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1. Bevezetés

A glioblastoma klinikai jellemzoi
A glioblastoma sz6 a tudomanyos irodalomban legel6szor 1926-ban szerepelt Bailey és

Cushing k6z6s munkdjabol. Feltételezték, hogy a glioblastoma a glidlis sejtekbdl, illetve azok
progenitoraibol alakul ki. Eredetileg a glioblastoma multiforme név volt a hivatalos elnevezés,
mely utalni hivatott a tumor rendkiviili inter- és intratumor heterogenitasara. A WHO 2007-ben
javasolt glioma klasszifikacidja 6ta mar csak glioblastoma néven ismerjiik, roviditése ,,gbm”.
A betegség tiinetei nagymértékii valtozatossagot mutatnak, attol fiiggden, hogy a daganat mely
agyteriileteket érinti, milyen bioldgiai tulajdonsidgai vannak, mennyire eldrehaladott az
allapota, illetve hogy a betegnek milyen az altalanos fizikai allapota. Gyakori a daganat
térfogatnoveld duzzadasat kisérd fejfajasok, hanyinger és hanyas fellépése, a kérgi izgalom
okozta epilepszias rohamok megjelenése, és aa kitett agyteriiletnek megfelelé neurologiai
goctlinetek jelentkezése, mint példaul a beszédzavar, végtagzsibbadas, végtagbénulas,
személyiségvaltozas, és kognitiv zavarok.

A glioblastomara jellemzd, hogy a kozponti idegrendszer barmely teriiletén kialakulhat.
Leggyakrabban a két hemiszfériumot érinti, azon beliil is leginkdbb a frontélis lebenyt.
Valamivel kisebb eséllyel alakul ki a temporalis, parietalis és okcipitalis lebenyben, ebben a
gyakorisagi sorrendben.

A felnéttkori glioblastomak tipikus megjelenésével szemben Gusnard és munkatarsai 1990-ben
kiemelték, hogy a gyermekkori glioblastoma inkébb az agytdrzsre és a kisagyi régidkra
lokalizalodik.

A glioblastoma a leggyakrabban el6fordul6 primer malignus agytumor felnéttekben. A median
tulélése a teljes miitéti reszekceiot és a standard sugar-, valamint kemoterapiat kovetden is csak
alig tobb mint egy év, az 6t éves tulélés aranya pedig Ot szazalék alatt marad. 2005-ben a Stupp-
protokoll elfogadasa lényeges elérelépésnek szamitott. A tumor széles margdju mitéti
eltavolitdsa, majd a temozolomid alapti kemoterdpiaval kombinalt sugarkezelés megndvelte a
betegek progresszidmentes ¢€s teljes tulélési idejét. A 12,3 honapos median talélés 14,6 honapra
nott, a két éves tulélés pedig 12 szazalékrol 26 szazalékra emelkedett.

Mig szamos molekularis alapu kisérletes terapia van jelenleg fejlesztés alatt vagy mar
preklinikai vizsgalatban glioblastomaban, vilagszerte és igy Magyarorszagon is, az egyetlen

jovahagyott terapia ma még mindig a Stupp-protokollra épiil a klinikai gyakorlatban.



A glioblastoma szovettani jellemzoi

A WHO 2007 6ta a gliomakat szovettani tulajdonsdgaik alapjan négy gradusba sorolja (I-1V,
ahol I a legkevésbé, IV a leginkabb malignus). A glioblastoma IV-es gradusu glioma. Nagyfoka
inter- ¢és intratumor heterogenitas jellemzi, mely nemcsak a sejtek citomorfoldgiai
valtozatossagat jelenti, hanem gyakran mezenchimalis és primitiv neuroektodermalis elemek
glialis eredetii tumorsejtekkel torténd keveredését is. Szovettani jellegzetességeik alapjan,
Burger és munkatarsai 1987-ben nyolc alcsoportra osztotta fel a glioblastomakat, mely azonban
nem nyert széleskori klinikai alkalmazast.

A daganatsejtek egy fontos jellegzetessége az invazivitas, mely szerint e sejtek képesek a
normal agyszovetbe infiltralni, igy a tényleges tumor sokszor joval nagyobb lehet, mint
amekkoranak az MRI felvételeken latszik. A tumort jellemzi a pleomorfizmus, cellularitas,
érajdonképzddés és nekrdzisok megjelenése. Az angioneogenezissel 0sszefliggésben a vér-agy
gat a glioblastoméra jellemzd elvaltozasokon megy keresztiil. Az immunsejtek szamdara
fokozottan atjarhatova valik. Berghoff és munkatarsai 2014-ben, Bottino és munkatarsai 2014-
ben, és Navarro és munkatarsai 2014-ben tobb irdnybdl elemezték, hogy ez az immun infiltracid
a tulélést milyen moddon és mértékben befolyasolja, de nem jutottak egyértelmii
kovetkeztetésre. Az anaplasztikus tumorsejtek a differencialtsag eltéré fazisaiban
megrekednek, ami jol lathat6 a szovettani képeken.

A tumorban glioblastoma 0ssejteket is taldlni, amelyek feltehetéen a tumor gyogyszer és
radioterapidval szembeni rezisztencidjahoz is hozzdjarulnak a tumor ndvekedése és recidiva-
képz0 tulajdonsdgai mellett.

A glioblastoma lehet elsddleges (normalis gliasejtek de novo transzformacidjaval,
malignizaciojaval alakul ki), vagy masodlagos (alacsonyabb gradusu glioma transzformalodik
glioblastomava). A masodlagos gliolbastoma rendszerint jobb prognézissal rendelkezik, az
ilyen betegek altaldban fiatalabbak (50 év alattiak) és hosszabb tulélést mutatnak, a tumor

sajatos molekularis genetikai profiljaval 6sszefiiggésben.

