusa, mely ugyancsak jel6l6dik az antitesttel, gyenge
reakcidt (1+) tud produkélni. Ez szintén a hipotézisiinket tdmasztja ald, hogy az intenzivebb
jelolédésti mutans pS53 fligg Ossze a tumor gradussal, és ezt a vad tipusu fehérje esetleges
fiziologias felhalmozdddsa nem befolydsolja. Mivel mindkét fehérje magasabb jeldlodést
mutatott a "high grade’ (WHO II. ¢s WHO II1.) gradusu tumorok 0sszesitett vizsgalata soran,
mindkét fehérje szerepe feltételezhetd a rosszabb prognozissal bird esetek kialakuldsaban.
Habar tovabbi vizsgalatok sziikségesek, eddigi eredményeink szerint a PARP1 ¢és a p53

segitséget nyujthat a meningeomak diagndzisa és gradusanak meghatarozasa vonatkozasaban.

Kutatasaink masodik felében egy egyszerlien hasznalhaté immunhisztokémiai panelt
kerestiink a mindennapi neuropathologiai gyakorlat szamara, mely alapjan a meningeoma
relapsus/recurrencia valdszintisége jobban megitélheté. Ez nagy segitséget nyujthat problémas

lokalizéci6ja, (mint pl. falx cerebri) meningeomak esetén.

Ugy véljiik, hogy a Mib1 marker jelolddési indexe eltérd lehet az egyes laborokban [208],
azonban standardizalt metodika mellett segithet az esetek Osszehasonlitasdban is, mind
tudomanyos, mind rutin diagnosztikus vizsgalat esetén. Korabbi kutatisok leirtak, hogy
magasabb kezdeti Mibl1 index agresszivebb viselkedést, gyorsabb ndvekedést, megndvekedett
recurrencia hajlamot, rosszabb prognoézist jelez szamos daganat tipusban [185-188], koztik a
meningeomakban is [84, 85, 91, 140], valamint forditottan aranyos a recurrencia mentes idével
[190]. Vizsgalataink soran mi magunk is azt tapasztaltuk, hogy a Mib1 arany, illetve Histoscore
a WHO gradussal 6sszhangban ndvekszik. A recurrens esetekben magasabb Mibl értékek
tapasztalhatok. Ezen értékeket nem csak az 6sszes WHO gradusba sorolt tumorok vizsgalata
soran tudtuk kimutatni, hanem a csak WHO 1. gradusba sorolt esetek vizsgalata soran is. Ennek
értelmében azon WHO 1. graddusba sorolt tumorok, melyek emelkedett Mibl értékkel
rendelkeznek, de nem meritik a WHO II. gradus kritériumait, nagyobb valdsziniiséggel
mutathatnak kigjulast. Emellett feltartuk, hogy a recurrens esetek id6beli lefolyasa soran
konzisztens Mibl index emelkedés lathatd, ami Osszecseng a tumor progresszioval és a

magasabb WHO gradust tumorok megndvekedett proliferatios potencialjaval.
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A p53 esetén ugyancsak magasabb értékek voltak megfigyelhetéek magasabb WHO
gradusokban. Azonban érdekességként azt talaltunk, hogy a p53 esetében magasabb arany volt
kimutathaté a nem recurrens esetekben. Ennek a korabban mar emlitett oka feltehetéen az, hogy
a klinikai rutinban (és a mi vizsgalatainkban is) hasznalt p53 antitest nem tesz kiilonbséget a
vad tipus és a mutans fehérje kozott. Azt feltételezziik, hogy a kitujulast nem mutatéd esetekben
a megemelkedett normal p53 szint elénydsen hat a DNS karosodas kijavitasara. Ezzel szemben
a magasabb gradusu esetekben a mutans p53 jelenlétét lattuk, ami nem effektiv, hozzajarulva a
tumor noévekedéséhez. Erre a kérdésre mutacid analizis tudna megadni a valaszt, de jelen
munkankban a mindennapi klinikai gyakorlatban hasznalhaté immunhisztokémiai markerekre
azonositdsara és nem a mechanizmus feltdrasara fokuszaltunk. A p53 fehérje intenzitdsa
novekedett az ugyanabbol a recurrens lefolyast mutatd betegbdl szarmazé mintak idébeli
lefolyasa soran, melynek oka a kiszelektdlodd mutans p53 fehérjével rendelkezd tumorsejtek

lehetnek.

