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Roviditések jegyzéke

APC — Adenomatous Polyposis Coli Protein

AXIN2 — Axis inhibiton protein 2

CS — Complex Score

DAAMI1- Dishevelled-associated activator of morphogenesis 1
DNA — Deoxyribonucleic acid

DVLI - Dishevelled segment polarity protein 1

EGFR — Epidermal growth factor receptor

EMT - Epithelial-mesenchymal transition

FFPE — Formalin-Fixed Paraffin-Embedded

Fzd — Frizzled

GBM - Glioblastoma

GO — Gene ontology

GSK-3p — Glycogen synthase kinase 33

IDH1/2 — Isocitrate dehydrogenase 1 and 2

IHC — Immunohisztokémia

LEF1 — Lymphoid enhancer factor 1

LRP6 — Low density lipoprotein receptor-related protein 6
MEOK — Markusovszky Egyetemi Oktatokorhaz

NF-1 — Neurofibromin 1

NGS — Next generation sequencing

NLK — Nemo-Like Kinase

PCR — Polymerase chain reaction

PTE — Pécsi Tudomanyegyetem

ROI — Region of Interest

ROR2 — Receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 2
Ryk — Receptor-like tyrosine kinase

RRBS — Reduced representation bisulfite sequencing
TCGA — The Cancer Genome Atlas



1. Bevezetés

A glioblastoma (GBM) a legstlyosabb gradusu (IV) glioma,
valamint a leggyakoribb primer agydaganat, melynek median
teljes talélési ideje 14-20 honap kozott mozog [1, 2]. A jelenleg
is alkalmazott terapias eljarast Stupp et al. [1] dolgoztak ki. A
GBM-ek jelentds része (90-95%) de novo jelenik meg. A primer
GBM-re rendkiviili agresszivitds és invazivitds jellemzd és
elsésorban id6sebb betegekben alakul ki (medidn életkor 62 év).
Ezzel szemben, a masodlagos GBM kevésbé gyakori (5-10%)
és fiatalabb korban alakul ki (median ¢életkor 45 ¢év)
alacsonyabb gradusu gliomak progresszidjanak kovetkeztében
[3]. A primer és masodlagos GBM-ek eltér6 molekularis
tulajdonsagokkal rendelkeznek, mivel eltéré mutacidok
halmozdédnak fel és kiilonb6zo ttvonalak aktivalodnak
fejlodéstik soran.

A “The Cancer Genome Atlas” (TCGA) konzorcialis halozat
publikalta elészor a GBM-re jellemz6é szomatikus mutéaciok
atfogo meghatarozasat. Integralt genomikai és
transzkriptomikai adatok alapjan elkiilonitette a klasszikus, a
mesenchymalis €s a proneuralis molekularis alcsoportokat [4,
5]. A klasszikus alcsoportra jellemz6 az EGFR (epidermal
growth factor receptor) amplifikacio és az EGFRvIII mutacio.
A mesenchymalis alcsoportban rendszeres a delécido/mutacioé az
NF-1 (neurofibromin 1) génben. Végill a p53 és IDH-1/2
(isocitrate dehydrogenase 1/2) gének gyakran mutalédnak a
proneuralis alcsoportban. A mutdns IDH-1 enzim egy
onkometabolitot termel, amely jelentdsen befolyasolja a DNS
CpG metilaciés mintdzatdit genom szinten, ezaltal hatast
gyakorol a transzkripciés profilokra [6]. A daganatokra



jellemz6 egy genom szintii hipometilacios eltolodas, amelyet
l6kusz specifikus hipermetilacio szakithat meg [7-9].
Tanulmanyaink soran a Wnt ttvonal aktivitasara ¢és
kifejezodésének szabalyozasara fokuszaltunk [10-13]. A Wnt
utvonal hatdsa szdmos tumorban jol meghatarozott, de
viszonylag kevés informacid all rendelkezésre a gliomakban.
Mind a kanonikus, mind a non-kanonikus Wnt alutvonal er6sen
konzervalt, és kulcs szerepet jatszik az embriogenezis korai
szakaszaban, illetve a patologias koriilmények kozott, mint
példaul a tumorok kialakulasban [11-13]. A Wnt utvonal
ujraaktivalodasat a  daganatokban foként epigenetikai
valtozasok, mintsem mutacidok okozzdk. Az {tvonal
aktivalodasat vagy gatlasat a ligand-receptor kapcsolatok
mellett a kaszkad negativ és pozitiv regulatoros molekulai is
szabalyozzak. Tanulmanyok ramutattak arra, hogy a Wnt ligand
¢és a Frizzled (Fzd) receptor proteinek expresszids aktivitasa
szignifikdnsan magasabb a GBM-ben, mint a normal agyban
[14, 15], illetve az utvonal legmarkansabb a tumor invazids
zondjaban fejezddik ki [16, 17]. Wnt mRNS molekulak szintén
tulexpresszaltak a GBM-ben és az alacsonyabb gradusu
gliomakban [5, 17, 18]. Annak ellenére, hogy a Wnt ttvonal és
az IDH-1/2 mutacid kozotti kapesolatot néhany kutato vizsgalta
mar, egyértelmi Osszefliggést még nem sikeriilt megéallapitani
[13, 19, 20].

