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1. Roviditésjegyzek

Abi3 — Abelson interactor csalad 3-as tagja

AIP3 — Abi3 interakcios protein 3

AMP/ADP/ATP — Adenozin-mono/di/tri-foszfat

ATRX — X-kromoszémahoz kapcsolt alfa-talasszémia/mentalis retardacio szindroma gén
BCNU — Bisz-kloro-etil-nitrozourea

CAMP — Ciklikus-adenozin-monofoszfat

CD133 — ,,Cluster of Differentiation 133”, prominin-1

cJUN — JUN génrdl atir6do protein

CNV — Gén-kopiaszam variacio

CpG sziget — Citozin és guanin gazdag ,,szigetszeri” régio
DNS/mtMDS — Dezoxi-ribonukleinsav/mitokondrialis DNS

EGFR — Epidermalis novekedési faktor receptor

EGFRvVIII — Epidermalis ndvekedési faktor III-as tipusi mutans receptor
EORTC — ,,European Organisation for Research and Treatment of Cancer”
ErbB-1 — Epidermalis novekedési faktor receptor alternativ elnevezése
FFPE — Formalin fixalt, paraffinba dgyazott bioldgiai anyag

GAP — GTP4az aktivalo protein

GBM - Glioblastoma multiforme (Gjabb nevén glioblastoma)
G-CIMP — CpG sziget metilator fenotipus

GFAP — Glidlis fibrillaris savas protein

Gy —,,Gray” - Ionizal6 sugarzas SI mértékegysége

HER-1 — Human epidermalis ndvekedési faktor receptor 1

HIF-1 — Hypoxia indukal6 faktor-1

ICAM-1 — Intercellularis sejtadhézios molekula 1

IDH-1/2/3 — 1zocitrat dehidrogenaz enzim 1/2/3-as izotipus
IDH-1R132H — R132H pontmutaciot szenvedett IDH-1 enzim

IHC — Immunhisztokémia

JNK — c-Jun N terminélis kindz enzim

Ki67 — Proliferacios marker index

KIR — Ko6zponti idegrendszer

LFA-1 — Limfocita funkci6 asszocialt antigén 1

MAPK — Mitogén aktivalt protein kinaz



MEOK — Markusovszky Egyetemi Oktatokorhéaz

MRI — Mégneses rezonancia képalkotas

NAD/NADH — Nikotinsavamid-adenin-dinukleotid foszfat/protonnal asszocialt NAD
NF-1 — Neurofibromin-1 protein (d6lt bettivel neurofibromin-1 gén)
OMICS — Omikak — pl. proteomika, genomika, metabolika, stb.
OXPHOS - Oxidativ foszforilacié

P53 — Celluléris tumor antigén p53

PCR — Polimeraz lancreakcio

PDGFR — Vérlemezke eredetii névekedési faktor receptor
PDK-1 — Piruvat-dehidrogenaz-kinaz 1

PEP — Foszfo-enol-piruvat

PIP3 — Foszfatidil-inozitol-3,4,5-trifoszfat

PKA — Protein-Kinaz A

PKM — Piruvat kindz enzim mutacidok

PNET — Primitiv neuroektodermalis tumor

PTEN — Foszfat-tenzin homoldg tumorszuppresszor

ROI — ,,Region of Interest” — Megfigyelési teriilet

S100 — Kis molekulastlyt kalciumktd protein

TBS — ,, Tris-Buffered-Saline” — TRISZ pufferolt sdoldat
TCGA —,,The Cancer Genome Atlas” — Rak-genom atlasz
TGFp — Transzformalé novekedési faktor béta

TMZ — Temozolomid

TNFo — Tumornekrozis-faktor alfa

TREML1 — Mieloid sejteken expresszalodo aktivalo receptor 1
VCAM-1 — Vaszkularis sejtadhézios protein 1

VEGF — Vaszkularis endotelidlis novekedési faktor

VLA-4 — Nagyon késdi antigén 4



WHO —Egészségligyi vilagszervezet

ZNF39 — Cink-ujj protein 39



2. Bevezetés, a glioblastoma irodalménak attekintése

2.1. A glioblastoma klinikai jellegzetességei

A glioblastoma sz6 el6szor a tudomanyos irodalomban 1926-ban jelent meg Bailey és
Cushing munkajabol. A gliomék klasszifikacidja szovettani és fejlodési megkdzelitésbol
kordbban ilyen részletességgel soha sehol nem volt publikalt. Ebben a miiben feltételezik,
hogy az agydaganat tipusok kiilonb6z6, az agyszdovetre jellemzo sejtes allomanybol fejlédnek
ki Gigy, mint példaul az astrocitoma az astrocita progenitorokboél [Bailey és mtsa, 1926]. Ez az
elmélet napjainkig sokat valtozott, de az elnevezések megmaradtak. A glioblastomat
eredetileg glioblastoma multiforme névvel illették, ami sugallta a daganat glialis
prekurzorokbol kiinduld eredetét, valamint a tumor erésen heterogén szovettani képét is
[Goldmann és mtsai, 2006]. A World Health Organization (WHO) 2007-es agydaganatok

osztalyozasa ota glioblastomaként irjuk le [Louis és mtsai, 2007], melynek roviditése ,,GBM”.

A magas gradust gliomak igen valtozatos tiineteket mutatnak. Ebben szerepet jatszanak a
daganat klinikai és bioldgiai tulajdonsagai, valamint a beteg altalanos allapota is. A végsd
stadiumban 1év6 tumorok tiinetei és tulajdonsagai rendszerint szignifikansan rosszabbak, mint
a kordn észlelt daganatok esetében. A glioblastoma, a WHO szerinti negyedik gradusu
glioma, szintén szdmos tiinettel jarhat egyiitt, melyek gyakran csak akkor jelentkeznek,
amikor a daganat mar erdsen térfoglald és szamos genetikai defektust halmozott fel. A tiinetek
egy része a patologias elvaltozas direkt vagy indirekt (pl. erek Osszenyomasabol adodo
hypoxia) mechanizmus utjan okozta szdveti izgalombol szarmazik, mint példaul a gyakori
epilepszids rohamok jelentkezése. Azonban a glioblastoma iddvel a térfogatanak
novekedésével vezet agynyomds fokozodashoz, mely kovetkeztében alakul ki a fejfajas,
hanyinger vagy hanyas. Eldrehaladott esetben a beékelddés veszélye is fenn all [Fritz és
mtsai, 2016].

Végiil a karositott agyteriiletnek megfeleléen neurologiai kiesési tiinetek jelentkezhetnek,
mint végtagbénulasok, beszédzavar, személyiségvaltozas és kognitiv zavarok. A betegség
lefolyasat erésen befolydsolja az, hogy mely agyteriiletek érintettek, milyen életkort a beteg,

¢s milyen stlyossagt a klinikai érintettség a Karnofsky-skalan [Sizoo és mtsai, 2010].



A glioblastomara jellemzd, hogy a kdzponti idegrendszerben gyakorlatilag barhol kialakulhat.
Leggyakoribb el6fordulasa a hemiszfériumokban van, azon beliil is leginkdbb a frontalis
lebenyben, valamivel kisebb eséllyel a temporalis lebenyben [Simpson és mtsai, 1993], de
gerincvelOben is leirtak jelentkezését [Mallick és mtsai, 2015]. A kisagy érintettsége szintén
viszonylag ritka [Hur és mtsai, 2008]. Egy nemrég késziilt magyar tanulmany nagyszamu
glioblastomas beteg adatait vetette Ossze. Megallapitottak, hogy az Osszes altaluk vizsgalt
beteg 56%-aban jelent meg a glioblastoma a frontalis lebenyben, 28%-aban a temporalis
lebenyben, 12%-aban a parietalis lebenyben, a fennmaradé 3%-aban pedig az okcipitalis
lebenyben. A kisagyban csak a betegek 1%-aban jelent meg a daganat [Murnyak és mtsai,
2013]. Erdemes ugyanakkor megjegyezni, hogy a gyermekkori glioblastomara éppen az
agytorzsi és kisagyi megjelenés (50% és 20%) az inkabb jellemzd, amelynek okat még
vizsgaljak [Gusnard, 1990; Milinkovic és mtsai, 2014]. Tanulmanyunkba gyermekkori
glioblastomat nem vettiink be, mert az eddigi adatok eltérd klinikai és molekularis
jellegzetességekre utalnak, mint a felnéttekre jellemz6 glioblastomak esetében [Suri és mtsai,
2009; Giunti és mtsai, 2014; Ryzhova és mtsai, 2015]. Az agyteriileti lokalizacio és a talélés
kozotti kapcsolatot szamos tanulmany vizsgalta. Osszességében a tumor kiilonbozé agyi
lebenyekben valo lokalizacioja 6nmagaban nem gyakorolt kifejezett hatast a tulélésre, primer
felndttkori glioblastoma esetén [Larjavaara €s mtsai, 2007; Curran és mtsai, 1992; Jeremic és

mtsai, 1994].

A glioblastoma a leggyakoribb rosszindulati els6dleges agydaganat felndttekben. Median
tulélése a miitéti reszekciot €s sugarterapiat kovetden koriilbeliil egy év, az 5 évnél hosszabb
tulélés pedig 5% alatti a gyorsan fejlodo terapias lehetdségek ellenére is [Walker és mtsai,
1980; Laperriere ¢és mtsai, 2002]. 2005-ben Stupp ¢és munkatarsai publikaltak a
sugarterapiaval kombinalt temozolomid (TMZ) alapt kemoterapia European Organisation of
Research and Treatment of Cancer (EORTC) 26981/22981-NCIC CE3 lll-as fazisu
prospektiv, randomizalt, multicentrikus klinikai vizsgalatainak eredményeit. Azt talaltak,
hogy az altaluk javasolt, ma Stupp-protokollként ismert kezelés hatasara a 12,3 honapos
median talélés 14,6 honapra emelkedett, a 2 éves tulélés pedig 12%-rol 26%-ra emelkedett
[Stupp és mtsai, 2005]. A Stupp protokoll az alabbiak szerint épiil fel. A daganat lehetd
legteljesebb sebészi eltavolitasat kovetden egyiittes sugar- és kemoterapia, majd kemo-
monoterapia kovetkezik. Ez 6 héten keresztiil 60 (30 X 2) Gray (Gy) sugarterapia adagolasat
jelenti, mikdzben 75mg/m® dozisi TMZ-t is beadnak szdjon 4t a betegeknek. Ezt 4 hetes

terapias sziinet koveti, majd Gjabb 6 ciklus TMZ-monoterapia kovetkezik. Ennek els6
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ciklusaban a TMZ-t 150mg/m2 dozisban 5 napon keresztiil kapjak a betegek, majd a tobbi 5
ciklusban 200mg/m? koncentraciot 28 naponta [Stupp és mtsai, 2005; Stupp és mtsai, 2009].
A kombinalt kezelést az onkologia atvette igy ma a glioblastoma altalanosan bevett terapiaja a
teljes sebészi eltavolitast, sugarkezelést és kemoterapiat jelenti. A kemoterapiat elsésorban az
alkilalo temozolomidra alapozzak. A tulélést befolyasold szdmos tényezd kozé tartozik a
beteg kora, neme, a tumor elhelyezkedése €s mérete, az eltdvolitds lehetséges maximalis
kiterjedtsége, a tumor molekularis bioldgiai, genetikai tulajdonsdgai, a terapiat ado korhaz
orszaga, valamint a glioblastoma Ossejtek jelenléte és a tumor mikrokdrnyezeti sajatossagai is
[Griguer és mtsa, 2011].

Magyarorszagon a glioblastoma terapidjaval kapcsolatos irdnyaddé dokumentum az
Egészségiigyi Minisztérium szakmai protokollja az idegrendszeri daganatok eltavolitasarol
[Sugarterapias és Onkologiai Szakmai Kollégium, 2009]. Eszerint Magyarorszagon az
EORT/NCIC altal 2005-ben kozreadott, kooperacioval l1étrehozott tesztsorozat eredményein
alapul¢ terapia kovetendd. Fontos hozzatenni azonban, hogy a protokoll végrehajtasanak tobb
elofeltétele is van. Ilyenek példaul a betegek fizikai allapota, a tumorok biologiai
tulajdonsagai, a daganatok operabilitdsa, stb. Mindezt modern képalkotd és sugarterapids
Eszerint fokélis radioterdpia alkalmazasadval egyidejiileg 30 X 2 Gy sugarterapia
alkalmazand6. A kemoterapia 75 mg/m2 temozolomid/nap szdjon at torténd adagolasaval
torténik 42 napon keresztiil. Ezt az els ciklust kévetéen 1500-200 mg/m? temozolomid/nap
per os 5X, 28 naponként 6 cikluson keresztiil ismételgetve. Amig a kezeléssorozat tart, a
betegeket Pneumocystis carinii fertézésre vizsgalni kell, ennek megelézése kulcsfontossagu,
valamint a paciensek rendszeres vérképelemzésen is atesnek. Azoknal a betegeknél, akik
szamara a standard kezelés nem adhat6 (rezisztens daganatok, recidivak, rossz Karnofsky-
index), alternativ terapidk teszik ki a bevett protokollt. Eszerint temozolomid monoterapia,
(bisz-kloroetil-nitrozourea) BCNU monoterapia, vagy akar cispatin és BCNU ko-monoterapia
kozill lehet valasztani. A temozolomid monoterdpia els¢ korben 150 mg/m? szajon at
adagolast jelent 5 napon at, majd 23 napos sziinet utan tovabbi 5 ciklus kdvetkezik 200 mg/m2
5-5 napig, koztiik 23 napos sziinetekkel. A BCNU monoterapia az ajanlas szerint 250 mg/m2
BCNU intravénas adagolast jelent, majd 41 napos pihendidd utan tovabbi 6 ciklusban mindez

megismételve [Sugarterapias és Onkologiai Szakmai Kollégium, 2010].



2.2. A glioblastoma szovettani jellemz6i

A WHO 2007 ota szovettani jellegzetességeik szerint négy gradiusba o0sztja a gliomakat
(grade I-1V). A glioblastoma a leggyakoribb és legmagasabb gradusa glioma, melyet
nagyfoku inter-, valamint intratumor heterogenitas jellemez. Annak ellenére, hogy gyakran
koriilirtnak tlinik a ,,magnetic resonance imaging” (MRI) képeken, a daganatsejtek a normalis
agysejtek koz¢é infiltralva terjednek €s joval nagyobb anatomiai tavolsadgokba is eljutnak, mint
amit a felvételeken lathatunk. Az anaplasztikus tumorsejtek a differencidltsag kiilonboz6
fokait mutatjak és megjelenésilk nagyon valtozatos. A tumor maga erdsen inhomogén,

helyenként kifejezett nekrézisokkal és aktiv érijdonképzddés jeleivel.

. “ ~
~ ‘l.,‘.',.. v oL - e .'..A'D..C ~ -

vettani képe 1:100-as nagyitason - Haematoxylin-Eosin festés

ANy S ey A

1. Abra — A glioblastoma $70
Jol lathatéak a glioblastomara jellemzé szévettani elvaltozdasok: a kép kozepén egy paliszad
nekrozis latszik, de jol lathato az erds cellularitas és pleomorfizmus, valamint a glomerulus

szerti érbenovés-halozat (piros nyilak) is.
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A glialis elemek idonként neuroektodermalis vagy mezenhimalis elemekkel is keveredhetnek
[Prayson és mitsai, 2009; Kalman és mtsai, 2013]. A tumorban eléforduld glioblastoma
Ossejtek a daganat novekedési tulajdonsagainak ¢és a gyogyszer/sugar rezisztencia
kialakulasanak létrejottében kulcsszerepet jatszanak [Dunn és mtsai, 2012]. Az elsddleges
fejlodik ki. Ezek az esetek a glioblastomak 90-95%-t adjak. A masodlagos glioblastoma az

alacsonyabb malignitast gliomak fokozatos transzformacidja soran alakul ki.

A glioblastoma szovettani képében esetenként latni lehet a régen primitiv neuroektodermalis
tumornak (PNET) nevezett, a WHO osztalyozas 2016-os revizidja 6ta a medulloblastoman
kiviili embrionalis tumorok kozé sorolt elvaltozasokra jellemzé szovettani teriileteket [Louis
¢és mtsai, 2016]. A két tumor keveredését tobben leirtak [Forbesés mtsa, 2016; Georgiu és
mtsai, 2015]. Az embrionalis tumorok maguk is gyakran magas malignitastak és rossz
prognoézissal tarsulnak [Zhang és mtsai, 2016]. Agyi elhelyezkedésiik éppen olyan valtozatos,
mint a glioblastomaé, de nem korlatozodik a koponyatirre [Koestner és mtsa, 2002; Loius és
mtsai, 2007].

A glioblastoma szdvettani képére nagyfokl heterogenitds, inhomogenitas jellemzd. Burger és
Green 1987-ben 71 glioblastomas beteg agydaganatanak szovettani elemzését és az
eredmények Osszehasonlitasat végezték el. Uttord munkassaguk kivaléan osszefoglalja a
glioblastomara jellemz6 leggyakoribb szdvettani tulajdonsdgokat. A tanulmany szerint a
glioblastomat az esetenként nagy teriiletekre kiterjedd nekrozisok megjelenése, valamint az
erek Kkifejezett proliferacioja, a tumorba valdo bendvésiikjellemzi. Bizonyos esetekben
kalcifikaci6 is torténik. Mikrocisztdk jelenhetnek meg, melyek az egész szoveti képet
uralhatjak. Perivaszkularis limfocitdk eléfordulnak. A daganatsejtek a mitozis kiilonbozo
fazisaban lehetnek. Ennek megfelelden a szdvetet nagyfoku cellularitds jellemzi a normalis,
fiziologias allapothoz képest. A sejtek formaja jelentdsen eltérd lehet. Egyes daganatokra a
szamos apro, kerekded sejt megjelenése jellemzd, mig més daganatokra a nagy, tobb magva
oriassejtek. Bizonyos esetekben gemisztocitdkat is leirtak. A sejtes allomény tulajdonsagai
alapjan tovabb lehet osztani a szovettani képet. A glioblastondk szdvettani heterogenitasat
tikrozi, bar nem széleskorben hasznalt a javasolt 8 altipus elkiilonitése [Burger és

Green,1987]:
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I. Fibrillaris asztrocitas daganat, melyre kis és kdzepes méretii sejtek jellemzéek, kevés, vagy
kozepes mennyiségii eozinofil citoplazmaval. Szamuk valtozo, nuklearisan hiperkromatizmus
jellemzi 6ket.

I. Gemisztocitas asztrocitas glioblastoma, melyet sok egyforma sejttel, iveges (hyaloplazma)
citoplazma allomannyal ¢és a sejtek szélére szoritott sejtmagvakkal jellemeztek.
Hiperkromatizmust is leirtak ennél a csoportnal.

I1l. A pleomorf asztrocitas glioblastoma esetében sotétebb, nagyobb sejtmagokkal, eozinofil
citoplazmaval telt sejtek lathatoak. Gemisztocitak itt is eléfordulnak, de ritkabban, mint az
el6z6 csoport esetén.

IV. A nagy fibrillaris sejtes glioblastoma esetében nagy €s pleomorf magok latszanak
bipoléaris és tobbnyire amorf sejtformakkal.

V. A kis fibrillaris sejtes glioblastomara a kis, anaplasztikus sejtek megléte jellemzd, gyakran
valtozo sejtsiirliség €s teriileti inhomogenités jellemzi.

VI. A kis, anaplasztikus glioblastoma tumorokra az aprd, kerek formaji sejtmagvak
jellemzok, amelyek sotét szinliek a haematoxylin-eosin festett lemezeken. A citoplazma sok
esetben egyaltalan nem is lathat6. A sejtek mérete jellemzden egy adott mérettartomanyon
beliil marad, nincsenek kiugroan apro, vagy nagy sejtek.

VII. A nagy anaplasztikus sejtes glioblastomakban a kisebb méretii anaplasztikus sejtek
mellett nagyobb méretli anaplasztikus oOridssejtek is talalhatoak. Ezek az oridssejtek erdsen
festddd kromatinnal és akar tobb sejtmaggal is rendelkeznek.

VIII. A nagy bizarr sejtes glioblastomakban nagyméretii, tobb-magvi, szabalytalan alaka
sejtek fordulnak el6 nagy szamban. Jellemz06 rajuk az erés magfestddés €s az erdsen eozinofil

citoplazma [Burger és Green, 1987].

A glioblastoma diagnosztikai meghatarozdsa immunhisztokémiai modszerekkel a legtobb
korhazban kivitelezhetd. Ennek segitségével identifikdlni lehet a daganatot €s pontos
diagnozist lehet felallitani. Mivel nincs egységes ajanlds, az immunhisztokémiai markerek
felhasznalasa gyakorlatilag korhaz (és igy anyagi forras) fiiggd, azonban vannak olyan alap
megkdzelitések, amelyektdl sehol sem térnek el. Ilyen festések az alap haematoxylin-eosin, a
glialis fibrillaris savas protein (GFAP), proliferaciés marker index (Ki67), valamint 2016 6ta
a WHO ajanlésa alapjan az izocitrat dehidrogenaz 1 IDH-1 statusz ellendrzés [Louis és mtsai,
2016]. Ezen kiviil esetenként alkalmazhatnak retikulin-impregnacio, oil red O, valamint kis
molekulasulyu kalciumkoté protein (S100) immunhisztokémiai festést iS. Ezen kiviil egyre

inkabb terjed a molekuléris markerek bevondsa a klinikai rutin hisztoldgiai diagnosztikaba is,
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melyek tovabb finomithatjak a diagnoézist. Ilyen markerek példaul a cellularis tumor antigén
p53 (p53), X-kromoszomahoz kapcsolt alfa-talasszémia/mentalis retardacido szindroma gén
(ATRX), ,,Cluster of Differentiation 133”, masnéven prominin-1 (CD133), vagy az
epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) és gyakori mutansa, az EGFRvIII molekula

tesztelése.