A glioblastoma metabolikus jellegzetességei

A tumor novekedése hypoxidhoz vezet kiilondsen a centralis, legrosszabb vérellatottsagu
részeiben, mely szdvetelhaldst eredményez. A tumor annak érdekében, hogy sajat érellatasat
fokozza, mikrokdrnyezetében angiogenezist indukal. Emiatt tobb specifikus gén is aktivalodik.
Ilyenek példaul a hypoxia indukal6 faktor 1 (HIF-1), a tumor nekrozis faktor alfa (TNF-a), a
cink ujj protein 39 (ZNF39), az Abelson Interactor csalad 3-as tagja (abi3), az abi3 koto

interakcios protein 3 (AIP3) és a mieloid sejteken expresszalddo aktivalo receptor 1 (,,triggering



receptor expressed on myeloid cells 1”7, TREMI). Nagy és munkatarsai 2014-es
tanulmanyukban Gsszefoglaljak, hogy a hypoxiat szabalyozo géneknek ez a megvaltozott
kifejez6dési mintazata a glioblastoma jellegzetes metabolikus profiljaval tarsul.

Azonban a daganatban megjelené szomatikus mutaciok szintén Kulcs szerepet jatszanak az
anyagcserezavarok kialakuldsdban. Szamos ilyen mutacié a mitokondrialis DNS karosodasan
vagy a mitochondriumba lokalizalt proteinek nuklearis génjeinek karosodasan keresztiil az
oxidativ glikolizis iranyaba tolja el a metabolitikus Utvonalakat. Tobb mitokondridlis
szomatikus mutacié a citokrom-C oxidaz enzimet érinti. Griguer és munkatarsai 2013-ban
megfigyelték, hogy akiknek a tumoraban ilyen citokrom-C mutéciok jelentkeztek, azoknak
rendszerint rosszabb prognoézissal kellett szembenéznitik.

A glioblastoma kiilondsen jellegzetes mutacioi az izocitrat-dehidrogenaz-1 és 2 (IDH-1 és IDH-
2) enzimeket érinti. Ezek koziil is a leggyakoribb az IDH-1 R132H kodon mutacioja. Az IDH-
1 R132H mutans enzim nem képes ellatni funkcigjat, hanem egy, a normal terméktdl, az alfa-
ketoglutarattol eltéré termék, a 2-D-hidroxi-glutarat nevii onkometabolit keletkezik, mig a
normal termék koncentracidja lecsokken. Az IDH-2 és 3 mutaciok szintén a 2-D-hidroxi-
glutarat felhalmozodasahoz vezetnek. A 2-D hidroxi-glutarat kompetitiven gatol szamos, alfa-
ketoglutarat fiiggd molekularis folyamatot, és ezaltal kiterjedt epigenetikai valamint
transzkripcios mintazat valtozasokhoz vezet.

Tovabbi fontos anyagcsere mutaciok a piruvat kinaz (PK) és a piruvat dehidrogendz kinaz
(PDK) enzimek kdrosodasa. A PK enzimek mutacioi révén a glikolizis folyamata jelentésen
lelassul, szamos intermedier termék pedig felhalmozddik. Ezek pedig eldsegitik a daganatsejtek
kapcsolatban, annak aktivalo génjeivel kdlcsonosen szabalyozzak egymast. A PDK enzimek
génjeinek mutacioi révén az anyagcsere folyamatok szintén az oxidativ glikolizis irdnyaba

tolodnak el.

A glioblastoma molekularis genetikai jellemzdi

Mint minden tumorra, a glioblastomdra is jellemzé a szomatikus mutaciok szekvencialis
felhalmozodasa, melyek koziil néhany kiilonds jelentéséggel bir a tumor bioldgiai
alcsoportjainak elkiilonitésében. Az egyik ilyen mutdcié a mar emlitett IDH-1R132H mutécio.
A 2014-es WHO glioma klasszifikacio revizio 6ta a glioblastomak felosztasanak elsé (és
egyetlen javasolt) 1épése az IDH-1 statusz meghatarozasa. A The Cancer Genome Atlas
(TCGA) Network OMICS eredményeinek klaszter analizise a glioblastomakat négy

molekularis, egymassal részben atfed6 alcsoportra osztotta fel klaszter-analizissel. A négy



alcsoport a klasszikus, mezenhimalis, proneuralis €s neuralis alcsoportok. A glioblastoma
proneuralis alcsoportjara jellemz6 az IDH-1 mutéaciok, leggyakrabban az IDH-1 R132H
jelenléte. A klasszikus alcsoportra jellemzéek az Epidermalis novekedési faktor receptor
(EGFR) abnormalitasai, koztiik az EGFR gén amplifikacidja és magas expresszidja, valamint
az EGFRVIII (exon 11-V11) delécios mutans megjelenése. Az EGFRVIII egy konstitucionalisan
aktiv receptor, amely ligandum kotédése nélkiil is képes a jelatvitelt kozvetiteni. Igy fokozza a
génjeinek szomatikus mutaciodi szintén fontos szerepet jatszanak a glioblastoma molekularis
profiljanak kialakitdsaban és az alcsoportok meghatarozasdban. A mezenhimalis alcsoportra
jellemz6é az NF-1 (neurofibromin) gén szomatikus mutacidja vagy a gént kodold 17q11.2
delécidja. Erdekes médon, az NF-1 gén csiravonal mutacidja is jol ismert a neurologiai
irodalomban, mely autoszomadlis dominansan 6roklddik, és a komplex neurofibromatézis-1
betegség kialakuldsahoz vezet. Az NF-1 gén mutacidi révén expresszalodo NF-1 fehérje
(neurofibromin) nem képes normal tumor szuppresszor szerepét betolteni, mely a RassMAPK
jelatviteli Gtvonal negativ regulacidja lenne. Ennek hianya vagy csokkenése a tumorban

fokozott sejt proliferaciohoz és tuléléséhez vezet.