Osszeségében elmondhatd, hogy mind a kanonikus, mind a
non-kanonikus Wnt titvonal kiemelkedd szerepet jatszik a GBM
kialakulasaban, terjedésében, kemo- ¢és surgarterapia elleni
rezisztenciajaban ¢és a recidivak létrejottében. Az utvonal
miukodésének jobb megértése kulcsfontossagi lehet a GBM
kezelésében, valamint egyes elemei potencialis terapias
célpontokként is szolgalhatnak.



2. Hipotézisek és célkitiizések

Hipotézisek

A Wnt kanonikus és non-kanonikus Gtvonala:

1.

Fontos szerepet jatszanak a gliomak kialakuldsaban
gradustol,  hisztologiai  altipustél és  molekularis
jellegzetességektol fiiggbden.

Eltéréen  expresszalodnak a GBM  molekularis
alcsoportjaiban €s progresszidja soran.

Elemeinek differencialt expresszidja Osszefiiggésben all a
DNS CpG metilaciés mintazataival a tumor progresszidja
soran.

Célkitiizések

1.

A Wnt expresszios mintazatanak Osszehasonlitdsa a
gliomak gradusa, szovettani eredete ¢és molekuldris
markerei szerint kvantitativ THC (immunohisztokémia)
alkalmazasaval.

A Wnt ttvonal kifejezdédésének és mintazatanak vizsgalata
a GBM Kklasszikus, mesenchymalis és proneuralis
molekularis alcsoportjaiban kvantitativ IHC
alkalmazasaval.

Osszefiliggések elemzése a Wnt utvonal egyes elemeinek
DNS CpG metilacios, valamint fehérje expresszios
mintazatai kozott RRBS (reduced representation bisulfite
sequencing), NGS (next generation sequencing) &s
kvantitativ IHC modszerek felhasznalasaval szekvencialis
(primer ¢és recidiv) GBM mintakban.



4. Anyag és modszer

4.1. Altalinos leiras

A glioma mintak a Markusovszky Egyetemi Oktatokorhaz
(MEOK) Patologiai Osztalyan és a Pécsi Tudomanyegyetem
(PTE) Altalanos Orvostudomanyi Kar (PTE AOK) Patologiai
Intézetében kerliltek Gsszegyiijtésre. A tanulmany vizsgalatait a
MEOK és a Szentagothai Janos Kutatokdzpont laborjaiban
végeztiik. A II, II1 és IV gradust glioméak mintait sugar- és/vagy
kemoterapia kezelés eldttrol kaptuk. A GBM mintaparok
esetében a primer mintdk mindegyike sugér-és kemoterapiai
kezelés el6ttrél, mig a recidiv mintdk kezelés utanrol
szarmaztak. A lokalis és regiondlis etikai bizottsagok (EB)
jovahagyasanak dokumentacigja: MEOK EB 56/2012,
21/2014, 28/2014, 025782-003/2014/, valamint PTE EB 7517-
2018 és 2019.

4.2. A Wnt markerek expresszios mintazatanak vizsgalata
a gliomak gradusa, eredete és molekularis markerei
szerint

Osszesen 72 IV-es gradust FFPE (formalin-fixed paraffin-

embedded) gliomat 69 betegtdl, és 19 Il-es és Ill-as gradusu

FFPE gliomat 19 betegtdl elemeztiink.

4.3. A Wnt markerek expresszios mintazatanak vizsgalata
a GBM molekularis alesoportjaiban

Harom alkohorttal dolgoztunk. A kohort 1, 78 beteg 81 FFPE
blokkjat tartalmazta. A molekularis alcsoportokkal vald
korrelaciokhoz a beteg életkorat, nemét és teljes tulélési idejét
(miitét és halal kozott eltelt id6 hetekben) hasznaltuk. A kohort
2, 19 szekvencialis FFPE GBM mintat tartalmazott 8 betegtdl.
A kohort 3-ban 8 FFPE post-mortem mintat vizsgaltunk, ahol
elkiiloniilt a normal agyszdvet, az invazios zoéna és a GBM.



44. A Wnt markerek expresszios és DNS metilacios
mintazatanak vizsgalata a szekvencialis GBM
mintaparokban

A tanulmanyt két alkohortban végeztiik. A kohort 1-ben 21 par

primer (GBM-P) ¢és recidiva (GBM-R) FFPE blokkot

vizsgaltunk, amelyek a PTE Patologiai Intézetébdl szarmaztak.

Kohort 2-ben Klughammer et al. [21] altal felt6ltott, nyilvanos

adatbazisban elérhetd szekvencialis FFPE GBM mintaparok

metilom adatait hasznaltuk (https://www.ebi.ac.uk/ena,
hozzaférési szam: EGAS00001002538) [21]. Kontrollként az

IHC tanulmany soran 6 FFPE post mortem agyi mintat, mig a

DNS CpG metiléacios elemzéseinkhez 5 epilepszia miitéti minta

adatait hasznaltunk (ez utobbit az European Nucleotide Archive

adatbazisbol) [21].