2.3. A glioblastoma patomechanizmusa

2.3.1 Vérellatas, hypoxia

A tumor ndvekedése -elégtelen vérellatashoz és igy hypoxidhoz vezet a daganat
mikrokdrnyezetében. A hypoxia hatasara a daganat centralis teriiletén — ahol a legrosszabb a
vérellatottsag — emiatt nekrotikus teriiletek alakulnak ki. Sajat vérellatasdnak fokozasara ezért
a glioblastoma indukalja mikrokornyezetében az angiogenezist. A hypoxia szabalyoz6 gének,
mint példaul a hypoxia indukald faktor 1 (HIF-1), a tumor nekrézis faktor alfa (TNF-a), a
cink ujj protein 39 (ZNF39), az Abelson Interactor csalad 3-as tagja (ABI3), az abi3 ko6t6
interakcioés protein 3 (AIP3) és a mieloid sejteken expresszalodo aktivalo receptor 1
(,,triggering receptor expressed on myeloid cells 17, TREMI1) is aktivalodnak. Ezek a
génexpressszids mintazatok nagyban hozzajarulnak a gyulladdsos reakciokhoz [Murat és
mtsai, 2009]. A tumor kornyezetében egy gyulladasos mikrokdrnyezet alakul ki, szamos
immunologiai mechanizmust befolydsolva. A hypoxidt szabdlyozd géneknek ez a
megvaltozott kifejez6dési mintdzata is nagymértékben hozzajarul a glioblastomara jellemz6
oxidativ glikolizishez [Id. 2.2.3 fejezet alabb, Nagy és mtsai, 2014]. A szomatikus mutaciok
okozta neoantigének mellett a hypoxias és nekrotikus teriiletek is hozzajarulnak gyulladasos
folyamatok, ¢és az immun infiltracié kialakulasahoz. A beszivargd makrofagok
immunologiailag aktivak, TNF-a-t és vaszkuldris endotelidlis ndvekedési faktort (VEGF)
termelnek, amely fokozza az érképzddést a tumor szovetébe, elésegitve a glioblastoma

invazijat [Stix, 2007].

Az agyszovetbe infiltrald immunsejtek jelenléte egészen a XX. szdzad végéig nehezen
értelmezhetd eseménynek szamitott. A vér-agy gat szerepe az, hogy gyakorlatilag kiemelje az
agyat a szervezet tobbi részétdl €s immunologiailag egy viszonylagos izolalt teriiletet hozzon
létre. Ez nem egyedi jelenség, tobbek kozott a szemgolydk és a méhlepény is hasonlo

immunprivilégiummal rendelkeznek. Az utobbi években végzett vizsgalatok azonban
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ramutattak, hogy az immunologiai privilégium részleges, immunsejtek bejuthatnak a kozponti
idegrendszerbe (KIR), és onnan ki és jutnak, mivel az agynak is van nyirok elvezetése a nyaki
nyirokcsomodk irdnyaba [Goldmann és mtsai, 2006]. A kijutott antigén prezentdlo sejtek a
periférias immunszervekben tumor-specifikus adaptiv immunvalaszt valthatnak ki, amelynek
igy aktivalt T és B sejtjei a kozponti idegrendszerbe visszaléphetnek. Hogy miért nem
haté¢kony az immunrendszer aktivaldsa a glioblastoma ellen, és a tumor milyen
mechanizmusok utjan blokkolja az immunsejtek hatédsait, intenziv kutatas targya, amelyet két
tanulmanyban foglaltunk 6ssze [ld. Eder és Kalman, 2015; Nagy és mtsai 2016]. A jelen
disszertacid eltérd témaja miatt ezen immun-blokkold glioblastoma mechanizmusok nem

keriilnek itt részletes targyalasra.

2.3.2 Vér-agy gat

A vér-agy gat a glioblastomara jellemz6 patologids elvaltozasok kovetkeztében fokozottan
atjarhatova valik az immunrendszer sejtes elemei szdmara. Maga a vér-agy gat fizioldgias
korilmények kozott nem, vagy csak alig atjarhaté az immunrendszer sejtjei szamara.
Patologidsan viszont a vérben keringd aktivalt immunsejtek, valamint magéinak az
agyszovetnek a patologias valtozasai (megnovekedett sejtadhézios és chemoattraktans
molekula expresszid) révén fokozottan atjarhatova valik (2. Abra). Az immunsejtek felszinén
megjelend VLA-4 ¢s LFA-1 molekulak az endotélsejteken kifejez0d6 vaszkularis sejtadhézios
molekula 1 (VCAM-1) és intercellularis sejtadhéziés molekula 1 (ICAM-1) molekuldkhoz
kotddnek. A matrix-metalloproteinazok révén az aktivalt immunsejtek atjutnak a vér-agy
gaton. Ezek az aktiv immunsejtek a helyi immunrendszer elemeket (mikroglidk) aktivaljak. A
glioblastoma aktiv érképzése eleve karositja a vér-agy gatat, amely igy Iényegesen
konnyebben 4tjarhatobb, mint fizioldgidsan (Nagy és mtsai, 2016). Ezzel 6sszefiiggésben
szamos tanulmany késziilt, amely az immun infiltrdcidé és a talélés kozotti korrelaciokat

vizsgalta [Berghoff és mtsai, 2014; Bottino és mtsai, 2014; Navarro és mtsai, 2014].
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2. Abra —A vér-agy gat felépitése és mitkodése fiziologias A) és patologias B) allapotban.

A) Az endotélsejtek felszinén alacsony szinten fejezédnek ki az adhézios molekuldk (pl. ICAM-
1 és a VCAM-1), a tight-junction kapcsolatok épek, és a keringé immunsejtek nyugalmi
dllapotban vannak.

B) A vér-agy gat patologias adllapotban. Az aktivalt immunsejtek fokozottan expresszaljik az
adhézios molekulak ligandjait, valamint a kemokin és citokin receptorokat, és matrix-
metalloproteinazt  termelnek. A  matrix-metalloproteinazok  segitségével az  aktivalt
immunsejtek lebontjidk a vér-agy gadt részét képezd szoveti mdtrixot és a tigh-junction
kapcsolatot atjarhatova teszik, igy segitve az aktivalt immunsejtek endotélsejtek kozti

s rer

tovabbi immunrendszer elemeket aktivalnak és vonzanak kornyezetiikbe.

2.3.3. A glioblastoma anyagcsere zavarai

A glioblastoma rendkiviil komplex anyagcserezavarokkal jellemezhet6. Mint valamennyi
tumorsejtre, a glioblastomara is jellemz6é az oxidativ glikolizis, amit Warburg-effektusként
ismer a tudomany. Az oxidativ glikolizis energiatermelése dramaian elmarad az oxidativ
foszforilacio (OXPHOS) adenozin-trifoszfat (ATP) termelésétél. E16bbi ugyanis mindossze
2db ATP molekula felszabaduldsaval jar, mig utébbi esetében 32 ATP keletkezik [Warburg és
mtsai, 1926; Hsu és mtsai, 2008; Heiden és mtsai, 2009, Nagy és mtsai, 2015].
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A glioblastoma metabolikus zavaraihoz a szomatikus mutaciok nagymértékben hozzajarulnak.
A tumorsejtek nukleéris és mitochondridlis genomjaban idével szamos mutacié halmozddik
fel, amelyek koziil nagyon sok az anyagcsere Utvonalakat érinti. Szamos mitokondrialis DNS
(mtDNS) mutacié negativan befolyasolja az OXPHOS folyamatat és ez altal a sejt energia
metabolizmusat. Hasonld6 OXPHOS karosodashoz vezethetnek a mitokondrilis proteinek

nukledrisan kodolt génjeiben kialakulé mutaciok (Nagy és mtsai, 2015).

A mitokondrialis proteineket érinté mutaciok koziil kiemelést érdemel a citokrom-C oxidaz
enzim génjét érintd mutaciok, melyek az enzim aktivitdsanak megnovekedését okozzak a
glioblastomaban. A citokrom-C oxiddz enzimfelelds az anyagcesere-kapcsolasért az OXPHOS
¢s a glikolizis kozott. Megfigyelték, hogy azok a betegek, akiknél a glioblastoma fokozott
citokrom-C oxidaz enzim aktivitast mutatott, rosszabb prognozisnak néztek elébe, mint azok,

akiknél ez az enzim a normal aktivitasi mintazatba illeszkedett [Griguer és mtsai, 2013].

Emellett a nukledris gén mutaciok gyakran olyan enzimeket érintenek, amelyek direkt médon
valtoztatjak meg a sejt anyagcsere folyamatait [Nagy és mtsai, 2015]. Az egyik ilyen fontos
mutaci6 az IDH-1 enzimet érinti. Az IDH-1 1zocitromsavbol szén-dioxid és alfa-ketoglutarat
képzddését katalizalja. A folyamat révén egy nikotinsavamid-adenin-dinukleotid (NADY)
molekula pedig NADH-va alakul at. Fontos megjegyezni, hogy a reakci6 visszafordithatatlan.
Glioblastoma esetén az IDH-1 génben leggyakrabban az R132H pozicidban alakul ki mutécio,
melynek kovetkezményeként az atirddd fehérjében egy arginin-hisztidin csere torténik. A
fiziologias R132H kodon szekvencia a ,,CGT”, ehelyett azonban leggyakrabban ,,CAT”
jelenik meg, mely aminosavcseréhez vezet. Roviden, az R132H mutacidé esetében az IDH-1
enzim nem képes ellatni a feladatat, hanem felhalmozodik egy, az alfa-ketoglutarattol eltérd
termék, a 2-D-hidroxi-glutarat, migaz alfa-ketoglutarat koncentracidja lecsokken. Az ilyen
IDH-1 mutaciot hordoz6 tumorsejtek nagyon érzékenyek az oxidativ stresszre, hajlamosak
fokozott angiogenezisre, és komplex epigenetikai mechanizmusok révén jellegzetes gén
expresszios mintazatokat mutatnak [Yan és mtsai, 2009]. A 2-D-hidroxi-glutarat egy
onkometabolit, amely szamos abnormalitds kivaltdsdban jatszik szerepet. Ilyen példaul a
glioma CpG sziget metilator fenotipus (G-CIMP) kialakulasa. Ennek oka az, hogy a 2-D-
hidroxi-glutarat az o-ketoglutarat fiiggd enzimek kompetitiv inhibitora, hiszen strukturalisan
ahhoz egészen hasonld, de annak funkcidjat betdlteni képtelen. Rdadasul az a-ketoglutarat

fliggd enzimek csaladja kiterjedt és szamos biologiai funkcidban vesznek részt. Ilyen
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folyamatok példaul a karnitin szintézis, a hypoxia érzékelési kaszkad tagjainak expresszidja, a
kollagének oxidacidja, az inzulator régiok kialakitasa, valamint a hiszton és DNS metilacios
mintdzat kialakitdsa. Ezek a folyamatok mind sériilnek az o-ketoglutardt koncentracid
szintjének csokkenése és a 2-D-hidroxi-glutardt megndvekedése révén. Osszességében
kijelenthet6 tehat, hogy a 2-D-hidroxi-glutarat epigenctikaliag, fehérje expresszids szinten,
valamint metabolikusan is befolyasolja a tumor bioldgiai viselkedését [Venneti és mtsai,

2013; Flavahan és mtsai, 2016, Fathi és mtsai, 2016, Nagy ¢€s mtsai, 2015].

Az IDH mutacidk ezen kiviil hozzajarulnak tovabbi aberraciokhoz is, mint példaul a
hematopoetikus progenitorok szamanak megndvekedéséhez a tumor kornyezetében. Ezzel
egyiitt a periférian, a csontvel6allomanyban fokozott hematopoiezis indul meg. Ennek
ellenére, a betegben anaemias allapot allhat be. A glioblastoma altal kivaltott hematopoiezis
¢s anémia kapcsolataban részt vevo folyamatok biologiai hatterének megértésére napjainkban

is tobb tanulmany folyik [Sasaki és mtsai, 2012].

Az IDH-2 (izocitrat-dehidrogenaz-2) enzim mutacidi szintén korosan befolyasoljak a tumor
sejtek anyagcsere folyamatait. Az IDH-2 enzimre szintén pontmutaciok jellemzéek. Ezeket a
leggyakoribb mutaciokat az R172G, R172K és R172M poziciokban talaljuk (Yan és mtsai,
2009). Az IDH-2 abnormalis miikodése jelentésen hozzajarul a 2-D-hidroxiglutarat
felhalmozodasdhoz. Az IDH-1 és IDH-2 mutaciok glioblastomdban rendszerint egyiitt
fordulnak eld, gyakran IDH-3 mutaciok kiséretében [Krell és mtsai, 2011].

Tovéabbi tumorokra jellemzd anyagcsere zavarokat okoznak a piruvat kindz enzim M
izoformajat (PKM) ¢érinté mutaciok. Az enzim szerepe a foszfo-enol-piruvat (PEP)
konvertaldsa piruvatta [Mazurek és mtsai, 2001; Mazurek és mtsai, 1997; Parkésmtsai, 2014].
A mutans PKM enzim miikddése révén a cukorlebontds folyamata, a glikolizis jelentdsen
lelassul, szdmos intermedier termék pedig felhalmozodik, amelyek eldsegitik a tumor sejtek
joviben egy fontos terapids célpont lehet, az onkologia mostansag kezdi felismerni a PKM-en

alapulo terapiaban rejld lehetdségeket [Sutendra és mtsai, 2013, Nagy és mtsai, 2015].

Szintén sulyos anyagcserezavarokat okozhat a piruvat-dehidrogenaz-kinaz-1 (PDK-1) enzim

hozzatartozik a hypoxias allapot beéllta. Ez fokozza a HIF-1a, PDK-1 és EGFR expresszigjat.
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Ezek a faktorok raadasul egymast is szabalyozzak. Az anyagcsere folyamatokat mindez az

oxidativ glikolizis irdnyaba tolja el [Velpula és mtsai, 2013, Nagy és mtsai, 2015].

2.4. A glioblastoma molekularis genetikai jellegzetességei

A glioblastoma molekularis genetikai jellemzése jelentds eldrelépést jelentett a daganat
bioldgiai megértésében. A TCGA teljes genom, transzkriptom és epigenom szintli analizisei,
tovabba ezeknek 0sszehangolt értékelései feltartak a glioblastoma molekularis diverzitasat, és
jol elkiilonithetd molekuldris alcsoportok létezésére mutattak ra [The Cancer Genome Atlas
Network, 2008; Verhaak és mtsai, 2010]. Ezek alapjan a glioblastomakat négy, egymastol
¢lesen teljes mértékben el nem valaszthaté molekuléris alcsoportra, klaszterre bontottak,
amelyek a neurdlis, proneurdlis, klasszikus és mezenhimalis neveket kaptdk. Maguk az
alcsoportok 0sszefliggést mutattak a daganatok bioldgiai és klinikai viselkedésével. Hogy az
OMICS eredmények hogyan iiltethetéek at a klinikai gyakorlatba és melyik molekularis
markerek lehetnek diagnosztikus szempontb6l is fontosak, ma még vizsgalatok targyat
képezik. Colman és munkatarsai 2010-ben microarray elemzéseket végeztek, eredményeik
alapjan pedig egy 38 markeres panelt ajanlottak, amely a mindennapi gyakorlatban tovabb
sziikithetd lenne egy 9 markert tartalmazoé tesztpanelre [Colman és mtsai, 2010]. Le Mercier
¢s munkatarsai [Le Mercier és mtsai, 2012] csupan harom molekuléris marker, az EGFR, a
p53 proteinek, valamint a vérlemezke novekedési faktor receptor (PDGFR) mennyiségi
immunhisztokémiai (IHC) tesztelésével elkiilonitették a glioblastoma molekularis
alcsoportjait. Vizsgalataikat a patologidban is rutinszertien hasznalt formalin fixalt, paraffinba
agyazott (FFPE) tumor metszeteken végezték. A kozelmultban nemzetkdzi szakértok egy
csoportja az International Neuropathology Society védnoksége alatt kidolgozott egy
,consensus guideline”t a gliomak molekularis ¢és klinikai-szovettani adatainak

Osszekapcsolasara, amely a korabbi szovettani modszereken alapulé WHO osztalyozas

crcr

A glioblastomaban felhalmoz6dd szomatikus mutaciok elsé atfogod, genom szintli vizsgalatat
és katalogizalasat a TCGA végezte el. A TCGA és Verhaak és munkatarsai munkai alapjan a
glioblastoma molekularis osztalyozasa széleskori elfogadast nyert, a klinikai gyakorlatban
azonban még nem talalt alkalmazasra [The Cancer Genome Atlas Network, 2008; Verhaak és

mtsai, 2010]. Az 1. tablazatban kiemeltiik azokat a markereket, melyek a TCGA altal javasolt
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alcsoportok meghatarozasaban kulcs-fontossagunak bizonyultak,

laborokban is tesztelhet6knek latszanak.

rutin  patologiai

Markerek Klasszikus Mezenhimalis Proneuralis Neuralis
EGFR exp? >90% >90% 50% >90%

EGEFR exp111 95% 50% 17% 50%
EGFRvIII Gyakori Ritka Ritka Nem jellemzé
TP53 mutécio Nem jellemz6 Nem jellemzé Gyakori Nem jellemz6
NF1 mut Ritka Gyakori Ritka Ritka

17q del - Ritka 38% Ritka Ritka
NF1expll]

PTEN exp|]| 100% 100% Nem jellemzd 100%
PDGFR exp?11 | Ritka Ritka 35% Ritka

IDH-1 mutacié | Nem jellemz6 Nem jellemzd Gyakori Nem jellemzd
RB1 expll] Ritka 50% 50% 50%

1.Tablazat — A GBM alcsoportok néhany jellegzetes genetikai markere

A tablazat osszefoglalja a TCGA altal leirt négy gbm molekularis alcsoport legjellemzobb
molekuldris genetikai abnormalitasat. A molekularis mintdzatok hierarchikus klaszter
elemzéssel torténd vizsgadlata igazolta az alcsoportok elkiiloniilését, de részleges atfedésekkel.
A nyilak az adott marker expresszios szintjének valtozdsait, valamint a valtozds mértékét

jelolik. (A tablazatot Verhaak és munkatarsai 2010-esmunkdja nyomdan készitettiik.)

Ezen markerek koziil, munkénk sordn kiilonds jelentdséget nyert az EGFR / EGFRVIII

mutans, az IDH-1 R132H mutans és a neurofibromin molekula.

2.4.1 Az IDH-1 R132H mutacid és szerepe

Az IDH-1 R132H mutéci6 szerepét a 2.3.3 fejezetben részleteztiik.

2.4.2 Az EGFR mutacioi és kovetkezményei a jelatvitelben

Az EGFR egy transzmembran receptor, amely harom f6 domainbdl all: egy cisztein-gazdag
extracellularis, egy transzmembran, valamint egy f6 intracellularis domainbdl (ennek részei a

kinaz domain, az internalizacidos domain, valamint a citoplazmatikus domain) [Herbst, 2004].
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Egyéb elnevezései is hasznalatosak: ErbB-1, HER-1, melyek az EGFR receptor csalad elsd
tagjat reprezentaljak. 1986-ban Stanley Cohen Nobel-dijat kapott a felfedezéséért. A receptor
tobb ligandum kapcsolasaval is aktivalodhat, ami igy szamos jelatviteli kaszkad
aktivacidjahoz vezet. Ligandumai tobbek kozott az epidermal growth factor (EGF)
novekedési faktor és a transzformaldé novekedési faktor-alfa (TGFa). A receptor-ligand
kapcsolat 1étrejottekor a receptor konformacids atalakuldson megy keresztiil. Az eredetileg
monomer alegységek homodimerekké alakulnak, igy veszik fel a konformécidésan aktiv
allapotot. A receptor-ligand kotést kovetden a monomerek az ErbB receptor csalad barmely
masik tagjaval is létesithetnek ugynevezett heterodimereket. A dimerizacié elinditja az
intracellularis protein-kinaz aktivitast, amely az EGFR C-terminalis domainjén 1év4 tirozin
molekuldkat autofoszforildlja. Ez a folyamat tovabbi downstream kaszkadokat aktival. A
legfontosabb jelatviteli utvonalak a mitogén aktivalt protein kinaz (MAP-kinaz) tutvonal
(RAS-RAF-MEK-ERK), az Akt utvonal, valamint a JNK tutvonal. Ezek aktivalasa DNS
szintézishez ¢s sejt proliferacidhoz vezetnek. Az EGFR kdzvetett modon hozzajarul a sejtek

rrrrrrrr

mtsai, 1984, Oda és mtsai, 2005].