2. Hipotézisek, célkitiizések

A glioblastoma kutatas eredményei altal megismert, de a klinikai gyakorlatban még nem
alkalmazott fontos 0sszefiiggéseket figyelembe véve az aldbbi hipotéziseket és célkitlizéseket

jelltiik ki:

Hipotézisek
A tanulmanyunkban feltételeztiik, hogy:

- A TCGA altal fagyasztott glioblastoma mintdk OMICS vizsgalatainak elemzése nyoman
felismert molekularis alcsoportok a megfelelé markerek Kivalasztasaval reprodukalhatéak a
klinikai formalin-fixalt, parafinba agyazott (FFPE) glioblastoma mintaink rutin molekularis

patologiai modszerekkel torténd elemzésével.

- A molekularis marker mintazatok alapjan elkiiloniilé glioblastoma alcsoportok tiikrozik a

tumorok bioldgiai heterogenitasat és korrelaciot mutatnak a klinikai kimenetellel.



- A glioblastoma tumorok id6beli evolacidéjuk soran nagy vonalakban meg6rzik molekularis

alcsoport besorolasukat, mig egyidejiileg azonban tovabbi klonalis evoltciot is mutathatnak.

Célkitiizések

A fenti feltételezések bizonyitasa érdekében célul tiztiik ki, hogy:

- A Markusovszky Egyetemi Oktatokorhaz (MEOK) Patologia Osztalyan osszegyiilt FFPE
glioblastoma mintakban megvizsgaljuk immunhisztokémiai (IHC) és piroszekvenalasi
modszerekkel a TCGA legfontosabb alcsoport-meghatarozd markereit és a marker mintazatok

alapjan teszteljiik a tumorok statisztikai elkiilontilését.

- Az igy nyert molekularis alcsoportokkal korrelaljuk a betegek klinikai adatait (kor, nem, teljes

talélés).

- Az idében tobbszords mintavételli betegek alcsoportjaban elemezziik a tumorok molekularis

profiljanak véltozasait.

3. Anyag, modszer

Beteganyag

Kisérleti anyagunk a MEOK Patologia Osztalyan 2000 és 2016 kozott Osszegytijtott 112
betegtdl szarmazd 127 FFPE glioblastoma blokkbdl keriilt ki. A mintdk mindsége, mennyisége
alapjan a tanulmanyba ebbdl 104 beteg 114 mintdja keriilt be. A glioblastoma diagndzisa
minden esetben hatarozott volt a klinikai és hisztologiai vizsgalatok alapjan.

A beteganyagot két kohortra osztottuk. Az elsé kohortba azok a mintak keriiltek, amelyek
azoktodl a betegektdl szarmaztak, akiktdl csak egy minta allt rendelkezésre. Ezek a mintdk a
diagnozist kovetd mitétbdl szarmaznak, kemoterdpia €s sugarkezelés elétt. A masodik
kohortba pedig azok az anyagok keriiltek, amelyek azokhoz a betegekhez tartoztak, akiktol
idében eltérd idopontokbol kettd, vagy tobb anyag is rendelkezésre allt. Ezek koziil a mintdk
koziil az elsd mindig az els¢ miitétbdl, sugér-, valamint kemoterapia el6ttrél szdrmaznak, a
tobbi minta a kezelést kovetd idészakokbol szarmazik. Az elsé kohortba 96 beteg 96 mintajat
vizsgéaltuk meg a kivalasztott molekularis markerekkel, hogy a glioblastoma alcsoportok
elkiiloniilését teszteljiik. A masodik kohortba 8 beteg 18 mintaja keriilt, hogy a tumorok

molekularis alcsoport besorolasanak idébeli alakulasat teszteljiik. A beteganyag talnyomo



részét elsddleges glioblastoma adta (101), de a vizsgalati anyag Osszesen 3db masodlagos
glioblastomat is magaba foglalt.

Az elso kohort vizsgalataiban részt vevo betegek kozil 46 (44,23%) férfi és 58 (55,76%) né. A
betegek ¢€letkora 26 és 88 év kozott mozgott, egyiittes atlag €letkoruk 61,01 év, median
¢letkoruk 63,5 év volt. A férfiak életkora 26 és 77 év kozott volt, atlag életkoruk 58,89 ¢év,
median ¢életkoruk 60 év, a ndk életkora 32 és 88 év kozott szorodott, atlag életkoruk 61,69,

median életkoruk 65 év volt.

Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai teszteket minden els6dleges antitest esetében elGtanulmanyban
allitottuk be. A mintainkbdl készitett lemezeken elsé 1épésként értékelési teriileteket (region of
interest v. ROI) jeloltiink ki, hogy a tovabbiakban konzisztens és Osszevethetd feliileteket
vizsgalhassunk meg. Ehhez haematoxylin-eozin festést és anti-glialis fibrillaris savas protein
(GFAP) immunfestést hasznaltunk. Szempontjaink az alabbiak voltak: az értékelési-technikali
teriiletnek malignusnak kellett lennie emelkedett sejt stirliséggel, pleomorf és mitozisban levé
sejtekkel, melyek GFAP pozitivitdst mutattak. A nekrotikus teriiletek aranyat az értékelési
teriileteken beliil 20%-ban maximalizaltuk, az erek bendvéseinek mértékét pedig 25%-ban
allapitottuk meg. Az ROI kivalasztasat 1:20 és 1:200 nagyitasok kozott végeztik el, és a
kivalasztott teriileteket marker tollal koriilirtuk valamennyi targylemezen. igy 1-1 blokkbol a 8
primer antitesttel késziilt IHC elemzés 8 egymast szekvencidlisan kovetd metszeten tortént,
melyek mindegyike ugyanazon ROI-t tartalmazta (a 8x3 pum-en beliil az ROI megerdsithetd
volt). Antitesteink az alabbiak voltak: anti-GFAP, anti-NF-1, anti-EGFR, anti-EGFRVIII, anti-
P53, anti-ATRX, anti-IDH-1R132H, anti-CD133. Masodlagos antitestiink és a vizualizalashoz
sziikséges Diamino-benzidin alapt el6hivo a Novolink Polymer Detection System RE-7140-K
része volt (Leica Biosystems, Newcastle, UK). . Az elvégzett tesztek mennyiségi értékelése
manualis és digitalis leolvasassal tortént. A digitalizalt értékelés membran és mag festddés
eset¢ben (EGFR, EGFRVIIL, p53) 100X nagyitdson tortént. Az elkésziilt digitalis fotokat a
tatabanyai korhaz kdzponti szerverérél DVD lemezekre mentettiik le. A beolvasott lemezeket
a 3DHisTech Pannoramic Viewer 1.15 programmal, valamint a bévitményként hozzaadhato
QuantCenter modullal (3D HisTech Kft. Budapest, Magyarorszag) értékeltiikk. A QuanCenter
modul képes a kivalasztott nagyitason sejtmembran és/vagy sejtmag festddés intenzitasanak és
a festddd sejtek szézalékos aranyanak a meghatdrozasara. A komputer altal szamolt sejtek
festddési intenzitasat 0, +, ++ és +++ kozott értékeltiik, mig a festddott sejtek szamabol a