A mi eredményeinkhez hasonloan, korabbi kutatasok is leirtdk, hogy meningeomakban a
progeszteron receptor expresszié forditottan aranyos a gradussal [86, 168, 169], ami a gradus
meghatarozasadban nytjthat segitséget. Eredményeinkkel szintén dsszhangban mas kutatdk is
arra jutottak, hogy habar a PR immunfestddés ardnyos a gradussal, a relapsus/recurrencia
valosziniiségének meghatarozasaban nem nyujt segitséget [209, 210]. Jelen vizsgalatainkban
nem volt szignifikans 6sszefliggés a PR esetében, a recurrencia vonatkozasaban, és ugyancsak
nem mutattak eltérést egyazon betegbdl szarmazoé kiilonbozé tumorok alkalméval sem.
Ugyanakkor a progesteron receptor meghatarozasnak therapias lehetésége is lehet. Az az ismert
tény, hogy ezen tumorok hormon-receptorral rendelkeznek, felvetette a lehetdségét
hormontherapianak. A kozelmultban le is irtak mifepristone-nal (RU486) sikeresen kezelt
multiplex intracranialis meningeomas betegeket is [211]. Ezen betegek az utankovetés kapcsan

mind klinikailag mind radiologiailag jo terapids valaszt mutattak.
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Roviden dsszefoglalva:

e A vizsgalt tumormarkerek (PARP1, p53, Mibl és PR) kimutathatosadga és a meningeomak
viselkedés szerint csoportjai kozott szignifikans Osszefiiggés van.

e A PARPI ¢és ap53 jelenléte és valtozasai azonban egymastol fiiggetlenek.

e APARP1, ap53ésaMibl a WHO gradussal egyenesen aranyosan no.

e Ellenben a PR forditott aranyban mutathat6 ki a WHO gradus novekedésével.

e A R/R és a non-R/R betegcsoportok szovettani anyagat 6sszehasonlitva az 6sszes WHO
gradusu beteg anyagat vizsgéalva: mind a Mibl index, mind a p53 fehérje expressidja
tekintetében meg tudtuk erdsiteni azt a korabbi kutatasi eredményt, miszerint a tumor
agressziv viselkedését a fenti markerek jelzik és elore vetitik.

e A csak WHO I-es gradusi meningeomak viselkedését és markerjellemzdit vizsgalva: a
Mibl egyértelmiien elérejelzi a relapsus/recurrencia nagyobb valdszinliségét — mig a p53
esetében ez az Osszefliggés nem all fenn, sot forditott aranyt mutat (ez a vad és mutans
fehérje valtozat funkcidbeli kiilonbozdségével magyarazhato).

e Recidivald esetek ugyanabbdl a betegbdl szarmaz6 mintainak Osszehasonlitasa soran
megallapitottuk, hogy a WHO gradus, a Mib1%, a Histoscore, és a p53% szignifikans

eltérést és novekedést mutat az 1d6 elorehaladasaval

Eredményeinket a kozeli jovoben a digitalis képanalizis és automatizalds tovabb
finomithatja, mert ezekkel a modszerekkel standardizalt eredmények kaphatoak [212, 213],
melyet napjainkban mar a kutatok rendszeresen hasznalnak [214-216]. A kozeli jovoben pedig

a mindennapi rutin pathologiai munka részéve valhatnak.

Osszességében egy egyszerii, a mindennapi munkaban hasznalhatdé immunhisztokémiai
panelt allitottunk 0Ossze, melynek segitségével a meningeomdkat pontosabban tudjuk
diagnosztizalni, gradalni, €s nagyobb recurrencia valdszinlisége esetén kisziirni azon betegeket,

akiknek szorosabb utankdvetésre van sziikségiik.
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7. Osszefoglalds

A meningeomak, mint az egyik leggyakoribb intracranialis daganatok, a neuropathologiai
gyakorlatban jelentés szamban el6fordulnak. Altalaban joindulatuak, de eléfordulhatnak
recidivak. A WHO kritériumok alapjan 3 gradust kiilonitiink el, melyek a tumor agresszivitasat
is jellemzik. Szamos olyan eset van, ahol a gradus meghatarozas nehézségekbe iitkozik és
sziikséges lehet egy vagy tobb immunhisztokémiai markerre, mely segithet ezen esetekben.
Erre lehet alkalmas a DNS hibajavitasban szerepet jatsz6 PARPI1, a ,,genom 6rzdjének” is
nevezett p53, az intranuclearis progesteron receptor, valamint a Mibl (anti-Ki67 antitest)

proliferatios marker.