A glioblastoma molekularis abnormalitasai koziil emlitendok az EGFR génexpresszios és
mutacios varidnsai, amelyeket biologiai és terdpids jelentdségiik miatt egy Osszefoglalo
publikdcidban kordbban bemutattunk [Kéalman és mtsai, 2013]. Olyan kiilonb6z6 EGFR
mutacids variansok jelenhetnek meg a glioblastomédban, mint génamplifikaciok és deléciok
(copy number variations — CNV), és inszerciok vagy missense mutaciok. A glioblastomak
koriilbeliil egyharmaddaban megjelend EGFRvVIII mutans az azt koédold gén 2-7 exonjanak
konstitucionalisan aktiv receptor, amely ligandum hozzékdtddése nélkiil is képes jelatvitelt
kozvetiteni, ami altal fokozza a sejt proliferaciot, egyes géncsoportok atirasat és jelentdsen
csokkenti az apoptotikus folyamatok hatékonysagat. A mutaciot hordozé sejteket jellemzi a
fokozott vandorlds és a metasztatikus képesség. Ezek révén az EGFRVIII egy kiemelkedd

terapias célpontnak latszik [Kalman és mtsai, 2013; Hegi és mtsai, 2012].
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2.4.3 Tumor szuppresszor molekulak

Az EGFR jelatviteli utvonal egyik legfontosabb negativ reguldtora a neurofibromin. A

RAF molekulaval, mig a masik Gtvonalon a foszfat-tenzin homolég (PTEN) a foszfatidil
inozitol 3 foszfat (PIP3) molekula foszforilacios tovabblépését akadalyozza. Ezek koziil
barmelyik tumorszuppresszor sériilése az EGFR utvonal pro-mitotikus egyensuly
eltolddasahoz vezet [Nagy és mtsai, 2017; Lindberg és mtsai, 2016; Gupta és mtsai, 2010;
Zadeh és mtsai, 2013].

’ NUKLEUSZ
3. Abra — Az EGFR jelatviteli utvonal és az altalunk vizsgalt NF-1 tumorszuppresszor

kapcsolata.
A neurofibromin fehérje gatolja a Ras-GDPIRas-GTP dtalakulast. Ezen keresztiil negativan
szabdlyozza a sejtproliferdaciot, valamint a sejttulélést és a memoria folyamatokat. Az NF-1
gén mutacioi és delécioi a neurofibromin expresszio elvesztéséhez vezethet, ami a
sejtbiologiat a pro-mitotikus irdnyba tolhatja el. A fehérje egy masik funkcidja az ATP-CAMP

atalakulas katalizalasa.
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A neurofibromin-1 gén (NF-1) a 17g11.2-es kromoszoéma région kodolodik. Ennek a régionak
a delécidja/mikrodelécioi 5-20%-ban jelennek meg [Kehrer-Sawatzki és mtsai, 2003]. Ezen
kiviil a glioblastomék koriilbeliil 6%-aban az NF-1 gén mutacidi meghatarozoak. Ezen beliil a
mutaciok megoszlasa az aldbbiak szerint alakul: 42,74% nonszensz mutacio, 24,19%
misszensz mutacid, 20,16% frameshift delécio. A fennmaradd 12,9%-ban frameshift
inszerciok és inframe deléciok jelennek meg. (Sanger adatbazis, 2017, Elérés datuma:

2017.06.11.)

A neurofibromin fehérje legfontosabb funkcidja a Ras/MAPK jelatviteli kaszkad negativ
regulacidja. A neurofibromin rendelkezik egy Ras-specifikus GTP-az aktivalo protein (GAP)
domainnel. Ezzel a domainnel képes kapcsolatba 1épni a Ras fehérjével. A kapcsolat
létrejottének hatasara a neurofibromin konformacidja megvaltozik, igy fel tudja erdsiteni a
sejten beliili Ras protein GTP-4z aktivitasat. Ez felgyorsitja az aktiv GTP kotd Ras forma
inaktiv GDP kot6 Ras forméba valo atalakulasat. Ez a Rastol ,,downstream” negativ mddon
regulalja a jelatvitelt, igy a teljes mitogén aktivitas nettd csokkenése kovetkezik be a sejtben.
Mivel a Ras/MAPK fttvonal kritikus fontossagli a sejtes novekedés és differencialodas
szabalyozasaban, a funkcionalis neurofibromin hidnya ennek a kozponti jelatviteli utvonalnak
a konstitutiv aktivacigjat és ezaltal az érintett sejt fokozott novekedését okozza [Gutmann és

mtsai, 2000].

A neurofibromin a szinapszisokkal az Adenozin-trifoszfat - Proteinkinaz-A - ciklikus-
Adenozin-monofoszfat (ATP-PKA-cAMP) titvonalon az adenil-ciklaz modulalasan keresztiil
is kapcsolatban all. fgy mind kozvetetten, mind kdzvetleniil a neurofibromin érintett a sejt

novekedési valasz faktorok aktivitdsi mintazatanak kialakitdsdban [Trovo-Marqui és mtsai,

2006].
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3. Hipotézisek, célkitlizések

A TCGA atfogo kutatdsi eredményeinek eddig korlatozott klinikai alkalmazasa és az uj
tipusu, molekularis terapids megkozelitések felgyorsult fejlesztése késztetett az aldbbi
hipotézisek ¢és célkitlizések felallitasara. Azt reméljiik, hogy munkank a glioblastomas

betegek jovobeli kezelését szolgalhatja.

3.1. Hipotézisek

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

patoldgiai modszerekkel torténd elemzésével.

-A molekularis marker mintdzatok alapjan elkiiloniilé glioblastoma alcsoportok tiikrozik a

tumorok bioldgiai heterogenitasat és korrelaciot mutatnak a klinikai kimenetellel.

-A glioblastoma tumorok iddébeli evoluciojuk soran nagy vonalakban megdrzik molekularis

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

3.2. Célkituzések

A fenti feltételezések bizonyitasa érdekében célul tiiztiik ki, hogy:

-A Markusovszky Lajos Egyetemi Oktatokorhaz (MEOK) Patologia Osztalyan 2000 és 2016
kozott osszegylilt FFPE glioblastoma mintakban megvizsgaljuk immunhisztokémiai (IHC) és
piroszekvenalasi modszerekkel a TCGA legfontosabb alcsoport-meghatarozé markereit és a

marker mintazatok alapjan teszteljiik a tumorok statisztikai elkiiloniilését.

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

teljes talélés).

-Az id6ben tobbszorés mintavételi betegek alcsoportjaban elemezziik a tumorok molekularis

profiljanak valtozasait.
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4. Anyag és modszer

Etikai nyilatkozat

Jelen értekezés az 1964-es Helsinki Nyilatkozat 2008-as szoéuli revizidja alapjan, és
Magyarorszag 2014-es torvénykezése szerint, az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs
Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaganak és a MEOK helyi Etikai Bizottsaganak valamint
Foigazgatojanak jovahagyasa mellett készilt el a MEOK Molekularis Patologia
rendelkezésére bocsatott és wjonnan kialakitott laborokban (Szombathely, Magyarorszag).
Etikai dontések dokumenticidja: az 56/2012 szamu nyilatkozat, valamint az erre ¢€piild
21/2014 és 28/2014 szamu nyilatkozatok, tovabba a 025782-003/2014/OTIG {iigyirat szamu
dokumentum. A vizsgalatok mintai a betegeken elvégzett mitét(ek) soran szerzett, rutin
patologiai vizsgalatokol visszamaradt miivi terméknek mindsiilnek, melyeken tovabbi
klinikai vizsgalatok és tesztek varhatdan nem torténnek. A tanulmany része Prof. Dr. Kalman

Bernadette, MD, PhD, DSc, FAAN nagyobb glioblastoma iranyultsagt kutatoprogramjanak.

4.1. Beteganyag

Kisérleti anyagunk a MEOK Patologia Osztalyan 2000 és 2016 kozott Osszegytijtott 112
betegtél miitétek soran eltavolitott, patologiai feldolgozasbol visszamaradt 127 FFPE
glioblastoma blokkbol 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 klinikai adatok gyiijtésének menetét a
4.6-os fejezetben részletesen ismertetjiik. A retrospektiv tanulmany beteganyagahoz 100%-
ban rendelkezésre alltak a mitéti €letkor és nem adatok, 71%-ban (7410) pedig a talélési

informaciok.

A vizsgalatokban részt vevé betegek koziil 46 (44,23%) férfi és 58 (55,76%) n6. A betegek
¢letkora 26 ¢€s 88 év kozott mozgott, egylittes atlag ¢életkoruk 61,01 év, medidn életkoruk 63,5
év volt. A férfiak €letkora 26 és 77 év kozott volt, atlag életkoruk 58,89 év, median életkoruk
60 év, a nok ¢életkora 32 és 88 év kozott szorodott, atlag életkoruk 61,69, median életkoruk 65

év.
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Diagndzis
_ Nemek Miitét tipusa
glioblastoma
Elsddleges | Masodlagos ) )
) ) Férfiak N6k Reszekcio | Biopszia
gliobastoma | glioblastoma
Osszes beteg 101 3 46 58 100 4
Els6 kohort 94 2 43 53 93 3
Maésodik kohort | 7 1 3 5 7 1

2.Tablazat - A betegek klinikai adatai
A tanulmanyban részt vevo betegek megoszidsa a két kohort szerint, valamint nemek és miitét
tipusa alapjan. Jol lathato, hogy a legtébb gbm minta elsodleges tumorbol szarmazott, és
csaknem valamennyit miitéti reszekcioval tavolitottik el. A tabldzat jol korreldl a nemzetkozi

adatokkal a primer és szekunder gbm megoszidsdaval kapcsolatban.

A beteganyagot két kohortra osztottuk (2. Tablazat). Az els6 kohortba azok a mintak kertiltek,
amelyek azoktdl a betegektdl szarmaztak, akiktdl csak egy minta allt rendelkezésre. Ezek a
mintak a diagnozist kovetd mitétbdl szarmaznak, kemoterdpia €s sugarkezelés elott. A
masodik kohortba pedig azok az anyagok keriiltek, amelyek azokhoz a betegekhez tartoztak,
akiktdl id6ben eltérd iddpontokbol kettd, vagy tobb anyag is rendelkezésre allt. Ezek koziil a
mintdk koziil az els6é mindig az els6 mitétbdl, sugar-, valamint kemoterapia el6ttrol
szarmaznak, a tobbi minta a kezelést kovetd idoszakokbdl szarmazik. Az els6 kohortba 96
beteg 96 mintaja, a masodik kohortba 8 beteg 18 mintaja keriilt. A multifokalis glioblastoma
anyagok az els6 kohortba keriiltek. A beteganyag tilnyomo részét elsédleges glioblastoma
adta (101 minta), de a vizsgalati anyag Osszesen 3db masodlagos glioblastomat is magaba
foglalt. Az els6 kohortba tartozo anyagok koziil két betegnek volt multifokalis glioblastomaja,
egyikiiknél 3 goccal, masikuknal 2 goccal. A masodik kohortba tartozé 18 mintabdl 8 az elsé
mitétbol nyert anyag, 10 a recidiva. Az elsé kohortba két masodlagos glioblastoma, a

masodik kohortba egy masodlagos glioblastoma keriilt.

25




4.2. Elétanulméanyok

4.2.1. Immunhisztokémiai elétanulmanyok

Az immunhisztokémiai teszteket minden els6dleges antitest esetében elGtanulmanyban
allitottuk be. Ezek eredményei alapjan pontosan meg tudtuk hatarozni az optimalis feltarast és
meg tudtuk allapitani, hogy az adott antitest specifikusan kotddik-e epitopjahoz, milyen
higitas mellett ad értékelhetd és minél inkabb hattérfestddéstdl mentes eredményt; tovabba,
hogy az éaltalunk hasznalt protokoll kompatibilis-e a gyart6 altal javasolt, valamint az

irodalomban kozzétett protokollokkal az érintett antitesteket illeten.

Az elétanulmanyok lebonyolitasahoz post-mortem FFPE blokkokat hasznaltunk fel, melyek
tipusa harom csoportba sorolhatdé: Az egyik csoportban patologias elvaltozasoktol mentes,
ugynevezett ,.,normal” agyszoveteket festettiink meg. Ezek a mintdk az értékelési fazisba be
nem vont, a glioblastoma altal nem érintett agyteriiletekbdl (pl. ellenoldali hemiszfériumbol)
szarmaztak. A masodik csoportban a tanulmany értékelésébe szintén be nem vont, de
glioblastomas daganatként azonositott agyszovetekkel dolgoztunk, mig a harmadik csoportba
oligodendrogliomas tumorként azonositott szoveteket hasznaltunk. Etikai engedélyiink
mindharom csoportra kiterjedt (etikai dontési szamok: 56/2012, 21/2014, 28/2014). A
glioblastoma és oligodendroglioma diagnozist kapott daganatos mintak expresszaltak azokat a
mutans fehérjéket, amelyekkel a tanulmanyunk soran dolgoztunk. Az EGFRvIIlI mutacio
gyakorisaga az irodalmi adatok alapjan koriilbelil 30%-nak tiint [Verhaak és mtsai, 2010],
ezért 3 glioblastoma blokkot vontunk be elétanulményunkba. Varakozasunknak megfeleléen
a harom mintabdl az egyik immunhisztokémiailag pozitiv EGFRVIII festddést mutatott. A
neurofibromin IHC tesztelése szintén egy mintanal adott negativitast. Ennek eléfordulasi
aranya is megfelelt az altalunk valasztott mintaszamnak [Verhaak és mtsai, 2010]. Az IDH-1
R132H mutaci6 teszteléséhez oligodendroglioma agytumort hasznaltunk. Az irodalom szerint
ennek mutéacids gyakorisaga 70% koriil mozog, igy két oligodendroglioma kdéziil az egyik
valdban pozitiv eredményt mutatott a mutans IDH-1 expresszios immunhisztokémiai tesztben.
A mutaciok (EGFRvIII, IDH-1 R132H) valamennyi normal agyszdveti blokkban negativ
eredményt adtak. A késObbiek sordn ezeket hasznaltuk negativ kontrollként. Az
elétanulményba bevont szoveteink Osszefoglalva az aldbbiak szerint oszlottak meg: 3db
glioblastoma, 2db oligodendroglioma, valamint 2db nem patologias elvaltozasu, normal

agyszoveti blokk. Tanulmanyunk sordn nem csak tumorra jellemzd antitesteket hasznaltunk
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(pl. EGFRvVIII, IDH1 R132H), hanem olyanokat is, amelyek bar gyakran eltéré modon, de a
normél agyszovetben is expresszalodnak (pl. GFAP, NF1, EGFR, etc...). igy ezeket az
antitesteket a normal agyszoveti mintakon allitottuk be. Ennek megfeleléen a normal és

tumoros agyszovetek IHC festddési mintazatai 0sszevethetdek voltak.

Az el6tanulmany anyagab6ol HM400R Ser. Nr. 5028 (MICROM International GmbH,
Walldorf, Németorszag) mikrotommal, Micorotome Blade A35 (Feather®, Osaka, Japan)
pengékkel 3um-es metszeteket készitettiink, majd Superfrost Ultra Plus J3800AMNZ
(Thermo Scientific®, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt Allamok) targylemezekre vittiik fel
oket. A metszetkészités az ajanlott modon tortént. Az elétanulmany blokkjaibol az antitestek
szamanak (8 kiilonbozd antitest) megfeleld szamu mintat készitettiink, illetve tovabbi kett6t-
kett6t tartalékként. A higitasi sor tesztelésére vald figyelemmel Gsszesen 50-50db metszetet
készitettiink blokkjainkbdl.

Az els6dleges antitestek kotédését a Novolink Polymer Detection Systems RE-7140-K (Leica
Biosystems, Newcastle, Egyesiilt Kiralysag) segitségével detektaltuk. Egér primer antitest
esetén a kit masodlagos antitestjét is alkalmaztuk (anti-egér nyal univerzalis antitest), nyul
eredetli primer antitest esetén erre nem volt sziikkség. Ennek oka az el6hivas soran hasznalt
,,Polymer” antitest, amely egy anti-nyul egér antitest. Ezt diamino-benzidinnel (DAB) kezelve
a primer antitest festddések lathatova valnak a tormaperoxiddz enzimreakcié révén. Az
antitestek festddését -, +, ++ és +++ kategoridkba osztottuk a festddés intenzitisa szerint. Az
antitesteket Tween20-t61 mentes TBS pufferrel higitottuk ki. Az antitesteket 1,5 milliliteres
Eppendorf csdvekbe mértiik ki és higitottuk az ajanlasoknak megfelelden, és 150ul higitott
antitest/targylemez térfogattal szamolva torténtek a higitasok. A targylemezekre felvitt
szoveteket PAP PEN (22005 Biotium Inc. Fremont, Egyesiilt Allamok) segitségével
korberajzoltuk, amely eszkoz paraffinos gytiriit alkotott a tesztteriilet koriil, hidrofob
tulajdonsagai révén a higitott antitestek nem folytak le a szovetek feliiletérél. A bevezetd
immunhisztokémiai vizsgalatok eredményeinek értékelését patologus bevondsaval kozdsen
végeztiikk. A tanulmany értékelési fazisaba bekeriilt anyagokon a 3. tdblazatban részletezett

feltarassal és a higitasi értékekkel dolgoztunk.
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) Gyartd | Ajanlott Hasznalt
Antitest | Klonalitas Antigénfeltaras
cég higitas higitas
Monoclonalis 5 perc, 96°C 0,01M
GFAP DAKO |1:50-1:100 |1:100
(egér) citratpuffer
_ 5 perc, 96°C 0,01M
NF-1 Polyclonalis (nyal) | Abcam | 1:300 - 1:500 | 1:300 _
citratpuffer
Monoclonalis
EGFR DAKO ]1:25-1:50 1:35 3 perc proteinaz-K emésztés
(cgér)
EGFRvVIII | Polyclonalis (nyul) | BIOSS | 1:100 - 1:500 |1:200 3 perc proteinaz-K emésztés
Monoclonalis 5 perc, 96°C 0,01M
P53 DAKO |1:25-1:50 1:40
(egér) citratpuffer
_ _ 1:500 - 10 perc, 98°C  0,01M
ATRX Polyclonalis (nyul) | Sigma 1:500
1:1000 citratpuffer
Monoclonalis _ 5 perc, 96°C 0,01M
IDH-1 Dianova |1:20 1:40
(egér) citratpuffer
Monoclonalis _ 7 perc, 96°C 0,01M
CD133 Biorbyt |1:100 —1:500 | 1:300 ‘
(egér) citratpuffer

3. Tablazat -Az IHC el6tanulmany eredményei

Balrol jobbra haladva oszloponként: hasznalt antitest, a haszndlt antitestiink klonalitasa, az

antitest eloallitoja, az ajanlott higitasi mértek, az altalunk hasznalt higitdsi érték, valamint

jobb szélen az alkalmazott antigén feltarasi folyamat mibenléte.

4.2.2. Piroszekvenalasi elétanulmanyok

4.2.2.1. Mintak kivalasztasa

Az anti-IDH-1R132H antitestiink miikddését piroszekvenalassal erdsitettik meg. A

piroszekvenalashoz FFPE blokkokbol

szarmazOd metszeteket hasznaltunk. Ehhez az

immunhisztokémiai tesztjeink eredményeibdl véalogattunk bioldgiai anyagokat. Mintainkbol

az immunhisztokémia alapjdn biztosan negativnak itélt anyagok koziil kettét, valamint a

biztosan pozitivnak itéltek koziil szintén kettdt kontrollként kivalasztottunk. Ezen kiviil olyan

mintakat vizsgaltunk meg piroszekvenalassal, melyek mutans statuszat immunhisztokémia

alapjan nem tudtuk egyértelmiien meghatarozni.
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Az EGFRVIII piroszekvenalashoz szintén vannak elérhetd primer termékek, azonban a
kisérletiinkbe ez mar nem tartozott bele. Ennek oka abban keresendd, hogy az EGFR génben
az EGFRVIII deléciés toréspontjainak szdma nagyon nagy, ezek DNS szintli teszteléséhez
pedig szintén nagyon nagyszamu primerre lett volna sziikség, amelynek koltségei nem fértek
bele jelen munka anyagi keretei k6zé. Az FFPE mintak pedig nem voltak alkalmasak RNS /
cDNS szintli vizsgalatokra (pl. reverz-transzkripciés PCR, sequenalas) Az EGFRvII

antitestlink miikodése ugyanakkor kelloéképpen megbizhaténak mindsiilt.

4.2.2.2. DN tisztitasi és PCR el6tanulmanyok (DNS koncentracio tesztelése FFPE
blokkokbol)

A FFPE blokkokbdl a QiaGen® Deparaffinization Solution for FFPE samples kit (Qiagen®,
Hilden, Németorszag) segitségével a mintakat kioldottuk. Ezutan a QiaGen® QIAamp DNA
FFPE Tissue Kit (50) (Qiagen®, Hilden, Németorszag) segitségével DNS-t tisztitottunk a
megadott protokoll szerint.

A Dblokkokbol kinyert DNS koncentraciojat megmértiik Thermo Scientific® (Thermo
Scientific®, Waltham, Massachusetts, Egyestilt Allamok) NanoDrop 2000 késziilékkel és a
hozza tartozé NanoDrop2000/2000c¢ szoftvercsomaggal. A detektacidos minimum limit ennél a
késziileknél 2ng/pul, a maximum pedig 15000ng/ul. A késziilékhez kapcsolt szoftver a mérési
adatokat tablazatkezeld programok szamara (pl. Microsoft Office EXCEL) kezelhetd

formatumban képes tarolni és menteni.