szézalékos aranyt hataroztuk meg. A harom antitest digitalis értékelését a manualis leolvasas



megerdsitésére €és pontositdsara hasznaltuk a ROI teriiletén. A kivalasztott ROI teriiletek
manualis értékelését az EGFR, p53, NF-1, CD133, ATRX, EGFRUVIII, és az IDH-1 R132H
esetében is elvégeztiik. Az értékelést harom kiilonalld személy végezte 1:200 nagyitason,
Olympus BX51 mikroszkoppal (Olympus Corp. Japan). EGFR, p53, CD133 és ATRX esetében
a festddési intenzitast ugyanugy, mint a komputeres elemzés soran, manualisan is 0, +, ++ és
+++ kategoriakra osztottuk fel. Harom-harom latotér vizsgalata tortént, 100-100 sejt
leolvasasaval. Az intenzitas értékelése mellett meghataroztuk a fest6dott sejtek szazalékos
aranyat. A Histoscore értéket a festddott sejtek %-os értékének és a festédés intenzitasanak a
szorzatabodl nyertiik. A kapott értéknek igy 0 és 300 kozé kell esnie. NF-1 esetében hasonldan
jartunk el és meghataroztuk az IHC festddési intenzitds, valamint a fest6dott sejtek szazaléka
alapjan a Histoscore értékeket. Azonban a végsO értékeléshez négy festddési kategoriat
kiilonitettiink el: 1. citoplazmatikus pozitivitas, 2. citoplazmatikus és mag pozitivitds, 3. mag
pozitivitas és 4. citoplazma és mag negativitast. A két mutaciora specifikus antitest, EGFRVIII
¢s IDH-1 R132H esetében a pozitivitas (mutacio) jelenlétét vagy hidnyat dokumentaltuk, ahol

a pozitivitast ,,++” vagy ,,+++” IHC festddési intenzitassal definialtuk (1d. fentebb).

Piroszekvendlas

Az anti-IDH-1 R132H antitest miikodését piroszekvenalassal is megerdsitettik. Az
Immunhisztokémiai el6tanulmany altal meghatarozott kritériumoknak megfeleléen az THC
tesztek soran pozitivnak értékelt anyagokbol, valamint két negativ anyagbol (negativ kontroll)
terveztiik elvégezni a piroszekvenalasi validalast. Szintén terveztiik tesztelni piroszekvenalassal
az osszes olyan mintat, ahol az IDH-1 R132H mutacio THC értékelése nem volt egyértelmii. A
kivalogatott és tovabbi tesztekhez megfelelonek itélt blokkokat elsd 1€pésként deparaffinaltuk
a QiaGen® Deparaffinization Solution for FFPE samples kit segitségével. A deparaffinalt
anyagokbol a QiaGen® QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (50) segitségével kitisztitottuk a DNS-
t. A blokkokbdl kinyert DN'S mintak koncentracio értékeit Thermo Scientific® NanoDrop 2000
késziilékkel és a hozza tartozo NanoDrop2000/2000c¢ szoftvercsomag segitségével ellendriztiik.
A PCR-t egy BOECO Thermal Cycler SQ BOE8085240 késziiléken végeztiik 40 ciklusban. A
PCR és szekvenald primereket az elérhetd irodalombdl valasztottuk ki, ahol a PCR reverz
primer biotinilalt volt (Setty és munkatarsai, 2010). A PCR terméket agar6z gélen
gélelektroforézissel ellendriztiik. A biotinilalt amplikont immobolizaldssal tisztitottuk, majd az
IDH-1 R132H mutéci6 jelenlétét piroszekvenalassal vizsgaltuk az eldtanulmanyok soran mar

emlitett automata késziiléken a hozzatartozo pyromark szoftvercsomag segitségével. .