4.5. Immunhisztokémia

Az elsodleges antitesteket egy pilot IHC tanulméanyban
allitottuk be. A szdvetmintakat citrat pufferrel vagy proteinaz
K-val tartuk fel. Az elsddleges antitestek kotodését Novolink
Polymer Detection kit-tel detektaltuk. Mindegyik metszet
esetében egy patologus szakorvos meghatarozta a ,,region of
interest”-et (ROI). A ROI-n belill meghataroztuk szadzalékosan
a fest6dott sejtek szamat €s a festddés intenzitasat, majd ezeket
megszoroztuk egymassal, igy generalva egy ,,Complex Score”
(CS) értéket. A Il-es ¢s Ill-as gradusu oligodendroglidlis és
asztroglialis gliomak elkiilonitésére hisztologiai és molekularis
vizsgalatokat végeztink, a WHO 2016-os agydaganatokra
vonatkoz ajanlasa alapjan [22]. Az IDH-1 R132H és EGFRvVIII
mutans molekula jelenlétét vagy hianyat regisztraltuk. A
Wnt3a, béta-katenin, Fzd10, Wnt5a, Wnt7b, Fzd2, valamint az
EGFR és az NF-1 esetében CS értéket szamoltunk.



4.6. DNS izolalas

Az FFPE blokkokbol 4-5 darab metszetet készitettiink.
Deparaffinizacio utan DNS-t izolaltunk a QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit hasznalataval. Az epigenomikai tanulmanyhoz
sziikséges DNS fragmentanalizist a Genomic DNA ScreenTape
Assay kit-tel egy 4200 TapeStation System késziiléken
végeztik.

4.7. Piroszekvenalas

Az IHC soran detektalt IDH-1 RI132H mutéciot
piroszekvenalassal is validaltunk. A PCR és a szekvenald
primereket egy korabbi publikacio alapjan szintetizaltattuk a
BioScience Kft kozvetitésével. A reverz PCR primer biotin
konjugalt volt.

4.8. Epigenomika

Az RRBS (reduced representation bisulfite sequencig) 24x kit-
et hasznaltuk a konyvtarkészitéshez a gyartdi (Diagenode)
protokollt kdvetve. A mintdkban 1évé DNS mindségi eltérések
kompenzalasanak érdekében, az input DNS mennyiségét az
ajanlott 200 ng-rol megnoveltiik.

A DNS-t megemésztettiik az Mspl-gyel, amely CCGG helyeket
ismer fel, igy CpG-vel végzddd fragmentekkel dusitottuk a
mintakat. Ezt kovetden a fargmentumok végét adapterekkel
ligaltuk és méretszelekciot végeztiink, majd a mintakat pool-
okba raktuk és biszulfit konvertaltuk. A konvertalt konyvtarakat
PCR-ral amplifikaltuk és ellendriztiik a mennyiségiiket és a
mindségiiket, mielétt megszekvenaltuk a NextSeq 550
szekvenalo késziiléken. A nyers szekvencia adatokat az
European Nucleotide Archive-ba toltottiik fel
(https://www.ebi.ac.uk/ena, Primary Accession: PRIEB38380,
Secondary Accession: ERP121800).



4.9. Bioinformatika

A nyers adatok mindségét FastQC programmal ellendriztiik €s
eltavolitottuk az adaptereket. A biszulfit konvertalt read-eket a
hgl9 (GRCh37) referenciagenomhoz hasonlitottuk. Az
RnBeads programmal kohort szinten elkiilonitettik a
differencialtan metilalt CpG helyeket, gén régidkat, a GO (gene
ontology) analizissel az utvonalakat, 6sszehasonlitva a primer
és recidiv . GBM mintaparokat egymassal és a kontrollal.
Fokuszaltan megvizsgaltuk a Wnt utvonal markereinek
egyéni mintakban, a tanulményhoz irt script segitségével, amely
a BioMethyl R csomagon alapult. Az adott egyedi metilacids
szintet szazalékos formaban adta meg a program ugy, hogy
meghatarozta a metilacidos (CpG) helyeket a megadott région
beliil az 0sszes mintaban, majd ezeknek a helyeknek egyedi
szinten meghatarozta a szamszerd metilaltsagat és annak relativ
fokat, végiil a metilalt helyek szamat elosztott az Osszes
lehetséges metilacios hely szamaval és megszorozta 100-zal.
Tovabba megvizsgaltuk a hat Wnt marker GeneCards
Genhancer adatbazisbol nyert enhancer régidinak metilacios
mintazatat, az adatbazis szekvencialis GBM mintaiban.