-20°C-os tarolas utdn a DNS anyagokat PCR eljarassal amplifikaltuk egy BOECO Thermal
Cycler SQ BOE8085240 (Boeco GmbH, Hamburg, Németorszag) késziiléken. Az IDH-1 PCR
és szekvenalo primereket egy korabbi publikacio alapjan szintetizaltattuk a BioScience Kft

kozvetitésével. A reverse PCR primer biotin konjugalt volt (Setty és mtsai, 2010).

crer

desztillalt vizzel (Invitrogen® Paisley, Egyesiilt Kiralysag). A PCR primerek szekvencidja:

IDH-1 forward primer: 5’-CACCATACGAAATATTCTGG-3’
IDH-1 reverse primer: 5’-BIOTIN-CAACATGACTTACTTGATCC-3’
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Agardz gél elektroforezis tesztelés alapjan, a PCR termék megfeleld mennyiségli és mindségi

volt a tovabbi 1épésekhez.

4.2.2.3 Piroszekvenalasi eldtanulméanyok

Az IDH-1 PCR termékeket egy avidin-biotin immobilizacios eljarassal tisztitottuk.

A sztreptavidinnel bevont sepharose gyongyoket egy immobilizaciés master-mixbe mértiik
Ossze. Ez tartalmazta a PyroMark binding puffert, magat a sztreptavidint tartalmazo
»Streptavidin Sepha” oldatot, valamint szekvenald tisztasagi vizet. A mintak elOkészitése
utdn a PyroMark Q24 késziilékhez tartoz6 vakuum allomas segitségével a szekvenalando
DNS szegmentumokat az annealing pufferbe mostuk. Ez a puffer tartalmazta a szekvenald
primert, a minta DNS-t, valamint magat az annealing gyari puffert is. Szintén publikalt

szekvenald primert hasznaltunk [Setty és mtsai, 2010].

A szekvenal6 primer szekvencigja: 5’-GTGAGTGGATGGATGGGTAAAACC-3’

A piroszekvenalashoz PyroMark Q24 (Qiagen®, Hilden, Németorszag) késziiléket

hasznaltunk, amely képes szoftveresen tobbféle illesztést is ellendrizni a talalt szekvenciakra.

4.3. Immunhisztokémiai tesztek

Az immunhisztokémiai tesztek az elétanulmédny soran beallitott antitest higitdsokkal és
feltarasi protokollokkal tortént (3. tablazat). A primer antitesteket Tween-20 mentes TBS
pufferben higitottuk, a feltarast 0,01M citratpufferben, vagy proteinaz K kezeléssel végeztiik.
Az immunhisztokémiai tesztek el6hivésa soran a Novolink Polymer Detection Systems RE-
7140-K (Leica Biosystems, Newcastle, Egyesiilt Kiralysag) protokoll ajanlasat kovettiik. A
mosasi 1épéseket Tween-20 detergenst tartalmazo TRISZ pufferolt sdoldattal (TBS pufferrel)

végeztiik. Ezek Osszetételét a 7-es fejezetben foglaltuk ossze.

A mintdinkbol készitett lemezeken elsd 1épésként értékelési teriileteket (region of interest v.
ROI) kellett kijelolniink, hogy a tovabbiakban konzisztens ¢és Osszevethetd feliileteket
vizsgalhassunk meg. Ehhez haematoxylin-eosin festést ¢s GFAP immunfestést hasznaltunk.

Szempontjaink az aldbbiak voltak: az értékelési-technikai teriiletnek malignusnak kellett
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lennie emelkedett sejt slirliséggel, pleomorf és mitozisban levé sejtekkel, melyek GFAP
pozitivitast 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 végeztiik el, és a kivalasztott teriileteket
markerrel koriilirtuk valamennyi targylemezen. igy 1-1 blokkbol a 8 elsédleges antitesttel
késziilt IHC elemzés 8 egymast szekvencidlisan kovetd metszeten tortént, melyek mindegyike

ugyanazon ROI-t tartalmazta (a 8x3um-en beliil a ROI megerdsithetd volt).

4. Abra — Egy, az értékelési teriilet kivalasztasahoz hasznalt haematoxylin-gosin festés
(4053/05)

A 4. Abra szemlélteti az immunhisztokémiai festések értékelését megelézé haematoxylin-gosin

festes ertékelését. A megfelelo nagyitas kivdlasztdsa utan az ereket, nekrozisokat és szévettani
artefactumokat ki kellett sziirni. A legtobb anyag tumoron beliili heterogenitisa tovdbbi

kihivast jelentett.

Tanulmanyunk soran elséként valamennyi blokkbol GFAP immunfestést végeztiink (M
0761anti-GFAP, DAKO-Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, Egyesiilt Allamok)
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(3.Tablazat). Ezt a tesztet technikai pozitiv kontrollként hasznaltuk, hiszen a glioblastoma
tipikusan GFAP pozitiv (bar néha elérehaladott stadiumban elveszitheti a GFAP fest6dést a
tumor). Erre az antitestre az astroglia sejtek citoplazmatikus festddése jellemzd. A
targylemezek lefedéséhez Pertex® (Pertex®, Mounting medium 11, Mitsui&Co. Ltd.
Osaka, Japan) lefed0 anyagot hasznaltunk. Az értékelést 1:20 és 1:40-es nagyitasokon
végeztik. A GFAP és az 0Osszes tobbi immunfestés illusztracioi két blokkbol, az

el6tanulmény post-mortem ¢és a f6 tanulmény mitéti anyagabol keriilnek alabb bemutatésra.

5b. Abra - GFAP*post mortem - 11424/05
A két egymdassal kontrasztba allitott dabra két glioblastomaval diagnosztizalt tumorbol
szarmazo minta GFAP festése. Az 5a abra egy miitéti reszekciobol szarmazo minta, pozitiv
GFAP teszttel, inkabb fibrillaris festodéssel. Az 5b abra egy post mortem mintabol szarmazo
szovetreszlet GFAP IHC festése, szintén pozitiv eredménnyel, jobbara cellularis festodési
mintdzatban. Elotesztjeinkben ezt a két mintat vetettiik 6ssze, az alabbi abraparok szintén

ugyanennek a két mintanak az osszehasonlitasai.

A masodik antitestiink az anti-neurofibromin-1 (ab30325 Abcam®, Cambridge, Egyesiilt
Kiralysag) volt (ld. 3. Tablazat). Antitestiink festédése citoplazmatikus és nuklearis régiokra
is kiterjedt. Osszesen négy féle festddési mintazatot tapasztaltunk. Az elsé csoportban
citoplazmatikus festddést talaltunk, ez felel meg az antitest miikodésének normalis, fiziologias
koriilmények kozott. A masodik csoportba olyan lemezek keriiltek, ahol nem csak
citoplazmatikus, de sejtmagi festédés is tortént. A harmadik csoportban kizardlag a sejtmagok
festddtek, a citoplazma nem adott pozitivitast. A negyedik, egyben utols6 csoport festddése a

teljesen negativ volt, mind a sejtmagok, mind a citoplazma negativ jelet adott.
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A lemezek a lefedésiiket kovetd 12 ora utan szintén készen alltak az értékelésre. A pozitiv
festddés hataranak az er6sebb, mint egy kereszt (+) fest6dési intenzitast tekintettiik. A

neurofibromin nukledris és citoplazmatikus festodését a 6a és 6b abrakban mutatjuk be.

6b. Abra - NF-1 nuklearis és citoplazmas
festodés 11424/05
A miitéti minta 6a és a post mortem minta 6b Osszevetése sordan ldathaté anti-neurofibromin

IHC mindkét esetben pozitiv jelet adott.

Az anti-EGFR antitest (M7239, DAKO-Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia,
Egyesiilt Allamok) (3. Tablazat) a membranon expresszalt EGFR molekulakat, valamint az
EGFRVIII delécios mutanst is felismeri és koti. A festddési mintazat fiziologiasan a
citoplazma membrannal asszocialt, de citoplazmatikusan is eléfordul az éppen kifejezédés
alatt allo6 EGFR molekulak festédése miatt. Az EGFRvIII csak a tumorok kb. 30%-aban
fejezOdik ki. Lefedést kovetden 12 ora elteltével a lemezek értékelhetéek voltak (7a és b

abra).
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7b. Abra — EGFR" membran és
18371/13 citoplazmas festddés 11424/05
A miitéti (7a) és a post mortem (7b) minta ésszehasonlitasa EGFR IHC-val. Lathato, hogy a

miiteti anyagban joval erdteljesebb az EGFR molekuldk expresszioja, ezért a festodeés
intenzitasa és a festodott sejtek szazalékos megoszlasa is sokkal magasabb, mint a post
mortem anyagbol szarmazo ITHC képen, ami valdsziniileg inkabb a két tumor biologiai

természetével, mint a mintak kiilonbozo eredetével dall osszefiiggésben.

Az anti-EGFRvIII antitest (bs-2558R Bioss™, Woburn, Massachusetts, Egyesiilt Allamok)
(Id. 3. Tablazat) csak az EGFRvlII-as varianst ismeri fel, normal EGFR molekulakhoz nem
kotoédik, igy detektalni lehet vele a mutacid jelenlétét. Az antitest festddése sejtmembran
asszocialt, de az EGFRvllI-ra is igaz, hogy citoplazmatikus vagy perinuklearis festédést is
adhat az expresszio alatt 4116 EGFRVIII struktarak festddése miatt. Csak a ++ és +++ festddési
intenzitdsu lemezeket tekintettiik pozitivnak, amit egy digitalizalt értékelés is megerdsitett.
Ehhez a 3D HisTech ,,Pannoramic Scan”, Mirax Scan késziilékét és a 3D HisTech
Pannoramic Viewer 1.15-6s szoftvert QuantCenter (3D HisTech Kft. Budapest,
Magyarorszag) hasznaltuk (8a és b abrak).
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8a. Abra— EGFRVIII festddés 18371/13 1b. Abra - anti-EGFRVIII" pozitiv
festddés 11424/05
A muiitéti forrasbol szarmazo mintaban (8a) negativ eredményt talaltunk, szemben a post

mortem anyaggal (8b), amelyben EGFRVII! pozitivitas mutathato ki.

Az anti-P53 (DAKO M 7001) (3. Tablazat) antitest a sejtmagban mutat festddést, ezért

els6sorban nukledris festddést vartunk (9a és b abrak).

9a. Abra - P53" nuklearis festédés 18371/13 9b. Abra - anti-P53" nuklearis festédés
11424/05
Mindkét mintaban detektaltunk p53 pozitivitast. A post mortem anyagban (9b) a festodés

valamivel kifejezettebbnek mutatkozott.

Az anti-ATRX fehérje (HPA001906 SIGMA®, Saint Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok) (3.

Tablazat) antitestiink festddési mintdzatara a sejtmagi lokalizacio jellemz6 (10a és b abrak).
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10a. Abra — 18371/13 ATRX pozitiv IHC 10b. Abra — 11424/05 ATRX negativ IHC
A 10a Abran jol lathaté az ATRX-re jellemzé pozitiv nukledris festédési mintizat. A 10b

Abrdn ezzel szemben a gyenge hattérfestédésen kiviil nem tapasztalni Specifikus pozitivitdst.

A mutacié specifikus anti-IDH-1 R132H monoklonalis egér antitest (DIA-H09 Dianova
GmbH, Hamburg, Németorszag) (3.Téablazat) festddési mintazatara citoplazmatikus festédés
jellemz6. Az ,,+” festddési intenzitdst mutatd IDH-1 R132H immunfestési eredményeinket a
negativ kategoriaba soroltuk be a kiegészitd piroszekvenalas eredmények alapjan, mely
bizonyitotta, hogy az ,,+” THC fest6désii mintaka mutaciora negativak voltak, mig a ,,++” és
, T+ festddésli mintdk minden esetben piroszekvendldssal is mutacio pozitivnak bizonyultak
(11a és b abrak).
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11a. Abra —18731/13 IDH-1 R132H IHC 11b. Abra —11424/05 IDH-1R132H IHC
A 1l-es dbrapar IHC eredményei. A miitéti anyagbol szarmazé 18731/13-as minta IDH-1
RI32H mutaciora pozitiv eredményt adott, jol lathatoak a citoplazmdsan festodott sejtek. A

11424/05-6s dabran lathato minta ellenben negativ IHC eredményt adott.

Az anti-CD133 antitest (orb372328 Biorbyt™, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) (3. Tablazat)
elsdsorban az dssejtek felszinén kifejez6dd marker, ezért membranfestddést vartunk. Ennek

illusztracioi alabb lathatoak (12a és b abra).

12a. Abra —18371/13 CD133 IHC 12b. Abra — 11424/05 CD133 IHC
A 12-es a és b Abra mindegyike negativ eredményt adott CD133 markerre. A 12a Abrdn a
haematoxylin festédés ldtszik, specifikus membranfestédés azonban nem, a 12b Abran van
ugyan lathato citoplazmas festédés, de ez nem specifikus sejtmembran festédési mintdzat. Az
alabbiakban (12¢ Abra) egy technikai pozitiv IHC-t is bemutatunk.
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12¢. Abra — pozitiv CD133 teszt 11238/07
A 12c. Abrdn lathaté véros nyilak jelzik a pozitiv jelet adé sejteket. A CDI133" sejtek jol

lathatoan elkiiloniilnek a negativ, csak haematoxylinnel festodott sejtektol.

4.3.1. Immunhisztokémia értékelése

Az THC értékelése soran manualis és digitalizalt leolvasast végeztiink. A digitalizalt értékelés
membran és mag festddés esetében (EGFR, EGFRVIII, p53) tortént. 3D HisTech Pannoramic
Scan, MiraxScan késziiléket a tatabanyai Szent Borbala Korhdz Patologia Osztalyan
hasznaltunk. A digitalizalas 100X nagyitdson tortént. Az elkésziilt digitalis fotokat a

tatabanyai korhaz kozponti szerverérél DVD lemezekre mentettiik le.

A beolvasott lemezeket a mar emlitett 3DHisTech Pannoramic Viewer 1.15 programmal,
valamint a bévitményként hozzaadhaté QuantCenter modullal ((3D HisTech Kft. Budapest,
Magyarorszag) értékeltiik. A QuanCenter modul képes a kivalasztott nagyitason sejtmembran
¢s/vagy sejtmag festddés intenzitdsanak ¢s a festddd sejtek szdzalékos aranyanak a
meghatarozasara. Az egész targylemez teriiletén, vagy bizonyos kivalasztott teriileteken

lehetséges értékelést végezni.

A komputer altal szdmolt sejtek festddési intenzitasat -, +, ++ és +++ kozott értékeltiik, mig a
festodott sejtek szamabol a szdzalékos ardnyt hataroztuk meg. A harom antitest digitalis

értékelését a manualis leolvasas megerdsitésére és pontositasara hasznaltuk a ROI teriiletén.

A kivélasztott ROI teriiletek manualis értékelését az EGFR, p53, NF-1, CD133, ATRX,
EGFRVIII, ¢és az IDH-1 R132H esetében is elvégeztik. Az értékelést harom kiilonallo
személy végezte 1:200 nagyitdson, Olympus BX51 mikroszkoppal (Olympus Corp. Japan).
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EGFR, p53, CD133 és ATRX esetében a festddési intenzitast ugyaniigy, mint a komputeres
elemzés soran, manualisan is -, +, ++ és +++ kategoriakra osztottuk fel. Harom-harom latotér
vizsgalata tortént, 100-100 sejt leolvasasaval. Az intenzitas értékelése mellett meghataroztuk
a festodott sejtek szazalékos aranyat. A Histoscore értéket a festddott sejtek %-os értékének és
a festddés intenzitdsdnak a szorzatabol nyertiik. A kapott értéknek igy 0 és 300 kozé kell
esnie. A neurofibromin esetében hasonldan jartunk el és meghataroztuk az ITHC fest6dési
intenzitas, valamint a festédott sejtek szazaléka alapjan a Histoscore értékeket. Azonban a
végsO értékeléshez négy festddési kategoriat kiilonitettiink el: 1. citoplazmatikus pozitivitas,

2. citoplazmatikus és mag pozitivitas, 3. mag pozitivitas €s 4. citoplazma és mag negativitast.

A két mutaciora specifikus antitest, EGFRVIII és IDH-1 R132H esetében a pozitivitas
(mutécio) jelenlétét vagy hianyat dokumentaltuk, ahol a pozitivitast ,,++” vagy ,,+++” [HC
fest6dési  intenzitassal  definialtuk (Id. fentebb). A  pozitiv/negativ  eredmény
meghatdrozasahoz az IDH-1 R132H mutacio jelenlétét piroszekvenalassal, az EGFRVIII

mutacio jelenlétét a digitalizalt értékeléssel erdsitettiik meg.
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13. Abra — 9920/07-es mintank elemzese a3D HlsTech Pannoramlc Vlewer programmal

A digitalis értékelést segité Pannoramic Viewer szoftverben kénnyedeén lehet festodott
sejtszam elemzést végezni nuklearis és sejtmembran festodes esetében is. A fenti képen 1:20-
as nagyitason egy p33 magi festodeést latunk, a digitalis sejtszamoldst elokészité fazisban

(értékelési teriilet azonositasa).
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A manualis és digitalis leolvasas kozott erés korrelacio mutatkozott, 90%-ban megegyeztek a

kapott adataink.

4.4. Piroszekvenalas

Az anti-IDH-1 RI132H antitest mikodését piroszekvenalassal is megerdsitettik. Az
Immunhisztokémiai elétanulmany altal meghatérozott kritériumoknak megfeleléen az THC
tesztek soran pozitivnak értékelt anyagokbdl, valamint két negativ anyagbol (negativ kontroll)
terveztilk elvégezni a piroszekvenalasi validalast. Szintén teszteltiik piroszekvenalassal az

Osszes olyan mintat, ahol az IDH-1 R132H mutaci6 IHC értékelése nem volt egyértelmd.

Sajnos nem késziilhetett valamennyi, immunhisztokémiaval egyértelmiien pozitivnak
bizonyult blokkbdl molekularis elemzés. Ennek oka, hogy az immunhisztokémiai tesztek
soran egyes mintdk elhasznalodtak, igy nem maradt elég szOvetanyagunk a
piroszekvenalashoz. Igy csak az IHC altal nem egyértelmiien pozitiv mintékat, valamint a két

kontrollt tudtuk megvizsgalni.

A kivéalogatott és tovabbi tesztekhez megfelelonek itélt blokkokat elsé 1épésként
deparaffinaltuk a QiaGen® Deparaffinization Solution for FFPE samples kit segitségével. A
deparaffinalt anyagokbdl a QiaGen® QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (50) segitségével
kitisztitottuk a DNS-t. A blokkokbol kinyert DNS mintdk koncentracio értékeit Thermo
Scientific® NanoDrop 2000 késziilékkel és a hozza tartozO NanoDrop 2000/2000c

szoftvercsomag segitségével ellendriztiik.

crer

A PCR-t egy BOECO Thermal Cycler SQ BOE8085240 késziiléken végeztiik 40 ciklusban. A
ciklusok az alabbiak szerint keriiltek bedllitasra: I.ciklus: 95°C 10 percig, 2-39.ciklusig 95°C 3
mésodpercig, 50°C 30 maésodpercig, 72°C 30 maésodpercig. Az utols6 ciklusban 72°C 10
percig, majd 4°C-on tarolds overnight. A Master Mix-et az aldbbiak szerint mértiik ossze
reakcionként, a Qiagen® PCR kit (Therascreen enzim mix, QiaGen, Hilden, Németorszag)

segitségével:
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Reagens Mennyiség/reakcid
2X Mix 12,5ul
10X Coral Load[2,5ul

Forward primer (1ul

Reverse primer |1pul
DNS minta Sul
Desztillalt viz  |3ul

Végtérfogat:  25ul

4.Téblazat - PCR mix osszeallitasa
A 4. Tablazat tartalmazza a DNS mix osszedllitasahoz felhasznalt osszetevoket mikroliterben

megadva. A feltiintetett mennyiségek egy reakciora elegendo térfogatot jelolnek.

A PCRterméket agar6z gélen gélelektroforézissel ellendriztiik.

14. Abra — PCR termékekrdl készitett gélelektroforézis felvétele

A 14-es dbra szemlélteti harom IDH-1 RI132H mutdciot hordozo mintank (létratol jobbra
haladva: 4053/05; 5641/13; 19731/13) PCR utdni gélelektroforézis tesztjének eredményét. Jol
lathato, ahogy 150 bazisparnal (létratol jobbra) megjelentek a specifikus DNS mintak csikjai.

A biotinilalt amplikont immobolizalassal tisztitottuk, majd az IDH-1 R132H mutacid

jelenlétét piroszekvendlassal vizsgaltuk az elétanulmanyok soran mar emlitett automata
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késziiléken a hozzatartozd pyromark szoftvercsomag segitségével. Publikalt szekvenciat

hasznaltunk a szekvenald primer esetében is [Setty és mtsai, 2010].

4.5. Piroszekvenalas értékelése

Piroszekvenalassal megerdsitettiikk valamennyi IHC ,,++” és ,,+++” értékelésli minta esetében

az R132H IDH-1 mutacio jelenlétét 10 glioblastoma mintaban.