Statisztikai madszerek

Miutan az IHC eredményeket megerdsitettiik és letisztaztuk, a statisztikai elemzések tobb
1épésben torténtek eldszor az 1. kohortban, majd a 2. kohortban. Az 1. kohort 96 mintajaban: 1.
Az IHC markerek alapjan manualisan megvizsgaltuk a betegek / mintak elkiiloniilését. 2.
Hierarchikus klaszterelemzést végeztiink az SPSS23 programcsomag alkalmazasaval a
molekularis alcsoportok elkiiloniilésének tesztelésére és megerdsitésére. Itt az NF-1, EGFRvIII
¢s IDH-1R132H IHC eredményeit +/- alapt nominalis értékelésben teszteltiik, mig a tobbi IHC
marker esetében a Histoscore értékeket teszteltiik. Az adatcsoportok kozti kiillonbségeket 0 és
1 formaban jelenitettiik meg a kluszter elemzés abrajan. 3. Végiil pedig megvizsgaltuk a klinikai
alcsoportokkal. A nemek eloszldsadra Pearson Khi-négyzet probat hasznaltunk. A betegek
¢letkorat az adatok nem normal eloszlasa miatt Kruskal-Wallis teszttel vizsgaltuk meg (t6bb
csoport 0sszevethetd), illetve az alcsoportokat a teljes beteganyaggal is Gsszevetettiik Mann-
Whitney teszttel. A betegek talélése ¢és az alcsoportok kozotti korrelaciot Cox-regresszios
elemzéssel vizsgaltuk. A 2. kohort 8 betegének 18 mintdjadban megvizsgaltuk a tumorok

molekularis alcsoport besorolasat, és annak valtozasait a szekvencialis mintakban.

4. Eredmények

Elozetes értékelések

Az 1. kohortban, a statisztikai elemzések megkezdése el6tt ,,manualisan” is levonhattunk
néhany kovetkeztetést. Az 6sszes markerre megvizsgaltuk a betegek / mintak szegregalodasat,
mely soran harom antitest bizonyult kulcs fontossaginak a glioblastoma alcsoportok
elkiilénitésében. Ez a harom alcsoport az EGFR-EGFRVIII ko-pozitiv csoport, az NF-1 teljesen
(mag ¢és citoplazma) negativ csoport, valamint az IDH-1R132H pozitiv csoport volt. Ezek (a
markerek altal megjelolt molekuldk alapjan) valoszintileg atfednek a TCGA éltal meghatéarozott
alcsoportokkal: 1) IDH-1 RI132H pozitivitas (Verhaak és mtsai, 2010, proneuralis
alcsoportjanak felelhet meg), 2) EGFR ¢és EGFRVIII egyiittes pozitivitds (Verhaak és mtsai,
2010, klasszikus alcsoportjanak felelhet meg) és 3) NF-1 negativitast (Verhaak és mtsai, 2010,
mezenchimalis alcsoportjaval lehet atfedésben). Eredményeink szerint a legnagyobb csoport az
EGFRvVIII mutaciot hordozoké, ide 34 {6 keriilt. 20 betegnél mutattunk ki NF-1 expresszid
hianyt, valamint 10 f6nél IDH-1R132H mutaciot. 32 beteget nem tudtunk besorolni a hdrom
molekularis mintazat egyikébe sem. Vagyis a teljes beteganyag kétharmadat (64/96) sikertilt

mar harom markerrel alcsoportba sorolnunk, jo egyezéssel a TCGA molekularis



alcsoportjaival. Mig az IDH-1 R132H markerre pozitiv alcsoport teljes mértékben elkiiloniilt a
tobbi alcsoporttol, a két masik alcsoportban kismértékli atfedést detektaltunk: 2 fonél NF-1
expresszio hianyat és EGFRvIII mutacié hordozast iskimutattunk, jelezve hogy az alcsoportok
klaszter-szertien, de nem teljes mértékben, a TCGA adatokhoz hasonldéan kiilonithetok el

markereinkkel.

Részletes IHC és klinikai korreldcios eredmények az 1. kohortban

Immunhisztokémiaval 96 beteg koziil 10-nél sikeriilt megallapitani az IDH-1R132H mutacio
jelenlétét. Ez az arany koriilbeliil 10%-nak felel meg, amely jo atfedést mutat a TCGA
proneuralis alcsoport relativ ardnyaval. A betegek nemét dsszevetve a negativ csoportba (86 f0)
46 no ¢és 40 férfi keriilt. A pozitiv csoportba (10 £6) 7 n6 és 3 férfi. A nemek ¢és az IDH-1 mutans
glioblastoma megjelenése kozo6tt nem tudtunk kapcesolatot kimutatni (Khi-négyzet proba, 95%-
os konfidencia szint mellett a p=0,34).

A betegek életkorat szintén a pozitiv és negativ csoport szerint vetettiik 6ssze. Az IDH-1 pozitiv
(R132H mutéciot hordozo) csoport tagjainak atlag ¢letkora 56 évnek mutatkozott, szemben a
negativ csoporttal, ahol ez a szam 62 év volt. Hasonloan, a median életkorok kozott is kiilonbség
latszott (52,5 év a pozitiv és 56 év a negativ csoportban). Azonban az életkor és a mutaci6 kozti
kapcsolat Mann-Whitney teszttel torténé elemzésekor nem kaptunk kiilonbséget az IDH-1
mutacié hordozok alacsony szama miatt (95%-0s konfidencia szint, p=0,234). Ugyanakkor
érdemes kiemelni, hogy tendencia jelleggel a pozitiv csoportba sorolt betegek valamivel
fiatalabban voltak, mint a negativ csoport betegei.

A harmadik korben a betegek talélési adatait is Osszevetettiilk a mutacio jelenlétével. A mutans
csoportbol 9 (90%), a negativ csoportbol 59 (69%) beteg tulélési adataihoz fértiink hozza, 1évén
a klinikai adatgyljtés retrospektiv. A tulélést a miitét ideje és a haldl bedllta kozti
id6intervallumként azonositottuk, hetekben megadva. Az IDH-1 R132H pozitiv csoport
tulélése atlagosan 82 hétnek adddott, medianja pedig 24 hétnek. A negativ csoporttal
Osszevetve, melynek atlagos €s median talélése rendre 43 hét €s 26 hét. Bar szignifikans
kiilonbség itt sem latszott, az atlag érték jol kifejezi, hogy az IDH mutaciot hordozo betegek
atlagosan fiatalabban voltak, mint a tobbi alcsoport betegei (negativ csoport).