4.10. Statisztika

Két fiiggetlen minta dsszehasonlitdsa esetén Mann-Whitney U
tesztet, mig egymastdl fiiggd mintaparok esetén Wilcoxon
signed rank tesztet alkalmaztunk. Tobb minta egyideji
Osszehasonlitasakor Kruskal-Wallis probat futtatunk le. A Wnt
¢és az alcsoport meghatarozé markerek, valamint a teljes tulélés
kozotti  kapcesolatot  Kendall’s t  korrelacié  analizissel
vizsgaltuk. A teljes talélést a GBM kiilonbozd alcsoportjaiban
Kaplan-Meier teszttel vizsgaltuk.
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5. Eredmények
5.1. A Wnt markerek expressziés mintazatanak
vizsgalata a gliomak gradusa, eredete és molekularis
markerei szerint
Szignifikansan magasabb Wnt5a (gradus III vs. gradus IV
p<0.001) és Wnt3a (gradus II vs. gradus IV p=0.036; and gradus
IIT vs. gradus IV p=0.001) expressziot figyeltiink meg, amikor
a 72 darab GBM mintat vetettiik dssze a 9 darab Il-es és 10
darab IIl-as gradusu gliomaval. A Wnt markerek
expressziojaban fokozatos emelkedést tapasztaltunk a gradus
novekedésével. Az dsszevont 19 darab II-11I-as gradusu glioma
Osszehasonlitdsa soran a 72 darab IV-es gradust GBM-mel, a
WntSa (p<0.001), a Wnt3a (p<0.001) és a citoplazmas béta-
katenin (p=0.039) emelkedett szintjét talaltuk a GBM-ben.
Amikor a GBM mintdkat a 8 darab normal agyi régidhoz
hasonlitottuk, mindegyik Wnt marker (kivéve a Wnt3a)
magasabb expressziot mutatott (Wnt5a p=0.004; Fzd2 p=0.015;
citoplazmatikus béta-katenin p<0.001; magi béta-katenin
p=0.001) a tumorban. Egyediil a citoplazmatikus (p=0.030) és
a magi (p=0.016) béta-katenin expresszioja kiillonbozott a
normal agyi régiok és a II-11l-as gradusu gliomak kozott.
A 8 darab asztroglialis és 11 darab oligondendroglidlis mintak
vizsgalatakor, egyedill a Wnt5a expresszigja volt
szignifikdnsan magasabb az asztroglialis csoportban (p=0.02).
A 19 darab II-I1I-as gradusu gliomabol, 15 darab volt IDH-1
mutans és 4 darab vad tipusu, azonban szignifikans eltérést nem
tapasztaltunk Wnt markerek kifejez6désében a két csoport
kozott. Amikor az 6sszes (1I-1V gradust), 91 darab glioma Wnt
marker CS értékét hasonlitottuk 6ssze az IDH statusz szerint,
egyedill a Wnt3a expresszalodott szignifikdnsan magasabban
(p=0.006) a 69 mintabol all6 IDH-1 vad tipusu csoportban.
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5.2. A Wnt markerek protein Kkifejezodése a GBM
molekularis alcsoportjaiban

A kohort 1 keresztmetszeti tanulmanyban, a 78 betegtdl
szarmazd tumor 61.7%-4t (50/81) tudtuk valamelyik GBM
alcsoportba besorolni (1. Abra).

NF-1 negativ és
EGFRVIII pozitiv
1 beteg
1%)

1. Abra: A GBM mintik szegregalédisa a kulcs markerek
alapjan.

Az IDH-1 R132H mutéciét (proneuralis) hordozd 7 beteg
fiatalabb volt (p=0.05), mint a 74 vad tipust hordozé beteg, mig
az a 15 beteg, akik dupla NF-1 negativ fenotipusu (citoplazma-
/mag- vagy c¢-/m-, mesenchymalis alcsoport) GBM-mel
rendelkezett idésebb volt, mint azon 66 beteg, akiknél
tapasztaltunk NF-1 protein expressziot (p=0.039). Nem volt a
betegek ¢letkoraban kiilonbség a 27 darab EGFRvIII mutans
(klasszikus alcsoport) és az 54 darab EGFR vad tipust csoport
kozott. Amikor a betegek teljes tulélési idejét vizsgaltuk a GBM
alcsoportok szerint, nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket,
kivéve hogy az IDH-1 R132H mutans tumort betegek teljes