Sequence to analyze
TATCATCATAGGTCGIAICITTCATGC

15a. Abra — Pozitiv teszteredmény IDH-1R132H — 5641/13

A 15a abran lathato kijeldlt szekvencia kettés mutaciora utal. A normdl szekvencia az érintett
R132H pozicioban CGT lenne, ehelyett itt 49%-ban a masodik pozicioban guaninrol adeninre
cserélodés (a Cosmic adatbdzisban ilyen a COSM28746-0s azonositoju ¢.395G>A
referencia), 19%-ban pedig a harmadik pozicioban timinrdl citozinra cserélddés tortént (a
Cosmic adatbazisban egyediil ilyen harmadik poziciéo mutdciora utalo referenciat nem
talaltunk, azonban kettés mutacio a masodik és harmadik pozicioban talalhato, a
COSMB86993 ¢.395 396GT>AC referencidval). Ezért, a fenti pyrogram alapjdn mintinkban
ilyen kettés mutdcio valésziniisithetd, azonban teljességgel annak a lehetdsége sem zdrhato ki,
hogy két kion (egyik a kodon 2-es, a mdsik a 3-as pozicios) mutacioja fordult elé a vizsgalt
tumorban.
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Sequence to analyze
TATCATCATAGGTCG/IAIC/TTCATGC

15b. Abra — Az IDH-1 132-es kodont kériilvevé vad tipusa szekvencia — 11424//05
A 15b abran IDH-1 R132H mutaciora negativ eredményt ado piroszekvendlasi teszt lathato. A

normal (vad tipusu) szekvencia olvashato le ,, CGT” a kijelolt régoban al32 pozicioban.

4.6. Az adatok rendezése és statisztikai elemzések
4.6.1. Klinikai adatgytijtés és a master file elkészitése

A betegek retrospektiv klinikai adatainak kigylijtése az Etikai Bizottsag engedélyével ¢€s a
klinikai onkologus segitségével tortént a betegek adatvédelmének értelmében részben az
elektronikus MedSolution rendszerb6l, részben pedig a papir alapu korlapbol a vizsgalt

patoldgiai mintakhoz tartozé TAJ szam alapjan.

A kovetkezd adatokat dokumentaltuk egy Excel tablazatban: nem, életkor, miitéti datum,
kezelés, recidivak megjelenése, recidivak mitéti datuma, a recidivara adott terapia, szovettani
lelet 6sszefoglaloi, elhaldlozasi datum. Az un. ,master file”-ban a Kklinikai adatok mellett

rogzitettiik az immunhisztokémiai €s a piroszekvenalasi eredményeket.

4.6.2. Statisztikai modszerek

Miutan az IHC eredményeket megerdsitettiik és letisztaztuk, a statisztikai elemzések tobb
1épésben torténtek. 1. Az IHC markerek alapjan manualisan megvizsgaltuk a betegek / mintak
elkiiloniilését. 2. Hierarchikus klaszterelemzést végeztink az SPSS23 programcsomag
alkalmazasaval a molekularis alcsoportok elkiiloniilésének tesztelésére és megerdsitésére.
Esetiinkben feloszto hierarchikus klaszter analizis alkalmaztunk. A 1épésrol 1épésre megjelend

klasztereket dendrogramon abrazoltuk (lasd 38. és 39. Abrak). Az Gj klasztereket csak akkor
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tekintettiik levalaszthatonak a f6 csoportrol, ha valamely dimenzié mellett szignifikansnak
tekinthettiik. Pontosan annyi Iépést iktattunk be, amig a szignifikdns klaszter-levéalasztas
lehetséges volt. A tovabbi felosztast csak a neurofibromin-1 esetében végeztik el,
levalasztasanak hatarérték kozeli szignifikancia szintje, valamint biologiai relevanciaja miatt.
A neurofibromin, EGFRVIII és IDH-1R132H IHC eredményeit +/- alapti nominalis
értékelésben teszteltiik, mivel itt teljes expresszio elvesztéstésgenetikai mutaciot tudtunk
detektalni, mig a tobbi IHC marker esetében a Histoscore értékeket teszteltiik. Ezekben az
esetekben csak az expresszidos mintazatokat tudtuk megfigyelni. Az adatcsoportok kozti
kiilonbségeket elagazasokformaban jelenitettik meg a Klaszter elemzés abrajan. Végiil pedig
megvizsgaltuk a klinikai (beteg neme és kora, a betegség teljes tulélése) parameterek
hasznaltunk. A betegek életkorat az adatok nem normal eloszlasa miatt Kruskal-Wallis
teszttel vizsgaltuk meg (tobb csoport Osszevethetd), illetve az alcsoportokat a teljes
beteganyaggal is Osszevetettiik Mann-Whitney teszttel. A betegek talélése és az alcsoportok
kozotti korrelaciot Cox-regresszios, Kaplan-Meier, valamint Wilcoxon eldjeles rang teszt
elemzéssel vizsgaltuk. A talélési vizsgélatainkkal kapcsolatban itt megjegyezziik, hogy a
Kaplan-Meier analizis esetén a bevont csoportok kis mérete és a rendelkezésre allo talélési
adatok alacsony aranya miatt az eredmény torzul, ezért az alabbiakban bemutatott fliggvények

csak ovatos prezentaciok.
Az elemzés soran kinyert adatainkat részben grafikus, részben tablazatos formaban

Osszesitettiik. Az adataink statisztikai elemzését minden esetben 95%-0s konfidencia szint

mellett végeztiik és itt is az SPSS 23-as programcsomagot alkalmaztuk.
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5. Eredmények

5.1. A két vizsgalati kohort

Vizsgalatainkban 0Osszesen 104 glioblastomas beteg miitéti anyagat vizsgaltuk. A 104
betegbdl 96 betegtdl egy minta volt elérhetd a kezelések elott, az elsé miitét soran eltavolitott
tumorbol. Ezek a mintdk képezték az elsd kohort anyagat, melyben az IHC marekerek alapjan
vizsgaltuk a molekularis alcsoportok elkiiloniilését, majd a molekularis alcsoportokkal

korrelaltuk a betegek klinikai parametereit (életkor, nem, teljes talélés).

A maradék 8 betegtdl, akik a masodik kohortot képezték, nemcsak az elsé miitétbdl, hanem a
recidivak miatti mtéti beavatkozasok anyagabdl is tudtunk vizsgalatokat végezni, hogy a

tumor evoluciodja sordn vizsgalhassuk meg a marker profil valtozasat.

5.2. Nyers adatokbol manualisan levonhato kovetkeztetések az 1. kohortban

Els6 megkozelitésben, a statisztikai eértékelést megel6zden, az immunhisztokémiai adatok
elézetes, a glioblastoma alcsoportok markerek alapjan torténd elkiilonithetdségét ,,manualis”
értékeléssel végeztiik el. A manualis értékeléssel megbizonyosodhattunk arro6l, hogy az egyes
betegek glioblastoma mintdja a marker expresszid mintdzata alapjan, statisztikai értékelések
nélkiil is besorolhatd egy-egy molekularis alcsoportba. A festédési mintazatok konstellacioja
kizart bizonyos mintazatokat (pl. EGFRvVIII és IDH-1R132H pozitivitas és NF-1 teljes
negativitas). Ha a mintak ilyen formaju szegregacidja megerdsitést nyer a statisztikai
elemzéssel, és az alcsoportok korrelalnak a klinikai kimenetellel, akkor tervezhetd lesz kis
szaml markerrel egy olyan immunhisztokémiai panel, amely segitségével a glioblastomak
prognosztikus ¢€s terdpias szempontbol is fontos molekuldris alcsoportokba lesznek

besorolhatdk a jovében a klinikai gyakorlatban.

Ily médon az 6sszes markerre megvizsgaltuk a betegek / mintdk szegregalodasat, mely soran
harom antitest bizonyult kulcs fontossagiinak a glioblastoma alcsoportok elkiilonitésében. Ez
a harom alcsoport az EGFR-EGFRVIII ko-pozitiv csoport (EGFR markerre +++ festédési
intenzitast adé mintak, melyekben 75%-nal magasabb a fest6dott sejt arany, vagyis 225-nél
magasabb HistoScore értékkel, valamint EGFRvVIII markerre pozitiv IHC; olyan esetiink nem

volt, ahol az EGFR negativ, az EGFRvVIII markeriink pedig pozitiv jelet adott volna a ROI-n
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beliil). A neurofibromin mag és citoplazma negativ csoport; valamint az IDH-1R132H pozitiv
csoport volt. Ezek a csoportok (a markerek altal megjeldlt molekulak alapjan) valdsziniileg

atfednek a TCGA altal meghatarozott alcsoportokkal.

Ezek a molekularis alcsoportok a TCGA alcsoportokkal atfedésben: 1) IDH-1 R132H
pozitivitdas (Verhaak és mtsai, 2010, proneuralis alcsoportjanak felelhet meg), 2) EGFR ¢és
EGFRVIII egyiittes pozitivitds (Verhaak ¢s mtsai, 2010, klasszikus alcsoportjanak felelhet
meg) ¢és 3) neurofibromin negativitas (Verhaak és mtsai, 2010, mezenhimalis alcsoportjaval
lehet atfedésben). A 16. Abra mintaink megoszlasat mutatja a 3 marker alapjan és tiikrozi az
IDH-1 R132H alcsoport teljes mértékii elkiiloniilését a masik két alcsoporttol, mig jelzi az
EGFRVIII pozitiv és neurofibromin expresszidé (mag és citoplazma) negativ csoport atfedését
2 minta esetében. A korabbi OMICS szintli elemzések eredményei alapjan is a molekularis
klaszterek kozott részleges atfedések voltak varhatoak. A 17. Abra mutatja, hogy az 1.
kohortba tartozd mintdink 2/3-a (66 az Gsszes 96 mintdbdl) a harom marker segitségével
molekularis besorolast nyert. Az Egyéb kategoriaba sorolt mintak a 3 markerrel nem voltak
osztalyozhatok. A tobbi marker (p53, CD133, ATRX) manualis elemzése soran a mar
meghatarozott harom alcsoport nem nyert tovabbi megerdsitést vagy finomitast, és az

,Egyeb” jelzésli alcsoportot sem sikertilt jobban meghatarozni.
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EGFR+/EGFRvilH (34 £5)

NF-1 m-/c- (20 f3)

IDH-1 R132H
(10f5)

16. Abra- A glioblastoma molekularis alcsoportok elkiiloniilése IHC markerek alapjan
A 16-o0s dbran ldthato szines kordk jelenitik meg az 1. kohort kirajzolédo alcsoportjait. A
korongok méretaranyai megegyeznek a beteganyagban taldlt molekularis csoportok
egymashoz viszonyitott ardanyaival. A legnagyobb csoport az EGFRvIII mutans csoport, a

legkisebb pedig az IDH-1 R132H csoport volt. Az NF-1 teljes negativitist 20 fonél
detektaltuk.

EGFR+/EGFRvVIII+
34F6

17. Abra -A marker-alcsoportok megoszlasa
A konnyebb dattekinthetoség kedvéért az adatokat egy masfajta megjelenitéssel is abrazoljuk. A
17-es dbra megjeleniti a marker-alcsoportok viszonyadt az 1. kohort teljes anyagdban. A torta
egy-egy szines szelete aranyos a teljes betegszamhoz viszonyitott adott marker-alcsoport
betegszamaval. Az NF-1 m-[/c- és EGFRVIII csoportok kozti atfedést két beteg anyaga

reprezentalja, amit az abran is megjelenitettiink.
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A tovabbiakban a molekularis markerek alapjan elkiilonitett alcsoportokban megvizsgaltuk,
hogy a betegek klinikai parameterei korrelalnak-e ezekkel az alcsoportokkal. A vizsgalt
klinikai parameterek a beteg korat, nemét ¢€s a teljes tulélést foglaltdk magukba. A talélést a

tumor reszekcidja és az elhaldlozas idépontja kozott eltelt 1d6 jelenti, hetekben megadva.

Az IDH-1R 132H mutéci6 aranya az 1. kohortban az aldbbiak szerint oszlik meg:

IDH-1R132H +
10f6

IDH-1 R132H -
86 f6

18. Abra -Az IDH-1R132H mutacié aranya az 1. kohorton beliil
A 18-as dbrdn a teljes 1. Kohort 96-16s beteganyagunkhoz viszonyitott 10-fényi IDH-1 R132H
mutacio megjelenését illusztraljuk. Az arany megfelel a TCGA dltal lefektetett aranyoknak.

96 beteg kozil 10 fonél sikeriilt megerdsiteni a mutacio jelenlétét IHC-val ¢és
piroszekvenalassal. Ez a csoport igy a Verhaak-i proneuralis alcsoport egy részének felel meg,
és a 10%-os eldfordulas is megfelel a TCGA adatok alapjan eldrevetitett el6fordulasi

ardnynak (18. Abra).
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IDH-1 R132H + csoport IDH-1 R132H - csoport

1016 866

19. Abra —IDH-1R132H mutaciok megoszlasa nemek szerint
A 19-es abra két oldala az IDH-1 RI32H tesztre pozitiv és negativ eredményt adott csoport

nemi ardnyadt veti dssze. A két csoport nemi aranyainem térnek el egymastol (p=0,34).

Bar a statisztikai elemzés a pozitiv csoport kis betegszama miatt korlatozott értéki, a
pozitiv és negativ csoportban a nemek aranya szignifikansan nem tér el egymastol (Khi-
négyzet probaval p=0,34 95%-0s konfidenciaszint mellett), és megegyezik a teljes
mintaszamunk nemi aranyaval (19.abra) (lasd még: 1.Tablazat). A betegek neme nagy

valdszintiséggel nem allt kapcsolatban a mutacié megjelenésével a vizsgalati anyagunkban.

Az IDH-1 R132H negativ és pozitiv csoportok életkor szerinti elemzése:
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Atlagos életkor Median életkor

Miitéti életkor években megadva

IDH-1R132H+ IDH-1R132H- IDH-1R132H+ IDH-1R132H-

20. Abra -Beteganyagunk életkori megoszlasa
A 20-as dbran oszlopdiagram segitségével jelenitettiik meg az IDH-1 RI32H statusz
eredményei alapjan felveheto atlag és median életkor értekeket csoportositva. Az abra bal
oldalan az atlagos életkorok keriiltek dsszehasonlitasra (pozitiv vs negativ csoport), a jobb

oldaldan a median értékek (szintén pozitiv vs negativ csoport); p=0,234.

A 20. Abra azt sugallja, hogy az IDH-1 mutacioval rendelkezd betegek életkora alacsonyabb a
tobbi alcsoportra jellemzd életkori megoszlasnal. Az IDH-1 mutans betegek atlagos életkora
56 év volt, szemben az IDH-1 vad tipust betegekkel, akiknek 6 évvel magasabb volt az
atlagos életkoruk. Szembetiing, hogy a medidn életkorok kozott még nagyobb a kiilonbség az
IDH-1 mutans és vad tipust hordoz6 betegek kozott. Mann-Whitney teszttel az IDH-1R132H
+ és — csoportot Osszevetve az alabbi p értéket kaptuk: p=0,234, 95%-0s konfidenciaszint
mellett. Ez alapjan a + és — csoport kozott nincs szignifikans kiilonbség az életkorokat
illetéen, inkdbb csak a tendencia latszik, miszerint az IDH-1 mutaciét hordozo betegek

fiatalabbak voltak. Ennek oka a pozitiv csoport kis mintaszama lehet.

A teljes talélési adatok vizsgalata soran tapasztaltuk, hogy az IDH-1R132H mutacioval
érintett betegek tulélése tendenciajaban hosszabb, mint azon betegeké, akiknek IDH-1 vad
tipusu tumora volt. Az atlagos tulélés kis hijan kétszer olyan hosszu az IDH-1 mutans
csoportban, mint az IDH-1 vad tipus esetén. A median tulélés azonban nem erdsiti meg az
IDH-1 mutéciét hordozok jobb tulélési tendencidjat; feltehetéen az IDH-1 R132H pozitiv
alcsoport kis mérete és az adatok nagy szorasa miatt. Ezen kiviil, az IDH-1 R132H pozitiv
csoportban voltak a masodlagos glioblastomasok is, akiknek az alacsonyabb gradiusu

glioméjanak kezdeti klinikai adatai nem voltak elérhetdek, csak a glioblastomas fazis adatai
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(Id. 1. Téablazat, 21. Abra). A tulélések értékeléséhez Cox-regresszid szamitast végeztiink,
melynek eredményeit és szignifikanciajat az alcsoportok targyalasa utan az 5.4-es fejezetben

részletezziik.

Atlagos tilélés Median tulélés

Teljes tulélés hétben megadva

IDH-1R132H+ IDH-1R132H- IDH-1R132H+ IDH-1R132H-

21. Abra -IDH-1+/- csoportok tilélésének dsszevetése
A 21 abra a beteganyag |\DH-1 RI32H stdtusz szerinti pozitiv és negativ csoportjainak
dtlagos és median tulélési adatait hivatott oOsszesiteni. Az abra bal oldalan az atlagos
eértékeket hasonlitottuk dssze egymassal (IDH-1 RI32H pozitiv vs negativ csoport), jobb

oldalon pedig a median értékeket ugyanazon rendszer szerint.

A tulélést Kaplan-Meier analizissel is megvizsgaltuk az IDH-1 R132H statusz szerint. Az
IDH statusz szerinti Kaplan-Meier fliggvény a 22abran lathato:
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Survival distribution function
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22. Abra — A talélés eloszlasa Kaplan-Meier fiiggvényen
A diagramon lathato vonalak siillyedése (0 és 1 kozott) jeleniti meg az elhaldlozdasokat.
Minden lépcsofok megfelel minimum egy elhaldlozasnak. A kék gorbe az IDH-1 R132H
negativ csoport, a zold a pozitiv csoport gorbéje. Az Y tengelyen a teljes betegszamhoz

szamolt elhaldlozasi aranyokat latjuk, az X tengelyen pedig a hetekben szamitott tulélést.

A kovetkez6 markeriink a neurofibromin volt. Ennek négyféle fest6dési mintazatat figyeltiik
meg: citoplazma pozitiv (m-/c+), mag és citoplazma pozitiv (m+/c+), mag pozitiv (m+/c-),
mag ¢€s citoplazma negativ (m-/c-). Elszor a citoplazmaban és nuklearisan is negativjelet ado
neurofibromin csoportot vetettiik Gssze a citoplazmasan pozitiv és nuklearisan negativitast
mutatokkal, mivel a citoplazma-/mag- csoport hatarozottan elkiiloniilt a tobbi molekularis
glioblastoma alcsoporttol, és mivel a citoplazma+/mag- festddési mintdzat a dominans
normalisan el6forduld NF-1 mintazat fiziologias koriilmények kozott (itt referencia csoport).

Negyven 6 esetén kaptunk értékelhetd informacidkat.
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20 f6 NF-1 m-/c-

20 f6 NF-1 m-/c+

23. Abra - Az NF-1 m-/c-expressziés mintazat megjelenése az 1. kohortban
A 23-as abran a fiziologids dllapotok kézott varhato citoplazma pozitiv, nukleusz negativ
neurofibromin IHC festodési mintdazatot vetettiik ossze a dupla negativ csoporttal. Mindkét
csoportba 20-20 f& keriilt. Osszesen negyven fot sikeriilt a két csoport valamelyikébe

besorolnunk.

A teljes vizsgalt betegcsoport koriilbeliil harmada, 20 f6 keriilt az NF-1 mag ¢és citoplazma
negativ csoportba. Mag negativ, citoplazma pozitiv festédést 20 betegnél talaltunk (23. abra).
A nemek megoszlasa az NF-1 citoplazma és/vagy mag pozitivitast mutatdé 40 f6t szamlalo
beteganyagban hasonl6 a teljes els§ kohort nemi megoszldsdhoz, ahol szintén enyhe ndi
tulsuly figyelheté meg. Ez azonban egyik csoportban sem szignifikans (Khi-négyzet probaval,
95%-o0s konfidencia szint mellett p=0,4). Az NF-1 negativ csoportnal ugyan a nemek aranya
megfordul, a 20 beteg koziil 11 a férfi és csak 9 a nd, de a fentiek alapjan ez a kiilonbség sem

szignifikans (24. Abra).
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NF-1 m-/c- csoport NF-1 m-/c+ csoport

24. Abra —Az NF-1 expresszi6 (vagy annak hianya) és a nemek kapcsolata
A 24-es abran a két NF-1 csoport IHC eredmeényeivel parhuzamba allitott nemek eloszlasat
latjuk. A m-Ic- csoportban 11 férfi és 9 nd, a m-Ic+ csoportban 9 férfi és 11 nd taldlhaté. Az
aranyok igy torzultnak tinhetnek, de a statisztikai elemzések eredményei szerint nincs

szignifikans kiilonbség a két csoport kozott, mivel p=0,40.

A miutéti életkorok megoszlasa tendencidjaban jellemzéen magasabb volt, mint az el6z6
(IDH-1 mutans) csoportnal. Itt az atlagos miitéti életkor 65 év volt, mig a median 67 év (25.
Abra). A két NF-1 csoport életkora kozotti kiilonbség Mann-Whitney teszttel nem mindsiilt
szignifikansnak, 95%-o0s konfidencia szint mellett a p érték p=0,22-nek adodott.
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Atlagos életkor Median életkor

Miitéti életkor években megadva

NF-1 m-/c- NF-1 m-/c+ NF-1m-/c- NF-1 m-/c+

25. Abra -NF-1 m-/c+ és m-/c- életkori megoszlasa
A m-/c- és m-Ic+ csoportok dsszevetése életkor szerint. Az dabra bal oldalan az dtlag
életkorokat tiintettiik fel oszlopszeriien, a jobb oldalan pedig a median értékek latszanak (m-

/c- vs m-/c+ csoport).P-értékiink Mann-Whitney teszttel p=0,22.