Masodik 1épcsében az NF-1 mutaciokat teszteltiik a klinikai adatokkal dsszevetve. Négyféle
festddési mintazatot figyeltlink meg: mag és citoplazma egylittes pozitivitas (+/+), mag ¢és
citoplazma egyiittes negativitast (-/-), mag pozitiv, citoplazma negativ (m+/c-) és mag negativ
citoplazma pozitiv (m-/c+). Ez utobbi festédési mintazat (m-/c+) jellemz6 a fiziologidsan

normalis allapotra. A -/- csoportot a tovabbiakban a m-/c+ csoporttal vetettiik dssze. Osszesen



negyven {6 esetén kaptunk hasznalhat6 talélési €s immunhisztokémiai eredményeket. A nemek
megoszlasa a kovetkezoképp alakult: 20 nd és 20 férfi. Az NF-1 -/- csoportba 9 n6 és 11 férfi
keriilt. A m-/c+ tipusu csoportba 11 n6 és 9 férfi. A nemek megoszlasa itt sem mutat szoros
Osszefiiggést a mutacio jelenlétével (Khi-négyzet proba, 95%-0s konfidencia szint mellett
p=0,40). Az életkorok megoszlasa hasonloan alakult, mint az IDH-1 mutans csoportban. Az
atlagos mitéti életkor az NF-1 -/- betegek korében 65 év volt, szemben a m-/c+ tipusu tumora
betegek 61,5 évével, a medianjuk pedig 67 év volt, az NF-1 m-/c+ betegek 62,5 évével szemben
(Mann-Whitney teszt, 95%-0s konfidencia szint mellett a p=0,22). Az atlagos talélés mindossze
56 hét volt az NF-1 -/- csoportban, mig a m-/c+ tipusa csoport talélése még rovidebb, 49 hét
volt. A median értékek is hasonloan alakultak, a -/- csoport median talélése 21 hét, a m-/c+
tipusé 11 (Cox-regresszi6 teszt, 95% konfidencia mellett p=0,19).

A harmadik 1épés az EGFRVIII tesztelése volt a klinikai kimenetellel dsszevetve. 96 tesztbdl
34 mutatkozott pozitivnak, 62 negativnak. Az EGFRvIII mutansok tipikusan fokozott EGFR
fokozott expresszidt is mutattak. A TCGA adatokkal vald 6sszevetés alapjan ez a kirajzolodo
alcsoport j6 atfedést mutat a TCGA klasszikus alcsoportjaval. A betegek nemét meghatarozva
a pozitiv csoportba 19 n6 és 15 férfi keriilt, a negativ csoportba 35 n6 és 27 férfi (Khi-négyzet
proba, 95%-0s konfidencia szint mellett p=0,95). A miitéti életkorok a pozitiv csoportban atlag
60 évnek, median 61 évnek mutatkoztak, a negativ csoportban ezek a szamok rendre 62 €v és
65 ¢év, mely statisztikailag szintén nem szignifikins (Mann-Whitney probaval 95%-0s
konfidencia szint mellett p=0,74). A betegek tulélési adataihoz a pozitiv csoportban 22 f6
esetében fértliink hozza, 43 {6 esetében pedig a negativ csoportbdl. Ez 6sszesen 65 {6 (67,70%).
Ahogy varhaté volt, a tilélési adatok is egybevagnak a teljes beteganyag atlagaval és
medianjaval 50 hét atlagos tuléléssel a negativ csoport 45 hetével szemben, mig 22 hét
mediannal a negativ csoport 26 hete all atellenben (Cox-regresszio, 95%-0s konfidencia szint,
p=0,18).

A kovetkezOkben a harom molekularis glioblastoma alcsoportban végeztiink klinikai
korrelacids elemzéseket.

A tanulmanyban részt vevo 96 beteg koziil 68 (~71%) beteg teljes tulélési adatait sikeriilt
Osszegyljteni. Ez alapjan a teljes elsd kohortra Cox-regresszié szamitast végeztiink, hogy
megallapithassuk, hogy az altalunk kijel6lt molekuldris alcsoportok koziil szignifikdnsan
elkiiloniil-e valamelyik a betegek tulélési adatai alapjan (95%-0s konfidencia szint mellett
p=0,386). Ez alapjan elméletben nincs eltérés a harom felvazolt alcsoport talélési adatai kozott.

A kis minta elemszdm és a lathatdo tendencidk miatt azonban Ovatos kovetkeztetést



levonhattunk: a leghosszabb tuléléssel az IDH-1 mutaciot hordozd csoport rendelkezett, a

legrovidebb talélést pedig az NF-1 -/- csoportban talaltuk.

Hierarchikus klaszter analizis

A felismert molekularis csoportok egymastdl valo elkiiloniilését statisztikailag, klaszter
analizissel vizsgaltuk meg az 1. kohortban. Ennek eredményeit fa-diagramon jelenitettiik meg.
Szamos ilyen statisztikailag lehetséges fat készitettiink, melyek koziil a statisztikailag leginkabb
reprezentans fat mutatjuk be.

Az elsd 1épésben a fa az IDH-1R132H mutécio alapjan kiiloniti el a glioblastoma alcsoportokat
(teljes 6sszhangban a legijabb WHO glioma klasszifikacios revizidval, melyet 2016-ban Louis
¢s munkatarsai irtak le) (95%-0s konfidencia szint mellett p=0,001). Az IDH-1 mutans csoport
teljesen elkiiloniil a tobbitdl. A masodik 1épésben az IDH-1R132H tesztre negativ csoportot
bontottuk tovabb. A statisztikai elemzések szerint az EGFRVIII statusz megallapitasa a relevans
1épés (95%-o0s konfidencia szint mellett p=0,022). Az EGFRVIII csoport is jol elkiilonithet6 az
EGFRvVIII negativ csoporttol. Az utolséd 1épésben az EGFRVIII negativ csoportot teszteltiik az
NF-1 markeriinkkel. Itt a négyféle festddési mintazat koziil csak a -/- csoport elkiiloniilését
figyeltilk meg a tobbi NF-1 koziil (NF-1 +/+, NF-1 +/- és NF-1 -/+ csoporttal szemben) (95%-
os konfidencia szint mellett p=0,059). Ez éppen nem mutatkozik szignifikansnak. Tekintettel
arra, hogy a p-érték a szignifikancia hatarérték kozelében van, lehetséges, hogy az itt mar
lecsokkent kis minta elemszam miatt nem szignifikans az alcsoport elkiiloniilése.