Vizsgalatainkat két korben végeztiik: eldszor egy kisebb betegcsoporton (31 beteg 41
mintaja), majd egy nagyobb beteganyagon (70 beteg 114 mintédja). Az els6 korben a DE KK
Pathologiai Intézetében a napi rutinban alkalmazott automatizalt immunhisztokémiai
reakciokat értékeltiik ki. Masodik korben pedig szoveti multiblokkokat készitettiink és ezeken
nagyobb esetszdmot vizsgaltunk. Az elkésziilt immunfestéseket digitalizaltuk és megszamoltuk
a festddod sejteket (%), az atlagos festddési intenzitast, valamint meghatdroztuk az ezek
szorzatabol 1étrejott *Histoscore’~t. A mintdkat részben a WHO gradus, részben az 5 éves
intervallumban  bekovetkezett  relapsus/recurrencia megléte vagy hianya alapjan
csoportositottuk, és matematikai elemzésnek vetettiik ala (Kruskall-Wallis H, Mann-Whitney

U, Wilcoxon signed rank teszt, Spearman’s rank order korrelacio).

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy szignifikdns 6sszefliggés van a WHO gradus ¢és
a PARPI festddés, a p53, a Mibl és a PR jelolédés kozott. Azonban a PARP1 a WHO 1.
gradusban, mig a p53 a WHO III. gradusban mutatta a legmagasabb értéket. A két marker
(PARP1 és p53) valtozasa egymassal nem fligg dssze. A PARPI1, a p53, a Mibl egyenes
aranyos, mig a PR forditott aranyossagot mutat a WHO gradussal. Recurrencia tekintetében a

Mibl és a p53 mutat szignifikans eltérést.

Eredményeink segithetik a rutin neuropathologiai gyakorlatban a meningeomaék leletezését
¢s jelezhetik a klinikusoknak a relapsusra hajlamos betegeket, akik szoros utankovetése
indokolt.
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8. Summary

The meningiomas as one of the most frequent intracranial tumours occur in high numbers
in the neuropathological practice. Although these tumours are usually benign, recurrences may
occur. According to the WHO criteria there are 3 grades, indicating increasing tumour
aggressiveness. There are cases where the WHO grading is difficult, therefore we need
immunohistochemical markers that help in such cases. The DNA damage repair protein PARP1,
the p53 as ’guardian of the genom’, the intranuclear progesterone receptor, and the proliferation

marker Mib1 (anti-Ki67 antibody) are possible candidates.

Our experiments were carried out in two phases: first on a small group of patients’ samples
(41 samples of 31 patients) and later on more patients (114 samples of 70 patients). We applied
automated immunohistochemical methods, which are routinely used at the Institute of
Pathology, University of Debrecen Clinical Centre. In the second round we performed the study
on samples built into a tissue microarray (TMA) paraffin block. The samples were digitalized
and the staining percentage, average staining intensitiy, and Histoscore (multiplying the above
two readouts) were calculated. The samples were grouped according to WHO grades, and the
relapse/recurrence (presence or absence) within a five-year interval was calculated and analysed
with statistical tests (Kruskall-Wallis H, Mann-Whitney U, Wilcoxon signed rank test,

Spearman’s rank order correlation).

Our results reveal correlation between WHO grade and PARP1, p53, Mibl and PR
expression, respectively. PARP1 has the highest value in WHO Grade 1l meningiomas, whereas
p53 shows the highest value in WHO Grade 111 tumours. The expression of PARP1 and p53 are
not related to each other. PARP1, p53 and Mib1 show direct proportion, while the PR shows
inverse proportion to the WHO Grade. Regarding relapse/recurrence, only the Mibl and p53

show differences.