rqr v s

hordozoké (p=0.052).
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A molekularis alcsoportok  kozotti  Wnt  expresszio
Osszehasonlitasa soran, nem talaltunk szignifikans kiilonbséget.
Azonban az alcsoportokon belill szignifikdns eltéréseket
észleltiink a kanonikus és a non-kanonikus itvonal markereinek
expresszios szintjeiben. A proneuralis alcsoportban, amely 7
betegbdl allt, szignifikans kiillonbséget tapasztaltunk a Wnt5a és
Wnt3a kozott (p=0.012). A leglatvanyosabb differenciat a két
alutvonal kdzott a 15 betegbdl all6 mesenchymalis alcsoportban
figyeltik meg. A Wnt5a szignifikdnsan magasabban
expresszalodott (Wnt5a vs. Wnt3a p<0.001; Wnt5a vs.
citoplazmatikus béta-katenin p=0.002; Wnt5a vs. magi béta-
katenin p<0.001) mindegyik kanonikus utvonal markernél.
Tovabba az Fzd2 emelkedett kifejezédést mutatott a Wnt3a-val
(p=0.009) és a magi béta-katenin-nel (p=0.04) szemben. A 27
beteget magaba foglald klasszikus alcsoportban, a Wnt5a
magasabban expresszalddott, mint a Wnt3a (p=0.021) és a magi
béta-katenin (p<0.001), valamint az Fzd2-nek magasabb CS
értéke volt, mint a magi béta-katenin-nek (p=0.046). Végiil a
nem besorolt alcsoport 31 betege esetében, a Wnt5a szintje
szignifikansan nagyobb volt, mint a Wnt3a (p<0.001) vagy a
magi béta-katenin (p<0.001), mig az Fzd2 szintén magasabb CS
értékkel rendelkezett a magi béta-katenin-nél (p=0.01). Ebben
az alcsoportba figyeltiik meg egyediil a citoplazmatikus béta-
katenin magasabb expresszidjat a magi megjelenéssel szemben
(p=0.005). Az IDH-1 statusz szerinti 6sszehasonlitasban, csak a
Wn5a mutatott tendencialisan emelkedett expressziot (p=0.071)
a mutans GBM csoportban.

Normal esetben az NF-1 és a béta-katenin protein csak a
citoplazmaban van jelen, de daganatokban a fehérje elvesztése
vagy a magba torténd transzlokalodasa figyelhetd meg. A
kohortunkban a magi béta-katenin expresszidja magasabb volt
a magi NF-1 expresszioval vagy az NF-1 proteint vesztett
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fenotipussal ~ rendelkez6  alcsoportban,  szemben a
citoplazmatikus NF-1 expressziéval rendelkez6 alcsoporttal
(p=0.021 és p=0.03).

A molekuléris alcsoport és a Wnt utvonal markerek kozotti
kapcsolat elemzésekor csak a citoplazmasan (p=0.01), illetve
membranosan megjelend EGFRvVIII (p=0.035) és az Fzd2
expresszidja kozott észleltiink szignifikans dsszefliggést.

A kombinalt kohort 1 (molekularis alcsoporttol fiiggetlen)
analizis sordn, a Wnt5a szignifikdnsan korrelalt az Fzd2-vel
(p=0.036).

A szekvencialis kohort 2 elemzésekben nem tapasztaltunk
szignifikéns kiilonbségeket egyik Wnt marker expressszidjanak
a tekintetében sem, amikor a 8 beteg primer és recidiv GBM
mintdit hasonlitottuk 6ssze.

A kohort 3 nyolc post mortem mintaiban, gradualis emelkedést
figyeltiink meg a Wnt markerek expresszidjanak a tekintetében,
amikor a normal szovet - invaziés zona - tumor régiot
hasonlitottuk 6ssze. A Wnt5a (p=0.003) és a Wnt3a (p=0.029)
kifejezddése a normal agyszdvetben volt a legalacsonyabb, mig
a legmagasabb a tumor kdzponti részében.

5.3. A Wnt markerek expresszios és DNS metilacios
mintiazata a szekvencialis GBM mintaparokban

A kohort és genom szintli metilacids vizsgalatunkban, a Wnt7b,
Wntl1 hipermetilalt, mig a Wnt6 hipometilalt volt a GBM-P
csoportban a GBM-R-hez képest. A receptorok és koreceptorok
tekintetében az Fzdl, Fzd3, Fzd10, LRP6 (Low density
lipoprotein receptor-related protein 6), és a ROR2 (Receptor
tyrosine kinase-like orphan receptor 2) hipermetilalt, azoban a
Ryk (Receptor-like tyrosine kinase) hipometilalt volt a GBM-
P-ben a GBM-R-rel Osszehasonlitva. A kanonikus tutvonal
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intermedier molekulai koziil az AXIN2 (Axis inhibiton protein
2) hipermetilalt, mig az APC (Adenomatous Polyposis Coli
Protein), a DVL1 (Dishevelled segment polarity protein 1), a
GSK-3B (Glycogen synthase kinase 3p) és a LEF1 (Lymphoid
enhancer factor 1) hipometilalt volt. A non-kanonikus titvonal
intermedier molekuldi esetében a DAAMI1 (Dishevelled-
associated activator of morphogenesis 1) hipermetilalt, az NLK
(Nemo Like Kinase) pedig hipometilalt volt a GBM-P vs.
GBM-R 6sszehasonlitasban.

A kohort szintli megfigyelések arra késztettek benniinket, hogy
egyidejilleg megvizsgaljuk a kivalasztott Wnt markerek fehérje
expresszidjat és promoter+gén DNS CpG metilacidjat egyéni
kontroll (C-PM az IHC-ben, C-DB az epigenomikaban), GBM-
P és GBM-R mintakban.