A teljesbeteganyag tulélése relative itt volt a legrovidebb. Ezt sejteni lehetett az irodalmi
adatok alapjan is, hiszen ez a csoport fed at a verhaak-i mezenhimalis alcsoporttal, amelyre a
rovid talélés jellemzd az agressziv biologiai tulajdonsagok miatt. Az atlagos talélés
minddssze 56 hétben maximalizalodott, a median talélés pedig alig érte el a 21 hetet (26.
Abra). Az NF-1 pozitiv és negativ csoportok kozott azonban nem volt statisztikailag

szignikéans kiilonbség, vélhetden a kis minta elemszam miatt.
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Atlagos talélés Medidn talélés

Teljes talélés hétben megadva

NF-1m-/c- NF-1m-/c+ NF-1m-/c- NF-1 m-/c+
26. Abra -NF-1 m-/c+ és m-/c- csoport talélési aranya
A 26-0s abra a neurofibromin IHC teszt m-/c- és m-/c+ csoportjainak eredményeit hasonlitja
ossze a tulélési adatok szerint. Az dbra bal oldalin az dtlagos tulélési adatokat latjuk

oszlopszeriien egymas mellé dallitva, a jobb oldalon pedig a median értékeket.

A tovabbiakban 0sszevetettiik az NF-1 antitest négy kiilonb6z6 festddési mintazatat.

20 f6 NFL m-/c- 20 6 NF1 m-/c+

44 f6 NF1 m+/c+

27. Abra -Az NF-1 festddési mintazatok dsszevetése (c=citoplazma; m=sejtmag)
A 27-es abran az NF-1 IHC festés soran tapasztalt négyféle festodeési mintdzatot latjuk. A
torta minden egyes kiilonbozé szinnel megjelenitett szelete egy-egy festédési mintdazatot
mutato betegcsoportot illusztral. A torta szeletei aranyosak a festéodeési mintazatot mutato
mintak csoportjainak egymashoz viszonyitott aranyaival. Lathato, hogy a legkisebb csoport a

plazma- mag+ csoport volt, mig a dupla pozitiv csoport a legnagyobb.
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A négy NF-1 festddési mintazat megoszlasat anyagunkban a 28. Abra mutatja. A négy csoport
kozott bizonyos foku eltérések mutatkoznak a klinikai kimenetelben. A négy csoport életkorat
Kruskal-Wallis teszttel Osszevetve 95%-0s konfidencia szint mellett szignifikancia
mutatkozott (p=0,0097). Ez alapjan a négy festddési csoport az életkor alapjan egyértelmiien
elkiiloniil. Az atlagos mutéti életkorok megoszlasa szerint az NF-1 dupla negativ és NF-1
dupla pozitiv csoport a két szélsdértéket jeleniti meg, eldbbi a legmagasabb, utdbbi a

legalacsonyabb miitéti életkor atlagértékkel (28. Abra).

Atlagos miitéti életkor

(]
>
B
(7]
£ P—
5 M’e— 1
K
>
o
T
g .
K 61 év
o
=
2
3
2
-
NF-1m-fc- NF1m+/ct  NF1m-fc+ NF-1 m+/c-

28. Abra -Az NF-1 fest6dési tipusok miitéti életkori megoszlasa
A négy NF-1 IHC festodési mintazatu csoport dtlagos miitéti életkor szerinti megoszlasat
latjuk ezen az oszlopdiagramon. A legmagasabb miitéti életkorra a dupla negativ, a

legalacsonyabbal a dupla pozitiv csoport rendelkezett, szignifikans kiilonbséggel p=0,0097.

A median adatokat illusztralo abra szintén az NF-1 dupla negativ csoportot emeli ki

szélséértékként a betegség megjelenését/diagnosztizalasat figyelembe véve (29. Abra).
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Median mitéti életkor
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29. Abra- Az NF-1 fest6dési tipusok median életkori eloszlasa
A 29-es dbra oszlopdiagramja a median miitéti életkorokat dllitia egymds mellé az NF-1 IHC
négyféle festodesi mintazata szerint. A legmagasabb értéket most is a dupla negativ csoport

adta, a legalacsonyabbat pedig a plazma negativ, mag pozitiv csoport.

Az elsé kohort beteganyagabdl a betegek nemérdl és életkorardl 100%-ban rendelkeztiink
informaciokkal. Ezzel szemben a tlélési adatokhoz az elsd kohortbdl csak 68 {6 esetében
sikeriilt hozzaférniink. Ez az els6 kohortunk 71%-a. A véletlenszerii adatkiesés miatt az alabb
targyalt elemzések csak ovatos értékelések. A rendelkezésre allo adatok az alabbiak szerint
oszlottak meg: m-/c- 65%-ban, m+/c- 75%-ban, m-/c+ 90%-ban, a m+/c+ csoportban pedig
59%-ban voltak elérhetdk a ttlélési adatok. A tuléléssel dsszevetve ezeket a festddési tipusok
alapjan szétvalogatott tumorokat, az latszik, hogy a dupla pozitiv daganatok talélése rovidebb
a tobbinél. A teljesen pozitiv csoporté az atlagértékeknél rovidebb iddtartamot jeldl, ennek
lehetséges oka az, hogy a masik harom tipusba joval kevesebb beteg kertilt be, igy az értékek
kissé torzulhatnak. Ami viszont érdekes, hogy mind az atlagértékeknél, mind pedig a median
értékeknél azok a betegek rendelkeztek a leghosszabb tuléléssel, akik tumoraban a citoplazma
negativnak mutatkozott, de a magok pozitivnak (30. és 31. Abrak). Statisztikailag nem
mutatkozott szignifikdnsnak a kiillonbség az alcsoportok tulélési mutatdiban, 95%-0s
konfidencia szint mellett a p-értékiink p=0,956-nak adodott. A csoportok kozti kiilonbségek

tehat csak tendencidjukban jelentek meg.
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Atlagos tulélés

Teljes tulélés hétben megadva

NF1 m-/c- NF1 m+/c+ NF1m-/c+ NF1 m+/c-
30. Abra- Az NF-1 fest6dési tipusok atlagos tiilélése
A 30-as dbran az atlagos tulélési adatokat jelenitettiik meg az NF-1 festodeési tipusok szerint.
A legjobb tuléléssel ez alapjan a citoplazma negativ, mag pozitiv csoport rendelkezett, a

legrosszabbal pedig a dupla pozitiv csoport.

Median tulélés

Teljes tulélés hétben megadva

NF1 m-/c- NF1 m+/c+ NF1m-/c+ NF1 m+/c-

31. Abra- Az NF-1 fest6dési tipusok median talélése
A 31-es dbra oszlopdiagramja az NF-1 IHC festodési tipusok median tulélési adatait
szembesiti. Ezek szerint a legjobb tuléléssel a citoplazma negativ, mag pozitiv csoport

rendelkezett, a legrosszabbal pedig a citoplazma pozitiv mag negativ csoport.

A 32-es abran az m-/c- csoport tulélési adatait vetettiik Ossze a tobbi NF-1 expresszids

csoporttal Kaplan-Meier fliiggvényillesztéssel.
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Survival distribution function
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32. Abra — Az NF-1 expresszids csoportok dsszevetése Kaplan-Meier fiiggvénnyel
A diagramon agdrbék 0 és 1 kozott felrajzolt meredeksége jeleniti meg az elhaldlozasi
idopontokat. Minden lépés megfelel legalabb egy elhaldlozasi eseménynek. A kék gorbe az
NF-1 teljesen negativ csoporthoz, a zéld az oOsszes tobbi expresszios csoport egyiittes
gorbéjéhez tartozik. Az Y tengelyen az dsszes elérhetd betegre szdamolt elhaldlozdsi aranyokat

latjuk, az X tengelyen pedig a hetekre szamitott tulélést.

A harmadik antitest az EGFRvIII volt. Ennek megoszlasat a 33. abra mutatja:
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34 f6 EGFR és EGFRvIII +

62 f6 EGFRvIII -

33. Abra -Az EGFR fokozott expresszi6 és EGFRVIII mutacié egyiittes megjelenési aranya
A 33-as dbran az EGFRvIII mutacio megjelenésének aranyat latjuk a teljes beteganyaghoz
viszonyitva. Ezek szerint a 96 f6bol 34 fonél sikeriilt pozitivitast detektalni, 62 fonél viszont
nem jelentkezett az EGFRvIII mutdcio.

Az EGFRVIII mutdcié megjelenése nem kotddik konkrétan egyik nemhez sem, a mutacioval
rendelkezd betegcsoportban a nemek ardnya szignifikdnsan nem tér el a mutaciéval nem
rendelkezé betegek csoportjara jellemz6 aranytol. Khi-négyzet probaval a kapott p-érték
p=0,95 (34. Abra).

EGFR és EGFRvIIH csoport EGFRvIII- csoport

3416 6216

34. Abra -Az EGFRVIII csoportok nem szerinti megoszlasa
A 34-es dbra bal oldalan az EGFRvIII+ csoport nemek megoszlasa latszik, jobb oldalan
pedig az EGFRVIII- csoporté. Jol latszik, hogy mindkét csoport teljesen hasonlo a teljes

beteganyag nemi eloszldasi aranydhoz (p=0,95).
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A miutéti ¢letkorok a verhaak-i klasszikus alcsoporttal vald atfedéssel 6sszhangban atlagosan
60 év, median értéket tekintve 61 év voltak az EGFR/EGFRVIII+ alcsoportban, mig a negativ
csoportban ehhez nagyon hasonlé értékeket kaptunk: atlag 62 év, median 65 év. (35. Abra).
Ezek egyben a glioblastomara jellemz6 incidencia értékeknek is megfelelnek. Nem volt
meglepd, hogy szignifikans kiilonbséget nem tudtunk kimutatni a két csoport kdzott. 95%-0s
konfidencia szint mellett a Mann-Whitney teszt p-értéke p=0,74-nek adodott.

Atlagos életkor Median életkor

Miitéti életkor években megadva

EGFR és EGFRvIll+ EGFRvIII- EGFR és EGFRvIIl+  EGFRvIII-

35. Abra -Az EGFRVIII mutacié életkori megoszlasai
Az abran az EGFRvIII + és — csoportok atlagos (abran balra) és medidan (jobbra) miitéti
életkoranak osszevetését latjuk. Mindkét esetben a negativ csoport adatai bizonyultak

magasabb értékeknek.M-W teszttel p=0,74.

Az EGFRVIII teszthez a beteganyag 71%-abol sikeriilt kivonnunk a tGlélési adatokat. Ez
alapjan elvégezve a szamitasokat, a talélés tekintetében ez a csoport valamivel jobb
prognozissal rendelkezik, mint az NF-lexpressziot elveszité daganatok, de rosszabbal, mint
az IDH-1 pozitiv daganatok (36. Abra vs. 30-31. és 21. Abra).
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Atlagos tulélés Median talélés

Teljes tulélés hétben megadva

EGFR és EGFRvIIl+ EGFRvIII- EGFR és EGFRvIIl+  EGFRvIII-

36. Abra -Az EGFRVIII mutaciét hordoz6 betegek tulélési ardnyai
A 36-0s abran az EGFRVIII + és — csoportok tulélési adatait vetettiik ossze az atlag tulélés
(balra) és a medidn tulélés (jobbra) szerint. Bar az atlag tulélés még az EGFRvIII+
csoportban volt a magasabb, a median tulélési értékek mar az EGFRVIII csoportban

bizonyultak jobbnak.

A 37-es dbran az EGFRVIII+ és EGFRVIII- csoport tulélési adatait vetettiik 0ssze Kaplan-
Meier fiiggvénnyel.
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Survival distribution function
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37. Abra — EGFRVIII pozitiv és negativ csoportok dsszehasonlitasa Kaplan-Meier
fliggvényillesztéssel
A diagramon a gorbek 0 és 1 kozott felrajzolt meredekségével jelenitettiik meg az elhaldlozasi
idopontokat. Minden torés megfelel legalabb egy elhaldlozasi isépontnak. A kék gorbe az
EGFRVIII negativ csoporthoz, a zold a pozitiv csoport gorbéjéhez tartozik. Az Y tengelyen az
osszes elérhetdé betegre szamolt elhaldlozasi ardnyokat latjuk 0 és 1 kozott, az X tengelyen

pedig a hetekre szdmitott tilélést.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az 1. kohortba foglalt beteganyag kériilbeliil 2/3-4t lefedd
harom mutacié koziil a legnagyobb ardnyban az EGFRvIIl mutéci6 jelent meg, ez 34 {6t
jelentett. A masodik legnagyobb csoportot a neurofibromin expresszi6 hidny jelezte, mely 20
fonél mutatkozott. A két csoport kozott 2 minta mindkét markert mutatta. Az IDH-1 mutécid
a legkisebb a harom molekularis alcsoport koziil 10 fével, mig tovabbi 32 6 egyik marker-
alcsoportba sem volt besorolhaté. Az ATRX, CD133 és p53 markerek nem javitottak az
alcsoportok meghatarozasat. A kor, nem és talélési adatok az IDH-1 R132H csoportban

mutattak tendencia jelleggel erds eltérést a teljes beteganyagtol. Ezek az eltérések az aldbbiak:

- Az ide tartozo betegek relative fiatalabbak voltak

- Az ide tartozoé betegek relative jobb tulélési adatokkal rendelkeztek

Mindez azonban a kis minta elemszam miatt csak dvatos interpretalast enged.

64



5.3. A molekularis alcsoportok elkiilonitése klaszterelemzéssel az 1. kohortban

Masodik megkdzelitésben, a molekularis alcsoportok elkiiloniilését klaszter-analizissel
vizsgaltuk az 1. kohortban. A klaszter elemzés eredményét a statisztikai ,,fa” illusztralja.
Szamos lehetséges statisztikai fat és elagazodast vizsgaltunk meg valtoztatva a markereink
sorrendjét az alcsoportok szekvencialis tesztelésével. A 41. Abran bemutatott fa volt az egyik
leginformativabb kijelzés (szignifikans ledgazasokat tartalmazo), ahol vertikalisan, fentrdl

lefelé lehet olvasni az alcsoportok megoszlasat a statisztikai p-értékekkel.

First step
IDH-1 R132H testing

IDH-1 R132H IDH-1 R132H
Category % n Category % n

M Noagative gs sg 86 B pesicive 31542 10

P-value=0.001

Total 96 Total %€
[
Second step
EGFRvIII testing

P-value=0,022
EGFRVIII EGFRvIII
_Category % n _Category % n
M yogative g0.46 52 Bposicive 39.58 3¢
Total 86 Total 8¢

l

Third step
NF-1 testing

P-value=0_.059

Im_l _/_ NF-1 +/+; +/-;: -/+
Category % n Category % n
B xecative 38.46 20 BPositive g1.58 22

Total 52 Total =2

38. Abra - Molekuléris alcsoportok elkiilonitése klaszter-analizissel
A 38-as dbra bemutatja a klaszter analizis soran létrehozott legreprezentansabb statisztikai
fat. Az elso lépésben az IDH-1 RI32H statusz elemzése tortént, majd az EGFRVIII, végiil az
NF-1 expresszios statusz megallapitasa. A fa jobb és bal oldalanak leagazasai attol fiiggnek,
hogy az adotr IHC teszt pozitiv, vagy negativ eredményt adott. A hdarom lépés sordn
feltiintettiik a p-értékeket is. A statisztikai program az abrazolas soran csak angol nyelvii

feliratokat engedett (-/- = m-/c-; +/+ = m+/c+; +/- = m+/c-; -/[+ = m-/c+).
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Ahogyan a 38. Abra mutatja, az els6 lépésben az IDH-1 R132H mutéci6 jelenléte alapjan
kiilonitettiik el p=0.001 szignifikancia értékkel az erre a markerre pozitiv és negativ
alcsoportokat. Az elsddleges glioblastomak koriilbeliil 90%-a IDH-1 mutéciora negativ, a
masodlagos glioblastomdk koriilbeliil 10%-a negativ. Munkdnkba mi csaknem kizéarolag
elsédleges glioblastomat valogattunk be, csak 3 minta volt méasodlagos glioblastoma, melybdl
minddssze 1 az IDH-1 R132H alcsoportba sorolodott. Kovetkezd 1épésben az IDH-1 R132H
,»hegativ”’ csoportot vizsgaltuk tovabb az EGFRVIII mutacié hordozés szempontjabol. Eszerint
tovabbi két tovabbi csoport jon létre (pozitiv és negativ) p=0.022 szignifikancia értékkel.
Amennyiben IDH-1-re és EGFRvIII-ra is ,,negativ” értéket kaptunk, egy tovabbi markert, az
NF-1 varidnsokat vettiik alapul. Ezzel a csoportot tovabb lehetett bontani, a fent emlitett négy
alcsoportra (citoplazma+/mag-; citoplazma+/mag+; citoplazma-/mag+; és citoplazma -/mag-).
A statisztikai fan ebb6l két alcsoportot jelenitettiink meg a citoplazma-/mag- alcsoporttal
szembe allitva az 0sszes tobbi pozitiv alcsoportot (ahol v. a citoplazma, v. a mag, vagy
mindkettd pozitiv). Ez a 1€pés azonban mar csak tendencia jelleggel kiilonitette el az NF-1
negativ €s pozitiv alcsoportokat, és kissé a formadlis statisztikai szignifikancia érték felett volt

(p=0.059), valosziniileg az alcsoportok lecsokkent szdma miatt.

Mint emlitettiik, tovabbi statisztikai fakat is nyertiink a klaszter elemzéseink soran, melyek
eltérnek a 41. Abran bemutatottél, de matematikailag a kozottiik 1évé korrelaciok szintén
hitelesek. Egy ilyen alternativ osztalyozasi rendszert mutat be a 39. Abra. Azonban mi a 38.
Abran bemutatott fat talaltuk a legillusztrativabbnak, mely egyben a manualis elemzés 16. és

17. Abrakon bemutatott eredményeivel is teljes mértékben Gsszhangban all.

66



First step
NF-1 status controlling

NF-1 status
Catagory % )
®p-/n- 20,8 20

p-/n+ 12 .5 12
®ot/nt gs.8 44

Bo+/n- 20,8 20
Total 1000 se

p = 0,002 p = 0,002 p = 0,002 p = 0,002
NF-1 -/+ NF-1 +/- NF-1 -/- NF-1 +/+
Category % n Category % n Category % n Category % n
1000 1000 12 1000 100,0 20 81000 100,020 1000 100,044
Total 100 12 Total 100 20 Total 100 20 ”Tohl 100 g4

Second step

Gender testing |p-o.01¢ r=0,000 [EGFRVIII testing
Malas Famalas ECFRVIII + ECFRVIII -
Category % n Category % n Category % n Category % n
®1000 45,0 9 1000 =s5.011 W1000 33,5 3¢ = 1000 gp,s5 52
Total 45 39 Total 55 11 ; foul 33,5 zé Totasl 60,5 =2

39. Abra - Egy alternativ osztalyozasi rendszer
A 39-es abra egy masik statisztikailag létrehozott fat abrazol. Ennek felépitése hasonlo
logikat kovet, mint a 38-0s dbraé, viszont itt az NF-1 stdtusz meghatdrozasa volt a bevezetd
lépés. Ezt kovetéen nemi és EGFRvIII megoszlasra is teszteltiik a ledgazasokat. Az IDH-1
RI32H statusznak itt nem volt szignifikans jelentosége. Ezt és a tobbi alternativ fat
statisztikailag a 38-as dbrdn bemutatott faval szemben inferiornak itéltiik (-/- = m-/c-; +/+ =
m+/c+; +/- = m+/c-; -/[+ = m-/c+).

A 39. Abra megjeleniti szamunkra a forditott logika elvét, amikor is az alcsoportokat nem az
IDH-1 alapt szeparalassal, hanem az NF-1 expresszids €és mutans variansok alapjan kezdjiik.

Ez négy lehetséges kimenetet ad:

67



1 a citoplazma és a magok is pozitiv festédést mutatnak [m+/c+]
2 a citoplazma pozitiv, de a magok negativ festédést mutatnak [m-/c+]
3 a citoplazma negativ, de a magok pozitiv festédést mutatnak [m+/c-]

4 a citoplazma és a magok is negativak [m-/c-]

A négy alcsoport mindegyikét teszteltiik a nemek megoszlasa, valamint az EGFRvIII marker
szerint is. Ezeknek a lépéseknek a matematikai érdekessége, hogy csak két esetben adtak
statisztikailag szignifikans eredményt. A m-/c+ csoport esetében a nemek, a m-/c- csoportnal
pedig az EGFRVIII adott szignifikans eredményt (p=0,016 és 0,001). Ez alapjan akar a nemek
megoszlasa is fontos tényez6 lehetne, amit a masodik 1épés jelenit meg a fa bal alsé oldalan
(A jobb érthetdség kedvéért a masodik 1€pésnél csak a szignifikans eredményt add nem és
EGFRVIII ledgazéasokat tiintettiikk fel). A jobb als6 oldalon a nemekkel szimultin az
EGFRuvlll-as valtoz6 megfigyelése is beiktatasra keriilt. A beteganyag klinikai kimenetelei
azonban nincsenek jO korrelacioban ezzel a felosztassal, s6t semmilyen korreldciot nem
sikeriilt kimutatni (pl. a nemek és a talélés, vagy a muticiok megjelenése kapcsan), igy ez

csak egy statisztikailag lehetséges megkozelités maradt.