Our findings could help the diagnostic neuropathological work-up of meningiomas, and

provide information for clinicians regarding the chance of tumour relapse/recurrence.
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12. Fiiggelék

1. tartaly: 10% -os formalin 1 6ra
2. tartaly: kutviz 1 o6ra
3. tartaly: isopropil alkohol 1 o6ra
4. tartaly: isopropil alkohol 1 o6ra
5. tartaly: isopropil alkohol-aceton 50 perc
6. tartaly: isopropil alkohol-aceton 1 6ra
7. tartaly: aceton 1 6ra
8. tartaly: aceton 1 o6ra
9. tartaly: xylol 2 6ra
10. tartaly: xylol 2 6ra
11. Paraffin 30 perc
12. Paraffin 30 perc
13. Paraffin 1 6ra
14. Paraffin 1 ora

Shandon Pathcentre Tissue Processor viztelenitési protokoll 1épései

1. Deparaffinalas: xylol 3 perc
2. Deparaffinalés: xylol 3 perc
3. Deparaffinalés: xylol 3 perc
4. 100% alkohol

5. 90% alkohol

6. 80% alkohol

7. Oblités desztillalt viz

8. Leszallo alkoholsor

9. Desztillalt viz

10. Magfestés: Mayer hemalaun oldat 5 perc
11. Kékités katvizben 5 perc
12. Festés: Eosin Y oldat 1 perc
13. Oblités desztillalt vizben

14. 80% alkohol 3 perc
15. 90%alkohol 3 perc
16. 100%alkohol 3 perc
17. Xylol 3 perc
18. Xylol 5 perc
19. fedés.

Deparaftinalés, Rehidralas és Hematoxilin-eosin festés Leica ST 5020 automatadn



1. Deparaffinalés: Bond dewax oldatban 72 °C

2. Deparaffinalas: Bond dewax oldatban 72 °C

3. Deparaffinalas: Bond dewax oldatban

4. 96% alkohol 3X

5. Mosas: Bond mosoé pufferben 2X

6. Mosas: Bond mos6 pufferben operc

7. Antigén feltaras: Bond antigén feltaré oldatban 2X

8. Antigén feltaras: Bond antigén feltar6 oldatban 10  perc,

100 °C

9. Antigén feltaras: Bond antigén feltar6 oldatban 12 perc

10. Mosas: Bond Mos6 pufterben 3x,35°C

11. Mosas: Bond Mos6 pufterben 3 perc

12. Endogén  peroxiddz  gatlds:  Peroxidaz  blokkol6  oldatban 5 perc
13-4% (v/v) Hidrogén peroxid/

13. Mosas: Bond Mos6 pufferben 3X

14. Primer antitest inkubalas 30 perc

15. Mosas: Bond Mos6 pufferben 3X

16. Inkubalas a masodlagos antitesttel: rabbit anti- mouse IgG (<10 pug/ml) 8 perc
10% (v/v) normal szérum TBS pufferben.

17. Mosas: Bond Mos6 pufferben 3X2 perc

18. Inkubalas a harmadlagos antitesttel: Anti-rabbit Poly-HRP-1gG 8 perc
(<25pg/mL) 10% (v/v) normal szérum TBS pufferben.

19. Mosas: Bond Moso6 pufferben 2X2 perc

20. Desztillalt viz

21. El6hivas, DAB+ Chromogen

22. El6hivas, DAB+ Chromogen 10 perc

23. Mosas: desztillalt viz 3X

24. Magfestés Gill hematoxilin oldatban S perc

25. Mosas: desztillalt viz

26. Mosas: Bond Moso6 pufferben

27. Mosas: desztillalt viz

A metszeteket kivessziik az automatabol, majd viztelenitjiik:

28. 70% alkohol

29. 80% alkohol

30. 100% alkohol

31. xylol 3 perc

32. xylol 3 perc

Leica Bond Max™ immunhisztokémiai protokoll [épései
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Beteg Metszet WHO Széveti altipus PARPL _ _ p53 ] )