A C-PM kontrollhoz képest szignifikansan magasabb fehérje
expressziot figyeltiink meg a Wnt5a (p=0.003) esetében GBM-
P-ben és a Wnt3a esetében (p=0.003) a GBM-R-ben. Az Fzd10
expresszios szintje egységesen nagyon alacsony volt az dsszes
GBM-P, GBM-R ¢és C-PM mintaban. Tovabba szignifikans
csokkenés volt tapasztalhato az Fzd2 esetében a GBM-P-ben a
C-PM-hez képest (p<0.001). A Wnt7b fehérje expresszidja
magas volt a C-PM-ben, kis mértékben csokkent a GBM-P-ben,
mig szignifikansan alacsonyabb volt a GBM-R-ben (p=0.005).
Amikor 0Osszehasonlitottuk a Wnt markerek expresszidjat
egyedi szinten a GBM-P és GBM-R mintaparokban, a Wnt3a
(p=0.009) és az Fzd2 (p=0.016) szignifikans novekedést
mutatott a progresszié soran, ellenben a Wnt7b esetében
(p=0.019) ellenkez6 mintazatot figyeltiink meg.

A Wnt markerek promoter+gén metilacios szintjében nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget GBM-P ¢s GBM-R mintak
Osszehasonlitasakor. Azonban a C-DB, a GBM-P és a GBM-R
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Osszehasonlitasakor szignifikdnsan magasabb metilacios szintet
tapasztaltunk a Wnt3a (p=0.028) és a Wnt7b (p=0.015)
esetében a C-DB-ben a GBM-P-hez képest, valamint a Wnt3a
(p=0.012) és Wnt7b (p=0.034) esetében a C-DB-ben a GBM-
R-hez képest. Az Fzd10 metilacios szintje jelentdsen magasabb
volt, mint a tobbi vizsgalt Wnt utvonal markeré a C-DB, a
GBM-P ¢s a GBM-R mintakban.

Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a hat Wnt marker
metilacids szintjében a 21 GBM-P és GBM-R mintaparban. A
megfigyelésiink  megerdsitésének  érdekében,  szintén
megvizsgaltuk a hat marker promotertgén régidjanak
metilacios szintjét egy 112 betegbdl allé szekvencidlis GBM
adatbazis-kohortban [21]. Sajat eredményeinkhez hasonldan
ebben a primer — recidiv kohortban sem talaltunk kiilonbséget a
szintjében a tumor progresszidja soran.

Részben taldltunk csak negativ  korrelacidt, amikor
Osszehasonlitottuk a fehérje expressziot és a promoter+gén
CpG metilacios szinteket a kontroll és a szekvencialis GBM
mintainkban. Ezért megvizsgaltuk a hat Wnt marker enhancer
régidinak metilaciés szintjét, mind a sajat kisebb, mind az
adatbazis nagyobb GBM kohortban. A Wnt7b GH22J045611,
Fzd10 GH12J130124 és Fzd10 GH12J130138 GeneHancer ID-
vel rendelkez6 enhancer-ek magasabb metilacids szintet
mutattak, mint a t6bbi enhancer az adatbazis GBM mintakban,
valamint e harom enhancer metilacios szintje magasabb volt a
GBM-R-ben a GBM-P-hez képest.
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6. Megbeszélés

Tanulmanyaink ramutatnak a Wnt Gtvonal gliomagenezisben
betoltott szerepére, és ezaltal felvetik ezen tvonal elemeinek,
mint terapias célpontoknak a mérlegelését.

Az elsé altanulményunkban a Wnt marker expresszido és a
glioma gadus, eredet és molekularis profil kapcsolatat
vizsgaltuk. Pu et al. [23] és Denysenko et al. [24] is hasonlo
eredményeket kozolt az altalunk tapasztaltakhoz, miszerint
korrelacio figyelheté meg a Wnt marker expresszio és a glioma
gradus kozott, mig normal agyban nagyon alacsony ezen
markerek kifejezodése [23, 24]. A Wnt markerek nem mutattak
kifejezodésbeli kiilonbségeket az IDH-1 mutacids statusza
szerint a Il-es, a Ill-as vagy a IV-es gradusu glioma
alcsoportokban, azonban a Wnt3a expresszidja szignifikansan
magasabb volt az IDH-1 vad tipust csoportban a mutanshoz
képest a kombinalt gradust (II-11I-1V) 6sszehasonlitas soran. A
szakirodalom megosztott az IDH mutaci6 €s Wnt tutvonal
markereinek kapcsolatat tekintve. Egyes kutatok azt talaltak,
hogy az IDH-1 mutacio a gliomak proliferativ és invaziv
potencialjanak jelentds csokkenését okozzak a béta-katenin
szignalizaci6 gatlasa kovetkeztében [19]. Masok azonban azt
irtak le, hogy az IDH-1 mutaciot hordoz6 daganatokban
szenvedd betegeknél a kanonikus Wnt ttvonal emelkedett
aktivitassal rendelkezik [20, 25]. Nagy valosziniiséggel van
Osszefiiggés a Wnt utvonal aktivitdsa és az IDH mutécios
statusz kozott, azonban ezt a kapcsolatot még tisztazni kell. A
Wnt marker expresszio és a glioma eredete kozott, eddig mi és
masok is csak utald jellegii kapcsolatot észlelt, ami alapjan
tovabbi vizsgalatok sziikségesek a végsd kovetkeztetésig.
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A masodik altanulmanyban, a korabbi megfigyelésekhez
hasonloan, a proneuralis alcsoportba tartozé IDH-1 R132H
mutans tumor tipust betegek voltak a legfiatalabbak, és a
leghosszabb teljes tulélési id6vel rendelkeztek. Ezzel szemben
a mesenchymalis tumort hordozo betegek, akiknél mind a
citoplazmatikus, mind a magi NF-1 expresszi6 hianyzott, a
legidGsebbek voltak, a legrovidebb teljes talélési idovel [5, 12,
22].

Nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget a Wnt markerek
expresszios szintjében a GBM molekularis alcsoportjai kozott.
Azonban szignifikans kiilonbségeket figyeltiink ezen markerek
kifejez6désében az alcsoportokon beliill. Kiilonésen nagy
differenciat tapasztaltunk a mesenchymalis alcsoportban a non-
kanonikus vs. kanonikus ttvonal markereinek 6sszehasonlitasa
soran. Megfigyelésiinkkel 6sszhangban a TCGA és szamos mas
kutatocsoport is a Wnt5a talmiikddését irta le a mesenchymalis
alcsoportban [5, 15]. A klasszikus alcsoportban korrelaciot
tapasztaltunk az EGFR expresszidja és mind a kanonikus, mind
a non-kanonikus Wnt markerek kozott. Az EGFR és a béta-
katenin kdlesondsen képesek aktivalni vagy inaktivalni egymas
szabalyozo6 elemeit [26], mig a non-kanonikus utvonal elemei
fontos szerepet jatszanak az EGFRVIII altal vezérelt tumor
kialakulasban [27]. Eredményeinkhez hasonldéan, a TCGA
adatai is azt mutatjdk, hogy a Wnt markerek expresszids
mintazatai a nem besorolt GBM alcsoportban hasonlé a
klasszikus alcsoportéhoz, feltehetéen az EGFR (tul)expresszio
miatt [5].

Szoros 0sszefiiggést talaltunk a béta-katenin és az NF-1 magi
expresszidja kozott, nem egészen meglepd modon, mivel
mindkét fehérjének a citoplazmabol magba  torténd
transzlokacidja dsszefiigg a tumor kialakulasaval. Az NF-1 egy
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tumor szupresszor, elvesztése vagy funkcionalis megvaltozasa
noveli a tumorok agresszivitasat és invazivitasait az EMT
(epithelialis—mesenchymalis tranzicio) altal [28].
Feltételezéseink szerint, az NF-1 ¢és a béta-katenin
citoplazmatikus expresszidjat mutat6 GBM daganatoknal
kisebb az EMT valoszintisége, ezaltal ezek a tumorok kevésbé
lesznek agresszivak, mig a két fehérje magba torténd
transzlokalodasa ellentétes tulajdonsagi GBM-et eredményez.
Osszességében azonban nem taldltunk osszefiiggést a GBM
alcsoport markerek és a Wnt markerek expresszids szintjei
kozott, a klasszikus alcsoport Fzd2 és EGFRVIII kivételével.
Tovabba, a Wnt5a és az Fzd2 expresszids szintje tendencidlisan
korrelalt egymassal ebben az alcsoportban, jelezve az
EGFRvVIII mut4cié és a non-kanonikus Wnt tvonal markerek
kozotti Osszefliggést. A kombinalt kohort 1-ben (az alcsoport
besorolastol fiiggetleniil) a Wnt5a szignifikansan korrelalt az
Fzd2-vel, egyetértésben a korabbi GBM publikaciokkal [17,
14].

A szakirodalom alapjan a Wnt markerek expresszidjanak
novekedésére szamitottunk a recidivaban a primer GBM-ekhez
képest a kohort 2-ben, de eredményeinek szerint a Wnt ligandok
és receptorok komplex expresszios mintazatot kovetnek a tumor
progresszidja soran.

A kohort 3-ban megfigyeléseink 6sszhangban vannak Kahlert
et al. [29] és Binda ¢s et al. [16] megfigyeléseivel, amelyek azt
mutatjak, hogy mind a kanonikus, mind a non-kanonikus
utvonal markerei magasan expresszalodnak az invazids és a
tumoros zonakban a normal agyrégiokhoz képest [29, 16].