A tobbi tesztelt fa statisztikailag gyengébb és bioldgiailag nem olyan plauzibilis mintazatot

mutatott mint a fenti, kiemelt hierarchikus klaszter elemzés f4ja.

A masodik kohort értékelése

A masodik kohortban (6sszesen 8 f6t6] legalabb 2 vagy tobb miitétileg eltavolitott, 6sszesen 18
glioblastoma FFPE mintaban) elvégzett IHC tesztek alapjan latott molekularis mintazat idobeli
valtozasait vizsgaltuk meg A szekvencidlis mintakban szdmottevd valtozast nem tapasztaltunk
a mutdcids mintdzatban, viszont bizonyos tendencidkat itt is leirunk. Elséként az IDH-1 statusz
ellendrzése tortént meg. A masodik kohortba tartozd nyolc beteg tumorai koziil egy sem
bizonyult IDH-1 R132H pozitivnak. A masodik korben az NF-1 tesztelésére kertiilt sor.
Statuszvaltozas egyediil a ,,4-es” betegnél tortént, akinél a primer daganatban nem tapasztaltunk
anti-NF-1 fest6dést, mig a recidivaban mar a magban igen. Az EGFR tesztelést a Histoscore
értékekkel végeztik (festddési intenzitas szorozva a festddott sejtek szadzalékaval), a recidivak

esetén vagy koriilbeliil ugyanolyan, vagy magasabb értéknek adodtak, mint az els6¢ tumor



esetében. Ez teljesen megfelel a nemzetkozi irodalom alapjan varhat6 értékeknek. Az EGFRVIII
statusz a masodik kohort tulnyomo tobbségben pozitivnak adddott, mely a kis minta elemszdm
alapjan véletlenszertinek tekinthetd. Az EGFRVIII statusz primer-recidiva 0sszehasonlitasban
nem valtozott. Az ATRX antitestiink festédése azonban éppen az eddigiek forditottja, mivel a
recidivak esetében az ATRX IHC statusza festddése tobb betegnél negativ lett. A p53 és CD133
esetében pedig semmiféle valtozast nem tapasztaltunk a masodik kohort primer és recidiv

tumorai kozott.

5. Diszkusszio

Eredményeink alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a TCGA OMICS-elemzések
kulcsfontossaginak bizonyuld néhany markerének alkalmazasaval, a f6 glioblastoma
molekularis altipusok azonositasa a klinikai FFPE blokkokban is megvaldsithato. A kivalasztott
markerek atfedése miatt az altalunk THC modszerrel meghatarozott és a TCGA OMICS
modszerekkel meghatarozott (proneuralis, klasszikus és mezenhimalis) alcsoportok kozotti
atfedés nagyon valdszinli. Eredményeink nemcsak reprodukéljdk a molekuléris alcsoportok
elvalasztasat a klinikai glioblastoma mintdkban, de ezeknek a molekularis alcsoportoknak a
szazalékos megoszlasa is hasonld a TCGA network adataihoz. Vizsgalatunkban a betegek neme
nem mutatott differencidlis eloszlast a glioblastoma molekularis alcsoportjaiban, és nem
mutatott semmilyen kapcsolatot a betegség kialakuldsanak koraval vagy az altalanos ttléléssel.
Azonban kiemelést érdemel az a hatarozott trend, miszerint azok a betegek, akiknek a
tumoréaban IDH-1 R132H szomatikus mutaciot detektaltunk, a betegség kezdetekor fiatalabbak
voltak, €s hosszabb tulélést mutattak a mutacido nélkiiliekhez képest, a TCGA adatokkal

Osszhangban.

A masodik kohort, bar statisztikai vizsgalatokra nem alkalmas, mégis tiikrozni képes, hogy a
glioblastoma tumorok f6 vonalakban megtartjak f6 molekularis jellemzéiket, bar klonalis
valtozasok is megfigyelhetok a szomatikus mutacios profilokban a szekvencialis tumorok
evolucidja soran. Megfigyeléseink dsszhangban vannak a WHO glioma osztalyozasanak 2016-
besorolasdba valo integraldsat, valamint a glioblastomak szétvalasztasat az IDH mutacids status
szerint pozitiv €s negativ alcsoportokra. Az IDH-1 R132H pozitiv status egyben jelentds
mértékben (bar nem teljességben) differencialisan jelenik meg az elsddleges és a masodlagos

glioblastomakban. Mig a WHO glioma-osztalyozas 2016-os revizidja nem javasolja kiegészitd



markerek alkalmazéasat és a glioblastoma molekularis alcsoportok tovabbi szétvalasztasat,
eredményeink azt sugalljak, hogy a kiegészit6 kulcsmarkerek segitségével a fobb molekularis
alcsoportok elkiilonitése nemcsak megvaldsithatd, hanem hasznos is a klinikai dontéshozatal

tamogatasahoz.

Az NF-1 festoédés alapjan kirajzolodott négyféle mintdzat mogott tobb ok is allhat. Ilyen okok
lehetnek példdul a megvaltozott gén expresszids mintazatok, az antitest felismerésben szerepet
jatszo epitopok torlédése, vagy az antigén megvaltozott lokalizacidja. Ennek hatterét tovabbi
kutatasokkal lehetne biztonsaggal tisztazni, de mar az eddigi atfogdé TCGA adatok is

bepillantéast adnak a genotipus és fenotipus korrelaciok megallapitasara.