5.4. A molekularis alcsoportok és atilélési adatok korrelacioja az 1. kohortban

A tanulményban részt vevd 96 beteg koziil 68 beteg klinikai adataibdl sikeriilt a talélési
informdaciokat kinyerniink (5. tdblazat). A talélést hetekben adtuk meg. A tilélést két biztosan
megallapithaté datumhoz kotétt idépont szerint hataroztuk meg. A kiindulopont a mitéti
datum volt, tehat a kemo- €s sugarterapiat megel6z6 miitéti beavatkozas idépontja. A végpont
pedig a beteg elhaldlozasi datuma. Minden nyolcadik nap +1 hétnek szamit tdblazatunkban,
ahol pedig a talélés 7 napon beliil maradt, ott ez a szam 1 hét. A betegek elhaldlozasi datumai
ott voltak elérhetdek, ahol a betegek a korhdzban hunytak el. Azoktol, akik otthonukban
tartozkodtak az elhaldlozas pillanatdban, nem maradt fenn pontos datum informécio, az
azokhoz vald hozzaférést kizarolag a hozzatartozékon keresztiil lehetett volna elérni, amitdl
kegyeleti okokra és az igen nagy mintaszamra valé tekintettel elvetettiink. Harom beteg jelen
értekezés megirasanak pillanataban még €letben volt, ezt az alabbi tablazatban is feltiintettiik.
A harom alcsoportban talalt talélési adatokat egymassal is Osszevetve levonhatjuk a
konkluziokat. 95%-o0s konfidencia szint mellett szamitott Cox-regresszi6 analizis segitségével

a kapott p-értékiink p=0,386-nak adodott. Eszerint a harom alcsoport talélése kdzott nincs
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szignifikans kiilonbség, azok kozott maximum tendencidjukban lehet eltérés (az viszont

egyértelmiien latszik). Ezek a tendenciak az alabbiak:

1) Az IDH-1R132H pozitiv csoportban a betegek atlagos életkora koriilbeliil 10%-al
alacsonyabb, mint a tébbi csoportban.

2) Az IDH-1R132H porzitiv csoport atlagtilélése csaknem kétszer mutatkozott
hosszabbnak, mint a tobbi csoportban (a kiugréd adatok nélkiil*).

3) Az NF-1 m-/c- csoportban az atlag talélési adatok 6-8%-al rovidebbnek mutatkoztak,
mint a tobbi csoportban (a kiugré adatok nélkiil*).

4) Az EGFR+EGFRvIII+ csoport atlag életkorat és atlag tulélését tekintve rasimul az
atlagértékekre, meghatarozza (nagyobb létszadmaval) a teljes beteganyag mutatdinak

aranyat.

* A talélés szempontjabol kiugrd értéknek tekintettiik a mitétet kovetd egy héten beliili

elhalalozast, valamint az, ha a beteg a dolgozat megirasanak idépontjaban még €letben volt.

Az alcsoportok erdsen eltéré minta elemszadma, valamint az egyes alcsoportok (ld. IDH-1+
alcsoport) kis elemszdma csak dvatos interpretalast enged szamunkra. Minden bizonnyal
kijelenthetd, hogy a kapott p-érték eredménye is ebben keresendd. Egy prospektiv tanulmany,

ahol a teljes klinikai adat-repertoar rendelkezésre all, mar folyamatban van.
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Szovettani szam | Nem | Matéti életkor | Tulélés hétben Szovettani szam | Nem Mitéti életkor | Tulélés hétben
11192/00 noé 67 66 15234/08 né 59 176

13439/01 férfi | 66 11 8236/09 nd 54 364

10342/02 né 54 13532/09 né 56 13

4514/03 né 34 14650/09 férfi 73 30

5017/03 noé 68 69 21656/09 ferfi 40 43

7255/03 férfi |51 133 3606/10 nd 51 296

9478/03 ferfi |41 2 6137/10 férfi 71 4

14588/03 ferfi |50 111 10484/10 né 32 17

17729/03 nd 49 24 14480/10 nd 68 9

15723/04 né 58 4 2256/11 né 61 99

4053/05 nd 72 39 3828/12 nd 65 1

6565/05 ferfi |50 4 14072/12 férfi 26 21

8626/05 né 56 47 15021/12 férfi 71 34

11396/05 férfi |53 9 15755/12 férfi 77 4

11424/05 férfi |51 30 4102/13 né 82 39

13602/05 nd 64 43 5641/13 nd 45 184 (most is él)
16190/05 né 34 1 6952/13 ferfi 50 1

19701/05 nd 66 107 7718/13 férfi 68 32

7028/06 férfi |64 9 11356/13 férfi 72 4

7269/06 férfi |51 6 624/14 férfi 61 56

7367/06 férfi |58 11 1012/14 férfi 77 4

12989/06 né 71 26 1748/14 né 74 34

19313/06 nd 65 1749/14 nd 74 34

578/07 ferfi |47 9 1750/14 né 74 34

8139/07 nd 78 90 4834/14 férfi 71 137 (most is él)
9920/07 nd 68 36 10436/14 férfi 71 13

10845/07 férfi |58 26 8070/16 né 78 2

11466/07 férfi |72 13 3718/15 férfi 72 56

2400/08 féerfi |54 9 8473/15 férfi 73 47

2621/08 férfi |63 13 9536/15 né 69 21

3125/08 nd 59 19 16945/15 férfi 66 60 (most is él)
12820/08 né 61 51 18243/15 né 74 154

12993/08 né 76 15 22344/15 nd 58 13

5. Téblazat — Beteganyagunk tlélési adatai

Az 5.Tablazat megjeleniti a teljes beteganyagunk oOsszes adatat a nem, miitéti életkor,

adott szovettani szamok alapjan kiilonitettiik el.
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5.5. A molekularis mintazat hosszmetszeti valtozasa a 2. kohortban

A masodik kohortot (0sszesen 8 f6 és a hozzajuk tartozé 18 FFPE blokk) egy masfajta
elemzésnek vetettilk ald. Az itt elvégzett IHC teszteket a molekularis mintazat idébeli
valtozasai alapjan vettiik figyelembe egyénen beliil. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy a
tumorokban az id6 soran szamottevd valtozast nem tapasztaltunk a mutacids mintazatban az
alkalmazott kevés markerrel, azonban bizonyos expresszids mintazat valtozasok mégis

megfigyelhetdek voltak.

A 6 kérdés a masodik kohort recidivainak molekularis genetikai profiljanak megvaltozasa
volt az idében eldre haladva (6. tablazat). ElsOként az IDH-1 statusz ellendrzése tortént meg.
A 2. kohortba tartoz6 nyolc beteg tumorai koziil egy sem bizonyult IDH-1 R132H pozitivnak.
Vagyis sem a primer, sem a recidiva tumorok nem rendelkeztek ezzel a mutacioval, ami a kis
betegszam (nyolc) és az IDH-1 R132H mutacié 10%-os el6fordulasa alapjan nem volt
meglepd. A masodik korben az NF-1 tesztelésére keriilt sor. Statuszvaltozas egyediil a ,,4-es”
betegnél tortént, akinél a primer daganatban nem tapasztaltunk anti-NF-1 festddést, mig a
recidivaban mar a magban igen. Az EGFR tesztelést a Histoscore értékekkel végeztik
(festddési intenzitds szorozva a festddott sejtek szazalékaval), a recidivdk esetén vagy
koriilbeliil ugyanolyan, vagy magasabb értéknek adodtak, mint az elsé tumor esetében. Ez
teljesen megfelel a nemzetk6zi irodalom alapjan varhato értékeknek (Verhaak és mtsai, 2010;
Louis és mtsai, 2016). Az EGFRVIII stitusz a masodik kohort tilnyomd tobbségben
pozitivnak addodott, mely a kis minta elemszam alapjan véletlenszerlinek tekinthetd. Az
EGFRVIII statusz primer-recidiva osszehasonlitisban nem valtozott. Az ATRX antitestiink
festbdése azonban éppen az eddigiek forditottja, mivel a recidivak esetében az ATRX THC
statusza festddése tobb betegnél negativ lett. A p53 és CD133 esetében pedig semmiféle

véltozast nem tapasztaltunk a méasodik kohort primer és recidiv tumorai kdzott (6. tablazat).
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EGFR p53 ATRX

Betegek NF-1m-/c+ 11 rembran EGFRVIII +/- | IDH-1 +/- Nukleusz Nukleusz

m-/c- . ; L

Histoscore Histoscore Histoscore

Beteg 1/1. 1 ne. + : 136 70
minta
Beteg1/2. | 81 + i 174 0
minta
Beteg2/1. |, 156 + i 186 80
minta
Beteg2/2. |, 176 + i 62 0
minta
Bgteg 3/1. + 0 i i 0 216
minta
Beteg3/2. 1, 180 . . 216 12
minta
Beteg 4/1. | _ 249 + : 237 98
minta
Beteg4/2. |, 273 + : 174 216
minta
Beteg5/1. | | 150 " ; 126 18
minta
Beteg5/2. |, 79 n i 276 0
minta
Beteg6/1. 1, 76 + . 237 195
minta
Beteg6/2. 1, 234 + . 60 148
minta
Beteg 7/1. 1, 234 + . 228 32
minta
Beteg 7/2. 1, 152 + . 118 87
minta
Beteg 8 / 1.1, 150 + . 159 0
minta
Beteg8/2.1 1, 264 + : 213 0
a minta
Beteg8/2./ | 210 ne. . 216 156
b minta
Beteg8/3. |, 255 + : 172 152
minta

A 6-os tablazatban a masodik kohort IHC eredményeit foglaltuk ossze. A + és — jelolések az
adott teszt pozitiv, vagy negativ eredményére utalnak. A szamadatok HistoScore értékek,
amelyek a statisztikai elemzések sordan nyujtottak szamunkra segitséget. Ezek értéke 0 és 300
kozott valtozott. Sargaval jeloltiik, ahol az egy betegtol szarmazo mintak kozott pozitiv /

negati eltérést tapasztaltunk az elsé miitéti anyaghoz képest az dltalunk vizsgalt molekularis

genetikai profilban.
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6. Diszkusszio
6.1. A glioblastoma molekularis jellegzetességei

Ebben a tanulmanyban 8, a TCGA elemzések eredményei alapjan kivalasztott markert
teszteltiink a glioblastoma molekularis alcsoportjainak elkiilonitése céljabol. Ezeket a
markereket archivalt FFPE glioblastoma tumorokban, rutin szovettani modszerekkel,
immunhisztokémiaval tudtuk megvizsgalni. Az 1. kohort 96 mintajaban megvizsgaltuk a
mintak szétvalasztasat a 8 molekularis marker kvantitativ és kvalitativ expresszidja alapjan, és
Ezek alapjan négy marker bizonyult meghatdrozonak a molekularis osztalyozés
szempontjabol. Ezek az EGFR és az EGFRVIII egyiittes pozitivitas, a neurofiboromin (NF-1)
expresszio teljes elvesztése, valamint az IDH1 R132H mutacid pozitivitas. A tobbi marker a

molekularis alcsoportok elkiiloniilését érdemben nem befolyasolta.

Eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a TCGA OMIC elemzések
kulcsfontossagiinak bizonyuld néhany markerének alkalmazasaval, a f6 glioblastoma
molekularis altipusok azonositasa a klinikai FFPE blokkokban is megvalosithato (16. 17. és
35. Abrék). Az EGFR+EGFRVIII ko-pozitivitas, a neurofibromin negativitas, valamint az
IDH-1 R132H pozitivitas meghataroznak egy-egy elkiilontilének 1atsz6 csoportot/klasztert. A
legnagyobb csoport az EGFRvIIl mutans csoport, mely a teljes mintaszam harmadat
képviselte. A legkisebb pedig az IDH-1 R132H pozitiv csoport, amely kb. a teljes mintaszam
tizedét adta. Az NF-1 dupla negativ csoport az 0sszes anyagunk 6todét tette ki. A kivalasztott
markerek atfedése miatt az altalunk IHC modszerrel meghatarozott ¢s a TCGA OMICS
modszerekkel elkiilonitett (proneurdlis, klasszikus és mezenhimalis) alcsoportok kozotti
atfedés nagyon valoszinii. Eredményeink nemcsak reprodukaljak a molekularis alcsoportok
elvalasztasat a klinikai glioblastoma mintadkban, de ezeknek a molekularis alcsoportoknak a
szazalékos megoszlasa is hasonlé a TCGA network adataihoz [TCGA Research Network,
2008, Verhaak és mtsai, 2010]. Eredményeink szintén egyetértésben allnak mas szerzok
korabbi munkaival a kulcs markerek azonossaga, az alcsoportok szétvalasztasa és aranya,
valamint bizonyos klinikai korrelacidk tekintetében, bar ez utdbbi pont tovabbi megerdsitést
igényel a tanulmanyainkban valos idében gyijtott klinikai adatokkal [Cai és mtsai, 2016; Olar
¢és mtsai, 2014; Mercier és mtsai, 2012, Conroy és mtsai, 2014, Aubry és mtsai, 2016].
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Vizsgalatunkban altalanossagban a betegek neme nem mutatott differencidlis eloszlast a
glioblastoma molekularis alcsoportjaiban, és nem mutatott semmilyen kapcsolatot a betegség
kialakulasanak koraval vagy az altalanos tuléléssel. Azonban az IDH-1 R132H statuszhoz
tarsuldo hosszabb talélés anyagunkban is erds tendencia jelleggel megmutatkozott: Azok a
betegek, akiknek a tumoraban IDH-1 R132H szomatikus mutaciot detektaltunk a betegség
kezdetekor fiatalabbak voltak, és hosszabb talélést mutattak a mutacié nélkiiliekhez képest, a
TCGA adatokkal 6sszhangban [Verhaak és mtsai, 2010]. Mivel azonban csak 10 betegnek
volt glioblastomaja ezzel a mutacidval, a korrelacids analizisekben a ,,power” hidny miatt
statisztikailag szignifikans p-értékeket nem talaltunk. Osszességében az IDH-1 R132H statusz
fontos prognosztikai markernek latszik tanulmanyunkban, melynek tesztelése a hétkdznapi

rutinban célszert.

A 2. kohortban, amely nyolc beteget foglalt magaba, tobb mint egy sebészeti reszekciobol
szarmaz6 tumormintat tudtunk vizsgalni. Ez a kisméreti kohort, bar statisztikai
vizsgalatokhoz nem alkalmas, mégis tiikrozni képes, hogy a glioblastoma tumorok legalabb
részben megtartjdk f6 molekularis jellemzoiket az id6 mulasadval. Mindazonaltal korlatozott
adataink arra is utalnak, hogy néhany klonalis valtozas bekdvetkezhet idével a daganatok
szomatikus mutécios profiljaban, de a mintavétel, az intratumor heterogenitas és a 2. kohort

kis minta szdma bonyolithatja ezenvaltozasok interpretalasat.

Megfigyeléseink Osszhangban vannak a WHO glioma osztalyozasanak 2016-os moddositési
javaslataval, amely javasolja a molekularis markereknek a tumorok hisztopatologiai alapu
besorolasadba valo integralasat, valamint a glioblastomék szétvalasztasat az IDH mutacios
status szerint pozitiv €s negativ alcsoportokra [Louis és mtsai, 2016]. Ennek megfeleléen az
IDH-1 R132 pozitiv glioblastomak hatarozottan elvalaszthatok a tobbi glioblastoma
alcsoporttol, és a TCGA proneuralis altipusnak megfelel6 alcsoportot képviselik [Verhaak és
mtsai, 2010] (8, 9 és 29. Abra). Az IDH-1 R132H pozitiv status egyben jelentds mértékben
(bar nem teljességben) differencidlisan jelenik meg az els6dleges és a masodlagos

glioblastomakban (lasd a bevezetésben szerepld abrakat).

Mig a WHO glioma-osztalyozas 2016-0s revizidja nem javasolja tovabbi markerek
alkalmazasat és a glioblastoma molekularis alcsoportok tovabbi szétvalasztasat, eredményeink
azt sugalljak, hogy a kiegészité kulcsmarkerek segitségével a fo6bb molekuléris alcsoportok

elkiilonitése nemcsak megvalosithatd, hanem hasznos is a klinikai dontéshozatal
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tamogatasahoz. Molekularis megfigyeléseink validalaséhoz ¢és a klinikai korrelacidok
pontosabb meghatarozasahoz azonban sziikkség van egy prospektiv vizsgalatra, amelyben
sebészeti daganatmintdk gyiijtése a valos ideji klinikai paraméterek gytijtésével egyiitt fog
torténni. Egy ilyen prospektiv tanulmany jobb betekintést nydjthat abban a kérdésben, hogy a
molekuléaris glioblastoma alcsoportok hogyan kiilonboznek egymastol a biologiai
tulajdonsagaik alapjan. Ha meg tudjuk erdsiteni a glioblastoma IHC-alapu alcsoportok
szétvalasztasat és az alcsoportok szoros tarsulasat a tumorok biologiai tulajdonsagaival, akkor
inditvanyozni fogjuk egy molekularis diagnosztikus panel 1étrehozasat, mely prognosztikus és
a személyre szabott terapidt tdmogatd informacidval szolgalhat a jovében a klinikai gyakorlat

szamara.

Az NF-1 festédés (neurofibromin expresszid) alapjan kirajzolodott négyféle mintdzat mogott
tobb ok is allhat. Ilyen okok lehetnek példaul gén delécid, muticié vagy epigenetikai
szabalyozas miatti valtozas a gén expressziés mintazataiban, az antitest felismerésben
szerepet jatszo epitopok torldédése, vagy az antigén megvaltozott lokalizacioja. Ennek hatterét
tovabbi kutatasokkal lehetne biztonsaggal tisztazni, de az eddigi adatbazis és irodalmi adatok

is lehetdséget adnak néhany kovetkeztetésre.

Glioblastomaban gyakori a teljes gén delécioja, vagy a teljes 17q kar delécidja. Ezen kiviil,
mint a neurofibromatézis nevii 6rokletes, csiravonal-beli NF-1gén deléciokkal és mutaciokkal
tarsuld betegségben, glioblastomaban is el6fordulnak kisebb, génen beliili szomatikus
deléciok (lasd a bevezetd 2.3.3-as fejezetét). A deléciok és frameshift mutaciok kovetkeztében

a neurofibromin fehérje expresszioja csokkenést mutathat, és lokalizacidja is megvaltozhat.

Egy csonkolt, kisméretli mutacios termék példaul nem feltétleniil juthat ki a sejtmagbol, igy
amennyiben az NF-1 specifikus antitest epitopjat kifejezi, ugy kizardlag a magban fog pozitiv
jelet adni. A 43-as alternativ exon beépiilése szintén sejtmagi lokalizaciot okoz (a 43-as exon
felel a nukleusz lokalizacios szignalért) [Vandenbroucke és mtsai, 2004; Way és mtsai, 2017;
Viczaino ¢s mtsai, 2015; Xie és mtsai, 2016; Verhaak és mtsai, 2010].

Erdemes roviden attekinteni az IHC altal kimutatott fehérje-expresszids mintazatokban
megfigyelt variaciokat, amelyek gyakran kiilonb6znek a nem daganatos agyszdvet-
expresszids mintdzataitol. Vizsgalataink célja nem a genomikai és genetikai variadciok

(szomatikus mutéciok és atrendezddések) feltarasa volt a glioblastomak szubcellularis fehérje
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expresszios mintazatainak hatterében, mindazonaltal szeretnénk felhivni a figyelmet néhany, a
vizsgalat értelmezésére vonatkozo Osszefiiggésre. Az NF-1 gén termék, a neurofibromin
fehérje egy fontos tumor szuppresszor molekula, mely normdlisan a citoplazmaban
expresszalodik. Az NF-1 gént érinté leggyakoribb mutacié tumorokban a 17-es kromoszéma
hosszu karjanak elvesztése vagy a ql11.2 régid delécidja, amely a fehérje expresszid részleges
vagy teljes elvesztését eredményezi. Ezenkiviil szdmos pontmutacid, valamint kisebb ¢&s
nagyobb inszercié és delécid 1éphet fel, amely befolyasolhatja a neurofibromin fehérje
expresszigjat, szubcellularis lokalizacidjat és epitope valtozds miatt IHC detektalhatosagat
(McKeever és mtsai, 1996; Vandenbroucke és mtsai 2004; Liu, és mtsai, 2015). Tovabba
ismert szamos olyan mutacio is, amely a teljes fehérje vagy a neurofibromin peptidek magban
torténd retencidjat okozzak. Missense €és nonsense mutdciok szintén megvaltoztathatjak a
neurofibromin epitopjait, amelyek egy adott monoklonalis antitesttel valo kimutathatosaguk
elvesztését, és igy negativ IHC fest6dést eredményezhetnek. Ezeknek a valtoztatasoknak a
fehérje szinten torténd feltérképezése atfogd megkozelitést igényel, példaul (kdvetkezo
generacids) genom vagy gén szekvenalast, a 17ql1.2 régi6 FISH analizisét, vagy a
transzkripcios mintazatok elemzését. Habar a TCGA adatbazis részletes informaciokat [The
Cancer Genome Atlas Network, 2008] nyujt az NF-1 genotipus-fenotipus korrelacioit illetéen,
a neurofibromin négy altalunk megfigyelt expresszids mintazatanak tovabbi tanulmanyozasa

folyamatban van laborunkban.