No. No. Gradus 0 1+ 2+ 3+ 2'1' 2'2' 0 1+ 2+ 3+ 2'1' 5'2'
1 1 | meningothelialis |5 8 9 1 095 01 |49 34 14 3 0,51 0,17
2 2 | meningothelialis |16 39 37 8 084 045 (49 43 8 0 051 0,08
3 3 | meningothelialis |22 74 4 0 0,78 0,04 (70 27 3 0 03 0,03
4 4 | transitionalis 10 65 25 0 09 0,25 |46 50 4 0 054 0,04
5 5 | meningothelialis |26 50 13 11 0,74 0,24 |57 39 4 0 0,43 0,04
6 6 | meningothelialis (8 83 9 0 092 009 (76 24 0 0 024 0

7 7 | transitionalis 32 66 2 0 068 002 |75 241 0 025 0,01
8 8 | meningothelialis |15 83 2 0 085 0,02 |52 34 14 0 0,48 0,14
9 9 | secretoros 22 753 0 0,78 003 |75 17 7 1 0,25 0,08
10 10 | meningothelialis |23 37 38 2 0,77 04 |71 23 6 0 0,29 0,06
11 11 | fibrosus 21 30 24 25 0,79 0,49 (47 50 3 0 0,53 0,03
12 12 | transitionalis 15 66 19 0 085 0,19 |53 38 9 0 0,47 0,09
13 13 | meningothelialis |7 93 0 0 093 0 86 12 2 0 0,14 0,02
14 14 | meningothelialis 11 68 20 1 089 0,21 (76 23 1 0 0,24 0,01
15 15 | microcysticus 5 3 59 0 09 059 (8 17 0 0 0,17 O

16 16 | transitionalis 10 854 1 09 005152435 0 048 0,05
17 17 | transitionalis 6 8 5 0 094 005 |73 21 6 0 0,27 0,06
18 18 | transitionalis 16 33 48 3 084 051179 18 3 0 0,21 0,03
19 19 I atypusos 10 77 11 2 09 0,13 (60 30 10 0 04 01
20 20 1 atypusos 8 64 26 2 092 02876 24 0 0 024 O

21 21 1 atypusos 1 67 32 0 099 0328 13 2 0 0,15 0,02
22 22 1 vilagos sejtes 2 80 18 0 098 0,18 |68 29 3 0 0,32 0,03
23 23 I atypusos 14 71 10 5 086 015 |78 18 4 0 0,22 0,04
23 24 | transitionalis 9 72 16 3 091 019 |69 31 0 0 031 O

24 25 I atypusos 6 71 21 2 094 023 |80 18 2 0 0,2 0,02
25 26 1 atypusos 1 8 15 0 099 01572 23 5 0 0,28 0,05
25 27 Il vilagos sejtes 1 44 53 2 099 055 |44 39 15 2 0,56 0,17
25 28 1 vilagos sejtes 0 27 49 24 1 0,73 (38 32 27 3 0,62 0,3
25 29 | meningothelialis |10 81 9 0 09 0,09 |67 29 4 0 0,33 0,04
25 30 | meningothelialis |4 77 16 3 096 0,19 |71 21 6 2 0,29 0,08
25 31 | transitionalis 9 82 9 0 091 009 |67 27 6 0 0,33 0,06
26 32 I atypusos 0 33634 1 0,67 |35 39 26 0 0,65 0,26
27 35 1 anaplasticus 10 881 9 0 09 0,09 |59 29 10 2 041 0,12
27 34 1 anaplasticus 8 42 40 10 092 05 |30 47 22 1 0,7 0,23
27 33 1 atypusos 4 83 10 3 09 013 |71 21 7 1 0,29 0,08
28 36 1 anaplasticus 10 74 15 1 09 0,16 |42 28 17 13 058 0,3
28 37 1| anaplasticus 20 66 14 0 08 0,14 |49 20 17 14 051 0,31
28 38 1| anaplasticus 4 47 48 1 09 049 |79 19 2 0 0,21 0,02
29 39 Il anaplasticus 14 71 14 1 086 0,15 (68 22 7 3 0,32 0,1
30 40 1] anaplasticus 25 73 2 0 0,75 0,02 |54 26 13 7 0,46 0,2
31 41 1 anaplasticus 28 62 10 0 0,72 01 |76 15 9 0 0,24 0,09

Az elsd korben vizsgélt esetek megoszlasa WHO gradus, szoveti altipus alapjan. Az egyes
esetekben mért PARP és p53 intenzitds aranyanak megoszlasa a megszamolt 100 tumoros

sejtben.
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