Vizsgalataink erdssége az volt, hogy az archivalt klinikai FFPE glioblastoma mintdkban egy
hisztopatologiai laborban konnyen elérheté modszereket alkalmaztunk annak megvizsgalasara,
hogy a tumor f6 molekularis altipusai azonosithatok-e. Ez a megkdzelités képes volt
glioblastoma mintaink 2/3-at osztalyozni olyan molekularis alcsoportokba, amelyek a hasonld
kulcsmarkerek alapjan valdsziniileg atfedésben vannak a kordbban javasolt TCGA

alcsoportokkal.

A jelen vizsgélatot egy 0 tanulmanyban prospektiv minta és a klinikai adatgytijtéssel
kiterjesztjiik, hogy eredményeinket reprodukaljuk és a glioblastoma molekularis alcsoportok
biologiai tulajdonsagait pontosabban meghatarozzuk. Tanulmanyaink végsd sikere egy klinikai
diagnosztikai panel létrehozasat eredményezheti a prognozis €s a terapids megfontolasok

tamogatasa érdekében.

A modern terapiak olyan molekuldkat is célba vesznek, amelyek a molekularis genetikai
klasszifikacio soran is fontos szerephez jutottak. llyen megkozelités példaul az EGFRVIII ellen
iranyul6 technikailag széles spektrumu molekularis stratégia, beleértve a vakcinacio és antitest
alapt terapidkat. Bar ezen a teriileten még igazi attorés nem sziiletett, varhatd, hogy a
kozeljovoben a ,klasszikus” (EGFRvVIII mutacidval rendelkezd) alcsoportba keriilé betegek
talélése meghosszabbodhat ezen terapiak hatékonysaganak javulasaval. Egy 1j terapias
megkozelités az tigynevezett CAR T sejtek biotechnolodgiai l1étrehozasa. Ezek olyan T sejtek,
amelyek tetsz6legesen kialakitott specificitasu kimérikus antigén receptorokkal rendelkeznek,
¢és amelyek képesek kivalasztott mutaciokat expresszald, mint példaul az EGFRVIII-t hordozé

glioblastoma sejteket felismerni és elpusztitani.



A mutans IDH-1 molekulak terapias célpontként vald azonositdsa mar az el6z6 évtized végén
szintén felmertilt, és azota egyre nagyobb hatékonysagli megkozelitések kisérleti tesztelése van

folyamatban, bar még egyik sem Iépett a preklinikai fazisbol klinikai fazisba.

Az NF-1 tumor szuppresszor molekula expresszios és funkcionalis hianyanak kijavitasa vagy
poétlasa szintén szamos daganat, koztiik a glioblastoma gyogyitas fontos stratégiaja lehetne, de
egyeléore még ilyen siker nem sziiletett. Varhato azonban, hogy nem csak az itt kulcs
fontossaginak tiiné markereket, hanem az azokkal tarsuldo tovabbi mutaciokat és azok
kombinacioit célzo 0j generacios beavatkozasok hoznak majd a glioblastoma kezelésben attord
sikert. Az eddigi ismeretek Osszességiikben hatarozottan arra utalnak, hogy a glioblastoma
molekularis profiljdnak egyre mélyiilé gyakorlati meghatarozasa fontos szerepet fog jatszani a

kozel jovOben e nagy malignitast és aggressziv tumor legydzésében.
6. Uj tudomanyos eredmények
1. A TCGA fagyasztott mintdkon OMICS mddszerekkel nyert adataibol felallitott

molekularis alcsoportokat a klinikai rutinban hasznalhato FFPE blokkokon, a

hétkoznapi klinikai rutin eljarasokkal (IHC) vizsgaltuk meg és reprodukaltuk.

2. Az IHC-val Iétrehozott molekularis alcsoportokat a betegek Kklinikai adataival
korrelaltuk.
3. A WHO legfrissebb glioma klasszifikacios ajanlasat tovabb finomitottuk, hiszen

elemzésiink bizonyitotta, hogy az EGFRVIII és az NF-1 mutaciods statusz vizsgélata
klinikai jelentdséggel birhat az IDH-1 mutdcios statusz meghatarozasa mellett és azon
tal.

4. Vizsgalataink eredményeinek prospektiv mintakon valé megerdsitése folyamatban van,
¢s amennyiben els6 tanulmanyunk kovetkeztetései bizonyitast nyernek, ugy egy
kliniko-patologiai algoritmus kialakitasa lesz varhaté a glioblastomas betegek
progndzisanak és majd célzott terapias lehetdségeiknek a feltérképezése érdekében.

S. Felismertiik, hogy a recidivdk — még ebben a kis minta elemszdmu tanulmanyban is —
nagy vonalakban megdrzik molekularis profiljukat, a tumorban részben lezajlo klonalis

evolucios tendenciak ellenére is.



7. Az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények, absztraktok és eléadasok
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Nagy Adam MSc, Garzuly Ferenc MD PhD, Padanyi Gergely MD, Sziics Ivan MD, Kalmén
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Onkormanyzat, 2017. p. 173. (ISBN:978-963-429-113-8)
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Idegen nyelven - -
Magyar nyelven 4 -

Tudomanyos kozlemények 6 (8)
osszesen (I-1V.)

Egyéb tudomanyos miivek** 14 -
Osszesitett impakt faktor 2.561
Idézettség szdma 7
Hirsch-index 1

Megjegyzések:
* Konferencia eléadasok folyoiratban vagy konyvben, absztraktok nélkiil.
** Ide értve a nem-teljes folyoiratcikket és a nem ismert lektoraltsagu folyoiratokban

megjelent miiveket.