Az EGFR ¢és az EGFRVIII THC festés szintén tartalmazott néhany sajatos, tumorra jellemz6
fehérjeexpresszios mintazatot a szokasos mintazatokkal szemben. Altalanossagban foleg sejt
membran festddést figyeltlink meg, hasonldan a normal sejtekben észlelt festédéshez.
Azonban néhany mintdban és néhany sejtben citoplazmatikus és perinuklearis festddést is
lattunk. Az EGFR-t kodoldé gén a 7pl13-q22 kromoszéma régioban taldlhatdé [Kondo és
munkatarsai, 1983]. A glioblastoma esetében a leggyakoribb EGFR gén mutécio a kopiaszam
valtozas, kiilondsen az amplifikacié (a daganatok koriilbeliil 30%-aban detektalhatd, mely
egész gén delécioja is eldéfordulhat. Az mRNS érése és transzlacioja soran a receptorhoz
kapcsolodd molekuldk intracitoplazmatikus organellumokon keresztiil érik el a teljes
kiérésiiket. Ennek megfelelden receptor epitopok lehetnek jelen a mag koriil, de a citoplazman
beliil is (Golgi, endoszomak, endoplazmatikus retikulum ¢és még a mitokondriumban is).
Altaldban ezek a festési mintazatok nem vagy csak kis mennyiségben fordulnak el. Azonban,

amikor az EGFR (és az EGFRVIII) gén amplifikalodik, és a keletkezd fehérjemolekuldk
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mennyisége is megndvekszik, a koztes termékek szokatlan szubcellularis lokalizacidban is
fokozottan detektalhatova valhatnak [Lopez-Gines ¢s munkatarsai, 2010, Dasari és
munkatarsai, 2012]. Az EGFR / EGFRvVIII molekuldk funkcionalis aktivitasa ilyen

szubcellularis elhelyezkedésben jelenleg még nem tisztazott.

A p53 tumorszuppresszor gén mutdcioi szdmos rak tipus novekedésének és progresszidjanak
eldsegitésében jatszanak szerepet. Altalaban a fehérje a magban talalhato. Sajat glioblastoma
mintdink tanulméanyozdsa sordn is ezt tapasztaltuk. A p53-at koédold gén a 17p3
kromoszomalis régioban talalhato [Miller és munkatarsai, 1986], ahol ,,forré pontok™ vannak
jelen a kromoszoma torés €s kar delécio kialakulasahoz, melyek a pS3 fehérje expressziojanak
hianyat eredményezhetik. A pontmutacios ,,forré6 pontok™” kozé tartoznak a 175, 245, 248,
249, 273 ¢és 282 kodonokat érinté mutaciok, amelyek megvaltoztatjdk a fehérje funkciodjat
vagy izoformdjat, valamint lokalizaciojat a sejten beliil. Kovetkezésképpen a molekula a
sejtmag helyett a citoplazmaban is megjelenhet, amelyet mi nem figyeltiink meg glioblastoma
mintakban, de mas szerzok leirtak [Smardova és munkatarsai, 2013; Kawasoe ¢és mtsai, 2015;

Murnyak és mtsa, 2016].

A glioblastoma molekularis alcsoportjainak meghatirozasatol, valamint az alcsoportokhoz
kapcsolhato talélési kiillonbségek feltarasatdol nem csak egy olyan algoritmus kidolgozasat
tervezziik, amely klinikai prognosztikai jelentéséggel bir. Tesztelt molekularis markereink
egyben Uj terapias célpontokat jelenthetnek. Tobb ilyen terapia kidolgozasa mar kisérletes és

pre-klinikai fazisban van.

Ilyen megkozelitések példaul az EGFRVIII ellen irdnyuld — technikailag nagyon széles
spektrumot lefedé6 — molekularis alapu terapiak, mint az EGFRvIII elleni antitestek, kis
molekuldju tirozin kindz gatlok, vakcindk, és RNS alapt terdpiak. Bar eddig még human
tesztelés soran is attérést hozo EGFRVIII specifikus terapia nem sziiletett, a klasszikus
alcsoportba tartozd betegek EGFRVIII specifikus (és kombindcids) hatékony kezelése

valosziniileg csak id6 kérdése [Schuster és mtsai, 2015; Swartz és mtsai, 2014].

Egy masfajta terapias megkozelités a kimérikus antigénreceptorral rendelkezé mesterséges T
limfocitak, a CAR T sejtekalkalmazasa. Ezeknek a T sejteknek az antigén felismerd receptora
tetszOleges specificitdsura alakithatdo ki, igy képesek lehetnek barmilyen kivalasztott

mutacioval rendelkezd, pl. EGFRVIII-t expresszald sejteket célpontként felismerni és
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eliminalni [Sridhar és mtsai, 2017; Brown ¢és mtsai, 2015; Walseng €s mtsai, 2017; Yeku és

mtsai, 2017].

Az IDH-1 R132H elleni terapia kérdése mar az el6z6 évtized masodik felében aktualis kérdés
volt. Azéta egyre inkabb fejlodé hatékonysagi készitmények és vakcindk latnak napvilagot,
bar még ezek is csak preklinikai fazisban vannak [Szopa és mtsai, 2017; Ranjit és mtsai,
2015; Kim és mtsai, 2017;
https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=Glioblastoma&term=idh1&cntryl=&state1=&Searc
h=Search Elérés datuma: 2017.09.12.].

Az NF-1 tumor szuppresszor molekula expresszios és funkcionalis zavarainak javitasara
iranyuld terdpidk szintén fontos irdnyvonalat képviselhetnek, rdadadsul nem csak
glioblastoméban, hanem szamos egyéb daganatban is jelentéséggel birhatnak. Ennek ellenére
attoro siker még nem sziiletett ezen a téren. NF-1 expressziot vagy funkcidt helyreallitd
terapia nem elérhetd, bar a karosult RAS jelatviteli utvonalat blokkoldé beavatkozasok mar

részben elérhetdk [See és mtsai, 2012; Liu és mtsai, 2014; Tang és mtsai, 2012].

Az itt meghatérozott glioblastoma alcsoportok mélyebb molekularis jellemzése azért is fontos
lesz a jovoben, hogy az itt felsorolt markereinkkel tarsulo, driver géneket érintd mutacios
profilok alapjan a betegek célzott és tobb molekularis tvonalat is befolyasold komplex
terapiat kaphassanak. Ilyen terapidk fejlesztése mar folyamatban van, vagy mas tumorokban

alkalmazast is nyert.

6.2. Kovetkeztetések

Osszességében vizsgalataink arra a kérdésre adtak valaszt, hogy a klinikai FFPE glioblastoma
mintdk f6 molekularis alcsoportjai a histopatologiai laborban elérhetd modszerek
alkalmazasaval elkiilonithetk-e a korabbi genom-szintli kutatasok eredményeivel
Osszhangban. Ez a megkozelités képes volt glioblastoma mintaink 2/3-at osztalyozni olyan
molekularis alcsoportokba, amelyek a hasonld kulcsmarkerek alapjan valoszintileg atfedésben
vannak a kordabban javasolt TCGA alcsoportokkal. Mivel azonban ez a tanulmany
retrospektiv természetli volt, a tulélési adatokat csak a betegek 2/3-aban tudtuk a
dokumentéciobol kinyerni. Ezért a klinikai korrelacios elemzésekben tul kicsivé valt az

alcsoportokra jutd mintaszam. Mindazonaltal, még ezen korladtozds mellett is hatarozott
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tendenciakat figyelhettiink meg, kiilondsen az IDH-1 R132H mutaciét hordoz6é tumorok
esetében. Az ezzel a mutaciéval rendelkezd egyének korai betegség megjelenéssel és
hosszabb altalanos taléléssel rendelkeztek, 6sszehasonlitva azokkal, akiknek a tumoraban nem
volt jelen az IDH-1 R132H mutacidé. A jelen vizsgalatot egy 0j tanulmanyban prospektiv
minta és a klinikai adatgyljtéssel kiterjesztjiilk, hogy eredményeinket reprodukaljuk és a
glioblastoma molekularis alcsoportok bioldgiai tulajdonsagait pontosabban meghatarozzuk.
Tanulmanyaink végso sikere egy klinikai diagnosztikai panel létrehozédsat eredményezheti a

prognozis €s a terapias megfontolasok tAmogatasa érdekében.
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7. Az értekezés 1j eredményei

- A TCGA fagyasztott mintdkon OMICS moédszerekkel nyert adataibol felallitott molekularis
alcsoportokat a klinikai rutinban hasznalhat6 FFPE blokkokon, a hétkdznapi klinikai rutin
eljarasokkal (IHC) vizsgaltuk meg és reprodukaltuk.

- Az IHC-val létrehozott molekuldris alcsoportokat a betegek klinikai adataival korrelaltuk.

- A WHO legfrissebb glioma klasszifikacios ajanlasat tovabb finomitottuk, hiszen elemzésiink
bizonyitotta, hogy az EGFRVIII és az NF-1 mutacios statusz vizsgalata klinikai jelentdséggel

birhat az IDH-1 mutacids statusz meghatarozasa mellett és azon tul.

- Vizsgalataink eredményeinek prospektiv mintdkon valé megerdsitése folyamatban van, és
amennyiben elsé tanulmanyunk kovetkeztetései bizonyitast nyernek, Ugy egy kliniko-
patoldgiai algoritmus kialakitasa lesz varhaté a glioblastoméas betegek prognozisanak és majd

célzott terapias lehetdségeiknek a feltérképezése érdekében.
- Felismertiik, hogy a recidivak — még ebben a kis minta elemszamu tanulméanyban is — nagy

vonalakban megdrzik molekularis profiljukat, a tumorban részben lezajld klonalis evolucios

tendenciak ellenére is.
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8. Osszefoglalas

A glioblastoma a leggyakoribb és legrosszindulatibb primer glioma felndttekben. Median
tulélése alig éri el az egy évet €s az Ot éves tulélése is Ot szazalék alatt marad. Jelenlegi
standard kezelése a lehet6 legteljesebb sebészeti eltavolitas, amelyet sugar és temozolomid
alapu kemoterapia kovet (Stupp protokoll). A glioblastoma a WHO besorolas szerint IV-es
gradusu glioma, amely nagyfokt inter és intratumor heterogenitassal rendelkezik. Jellemzdek
rd a nekrotikus teriiletek megjelenése, a glomerulus szerti érhdlozat bendvések, a cellularitas
¢s a polimorfizmus. Tiinetei valtozatosak, és a tumor megjelenésének lokalizacigjatol is
fiiggenek. Két forméja 1étezik, az azonnal glioblastomaként azonositott primer glioblastoma,
valamint az alacsonyabb gradusu gliomakbdl transzformalddott szekunder glioblastoma.
Utobbi jobb prognozissal rendelkezik. A TCGA és Verhaak munkacsoportjanak 2010-es
eredményei Ota ismerjiik, hogy a glioblastoma molekuldrisan alcsoportokra bonthato.
Mindegyik alcsoport jellegzetes genetikai és anyagcsere zavarokkal rendelkezik. A négy
alcsoport: klasszikus, mezenhimalis, neuralis és proneuralis. Az alcsoportokat klaszter
analizissel valasztottdk szét egymastol, ezért bizonyos atfedések eléfordulnak kozottiik.
Ennek ellenére a klasszikus alcsoportra féleg az EGFR mutaciok jellemzoéek (leggyakrabban
az EGFRvIII), valamint a PTEN expresszios szintjének csokkenése. A proneuralis alcsoportra
ezzel szemben az IDH-1 R132H mutacid6 megjelenése a jellemz6, valamint a TP53 gén
mutaciol. A mezenhimalis alcsoportban az NF-1 ¢s a PTEN mutaciok jelennek meg. A
neurdlis alcsoportra ilyen jellemzd mutaciés mintdzatot nem sikeriilt felvazolni. Ezzel
mintegy parhuzamban, az alcsoportok nem csak molekularisan, hanem az érintett betegek
klinikai adatait 0sszevetve is elkiilonithetdek egymastol. A legjobb prognodzissal a proneuralis
alcsoporthoz tartozod glioblastomas betegek rendelkeznek. Itt gyakoriak a szekunder
glioblastomék. A mezenhimalis alcsoport betegei ezzel ellentétben rosszabb progndzisnak
néznek elébe. A MEOK Patologia osztalyan 2000 ota Osszegytilt glioblastoma mintdkon —
sajat tanulmanyunkban — FFPE blokkokbol IHC teszteket végeztiink. Megvizsgaltuk a GFAP,
NF-1, EGFR, EGFRvIII, P53, ATRX, IDH-1 R132H, valamint a CD133 IHC markerek
alapjan a glioblastoma alcsoportok elkiiloniilését. A kapott alcsoportokat ezutan dsszevetettiik
a beteganyag klinikai adataival (nem, miitéti életkor, valamint teljes tulélés). Statisztikai
elemzéseink eredményei alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy — bar beteganyagunk
viszonylag kicsi volt, mindossze 104 f6 — rutin eljarasokkal (IHC, piroszekvenalas) és
markerekkel FFPE blokkokbdl kimutathatoak a fent felsorolt molekularis alcsoportok.

Markereink kozott tobb olyan is szerepel, amely fontos lehet terapias célpontként is. Noha
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statisztikailag nem sikeriilt minden esetben szignifikans kiilonbségeket kimutatnunk a klinikai
korrelaciokban, bizonyos tendencidkat sikeriilt felismerniink. Az IDH-1 R132H mutéciot
hordoz6 betegek valamivel fiatalabbak voltak, talélésiik pedig relative hosszabbnak
mutatkozott, mint a mutaciét nem hordozoké. Ezzel szemben az NF-1 expresszidhianyt
mutatd betegek tulélése rovidebbnek adodott. Eredményeink 6sszhangban vannak a WHO
legfrissebb eredményeivel, hiszen klaszter analizisiink soran is elsé 1épésként az IDH-1
R132H pozitiv és negativ csoportok szétvalasztdsa volt a legszignifikansabb. Ezen kiviil a
glioblastomék osztdlyozédsa szempontjabol még tovabbi két marker bizonyult fontosnak, az
EGFRvIII, valamint az NF-1, melyek bizonyos kapcsolatban alltak a betegek klinikai
adataival. Az eredményeink megerdsitése folyamatban van egy prospektiv tanulmanyban,
nagyobb mintaelem szam bevonasaval. Tanulmanyunk masodik kohortjaban kitértiink a
recidivak molekularis valtozdsaira az els® sebészileg eltavolitott mintdhoz képest. Azt
talaltuk, hogy a szekvencidlis tumor mintdk nagy vonalakban megdrzik molekularis
profiljukat némi klonalis evoluciéo ellenére.Transzlaciés tanulmanyunk eredményei
bizonyitjak, hogy a hétkdznapi rutinban nem csak lehetséges, hanem fontos is a glioblastomak

osztalyozasa prognosztikus és terapias célbol is.
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9. Summary

Glioblastoma is the most frequentand most malignant primary glioma in adults. The median
survival is barely over a year and its five-year survival is below five percent. The current
standard of care includes surgical removal of the tumor as completely as possible, which is
followed by radiation and temozolomide-based chemotherapy (Stupp protocol). According to
the WHO classification, glioblastoma is a gradelV glioma that has a high degree of inter- and
intratumor heterogeneity. Main characteristics of this tumor include the appearance of
necrotic areas, glomerular-like vascular growth, cellularity and polymorphism. Symptoms
often vary depending on the localization of tumor. The tumor has two forms: primary
glioblastoma that isat first diagnosed as glioblastoma, and secondary glioblastomathat is
transformed from lower grade gliomas. The latter has a better prognosis. Since the published
results by the TCGA Network and the Verhaak team in 2010, we know that glioblastomas can
be subdivided into molecular subgroups. Each subgroup has its own genetic and metabolic
features. The four subgroups are: classic, mesenchymal, neural and proneural. As the
subgroups were separated by cluster analysis, there are some overlaps among them.
Nevertheless, the classic subgroup is mainly characterized by EGFR mutations (most often
the EGFRvIII) and a decrease of PTEN expression level. In contrast, mutations in the TP53
gene and the appearance of the IDH-1 R132H mutation are the characteristics of the proneural
subgroup. In the mesenchymal subgroup, NF-1 and PTEN mutations are frequent. Finally,
there are no charactheristic mutational patterns associated with the neural subgroup. In
parallel, the subgroups can be distinguished not onlybased on their molecular profiles, but
also based on the clinical parameters of the affected patients. Patients with proneural
glioblastomas have the best prognosis, and secondary glioblastomas are common among
them. In contrast, patients with the mesenchymal subtype have the worst prognosis. In our
study, we performed IHC tests from FFPE blocks of glioblastoma samples collected since
2000 in the Pathology Department at the Markusovszky University Teaching Hospital. We
investigated separation of the glioblastoma molecular subgroups based on the GFAP, NF-1,
EGFR, EGFRVIII, P53, ATRX, IDH-1R132H, and CD133 IHC markers. Then we correlated
the subgroups with the patient's clinical data (gender, surgical age, and overall survival).
Based on our statistical analyses, we canconclude that with routine methodologies and
markers (IHC and pyrosequencing) the molecular subgroups of glioblastomas may be
reproduced even in a relatively small cohort of 104 patients.Several of our markers may even
directly serve as therapeutical targets. Although we wereunable to detect significant
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differences in the clinical correlation analyses, certain trendswere noted. Patients with the
IDH-1 R132H mutation were slightly younger and their survival was relatively longer than
those without this mutation. Conversely, the overall survival of patients with glioblastoma
defective in NF-1 expression was shorter. Our results are in line with WHQO's latest
recommendations, as separation of the IDH-1 R132H mutant and wild type subgroups as a
first step in our hierarchical cluster analysis appeared to be most significant. Furthermore, two
additional markers, EGFRvIII, and NF-1, were important for the molecular classification of
glioblastomas,which also had some associations with the patient's clinical data. Confirmation
of our findings is underway in a prospective study involving a larger sample size. In the
second cohort of our present study, we investigatedchanges in the molecularmarkersof the
recurrent tumors as compared to those of the first surgically removed tumors. We found
thatdespitesigns of some clonal evolution, the sequential sampleslargely retained their
molecular profiles.The results of this translational study demonstrate that classification of
glioblastomas in the every day routine is not only feasible, but it may also have important
prognostic or therapeutic values.
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12. Koszonetnyilvanitas

Eziton szeretnék koOszonetet mondani mindazon személyeknek, akik segitsége,

kozremiikodése nélkiil jelen értekezés nem késziilhetett volna el.

Elséként Prof. Dr. Kalman Bernadett Témavezetdmnek mondok koszonetet az értekezés
elkésziiltéhez nyujtott segitségéért, végtelen tiirelméért és a rengeteg idéért, amit az elmult

harom évben munkéssagomra és szakmai fejlddésem eldmozditasara forditott.

Koszonettel tartozom a Markusovszky Egyetemi Oktatokorhaz Patoldgia Osztalyanak minden
dolgozojanak az értekezésben szerepld kisérletes munkaba vald betanuldshoz nyujtott

Onzetlen segitségiikért.

Megkdszondm a tatabanyai Szent Borbala Korhdz Patologia Osztalydnak a tanulmanyunk

értekelésehez sziikséges targylemezek szkenneléséhez sziikséges feltételek biztositasat.

Ko6szondm a Debreceni Egyetem, Klinikai Kozpont Patologia Intézetében dolgozd Dr.
Hortobagyi Tibor Urnak és Murnyak Balazs PhD hallgatonak a munkavégzés soran kialakitott

kooperacidt, mely remélhetdleg jelen értekezés lezarta utan is folytatodik.

Koszonetet mondok a Pécsi Tudomanyegyetem Egészségtudoméanyi Kardnak Doktori
Iskolajanak dolgozoinak is, a munkdssigom sordn felmeriilt valamennyi problémam

megoldasaban, melyek nélkiil ez az értekezés szintén nem késziilhetett volna el.

Koszonetet mondok Dr. L. Eder Katalinnak és Dr. Gyurjan Istvonnak a munkdm soran

eléforduld hibak javitdsdban, a modszerek tokéletesitésében nyujtott dnzetlen segitségiikért.

Kiilon, kiemelt koszonettel és halaval tartozom Dr. Garzuly Ferenc Féorvos Urnak a
glioblastoméval kapcsolatos tomérdek informdcioért, tiirelméért és szakmai segitségéért,

amelyet a tanulmanyunk egésze soran, de kiilondsen az értékelési fazisaban nyujtott.

Végiil, de nem utolsd6 sorban koszonetettel tartozom Paromnak, Beanak, valamint
Csalddomnak a dolgozat — olykor megterheld — irdsa soran irantam tanusitott végtelen

tiirelmiikért és szeretetiikért, amely nélkiil nem tudtam volna végigjarni ezt az utat.
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7. sz. melléklet
DOKTORI ERTEKEZES BENYUJTASA ES NYILATKOZAT A DOLGOZAT
EREDETISEGEROL

Alulirott

SZULETEST TEV: ..ttt e e
N N I 1 Lol P

SZUletesi hely, 1d0: .. ..o e

....................................................................................... Doktori Iskola

............................................................... Programjahoz/témacsoportjdhoz

TEMAVEZEtO(K) NEVE: .. ettt e e

Egyuttal nyilatkozom, hogy jelen eljaras soran benyujtott doktori értekezésemet

- korabban mas doktori iskoldba (sem hazai, sem kiilf6ldi egyetemen) nem nytjtottam be,

- fokozatszerzési eljarasra jelentkezésemet két éven beliil nem utasitotték el,

- az elmult két esztenddében nem volt sikertelen doktori eljarasom,

- 0t éven beliil doktori fokozatom visszavonasara nem keriilt sor,

- értekezésem 6nalldo munka, mas szellemi alkotasat sajaitomként nem mutattam be, az
irodalmi hivatkozasok egyértelmiiek és teljesek, az értekezés elkészitésénél hamis
vagy hamisitott adatokat nem hasznaltam.

Datum: ...,

doktorjelolt alairasa

100