A harmadik altanulmanyunkban el0szor a hat kivalasztott Wnt-
marker promoter+gén metilacios mintazatat elemeztiik kohort
szinten, Osszehasonlitva a C-DB, GBM-P és GBM-R
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csoportokban [10]. Ezen eldzetes vizsgalat megfigyelései arra
késztettek minket, hogy fokuszaltan vizsgaljuk meg a
kivalasztott Wnt markerek promoter és gén régioit, €és
Osszevessiik a metilacidés mintazatokat a fehérje expresszioval
egyedi kontroll mintakban ¢s GBM mintaparokban. A GBM-P
és a GBM-R 0sszehasonlitisakor nem talaltunk kiilonb6zd
metilaciés mintazatot sem a sajat, sem az adatbazis
szekvencialis GBM mintaiban a hat Wnt marker promoter+gén
hipometilacio felé torténé elmozdulasa alapjan a kontroll
mintdkhoz képest [30, 31], sajat tanulmanyunkban is
tapasztaltunk a hipometilacio felé vald eltolodast GBM
mintakban a legtobb Wnt marker esetében a kontroll mintakhoz
képest (az Fzd2 és Fzd10 kivételével).

A promoter+gén hipometilacioi a WntSa, Wnt3a és béta-
katenin fehérje expressziojanak tendencialis vagy szignifikans
novekedésével tarsult a GBM-P-ben és a GBM-R-ben a C-PM-
hez képest. Az Fzdl0 magas promoter+gén metilacioja
kovetkezetesen alacsony membranfehérje-expressziot
eredményezett mind a kontroll, mind a tumor mintakban.

A fenti megfigyelésekbdl, melyek szerint a Wnt marker
expresszié és a promoter+gén metilacié nem mindig all inverz
kapcsolatban egymassal, arra kovetkeztethetiink, hogy gén
expresszid epigenetikai szabalyozasanak nem kizarolagos
eleme a DNS CpG metilacio. Ezért egy kiegészitd vizsgalatot is
elvégeztiink, melynek soran a hat Wnt marker enhancer
régidiban  (tobbnyire a géntpromoter région  kiviil)
meghataroztuk a DNS metilacios szinteket a sajat és az
adatbazis GBM mintdkban. Az adatbézis kohortban fokozott
metilaciot mutatott egy Wnt7b és két Fzd10 enhancer a tobbi
enhancer-rel szemben, valamint az el6bb emlitett harom
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enhancer-nek magasabb volt a metilacids szintje a recidivaban
a primer mintahoz képest. A Fzd10 nagyon alacsony fehérje
expresszidja minden mintaban a metilacid magas szintjével
magyarazhat6, mind a gén+promoter, mind az enhancer
régiokban. A Wnt7b  fehérje expresszidjanak fokozatos
csokkenését a kontrolltol a GBM-P-n 4t a GBM-R-ig, a daganat
progresszidja soran megfigyelhetd emelkedé DNS-metilacios
szint okozhatta. Mivel a Wnt7b ligand kotédik az Fzd10
receptorhoz, promoter+gén régidjuk egyidejii hipermetilacioja,
melynek eredménye az alacsony vagy csokkend fehérje
expresszio, valoszintileg kizarja a GBM progresszidjaban vald
részvételilkket. A  metilaciés  valtozdsok nemcsak a
promotereket, enhancer-eket és a nyitott olvasasi kereteket
érinthetik, hanem a szabalyozd RNS molekuldk régioit, a
splicing helyeket vagy az insulatorok topologiai doménjeinek
kotohelyeit is, amelyek fokozhatjak vagy gatolhatjak az mRNS
izoformait [32, 33, 34]. A szabalyozéasi mechanizmusok
bonyolultsdga magyardzhatja a csupan részleges egybeesést a
vart és megfigyelt (részlegesen inverz) fehérje expresszios €s
promoter+gén metilacios szintek kdzott a tanulmanyunkban, és
a szakirodalomban.
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7. Uj megallapitasok

- Az asztorcitikus eredetli gliomak progresszidjaban a Wnt non-
kanonikus utvonal nagyobb szerepet jatszik a kanonikussal
szemben.

- A Wnt utvonal egyes elemei és az IDH-1 mutéacids statusz
kozott korrelacio all fenn, melynek mélyebb tisztazasa
folyamatban levd 0j tanulmanyaink targya.

- A Wnt utvonal markereinek expresszidjaban nincs kiillonbség
a GBM molekularis alcsoportjai kozott, azonban valamennyi
alcsoportban a  non-kanonikus utvonal markereinek
expresszidja a dominansabb a kanonikus utvonallal szemben.

- A béta-katenin és az NF-1 sejtmagi megjelenése pozitiv
korrelacioban all egymassal, amely feltehetden agresszivabb €s
rosszabb prognézisi GBM tumort eredményez.

- Az altalunk vizsgéalt Wnt markerek expresszids mintazata
jelentésen, azonban promoter+gén metilaciés mintazata nem
kiilonbozik egymastol primer és recidiv GBM mintaparokban.

- A promoter+gén metilacios statuszon kiviil, az adott génrégion
kiviil es6 enhancerek metilaltsagi profilja is fontos szerepet
jatszik a génexpresszio szabalyozasaban.

- A Wnt7b és Fzd10 ligand-receptor kapcsolat nem jarul hozza
a GBM novekedéséhez €s progresszidjahoz.

- A Wn7b ¢és Fzd10 potencialis tumor szuppresszor funkcioval
is birhat, melyrdl szintén nincsenek még szakirodalmi adatok.
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